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Avant-propos 

 

Du point de vue du système immunitaire, il existe deux types de pathologies : l’incapacité à contrôler 

un agent pathogène et la suractivation immunitaire. La régulation de l’activation excessive du système 

immunitaire est donc une voie thérapeutique majeure pour traiter un ensemble de pathologies auto-

immunes ou de maladies inflammatoires chroniques. Il s’agira ainsi de rétablir ou de mettre en place la 

tolérance du système immunitaire vis-à-vis de certains antigènes. En condition physiologique, la tolérance 

du système immunitaire est assurée par un certain nombre de mécanismes complémentaires : la tolérance 

centrale (élimination des cellules dangereuses) et la tolérance périphérique (éducation tolérogène du 

système immunitaire). En conditions inflammatoires pathologiques, ces processus sont dépassés et le retour 

à l’homéostasie immunitaire est difficile voire impossible sans intervention extérieure. Il est cependant 

possible d’éteindre une réaction aberrante du système immunitaire par le biais d’anti-inflammatoires ou 

d’immunosuppresseurs. Malgré leur efficacité prouvée, ces voies thérapeutiques comportent un certain 

nombre de risques associés. Le premier d’entre eux étant une suppression trop généralisée qui expose le 

patient aux infections opportunistes ou au cancer par exemple.  

Ces dernières années ont vu émerger le concept de médecine personnalisée qui cherche à mettre en 

place un traitement adapté à chaque pathologie, propre à chaque patient, afin de limiter les effets 

indésirables. Parmi les axes de recherche, la thérapie cellulaire occupe une place de choix. En effet, elle peut 

s’auto-entretenir suivant les types cellulaires choisis, être issue directement du patient concerné et être de 

spécificité antigénique définie. Afin que la thérapie soit sûre, ces cellules doivent disposer de deux 

caractéristiques essentielles : être phénotypiquement et fonctionnellement stables. Dans la grande majorité 

des cas, les thérapies cellulaires mises en place utilisent des cellules matures en partie du fait qu’elles sont 

relativement abondantes et robustes ce qui rend leur purification relativement commode. Par ailleurs, il est 

souvent considéré que des cellules matures sont associées à un phénotype immuable et une fonction définie. 

Ces deux propriétés semblent donc faire des cellules matures d’excellentes candidates pour la thérapie 

cellulaire. Cependant, il s’est avéré depuis que le phénotype et la fonction des cellules, même matures, 

restent profondément tributaires de l’environnement cellulaire et moléculaire auquel elles sont 

confrontées. Ainsi des cellules pourtant initialement décrites comme régulatrices pouvaient, après injection, 

devenir elles-mêmes pathogènes et concourir à la maladie qu’elles étaient sensées limiter. 

Récemment, une nouvelle approche de la thérapie cellulaire s’intéresse à conditionner des cellules 

afin de leur imprimer un phénotype tolérogène robuste. Le principe repose sur le développement d’une 

« mémoire » épigénétique qui assurerait la stabilité du phénotype régulateur y compris dans des 

environnements inflammatoires. Ces modifications épigénétiques ont une persistance temporelle variable 

allant de quelques minutes à plusieurs années et dont certaines formes, comme la méthylation de l’ADN, 
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sont transmissibles aux cellules filles. Les interactions hôte-pathogènes sont capables d’apporter ce type de 

modification du programme transcriptionnel chez certaines cellules, en particulier immunitaires. Cela se 

traduit par l’acquisition de mécanismes spécifiques adaptés pour la défense de l’organisme et peut aboutir 

au développement de nouvelles fonctions, y compris régulatrices. 

Dans ce travail, nous étudions la possibilité de conditionner des précurseurs de cellules dendritiques 

plasmacytoïdes avec un signal inné, le CpG, afin de les rendre tolérogènes. 

Pour tester les capacités et les limites de la tolérance permise par ces cellules, nous avons comparé 

deux modèles pathologiques inflammatoires distincts. Dans un premier temps, nous avons testé les 

capacités protectrices des cellules conditionnées dans le cadre de l’encéphalite auto-immune expérimentale 

(EAE), un modèle murin de sclérose en plaques. Cette pathologie est limitée à un organe, la moelle épinière 

chez la souris, et connait un seul épisode inflammatoire dont les symptômes peuvent s’améliorer 

spontanément. Ce modèle est essentiellement dépendant des lymphocytes T CD4 et partage un certain 

nombre de similitudes fonctionnelles avec la pathologie humaine. Dans un second temps, nous avons 

cherché à déterminer si ces mêmes cellules conditionnées sont également capables de réguler une 

pathologie généralisée et cette fois, allogénique. Dans ce but, nous avons choisi le modèle de la maladie du 

greffon contre l’hôte dont la pathogénèse fait intervenir à la fois les lymphocytes T CD4 et les CD8 et qui se 

caractérise par un état inflammatoire nettement plus violent que l’EAE.  

L’étude bibliographique précédant les résultats sera ainsi subdivisée en trois parties : tout d’abord 

une approche générale de l’hématopoïèse et des ses facultés  dynamiques d’adaptation à l’état de 

l’organisme. Dans un second temps, nous traiterons les deux modèles pathologiques étudiés en envisageant 

pour chacun à la fois les cellules pathogènes et régulatrices. Nous traiterons également un certain nombre 

de modèles murins disponibles pour ces pathologies mais également les thérapies disponibles y compris les 

thérapies cellulaires. Enfin, dans un dernier temps, l’organisation des résultats obtenus dans cette étude 

sera présentée.  
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I/Cellules immatures : de nouvelles possibilités pour traiter les déficiences immunes 

 1) L’hématopoïèse 

  i) Organisation de l’hématopoïèse 

   

L’hématopoïèse est l’ensemble des mécanismes qui permet de maintenir le compartiment sanguin 

fonctionnel tout au long de la vie. Elle débute dans le sac vitellin (d’E8 à E13 chez la souris ou entre la 

quatrième et la huitième semaine de grossesse chez l’Homme) où elle génère essentiellement des cellules 

erythroïdes. Une partie de l’hématopoïèse se déroulera  également au niveau d’autres sites tels que le 

placenta, l’allantoïde ou la région para-aortique. Après le jour E11.5 chez l’embryon de souris (la cinquième 

semaine pour l’Homme), l’hématopoïèse commence à se dérouler également dans le foie fœtal par vagues 

de colonisation successives. Là, les premières cellules immunitaires commencent à être produites. Au-delà 

entre E14 et E16 (entre le 5ème et le 6ème mois de grossesse pour l’Homme), l’hématopoïèse hépatique 

commence à ralentir et débute au niveau de la moelle osseuse (et transitoirement au niveau de la rate). Le 

sang est un tissu dont les cellules se renouvellent très rapidement en raison d’une durée de vie relativement 

courte pour certaines cellules (environ 120 jours pour une hématie). L’hématopoïèse est donc un processus 

très actif et permanent qui produit environ un million de cellules par seconde chez un humain adulte en 

bonne santé. Majoritairement, il s’agit de deux types de cellules : les hématies dont le rôle est de transporter 

le dioxygène, et les cellules immunitaires qui défendent l’organisme contre les agressions extérieures et 

intérieures. L’ensemble de l’hématopoïèse est maintenue tout au long de la vie grâce aux cellules souches 

hématopoïétiques (HSC) qui se trouvent au niveau de la moelle osseuse (Figure 1).  
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Figure 1 : Modèle de l’hématopoïèse chez les mammifères. Les HSC sont des cellules à haut potentiel d’auto-renouvellement et 
soutiennent l’hématopoïèse toute la vie de l’animal (LT-HSC). Celles-ci se différencient en cellules dont le potentiel à reconstituer 
un hôte irradié est de moindre durée (ST-HSC). Ces cellules donnent des progéniteurs multipotents (MPP) qui, eux-mêmes se 
différencient en progéniteurs oligopotents. Parmi ceux-ci, les progéniteurs communs lymphoïdes (CLP) donnent naissance à 
l’intégralité des cellules de type lymphoïde (LT, LB, NK) et les progéniteurs communs myéloïdes (CMP) donnent naissance à toutes 
les cellules de la lignée myéloïde (monocytes, macrophages, granulocytes, mégacaryocytes/plaquettes et érythrocytes). Tant les 
CMP que les CLP peuvent donner des cellules dendritiques (DC) et peuvent se différencier en DC conventionnelles (cDC) et en DC 
plasmacytoïdes (pDC). (Modifié d’après Moresco, 2012) 

 

a) Organisation des étapes précoces de l’hématopoïèse 

 

Identifiées phénotypiquement en 1988 par l’équipe d’Irving Weissman grâce à la toute nouvelle 

technique de fluorescence-activated cell sorting (FACS),  les cellules souches hématopoïétiques (Figure 1) 

sont initialement décrites comme Thy1lowSca+Lin- et représentent environ 0.05% de la moelle osseuse totale 

(Spangrude et al., 1988). À l’état basal, 90% à 95% de ces cellules sont quiescentes (G0) et seule une fraction 

est activée à un temps donné. Ainsi, la transplantation de seulement 105 cellules de moelle osseuse totale, 
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soit environ un millième de la quantité normale, est suffisante pour permettre une reconstitution à long 

terme d’un hôte murin du fait de leur forte capacité de prolifération. 

 Pourtant dès 1963, Till et al, définissent des colonies spléniques « précoces » et « tardives » 

impliquant l’idée que certaines cellules, bien que capables de reconstituer l’ensemble la lignée 

hématopoïétique sont plus avancées dans leur maturation que d’autres. C’est ainsi qu’en 1994, il est mis en 

évidence que le phénotype Thy1lowSca+Lin- recoupe en réalité trois populations de progéniteurs distincts 

phénotypiquement et par leur capacités à reconstituer un hôte irradié : les LT-HSC , ST-HSC et les MPP 

(Morrison and Weissman, 1994).  

 

Actuellement, la définition phénotypique fine des HSC s’est enrichie de nouveaux marqueurs plus 

spécifiques : les cellules murines sont désormais définies par c-kit+sca-1+lin-Thy1.1lowCD34-Flk-2- (Adolfsson 

et al., 2001; Osawa et al., 1996) et l’équivalent humain par Lin-CD34+CD38-CD45RA-Thy1-CD49f+ (Notta et al., 

2011). Des marqueurs relativement récents tels que l’expression de CD150 et la répression de  CD48 ( famille 

des SLAM),  ont également permis d’affiner davantage la définition des HSC notamment en permettant de 

différencier les HSC bona fide des cellules souches embryonnaires (Kiel et al., 2007).  

 

L’engagement et différenciation des HSC sont régis par des mécanismes complexes. L’utilisation de 

souris déficientes pour certains facteurs cellulaires ou solubles permet l’émergence du concept de niche 

hématopoïétique (Figure 2), un milieu cellulaire complexe nécessaire à la définition du devenir des HSC. En 

1990, deux éléments centraux de la régulation par la niche hématopoïétique sont caractérisés : la tyrosine 

kinase c-Kit (Reith et al., 1990) et son ligand, le Stem Cell Factor (SCF) (Zsebo et al., 1990) dont la liaison 

permet le maintien en quiescence des HSC. Rapidement il a été mis en évidence que le fonctionnement de 

la niche cellulaire requière  la participation de nombreuses cellules telles celles de l’endostéum, l’épithelium 

ou encore les cellules stromales de la moelle osseuse. Ces cellules produisent des facteurs solubles tels que 

la thrombopoïétine (TPO), CXCL12, l’IL-3, l’IL-7, Wnt3a, les colony stimulating factor (CSF) ou le ligand de la 

fms like tyrosine kinase 3 (Flt3-L) mais aussi des facteurs de contact cellulaire tel que les ligands de Notch. 

La combinaison de ces signaux émis par la niche définit le devenir des HSC à savoir leur engagement en 

différenciation, leur prolifération et leur survie ou le maintien en quiescence. 
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Figure 2 : La niche hématopoïétique nécessite la participation de nombreuses cellules non hématopoïétiques. La dormance, l’activation et la 
durée des cycles de vie des HSC sont régulées par l’intégration du signal soluble et non soluble de la niche. En particulier la production de TPO 
et de SCF sont des signaux forts mais dont l’effet peut varier selon la quantité de facteurs présents dans l’environnement proche de la HSC. 
Certaines molécules comme le CXCL12, Ang-1 ou VCAM-1 participent à garder les HSC dans leur niche tandis que d’autres comme l’IL-6 ou Flt3L 

participent à l’engagement des HSC.  (D’après Ehninger et Trumpp, 2011.) 

 

Si les conditions requises pour l’engagement des cellules sont réunies, les HSC vont alors entrer en cycle et 

donneront naissance aux différents types de cellules souches hématopoïétiques regroupées sous le terme 

LSK (lin- sca-1+, c-Kit+). Celles-ci se divisent en deux catégories : les HSC à long terme (LT-HSC ; LSK CD34low/- 

Flk2- Thy1.1low), capables de maintenir le compartiment hématopoïétique durant toute la durée de la vie, et 

les HSC à court terme (ST-HSC ; LSK CD34+Flk2+Flt3L- Thy1.1low) qui sont toujours multipotentes mais dotées 

d’une capacité d’auto-renouvellement limitée (Christensen and Weissman, 2001). Les HSC se différencient 

ensuite en progéniteurs multipotents (MPP ; LSK Thy1.1-CD34+Flt3L+). Les progéniteurs multipotents ont des 

capacités d’autorenouvellement très faibles mais peuvent toujours se différencier en chacune des 

différentes cellules du compartiment hématopoïétique d’un hôte.  

Plusieurs modèles s’affrontent quant à savoir comment se subdivisent les sous catégories de MPP, 

en particulier si leur émergence est séquentielle ou parallèle. Le modèle le plus récent propose que les MPP 

sont des sous-populations produites en   parallèle et dont l’identification repose sur l’expression 

différentielle de trois marqueurs : CD48, CD150 et Flk2 (Wilson et al., 2008). Ces deux marqueurs définissent 

ainsi quatre populations: les MPP1 (LSK Flk2-CD150+CD48-), MPP2 (LSK Flk2-CD150+CD48+), MPP3 (LSK Flk2-

CD150-CD48+) et MPP4 (LSK Flk2+CD150-CD48+).  

Ces MPP ont des capacités à donner des cellules myéloïdes et lymphoïdes différentes. Ainsi, seuls les 

MPP1 gardent un réel potentiel pour produire tous les lignages cellulaires de la famille hématopoïétique. Les 

MPP2 et MPP3 sont les cellules disposant du biais myéloïde le plus important avec la capacité à donner des 

granulocytes/macrophages en parallèle des autres cellules myéloïdes en culture et in vivo. Les proportions 
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des différents types cellulaires sont en revanche inégales entre les MPP2 et MPP3, ces derniers produisant 

des proportions de granulocytes/macrophages très importantes. La capacité à se différencier en précurseur 

commun aux mégacaryocytes et aux érythrocytes est en revanche beaucoup plus importante chez les MPP2 

que chez les MPP3. Bien que les MPP2 et MPP3 soient capables de donner des lymphocytes B et des 

thymocytes immatures, les MPP4 sont les cellules qui disposent d’un réel potentiel lymphoïde (Pietras et al., 

2015). Ces cellules donneront d’ailleurs les progéniteurs lymphoïdes multipotents (LMPP, Figure 3).  

 

Figure 3 : Le compartiment des HSC est désormais vu comme profondément hétérogène à la fois en terme de capacité d’auto-renouvellement 
(axe vertical) et en terme de capacité de différenciation (axe horizontal). Les lignages lymphoïdes et myéloïdes restent associés y compris au 
cours de leur différenciation, le progéniteur commun lymphoïde (LMPP) étant en effet capable de donner à la fois des granulocytes, des 
macrophages et des cellules dendritiques. Ces derniers sont ainsi très hétérogènes. (D’après Laurenti et Göttens, 2018) 

 

Cette division des taches en parallèle plutôt qu’en série propose une nouvelle approche de la 

reconstitution du compartiment sanguin en condition de stress. En effet, le fait que les populations soient 

toutes issues des HSC et non plus dépendantes les unes des autres permet d’augmenter spécifiquement un 

sous-type de MPP afin de satisfaire un besoin précis en un type cellulaire, que ce soit pour répondre à un 

stress hémolytique ou d’origine immunitaire variée.  

Il est important de noter que l’acquisition du potentiel de différenciation vers des cellules de la lignée 

immunitaire s’accompagne de l’expression de PU.1, un facteur de transcription essentiel en particulier aux 

cellules dendritiques, et qui persiste, à des niveaux différents chez toutes les cellules immunitaires (Nutt et 

al., 2005). La perte de ce facteur de transcription abroge la différenciation des cellules hématopoïétiques à 

l’exception des mégacaryocytes et des érythrocytes plus modestement touchés (Iwasaki et al., 2005). 
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Les CLP et les CMP sont des précurseurs restreints à un lignage, respectivement lymphoïde 

(lymphocytes T, B et natural killer) et myéloïde (monocytes/macrophages et granulocytes). On présente 

souvent le CLP comme un précurseur lymphoïde sans biais de développement, cependant, cela n’est vrai 

qu’in vitro. In vivo, l’injection de CLP à une souris donne préférentiellement des lymphocytes B (Borghesi et 

al., 2004). Par ailleurs, il n’est pas possible de retrouver des cellules ayant un phénotype de surface qui 

correspond au CLP au niveau  du thymus (Allman et al., 2003). Il a ainsi été démontré en 2015 que le potentiel 

T est porté par une population de MPP3 qui surexprime le CCR9, ce qui induit leur sortie de la moelle osseuse 

vers le sang par réponse à la chimiokine CCL25 produite par le thymus (Zepponi et al., 2015). En chemin, les 

cellules changent de phénotype et adoptent les marqueurs Lin−Thy1.2+ CD25+. Ce phénotype 

correspondent à celui des pre-T qui pourront entrer au thymus et donner des lymphocytes T (Gautreau et 

al., 2007). 

 À l’exception des MPP3 CCR9hi, les CLP et les CMP résident dans la moelle osseuse. Il est possible de 

définir les CLP par le phénotype Lin- Sca-1+ c-Kit+ IL-7Rα+ toutefois d’un point de vue moléculaire, la 

population est très hétérogène. Elle peut être subdivisée davantage en fonction de la protéine λ5, dont 

l’expression est restreinte aux CLP qui donneront exclusivement des B. Par ailleurs l’expression différentielle 

des niveaux de Rag1 détermine le potentiel à produire des NK, la population  Raglo en étant beaucoup plus 

capable que la population Raghi, bien que toutes deux retiennent un bon potentiel pour la production de T 

et B (Mansson et al., 2010). Si la subdivision du CLP est assez récente, l’hétérogénéité du CMP est en 

revanche connue depuis assez longtemps. Ainsi, il se subdivise en deux populations distinctes en fonction de 

leur expression de Flt3 : la population positive étant celle capable de donner les granulocytes et les 

macrophages, dénommée assez sobrement le précurseur des granulocytes-macrophages (GMP) et la 

population Flt3-, le précurseur qui donnera les mégacaryocytes et les érythrocytes (MegE precursor) 

(Adolfsson et al., 2001). 

 À l’heure actuelle, plusieurs modèles de différenciation pour les étapes précoces des précurseurs 

hématopoïétiques coexistent. Les récents travaux proposant des approches globales, plus objectives 

(comme la transcriptomique), rendent compte d’une complexité de l’hématopoïèse très importante. En 

particulier des populations présentées comme homogènes par les modèles, comme les LMPP, présentent 

en réalité une grande diversité de potentiels de différenciation. Il est donc probable que la différenciation 

hématopoïétique soit en réalité un mélange de plusieurs modèles actuels. Les récents travaux par RNAseq 

et de modélisation mathématique tendent neanmoins à montrer que les transitions entre les différents 

stades cellulaires ne sont pas pleinement discrètes mais partiellement continues ce qui peut poser la 

question de la pertinence des modèles actuels (Macaulay et al., 2016; Zheng et al., 2018). 
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b) Emergence des différentes cellules dendritiques 

 

Les cellules dendritiques (DC) sont les cellules présentatrices d’antigène (APC) principales, dites 

spécialisées. Caractérisées en 1973 par Steinman et Cohn, les cellules dendritiques sont un type cellulaire 

dont l’existence sera mise en doute pendant plusieurs années, mais sont aujourd’hui reconnues pour leur 

rôle central dans l’immunité de par leur fonction de pivot entre l’immunité innée et acquise (Steinman and 

Cohn, 1973). Elles permettent le transport d’antigènes depuis la périphérie vers les organes lymphoïdes 

secondaires où elles vont induire l’activation des cellules du système immunitaire adaptatif. Les DC sont 

composées de plusieurs sous-classes de cellules qui peuvent être caractérisées par leurs marqueurs de 

surface, la combinaison de facteurs de transcription contrôlant leur développement mais également par 

leurs capacités fonctionnelles. Il existe deux grandes sous-classes de DC : les cellules dendritiques 

conventionnelles (cDC) et les cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDC).  

Du fait de leur durée de vie relativement courte (environ 14 jours, à l’exception des cellules de 

Langerhans), les DC sont continuellement remplacées grâce à un précurseur circulant. Ce renouvellement 

est permanent, y compris à l’état basal et est accéléré en condition inflammatoire (Kamath et al., 2002; 

Geissman et al., 2010). Un précurseur, appelé le précurseur commun des cellules dendritiques (CDP) est 

caractérisé en 2002 par l’équipe de Carlos Ardavín par le phénotype CD11c+ CMH-II- B220+ CD19- CD43+ 

CD11b+ Gr-1- F4/80-. Dépourvues de la capacité de produire des cellules lymphoïdes ou myéloïdes autres 

que les DC, ces cellules circulent dans le sang (jusqu’à 5% des PBMC) et sont capables de donner à la fois des 

cellules cDC mais également des pDC en périphérie (Hoyo et al., 2002). Quelques années plus tard, un 

précurseur en amont du CDP est décrit comme Lin− CD11c-CX3CR1+ CD11b− CD115+cKit+ CD135+ et est 

capable de donner à la fois des macrophages et des DC, d’où son nom de précurseur commun aux 

macrophages et cellules dendritiques (MDP) (Fogg et al., 2006). Il est démontré que ce MDP est dérivé du 

CMP et qu’il peut donner le CDP (Liu et al., 2007) et le cMOP, le précurseur des monocytes (Hettinger et al., 

2013) (Figure 4). Bien que ce modèle soit assez largement accepté, il est de plus en plus remis en question, 

du fait d’un manque de preuves concrètes de son développement et de sa régulation. Une étude de culture 

en dilution limite par l’équipe de Shortman a ainsi mis en évidence que le MDP est en réalité un mélange de 

précurseurs de monocytes/macrophages majoritaires d’une part et de DC (cDC et pDC) beaucoup plus rares 

d’autre part (Sathe et al., 2014). Seules des cellules plus immatures, également capables de se différencier 

en granulocytes, semblent présenter la double potentialité de différenciation macrophage/DC. Il n’est donc 

pas impossible que les macrophages et les DC (non issues des monocytes) soient deux types cellulaires 

séparés assez tôt dans leur développement et ne partageant donc pas un précurseur commun exclusif. Il a 

ainsi été démontré que les « DC » obtenues par la culture de moelle osseuse avec du GM-CSF (BMDC) sont 

en réalité un mélange des macrophages et de DC (Helft et al., 2015). Cette étude remet en question de 
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nombreux résultats obtenus jusqu’ici avec des cellules obtenues de cette façon, en particulier les stratégies 

vaccinales anticancéreuses. Par ailleurs, les modalités de la divergence entre les cDC et les pDC sont encore 

assez mal comprises aujourd’hui. Cette difficulté est en partie liée au fait que les pDC semblent avoir des 

origines diverses et présentent un ensemble de gènes qui les rapproche davantage du lignage lymphoïde, 

comme le réarrangement DJ des chaînes lourdes des immunoglobulines (Shortman et al., 2013a).  

Il est connu depuis assez longtemps que les cellules dendritiques peuvent émerger à la fois du CLP et 

du CMP (Martıń et al., 2000; Traver et al., 2000), ce qui est également en contradiction avec la proposition 

d’un précurseur unique. Si l’origine myéloïde des DC est plutôt bien comprise, l’origine des DC issues du CLP 

est plus obscure. Il a en revanche été démontré in vitro que l’ajout d’agonistes du TLR9 ou du TLR4 à une 

culture de CLP est capable d’induire la différenciation de DC (Nagai et al., 2006; Welner et al., 2008). 

L’injection de CLP CD45.1 à des souris CD45.2 suivie par l’injection s.c de Flt3L induit l’expansion à la fois du 

CLP mais également d’une population de DC issues du CLP (Karsunky et al., 2003) (Figure 4). La contribution 

du CLP à la génération de DC en condition homéostatique n’est que très peu documentée. Il est cependant 

intéressant de se demander, à condition que ces DC issues du CLP en conditions inflammatoires existent in 

vivo, si elles ne sont pas une sous-classe de DC à part entière. 

Plusieurs cytokines majeures régulent l’homéostasie des DC dont le GM-CSF, impliqué dans la 

maturation et l’expansion des DC. En effet, il a été démontré que le GM-CSF est capable in vitro et in vivo 

d’augmenter le nombre de DC dans les organes à la fois lymphoïdes et non lymphoïdes (Inaba et al., 1992; 

Vremec et al., 1997). Lors de la caractérisation du MDP, il a été montré que le GM-CSF est capable d’induire 

l’engagement de ce précurseur dans la production de DC, plaçant le GM-CSF comme une cytokine essentielle 

dès les étapes très précoces du développement des cellules dendritiques (Fogg et al., 2006). Par ailleurs, à 

la fois le CMP et le CLP sont sensibles au Flt3L dont le signal induit une relative expansion des précurseurs 

mais surtout leur engagement dans la voie des DC via le signal mTOR (mammalian Target of Rapamycine). 

Le Flt3L ne joue pas de rôle dans le maintien ou la différenciation du MDP (Waskow et al., 2008). Le CDP est 

à la fois positif pour Flt3 (CD135) et le M-CSFR (CD115), ce qui jouera un rôle dans sa différenciation à venir 

mais pas pour son maintien. In vitro, le contrôle de l’engagement du CDP dans la différenciation est opérée 

par l’IL-4, le TNFα et le GM-CSF (Zhang et al., 2004). Si le GM-CSF et le Flt3L contrôlent l’engagement des 

précurseurs dans la voie DC, leur survie et leur expansion dépendent d’avantage de l’IL-3. En effet, seule ou 

en combinaison avec d’autres cytokines telles que le GM-CSF, le Flt3L ou encore l’IL-7, l’IL-3 est capable 

d’augmenter de manière très importante la production de DC issues de différents précurseurs in vitro avant 

même qu’ils n’acquièrent la capacité à répondre au GM-CSF (Lutz, 2004). Si de nombreux travaux 

démontrent le rôle essentiel de l’IL-3 dans la survie des DC et de leurs précurseurs in vitro, à l’heure actuelle 

peu se sont penchés sur son rôle in vivo qui reste à confirmer. 
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Figure 4 : Différenciation des cellules dendritiques à partir du précurseur commun. Le MDP se différencie en pre-cDC, pre-pDC et cMOP. Le 
développement des différentes DC repose sur l’acquisition progressive de l’expression de différents facteurs de transcription. Certains, comme 
Id2 et E2.2 sont mutuellement exclusifs et dessinent très tôt l’orientation des différentes sous classes de DC. Certains sous-types conservent un 
relatif potentiel pour donner les autres types de DC (pointillés) mais ces modalités sont encore mal comprises.  (Modifié d’après Tussiwand et 
Gautier, 2015) 

Les DC ont été catégorisées en deux sous-groupes DC1 et DC2 suivant qu’elles étaient respectivement 

capables d’induire la polarisation de Th1 ou Th2 à partir de T naïfs. Bien que toujours utilisée afin de définir 

les DC fonctionnellement, cette classification est assez peu  pertinente du point de vue de leur 

développement. En effet, chacune des sous catégories de DC est capable de donner à la fois des DC1 et des 

DC2 ce qui fait de ces caractéristiques davantage une spécialisation terminale des DC suivant le contexte que 

de réelles sous-classes de DC. 

c-i Les cellules dendritiques conventionnelles (cDC) 

Les cellules dendritiques conventionnelles sont caractérisées par leur forte expression de l’intégrine 

CD11c, du CMH-II et CD45. Il existe un précurseur commun aux cellules dendritiques conventionnelles qui 

n’est plus capable de donner des pDC in vivo. Cette population a été décrite pour la première fois dans la 

rate comme CD11cintCD45RAloCD43intSIRP-αintCD135+CMH-II-, elle est nommée pre-cDC (Naik et al., 2006). 

Ce précurseur sera plus tard également décrit dans la moelle osseuse puis dans différents organes 

périphériques (Liu et al., 2009). Le pre-cDC est un précurseur qui se différencie des autres progéniteurs de 

DC par son expression du facteur de transcription Zbtb46, autrement appelé BTBD4 (Satpathy et al., 2012). 

Le maintien des DC dans les organes non-lymhoïdes est tributaire de deux mécanismes complémentaires : 

l’apport continu de pre-cDC depuis le sang mais également l’expansion de ces mêmes précurseurs in situ. 

Des expériences de parabiose ont ainsi pu montrer qu’au bout de 30 jours, le taux de renouvellement des 

cDC à partir du sang atteint un plateau ne dépassant pas 22%. L’irradiation préalable d’un des deux 
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parabiontes permet de passer à 100%, ce qui tend à démontrer que des précurseurs issus du sang circulent 

et sont capables de coloniser les organes lymphoïdes et non lymphoïdes mais qu’à l’état basal ce 

remplacement est concurrencé par l’expansion de précurseurs de cDC in situ (Diao et al., 2006; Liu et al., 

2007). L’expansion des DC in vivo est contrôlée positivement, au moins en partie, par la lymphotoxine β. Sa 

suppression in vivo conduit à une perte relative de la fraction CD8- dans les tissus, ce qui corrèle avec une 

capacité d’autorenouvellement plus faible des précurseurs infiltrants (Kabashima et al., 2005). Le mécanisme 

sous-tendant cette régulation n’est toujours pas élucidé, mais les DC portant elles-mêmes le récepteur à la 

LTβ, il est possible que l’effet soit direct. Inversement, l’homéostasie de pre-DC, et donc par extension des 

DC, est également régulée négativement par les Tregs. L’équipe de Rudensky démontre que la perte des 

Tregs induit une expansion massive des DC (Kim et al., 2007). En 2009, le mécanisme sera en partie éclairci 

par la démonstration que, si le nombre de pre-cDC ne change pas dans la moelle osseuse après déplétion 

des Tregs, leur nombre dans la rate et les LN est augmenté respectivement de 2 et 12 fois (Liu et al., 2009). 

Quelques années plus tard, il est montré que l’IL-2 semble être également un régulateur négatif des DC, en 

ce que la perte de l’IL-2 entraîne des effets similaires à la suppression des Tregs (Isakson et al., 2012). Plus 

récemment, Holly Bolton et son équipe récapitulent ces résultats et démontrent que l’expansion des DC en 

absence d’IL-2 et de Tregs n’est pas un effet direct de ces populations mais est secondaire, associée à 

l’activation et la prolifération des Th (Bolton et al., 2015). 

Si d’un point de vue de leurs facteurs de transcription toutes les DC conventionnelles sont positives 

à la fois pour Id2 et PU.1 dès le stade pre-DC (Spits et al., 2000), elles peuvent être davantage subdivisées. 

Deux classes de DC ont été identifiées à ce jour : les cellules IRF8+XCR1+ (qui comprennent les cellules CD8α+ 

et CD103+) et les cellules IRF4+ Sirpα+. Ces deux types cellulaires sont mutuellement exclusifs et la divergence 

entre ces deux sous-populations est assez précoce.  

  Les cellules dendritiques conventionnelles IRF4+ 

  Les cellules dendritiques conventionnelles IRF4+, souvent appelées DC myéloïdes (mDC) sont situées 

dans de très nombreux organes où elles expriment certains marqueurs complémentaires qui reflètent leur 

provenance (par exemple, les cellules de Langerhans, issues de la peau, coexpriment CD1a et la Langerine 

(CD207)). L’expression de CD4 permet de distinguer les cellules résidant dans les organes lymphoïdes ou 

non : les cellules CD4+CD11b+ demeurent au niveau de la rate et des ganglions et les cellules CD4-CD11b+ se 

situent en périphérie.  

 Après la rencontre avec des antigènes et la liaison de différents récepteurs, parmi lesquels le TLR2 

ou le TLR4, les mDC migrent dans les organes lymphoïdes secondaires par le biais de CCR7, au niveau de la 

zone marginale et des zones T. Une fois arrivées aux organes lymphoïdes secondaires, elles sont capables 

d’activer les lymphocytes T d’une façon dépendante de l’antigène considéré.  
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À des fins de simplification, l’émergence, la fonction et les capacités migratoires de chacune des sous-

classes de mDC, propres à chaque organe dont elles sont issues, ne seront pas ici discutées.  

En 2000, il est démontré que l’absence de GM-CSF se traduit par une diminution drastique des DC 

infiltrantes des organes non lymphoïdes mais seulement une diminution modérée du nombre de DC dans 

les ganglions. Il est alors démontré que les deux types de DC ont des prérequis cytokiniques différents : le 

GM-CSF est nécessaire essentiellement aux mDC mais moins aux autres classes de DC (Daro et al., 2000). À 

l’état basal, le GM-CSF circule à de faibles concentrations et permet une production continue de DC. 

Toutefois en conditions inflammatoires, la concentration de GM-CSF peut se retrouver très augmentée ce 

qui a pour effet de réorienter la production de DC vers des cellules de type infiltrantes plutôt que résidantes 

mais également d’induire la différenciation de DC issues des monocytes, induisant la production d’IL-17 (Ko 

et al., 2014). De façon intéressante, il a été démontré que le M-CSF peut également induire l’émergence de 

DC CD11b+ (Misawa et al., 2004). Si les DC CD11b sont absolument dépendantes du GM-CSF, elles 

nécessitent la présence de Flt3L pour leur phase de différenciation à partir du pre-cDC (Harada et al., 2007). 

Au cours de leur développement à partir du pre-cDC, les DC CD11b+ acquièrent l’interferon 

regulatory factor (IRF) 2 et l’IRF4 (Ichikawa et al., 2004; Suzuki et al., 2004). Le rôle de ces deux facteurs de 

transcription n’est pas complètement clair, mais ils pourraient conférer aux DC CD11b+ une relative 

résistance à l’arrêt de leur maturation dans des tissus où la concentration d’interféron de type I serait élevée, 

en stabilisant le signal NF-κB. Par ailleurs les DC CD11b+ expriment également le facteur de transcription 

RelB. Celui-ci est exprimé très tôt dans le développement des DC CD11b+, et pourrait permettre l’activation 

de la voie IRF4 qui est une de ses cibles potentielles. Récemment, des travaux utilisant des souris déficientes 

dans ce facteur de transcription, ont pu mettre en évidence que la perte de ce facteur n’empêche pas cette 

population d’émerger. Cependant, bien que présentes, ces cellules présentent des défauts fonctionnels, 

démontrant qu’IRF4 n’est pas indispensable à leur développement mais à leur fonction (Bajaña et al., 2012). 

Depuis quelques années, les mDC IRF4+ ont été subdivisées en deux catégories fonctionnelles : les 

cellules dépendantes de Notch2 et celles dépendantes de Klf4 (Satpathy et al., 2013; Tussiwand et al., 2015). 

Ces deux populations partagent la plus grande partie de leur développement. La dépendance envers Notch2 

ou Klf4  est révélatrice de l’acquisition d’une maturation fonctionnelle des cellules. Les cellules Notch2 sont 

une source importante et non redondante d’IL-23, une cytokine essentielle pour la défense contre des 

champignons et des bactéries extracellulaires, en induisant la production d’IL-22 et d’IL-17 (Satpathy et al., 

2013). De leur côté, les DC dépendantes de Klf4 sont spécialisées dans l’induction spécifique de réponses de 

type Th2 in situ afin de protéger l’organisme des parasites et des allergènes au niveau de la peau (Tussiwand 

et al., 2015). L’étude d’animaux klf4-/- met en évidence la diminution d’une population CD11b+ au niveau de 

la rate des animaux (Park et al., 2012). Dans la mesure où les niveaux de CD11b entre la population 

périphérique et splénique sont différents, il serait essentiel de détailler le fonctionnement de ces cellules. 
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En particulier, savoir si ces cellules spléniques sont issues de la migration de cellules provenant d’autres 

tissus ou si elles représentent une sous-population à part. L’hypothèse de la migration semble soutenue par 

l’étude de Tussiwand qui démontre que les cellules issues de la peau ont un profil de gènes qui ressemble 

davantage aux cellules migratoires qu’aux cellules résidentes. Dans le cas où ces cellules seraient 

effectivement issues de la migration de cellules venues de la périphérie, il serait intéressant de vérifier si 

elles sont également responsables de la mise en place et/ou de l’entretien d’une immunité de type Th2 au 

niveau central.  

  Les cellules dendritiques conventionnelles IRF8+ 

Les cellules dendritiques IRF8+, anciennement appelées « cellules dendritiques lymphoïdes », 

regroupent les CD8+DC, majoritaires, et les CD103+DC, qui sont une classe assez rare de DC trouvées en 

périphérie. Si les cellules IRF8+CD103+ sont douées de bonnes capacités migratoires, les cellules IRF8+CD8+ 

sont résidentes des organes lymphoïdes secondaires. Ces dernières produisent de grandes quantités d’IL-12 

et orientent la réponse immunitaire vers Th1. Par ailleurs, leur capacité de cross-présentation des antigènes 

aux T CD8 et CD4 font d’elles des cellules spécialisées dans la réponse aux pathogènes intracellulaires et aux 

cellules cancéreuses.  

À l’état basal, ces DC existent dans les organes lymphoïdes secondaires à l’état dit immature en ce 

qu’elles ont des niveaux détectables mais très faibles de la molécule de co-stimulation CD86 mais également 

un niveau faible de CMH-II (Wilson et al., 2003). Leur différenciation vers un phénotype mature a lieu après 

leur rencontre avec un antigène du non-soi et comprend l’expression plus importante de CD80, CD86 et 

CD40 (Vremec and Shortman, 1997). Le développement des CD8+DC requiert absolument la présence de 

Flt3L mais la présence de GM-CSF et M-CSF est dispensable à leur émergence. Toutefois, le GM-CSF et 

l’activation TLR sont nécessaires pour leur activité, en particulier la présentation croisée (de Brito et al., 

2011). La perte du Flt3L chez les souris se traduit par une quantité extrêmement faible de cellules CD8+DC 

(Maraskovsky et al., 1996). À contrario, l’injection de Flt3L à une souris WT augmente entre 20 et 50 fois leur 

nombre au niveau des organes lymphoïdes secondaires de l’animal au point que les CD8+DC deviennent la 

population de DC majoritaire dans la rate (McKenna et al., 2000). À l’état basal et en condition inflammatoire, 

le Flt3L nécessaire au maintien de l’homéostasie des DC est produit à la fois par les T activés et les cellules 

non hématopoïétiques (Saito et al., 2013) 

La dichotomie entre les DC IRF4+ et IRF8+ est établie assez tôt dans leur développement. En effet, les 

DC IRF8+ sont dépendantes de Batf3, un facteur de transcription exprimé par le précurseur des cDC avant 

même IRF4 ou IRF8 (Aliberti et al., 2003). Sa suppression entraine la perte spécifique des différentes sous 

classes de DC IRF8+, ce qui démontre sa necessité pour l’émergence de ce sous-type cellulaire (Hildner et 

al., 2008). Seules les CD8+ avec des marqueurs de CD11b+, possiblement issues de la conversion de mDC en 
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CD8+DC sont encore observables (Chandra et al., 2017). De façon très intéressante, bien que présentes, ces 

cellules n’ont plus la capacité à phagocyter des cellules apoptotiques. Il a été démontré que l’expression de 

Batf3 déclenche l’expression d’IRF8 et permet son auto-activation qui entretient activement la 

différenciation du CDP vers le phénotype des DC IRF8+. La perte d’IRF8 ou de Batf3 chez ces cellules se traduit 

par un échec de la maturation et la bifurcation vers d’autres phénotypes cellulaires (Grajales-Reyes et al., 

2015). Toutefois, dans certaines conditions (infection bactérienne ou irradiation), des mécanismes de 

compensation de Batf3 par Batf1 et Batf2 ont été observés (Seillet et al., 2013; Tussiwand et al., 2012). Il est 

possible que ce type de mécanismes compensatoires soit des voies alternes assurant l’expansion rapide et 

assez spécifique des CD8+DC en conditions inflammatoires. Le développement des CD8+DC requiert 

également d’autres facteurs de transcription comme Nfil3, qui est probablement en amont de Batf3 dans le 

développement des DC (Kashiwada et al., 2011). Il est probable que Nfil3 soit également capable de réguler 

Id2, un autre facteur de transcription essentiel des CD8+DC, mais les mécanismes de cette régulation sont 

encore mal compris. 

c-ii Les cellules dendritiques plasmacytoïdes 

Les cellules dendritiques plasmacytoïdes sont une classe de cellules dendritiques spécialisées dans la 

réponse antivirale et contre les bactéries intracellulaires. Elles sont le plus souvent caractérisées par le 

phénotype de surface CD11clo PDCA-1+ B220int chez la souris (et CD45RA+CD123+BDCA-2+ chez l’Homme). Il 

est à noter que les pDC ne possèdent aucun marqueur de surface qui leur soit propre, et seule une 

combinaison de plusieurs marqueurs permet de les caractériser. Si d’autres marqueurs de surface peuvent 

être ajoutés suivant les différents tissus dont elles proviennent comme Ly6c, Ly49Q, CD4 ou encore CD8, il a 

été démontré que ceux-ci sont davantage des marqueurs d’activation que révélateurs de sous-classes 

distinctes de pDC (O’Keeffe et al., 2002; Omatsu et al., 2005; Vremec et al., 2007). Contrairement aux autres 

DC, les pDC sont une population relativement homogène phénotypiquement. L’explication avancée pour 

cela est que le programme développemental des pDC est suffisamment puissant pour passer outre les 

différences qui pourraient résulter d’origines lymphoïde ou myéloïde différentes, ce qui se traduit par une 

convergence apparente de leur phénotype et de leur fonction (Shortman et al., 2013b).  

La fonction caractéristique des pDC est leur forte production d’interféron (IFN) de type I et de type 

III en réponse à l’information génétique virale ou bactérienne via les TLR intracellulaires 3, 7 et 9 (Kelly et al., 

2016). Contrairement aux cDC, les pDC présentent peu de dendrites à leur surface et ont une capacité 

d’endocytose des éléments en suspension faible par comparaison avec les cDC. En revanche les pDC sont 

particulièrement efficaces pour la prise en charge d’antigènes à partir de cellules encore vivantes exposées 

à des virus (Lui et al., 2009). À l’état basal, les pDC patrouillent dans le sang et les tissus périphériques. Après 

activation, elles migrent vers les organes lymphoïdes secondaires au niveau de la zone T. Du fait de leur 

capacité médiocre à activer les CD4 par comparaison avec les cDC et leur niveau de CMH-II et de molécules 
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de co-stimulation faible, les pDC ont été initialement caractérisées comme des précurseurs de DC avant 

d’être définitivement catégorisées comme des cellules matures en 1999 (Cella et al., 1999; Siegal et al., 

1999).  

De la même manière que les cDC, les pDC peuvent émerger à la fois du CLP et du CDP chez un animal 

irradié (Manz et al., 2001). Des caractéristiques lymphoïdes peuvent être retrouvées chez certaines pDC à 

l’état basal dans la rate par l’expression de Rag1 et la présence des réarrangements DJ sur la chaîne lourde 

des immunoglobulines. Toutefois ces caractéristiques peuvent être retrouvées chez des pDC d’origine 

lymphoïde et myéloïde (Pelayo et al., 2005). En 2013, il est démontré qu’à l’état basal, dans la moelle 

osseuse, les pDC dites lymphoïdes émergent d’un précurseur commun pDC/B caractérisé par Lin-BST-

2+CD11c-, capable de donner les deux types de cellules in vivo (Sathe et al., 2013). Il a par ailleurs été 

récemment décrit que les pDC présentent au moins deux précurseurs in vivo pouvant donner les cellules 

dérivées du CDP (minoritaire ; CD115+CD127-) d’une part et dérivées du CLP (majoritaire ; 

CD115−CD127+Ly6D+Siglec-H+) d’autre part. Ces deux types cellulaires se différencient du point de vue 

fonctionnel, en particulier au niveau de leur capacité à présenter les antigènes et à produire de l’IFNα. En 

effet, les pDC dérivées du CDP sont de meilleures APC mais produisent nettement moins d’IFN de type I que 

leur équivalent dérivé du CLP (Rodrigues et al., 2018, Figure 5). Le même groupe a également constaté que, 

si, à l’état basal, il semble que la plus grande partie des pDC soient issues du CLP (5 à 10 fois plus que le CDP), 

les pDC issues du CDP et des monocytes représentent une fraction conséquentes des pDC en condition 

inflammatoire et au cours de la reconstitution. Enfin, les pDC semblent présenter des localisations 

préférentielles suivant le précurseur dont elles sont issues, les pDC issues du CDP colonisant 

préférentiellement la rate et les pDC issues du CLP présentent une distribution plus large. 

De la même manière que pour les CD8+DC, la grande majorité des pDC sont strictement dépendantes 

du Flt3L pour leur développement. La suppression de ce facteur entraîne une perte conséquente mais pas 

totale du nombre de pDC présentes chez les animaux qui peut être résolue par l’injection de FLt3L (Brawand 

et al., 2002). Les rares pDC indépendantes du Flt3L ont été caractérisées par l’équipe de Fancke en 2008 et 

sont en revanche dépendantes du M-CSF (Fancke et al., 2008). Le même groupe met en évidence que la 

différenciation de pDC in vitro est capable d’induire certains marqueurs sur les pDC traditionnellement 

attribués aux cDC, comme le CD11b. Il serait intéressant de comparer fonctionnellement ces cellules plus 

« myéloïdes » aux pDC dépendantes de Flt3L. Leurs différentes conditions d’émergence faisant écho à des 

conditions inflammatoires différentes, il n’est pas impossible que ces deux types de pDC soient capables de 

mettre en place deux types de réponses immunitaires différentes. De leur côté, le GM-CSF et le TNFα 

régulent négativement la différenciation des cellules dendritiques plasmacytoïdes. Toutefois, le GM-CSF 

promeut l’accumulation de leur précurseur direct (Ghirelli et al., 2010; Gilliet et al., 2002). Il a été démontré 

que les pDC sont des cellules qui entrent en apoptose rapidement en culture, à moins d’être en présence 
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d’IL-3. Leur survie est alors considérablement prolongée grâce à la forte expression de la chaîne α du 

récepteur à l’IL-3 à leur surface (Grouard et al., 1997). L’IL-3 n’a pas de rôle dans la différenciation des pDC 

mais exclusivement dans leur survie. La maturation des pDC est en revanche assurée par la présence de 

CD40L qui peut également permettre leur conversion en cDC. In vivo, il a été démontré que les pDC sont 

capables de se convertir à la fois en cDC CD11b+ mais également en CD8+ CX3CR1+ après un signal d’origine 

virale, la seconde voie étant la plus fréquente (Bar-On et al., 2010; Liou et al., 2008).  

 

 

Figure 5 :  Voies de différenciation des cellules présentatrices d’antigènes (DC et pDC) chez la souris. Les voies de différenciation sont finement 
régulés à la fois par l’environnement et par des signaux cellulaires intrinsèques.  Les flèches indiquent les voies de différenciation. 
Majoritairement les pDC sont issues d’un précurseur CD127+ nouvellement identifié et dérivant du CLP en parallèle de la population déjà décrite 
émergeant du CLP. Une autre population de cellules, dénommées « pDC like » par Rodrigues et al. est dérivée de manière indépendante du CDP. 
Cette population est phénotypiquement semblable mais fonctionellement distincte des pDC issues du CLP. NK : natural killer; IRF8, Interferon 
regulatoru factor 8; IFN, interferon. Modifié d’après Manz, 2018 

 

Si chaque marqueur de surface des pDC est partagé avec d’autres cellules du compartiment 

hématopoïétique, le facteur de transcription E2.2 leur est spécifique. En 2010, l’équipe de Boris Reizis 

démontre que le maintien dans la voie pDC est assuré par l’expression d’E2.2 qui permet l’expression de 

Bcl11a et réprime spécifiquement Id2 (Ghosh et al., 2010). La perte d’E2.2, et donc l’expression d’Id2, dans 



27 
 

ces cellules s’accompagne de la perte des marqueurs de surface des pDC, de leur fonction et de leur 

morphologie au profit d’un phénotype ressemblant aux CD8+DC. Les cellules ainsi transformées acquièrent 

une forte expression du CMH-II et des molécules de co-stimulation qui se traduisent par une capacité à 

activer efficacement les CD4+. Ces résultats démontrent que le phénotype pDC est activement maintenu là 

où les cDC sont davantage une voie par défaut. Il a été démontré en 2013 que l’orientation dans la voie pDC 

est décidée dès le stade CDP par l’acquisition forte d’E2.2 par certaines de ces cellules (Onai et al., 2013). Il 

n’est pas tout à fait clair si cette population émerge des CDP E2.2lo ou directement des LMPP. En revanche, 

il est connu que l’acquisition d’E2.2 est régie par la présence de M-CSF et de TPO. Au-delà d’E2.2, les pDC 

expriment également un niveau basal d’IRF7 et fort d’IRF8. Du fait de leur origine différente, il apparait que 

la population issue du CLP est plus dépendante d’IRF8 que celle issue du CDP (Rodrigues et al., 2018). S’il est 

acquis au cours de la différenciation des pDC, IRF8 n’est requis que pour la survie et la fonction de production 

des IFN de type I mais pas pour l’acquisition du phénotype pDC (Sichien et al., 2016). Il a également été 

montré que le facteur de transcription Bcl11a est nécessaire pour le développement des pDC en stabilisant 

le signal Flt3 à des étapes très précoces de leur développement (Wu et al., 2013b). La suppression de ce 

facteur de transcription entraîne une perte très importante des pDC in vivo et in vitro, tandis que les cDC 

sont en partie protégées du fait qu’elles peuvent se différencier normalement avec le GM-CSF. 

À l’instar des DC, il existe deux catégories nommées pDC1 et pDC2. Si les pDC2 font effectivement 

référence aux cellules dendritiques plasmacytoïdes, les pDC1 font en revanche référence aux cellules 

dendritiques dérivées des monocytes. Il n’est pas inhabituel dans la littérature de parler de l’équilibre 

pDC1/pDC2 ; les premiers étant classiquement associés à un phénotype inflammatoire, alors que les cellules 

dendritiques plasmacytoïdes sont plutôt associées à un phénotype régulateur (hors infection virale). En 

conditions inflammatoires fortes, les monocytes sont recrutés directement au tissu inflammé via CCR2, CCR5 

et CCR6 et peuvent se différencier soit en macrophages soit en cellules dendritiques productrices de grandes 

quantités d’IL-12 (Imhof and Aurrand-Lions, 2004; León et al., 2007). Cette conversion est dirigée par la 

présence de GM-CSF (León and Ardavín, 2008; Luo et al., 2005). Ces cellules sont douées de bonnes capacités 

migratoires et peuvent induire une réponse Th1 et Th17 robuste au niveau des organes lymphoïdes 

secondaires. 

Les cellules dendritiques sont une famille complexe de cellules dont le destin est finement régulé par 

un réseau de cytokines et de facteurs de transcription. Du fait que les DC sont un pivot dans l’immunité et 

que le dysfonctionnement d’un petit nombre d’entre elles peut avoir des conséquences massives sur les 

cellules qu’elles activent, ce contrôle doit être strict mais réussit la prouesse d’offrir la souplesse nécessaire 

à l’adaptation du système immunitaire, en partie grâce à la durée de vie relativement courte des cellules. 
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  ii) L’hématopoïèse « d’urgence » 

 

L’hématopoïèse est un phénomène dynamique sous l’influence de l’état  général de l’organisme au 

sein duquel elle se déroule. La moelle osseuse étant perméable, les infections, les inflammations aiguës et 

chroniques ou un déséquilibre homéostatique peuvent réorienter et/ou augmenter l’hématopoïèse dans 

une voie spécifique afin de répondre au mieux aux exigences immunitaires de l’organisme. 

a) Les cellules immatures circulent hors des sites d’hématopoïèse  

 

Dès la fin des années 60, des cellules immatures sont retrouvées dans le sang des souris adultes en 

parfaite santé (~10/mL) (Barnes and Loutit, 1967). Après une étude minutieuse, il est mis en évidence que 

ces cellules immatures sanguines sont identiques aux HSC issues de la moelle osseuse récemment décrites. 

Chez l’animal, il est démontré que ces LT-HSC, désormais caractérisées par Lin-c-kit+Sca-1+, sortent de la 

moelle osseuse et y retournent en l’espace d’un à deux jours (Wright et al., 2001). La sortie des HSC suit le 

cycle circadien à la fois chez la souris et chez l’Homme (Haus et al., 1983; Ross et al., 1980). Dans un travail 

de 2008, il est mis en évidence que la sortie des HSC est inversement corrélée aux évolutions sinusoïdales 

de la production circadienne de CXCL12, produit par les cellules stromales de la niche médullaire (Méndez-

Ferrer et al., 2008). Au niveau de cette niche, le CXCL12 agit comme un signal de rétention sur les HSC qui 

expriment son récepteur, CXCR4. La diminution de la disponibilité de la chimiokine entraîne donc une sortie 

des HSC le matin, et son augmentation en fin de journée s’accompagne du retour des HSC à la moelle le soir 

(Méndez-Ferrer et al., 2010). Les auteurs ont démontré que cette évolution est directement liée à la 

production de norépinephrine par le système nerveux sympathique. Le co-engagement des récepteurs β-

adrénergiques 2 et 3 ne diminue pas seulement la production de CXCL12, mais augmente en parallèle la 

production de G-CSF qui va favoriser la sortie des HSC. Ceci démontre que la sortie des cellules souches 

hématopoïétiques vers le sang est activement induite. Cependant, toutes les HSC ne retournent pas à la 

moelle osseuse et certaines s’établissent en périphérie, comme dans le muscle squelettique (Asakura, 2012) 

ou encore dans la rate (Coppin et al., 2018). Si dans la rate, elles donnent lieu à une hématopoïèse extra-

médullaire adulte, les cellules situées au niveau des organes non lymphoïdes restent quiescentes. Après 

irradiation de l’animal, ces HSC du muscle sont capables de se réactiver et de reconstituer le tissu 

hématopoïétique médullaire, ce qui est inhibé par l’ajout de morphogenetic protein 2 (BMP2), une molécule 

de la famille du TGFβ (Pang, 2000; Richter et al., 2017). De la même manière, il a été démontré que les HSC 

en circulation sont capables de recoloniser la niche médullaire en seulement deux semaines après des 

dommages spécifiques à la moelle osseuse (Cossío et al., 2017). Il a été démontré que l’expression et les 

capacités d’adhésion des intégrines Very Late Antigen-4 (VLA-4 ; α4β1) et VLA-5 (α5β1) sur les HSC du sang 

sont contrôlées par la présence de SCF in vivo (Hart et al., 2004). Ainsi, les HSC ne peuvent exprimer les 
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intégrines qu’à proximité de la moelle osseuse ce qui induit une rétention préférentiellement au niveau 

médullaire. 

Ce processus actif de migration vers la périphérie et vers la moelle osseuse dirigée par le système 

nerveux forme une sorte d’axe cerveau-sang-os qui démontre un fonctionnement intégré et dynamique de 

l’hématopoïèse. Le rôle de ces HSC en circulation serait la surveillance active du bon état du compartiment 

hématopoïétique mais également une participation à la veille immunitaire.  

b) Sensibilité au milieu : les TLR 

 

L’efficacité du système immunitaire repose sur sa capacité d’adaptation à l’état de l’organisme, les 

signaux révélateurs de la présence de pathogènes sont donc particulièrement importants. La nature de ces 

signaux est diverse d’un point de vue chimique et structurel. Afin d’y répondre, le système immunitaire et 

les cellules non hématopoïétiques sont dotés d’un ensemble de récepteurs reconnaissant des motifs 

moléculaires invariants (PRR). Les PRR sont capables de reconnaître un ensemble de molécules dénommées 

motifs associés à la pathogénicité (PAMP) ou motifs associés à la dangerosité (DAMP) nécessaires à la survie 

et/ou à la pathogénicité des microorganismes. La liaison d’un PAMP/DAMP sur un PRR déclenche ainsi un 

ensemble de réactions cellulaires comprenant entre autres la phagocytose, l’activation/maturation des 

cellules ou encore la production de cytokines. Il existe de nombreux PRR tels que les récepteurs de types 

NOD (NLR), les récepteurs riches en lécithines de type C (CLR) ou encore les récepteurs de types RIG-I (RLR). 

Chacun de ces récepteurs possède ses voies moléculaires et ses effets propres. Toutefois, ce travail de thèse 

se focalisant essentiellement sur l’effet de l’activation des récepteurs de type Toll (TLR), seule cette famille 

de récepteur sera présentée. 

À l’heure actuelle on compte treize TLR chez la souris (TLR1 à 13) et dix chez l’Homme. Les TLR 1 à 9 

des deux espèces étant des homologues directs, cela sous-entend une forte pression de sélection sur ces 

molécules. Les TLR sont de la famille des récepteurs de motifs invariants (PRR), capables de reconnaître des 

motifs associés aux pathogènes (PAMP) ou plus largement des motifs associés au danger (DAMP). La 

caractéristique principale des DAMP et des PAMP est qu’ils sont invariants du fait de leur absolue nécessité 

pour la survie d’un organisme, le plus souvent pathogène. Les TLR sont principalement exprimés par les 

cellules de la lignée immunitaire mais également par de nombreuses cellules formant une interface avec le 

milieu extérieur comme au niveau des poumons ou du tractus digestif. Leur expression varie suivant le type 

de signaux auxquels la cellule doit être capable de répondre. L’activation d’un TLR induit toujours le même 

type de cascade de signalisation (Figure 6):  

Liaison du ligand  recrutement de protéines adaptatrices  recrutement de kinases signal NF-κB 
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Figure 6 : Les voies de signalisation des TLR via leurs molécules partenaires. Il n’existe que trois voies de signalisation des TLR. Celle indépendante 
de MyD88 est partagée par le TLR4 et le TLR3 et aboutit à la production d’interférons de type I. Il existe deux autres voies dépendantes de la 
protéine adaptatrice MyD88 : celle dépendante de TRAF6 qui induit la production de cytokines pro-inflammatoires et celle dépendante de TRAF3 
qui conduira à la production d’IFNα qui est exclusive aux cellules dendritiques plasmacytoides qui sont de fait les seules cellules à produire cette 
cytokine par la voie TLR. (Adapté d’après Zhu et Mohan, 2010) 

 

Les TLR sont une famille de récepteurs puissants partagée entre les cellules de l’immunité acquise et 

innée qui permettent une prise d’information rapide et efficace par les cellules. La liaison de ces récepteurs 

chez des cellules matures permet l’induction de comportements cellulaires efficaces afin de contenir et 

éliminer les pathogènes. Toutefois, comme démontré par les mouvements de cellules souches, la moelle 

osseuse n’est pas un organe isolé du reste de l’organisme. Ainsi, les DAMP et les PAMP peuvent, dans une 

certaine mesure, entrer dans la moelle osseuse et rencontrer un ensemble de cellules immatures. Par 

conséquent, si les cellules immatures sont porteuses de PRR, l’hématopoïèse pourra s’en trouver modifiée 

dans son orientation et/ou sa cinétique. La plasticité de l’hématopoïèse en condition inflammatoire pourrait 

donc se traduire par une réorientation de la production des cellules hématopoïétiques vers des types 

cellulaires adaptés à la résolution de l’inflammation. 

On distingue deux classes de TLR : les TLR extra-cellulaires (TLR1, 2, 4, 5, et 6) et intra-cellulaires, dans 

le compartiment endosomal (TLR3, 7, 8 et 9). Les TLR 10, 11, 12 et 13 sont également extra-cellulaires mais 

leur fonction ou leur ligand ne sont que peu ou pas connus.  
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Les TLR extra cellulaires : 

Le TLR4 

Le TLR4 est le récepteur aux lipopolysaccharides (LPS) qui constituent la membrane externe des 

bactéries gram négatives. Le TLR4 est présent à la surface de toutes les cellules de la lignée immunitaire chez 

la souris, et seules les cellules dendritiques matures ne possèdent pas ce récepteur chez l’Homme. In vivo, 

la cascade de signalisation du TLR4 comporte deux voies possibles suivant les protéines adaptatrices qui 

viendront se lier aux domaines TIR. La voie dépendante de MyD88 entraînera la production des cytokines 

pro-inflammatoires IL6, IL8, IL-12 et TNFα. L’autre voie, indépendante de MyD88 fait intervenir IRF3, ce qui 

induit la production d’interféron de type I, en particulier dans les cellules dendritiques. L’utilisation d’une 

voie plutôt que l’autre est régie par la capacité d’internalisation du TLR4 : si la cellule est capable 

d’internaliser le récepteur et de le diriger aux endosomes, la signalisation se fera préférentiellement par la 

voie indépendante de Myd88 (Yang and Seki, 2012). In vivo, l’activation intense du TLR4 est observée 

majoritairement dans deux types de pathologies : la septicémie et les maladies inflammatoires chroniques, 

dont la maladie du greffon contre l’hôte (GVHD). Dans le cadre de la GVHD, il a été montré que les animaux 

déficients dans la voie TLR4 sont naturellement plus résistants à la maladie et une rémission est observée 

après 40 jours (Zhao et al., 2013). Le TLR4 ne semble avoir que peu ou pas d’implication dans la réponse ou 

la sensibilité à la sclérose en plaques ou à son modèle murin (Urcelay et al., 2007).  

Les TLR 1/2/6 

Le TLR2 est une sous unité capable de s’hétérodimériser avec le TLR6 et le TLR1 et de former ainsi les 

TLR1/2 et TLR2/6 respectivement spécifiques des lipoprotéines triacétylées et biacétylées issues 

majoritairement des bactéries gram positives. Les deux voies moléculaires sont identiques et passent par les 

protéines adaptatrices TIRAP/MyD88 et engagent la voie précédemment décrite pour le TLR4 comme MyD88 

dépendante ce qui induit la production des cytokines pro-inflammatoires IL6, IL8, IL-12 et TNFα. Ces deux 

types de récepteurs sont principalement portés par les cellules immunitaires de la lignée innée comme les 

macrophages et les cellules dendritiques. La liaison de ces dimères de TLR2 sur ces types cellulaires contribue 

à les activer et induit la maturation dans le cas des cellules dendritiques. Le TLR2 peut également 

s’hétérodimériser avec d’autres molécules en dehors de la famille des TLR et plus rarement s’homodimériser 

ce qui permet un spectre de reconnaissance de PAMP très large (plus de 30 ligands connus actuellement) 

comme le zymosan, l’acide lipothéicoïque, une large variété de lipoprotéines et des lipopolysaccharides 

(Zähringer et al., 2008).  

Les différents dimères de TLR2 sont impliqués dans une grande variété de maladies. Dans la sclérose 

en plaques, il a été montré que les cellules mononucléées retrouvées au niveau des lésions et du liquide 

céphalo-rachidien des patients avaient un niveau de TLR2 plus élevé que la normale (Bsibsi et al., 2002) et il 
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a été démontré qu’une infection bactérienne est capable de déclencher une poussée (Correale et al., 2006). 

Par ailleurs, de nombreuses cellules non immunitaires telles que les oligodendrocytes, les cellules 

endothéliales et la microglie expriment le TLR2 à leur surface (Nagyoszi et al., 2010). Le TLR2 est également 

capable d’induire des effets protecteurs en périphérie en synergisant avec les interférons de type I pour 

induire la production de cytokines anti-inflammatoires par les DC (Sweeney et al., 2011). 

Dans le cadre de la GVHD, il a été trouvé que le TLR2 est augmenté sur les cellules myéloïdes du 

greffon après le prétraitement au G-CSF pour induire la mobilisation des HSC en périphérie (Joo et al., 2011). 

Cependant, cela ne semble pas avoir de réel impact dans la maladie, les animaux TLR2-/- sont aussi capables 

que les WT d’induire une GVHD à la fois en tant que greffon ou qu’hôte (Lee et al., 2015). En revanche la 

présence de TLR2 sur le greffon semble améliorer la prise de greffe. 

Le TLR5 

Le TLR5 est un homodimère qui est le récepteur à la flagelline extra-cellulaire, un composant essentiel 

du filament flagellaire nécessaire à la locomotion de certaines bactéries. Sa signalisation intracellulaire 

conduit également à la production des cytokines pro-inflammatoires IL6, IL8, IL-12 et TNFα. Le TLR5 est 

presque exclusivement exprimé par les monocytes, les macrophages, les mDC et dans une moindre mesure 

par les pDC. Il existe également un autre récepteur à la flagelline, NLRC4, une protéine de la famille des 

récepteurs de type NOD contenant un domaine CARD. Dans certains cas, ces deux récepteurs travaillent en 

synergie comme par exemple dans le poumon contre les infections à Pseudomonas aeruginosa. La 

signalisation de concert des deux récepteurs potentialise la production et la diversification des cytokines 

secrétées par les macrophages pulmonaires (permet la production de l’IL-1β et l’IL-18). 

Chez l’Homme et la souris, le TLR5 est associé à de nombreuses pathologies suivant son niveau 

d’expression. Une sous-expression de TLR5 semble favoriser la survenue de maladies inflammatoires 

chroniques telles que la maladie de Crohn. Toutefois, il est retrouvé surexprimé dans les maladies auto-

immunes déjà en place. Le rôle du TLR5 n’a été que très peu étudié dans la sclérose en plaques et on ignore 

s’il est important pour la mise en place ou l’entretien de la maladie. Il est en revanche bien connu des patients 

que la maladie s’accompagne d’une perte osseuse et de nombreuses fractures associées. Or il a été publié 

en 2015 par l’équipe d’Ali Kassem que la surexpression du TLR5 est un acteur essentiel de la perte de masse 

osseuse par l’activation des ostéoclastes via RANKL et pourrait expliquer la fragilité osseuse des patients SEP 

(Kassem et al., 2015). Aucune étude en ce sens n’a encore été publiée chez l’Homme.  

Dans le cadre de la GVHD, le TLR5 a un rôle assez inattendu. En 2008, une équipe démontre que 

l’administration de CBLB502, un agoniste du TLR5, est capable de protéger les cellules du tractus gastro-

intestinal et les cellules souches hématopoïétiques contre une irradiation léthale, améliorant ainsi la survie 

des souris et des singes irradiés (Burdelya et al., 2008). L’injection du CBLB502 n’altère pas la radio-sensibilité 
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des autres tissus, y compris tumoraux de l’animal, ce qui pourrait s’avérer intéressant pour la préparation 

des patients avant la mise en place du conditionnement myélo-ablatif. 

Les TLR intracellulaires : 

Le TLR3 

 Le TLR3, aussi connu sous le nom de CD283, est situé au niveau des endosomes. Il est le récepteur 

aux ARN double brins le plus souvent retrouvés dans les virus à ARN. Il est le seul TLR complètement 

indépendant de MyD88. Sa signalisation passe par IRF3 qui est capable d’activer les deux voies de 

signalisation dépendante et indépendante de MyD88 décrite pour le TLR4. Ainsi, à la différence du TLR4, le 

TLR3 est capable d’induire simultanément les cytokines pro-inflammatoires et les interférons de type I. 

L’expression du TLR3 au sein du système immunitaire est restreinte aux DC (également à quelques sous-

types de T exclusivement chez l’Homme) et il a été montré que son engagement améliore les capacités d’APC 

des DC, en particulier la cross présentation qui active les lymphocytes T CD8 cytotoxiques (Schulz et al., 

2005). Du fait de cette activité on pourrait penser que le TLR3 contribue à la GVHD, mais les souris TLR3-/- 

ont une progression de la maladie et une mortalité associée parfaitement comparables aux souris WT 

(Toubai et al., 2013a). En revanche, l’effet greffe versus leucémie (GVL) est considérablement diminué, ce 

qui permet d’envisager d’utiliser le poly I:C, le ligand synthétique du TLR3, comme une solution afin 

d’augmenter la GVL sans augmenter la GVH. Dans le système nerveux, de nombreuses cellules expriment ce 

TLR, comme les cellules endothéliales, des neurones, de la microglie, des astrocytes et des oligodendrocytes 

(Jack et al., 2005; Lafon et al., 2006). Il a été démontré que l’injection de poly I:C dans l’espace intra crânien 

réduit l’encéphalite expérimentale auto-immune grâce à la production d’interférons de type I qui en résulte 

(Khorooshi et al., 2015). 

Les TLR 7/8 

Le TLR7 et le TLR8 forment des homodimères qui reconnaissent tous deux les ARN simple brins 

endosomaux riches en guanosine et uracile, fréquents pendant une infection virale. Ces deux types de 

récepteurs sont dépendants de MyD88 et enclenchent la voie de signalisation correspondante. Le TLR7 est 

exprimé par certains lymphocytes B, toutes les cellules de la famille des cellules dendritiques et en particulier 

par les pDC. Il est à noter qu’exclusivement dans ces dernières, le TLR7 possède une autre voie d’activation, 

également dépendante de MyD88 et TRAF6 mais également de TRAF3 et qui est par conséquent capable 

d’induire l’activation de la voie de l’interféron α par le biais d’IRF7 (Blasius and Beutler, 2010). Il a été 

démontré que le traitement des patients atteints de sclérose en plaque avec des interférons β est capable 

d’augmenter l’expression du TLR7 à la surface des cellules dendritiques (Zhang et al., 2009). Dans ce même 

travail, les auteurs mettent également en évidence que le TLR est requis pour l’expression de l’IL-27 par les 

DC induites par l’IFNβ, mais également pour la répression de la synthèse d’IL-23 et d’IL-1β.  Par ailleurs, 
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l’expression membranaire du récepteur à l’IL-1 est diminuée après liaison du TLR7 avec son agoniste naturel 

ou synthétique, le R848. Si, comme pour le TLR7, le TLR8 a été retrouvé augmenté chez les patients traités 

aux IFNβ, son rôle n’a cependant pas été démontré (Hundeshagen et al., 2012). Dans le cadre de la GVHD, 

le rôle du TLR7 est plus contrasté. S’il est absolument requis pour la réponse GVL, la stimulation de ce TLR 

par de l’imiquimod (un autre agoniste synthétique du TLR7 et 8) aggrave la réponse allogénique au niveau 

de la peau des individus par l’activation des cellules de Langerhans (Durakovic et al., 2006). Le rôle du TLR8 

dans la GVHD est quant à lui très flou et peu étudié probablement du fait qu’il est généralement considéré 

comme redondant avec le TLR7. 

Le TLR9 

 Le TLR9 est un homodimère qui reconnaît les ADN double brins riches en motif CpG, ces types d’ADN 

non méthylés se retrouvant chez de nombreuses bactéries. Le TLR 9 est dépendant de la protéine adaptatrice 

MyD88 et est capable d’induire les cytokines pro-inflammatoires associées chez toutes les cellules de la 

lignée myéloïde et principalement par les cellules dendritiques mais également par les lymphocytes B, les 

plasmocytes et des cellules de la lignée non hématopoïétique comme les cellules épithéliales et 

endothéliales. De la même manière que pour le TLR7, le TLR9 possède une voie moléculaire de signalisation 

exclusive dans les pDC qui permet d’initier la production d’IFNα. Il existe trois classes de CpG différents 

capables d’induire l’une ou l’autre de ces voies : les CpG de classe A (CpG-A et CpG-P) induisent 

préférentiellement la production d’interférons de type I, le CpG-B est davantage capable d’induire la 

production de cytokines de la famille de l’IL-12 et une très faible production d’IFNα/β là où le CpG-C induit 

indifféremment les deux voies (Vollmer et al., 2004). Du fait de l’orientation des réponses par ces différents 

oligonucléotides, les CpG de classe A activent préférentiellement les pDC (Krug et al., 2001) là où le CpG-B 

sera plutôt capable d’activer les B (Krieg et al., 1995). Du fait de ces deux voies, le TLR9 a un rôle à la fois 

activateur et régulateur. De fait, ces deux aspects peuvent être dérégulés dans de nombreuses maladies. 

Toutefois, dans les pathologies inflammatoires chroniques, le TLR9 est le plus souvent délétère. Dans le cadre 

de la sclérose en plaques par exemple, les pDC TLR9+ sont présentes au niveau des leptoméninges et 

produisent de l’IFNα en réponse à une stimulation CpG. Le traitement aux IFNβ est cependant capable de 

diminuer le niveau de TLR9 à la surface de ces cellules ce qui contribue à diminuer la voie de production des 

cytokines pro-inflammatoires (Balashov et al., 2010; Liu, 2005). De la même façon, la stimulation du TLR9 

avec du CpG des lymphocytes B des patients redirige leur production de l’IL-10 vers les cytokines pro-

inflammatoires, y compris dans les cellules B mémoires (Hirotani et al., 2010). L’administration de CpG 

exacerbe la GVHD et accélère le rejet des HSC de façon dépendante des APC (Taylor et al., 2008). Par ailleurs, 

l’induction de la GVHD chez des animaux déficients en TLR9 se traduit par une survie et un score clinique 

améliorés (Calcaterra et al., 2008). L’utilisation d’animaux donneurs déficients donne le même type de 

résultats (Elmaagacli et al., 2009). 
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c) Hématopoïèse de stress et hématopoïèse inflammatoire 

 

En 2006, il est démontré que les cellules souches hématopoïétiques ainsi que d’autres cellules 

immatures (MPP, CLP/CMP) présentent à leur surface plusieurs types de TLR (Figure 7) (Nagai et al., 2006). 

Cette équipe démontre qu’un signal TLR faible sur les cellules immatures n’induit pas d’aplasie mais une 

augmentation du nombre de cellules de types myéloïdes produites par la moelle osseuse. In vitro, la 

stimulation TLR4 est capable d’induire, de façon dépendante de MyD88, un biais dans l’hématopoïèse en 

induisant spécifiquement la production de granulocytes et macrophages de manière désormais 

indépendante de leurs facteurs de croissances associés. Cette stimulation permet également la réorientation 

de la production lymphocytaire par les CLP au profit des cellules dendritiques. De façon extrêmement 

importante, ils démontrent que cette polarisation est identique in vivo chez la souris. Depuis ces travaux, les 

TLR7 et 9 ont été retrouvés portés par les HSC murines (Tomchuck et al., 2008) mais également par de 

nombreuses cellules immatures (Figure 7). 

 

Figure 7 : Récepteurs de cytokines et TLR portés par les cellules immatures lors de l’hématopoïèse. Ce Schéma résume l’ensemble des récepteurs 
extra et intracellulaires des cellules immatures à l’état basal chez la souris adulte. L’ensemble de ces récepteurs détermine le réseau moléculaire 
et cellulaire qui peut influencer l’hématopoïèse en condition pathologique. Cela permettra la redirection de la production cellulaire vers les types 
de cellules circulantes permettant le retour à l’état d’équilibre. Daprès Takizawa et al, 2012. 

 

L’ensemble de ces mécanismes permet de remplacer les cellules immunitaires détruites et de 

maintenir le compartiment hématopoïétique fonctionnel en cas d’inflammation/infection non contrôlée. Ce 
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rôle peut également être assuré par les HSC circulantes ou qui résident dans les tissus (Tamplin et al., 2015). 

Toutefois, les DAMP et les PAMP ne sont pas les seuls signaux capables de moduler l’hématopoïèse : les 

cytokines pro-inflammatoires et les cellules immunitaires activées en sont également des régulateurs 

efficaces. Les cytokines sont connues pour leur rôle modulateur depuis assez longtemps comme pour le GM-

CSF qui est à la fois une cytokine pro-inflammatoire mais également un facteur essentiel à la différenciation 

de la lignée myéloïde. C’est donc assez naturellement que cette cytokine est capable de rediriger 

l’hématopoïèse vers la voie myéloïde, en particulier vers les monocytes et  neutrophiles circulants comme 

c’est le cas dans l’arthrite rhumatoïde par exemple (Cook et al., 2018). Des effets similaires ont été décrits 

avec le G-CSF, le Flt3L ou encore l’IL-3 dont les concentrations sériques peuvent augmenter jusqu’à plusieurs 

centaines de fois chez l’Homme et chez la souris (Chitu and Stanley, 2006; Resnick et al., 1990; Zhan et al., 

1993). Toutefois d’autres cytokines typiquement inflammatoires sont également capables de réorienter 

l’hématopoïèse. C’est par exemple le cas de l’IFNγ. Les T effecteurs sont capables d’entrer dans la moelle 

osseuse et d’y inhiber la différenciation des éosinophiles au niveau des précurseurs (de Bruin et al., 2010; 

Slifka et al., 1997). La même équipe démontrera deux ans plus tard que l’IFNγ est également capable de 

biaiser le CMP pour la production de monocytes tout en inhibant la production de neutrophiles dans un 

modèle murin d’infection par le virus de la chorioméningite lymphocytaire. Cela passe en particulier par une 

surexpression d’IRF8 et de PU.1 et la répression de la phosphorylation de Stat3 chez le CMP ce qui promeut 

l’orientation pleinement myéloïde du précurseur (Bruin et al., 2012). La production de cette cytokine au 

niveau des organes lymphoïdes primaires n’affecte pas seulement la lignée innée mais est capable de 

promouvoir largement l’induction de T effecteurs tout en inhibant le lignage B au niveau des précurseurs 

lymphoïdes (Young et al., 1997). Dans des inflammations plus sévères, la concentration sérique élevée d’IFNγ 

et sa persistance s’avèrent problématiques car elles induisent à terme une anémie sévère assez 

caractéristique des maladies inflammatoires chroniques (Weiss and Goodnough, 2005). Des modèles murins 

ont permis de montrer que cette anémie s’explique à la fois par la réduction de la durée de vie des 

érythrocytes mais également par un défaut d’érythropoïèse au niveau de la moelle osseuse. Ce défaut est 

dû cette fois à une augmentation du couple PU.1/IRF1 dans les CMP ce qui est incompatible avec leur 

différenciation en précurseurs érythroïdes et inhibe donc cette voie. Cet effet est vérifiable chez la souris 

mais également chez l’Homme et la seule diminution de PU.1 ou d’IRF1 dans les CMP suffit à permettre à 

l’érythropoïèse de se dérouler correctement à nouveau (Libregts et al., 2011). Fort heureusement, 

l’érythropoïèse splénique n’est pas sensible à l’IFNγ et l’augmentation de l’érythropoïétine circulante 

permet l’entretien d’une production basale même en conditions inflammatoires chroniques (Millot et al., 

2010).  

 De la même manière, l’IL-1 est capable, en synergie avec le G-CSF d’induire une augmentation des 

granulocytes circulants et d’induire la formation de foyers d’hématopoïèse dans la rate d’un hôte murin. 
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Une fois ces foyers isolés et réimplantés dans un hôte non traité, le même biais vers la production de 

granulocytes est reproduit démontrant qu’il s’agit bien d’un effet sur les cellules immatures plus qu’une 

expansion en périphérie de cellules déjà engagées (Gallicchio et al., 1989). L’IL-1 est capable d’induire la 

prolifération des HSC, des MPP et des GMP in vitro et in vivo non pas directement par l’implication du 

système immunitaire, mais par la production d’IL-1 par des cellules non hématopoïétiques (Ueda et al., 

2009). 

Si jusqu’à présent les cytokines décrites avaient un rôle positif sur l’hématopoïèse, le TNFα est connu 

pour « mettre en pause » l’hématopoïèse en régulant négativement les HSC in vitro et in vivo. L’ajout de TNF 

dans une culture réduit l’auto-renouvellement des HSC et diminue leur capacité à reconstituer un hôte par 

l’induction de l’expression de Fas. L’engagement de Fas par un agoniste n’entraîne pas la mort des HSC mais 

inhibe complètement leur entrée en cycle (Bryder et al., 2001). In vivo, l’injection de TNFα abaisse 

drastiquement la cellularité de la moelle osseuse en lien avec un nombre d’HSC en cycle diminué (Pronk et 

al., 2011). Les auteurs démontrent que les deux récepteurs au TNFα, TNFR-I et TNFR-II sont portés par les 

cellules immatures à différentes étapes de leur différenciation et l’ajout de TNFα arrête les cycles à la fois 

des HSC mais également du GMP. L’engagement de ces deux récepteurs est responsable de l’arrêt rapide de 

toute la cascade de différenciation.  

Certaines molécules de co-stimulation sont exprimées sur des cellules très immatures de la moelle 

osseuse et sont capables d’induire des modifications de l’hématopoïèse. Par exemple CD40 est exprimé par 

les cellules souches hématopoïétiques et la liaison de CD40 avec CD40L (CD154) augmente la prolifération 

des HSC et biaise leur différenciation vers la production de DC (Flores-Romo et al., 1997). Il s’est avéré que 

CD40 est également porté par les cellules stromales médullaires et la liaison CD40/CD40L sur ces cellules 

induit la production de Flt3L et TPO ce qui favorise indirectement la myélopoïèse (Solanilla et al., 2000). Il a 

par ailleurs été démontré qu’un microenvironnement inflammatoire est capable d’augmenter le niveau de 

CD40 sur les précurseurs des granulocytes et permet par la liaison de CD154 d’inhiber leur développement 

en induisant leur apoptose (Mavroudi and Papadaki, 2011). De la même manière 4-1BB est exprimé par les 

HSC, les CMP et les GMP et 4-1BBL est retrouvé sur les précurseurs myéloïdes activés (Lee et al., 2008a). La 

liaison de ces molécules sur les cellules immatures a pour effet direct de diminuer la proportion de DC tout 

en promouvant la différenciation des macrophages (Jiang et al., 2008). L’induction de cette myélopoïèse 

s’est révélée critique pour la résolution de nombreuses infections par le virus de la grippe,  Bordetella 

pertussis, le Mycobacterium bovis, le bacille de Calmette-Guérin ou Escherichia coli (Tang et al., 2013). 

Par ailleurs l’hématopoïèse en condition inflammatoire est également capable d’induire des types 

cellulaires qui ne sont habituellement pas présents. Par exemple, des niveaux élevés d’IFNγ liés à une 

infection par le parasite responsable du paludisme, sont capables d’induire une population caractérisée 

comme Lin-c-kithiIL7-Rα+. Ces cellules, distinctes des ILC, n’existent pas à l’état basal et ont des propriétés 
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semblables aux MPP à ceci près qu’elles présentent un biais myéloïde prédominant (Belyaev et al., 2010). 

Suivant cette même logique, un cancer ou une infection permet l’émergence de cellules Gr-1+CD11b+ 

produisant de faibles quantités de M-CSF qui favorise la différenciation de granulocytes (Gabrilovich and 

Nagaraj, 2009). À l’heure actuelle, on ne sait pas avec certitude s’il s’agit de l’induction d’une population 

réellement nouvelle ou s’il s’agit plutôt de modifications phénotypiques permettant l’acquisition de 

nouveaux marqueurs sur une population connue sur d’autres critères. Seules des études précises des 

fonctions et du programme transcriptionnel de ces cellules permettraient de trancher cette question. 

Malheureusement, les études concernant ces types cellulaires n’ont pas été poursuivies. 

Dans l’ensemble, la plasticité de l’hématopoïèse permet dans des conditions d’inflammation dite 

faible de satisfaire les besoins de l’organisme en promouvant des types cellulaires nécessaires pour la 

résolution rapide des troubles de l’homéostasie au détriment de cellules moins nécessaires sur l’instant. Ce 

mécanisme est toutefois délétère à long terme et l’anémie plus ou moins sévère qui accompagne les 

inflammations chroniques en est la principale complication. De façon audacieuse, Libregts et Nolte 

proposent en 2014 que le contrôle de la plasticité de l’hématopoïèse soit dépendante de 3 signaux 

d’activation, de co-stimulation et de cytokines pro-inflammatoires par analogie avec les signaux d’activation 

des lymphocytes T (Libregts and Nolte, 2014). Le premier signal est donné par les PAMP/DAMP et active la 

prolifération des HSC, la liaison de molécules de co-stimulation et les cytokines permettent la modulation de 

l’orientation des précurseurs ainsi activés.  

 2) Fonction régulatrice et cellules immatures 

  i) La tolérance immunitaire 

 

 Les cellules immunitaires ont le potentiel de faire d’énormes dégâts si elles ne sont pas régulées 

correctement. Il existe donc un contrôle sur le type d’antigènes que peut reconnaître le système immunitaire 

suivant qu’il s’agit du soi (appartenant à l’organisme dont il est issu) et du non soi (étranger à l’organisme 

ou appartenant à l’organisme mais endommagé par exemple par un cancer ou la mort cellulaire). La 

reconnaissance des antigènes par l’immunité innée est souvent restreinte aux PRR et ces cellules ne peuvent 

pas ou très rarement reconnaître le soi en condition homéostatique. En revanche les cellules de l’immunité 

acquise développent des récepteurs ayant une spécificité propre à chaque cellule produite par la moelle 

osseuse. Cette spécificité étant plus ou moins aléatoire, il est nécessaire d’exercer un contrôle sur le type de 

reconnaissance permis par les récepteurs ainsi générés afin de départager les cellules utiles des cellules 

potentiellement dangereuses. Pour cela l’organisme dispose de deux moyens de contrôle particulièrement 

efficaces : le contrôle central de la spécificité des cellules par la suppression des cellules auto-réactives. La 

tolérance périphérique fait référence à l’ensemble des mécanismes activement mis en place pour le 
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maintien de la tolérance dans les organes par l’adoption d’un phénotype tolérogène par des cellules matures 

activées. 

   a) La tolérance centrale 

 

 La tolérance centrale est l’ensemble des mécanismes qui contrôle la spécificité antigénique des 

lymphocytes T et B produits par l’organisme. Comme les B dépendent des T pour leur activation, le contrôle 

le plus strict concerne donc ces derniers. Pour les lymphocytes T, la tolérance centrale est assurée par le 

thymus dans lequel ils maturent et sa mise en œuvre compte deux étapes. 

 Les pré-T CCR9+ (ou ETP, early thymic precursor) arrivent à la jonction cortico-médullaire du  thymus 

par la circulation sanguine. L’entrée dans l’organe permet aux pre-T d’acquérir l’expression de gènes 

spécifiques à la lignée T comme CD25 et deviennent alors des thymocytes triple négatifs (CD3- CD4- CD8-). La 

migration dans la partie corticale leur permet de rencontrer le signal des ligands de Notch exprimé par les 

cellules épithéliales du thymus ce qui va induire une forte expansion des cellules après quoi elles vont 

réarranger leurs gènes du récepteur T (TCR). Cette recombinaison requiert l’expression des endonucléases 

Rag1 et Rag2 qui vont recombiner aléatoirement des segments D et J de la chaîne β du TCR (Godfrey et al., 

1994). Dans la grande majorité des cas, les cellules vont recombiner les loci β puis α et donc donner naissance 

à des cellules Tαβ. Dans 5% des cas, la cellule échoue à réarranger ces loci et réarrange les loci γ et δ, donnant 

ainsi des cellules Tγδ non conventionnelles qui ressemblent davantage aux cellules innées dans leur mode 

d’action et ne seront pas considérées ici. Les cellules T ayant réussi leur réarrangement DJ excluent la 

possibilité d’autres réarrangements de ces segments par exclusion allélique. Elles procèdent ensuite à la 

recombinaison du segment V, dit hypervariable, qui définira la spécificité antigénique du TCR ainsi construit. 

Une fois la recombinaison VDJ de la chaîne β terminée, les cellules prolifèrent activement avant de procéder 

au réarrangement de la chaîne α, ce qui permet l’expression à leur surface membranaire d’un TCR d’une 

spécificité donnée. En parallèle, les cellules acquièrent les corécepteurs CD4 et CD8 (Wilson et al., 1994). 

C’est à ce moment qu’a lieu la première étape de tri des cellules T : la sélection positive qui permet de ne 

conserver que les cellules capables de reconnaître le CMH-I ou le CMH-II présenté par les cellules épithéliales 

corticales thymiques (cTEC). Suivant l’affinité de la cellule pour le CMH-I ou le CMH-II, elle conservera le 

corécepteur CD8 ou CD4 respectivement (Sim et al., 1998). Les cellules passant avec succès la sélection 

positive se mettront à produire des cytokines telles que l’IL-2 et l’IL-15 qui leur donneront le signal autocrine 

nécessaire à leur survie. Les autres cellules (90%) mourront par manque de ces facteurs. Du fait de la grande 

variété de molécules possibles (1018), certaines cellules ont la capacité de reconnaître plus ou moins 

fortement des peptides du soi. Les cellules sauvegardées doivent alors passer par une seconde sélection, 

négative cette fois, au regard de leur capacité à s’activer face à un antigène du soi. Un complexe CMH-

peptide est présenté par les cellules épithéliales thymiques médullaires (mTEC) qui sont les seules à 
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exprimer, au niveau du thymus, le régulateur de l’auto-immunité (AIRE), un gène dont l’épissage alternatif 

leur permet de présenter une grande variété des antigènes du soi (Björses et al., 1998). La présentation des 

antigènes du soi peut également être médiée par des cDC et des pDC migrantes qui apportent des antigènes 

de la périphérie mais également par une sous-population de DC résidant au niveau du thymus capable de 

cross présenter des produits issus d’AIRE (Hadeiba and Butcher, 2013). La reconnaissance du ou des 

antigènes dont un CD4 ou un CD8 est spécifique et requiert l’immobilisation du dit lymphocyte afin d’établir 

des interactions de longue durée avec l’APC qui le lui présente. Cette immobilisation est le résultat de la mise 

en place de la synapse immunologique nécessaire à son activation (Kao et al., 2008; Kupfer et al., 1987). La 

liaison forte des CD4 ou CD8 au CMH présentant des produits de l’épissage alternatif d’AIRE permet donc de 

détecter les cellules spécifiques des antigènes du soi, dites auto-réactives. Si la cellule T ne réagit pas à la 

présentation d’auto-antigènes par les mTEC, elle passe avec succès la sélection négative et rejoint la 

circulation sanguine. Dans le cas contraire, deux destins sont possibles : soit la cellule est fortement affine 

pour l’antigène et la force du signal qui en résultera conduira la cellule à l’apoptose, soit la cellule a une 

affinité modérée pour l’autoantigène et elle pourra se convertir en Treg dit thymiques (tTreg). Le phénotype 

régulateur des tTregs est signé par l’acquisition du facteur de transcription forkhead box P3 (Foxp3) et 

dépend de la présence dans le proche environnement thymique d’IL-2 et de TGFβ (Hori et al., 2003; Lee and 

Hsieh, 2009). Ces cellules régulatrices ainsi produites sont elles-mêmes capables de produire des cytokines 

anti-inflammatoires comme l’IL-10, l’IL-35 et le TGFβ. Ces molécules sont capables d’arrêter ou de limiter 

l’activation de cellules effectrices lors de la phase de résolution d’une réponse immunitaire mais également 

d’empêcher l’activation de cellules légèrement auto-immunes qui ont tout de même passé la double 

sélection thymique. Cela passe en particulier par l’abrogation de la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires par les cellules activées. Par ailleurs, les Tregs sont également capables d’induire l’apoptose 

de cellules activées par la présentation de molécules telles que TRAIL, Fas-L ou la galectine-9, qui engagent 

le programme de mort de la cellule recevant ces signaux. De façon plus détournée, les Tregs sont également 

capables de dépriver le milieu extra-cellulaire en ATP par le truchement de CD39, ce qui induit la mort des T 

activés (Deaglio et al., 2007). Les deux mécanismes de suppression des T auto-réactifs et l’induction de Tregs 

spécifiques du soi convergent pour le maintien de la tolérance au soi. Subséquemment, des dommages au 

thymus induits par une irradiation ou une inflammation chronique rompent cette sélection des cellules 

profitables à l’organisme. Il s’en suit un syndrome auto-immun généralisé le plus souvent mortel.  

 Si les lymphocytes B requièrent l’aide des lymphocytes T pour s’activer, il pourrait être tentant de 

considérer que la seule sélection de la spécificité antigénique des T suffit à empêcher l’activation des B auto-

immuns. Ce n’est pas le cas et dans la mesure où ces cellules peuvent également s’activer sans l’aide des T, 

il est nécessaire de supprimer la partie auto-réactive du répertoire des lymphocytes B. Dans ce cas, la 

garantie de la tolérance centrale est assurée au niveau de la moelle osseuse. De façon intéressante, la 
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différenciation B et la sélection T sont assez proches dans leurs mécanismes. Ainsi, les lymphocytes B 

expriment à leur surface un BCR qui est constitué d’une immunoglobuline membranaire de type IgM et dont 

la spécificité est dictée par des réarrangements VDJ grâce à Rag1 et Rag2 (Tonegawa, 1983). En premier lieu, 

le pro-B de la moelle va réarranger les portions DJ de la chaine lourde (H) de l’immunoglobuline puis, si c’est 

un succès, réarranger la partie V hypervariable. La chaîne lourde ainsi construite, l’exclusion allélique 

empêche davantage la recombinaison d’avoir lieu pendant que les pre-B prolifèrent massivement. La chaîne 

légère (L) est ensuite elle-même réarrangée et peut donner deux types de molécules : soit κ, soit λ. Si au 

cours de leur différenciation, certaines cellules échouent à produire un réarrangement productif soit de la 

chaîne lourde soit de la chaîne légère, elles mourront par apoptose. Comme elles sont dans la moelle 

osseuse, les cellules B immatures ainsi produites ne vont rencontrer quasiment que des antigènes du soi. La 

sélection positive des cellules B ainsi produites repose sur la faculté du BCR à produire un signal tonique de 

phosphorylation de CD19 s’il est vide, ce qui se traduit au niveau intracellulaire par un signal PI3K élevé, qui 

permet la survie de la cellule (Fujimoto et al., 2000). Si un antigène du soi se lie au BCR, le signal PI3K va 

brutalement s’élever puis s’effondrer avec l’internalisation du BCR fautif ce qui permet à la cellule de 

détecter que le réarrangement est auto-réactif. À la très grande différence des lymphocytes T, 

l’autoréactivité n’induit pas une apoptose immédiate. À la place, le B détruit le BCR généré (destructive 

editing), réactive l’expression de Rag1/2 et procède à de nouveaux réarrangements de la chaîne L (Tiegs et 

al., 1993). Cette étape est connue sous le nom de receptor editing et si, à terme, le nouveau BCR produit est 

toujours d’une spécificité inadéquate ou si aucun réarrangement ne peut être produit, la cellule mourra par 

apoptose. Les autres B reçoivent le signal de survie PI3K et peuvent alors maturer en cellules B 

transitionnelles. Ces cellules sont incapables de réarranger leur BCR et sont toujours prédisposées à 

l’apoptose. Si la concentration de BCR à la surface de la cellule est insuffisante, le maintien du signal PI3K est 

déficient, et conduira toutes les cellules trop peu efficaces à l’apoptose. Les survivantes pourront alors 

rejoindre les organes lymphoïdes secondaires. Bien que légèrement plus souple que pour les lymphocytes 

T, la mise en place de la tolérance centrale des B est un processus fin qui empêche relativement efficacement 

la production de cellules auto-immunes. 

 

b) L’ignorance, la délétion clonale et l’anergie 

 

 Les mécanismes tolérogènes décrits jusqu’à présent sont rassemblés sous le nom de la tolérance 

dominante. Elle est caractérisée par le fait qu’elle requiert la participation de cellules au phénotype 

activement régulateur. Toutefois, il existe également de nombreux mécanismes indépendants de ces 

cellules, constituant la tolérance dite passive.  
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 L’ignorance immunitaire 

 Du système immunitaire, seules les cellules de la lignée innée infiltrent abondamment les tissus. Les 

cellules de la lignée adaptative résident en temps normal au niveau des organes lymphoïdes secondaires 

compte tenu de leur expression de molécules d’adhésion CCR7, CXCR5 ou CD62L (Ebert et al., 2005; López-

Giral et al., 2004). Du fait de leur localisation, les cellules T et B ne rencontreront probablement pas de très 

nombreux antigènes du soi bien qu’elles aient le répertoire pour y répondre (Tlaskalová-Hogenová et al., 

1992). Chez des souris DBA/2 portant un peptide issu du virus de la chorioméningite lymphocytaire murine 

(LCMV) au niveau des cellules β des îlots de Langerhans et des CD8 portant un TCR transgénique spécifique 

du peptide, on n’observe pas de diabète de type I (Ohashi et al., 1991). Toutefois, il est possible d’abroger 

cette ignorance en immunisant les animaux avec le LCMV. Les animaux déclenchent une réponse 

immunitaire contre le virus et de ce fait, si le peptide du LCMV est exprimé au niveau du pancréas, il est 

reconnu comme étranger et les cellules sont attaquées par les CD8. Ceci se traduit à terme par le 

déclenchement du diabète de type I. De façon complémentaire, une autre équipe a démontré en utilisant le 

même modèle que l’expression d’IL-2 au niveau du proche environnement des cellules β permet également 

le déclenchement du diabète (Heath et al., 1992). Ces résultats démontrent que les T ne sont pas anergiques 

et qu’une stimulation immunitaire appropriée permet une réponse immunitaire normale. Depuis, ces 

mécanismes ont également été identifiés chez l’Homme (Lohmann et al., 1996; Markovic-Plese et al., 1995; 

Ota et al., 1990).  

 La délétion clonale 

 À la même époque, il est apparu comme évident qu’en plus de l’ignorance qui empêche l’activation 

du répertoire auto-immun, d’autres mécanismes en limitaient également la taille. Toujours en utilisant le 

modèle du diabète de type I du fait de sa praticité, certaines équipes ont non pas fait exprimer un peptide 

étranger dans le pancréas des animaux, mais cette fois un CMH-I allogénique. Le croisement de ces animaux 

avec ceux possédant les CD8 spécifiques de ce CMH permet d’obtenir un nombre normal de CD4 et de CD8 

au thymus, mais en périphérie, le nombre de CD4-CD8+ est drastiquement diminué par rapport aux animaux 

contrôles (Schönrich et al., 1991). Ce résultat est alors explicable par deux mécanismes différents : soit les 

cellules internalisent leur TCR et le CD8 associé du fait d’une stimulation trop efficace, soit elles sont 

purement détruites. Un an plus tard, la même équipe parvient à démontrer qu’une fois isolée et mise en 

culture, une partie des cellules est capable de réexprimer le TCR/CD8 à leur surface mais dans des quantités 

qui restent éminemment plus faibles que chez des animaux normaux, ce qui suggère que les deux 

mécanismes ont lieu en parallèle (Schönrich et al., 1992). En 1995, l’équipe de Thomas Brunner démontre 

que la délétion clonale est liée au fait que les lymphocytes T très régulièrement activés, meurent par 

apoptose induite par l’activation (AICD) directement liée au couple Fas/Fas-L (Brunner et al., 1995). Quelques 

années plus tard, les travaux sont poursuivis chez des animaux qui ne sont cette fois-ci pas enclins à l’auto-
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immunité. Il est alors démontré que lorsque l’animal ne présente pas de prédisposition à l’auto-immunité, 

le mécanisme majoritaire est la délétion des clones trop activés (Kurts et al., 1997). Les résultats sont 

reproduits dans de nombreux organes et ce, y compris si les cellules qui expriment l’allo-antigène sont les 

cellules CD11c+ alors même que le répertoire CD4+ associé existe (Steptoe et al., 2007). Par ailleurs, l’équipe 

de William Hearth est parvenue à démontrer que le revirement entre l’ignorance et la délétion clonale est 

directement lié à la dose de l’antigène et donc à la puissance de la stimulation qui s’ensuit (Kurts et al., 1999).  

Ces résultats suggèrent que l’auto-antigène est bien reconnu par une partie des cellules en périphérie 

mais que cela conduit à la perte par délétion clonale des cellules trop fortement activées. Si les mécanismes 

par lesquels les animaux favorisent l’internalisation du TCR par rapport à la délétion clonale ne sont pas 

encore compris, cela permet de donner un indice sur la prédisposition de certaines personnes aux maladies 

auto-immunes. 

 L’anergie 

 Malgré l’importance de la délétion clonale, un autre mécanisme d’induction de tolérance 

périphérique est déjà connu et étudié depuis le début des années 80, l’anergie. Il s’agit d’un état dans lequel 

les lymphocytes T deviennent incapables de répondre à un stimulus antigénique. De fait, les T concernés 

cessent de se diviser et de produire des facteurs solubles (comme l’IL-2) durant cette période (Nossal and 

Pike, 1980). La première induction d’anergie expérimentale est obtenue par culture de T humains en 

présence d’antigènes issus du virus de la grippe, mais en l’absence d’APC (Lamb et al., 1983). Les travaux des 

années suivantes parviendront à mettre en évidence que l’anergie est induite par l’engagement du TCR en 

l’absence de molécules de co-stimulation sur les APC, en particulier CD80 (Jenkins and Schwartz, 1987). Cet 

effet est dépendant de la présence de CTLA-4 à la surface des lymphocytes : le blocage de cette molécule 

par un anticorps empêche l’induction de l’anergie in vitro (Perez et al., 1997).  Ces résultats sont confirmés 

in vivo en 1999 par la démonstration que l’engagement de CTLA-4 au moment d’une allogreffe cardiaque 

retarde considérablement le rejet par l’induction d’une population de cellules non répondeuses (Judge et 

al., 1999). Enfin, le récepteur de mort programmée (PD-1) contribue également au maintien des cellules 

dans leur état anergique et contribue à protéger des souris contre l’auto-immunité (Khoury and Sayegh, 

2004). L’altération de la voie PD-1 par l’inhibition soit du récepteur soit de ses ligands PD-L1 et PD-L2 se 

traduit par un syndrome auto-immun généralisé et la mort rapide des animaux (Keir et al., 2006). En plus de 

la stimulation incomplète par les APC, il a été démontré que l’engagement du TCR en présence de doses 

massives d’IL-2 est également capable d’induire l’anergie des cellules, ce qui est réversible par l’ajout d’un 

anticorps contre le récepteur de l’IL-2 ou la suppression de la cytokine (Beverly et al., 1992). L’Il-10 présente 

une activité similaire mais cette fois même à faible dose (Groux et al., 1996). Cette état anergique est profond 

et ne peut pas être levé par l’ajout d’IL-2. Il apparaît donc qu’il existe plusieurs types d’anergie qui définissent 

s’il est possible ou pas de faire retourner la cellule vers un phénotype activé (Arnold et al., 1993). Cela est 
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directement lié à la possibilité pour les cellules de retourner en cycle par l’ajout d’IL-2. Si l’anergie est levée 

en présence de cytokines anti-inflammatoires, il est possible de faire émerger des Tregs des populations 

rendues anergiques (Kalekar et al., 2016). De façon intéressante, les CD4 naïfs ne sont pas sensibles à 

l’anergie (Davis and Lipsky, 1993). Par ailleurs, si l’anergie persiste trop longtemps, la cellule finit par mourir 

par apoptose, ce qui à terme rejoint le mécanisme de la délétion clonale. 

c) La tolérance périphérique 

 

 La tolérance centrale bien qu’extrêmement efficace, reste faillible. Des cellules auto-réactives sont 

régulièrement produites et constituent un répertoire auto-immun qui existe à l’état basal chez tous les 

individus sains, Homme ou souris (Imberti et al., 1993; Tlaskalová-Hogenová et al., 1992). Cela est en partie 

dû au fait que tous les antigènes du soi ne peuvent pas être présentés à toutes les cellules au moment de 

leur développement. Par ailleurs, certaines réponses immunes normales requièrent le développement d’une 

régulation contre des antigènes étrangers au soi, comme dans le cas des bactéries commensales, de la 

tolérance materno-fœtale ou des antigènes environnementaux. Il existe donc un répertoire tolérogène, tant 

T que B, qui émerge cette fois in situ.  

Les Tregs différenciés en périphérie sont appelés Tregs périphériques (pTregs, également dénommés 

Tregs induits). Majoritairement les Tregs ainsi produits expriment le facteur de transcription foxp3 et sont 

particulièrement abondants dans le tube digestif et le placenta. Ils sont issus de la différenciation de 

lymphocytes T CD4+ naïfs en présence d’IL-2 et de cytokines anti-inflammatoires comme le TGFβ. Il a été 

démontré que les souris ne possédant pas le gène du TGFβ1 présentent un compartiment tTreg normal mais 

pTregs largement diminué, ce qui souligne l’importance cruciale de cette cytokine dans leur développement 

(Chen et al., 2003; Marie et al., 2005). Ces cytokines anti-inflammatoires sont produites par le partenaire 

cellulaire nécessaire à l’induction des pTregs : la cellule présentatrice d’antigène tolérogène (APCtol). Le plus 

souvent il s’agit d’une cDC et plus rarement d’une pDC ou d’un B. La particularité commune à toutes les 

APCtol est le niveau suboptimal de molécules de co-stimulation à leur surface et/ou la faible capacité de 

présentation des antigènes. Il a par ailleurs été démontré que la présentation d’antigènes par des DC à l’état 

basal est fortement tolérogène (Probst et al., 2003). Cette induction de tolérance est dépendante des 

interactions entre les DC à l’état basal et les Tregs, la perte du CMH-II entrainant une activation auto-immune 

des CD8 mortelle (Muth et al., 2012). En plus de ces caractéristiques, les APCtol produisent des facteurs 

solubles tels que l’acide rétinoïque qui facilite et maintient l’acquisition du phénotype régulateur en 

particulier dans l’intestin (Coombes et al., 2007). L’induction de pTregs par le TGFβ passe par la dimérisation  

de Smad2 ou Smad3 avec Smad4 (Takimoto et al., 2010). Trois régions non codantes conservées (RNC1, 2 et 

3) permettent la liaison de ces dimères sur le promoteur de foxp3 et induisent son expression. Il a été 

démontré que si RNC2 et 3 sont nécessaires aux deux types de Tregs, RNC1 est dispensable pour les tTregs 
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mais nécessaire à la génération de pTregs ce qui suggère des mécanismes d’induction différents, bien que 

tous deux dépendants du TGFβ (Zheng et al., 2010). Les mêmes auteurs démontrent que RNC2 est nécessaire 

au maintien de l’identité régulatrice aux cellules filles d’une Treg et que cette « mémoire régulatrice» est 

potentialisée par la présence d’ADN CpG, ce qui suggère que le maintien de la tolérance centrale est assuré 

en périphérie. S’il est clair que le TGFβ est la cytokine essentielle au développement des pTregs, il a été 

démontré que l’IL-10 a un rôle de facilitateur pour la conversion de CD4 naïfs en Tregs et favorise leur 

expansion (Hsu et al., 2015). Alors que l’IL-10 n’est pas indispensable à leur émergence, elle est en revanche 

indispensable (avec le TGFβ) pour la fonction régulatrice des pTregs (Verhagen et al., 2014). En effet, le mode 

d’action des tTregs et pTregs est assez similaire mais il présente un certain nombre de différences. La plus 

flagrante étant le répertoire de ces deux compartiments l’un spécifique du soi, l’autre davantage biaisé vers 

les antigènes du non-soi (Haribhai et al., 2011). Par ailleurs, à spécificité égale, il a été démontré que les 

pTregs sont des cellules régulatrices beaucoup plus efficaces que leurs équivalents naturels (Huang et al., 

2013). Plusieurs molécules ont été proposées pour départager efficacement les Tregs centraux des Tregs 

périphériques tels que le facteur de transcription Helios (IKZF2 chez l’Homme (Thornton et al., 2016)) ou la 

neuropilline-1 (nrp1 (Yadav et al., 2012)). Cependant, si ces deux molécules sont encore très utilisées 

aujourd’hui, leur spécificité pour l’un ou l’autre des sous types de Tregs est de plus en plus remise en cause.  

La différenciation de la partie régulatrice de la population des lymphocytes B n’a pas lieu dans un 

organe central dédié comme le thymus mais est principalement acquise en périphérie. Ces cellules 

présentant des propriétés anti-inflammatoires, sont dénommées Breg et sont caractérisées par la 

production de cytokines anti-inflammatoires telles que l’IL-10, l’IL-35 ou le TGF-β. Plusieurs sous-groupes de 

B phénotypiquement distincts sont capables de régulation, mais le plus représenté et classiquement associé 

aux Breg est CD19+ CD5+ CD1dhi IL-10+ TGF-β+. Toutefois, seule leur fonction permet de définir une B comme 

régulatrice dans la mesure où il n’existe pas de facteur de transcription qui signerait leur destin, à la manière 

de foxp3 pour les Tregs. Les Bregs sont induites à partir de B immatures dans un environnement cytokinique 

adéquat. Si les Bregs sont présentes à l’état basal chez la souris et chez l’Homme, leur nombre est 

considérablement augmenté en condition inflammatoire (Mizoguchi et al., 2002), plaçant l’inflammation 

comme un contexte nécessaire à leur émergence. Les cytokines inflammatoires IL-1 et IL-6 seraient 

nécessaires et suffisantes pour l’augmentation des B régulatrices in vivo (Rosser et al., 2014a). Les mêmes 

auteurs mettent en avant le rôle prééminent du microbiote, en particulier digestif, pour la génération de 

Bregs. D’autres cytokines pro-inflammatoires sont également capables de concourir à cet effet, comme l’IL-

21 ou encore le GM-CSF (Rafei et al., 2009a; Tedder and Leonard, 2014). De plus, l’IL-35 est également 

capable d’induire ces cellules, or il est connu que cette cytokine anti-inflammatoire n’est produite 

exclusivement qu’en conditions inflammatoires (Li et al., 2012b; Wang et al., 2014). Toutefois, on ne sait 

toujours pas dans quelle mesure ces cytokines participent à l’expansion d’une population de Bregs discrète 
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déjà différenciée ou plutôt à l’induction de Bregs de novo. La spécificité du BCR de ces cellules est également 

activement impliquée dans l’induction et l’efficacité de leur fonction régulatrice. Ainsi, des souris 

transgéniques ne présentant qu’un BCR non spécifique ont un nombre de Breg diminué de presque 90% et 

ces cellules sont incapables de contenir correctement une inflammation (Fillatreau et al., 2002). Une étude 

plus récente a démontré que les Bregs émergent d’une population ayant déjà expérimenté l’engagement de 

leur BCR par un antigène, et qui est caractérisée par son expression de CD40 (Kleffel et al., 2015). De fait, il 

n’est pas surprenant que les animaux déficients en CD19, qui participe à la signalisation du récepteur B, aient 

un phénotype semblable aux souris avec un BCR non pertinent (Yanaba et al., 2008). De façon intéressante, 

ces auteurs démontreront un an plus tard que l’émergence des Bregs est indépendante de la présence des 

lymphocytes T (Yanaba et al., 2009). En effet, des cellules CD1d+CD5hiIL-10+ sont présentes chez des souris 

« nudes » en quantité même plus importante que chez les souris WT et de façon indépendante de la présence 

des CMH-I, -II ou CD1d. Les récepteurs innés de la famille des TLR sont également des partenaires importants 

pour les Bregs, et le protocole assez standard pour leur induction passe par la stimulation avec du LPS. 

Toutefois, il a été démontré que le nombre de Bregs chez des animaux stériles (condition germ-free) est 

parfaitement comparable à celui des animaux élevés dans des conditions standards (Yanaba et al., 2009). 

Cela est également vérifiable chez des animaux MyD88-/- (DiLillo et al. 2010).  

Le peu de recouvrement des répertoires régulateurs inné et acquis, à la fois pour les T et les B, tend 

à montrer que l’existence de ces deux systèmes tolérogènes va bien au-delà de la simple répartition des 

tâches et que le maintien de l’homéostasie immune dépend de la bonne coopération entre la tolérance 

centrale et la tolérance périphérique. La grande différence  entre ces deux systèmes réside dans le fait que, 

si la tolérance centrale est strictement irréversible, la tolérance périphérique repose sur la flexibilité du 

phénotype de certaines cellules matures.  

d) Les sites immuno-privilégiés 

 

Trivialement, la réponse immunitaire se caractérise par la rougeur, le gonflement, la chaleur et la 

douleur au niveau de la zone inflammée. Cela est directement en lien avec la vasodilatation et 

l’épanchement variable de sérum qui accompagne l’entrée des cellules immunitaires dans le tissu. De fait, 

les tissus souffrent en fonction de l’importance de l’œdème qu’ils subissent. Dans l’écrasante majorité des 

tissus, cela ne pose pas de problème majeur et les dommages tissulaires seront réparés à la fois par le 

système immunitaire à la fin de la réponse immune mais également par les cellules souches en charge du 

maintien de l’intégrité de l’organe. Toutefois, pour un certain nombre d’entre eux, ni l’œdème ni les 

dommages tissulaires ne sont permis, car l’organe est retenu dans un espace inextensible (le cerveau, la 

moelle épinière ou encore les yeux) ou parceque le risque de conséquence à long terme est trop important 

(les testicules, les ovaires, l’utérus ou l’interface materno-fœtale). Ces tissus partagent de plus la 
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caractéristique d’avoir des capacités mitotiques assez faibles ce qui est incompatible avec une réponse 

immunitaire normale. Anciennement nommés sanctuaires immunitaires, il a longtemps été pensé que le 

système immunitaire était tout simplement exclu de ces organes, ce qui se traduisait par une tolérance 

passive. L’idée de sanctuaire immunitaire a plus d’un siècle et restera du domaine de la curiosité jusqu’au 

début des années 50 avec les travaux de Peter Medawar (Medawar, 1948).  

L’hypothèse que le statut immuno-privilégié soit assuré par la présence de barrière entre la 

circulation et le site immuno-privilégié est ancienne. Dès le début du siècle dernier, l’utilisation de colorants 

permet ainsi d’identifier la barrière hémato-testiculaire, -rétinienne, -folliculaire (ovarienne) et –utérine. 

L’étude plus poussée de ces différentes singularités les révèle fonctionnellement, cellulairement et 

moléculairement assez semblables et il est alors proposé de les nommer barrières hémato-tissulaires (Takata 

et al., 1990). Bien qu’il existe des barrières de type endothélial et épithélial, elles sont toutes caractérisées 

par la présence de jonctions serrées et d’une polarisation baso-apicale marquée par des transporteurs actifs 

spécifiques. De fait, seules certaines molécules peuvent entrer dans l’organe (comme c’est le cas pour le 

glucose par Glut1). La présence de cet obstacle empêche donc la libre circulation des cellules échantillonnant 

régulièrement le milieu par pinocytose or c’est majoritairement par ces mécanismes que les APC capturent 

et présentent aux CD4 et CD8 les antigènes libres du milieu (Platt et al., 2010). De fait, les barrières 

permettent une certaine séquestration de l’antigène dans le tissu, ce qui contribue à l’isoler du système 

immunitaire classique (Franke-Fayard et al., 2010; Streilein, 1993; Taglauer et al., 2010). Par ailleurs, les sites 

immuno-privilégiés possèdent des mécanismes permettant de les défendre contre l’entrée éventuelle des 

cellules immunitaires activées. En effet, Fas-L est constitutivement exprimé par les cellules stromales de la 

rétine, les cellules de Sertoli dans les testicules et au niveau des astrocytes de la barrière hémato-

encéphalique (Bechmann et al., 1999; Lee et al., 1999; Matsumoto et al., 2015). Cette expression conduit à 

la mort systématique de toutes les cellules Fas+ qui pourraient entrer, soit la majorité des cellules 

immunitaires activées. De plus, le transfert de Fas-L dans certains organes suffit à leur conférer le statut de 

site immuno-privilégié (Li et al., 1998; Schmid et al., 2000), prouvant que Fas-L est activement impliqué dans 

le maintien du statut de site immuno-privilégié. D’autres molécules comme TRAIL ou CD200 sont 

constitutivement exprimées dans certains sites immuno-privilégiés pour remplir ce même rôle (Copland et 

al., 2007; Wosik et al., 2007).  

Si les sites immuno-privilégiés sont relativement inaccessibles au système immunitaire dit classique, 

ils ne sont pas pour autant dépourvus d’immunité. Ils possèdent en effet une immunité humorale connue 

depuis assez longtemps par le biais de peptides antimicrobiens (Fleming and Allison, 1922). Les recherches 

de cellules capables d’immunité sont restées longtemps infructueuses. Les premières à être décrites sont 

des macrophages périvasculaires (PVM) qui siègent à la lisière des pieds des astrocytes (Harrison, 1978). 

Depuis le début des années 90, ils sont d’ailleurs compris dans la barrière hémato-tissulaire du système 
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nerveux central. Des macrophages périvasculaires semblables seront également retrouvés au niveau de 

d’autres sites immuno-privilégiés dans les années qui suivront. Ces cellules expriment constitutivement le 

CMH-II et cette expression peut être augmentée après exposition à l’IFNγ ou au TNFα (Lassmann et al., 

1991), à l’EAE, à des dommages neuronaux ou à des niveaux cliniques et sub-cliniques de la maladie du 

greffon contre l’hôte (Hickey and Kimura, 1987). La particularité de ces cellules est que le CMH exprimé est 

de la famille des HLA-G, qui sont une classe tolérogène (Wiendl et al., 2005). La microglie retiendra davantage 

l’attention pour son rôle d’APC. Son rôle immunitaire est en partie commun avec celui des macrophages 

avec lesquels la microglie partage un ancêtre embryonnaire commun (Kreutzberg, 1996) et sont 

caractérisées par F4/80, CD11b+, CD45+ et CD86+. À l’état basal, la microglie est capable de phagocytose 

mais ne présente que peu de récepteurs à l’exception de PRR et produit des cytokines anti-inflammatoires 

comme l’IL-10, le TGFβ1 et l’IL-1Rα (Kiefer et al., 1998). L’activation par des pathogènes ou des cellules 

mortes induit l’expression de CD40L et du CMH-II HLA-G ce qui fait d’elles des cellules présentatrices 

d’antigènes tolérogènes résidentes du système nerveux central (Gerritse et al., 1996; Wiendl et al., 2005). 

Toutefois, si les conditions inflammatoires sont fortes, comme dans le cas de l’encéphalite expérimentale 

auto-immune ou de la sclérose en plaques, la microglie peut devenir un stimulateur efficace de l’immunité 

de type Th1 en produisant de l’IL-12 (Aloisi et al., 1997). De façon intéressante, des connexions avec le 

système lymphatique ont été trouvées dans de nombreux sites immuno-privilégiés comme les testicules ou 

le cerveau ce qui pourrait mener à la révision ou à la découverte de nouveaux processus qui concourent au 

statut assez spécial de ces organes (Louveau et al., 2015; Orlandini et al., 1979). 

Le corollaire de ce privilège consiste en un certain nombre de dangers. L’accumulation d’antigènes 

du soi et du non soi dans ces organes sont autant de risques latents, qui peuvent être libérés si le statut est 

perdu par exemple si les barrières hémato-tissulaires sont compromises. Contrairement aux organes non 

privilégiés qui sont protégés par la mise en place et l’entretien de la tolérance à leur égard, aucune tolérance 

centrale ne concerne les antigènes des sites immuno-privilégiés. Par conséquent, si ces antigènes sont 

exposés, ils sont considérés comme des éléments du non-soi. Il s’ensuit une réponse immunitaire violente 

comme par exemple dans la sclérose en plaques. Le but du traitement de ces maladies est alors d’arrêter la 

réponse immunitaire au niveau de l’organe et de rétablir son statut immuno-privilégié. 

 

ii) Régulation par des cellules immatures 

 

 L’idée de la régulation immunitaire par des cellules immatures est récente mais pas nouvelle et 

repose sur de solides bases théoriques et expérimentales. À l’heure actuelle, plusieurs thérapies sont déjà 

bien décrites chez l’animal et les essais cliniques chez l’Homme sont déjà en cours pour certaines 
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populations. Notre laboratoire a par ailleurs décrit plusieurs populations efficacement régulatrices in vivo 

dans plusieurs modèles pathologiques murins. 

a) Les MDSC 

 

Les MDSC sont les cellules immatures régulatrices les plus anciennement utilisées en thérapie 

immune. Il s’agit d’une population hétérogène de cellules myéloïdes immatures issues de la moelle osseuse 

et incapables de terminer leur différenciation en cellules myéloïdes matures. Leur différenciation dépend de 

différents facteurs tels que l’IL-6, le M-CSF, le GM-CSF, l’IFNγ et le TGFβ (Serafini et al., 2004b; Sinha et al., 

2007). Elles se caractérisent par le phénotype CD11b+ CMH-II-/lo et se divisent en deux grands groupes suivant 

qu’elles sont Ly6G+Ly6C- (granulocytaire) ou Ly6G-Ly6C+ (monocytaires). Ces deux sous-types montrent des 

capacités de migration et de protection propres et sont induites de manière différentielle suivant l’altération 

immunologique considérée. Les MSDC circulent à bas bruit à l’état basal chez la souris et l’Homme et se 

multiplient intensément en cas d’inflammation ou de cancer. Du fait de leur fort potentiel 

immunosuppresseur in vivo dans le cancer, l’idée de fonder une thérapie cellulaire sur les MDSC pour réguler 

l’auto-immunité ou l’inflammation chronique a été envisagée dès le début des années 2000. Les MDSC se 

sont avérées être des régulatrices efficaces chez la souris dans de nombreuses pathologies auto-immunes 

telles que le diabète de type I (Chou et al., 2012), l’encéphalite auto-immune expérimentale (Ioannou et al., 

2012), l’arthrite rhumathoïde (Fujii et al., 2013) le lupus érythémateux (Iwata et al., 2010) ou encore les 

inflammations chroniques de l’intestin (Zhang et al., 2011). Les MDSC sont capables de réguler l’activité des 

lymphocytes T CD4+ in situ par différents moyens. Ils peuvent soit diminuer leur activation par la 

réorientation de la différenciation des lymphocytes T CD4+ de Th17 vers Th1 ou Th2 soit ralentir leur 

prolifération (Fujii et al., 2013). Les MDSC ont un rôle complémentaire de régulation plus directe qui 

comprend l’induction de Tregs en particulier à l’aide de l’arginase I et la production de facteurs solubles 

comme l’IL-10, le TGFβ ou encore l’oxyde nitrique (Gabrilovich and Nagaraj, 2009). Leurs mécanismes 

d’action sont toutefois dépendants de chaque pathologie considérée qui induit l’émergence préférentielle 

d’une sous-population de MDSC spécifique, la production de ROS étant par exemple spécifique de la 

population monocytaire (Youn et al., 2008).  

Toutefois, la littérature est très conflictuelle à leur sujet et des équipes ont pu obtenir des résultats 

variables pour chacune des pathologies où les MDSC avaient été trouvées protectrices démontrant cette fois 

une absence d’effet voire un rôle aggravant de ces cellules notamment par l’induction de Th17 in vivo par 

exemple dans l’arthrite rhumatoïde (Guo et al., 2015) ou encore l’encéphalite auto-immune expérimentale 

(King et al., 2009; Mildner et al., 2009). De façon intéressante, il semble que les MDSC se différenciant in vivo 

en réponse à la maladie sont peu ou pas profitables aux animaux malades là où les cellules induites ex vivo 

à partir de la moelle osseuse s’avèreraient de meilleures régulatrices bien que cela reste controversé. Cela 
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souligne la compréhension imparfaite de ces cellules et le fait que certains facteurs encore inconnus sont 

susceptibles de compromettre le rôle régulateur des MDSC. Des essais cliniques de suppression des MDSC 

dans le cancer sont en cours et semblent plutôt prometteurs (Naiditch et al., 2011; Tobin et al., 2017) en 

revanche l’essai de transfert adoptif pour la régulation la sclérose en plaques s’est révélé n’avoir aucun effet 

bénéfique pour les patients et était régulièrement associé à une toxicité rénale non négligeable (Nash et al., 

2015). D’autres essais sont actuellement en cours.  

b) Les MSC 

 

Les cellules souche mésenchymateuses (MSC) sont des cellules très immatures de type mésodermal 

issues de la moelle osseuse caractérisées par le phénotype CD45-CD105+CD73+CD90+ (Dominici et al., 2006) 

et qui sont capables de se différencier en adipocytes, en chondrocytes ou en ostéoclastes. Elles sont 

également dénommées cellules stromales mésenchymateuses dans la mesure où certaines équipes trouvent 

leur potentiel « souche » trop limité pour mériter cette appellation. Les MSC ont pu être utilisées dans une 

grande variété de modèles pathologiques comprenant des modèles génétiques de défaut de la moelle 

osseuse, des dégâts de la moelle épinière ou même des infarctus du myocarde et se sont révélées très 

compétentes pour améliorer toutes ces pathologies. Il est apparu évident que les effets bénéfiques à long 

terme ne pouvaient pas être seulement attribués à leur capacité de réparation dans la mesure où les cellules 

greffées ne survivaient pas très longtemps chez l’hôte (Hofstetter et al., 2002; Horwitz, 2001; Iso et al., 2007). 

Plus étonnant encore, les MSC ont été décrites comme capables de se différencier en cellules non issues du 

mésoderme telles que des cellules épithéliales ou des cellules nerveuses (Herzog et al., 2003). Plus tard, 

cette plasticité sera en partie expliquée par des contraintes issues du milieu et des évènements de fusion 

cellulaire permettant aux MSC d’obtenir un potentiel donné (Gruh and Martin, 2009; Prockop and Oh, 2012). 

La source d’une telle plasticité est encore peu comprise et sujette à de vifs débats parmi les chercheurs. 

Toutefois, une partie de l’effet pléiotrope des MSC vient certainement du fait qu’elles sont capables de 

soutenir et de favoriser la différenciation des cellules hématopoïétiques, proposant donc qu’au moins un de 

leurs mécanismes d’action se fasse par le biais de la modulation du système immunitaire (Dexter et al., 1977). 

Cette hypothèse est corroborée par l’étude de réactions mixes lymphocytaires (MLR) dans lesquelles les MSC 

empêche la prolifération des T sans apoptose démontrant un potentiel immunosuppresseur fort (Le Blanc 

et al., 2003). Des études de blocage des facteurs cellulaires par des anticorps sont parvenues à mettre en 

avant le rôle du TGFβ,  du facteur de croissance des hépatocytes (HGF) mais également de la prostaglandine 

E2 (PGE2) (Aggarwal and Pittenger, 2005; Di Nicola et al., 2002). Les études in vivo dans un modèle de 

maladie du greffon contre l’hôte sont parvenues à démontrer que la modulation des lymphocytes T est 

également observable chez l’animal et que cette fonction passe par l’induction de la sécrétion d’IL-10 et d’IL-

4 par les APC mais également la diminution de leur production de TNFα, d’IFNγ et d’IL-12. De fait cela 
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s’accompagne de la réorientation de la réponse immunitaire de type Th1 vers Th2. Par ailleurs, cela 

s’accompagne de la différenciation de Tregs à partir de cellules T naïves capables de changer de manière 

significative l’équilibre Th/Treg. Par ailleurs, contrairement aux observations réalisées dans le cadre de la 

MLR, l’équipe d’Akiyama démontre que les MSC induisent l’apoptose des T effecteurs activés par le biais de 

la liaison Fas/Fas-L, ce qui augmente la production de TGFβ par les macrophages et donc la polarisation Treg 

(Akiyama et al., 2012). Dans une étude plus récente, il a été démontré que l’induction de Treg est renforcée 

par la capacité des MSC à produire IDO et qu’une partie de la protection conférée par ces cellules est 

substantiellement abrogée par l’ajout d’un inhibiteur d’IDO (Waterman et al., 2010). De façon intéressante 

cette équipe démontre qu’une brève stimulation TLR3 est nécessaire à la mise en place de ce mécanisme. 

Par ailleurs, les MSC, après avoir été stimulées avec du TNFα, sont également capables de limiter la 

production de cytokines inflammatoires par les macrophages par l’abrogation du signal NF-κB dans ces 

cellules (Choi et al., 2011). Enfin, les MSC sont également capables de limiter la production d’IgM, IgA et IgG 

par les plasmocytes tout en les empêchant d’être recrutés aux ganglions en diminuant leur expression de 

CCR7, CXCR4 et CXCR5 sans pour autant induire leur apoptose (Corcione et al., 2006). Du fait de l’ensemble 

impressionnant de modalités immunitaires que les MSC peuvent réguler, elles ont été testées avec succès 

dans un grand nombre de pathologies inflammatoires chez la souris (colite, septicémie, encéphalite auto-

immune expérimentale, maladie du greffon contre l’hôte, arthrite rhumatoïde entre autres) et un certain 

nombre d’entre elles sont également à l’essai chez l’Homme. À l’heure actuelle, l’étude de sécurité et 

d’efficacité des MSC pour le traitement de la sclérose en plaque (NCT02239393) est en phase II  et un essai 

de phase I est actuellement en cours de recrutement pour le traitement de la maladie du greffon contre 

l’hôte (NCT01764100). 

c) Les MPP  

 

L’utilisation de cellules hématopoïétiques très immatures pour le traitement de différentes 

pathologies a souvent pour but de « réinitialiser » le système immunitaire, comme c’est le cas avec le 

transfert adoptif d’HSC qui sera approfondi dans la présentation de chacun des modèles pathologiques 

présentés. Toutefois, il est démontré en 2006 qu’il est possible d’induire la prolifération de Tregs par le 

transfert de cellules souches hématopoïétiques autologues à des patients jeunes atteints d’arthrite 

idiopathique. Par ailleurs, les mêmes auteurs observe la déviation immunitaire des cellules pro-

inflammatoires (IFNγ+) vers un phénotype régulateur (IL-10+) conduisant à une amélioration sensible de la 

maladie (Kleer et al., 2006). La même année, le laboratoire de Flora Zavala démontre que des précurseurs 

hématopoïétiques Lin-Sca-1+c-kit+ (LSK) mobilisés par un cocktail de G-CSF et de Flt3L de la moelle osseuse à 

la rate sont capables d’induire la prolifération des Tregs in vivo dans un modèle de diabète de type I, ce qui 

protège de manière significative les souris diabétiques non obèses (NOD) de la survenue de la maladie (Kared 
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et al., 2006). La mise en place de cette protection est directement dépendante de la mobilisation de ces 

MPP, leur équivalent médullaire non mobilisé n’en étant pas capable. Cet effet est en grande partie dû à des 

contacts cellulaires dépendant de l’expression de Jagged2 sur les cellules mobilisées qui interagit avec 

Notch3 sur les Treg périphériques. Les expériences de transwell ne permettront pas l’abolition de la 

prolifération des Tregs ce qui suggère l’implication d’un ou plusieurs facteurs solubles, distinct de TGFβ1. 

Deux ans plus tard, l’équipe démontre le rôle essentiel du GM-CSF come facteur soluble participant à 

l’induction de la prolifération des Tregs. En effet, les Tregs sont sensibles au GM-CSF par la chaîne α de son 

récepteur (CD116) ce qui induit leur expansion de façon indépendante de la présence d’IL-2 (Kared et al., 

2008). Les Tregs ainsi obtenus sont plus efficaces que leur équivalent n’ayant pas reçu un signal GM-CSF pour 

induire la régulation du diabète chez la souris NOD. Plus récemment, l’équipe de David Artis a mis en 

évidence l’induction d’une population de cellules de type MPP (Lin-c-kitintSca-1+) suite à une inflammation 

par un helminthe gastro-intestinal et à la production d’IL-25 qui l’accompagne (Saenz et al., 2010). Ces 

cellules sont capables d’induire la production de cytokines de type Th2 (à la fois l’IL-4, l’IL-5 et l’IL-13) au 

niveau des tissus lymphoïdes associés à l’intestin (GALT), ce qui les conduit à dénommer ces cellules des 

MMPtype2. Le transfert de ces cellules et la production de cytokines de type Th2 qu’elles induisent sont 

suffisants pour protéger des animaux sensibles (IL-17e-/-) de l’infection par l’helminthe. Par ailleurs ces 

cellules sont préférentiellement capables de se différencier en monocytes/ macrophages et granulocytes in 

vivo et in vitro. Ce biais peut suggérer que ces MPPtype2 sont distincts des ILC et seraient des MPP2. 

d) Les CpG-ProB 

 

S’il est assez bien connu que la stimulation des lymphocytes B matures est susceptible de faire 

émerger des Bregs, l’équivalent a pu être démontré avec des B immatures par notre laboratoire. Après une 

stimulation CpG, une population de type proB dénommée CpG-proB caractérisée par le phénotype c-kit+ Sca-

1+ B220+ IgM- émerge dans la moelle osseuse à la fois in vivo et in vitro. Une fois injectées à des souris NOD, 

ces cellules sont capables de protéger environ 60% des animaux de l’apparition des signes cliniques du 

diabète de type I jusqu’à 50 jours post greffe (Montandon et al., 2013). Ces cellules migrent en premier lieu 

au pancréas puis secondairement à la rate mais peu aux ganglions. Après un signal inflammatoire produit 

par les lymphocytes T diabétogènes, les CpG-proB régulent la progression de l’inflammation par deux 

mécanismes complémentaires. Tout d’abord, après réception du signal IFNγ produit par les lymphocytes T 

activés, les CpG-proB augmentent l’expression à leur surface de Fas-L qui va induire la mort par apoptose 

des cellules T activées. La descendance des CpG-proB sont des cellules B matures exprimant également 

fortement Fas-L, ce qui entretient la perte des T à long terme. Par ailleurs, la production d’IFNγ directement 

par les CpG-proB est capable de rediriger la production cytokinique des cellules T survivantes en réorientant 

leur production d’IL-21, cytokine pathogène centrale du diabète auto-immun, vers la production d’IFNγ. La 
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production initiale d’IFNγ par les CpG-proB est essentielle à leurs capacités protectrices, leurs équivalents 

IFNγ-/- étant incapables de protéger les animaux de la survenue du diabète.  

Les CpG-proB sont également capables de limiter les symptômes de l’encéphalite auto-immune 

expérimentale alors même qu’elles sont injectées au début des signes cliniques (Korniotis et al., 2016). De 

façon très intéressante, bien que la population initiale soit identique, son mode d’action est très différent 

dans cette pathologie et dans le diabète de type I. Dans ce modèle, les CpG-proB migrent à la moelle épinière 

et aux ganglions drainants. Au sein de ces derniers, les progéniteurs produisent CCL19, le ligand de CCR7 

porté par les lymphocytes T activés. Les T pathogènes sont retenus en périphérie, ne peuvent plus migrer au 

système nerveux central et, de fait, ne sont plus capables de causer la maladie. L’utilisation de progéniteurs 

issus de souris CCL19-/- démontre que cette chimiokine est en effet requise pour la rétention des T 

pathogènes et la protection qui s’ensuit. Par ailleurs, une fois parvenue à la moelle épinière inflammée, la 

descendance des CpG-proB devient capable de produire de l’IL-10 qui contribue à diminuer l’état 

inflammatoire de l’animal notamment en diminuant fortement la production de GM-CSF, d’IL-17 et d’IFNγ 

par les T CD4+ infiltrant la moelle épinière. De façon complémentaire, la production d’IL-10 à la fois au site 

inflammatoire et au ganglion lymphatique drainant est augmentée dans les CD4 mais également dans la 

population B220+ du receveur. Les CpG-proB sont par ailleurs capables d’augmenter le ratio Treg/Teff à la 

fois dans la moelle épinière et dans les ganglions et ces Tregs présentent des niveaux légèrement plus élevés 

de foxp3, ce qui est associé à une fonction régulatrice accrue. À nouveau, les progéniteurs sont capables de 

se différencier en B matures et l’utilisation de précurseurs issus de souris Rag-/- démontre que tant la cellule 

immature que sa descendance sont nécessaires respectivement pour la mise en place et l’entretien de la 

protection à long terme contre la maladie. Enfin, du fait du rôle prépondérant de l’IFNγ pour la capacité 

préventive des CpG-proB dans le modèle du diabète de type I, l’investigation du rôle de cette cytokine dans 

la protection face à l’encéphalite auto-immune expérimentale apparaît essentielle. À nouveau, l’utilisation 

de progéniteurs issus de souris IFNγ-/- abolit les capacités protectrices des progéniteurs qui ne sont plus 

capables de diminuer les signes cliniques de la pathologie ni par la séquestration des T en périphérie, ni par 

la diminution des cytokines encéphalitogènes au site inflammatoire. De la même façon, l’utilisation de souris 

donneuses IL-10-/- démontre que la production de cette cytokine par les progéniteurs et leur descendance 

est indispensable pour les capacités anti-inflammatoires des CpG-proB.  

e) Les cellules dendritiques conventionnelles immatures 

 

Les cellules dendritiques sont, du fait de leur position de pivot dans l’immunité adaptatrice, des 

cellules régulatrices extrêmement puissantes. Comme déjà discuté précédement, les cellules dendritiques 

qui ne sont pas capables de fournir en quantités suffisantes les trois signaux requis pour l’activation des T 

induisent leur anergie et, si le microenvironnement s’y prête, les convertissent en Tregs. C’est l’apanage des 
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cellules dendritiques immatures d’induire ce type de régulations. Dans certains cas, ces cellules sont 

incapables de pleinement se différencier et conservent ce phénotype immature y compris dans des 

conditions inflammatoires. Ces cellules sont alors dénommées DC tolérogènes (tolDC) et sont les piliers de 

nombreuses régulations immunitaires. Outre leur faible capacité de présentation de l’antigène et une 

absence quasiment complète de molécules de co-stimulation, les tolDC sont capables de produire un large 

spectre de cytokines anti-inflammatoires dont l’IL-10 et le TGFβ sont les figures de proue. Leur fonction sera 

revue en détail dans chacun des modèles pathologiques présentés. Dès 2001, un essai clinique mené sur des 

sujets sains démontre la faisabilité et la sureté des tolDC chez l’Homme (Dhodapkar et al., 2001). Bien que 

ces cellules soient encore de découverte récente, plusieurs essais cliniques utilisant des DC tolérogènes sont 

en cours dans de nombreuses pathologies humaines, en particulier auto-immunes. Deux essais cliniques 

utilisant ces cellules respectivement pour le traitement du diabète de type I (Giannoukakis et al., 2011) et le 

traitement de la maladie de Crohn (Jauregui-Amezaga et al., 2015) ont passé avec succès la phase I et sont 

actuellement en phase II. D’autres essais contre une large variété de maladies sont actuellement en cours 

de recrutement et devraient permettre de fournir à terme un panorama du paysage régulateur permis par 

les tolDC. Une approche différente dite vaccinale (tolDC spécifiques d’un antigène) est à l’étude chez les 

primates non-humains pour induire une régulation forte et de longue durée dans le cas de la greffe d’organe 

solide. Ce protocole pourrait être une excellente alternative à l’immunosuppression générale pas toujours 

parfaitement efficace qui est actuellement disponible pour les patients. 

f)  Utilisation de pDC immatures 

 

Les cellules dendritiques plasmacytoïdes matures sont connues pour être dans de nombreux cas 

d’assez bonnes cellules régulatrices. Leur équivalent immature est encore relativement peu étudié. Il est 

connu depuis les années 2000 que les pDC migrent depuis les organes lymphoïdes secondaires vers les 

tumeurs primaires où elles produisent de l’IFNβ mais très peu d’IFNα. Certaines équipes ont pu définir ces 

cellules nouvellement décrites comme immatures sur le seul critère de leur fonction incomplète et de leur 

morphologie ronde, ce qui ne semble plus correct dans l’état actuel des connaissances (Fiore et al., 2008; 

Vermi et al., 2003). Encore aujourd’hui il existe une imprécision dans la définition de l’immaturité des pDC 

et deux critères coexistent : les cellules immatures d’un point de vue fonctionnel et celles qui le sont au 

regard de leur développement. Les pDC sont des présentatrices d’antigènes médiocres qui présentent à 

l’état basal des niveaux extrêmement faibles de molécules de co-stimulation ainsi qu’un niveau modeste de 

CMH-II. Après stimulation, seule une sous-population est capable d’augmenter son expression membranaire 

de molécules de co-stimulation et de CMH-II (Zhang et al., 2017). Cette population est fonctionnellement et 

transcriptionellement distincte des cellules dendritiques plasmacytoïdes classiques en ce qu’elle ne produit 

pas d’IFN de type I, présente un équilibre IRF7/IRF5 inversé et est une présentatrice d’antigènes efficace 
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capable d’induire la prolifération et l’activation des lymphocytes T CD4+ in vitro. À ce titre, ces cellules se 

rapprochent davantage des précurseurs de cDC et sont certainement à distinguer des pDC bona fide. Par 

ailleurs, il est connu que les pDC peuvent présenter un épuisement fonctionnel après, par exemple, une 

stimulation TLR9 trop intense (Gray et al., 2007). La définition de leur immaturité par leur fonction est donc 

délicate et ne peut souvent pas être corrélée à une immaturité développementale, comme cela peut être le 

cas pour les DC conventionnelles. Dans la littérature étudiant les pDC immatures, cette caractérisation 

repose  majoritairement sur leur fonction ou leurs molécules de co-stimulation et peu d’équipes se sont 

intéressées aux pDC immatures d’un point de vue de leur développement. Par exemple, l’équipe d’Eugene 

Butcher démontre en 2008 que l’injection de 200 000 pDC CCR9+ ganglionnaires définies comme immatures 

au regard de leurs molécules de co-stimulation sont capables d’empêcher la survenue de la maladie du 

greffon contre l’hôte dans un modèle murin d’allo-réactivité complète (Balb greffé dans B6). Ces cellules 

sont capables de migrer en réponse au CCL25, de produire de l’IFNα et du TNFα en réponse à une activation 

CpG et de limiter la production d’IL-17 par les lymphocytes T. Ces pDC CCR9+ sont également capables 

d’induire des Tregs in vivo et ces derniers permettent la suppression de la prolifération T dans une MLR. Une 

autre étude menée par l’équipe de Hill propose une approche différente et démontre que la suppression 

des pDC de la moelle osseuse, contenant les pDC immatures, accélère la maladie du greffon contre l’hôte, 

alors que l’élimination des pDC matures ne change pas le cours de la pathologie (Banovic et al., 2009). Ils 

démontrent assez élégamment que ces cellules CD11lowBst2+ sont restreintes au lignage pDC in vivo chez un 

hôte malade, mais peuvent en revanche donner des pDC et des cDC matures in vivo chez un hôte sain et in 

vitro. De façon étonnante, ces cellules présentent des niveaux assez forts de molécules de CD80/86 et de 

CMH-II mais sont capables d’inhiber la prolifération des CD4+ et des CD8+ par contact cellulaire. Enfin, la 

déplétion de ces cellules par l’injection d’un anticorps neutralisant contre Bst2 aggrave la maladie du greffon 

contre l’hôte chez les animaux. La protection contre la maladie par transfert adoptif de ces cellules n’a 

cependant pas été démontrée et de nombreux points mécanistiques restent à éclaircir. Malgré l’intérêt de 

ces travaux, ils ne connaîtront malheureusement pas de suite et à l’heure actuelle aucun essai clinique 

utilisant des cellules plasmacytoïdes immatures n’est ouvert. 
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II/ Présentation des pathologies étudiées  

 

Afin d’envisager les capacités régulatrices de la population de précurseurs de cellules dendritiques 

plasmacytoïdes étudiée dans ce travail, nous avons choisi de travailler dans deux contextes immunitaires 

distincts. Tout d’abord, nous nous sommes intéressés à la régulation en fonction du type de pathologie 

immunitaire étudiée : auto-immune et allo-réactives. De nombreux modèles pour ces deux types de 

pathologies sont disponibles. Dans la mesure où nous voulons apprécier les limites de la protection mise en 

place par ces cellules, nous avons choisi de travailler avec un modèle assez localisé et un autre plus 

systémique, tous deux biens établis dans la littérature. Tout d’abord, l’Encéphalite Auto-immune 

Expérimentale, un modèle murin de sclérose en plaques, qui est assez proche de la maladie humaine sur de 

nombreux points, en particulier cellulaires. Ce modèle est par ailleurs spatialement assez restreint, la 

majorité de la pathologie se déroulant au niveau d’un site inflammatoire unique qu’est la moelle épinière. 

Afin de tester les limites des capacités régulatrices mais également les variations qui pourraient exister dans 

le fonctionnement de la protection par les cellules d’intérêt, nous avons choisi d’étudier un autre modèle 

très différent du premier. Pour cela, nous avons sélectionné la maladie du greffon contre l’hôte dans un 

modèle parent dans descendant. Cette pathologie est à la fois allogénique et systémique, caractérisée par 

une inflammation très violente. Par ailleurs, le modèle parent dans descendant se rapproche assez des 

protocoles mis en place chez l’Homme actuellement. De plus, ces deux modèles sont représentatifs de 

maladies relativement fréquentes chez l’Homme dans lesquelles l’utilisation à des fins thérapeutiques de 

l’équivalent humain des cellules d’intérêt est donc envisageable.   

 1) Un modèle de sclérose en plaques : l’Encéphalite Auto-immune Expérimentale (EAE) 

  i) Épidémiologie et étiologie de la sclérose en plaques 

 

La sclérose en plaques (SEP) est une maladie inflammatoire chronique du système nerveux central 

(SNC) et est la première cause d’invalidité non traumatique du jeune adulte (moins de 40 ans). Elle se 

caractérise par une démyélinisation multifocale « en plaques » par poussées inflammatoires successives tant 

de la matière blanche que de la matière grise du patient. D’un point de vue cellulaire, la SEP entraîne la perte 

progressive de la gaine de myéline qui induit à terme la perte des neurones des zones touchées. À l’heure 

actuelle la SEP reste le plus souvent caractérisée comme une maladie auto-immune liée à l’activation du 

répertoire auto-immun contre certains composants de la gaine de myéline. En France, plus de 100 000 

personnes sont touchées par la SEP, avec une pénétrance dans la population de 1/1000. 400 000 personnes 

sont atteintes en Europe et 2.3 millions dans le monde (chiffres ARSEP 2017). Par ailleurs, la SEP est une 

maladie à prévalence féminine (sexe ratio 3/1) bien que les formes masculines soient plus agressives.  
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Il existe principalement deux formes distinctes de la SEP :  

 La forme en poussée-rémission (RR-MS): Il s’agit de la forme la plus commune (2/3 des cas). 

La maladie évolue par crises successives avec une rémission presque totale des symptômes entre deux 

poussées.  

 La forme progressive (P-MS): Le patient n’a que peu ou pas de crise et son état physique se 

dégrade progressivement sans rémission. Cette forme de sclérose en plaques est assez difficile à soigner 

avec les traitements actuellement disponibles. 

Dans 50-60% des cas, une SEP initialement en poussée-rémission devient progressive après plusieurs 

épisodes de crise. On parlera alors d’une forme secondairement progressive (SP-MS) qui survient lorsque le 

SNC n’est plus capable de compenser les pertes progressives de neurones. D’autres formes hybrides des 

deux premières sont plus rares mais possibles telle que la forme progressive avec présence d’épisodes 

critiques. 

Les causes de la sclérose en plaques sont toujours débattues, en particulier la nature de l’élément 

déclencheur de la maladie qui semble être éminemment plurifactoriel. La cause génétique est évoquée dès 

les années 1970 du fait de la prévalence de la SEP dans certaines familles. Plusieurs gènes « à risque » sont 

mis en avant, bien que la prédisposition à la SEP soit supposée polygénique.  De nouvelles approches 

génétiques globales ont pu démontrer l’implication possible de plusieurs gènes (CMH, TCR, Ig…) bien 

qu’aucune relation causale n’ait pu être trouvée. Toutefois, bien que favorable au déclenchement de la SEP, 

la seule cause génétique ne représente qu’entre 15% à 30% du risque de déclenchement de la maladie. En 

effet, une étude chez les jumeaux monozygotes et dizygotes a pu mettre en évidence que lorsqu’un des 

jumeaux monozygotes est atteint de SEP, l’autre jumeau a un risque modéré de développer lui-même la 

maladie (Tableau 1 et (Westerlind et al., 2014)).  D’autres facteurs entrent en jeu, par exemple, il existe un 

gradient nord-sud dans le risque de SEP au sein de la population, révélateur de plusieurs facteurs 

environnementaux influençant l’apparition des symptômes, tels l’exposition aux maladies infectieuses à un 

jeune âge ou encore une carence en vitamine D. Il faut remarquer que les parasitoses chez un sujet jeune 

(moins de 15 ans) induisent une relative résistance vis-à-vis de la SEP du fait de l’induction de phénomènes 

régulateurs par la voie de l’acide rétinoïque entraînant la réorientation de la production cytokinique pro-

inflammatoire (IL-6, IL-12, IL-23 et TNF-a) vers la production d’IL-10 (Correale and Farez, 2013). À contrario, 

la cigarette, un régime riche en sel, le surpoids, ou encore la sédentarité sont des facteurs favorisant la 

survenue de la maladie du fait de l’induction de molécules pro-inflammatoires telles que la leptine. 

Toutefois, les facteurs environnementaux ne semblent pas être déterministes à toutes les périodes de la vie 

d’un individu : les études sur les populations de migrants quittant une zone de faible risque de SEP pour une 
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zone de fort risque et inversement ont pu mettre en évidence que l’environnement ne semble avoir de 

l’influence sur la susceptibilité individuelle que jusqu’à l’âge de 15 ans (Barnett et al., 2016). 

 

 
 

Tableau 1: risques d’incidence de la SEP suivant le degré de parenté des personnes considérées. L’âge moyen de déclenchement 
de la sclérose en plaques est de 33.7 ans. Seuls les jumeaux monozygotes présentent une réelle augmentation du risque de 
développement de la sclérose en plaques si le premier est atteint. Données interprétées à partir du registre national suédois de 
la sclérose en plaques. Westerlind et al, Brain 2014. 

 

Par ailleurs, certains virus sont également supposés être des facteurs de risques de la SEP. La maladie 

pourrait être une résultante, dans le cadre d’un terrain génétique favorable, de l’interaction du système 

immunitaire du patient avec certaines souches virales. Ainsi les herpès viridæ, en particulier le virus Ebstein-

Barr (EBV) ou le virus humain de l’herpès (HHV-6) sont, du fait de leur cycle en poussée-rémission des 

candidats idéaux. Ils sont, avec d’autres, associés à la maladie bien qu’il ne soit pas possible actuellement de 

déterminer avec certitude s’ils sont causes ou conséquences d’un dérèglement immunitaire. Il a ainsi été 

démontré que le liquide céphalorachidien (LCR) des patients atteints de SEP contient des anticorps anti-EBV 

(Castellazzi et al., 2010) et plus récemment qu’il est également possible d’y détecter l’ADN d’EBV (Cocuzza 

et al., 2014) bien que d’autres maladies neurodégénératives soient également associées à la détection de 

cet ADN viral. Par ailleurs, on a longtemps pensé que le virus de la rougeole et la SEP étaient étroitement 

liés, mais l’introduction du vaccin contre la rougeole n’a pas eu d’impact sur le nombre de cas de SEP dans 

les populations traitées (Ahlgren et al., 2009). 
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  ii) Développement de la maladie 

 

La SEP est généralement considérée comme une maladie auto-immune induite par les lymphocytes 

T CD4+ (T CD4). Le développement de la maladie requiert plusieurs éléments essentiels : l’atteinte de 

l’intégrité de la barrière hémato-encéphalique (BBB) ainsi que l’activation du répertoire auto-immun du 

patient.  Ces T CD4 résident en périphérie dans les organes lymphoïdes secondaires tels que la rate ou les 

ganglions lymphatiques (LN) où ils sont activés par des cellules présentatrices d’antigène spécialisées (APC). 

L’activation complète du lymphocyte T auto-immun requiert la présence de l’antigène du système nerveux 

(un des composants de la gaine de myéline) présenté sur le CMH-II, des facteurs de co-stimulation 

(CD80/CD86, CD40) et des cytokines pro-inflammatoires. Ces lymphocytes activés vont se différencier en 

plusieurs sous classes effectrices (Teff) suivant les cytokines présentes lors de leur différenciation et migrer 

au SNC notamment grâce au récepteur de chimiokine CCR7 ainsi que grâce à différentes molécules 

d’adhésion (N-CAM, V-CAM, α1intégrine…). Chacune des sous-classes de Teff présente une signature 

transcriptionnelle et cytokinique propre qui définit leur activité biologique et donc leur rôle dans l’évolution 

de la maladie. Dénommés Lymphocytes T helper (Th), il en existe plusieurs sous-classes principales bien 

caractérisées, bien que de nouvelles classes continuent d’être découvertes à l’heure actuelle. Les principales 

sont résumées dans la Figure 8. 

 

Figure 8 : La différenciation des CD4+ en différents lignages de Th1, Th2, Th17 et Treg est initiée par l’interaction entre les cellules 
dendritiques et un lymphocyte helper naïf (Thp). Les cellules effectrices sont caractérisées par leur synthèse cytokinique 
spécifique et leur fonction immuno-modulatrice comme indiqué à droite de la figure. Les cytokines avec des flèches pleines sont 
celles qui sont majoritairement associées au développement d’un lignage particulier. Les cytokines listées à droite des cellules 
sont les effecteurs principaux produits par chaque sous-type cellulaire une fois  différencié. Thp : précurseur de T helper. 
(adaptée de Jetten et al, 2009). 
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a) Le paradigme Th1/Th17  

 

Il était initialement pensé que la SEP était une maladie liée aux Th1 dans la mesure où les souris IL-

12p40-/- sont naturellement résistantes à l’induction de l’EAE, et que l’INF-γ est retrouvé de manière 

systématique dans les lésions du SNC des patients. De plus, le traitement des patient atteints de SEP avec de 

l’IFN-γ induit une aggravation des symptômes (Panitch et al., 1987). Toutefois, en 2000 l’équipe d’Oppman 

démontre que si l’IL-12 est un hétérodimère composé des sous-unités p40 et p35, la sous-unité p40 peut 

s’assembler avec une autre sous-unité, p19, conduisant à la découverte d’une nouvelle cytokine : l’IL-23 

(Oppmann et al., 2000). Les études déjà effectuées sur l’IL-12 sont alors remises en question, et l’équipe de 

Randolph Noelle démontre rapidement que si les souris p40-/- sont résistantes à l’EAE, les souris p35-/- y sont 

sensibles à un degré encore plus important que les souris WT. De fait l’IL-12 est vue comme dispensable pour 

la mise en place de l’EAE tandis que l’IL-23 et les cellules répondeuses à l’IL-23 seraient essentielles à la 

pathologie (Becher et al., 2002; Cua et al., 2003). Deux ans plus tard, les Th17 sont découverts 

concomitamment par deux équipes (Harrington et al., 2005; Park et al., 2005) et le paradigme des Th1 

s’efface au profit de celui des Th17. Les souris IL-17-/- sont générées, il est prouvé que ces animaux sont plus 

résistants à l’EAE que les animaux WT et que le seul transfert des Th17 induit l’EAE (Komiyama et al., 2006; 

Touil et al., 2006). 

 Bien que ce travail ait permis la mise en lumière et l’investigation des Th17 conduisant à la 

découverte de plusieurs traitements efficaces de la sclérose en plaques par le blocage des Th17 (Guo et al., 

2015; Saitoh et al., 2016; Yan et al., 2012; Yang et al., 2018a), l’équipe de Stephen Anderton postule 

rapidement que les Th17 ne peuvent être les seuls responsables de la pathogénèse. En effet, jusqu’à présent 

les études se sont concentrées sur le modèle d’induction active de l’EAE par l’injection de Myelin 

Oligodendrocyte Glycoprotein (MOG)35-55 dans de l’adjuvant complet de Freund qui induit un biais 

pathologique en ce qu’il créé lui-même des lésions du SNC. Ils proposent donc d’utiliser un modèle de 

transfert passif afin de simuler des conditions plus proches des conditions physiopathologiques réelles. Ils 

démontrent alors que le transfert de Th1 activés contre MOG suffit à transférer la maladie. Ils mettent 

également en évidence que les Th1 établissent les lésions au niveau du SNC ce qui permet l’entrée des Th17 

donnant un rôle séquentiel et complémentaire aux deux types cellulaires (O’Connor et al., 2008). Une fois 

sur place les Th17 vont alors produire de l’IL-17A qui induit la production de chimiokines (IL-8, RANTES, MCP-

1) qui vont attirer d’autres types cellulaires comme les macrophages, les cellules dendritiques, d’autres T et 

des cellules myéloïdes productrices d’IL-23, d’IL-6 et d’IL-12 contribuant à l’entretien de la boucle 

inflammatoire (Albanesi et al., 1999; Broxmeyer, 1996).  



61 
 

Les nouveaux T infiltrants sont hétérogènes et capables de produire un large spectre de molécules 

dont de grandes quantités de granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF). Cette cytokines 

apparaît comme particulièrement importante et non redondante ; les Th GM-CSF-/- sont incapables d’induire 

l’EAE. De plus le gain de l’expression du GM-CSF chez les Th suffit à les rendre encéphalitogènes (Codarri et 

al., 2011). Il est intéressant de noter que l’IL-12, l’IFNγ et l’IL-27 (mais pas l’IL-35) peuvent inhiber cette 

production de GM-CSF (Casella et al., 2017). Le GM-CSF est ensuite capable d’induire la maturation des DC 

et de promouvoir le recrutement, la survie, l’activation et la division des macrophages infiltrants, des 

monocytes mais également de la microglie (Fleetwood et al., 2005). Le GM-CSF produit par les Th a un rôle 

particulièrement important dans l’acquisition d’une signature inflammatoire au niveau des monocytes 

CCR2+Ly6Chi et des moDC qui en dériveront, rendant ces cellules fortement pathogènes (Croxford et al., 

2015a). L’activation qui en résulte est en partie responsable des dommages tissulaires induit par les cellules 

myéloïdes (Croxford et al., 2015b) Par ailleurs, la microglie activée va produire en particulier de grandes 

quantités de CCL2, une chimiokine capable de recruter des monocytes CCR2+ de la périphérie, qui une fois 

sur place vont se différencier en phagocytes. Ces derniers vont produire des espèces réactives de l’oxygène 

(ROS), dégradant fortement la myéline (Choi et al., 2015; Ruuls et al., 1995) (Figure 9). 

 

Figure 9 : Attaque des gaines de myéline et des neurones. Pendant la SEP et l’EAE, les dommages faits aux axones et la 
démyélinisation sont initiés par la réponse inflammatoire dans le SNC. i : Les Th1 envahissent le SNC et produisent de l’IFNγ ce qui 
active les macrophages et la microglie. Ces cellules produisent par la suite de l’IL-12 ce qui promeut la différenciation Th1. ii : Les 
CD4+Th17+ produisent du GM-CSF qui active les macrophages et la microglie. iii : Les macrophages et la microglie produisent de 
l’oxyde nitrique (NO), du peroxynitrite (ONOO-) et du superoxyde (O2-) qui vont peroxyder la gaine de myéline. (Modifié d’après 
Chitnis et al, 2017) 
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La dégradation de la myéline a pour effet de relâcher dans le proche environnement des portions 

plus ou moins grandes de la molécule qui seront phagocytées par les DC activées présentes sur place. Ces 

DC vont ensuite migrer aux organes lymphoïdes secondaires où ils entraînent la différenciation et l’activation 

du répertoire auto-immun en périphérie, biaisé Th17,  qui constituera la « seconde vague » d’infiltration du 

SNC (Bailey et al., 2007). En parallèle de cette seconde vague, des cellules Th mémoire émergent, 

caractérisées par leur forte expression de CD44 et leur dépendance à l’IL-15 pour leur survie (Purton et al., 

2007). Ces cellules ont un renouvellement très faible et une longue durée de vie. La fonction de ces cellules 

reste encore à déterminer mais on peut postuler qu’elles entretiennent une réserve de cellules fortement 

auto-réactives en périphérie, capables de se réactiver à distance d’une poussée inflammatoire. Leur rôle 

dans le cycle de poussée/rémission est à l’étude. 

 

b) Les lymphocytes T CD8 

 

Les CD8 sont retrouvés en quantités non négligeables aux abords des plaques de démyélinisation 

actives et chroniques des patients SEP et des souris EAE. Ces cellules sont également plus abondantes dans 

le LCR des patients SEP par comparaison avec des donneurs sains (Jacobsen et al., 2002). Il a été montré que 

ces CD8 peuvent interagir avec des cellules présentatrices d’antigènes en marge des lésions de la SEP 

(Serafini et al., 2006). Par ailleurs, les astrocytes, les oligodendrocytes et les neurones des lésions expriment 

de manière inductible de forts niveaux de CMH-I (Traugott et al., 1983; Wong et al., 1984), ce qui pourrait 

suggérer une activation directe des CD8 présents. De plus, les CD8 infiltrants de type cytotoxiques (CTL) à 

proximité directe ou au contact des axones démyélinisés sont capables de produire du granzyme B et 

pourraient participer à l’entretien des lésions (Neumann et al., 2002). Toutefois, si les CTL sont bien présents 

dans le cadre de l’EAE, ils le sont également dans un grand nombre d’autres maladies neurodégénératives, 

posant la question de leur participation active à la pathogénèse ou plutôt d’une composante systématique 

du microenvironnement inflammatoire du SNC. Toujours au niveau des lésions, des CD8 mémoire 

producteurs d’IL-17, capables de recruter des macrophages corrèlent avec des lésions actives (Bettelli et al., 

2007; Bitsch et al., 2000). Une étude plus poussée des CTL a permis de définir que la population présente 

dans le SNC est issue de l’expansion de moins de 10 clones (Babbe et al., 2000) dont la spécificité antigénique 

est liée aux protéines du CNS telle que la myelin-associated glycoprotein (MAG), la Myelin Basic Protein 

(MBP) ou encore la Proteolipid Protein (PLP). Une fois isolées, ces cellules sont capables d’induire la 

démyélinisation d’astrocytes in vitro (Tsuchida et al., 1994). Il est également possible de trouver dans le sang 

des patients SEP des CD8 spécifiques d’antigènes du SNC capables de produire de l’IFN-γ et du TNFα après 

stimulation. L’induction de l’EAE chez des souris CD8-/- est plus faible, soulignant une participation active 

mais non suffisante des CD8 à la pathogénèse in vivo (Abdul-Majid et al., 2003). 
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Cependant, si leur rôle semble être important, leur contribution n’est toujours pas complètement 

comprise à l’heure actuelle. L’équipe de Sun a démontré de manière convaincante que le transfert de CD8 

MBP- ou MOG-spécifiques est capable d’induire une démyélinisation qui touche à la fois le cerveau et la 

moelle épinière. Ces lésions s’accompagnent de la présence de zones ischémiques et nécrotiques en 

périphérie des plaques de démyélinisation, ce qui est assez proche de la pathologie humaine. Une nette 

amélioration clinique des animaux est par ailleurs observée après injection d’anticorps neutralisants de l’IFN-

γ (Sun et al., 2001) . Il est cependant difficile de conclure sur le rôle de l’IFN-γ car les cellules cérébrales en 

état de stress sont capables de produire cette cytokine. Il est désormais connu que le blocage de l’IFN-γ seul 

suffit à réduire les dommages cérébraux et l’infarcissement des zones ischémiées (Lambertsen et al., 2004). 

Il est donc probable que la réduction des signes cliniques reflète plus directement la limitation de l’extension 

des zones de nécrose que l’impact sur l’activation des CD8. Par ailleurs, l’IFNγ est également produit par 

d’autres cellules comme les Th1 dont le rôle dans l’EAE a déjà été discuté. Si d’autres équipes se sont 

intéressées à la mise en place de modèles d’EAE par le transfert de CD8 (Huseby et al., 2001; Na et al., 2008; 

Saxena et al., 2008) démontrant une participation indéniable des CD8 à la pathogénèse de l’EAE, il s’agit 

dans la grande majorité de CD8 à TCR transgéniques biaisant l’adressage ou l’activation effective de ces 

cellules. L’étude des CD8 in situ dans un modèle d’induction active est assez difficile : si l’inhibition de la 

migration des CD8+ au CNS s’est avérée efficace pour la prévention de l’EAE, les molécules bloquées sont 

assez peu spécifiques des CD8 et inhibent avec eux la migration des T CD4 helpers (α4 (Ifergan et al., 2011)), 

des monocytes/macrophages (CCL2 (Kooij et al., 2014)) ou encore des neutrophiles (MCAM/laminine 411 

(Larochelle et al., 2015)). Par ailleurs, il a été montré en 2013 que les CD8+ ne sont pas capables de migrer 

au SNC en l’absence de Th17 (Huber et al., 2013), et ne sont pas non plus capables de s’activer en l’absence 

des CD4 n’induisant de fait pas d’EAE (Leuenberger et al., 2013).  

Si les CD8 participent à la pathogénèse de l’EAE, ils sont tributaires des CD4 et ont certainement un 

rôle plus tardif, notamment dans le maintien de l’ouverture de la BBB par la production de perforine comme 

le suggèrent Johnson et son équipe (Johnson et al., 2014). Le dialogue CD4/CD8 dans l’EAE commence tout 

juste à être compris et nécessite de plus amples investigations en particulier des démonstrations in vivo de 

leur capacité cytotoxique. 
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Figure 10 : Mécanisme de l’autoréactivité des CD8 dans la SEP. Une inflammation périphérique (comme EBV) pourrait avoir lieu 
dans le cas d’une infection mal contrôlée et pourrait conduire à l’activation des CD8, l’expression de diverses molécules impliquées 
dans l’adhésion, la migration et la cytotoxicité. Dans cet état inflammatoire, la BBB surexprime des chimioattractants et des 
molécules d’adhésion, induisant l’entrée des CD8 dans le SNC. In situ, les CD8 peuvent se réactiver grâce aux APC résidentes du 
SNC, ce qui reste encore mal élucidé aujourd’hui. Ceci conduirait à l’expression de cytokines pro-inflammatoires et à l’expansion 
clonale. Enfin, à cette étape, les CD8 pourraient être capables d’induire des dommages  aux cellules résidentes et aux axones par 
la reconnaissance de peptides du soi dérivés du SNC. Ag: antigène; GZM-B: granzyme-B; BBB: barrière hémato-encéphalique; CNS: 
système nerveux central; MS: sclérose en plaque; EBV: Epstein–Barr virus; APC: cellule présentatrice d’antigène; TCR: T-cell 
receptor; MCAM: melanoma cell adhesion molecule; VCAM-1: vascular cell adhesion molecule 1; DC: cellule dendritique; MHC-I: 
complexe majeur d’histocompatibilité I; CCR2: C–C chemokine receptor type 2; CCL2: C–C chemokine ligand 2; IFNγ: interferon γ; 
IL-17: interleukin-17. (D’après Salou et al, 2015) 

c) Les Lymphocytes B 

 

Les cellules B sont connues pour être des partenaires importants dans de nombreuses maladies auto-

immunes par la production d’anticorps, la production de cytokines ou la présentation d’antigènes. 

L’ensemble des travaux réalisés chez l’animal et chez l’humain appuie le rôle des B dans l’EAE et la SEP. Chez 

l’Homme, les lymphocytes B auto-réactifs sont détectés chez les patients avant le début des signes cliniques 

et sont présents au niveau des plaques de démyélinisation (Zhang et al., 2005). On retrouve des anticorps 

oligoclonaux dirigés contre différents composants de la myéline dans le LCR de plus de 95% des patients SEP 

(McDonald et al., 2001) et le recouvrement des transcriptomes des cellules B du SNC avec ces anticorps 

oligoclonaux suggère fortement qu’ils sont produits in situ par une population B intrathéchale (Obermeier 

et al., 2008). Des follicules au niveau méningé présentant une organisation similaire à des centres germinatifs 

ont été retrouvés chez des patients avec une forme secondairement progressive de la maladie (Serafini et 
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al., 2004a). La présence de ces immunoglobulines (Ig) dans le sang est fortement corrélée avec le passage 

du syndrome clinique isolé (CIS) à la sclérose en plaques (Masjuan et al., 2006).  

Le rôle des lymphocytes B dans l’EAE et la SEP est complexe et fait appel à toutes les fonctions des B. 

Tout d’abord, la conversion en plasmocytes sécréteurs d’auto-anticorps est un point majeur de la maladie. 

Dès 1979, l’importance des B producteurs d’anticorps est démontrée en prouvant que l’induction de l’EAE 

avec le peptide MBP seul n’est pas possible chez des rats ne possédant pas de lymphocytes B (Willenborg, 

1979). En revanche, le transfert adoptif de Th pathogènes dans les souris chez lesquelles les B ont été 

neutralisés induit bien l’EAE (Willenborg et al., 1986). Les Ig produites sont capables d’induire la 

démyélinisation de l’animal par deux mécanismes : le complément (qui entraîne à terme l’éclatement de la 

cellule) et l’engagement des récepteurs Fc (nécessitant des cellules effectrices de type CTL). Ces auto-

anticorps sont rarement dirigés contre des antigènes de surface de la myéline. Les anticorps anti-MOG par 

exemple, ne sont présents presque qu’exclusivement dans les formes pédiatriques de la SEP et de manière 

transitoire chez les patients adultes jeunes (McLaughlin et al., 2009). La spécificité de ces anticorps est 

encore à l’étude mais plusieurs antigènes tel que le couple contactin-2/TAG-1 ou encore la neurofascine sont 

pointés du doigt (Derfuss et al., 2009, 2010; Mathey et al., 2007). Ces molécules sont exprimées  à la fois par 

les oligodendrocytes et les neurones et sont localisées autour des nœuds de Ranvier. L’injection de ces 

anticorps dans des modèles animaux suffit à induire des dommages axonaux ou la démyélinisation, faisant 

d’eux des cibles thérapeutiques potentielles. Actuellement, les anticorps auto-immuns dans la sclérose en 

plaques sont considérés comme des contributeurs tardifs de la maladie. Cela est notamment dû au fait que 

la production d’IL-17 par les Th-17  est capable, seule ou en combinaison avec le facteur d’activation des 

lymphocytes B (BAFF), d’induire l’activation et la prolifération des lymphocytes B ainsi que leur 

différenciation en plasmocytes secrétant des auto-anticorps responsables de la phase chronique de la 

maladie. L’analyse des auto-anticorps retrouvés dans le LCR des patients montre l’hypermutation à la fois 

des chaînes lourdes et légères dans les régions variables (Qin et al., 1998). Le répertoire de ces mutations 

est restreint et est imputable à l’expansion de seulement quelques clones, indiquant un début de la 

production alors que la maladie est déjà engagée (Owens et al., 2003).  

Les Lymphocytes B sont également capables de produire un vaste spectre de cytokines à la fois pro-

inflammatoires (IL-6 , TNF-α, la lymphotoxine-α (LTα) ou l’IFN-γ) et anti-inflammatoires (IL-10 et TGF-β) et 

sont à ce titre capables d’influencer le microenvironnement définissant la SEP (Rosser et al., 2014b). De la 

même manière que les lymphocytes T, les B des patients SEP démontrent une activité cytokinique pro-

inflammatoire aberrante et la surexpression des cytokines inflammatoires susnommées induisant 

notamment un biais de polarisation Th17 (Bar‐Or et al., 2010). Il a plus tard été démontré que la perte des B 

productrices d’IL-6 en particulier, améliore cliniquement la SEP par la diminution des réponses Th1 et Th17 

(Barr et al., 2012). Ce même article démontre par ailleurs que cet effet bénéfique est perdu après traitement 
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avec  la LTα et le TNF-α  suggérant un rôle séquentiel de ces facteurs solubles. Dans une étude récente 

comparant les profils B des patients SEP à des donneurs sains, il a été montré que le nombre de B 

producteurs de cytokines pro-inflammatoires est plus élevé chez les patients au stade RR-MS ou SP-MS que 

chez les donneurs sains, alors que le nombre de B anti-inflammatoires (IL-13+) était diminué (Piancone et 

al., 2016). De façon importante, les B producteurs de GM-CSF sont également augmentés et se réactivent 

rapidement chez les patients (Li et al., 2015). La production anormale de cytokines pro-inflammatoires de 

ces lymphocytes B induit un effet d’activation « bystander » des Th pro-inflammatoires et contribue de fait 

à l’auto-immunité.  

In situ, les lymphocytes B ont également un rôle d’APC en présentant les auto-antigènes sur leur 

CMH-II aux Th présents. Ces interactions induisent la différenciation de T effecteurs pathogènes à partir de 

Th0 infiltrants et la réactivation de T encéphalitogènes déjà présents sur place (Pierson et al., 2014). En 2010, 

Harp et son équipe parviennent à isoler des lymphocytes B spécifiques de différents antigènes de la myéline 

dans le sang des patients atteints de SEP (Harp et al., 2010). Il a été trouvé que les molécules de co-

stimulation CD80 et CD86, essentielles à l’activation des Th encéphalitogènes, étaient augmentées à la 

surface des B des patients (Aung and Balashov, 2015; Niino et al., 2009). Chez près d’un tiers des patients, 

les lymphocytes B sont capables d’induire la prolifération de T spécifiques de protéines de la myéline ce qui 

suggère qu’au moins chez une partie des patients, les B peuvent contribuer à la pathologie par stimulation 

directe des Th (Ireland et al., 2012). Cela est corroboré par l’amélioration clinique de la SEP chez certains 

patients traités par le Rituximab, un anticorps détruisant les cellules CD20+ (Salzer et al., 2016). 

 

d) Les DC pathogènes  

 

Les cellules dendritiques (DC) constituent la charnière essentielle entre les systèmes immunitaires 

inné et adaptatif. Dans le cadre de l’EAE et de la SEP où les deux types de cellules sont nécessaires à la mise 

en place de la pathologie, les cellules dendritiques jouent naturellement un rôle central.  

Les DC assurent la veille immunitaire de la grande majorité des organes et sont nécessaires aux 

réponses immunitaires y compris auto-immunes. La question de l’existence de DC au niveau du SNC est 

restée longtemps un problème épineux. Du fait de son statut de site immunoprivilégié, très peu de cellules 

immunitaires y résident à l’état basal. En 2001, Reichman et Fischer parviennent à démontrer qu’une 

population de précurseurs présents dans la fraction comprenant la microglie (CD11b+) est capable de se 

différencier en DC (Fischer and Reichmann, 2001). Isolées à partir de cerveaux adultes, ces cellules  sont 

capables de maturer en DC immatures par le biais d’une stimulation GM-CSF et deviennent pleinement 

matures après liaison CD40/CD40L. Les deux chercheurs mettent cela en relation avec les DC qui sont 



67 
 

observées juste au moment de l’initiation de l’EAE. Ils postulent donc l’existence d’une population de DC 

résidentes du SNC, les « brain DC » (bDC), qui serait à l’origine de l’EAE et de la SEP. Les années suivantes, 

plusieurs équipes échouent à mettre en évidence ces cellules si bien qu’ils suggéreront qu’elles n’émergent 

qu’en condition inflammatoire, comme la sénescence cérébrale (Stichel and Luebbert, 2007). Cette 

population restera introuvable jusqu’en 2010 lorsque l’équipe de Karen Bulloch propose d’utiliser un nouvel 

anticorps anti-CD11c-YFP, capable de fonctionner y compris lorsque CD11c est en hétérocomplexe avec 

CD18. L’équipe met alors en évidence l’existence d’une population rare, distincte des monocytes et de la 

microglie dans leur fonction et leur transcriptome, et capable de se multiplier rapidement lorsque le SNC est 

agressé. Ces cellules sécrètent des niveaux élevés d’IL-12 (DC1) et sont plus capables que la microglie 

d’induire la maturation des Th. L’année qui suit, les DC sont détectées dans le parenchyme juxta-

ventriculaire, les espaces péri-vasculaires, les plexus choroïdes et les méninges (Prodinger et al., 2011).   

Les phases précoces de la SEP s’éclairent : après la liaison des antigènes issus de la myéline sur leur 

PRR, les bDC quittent le SNC en direction des LN périphériques (essentiellement les ganglions cervicaux) 

grâce à leur expression de CCR7. Elles rejoignent leur destination soit par le biais de la circulation sanguine 

soit par le réseau lymphatique intracrânien récemment décrit (Louveau et al., 2015). En chemin, elles ont 

internalisé l’antigène et l’ont dégradé pour le présenter sur leur CMH-II qui est maintenant fortement 

exprimé à leur surface. En parallèle, les DC augmentent leur niveau de molécules de co-stimulation CD80, 

CD86 et CD40. Une fois sur place, elles sont capables d’activer des T naïfs et de les faire maturer en T 

effecteurs. Du fait de la très grande diversité de cytokines que les DC peuvent produire, les T effecteurs qui 

résulteront de cette maturation peuvent être de type Th1, Th2, Th17 ou encore Treg (Zhu and Paul, 2010). 

Les T ainsi activés rejoignent le SNC, en passant la BBB, et sur place sont restimulés par des APC résidentes 

(Tompkins et al., 2002). L’origine initiale des antigènes de myéline n’est pas certaine et est probablement 

variable d’un cas à l’autre. Néanmoins la piste virale est sérieusement envisagée. Au fur et à mesure de la 

progression de la maladie, les dégâts de la myéline exposent de nouveaux antigènes qui sont présentés par 

les APC induisant une diversification du répertoire des T auto-réactifs infiltrant le SNC. Ce phénomène est 

appelé « épitope spreading » (Figure 11) et compartimente les différentes phases de la maladie (McRae et 

al., 1995).  
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Figure 11: Les modèles animaux nous ont permis de comprendre comment l’épitope spreading se déroule. Dans l’EAE, l’activation 
des T auto-réactifs est spécifique de l’antigène initiant la réponse et a lieu dans les ganglions. Suivant cette activation les T entrent 
dans la circulation puis s’extravasent dans le parenchyme nerveux en traversant la BBB.  Une fois au SNC, les T auto-réactifs initient 
la destruction de la myéline grâce à la réactivation in situ par les cellules présentatrices d’antigènes résidantes. Les T vont alors 
produire des cytokines et des chimiokines qui vont recruter d’autres cellules immunitaires au SNC et aident à l’agression du SNC. 
En parallèle, de nouveaux antigènes de la myéline (MOG, MBP, PLP) sont relâchés dans le milieu, phagocytés, digérés et présentés 
par des DC venues de la périphérie à des T naïves. Durant les phases de rechute, ces cellules porteuses d’une nouvelle spécificité 
antigénique, vont s’activer et induire des dommages plus larges. TCR, T-cell receptor. (Modifié d’après Miller et al, 2007) 

Il est à noter que l’induction de l’EAE chez les souris fait intervenir l’injection de peptide MOG dans 

de l’adjuvant complet de Freund par voie sous-cutanée, ce qui mobilise une population de DC périphérique 

et non les bDC. Suivant les sites d’injection choisis, ces DC activées migrent au niveau de ganglions 

lymphatiques drainant la peau où elles présentent le neuroantigènes aux lymphocytes T. Suivant le site 

d’injection choisi, en particulier au niveau du cou, il est cependant possible d’induire cette présentation du 

peptide MOG dans des ganglions lymphatiques drainant également le système nerveux central, en 

particulier lorsque l’injection a lieu au niveau du cou de l’animal. Cette différence qui existe entre l’initiation 

de la SEP et de l’EAE est cependant un élément discordant entre la pathologie humaine et son modèle murin 

qui ne permet pas de rendre compte des conditions d’initiation de la maladie. 

L’origine des DC qui s’accumulent dans le SNC dans le cadre de l’EAE (Serafini et al., 2000) pose 

question: sont-elles préférentiellement issues des cellules résidantes ou viennent-elles de la périphérie ? 

Plusieurs équipes s’attèlent à la question et parviennent à démontrer que, si initialement les bDC induisent 

le premier signal inflammatoire, les cellules sont majoritairement issues de la moelle osseuse (Bailey et al., 
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2007; Deshpande et al., 2007). Les DC s’accumulant dans le SNC des souris EAE sont donc des infiltrantes et 

ne sont pas issues de la prolifération des bDC.  

 Si l’étude de la transmigration des DC dans les organes périphériques est bien étudiée, le passage de 

la BBB par les DC est encore en grande partie à l’étude. Les cultures in vitro  de cellules endothéliales 

microvasculaires ont montré que la transmigration des DC pouvait être augmentée par l’ajout de la 

chimiokine CCL3 induisant chez les DC l’expression de la métalloprotéase matricielle 9 (MMP9) (Zozulya et 

al., 2007). Cependant, ce mécanisme n’a pas été vérifié in vivo. Plus récemment, l’équipe de Pooja Jain est 

parvenue à mettre en évidence que l’infiltrat des DC au niveau du SNC des souris EAE corrèle avec les niveaux 

de la chimiokine CCL2 produite par la BBB. Les DC attirées par le signal CCL2 sont capables de transmigrer au 

travers de la BBB grâce à la phosphorylation d’ERK1/2 (Sagar et al., 2012). Une fois au SNC, les DC 

s’accumulent au niveau des lésions, riches en CCL2 et IL-8. Des études chez l’Homme et chez la souris ont 

mis en évidence que les DC s’agglutinent dans certaines régions du SNC suivant leur phénotype. Ainsi, les DC 

myéloïdes (CD8α-) sont retrouvées préférentiellement en groupe avec des T CD4+ dans les foyers 

inflammatoires périvasculaires au niveau du cervelet et de la moelle épinière, alors que les cellules 

dendritiques plasmacytoïdes (pDC) s’accumulent davantage au niveau de la surface méningée cérébelleuse 

(Bailey et al., 2007). Les DC ont également été trouvées en groupe avec des T CD8+ à condition que leur CMH 

soit chargé avec un auto-antigène. 

Chez l’Homme, les DC sont également présentes au niveau des plaques de démyélinisation et de la 

matière grise non lésionnelle des patients atteints des formes primaires progressives et secondairement 

progressive de la SEP (Cudrici et al., 2007). Ces DC sont à la fois matures (DC-SIGN+) et immatures (DC-SIGN-

). Il est possible que les DC soient également présentes au stade poussée-rémission mais celui-ci n’étant pas 

mortel, l’accès aux tissus est rare. Il est donc nécessaire d’étudier des cellules du LCR. Dans le fluide cérébro-

spinal des patients SEP, les DC sont de deux types : myéloïdes et plasmacytoïdes. Si les mDC expriment des 

niveaux plus élevés de molécules de co-stimulation (CD80, CD86 et CD40) que leur équivalent en circulation 

dans le sang, les pDC n’ont pas de changement de phénotype et sont simplement très représentées 

(Pashenkov et al., 2001). Par ailleurs, les DC issues du LCR des patients SEP produisent plus d’IFN-γ, de TNF-

α et d’IL-6 que les DC issues du LCR de donneurs sains. 

Les cellules dendritiques sont nécessaires à différentes étapes de la pathogénèse de l’EAE en 

permettant l’invasion du SNC par d’autres types cellulaires. Les souris chez lesquelles H2-Ab1 (CMH-II) est 

sous le contrôle de CD11c (seules les CD11c+ peuvent exprimer les CMH-II) sont plus sujettes à l’EAE par 

transfert adoptif de cellules encéphalitogènes, démontrant que les cellules CD11c+ sont les seules APC 

nécessaires au développement de la maladie (Greter et al., 2005). Par ailleurs, le nombre de DC corrèle assez 

étroitement avec la sévérité de l’EAE et le nombre de plaques de la SEP. Le Flt3L est une molécule nécessaire 

à la différenciation, à l’expansion et à la survie de toutes les cellules dendritiques. Le Flt3L induit in vivo 
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l’augmentation du nombre de DC en augmentant la prolifération de leurs précurseurs. L’induction de l’EAE 

chez les animaux traités au FLt3L est significativement plus grave que chez les animaux contrôles. À l’inverse, 

inhiber le signal Flt3 par un inhibiteur des tyrosines kinases réduit le nombre de DC et améliore 

subséquemment l’EAE (Whartenby et al., 2005). Une autre équipe a par ailleurs démontré que l’injection 

intra cérébrale de DC issues de la moelle osseuse et chargées avec le peptide MOG exacerbe l’EAE par le 

recrutement de CD4+ et de CD8+ au SNC et modifie la balance Th/Treg en faveur des premiers (Zozulya et 

al., 2009). Il a par ailleurs été démontré que les DC myéloïdes et lymphoïdes résidantes du SNC sont biaisées 

pour induire préférentiellement des Th-17 à partir de Th0 à répertoire auto-réactif (Bailey et al., 2007). Cela 

passe notamment par la production de cytokines comme le TGF-β, l’IL-6 et l’IL-23. Le dialogue entre les DC 

résidantes du SNC et les DC périphériques est continu et permet le maintien et le renouvellement des Th au 

SNC. Les DC pathogènes issues de la périphérie résident entre autre au niveau des ganglions cervicaux. Une 

étude chez l’Homme et chez le singe est parvenue à mettre en évidence la présence de DC présentant des 

dérivés de myéline dans les ganglions cervicaux à la fois des patients et des singes (van Zwam et al., 2009). 

Il a été remarqué que des APC présentant un certain nombre d’autres neuro-antigènes ont été retrouvées à 

la fois chez les patients et chez les donneurs sains, suggérant que le déclenchement de la SEP et de l’EAE 

pourrait utiliser les voies naturelles de drainage des neuro-antigènes pour l’initiation de la pathologie. 

 

   iii)    Régulation de la maladie 

 

Le système immunitaire effecteur est, du fait de sa fonction de destruction du non-soi, l’ensemble de 

cellules le plus dangereux de notre organisme. Pour chaque activation des cellules effectrices, s’active un 

autre pendant du même système, à même de garder le contrôle de la réponse immunitaire : les cellules 

régulatrices. En condition homéostatique, les cellules régulatrices limitent l’activation (et donc les dégats) 

du système immunitaire et permettent la résolution de la réponse immune lorsque la source de l’activation 

a été éliminée. Dans le cadre de la pathologie, l’aspect régulateur du système immunitaire est bien présent 

bien que parfois dépassé par l’ampleur ou la nature de l’activation du système immunitaire. L’EAE et la SEP 

ne font pas exception à cette règle et une régulation active est mise en place par plusieurs types cellulaires. 

a) Les lymphocytes T CD4 régulateurs 

 

Les lymphocytes T régulateurs (Treg) sont (re)découverts en 1995 par Simon Sakaguchi (Sakaguchi et 

al., 1995) et initialement décrits comme CD4+CD25hi, avant que le phénotype ne soit complété en 2001 par 

l’ajout du facteur de transcription nécessaire et suffisant à la fonction des lymphocytes régulateurs : 
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Forkhead box 3 (Foxp3, (Brunkow et al., 2001)). Au niveau du SNC, en cas d’inflammation, les Tregs sont 

responsables du contrôle de la prolifération et  de l’entrée des Teff dans le SNC (Koutrolos et al., 2014). 

Du fait de leur rôle dans le maintien de la tolérance au soi, de nombreuses études ont mis en évidence 

que les Treg des patients SEP et des animaux EAE sont déficients. Ce déficit repose sur une capacité 

régulatrice moindre que chez les donneurs sains (Balandina et al., 2005; Noori-Zadeh et al., 2016) et une 

fréquence de Tregs moindre (Venken et al., 2008). Contrairement à l’Homme, les Tregs spécifiques des 

antigènes de la myéline s’accumulent chez les souris présentant une EAE (Korn et al, 2007). Si ces Tregs sont 

également incapables de contrôler la maladie in vivo, ils démontrent cependant d’excellentes propriétés 

régulatrices in vitro contre des T naïfs spécifiques de MOG mais s’avèrent inefficaces envers des T 

encéphalitogènes (IL-6+ TNF+) issus du SNC des animaux malades. L’ajout d’IL-6 et de TNF dans la culture de 

Tregs face à des Tnaïfs spécifiques de MOG conduit au même phénotype déficient et empêche la suppression 

efficace par les Tregs dans ce contexte. Les auteurs proposent ainsi que l’état inflammatoire global du tissu 

est responsable de l’inefficacité des Tregs et qu’il serait probable de pouvoir restaurer l’efficacité des cellules 

régulatrices en diminuant spécifiquement certaines cytokines pro-inflammatoires. Il est cependant 

intéressant de noter que le pic d’accumulation de Tregs ainsi que le pic de production d’IL-10 in vivo chez les 

animaux malades a lieu au moment de la rémission de l’EAE. Il est donc probabe que la perte de régulation 

de l’inflammation au niveau du SNC des animaux EAE fasse intervenir à la fois la perte de fonction des Tregs 

et un nombre légèrement insuffisant de cellules. Il resterait à éclaircir qui, de la perte de fonction des Tregs 

ou de l’initiation de neuroinflammation, est l’élément déclencheur de la SEP chez l’Homme.  

Par ailleurs, la relative inefficacité des Tregs des patients SEP passe par une production d’IL-10 plus 

faible (Astier and Hafler, 2007). L’IL-10 est une cytokine commune aux principales fonctions régulatrices des 

tTregs et des pTregs et inhibe l’activation T en empêchant le signal par CD28, un des facteurs de co-

stimulation essentiel à l’activation de la cellule. Une dérégulation de la production de CTLA-4 à la surface des 

Tregs a également été mise en évidence (Link, 1994). CTLA-4 et CD28 sont deux molécules de co-stimulation 

se liant à CD80 et CD86 à la surface des APC et si CD28 donne un signal activateur, CTLA-4 correspond à un 

signal inhibiteur. De même, en 2013, une étude par séquençage de plus de 14 000 patients SEP a pu mettre 

en évidence que CD25 était retrouvé régulièrement muté à la surface des Tregs des patients SEP 

(International Multiple Sclerosis Genetics Consortium (IMSGC) et al., 2013). L’appauvrissement du milieu en 

IL-2 étant moins efficace, cela aurait une double conséquence. D’une part, l’augmentation de la 

biodisponibilité de l’IL-2 favoriserait l’expansion et la survie de Teff de type Th1 et Th17 et, d’autre part, 

inhiberait la bonne capacité des Tregs à se multiplier. Ce changement d’équilibre est la signature 

immunologique principale de l’EAE et de la SEP (Haider et al., 2016). L’ensemble de ces déficits des Tregs 

pourrait être expliqué par un niveau anormalement faible de Foxp3 dans les Tregs des animaux malades 

(Astier and Hafler, 2007). En plus de leur fonction sécrétrice, il apparaît que les Tregs des patients atteints 
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de SEP sont déficients dans leurs récepteurs aux chimiokines (Galimberti et al., 2008) et présentent donc un 

défaut migratoire. Chez l’Homme, une étude post-mortem des SNC des patients SEP a démontré que dans 

30% des cas, les Tregs n’étaient pas détectables au niveau des lésions (Fritzsching et al., 2011). 

Le TGF-β est une molécule possédant trois isoformes (TGF-β1, TGF-β2 et TGF-β3) qui est non 

seulement produite par les Tregs mais contribue également à leur différenciation à partir de Th0. Sa 

signalisation passe par la liaison sur son récepteur dimérique TGFβRI/TGFβRII qui induit la diphosphorylation 

de SMAD2 (ou SMAD3) qui s’associe à pSMAD4 afin d’aller transcrire les gènes de réponse au noyau. Dès la 

fin des années 1980, le potentiel immunorégulateur du TGF-β est prouvé via l’inhibition de la prolifération 

et de la production d’IL-2 par les T (Kehrl et al., 1986). Bien que le TGF-β soit associé à la différenciation de 

cellules pathogènes telles que les Th17, c’est une cytokine majoritairement reconnue comme anti-

inflammatoire dans l’EAE. Après leur transfert adoptif, les Th0 spécifiques de la myéline cultivés en présence 

de TGF-β1 ne se différencient pas en T effecteurs et ne déclenchent pas d’EAE. Par ailleurs, le transfert 

adoptif de Th1 encéphalitogènes cultivés en présence de TGF-β1 induit une EAE faible, du fait de l’induction 

d’IL-10 via Smad4 dans ces cellules (Huss et al., 2010). Suivant cette même logique, le transfert adoptif de 

Th17 spécifiques de la myéline en présence de TGF-β1 les empêche complètement d’induire une EAE chez 

les souris receveuses contrairement aux Th17 cultivés en l’absence de la cytokine. Ce défaut d’induction 

passe par la régulation négative à la fois de la production de GM-CSF, de l’IL-23 et de T-bet (Yang et al., 2009). 

Il est possible de restaurer la pathogénicité de ces Th17 en les cultivant avec de l’IL23. Dans la SEP, 19 miRNAs 

pouvant cibler des composants de la réponse au TGF-β, tels que les récepteurs TGFβRI et TGFβRII, SMAD2, 

SMAD4 et SMAD7, sont exprimés de manière différentielle entre des sujets sains et les patients (Severin et 

al., 2016). Une équipe a par ailleurs démontré que la reproduction de ce profil transcriptionnel des Treg de 

patient chez des Treg de donneur sain à l’aide de miRNAs aboutit à un phénotype régulateur déficient 

similaire à celui des patients (Meira et al., 2014). De manière intéressante, les isoformes TGF-β2 et TGF-β3, 

étant exprimées dans les cellules gliales et les neurones, il est possible que la régulation des Th se fasse en 

partie par des cytokines produites par des cellules non-immunitaires. 

Les Th3 sont décrites dans un contexte de tolérance orale avant même la découverte des Tr1, et sont 

distinguées des Th1 et Th2 par leur sécrétion de TGF-β (Miller et al., 1992) malgré l’absence d’expression de 

foxp3 (Gandhi et al., 2010). Un des attributs des Th3 est l’expression du latency associated peptide (LAP), 

bien que celle-ci ne soit pas restreinte aux Th3 : certaines sous-classes de Tr1 sont également LAP+. LAP est 

une molécule exprimée à la surface des cellules et stabilise les trois isoformes du TGF-β par leur queue N 

terminale avant le clivage de celle-ci et la sécrétion de la cytokine par la cellule. La forme associée de LAP et 

du TGF-β est appelée le complexe latent et est capable d’induire un signal TGF-β par contact cellulaire. 

L’importance du complexe LAP/TGF-β pour la régulation de la réponse T a déjà été démontrée dans plusieurs 

études, y compris dans l’EAE (Andersson et al., 2008; Rezende et al., 2013). Des lymphocytes T CD4+ 
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exprimant LAP ont été mis en évidence dans le sang de donneurs humains et chez les souris. La production 

de TGF-β est capable d’induire la production de LAP et du complexe latent par des CD4 murines de façon 

indépendante de Foxp3 (Oida and Weiner, 2010). Ce complexe latent est capable d’induire des pTregs qui 

peuvent conditionner les DC à produire de l’IL-27 qui induirait secondairement des Tr1 (Awasthi et al., 2007). 

Les Th3 sont, encore aujourd’hui, une population assez mal connue et méritent que plus d’attention leur soit 

accordée afin d’envisager la biologie et les implications cliniques de ces cellules. 

Au-delà de l’aspect tTreg et pTreg, les T régulateurs sont une population très hétérogène et, en plus 

de foxp3, présentent souvent les facteurs de transcription RORγT ou T-bet reflétant la plasticité entre Th et 

Treg. Cette hétérogénéité définit des sous-populations de pTreg, particulièrement efficaces pour supprimer 

leur équivalent Th, qui présentent des profils de sécrétion cytokiniques hybrides. Le nombre de ces cellules 

est variable et la proportion de Tregs Foxp3+ RORγT+(IL-10+IL-17+) est plus importante que les Tregs 

Foxp3+Tbet+(IL-10+IFN-γ+) suggérant une plasticité plus importante entre les Th17 et Treg qu’entre Treg et 

Th1 (Trinchieri, 2007). Cela serait lié au fait que les Th1 possèdent T-bet, un facteur de transcription exclusif 

des autres facteurs de transcription, rendant la conversion de Th1 vers Tr1 impossible là où RORγT est 

permissif, ce qui permet aux Th17 d’acquérir l’IL-10 et également aux Treg d’exprimer l’IL-17. Cela est 

possible car la copie du gène tbx21 dans les cellules non Th1 est triméthylée sur K4 et K27 des histones 3 

(Wei et al., 2009) ce qui permet la coexpression d’IFN-γ dans les Tregs mais pas l’inverse. De fait les Th17 

gardent leur capacité à produire de l’IL-4 et de l’IFN-γ longtemps après leur différenciation (Lee et al., 2009). 

Cette plasticité de Treg vers Th17 passe par un environnement cytokinique particulier nécessitant la 

présence d’IL-6 et l’absence de TGF-β afin que les Tregs se mettent à produire de l’IL-17 (Xu et al., 2007; Yang 

et al., 2008). De leur côté, si les Th2 sont peu  capables de se différencier en cellules Foxp3+, la relative 

plasticité entre Th1 et Th2 permet tout de même aux Th2 de participer au compartiment Treg. Par ailleurs, 

il a été démontré en 2017 par l’équipe de David Wraith que la production d’IL-4 est nécessaire à la production 

d’IL-10 par les Tr1 (Mitchell et al., 2017) impliquant donc indirectement les Th2 dans l’induction du 

phénotype régulateur des Th1. L’ensemble de ces phénomènes de plasticité semble être un point clef dans 

l’alternance entre les phases de poussée et de rémission de la SEP. En effet, la plasticité des IL-17 vers Treg 

pourrait induire le basculement vers la rémission, là où la plasticité Treg vers Th17 induirait les poussées, 

bien que l’origine de ce switch d’environnement cytokinique soit encore relativement mal élucidée. (Figure 

12). 
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Figure 12 : Plasticité des T helper. La plasticité des CD4 helper dépend du stade de différenciation et du type cellulaire. A des stades 
précoces de la différenciation Th, chaque lignage peut se convertir relativement aisément en un autre. Toutefois, la plupart des 
Th1 et Th2 pleinement différenciés ne peuvent plus switcher alors que la majorité des Tregs et des Th17 restent plastiques durant 
tout leur processus de différenciation. (D’après Paul et Zhu, 2012) 

La question qui reste d’actualité est de savoir si le défaut des Tregs est la cause du déséquilibre 

immunitaire et induit la sclérose en plaques, ou si le terrain pro-inflammatoire du sujet induit un épuisement 

progressif des Tregs. Comme représenté sur la Figure 12, les Tregs peuvent être catégorisés en Tregs dits 

précoces (très plastiques, KLRG1-) et en Tregs pleinement différenciés (moins plastiques, KLRG1+). À ce titre, 

KLRG1 est souvent considéré comme un marqueur de sénescence des Tregs et doit être associé à des 

marqueurs d’activation tels que CD103, LAG3 ou PD-1 afin de différencier les cellules vieillissantes des 

cellules pleinement différenciées. Dans le cadre de l’EAE, le nombre de Tregs KLRG1+ est augmenté plus de 

4 fois dans les souris récemment immunisées avec MOG versus animaux sains. Ces cellules sont foxp3hiCD25hi 

et prolifèrent. Toutefois, du fait de leur état sénescent les Treg KLRG1+ présentent un phénotype  pro-

apoptotique (Annexin V+) (Tauro et al., 2013). Ces résultats tendent à montrer que, dans le cas des modèles 

murins induits par immunisation, le déclenchement de la pathologie serait d’avantage lié à un épuisement 

des Tregs. Toutefois, dans le cadre de maladies spontanées (murines et humaines), la question est encore 

posée.  

Enfin, les T régulateurs sont en charge de la réparation des tissus après la réaction immunitaire. Si, 

au cours de l’EAE et de la SEP, les Treg échouent à contrôler complètement la réaction inflammatoire, il a 

été prouvé qu’ils sont essentiels à la remyélinisation des axones lors des phases de rémission (Dombrowski 

et al., 2017). En outre, des souris déficientes en Tregs montrent un défaut de remyélinisation qui peut être 

corrigé par le transfert adoptif de Tregs, recrutés in situ par l’IL-33 produite par les cellules gliales (Gadani et 

al., 2015). Les Tregs peuvent également promouvoir la division des progéniteurs des oligodendrocytes in 

vitro et ex-vivo. 
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b) L’équilibre Th1/Th2 et les cytokines Th2 

 

Les données sur le rôle des Th2 dans l’EAE sont conflictuelles. Si dès 1993, l’équipe de Roel démontre 

que, contrairement aux Th1, le transfert de Th2 spécifiques d’antigènes du SNC n’induit pas d’EAE (van der 

Veen and Stohlman, 1993), l’équipe de Tonegawa démontre le contraire en 1997 (Lafaille et al., 1997). 

Toutefois, si les cellules semblent avoir un rôle mitigé, probablement dicté par leur environnement direct, 

les cytokines de type Th2 et en particulier l’IL-4 ont démontré leurs capacités protectrices dans le cadre de 

l’EAE. Ainsi, les phases de rémission des animaux corrèlent avec l’augmentation de la concentration d’IL-4 

dans le parenchyme cérébral des animaux analysés (Khoury et al., 1992). Chez des souris IL-4-/-, l’induction 

de l’EAE s’est avérée être non seulement plus précoce, plus sévère mais surtout sans phase d’amélioration 

clinique (Liblau et al., 1997) indiquant son rôle pour l’alternance poussée/rémission. Plus récemment, une 

équipe est parvenue à induire une tolérance face à l’EAE  par gavage des animaux avec le peptide SIRS1-21 qui 

a pour effet direct d’augmenter les cytokines Th2 (Brod and Hood, 2007). Par ailleurs, les Th2 ne sont pas les 

seules cellules capables de produire de l’IL-4. Les natural killer à TCR invariant (NKT) en sont également 

capables lorsqu’ils sont stimulés adéquatement. Plusieurs études ont démontré l’effet bénéfique des NKT 

dans la sclérose en plaque (Feng et al., 2004; O’Keeffe et al., 2008; Sakuishi et al., 2010) et la stimulation de 

ces cellules avec de l’α-galactosylcéramide, qui mime la présentation de glycolipides sur CD1d, induit la 

production de cytokines Th2 (IL-4 et IL-10) et la suppression spécifique de la voie Th1 (Singh et al., 2001). 

L’ensemble de ces résultats suggèrent que le basculement entre poussée et rémission s’effectue en partie 

par le biais de modifications de la balance Th1/Th2 bien que la cause du changement de cet équilibre reste 

encore à déterminer. L’équipe de Minegar a également proposé un modèle expliquant les différentes formes 

de SEP sur ce principe, les susceptibilités individuelles et les variations des répertoires Th1 et Th2 étant à la 

base de cette diversité de pathologies (Figure 13). 

 

Figure 13: Équilibre Th1/Th2 et cycle poussées/rémissions. Les poussées du modèle EAE classique en poussées/rémissions sont 
liées à l’équilibre entre les Th1/Th17 inflammatoires et les phases de rémission sont liées aux Th2 (cytokines Th2)/NKT et Tregs. 
Dans ce schéma, les maladies secondairement progressives sont liées à un biais pro-inflammatoire de la réponse immune. La 
phase d’EAE secondairement progressive avec persistance de poussées (EAE secondaire ataxique) serait liée à l’épuisement de la 
réponse Th2 au fur et à mesure de la maladie. EAE: encéphalomyélite auto-immune expérimentale; PP: primaire progressive; RR: 
poussée-rémission; SP: secondairement progressive. Modifié d’après (Martinez et al., 2013) 
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c) Les lymphocytes T CD8 régulateurs 

 

Si le rôle des T CD8+ dans la pathogénèse de l’EAE et de la SEP est à la fois controversé et peu étudié, 

leur capacité d’inhibition de la maladie est relativement claire. Le fonctionnement de ces cellules n’est pas 

encore complètement compris mais il apparaît que leur émergence suit le même type de cheminement que 

les CD4 régulateurs. Les CD8 régulateurs sont des cellules de type mémoire, de faible affinité auto-réactive 

et dont le développement dépend des CD4 (Shameli et al., 2011). Dès 2003, le rôle régulateur des CD8 est 

rapporté : la soustraction des CD8 dans une souris avant l’immunisation conduit à une EAE exacerbée 

(Najafian et al., 2003). Un constat similaire est rapporté avec des animaux β-2 microglobuline-/- (CMH-I-/-) 

bien que l’implication des NK/ NKT puisse être discutée (Linker et al., 2005). Chez l’Homme, les CD8 

régulateurs ont également été retrouvés au niveau du SNC et du sang des patients en phase de poussée 

(Baughman et al., 2011) et les traitements par l’acétate de glatiramère (copaxone) se sont révélés efficaces 

pour induire des CD8reg in vivo (Karandikar et al., 2002) bien que l’effet thérapeutique reste faible. 

Contrairement aux CD4 régulateurs, les CD8 régulateurs ne présentent que deux phénotypes : 

CD8+foxp3+CD28- ou CD8+foxp3+CD22+ (Lee et al., 2008b; Vuddamalay and van Meerwijk, 2017) et 

produiraient du TGF-β1, de la perforine et de l’IFN-γ (Jiang et al., 2009). La perte de l’une de ces molécules 

sécrétées rend les CD8 régulateurs inefficaces in vitro (Tyler et al., 2013). Bien que ces deux types de cellules 

aient été démontrés inhibiteurs dans l’EAE, l’implication respective de chacun n’est pas encore élucidée 

(Najafian et al., 2003). À l’heure actuelle on pense que la spécificité de l’antigène ou la restriction du CMH, 

paramètres dépendants du modèle pathologique, sont responsables de l’implication préférentielle de l’un 

ou l’autre des types de CD8 régulateurs (Sinha et al., 2015). Chez la souris les CD8 spécifiques des neuro-

antigènes restreints au CMH I non conventionnel Q1-a se sont montrés particulièrement efficaces pour 

limiter l’activation des T CD4+ MBP spécifiques (Tyler et al., 2013) y compris au stade de la maladie établie 

(York et al., 2010). Il a été noté que les CD8 régulateurs sont diminués chez les Hommes et les souris 

présentant la pathologie (Cunnusamy et al., 2014) et présentent des capacités inhibitrices diminuées 

(Balashov et al., 1995). Par ailleurs, les mêmes auteurs ont montré l’existence d’une balance de ces CD8 

régulateurs entre les phases de poussée et de rémission. Plus récemment, une étude a démontré une 

corrélation directe entre le nombre de CD8 régulateurs en périphérie et la gravité de la maladie (Sinha et al., 

2014). Le rôle de ces CD8 régulateurs dans la sclérose en plaque peut potentiellement être essentiel dans la 

régulation de la pathologie. Davantage de travaux pour comprendre la biologie de ces cellules restent 

nécessaires. 
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d) Les lymphocytes B régulateurs 

 

En parallèle de leur activité pathogène, les lymphocytes B activés sont également capables de 

supprimer une réaction inflammatoire. En 2002, l’équipe de Stephen Anderton démontre que ces cellules B 

productrices d’IL-10 sont nécessaires aux phases de rémission et leur perte entraîne une maladie chronique 

sans perspective d’amélioration (Fillatreau et al., 2002). Cet effet passe par la différenciation et la survie de 

Tregs tout en diminuant la différenciation Th1 et Th17 in vivo (Flores-Borja et al., 2013). Encore une fois, l’IL-

10 est la cytokine centrale du mécanisme : l’invalidation de l’IL-10 spécifiquement dans les B empêche 

l’accumulation de Tregs et restaure le biais Th1/Th17 (Carter et al., 2011). Le TGF-β et l’IL-35 contribuent 

également à la régulation par les cellules B et à la résolution de l’inflammation à la fois par les Bregs et les 

Th. Le TGF-β  est capable de rediriger la production d’anticorps vers des sous-classes non inflammatoires 

telles que les IgG4 et les IgA (Taylor et al., 2006) et le TGF-β produit directement par les Bregs est capable 

d’induire l’apoptose des T-CD4+ et leur conversion en Tregs mais également l’anergie des T-CD8+ (Parekh et 

al., 2003; Tian et al., 2001). D’un autre côté, les souris chez lesquelles les lymphocytes B sont incapables de 

produire de l’IL-35 (soit p35-/- soit ebi3-/-) perdent également les phases de rémissions de l’EAE ce qui est en 

lien avec une activation des macrophages et des T inflammatoires élevée  ainsi que l’augmentation de la 

capacité de présentation des auto-antigènes par les B (Shen et al., 2014). La raison en est que l’IL-35 serait, 

avec l’IL-21, l’un des régulateurs de l’IL-10 (Tedder and Leonard, 2014). Par ailleurs, dans un travail récent, 

une nouvelle population de Tregs, directement inductibles par les Bregs, a été décrite (Chien and Chiang, 

2017). Dénommées « Treg-of-B cells » par les deux chercheurs, ces cellules sont des T naïves CD4+CD25- 

induites en cellules régulatrices CD25+Foxp3- et sont d’avantage caractérisées par leur expression de LAG3, 

ICOS, GITR, OX40, PD1 et CTLA4. Elles sécrètent de l’IL-10, mais sont également capables d’induire une 

suppression par contact cellulaire indépendant de l’IL-10. Notre laboratoire a par ailleurs démontré que 

l’utilisation de pro-B traités au CpG capables de se convertir en Bregs est capable de réguler efficacement 

plusieurs pathologies auto-immunes par différents mécanismes qui ont été détaillés dans la partie consacrée 

aux CpG-proB.  

Il est intéressant de noter que tous les Bregs sont également capables de produire des cytokines pro-

inflammatoires comme l’IL-6 : leur fonction dépend du contexte cellulaire et cytokinique associé à 

l’inflammation considérée (Figure 14). Ces cellules sont complexes et du fait de leur vaste spectre d’activités, 

leur manipulation est ardue. Preuve s’il en est, les résultats assez variables qu’ont pu donner différents essais 

cliniques visant à moduler l’activité des B (Coles et al., 1999; Compston and Coles, 2002; Giovannoni et al., 

2017). 
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Figure 14 : Les deux visages des lymphocytes B. Les lymphocytes B sont capables d’induire ou d’arrêter une réponse immunitaire. 
Gauche : les B présentent l’antigène avec des molécules de co-stimulation conduisant à l’activation et à la prolifération des T 
effecteurs. En regard, les T actives vont présenter CD40L qui va induire la différenciation des B en plasmocytes producteurs d’auto-
anticorps. Les cytokines produites par ces cellules participent à la polarisation Th1/Th17 caractéristique de l’EAE et de la SEP. Enfin, 
les B participent au développement de T mémoire. Droite : Les B régulent la réponse auto-immune en produisant de l’IL-10 qui 
supprime l’expansion et l’activation des Th1 et Th17 pour induire une réorientation vers Treg et en parallèle participer à la  
suppression des APC présentant l’autoantigène. D’après Arellano et al, 2015. 

 

e) Les DC tolérogènes 

S’il est clair que les DC ont dans l’ensemble un rôle plutôt pathogène dans l’EAE et la SEP, certains 

sous-groupes de DC sont pourtant bénéfiques. Les DC immatures (iDC), déjà évoquées, ont plusieurs destins : 

soit devenir des DC matures, soit rester immatures, soit devenir des DC « semi matures ». Ces dernières 

présentent un phénotype intermédiaire entre les cellules matures et immatures : elles expriment fortement 

le CMH-II et les molécules de co-stimulation mais ne sont pas ou très peu capables de produire des cytokines, 

troisième signal essentiel à l’activation des T. L’identification des cellules immatures dans l’EAE est au crédit 

de l’équipe d’Adriano Fontana qui, en 2003, présente des résultats conflictuels avec le reste de la littérature, 

indiquant que les DC résidantes du SNC seraient de mauvaises présentatrices d’antigènes et supprimeraient 

la fonction des Th. Ces DC ont une expression faible du CMH-II et des molécules de co-stimulation de la 

famille B7, en particulier CD80 (B7-1). Elles émergent lorsque le précurseur de DC est dans un environnement 

cytokinique « conflictuel », présentant à la fois des cytokines pro-inflammatoires (GM-CSF) et anti-

inflammatoires (IL-4) (Gregori et al., 2010). In vitro, ces cellules empêchent la prolifération des T auto-réactifs 

et ce, par le biais du TGF-β, de l’IL-10 et de la forme soluble du récepteur 2 à TRAIL (sTRAIL-R2) (Suter et al., 

2003). Même si ces cellules immatures puissent être dérivées des bDC, le recrutement d’iDC de la périphérie 
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est privilégié. Dans une étude de 2010, l’équipe de Britta Engelhardt met en évidence, par l’utilisation de la 

vidéomicroscopie intravitale à fluorescence que les iDC, et dans une moindre mesure les DC maturées au 

LPS, issues de la moelle osseuse des souris immunisées entrent au SNC inflammé des animaux en passant la 

BBB. De manière très élégante, ils démontrent que cette entrée est liée à l’intégrine α4β1 (VLA-4) et non α4β7 

permettant le passage de l’endothélium microvasculaire, donc de façon relativement spécifique des iDC (Jain 

et al., 2010). Sur place, les iDC vont induire soit une tolérance des T CD4+ soit l’induction de l’anergie des 

CD4+ par manque de signaux de stimulation forts. Le mécanisme in vivo dans l’EAE n’est pas parfaitement 

clair, mais plusieurs études in vitro et in vivo dans un modèle de diabète auto-immun donnent à penser que 

l’induction de Tregs est liée à la présentation répétée de faibles doses d’antigène. Cela induit la conversion 

de T pathogènes en cellules de type Tr1 spécifiques d’antigènes producteurs de grandes quantité d’IL-10 

(Jonuleit et al., 2000; Turner et al., 2009). D’un point de vue fonctionnel, les capacités régulatrices des iDC 

passeraient par un niveau faible de NF-κB ; manipuler le niveau de ce facteur de transcription dans les cellules 

immatures pourrait potentialiser leurs capacités régulatrices (Iruretagoyena et al., 2006). De façon très 

intéressante, la régulation par les iDC ne s’effectue pas exclusivement au site inflammatoire mais également 

en périphérie, dans les LN cervicaux, où elles induiraient les Tregs. Dans ce sens, il a été prouvé que les iDC 

sont capables de capturer des corps apoptotiques, très abondants dans le cadre de la neuro-inflammation,  

par le biais d’αvβ5 et CD36, les digèrent, les présentent sur le CMH-II et les cross-présentent sur le CMH-I de 

façon dépendante du TNF-α (Albert et al., 1998). Les iDC migrent ensuite aux LN tout en maturant. Là elles 

induisent non seulement des Tregs mais également des CD8 régulateurs (Kushwah et al., 2010). Ceci pose la 

question suivante : les iDC ont elles un rôle par elles-mêmes, ou la relative maturation vers le stade DC semi-

matures est-elle nécessaire aux fonctions régulatrices des iDC ? En effet, l’équipe de Lutz, plutôt que 

d’injecter des iDC,  choisit d’injecter de manière répétée des DC semi-matures directement activées par le 

TNF-α. Ce faisant, il parvient aux mêmes résultats in vivo dans l’EAE qu’avec l’injection d’iDC: réduction de 

l’EAE, induction d’IL-10 et conversion des Th vers des cellules de type Tr1 et ce, de façon spécifique de 

l’antigène (Menges et al., 2002). De façon très intéressante, ils démontrent aussi que l’IL-10 n’est pas un 

facteur essentiel à la protection par ces cellules de type Tr1, mais dépend également du contact cellulaire. 

En 2009, l’équipe de Fabry reproduit ces expériences et démontre que les DC semi-matures induites au TNF-

α sont capables de moduler l’EAE là où leur équivalent stimulé avec du LPS a l’effet inverse bien que les deux 

types de cellules soient capables d’induire des Tregs in vivo. Il est possible de restaurer l’effet protecteur des 

DC semi-matures traitées au LPS si elles sont au préalable traitées à la dexaméthasone (qui inhibe la 

maturation) et sont même des régulatrices plus puissantes que les DC semi-matures induites au TNF-α 

(Emmer et al., 2006). Ces résultats indiquent qu’un premier signal anti-inflammatoire est probablement 

nécessaire à l’induction de ces cellules tolérogènes et qu’un second signal inflammatoire potentialise leur 

capacité régulatrice. Plus récemment, les DC semi-immatures ont été divisées en deux groupes distincts 

CCR7+ et CCR7lo. L’induction différentielle de CCR7 chez les DC est directement liée à leur environnement : 
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l’IL-10 ou la dexamethasone sont capables d’induire la population CCR7lo alors qu’à l’inverse le TNF-α et l’IL-

6 induisent d’avantage la population CCR7+ (Boks et al., 2012; Sordi et al., 2006). Ces deux populations sont 

fonctionnellement distinctes au-delà de leur capacité à migrer ou non aux organes lymphoïdes secondaires 

et ont des fonctions d’induction différentes : la population CCR7+ induit des cellules de type Tr1 là où les 

populations CCR7lo induisent davantage les Tregs (Figure 15). L’ensemble de ces résultats fait directement 

écho aux rôles déjà décrits des iDC. Les iDC et les DC semi-matures diffèrent essentiellement au regard de 

leur niveau d’expression du CMH-II et des molécules de co-stimulation. Si une étude utilisant des iDC CMH-

II-/- ne paraît  pas envisageable car l’induction de la protection passe probablement par le niveau faible de 

CMH-II, l’utilisation de CD80-/- ou CD86-/- pourrait permettre de départager le rôle spécifique des iDC et des 

DC semi-matures. Par ailleurs, les iDC et les DC semi-matures ne semblent pas capables d’induire de Th2 in 

vivo bien que leur rôle protecteur dans l’EAE soit central. Cela est lié au fait que les Th2 requièrent de forts 

niveaux d’activation pour se différencier. 

 

Figure 15 : Les deux voies distinctes de semi-maturation induisent différents types de T régulateurs. Les DC immatures résidantes des tissus ou 
les DC générées in vitro par des voies faisant intervenir Wnt ou la β-caténine ou des cytokines pro-inflammatoires deviennent semi matures 
faiblement capables de migrer. Par la production d’IL-10 ou le contact répété, ces cellules favorisent la différenciation Tr1. De l’autre côté, des 
DC semi-matures fortement mobiles émergent, bien que leur processus de maturation soit partiellement incompris. Ces cellules expriment 
RelB/p52+ ainsi que des facteurs de homing dans les zones T des LN périphériques. Ces cellules produisent de l’acide rétinoïque et du TGF-β qui 
induisent de novo des Tregs spécifiques de l’antigène porté par les DC. (D’après Lutz, 2012) 

 

L’existence de DC régulatrices (tolDC) matures reste à démontrer clairement. Dans la littérature, les 

DC tolérogènes, régulatrices et semi-matures sont souvent traitées comme une seule population. De fait, le 

phénotype des tolDC est le sujet de débats. En 1999, Onji et son équipe induisent ex-vivo des DC tolérogènes 
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par le traitement de DC matures spléniques avec de l’IFNγ. Ces cellules, une fois transférées à des souris 

NOD, se révèlent protectrices contre le diabète de type I et sont donc immunomodulatrices (Shinomiya et 

al., 1999). Plus récemment, une équipe a montré que des DC matures cultivées avec du TGF-β et l’auto-

antigène sont capables d’induire l’amélioration clinique de l’uvéite en induisant des CD8 régulateurs 

spécifiques de l’antigène (Hsu et al., 2014). Il est donc possible d’obtenir des tolDC à partir de DC matures. 

Davantage que par un phénotype de surface, les tolDC sont à définir par leur fonction du fait de la diversité 

des cellules régulatrices considérées. In vitro, il semble que l’IL-10 soit la cytokine régulatrice majeure de 

l’induction des tolDC et différents protocoles s’en servent pour faire émerger ces cellules. Le mode d’action 

des tolDC dépend du moment où l’IL-10 a été ajouté à la culture (Figure 16). Ainsi, des monocytes cultivés 

avec de l’IL-4, du GM-CSF et de l’IL-10 donnent des DC matures capables d’induire la différenciation de Tr1 

(Allavena et al., 1998). Ces tolDC sont dites myéloïdes en raison de leur expression de marqueurs 

membranaires classiquement associés aux macrophages tels que CD14 et CD16. Ces cellules ont pour 

phénotype CD14+CD16+CD83+CD86+HLA-DR+ et expriment, en plus de grandes quantités d’IL-10, de 

nombreuses molécules associées à l’induction de tolérance telles que HLA-G, ILT2 (CD85j), ILT3 (CD85k) et 

ILT4(CD85j) ce qui induit entre autres des Tregs. Si l’IL-10 est ajouté non pas à une culture de monocytes 

mais à des iDC, les DC régulatrices qui en résultent ne sont plus capables d’induire des T régulateurs mais 

induisent l’anergie des T en culture (Zheng et al., 2004), ce qui pourrait contribuer à réduire l’état 

inflammatoire du SNC. Si des signaux inflammatoires tels que l’IL-6 ou l’IL-1β sont ajoutés au protocole de 

culture précédent, deux types de tolDC émergent, distingués par leur expression de CCR7. Si la population 

CCR7- est considérée immature, la population CCR7+ est dite mature (Steinbrink et al., 2002). Bien que 

caractérisées par l’équipe d’Enk, ces cellules ressemblent à celles présentées comme immatures dans la 

partie précédente qui avaient été caractérisées par l’équipe de Piemonti et Brinke, mettant l’accent sur la 

difficulté à distinguer les DC matures des DC semi-matures.  
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Figure 16 : Les voies de tolérisation des DC. Sous l’influence de cytokines pro-inflammatoires et d’autres médiateurs solubles et l’engagement 
des PRR, les iDC maturent en mDC. À l’inverse des DC matures, l’IL-10 induit de nombreuses populations de DC tolérogènes (tolDC). L’état de 
différenciation des cellules au moment de l’exposition à l’IL-10 est crucial pour l’induction de tolDC. Une exposition longue depuis le stade de 
précurseur conduira à l’induction de cellules de type Tr1. Si les DC sont déjà au stade immature au moment de leur exposition avec l’IL-10 les 
tolDC conduiront davantage à l’anergie des T ou à leur apoptose  (D’après Raker et al, 2015) 

Plusieurs équipes se sont intéressées aux mécanismes d’induction des Tregs par les tolDC in vivo. Si 

un certain nombre d’entre eux sont communs aux iDC et aux DC semi-matures, un certain nombre sont 

spécifiques des DC matures. L’un des premiers mécanismes associé aux tolDC est l’Indoleamine 2,3-

dioxygenase (IDO), une enzyme qui dégrade le tryptophane en kinurénine (Taylor and Feng, 1991). Cette 

enzyme est capable d’appauvrir le milieu en tryptophane et d’induire la conversion métabolique des T qui 

s’accompagne de l’expression stable d’un phénotype régulateur (Mellor and Munn, 1999). Cette enzyme est 

induite in vivo à la surface des DC par plusieurs signaux tels que l’IFNγ, CTLA-4 ou la liaison de CD80/CD86 

(Grohmann et al., 2002). IDO peut également être induite par la vitamine D3 (Farias et al., 2013). Il a été 

prouvé que, dans l’EAE, IDO est essentielle à la régulation de la maladie chez les animaux. L’injection de 1-

methyl-DL-tryptophane, un ligand compétitif non dégradable d’IDO induit un déclenchement précoce de la 

maladie et un score clinique plus grave chez les souris immunisées pour l’EAE ou ayant reçu un transfert 

adoptif de T spécifiques de MBP (Sakurai et al., 2002). Il est important de noter que les DC CD8α+ sont les 

plus capables de cataboliser le tryptophane et donc d’induire des Tregs que les CD8α-, bien que leur niveau 

de protéine IDO détectée par westernblot soit identique. Ceci évoque des mécanismes de régulation de 

l’adressage membranaire d’IDO malgré une expression constitutive chez les DC (Fallarino et al., 2002). 

L’oxyde nitrique en particulier, est connu pour inactiver IDO en déstabilisant l’hème dans le site actif et 

d’induire de fait son adressage au protéasome (Aitken et al., 2004). Ce mécanisme peut probablement en 

partie expliquer le défaut d’induction efficace de Tregs au niveau du SNC au cours de l’EAE du fait de la 
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concentration importante d’oxyde nitrique que l’on peut y trouver. Du point de vue des DC cette fois, 

l’équipe de Tony Eissa propose que les DC régulatrices soient caractérisées par un phénotype métabolique 

propre. Ils démontrent que les DC régulatrices présentent un défaut d’autophagie et que l’induction de la 

perte de l’autophagie par la mutation du gène Atg7 dans les DC améliore l’EAE (Bhattacharya et al., 2014). 

Les ligands de Notch sont également impliqués dans le rôle régulateur des DC. S’ils sont surtout 

étudiés pour leur rôle dans le développement T, les ligands de Notch sont aussi capables d’induire, par le 

biais des DC, une régulation du système immunitaire. Déjà décrite en 2003 dans la maladie du greffon contre 

l’hôte, la surexpression de Jagged-1 sur les DC permet l’induction de Tregs spécifiques de l’antigène 

considéré (Yvon et al., 2003). Les ligands de Notch sur les DC sont étudiés dans l’EAE dès 2007. Jagged-1 est 

surexprimé exclusivement sur les DC dans le cadre de l’EAE et induit l’augmentation de la production de TGF-

β par les Tregs et la production d’IL-10 de manière spécifique de l’antigène. Cette production de cytokine 

n’a pas eu d’effet sur le nombre de Foxp3+ ou de Th17 chez l’animal. Le traitement avec un anticorps anti-

Jagged-1 induit une aggravation de l’état clinique de l’EAE (Elyaman et al., 2007). Cette molécule est induite 

par le TGF-β, alors que l’IFNγ, le TNFα et l’IL-17 diminuent son expression, ce qui concorde avec son rôle 

anti-inflammatoire. De plus, Delta-1 qui peut également être exprimé sur les DC induit l’augmentation du 

nombre de Th1 et l’aggravation de la maladie. 

TRAIL (tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing ligand) est une molécule de la famille du TNF 

et est davantage connue pour son rôle dans l’induction de l’apoptose que pour ses propriétés régulatrices. 

Toutefois, il a été montré que les DC matures chargées avec MOG et qui co-expriment TRAIL sont capables 

de diminuer la sévérité de l’EAE chez les souris traitées. Cela se traduit par l’accumulation de CD4+Foxp3+ 

au niveau de la moelle épinière, le site inflammatoire de ce modèle (Hirata et al., 2007). Ces cellules seraient 

issues de la conversion des T effecteurs infiltrants en Tregs plutôt que de l’induction de la différenciation de 

Tregs à partir de Th0 venus de la périphérie. Dans le même esprit, la molécule programmed cell death 1 (PD-

1) est, comme son nom l’indique, impliquée dans l’induction de l’apoptose chez les cellules qui reçoivent le 

signal issu de la liaison de PD-1 avec son ligant PD-L1. L’induction de la tolérance par la voie PD-L1+/PD-L2+ 

est liée au fait que les CD4 ayant reçu le signal co-activateur CD28 surexpriment PD-1 (Walunas et al., 1994). 

Ceci induit chez le lymphocyte une diminution de la production cytokinique (en particulier l’IFNγ), et une 

diminution de la prolifération et augmente l’apoptose. La présence de PD-L1 et PD-L2 est décrite sur les DC 

en 2012 par l’équipe d’Ari Waismann ; la perte de ces DC aggrave l’EAE (Yogev et al., 2012). Ils démontrent 

également qu’à l’état basal la liaison de PD-1 avec ses ligands induit la conversion des T naïves en Tregs 

productrices de TGF- β spécifiques de l’antigène en périphérie. Ces DC sont très peu présentes dans le cadre 

de l’EAE et pourraient contribuer à un terrain sensibilisé bien qu’il soit à nouveau difficile de déterminer si 

la perte de ces cellules est cause ou conséquence de l’EAE. 
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L’induction de l’EAE est souvent réalisée par immunisation des souris avec un neuro-peptide dans de 

l’adjuvant complet de Freund qui contient comme agent immunogène le Mycobacterium tuberculosis. De 

fait, les TLR sont nécessaires à la mise en place de l’EAE. Bien que les TLR soient dans l’ensemble associés à 

l’activation de DC, et en particulier participent aux toutes premières étapes de la prise en charge de 

l’antigène, certains TLR ont été associés aux fonctions régulatrices des DC. Ainsi, dans un modèle de peste, 

l’engagement du TLR6 s’est démontré capable d’induire la production d’IL-10 dans des cellules dendritiques 

induisant par la suite la différenciation de Tr1 (Depaolo et al., 2008). Bien que l’étude n’ait pas été menée 

dans l’EAE, il a été démontré que l’Apolipoprotein E (ApoE) joue un rôle de neuroantigène circulant (Shi et 

al., 2011). Cette lipoprotéine possède un rôle dans la pathogénèse de la maladie : les souris ApoE-/- sont 

moins susceptibles à l’EAE que les souris WT (Shin et al., 2014). Le TLR6 pourrait donc être une des voies 

d’induction des tolDC dans l’EAE. Dans une autre étude comparant trois sous-classes de tolDC humaines, il 

a été déterminé que si les tolDC possèdent la même panoplie de TLR que les DC immunogènes (tous les TLR 

connus chez l’Homme), leur capacité à répondre à l’engagement de certains de ces récepteurs est différente. 

C’est le cas du TLR1/2 (Pam3CSK4), du TLR3 (poly I:C), du TLR4 (LPS) et du TLR5 (flagelline) (Chamorro et al., 

2009). Outre le fait que les cellules ne produisent pas d’IL-12, mais de grandes quantités d’IL-10 en réponse 

à l’engagement de leur TLR, elles sont les seules cellules à augmenter leur expression de TLR2 à leur surface. 

Cela se traduit par une potentialisation de la production d’IL-10 par ces mêmes tolDC, en particulier après 

un premier signal LPS. Par ailleurs, là où chez les DC conventionnelles l’engagement de ces TLR se traduit par 

la maturation/activation, les tolDC gardent un phénotype régulateur stable. Contrairement aux iDC qui 

présentaient un phénotype régulateur « par défaut » du fait de leur incapacité à s’activer en relation avec 

un niveau de NF-κB constitutivement bas, les tolDC matures présentent un niveau de NF-κB haut 

(Funderburg et al., 2011). Ce phénotype activement régulateur est d’ailleurs probablement la clef de la 

stabilité de leur fonction. Si l’injection de tolDC préalablement traitées n’a pas été testée en EAE, l’injection 

répétée d’agonistes du TLR2 a été démontrée capable d’induire une régulation de l’EAE. Ceci est dû à la 

réduction du nombre de Th17 et de macrophages, en parallèle d’une relative augmentation du nombre de 

Tregs (Anstadt et al., 2016). Ces résultats sont toutefois à prendre avec beaucoup de précaution : l’exposition 

prolongée aux agonistes des TLR endommage les HSC et les mobilise à la périphérie ce qui les rend incapables 

d’assurer une hématopoïèse suffisante (en particulier des macrophages) et induit à terme un syndrome 

d’insuffisance médullaire et donc une aplasie pouvant être mortelle (Espinoza et al., 2017; Esplin et al., 

2011).  

D’autres types cellulaires que les Tregs pourraient également entrer en jeu dans les phénomènes de 

régulation de l’EAE par les tolDC, comme les lymphocytes B. Peu d’études se sont intéressées à l’induction 

de Breg par les tolDC. Toutefois, chez l’Homme dans un essai clinique de traitement du diabète de type I par 

des tolDC, les chercheurs ont pu remarquer l’augmentation de lymphocytes « CD11c-B220+ » (Giannoukakis 
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et al., 2011). Ils mettent en évidence trois ans plus tard dans un modèle de souris NOD que les cellules 

augmentées par le traitement avec les tolDC sont des Breg producteurs d’IL-10 ; et postulent, avec toutes 

les précautions nécessaires, qu’il en est probablement de même chez l’Homme (Di Caro et al., 2014). 

L’équipe de Di Caro s’est intéressée aux mécanismes de l’induction de ces Bregs par les tolDC et propose que 

certaines Bregs (CD19hiFcγIIbhi) puissent être induites par le signal de l’IFN-β et de CD40L. Toutefois, le sujet 

de l’induction des Bregs par des tolDC est encore assez obscur et aucune étude n’a été réalisée dans l’EAE. 

f) Le rôle des cellules dendritiques plasmacytoïdes  

 

Plus rares que les cDC, les cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDC) sont caractérisées par le 

phénotype CD11cloB220intPDCA-1+E2.2+ ainsi que par la production de grandes quantités d’interféron de 

type I et plus modérément, de l’IL-6 et du TNF-α. À la différence des cDC, les pDC ont une morphologie assez 

ronde, ressemblant à celle des plasmocytes. À l’état basal, les pDC patrouillent dans le sang et résident dans 

les organes lymphoïdes secondaires. Ce sont des cellules relativement rares (0.3% à 0.4% des PBMC contre 

0.8% à 1% des PBMC pour les cDC) mais leur proportion et leur activité peuvent drastiquement varier en cas 

de réponse immunitaire, en particulier à un virus. En effet, les pDC expriment à la fois le TLR7 et le TLR9 dans 

leurs endosomes, chacun respectivement capable de détecter l’ARN simple brin et l’ADN simple brin (ou le 

CpG), deux acides nucléiques dérivés des virus, des bactéries ou des cellules mortes. L’engagement de ces 

deux TLR induit une cascade de signalisation dépendante de Myd88, IRAK 1,2 et 4 et finalement IRF7. La 

translocation de ce facteur de transcription phosphorylé au noyau induit la transcription d’INF de type I, 

principalement α et β (Fonteneau et al., 2004). Dans les DC, les IFN de type I sont également chaperons de 

leur propre production. Ils sont capables d’aller se fixer sur leur récepteur commun IFNAR, dont la liaison 

active une voie moléculaire différente de celle des TLR, dépendante d’IRF8 qui va également transcrire les 

gènes des IFN de type I (Tailor et al., 2007). En parallèle de leur production  d’IFN de type I, et de manière 

similaire aux cDC, les pDC vont augmenter leur niveau d’expression des CMH et des molécules de co-

stimulation leur permettant de présenter des antigènes aux T (Di Pucchio et al., 2008). Les auteurs montrent 

également que les antigènes sont préférentiellement cross-présentés par les pDC sur le CMH-I ce qui les 

rend efficaces pour induire une bonne réponse CD8+. En revanche, les pDC produisent MARCH-1, une 

ubiquitine ligase qui ajoute au CMH-II des groupements ubiquitine ce qui a pour effet d’adresser très 

rapidement la protéine au protéasome. Du fait de ce turn-over très rapide, les pDC ne sont pas capables de 

maintenir un antigène très longtemps à leur surface ce qui explique leur capacité médiocre à activer les CD4+ 

(Young et al., 2008).  

Il est connu depuis le début des années 2000 que les pDC adéquatement stimulées peuvent être des 

inductrices d’une réponse effectrice efficace. Dans un modèle de réponse au virus de la grippe par exemple, 

les pDC induisent une importante réponse Th1 par le biais de CD40L (Cella et al., 2000). Dans le cadre de 
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l’EAE, plusieurs études ont montré que les pDC pouvaient participer à la pathogénèse de l’EAE par différents 

mécanismes. En 2007, il est prouvé que les pDC présentes dans le SNC, bien que moins efficaces que les 

mDC, sont capables de présenter l’auto-antigène et d’induire une réponse des CD4+. Les cellules qui 

résultent de cette activation sont orientées préférentiellement vers Th17, dans une moindre mesure Th1, et 

sont pathogènes (Bailey et al., 2007). Deux ans plus tard, l’équipe d’Anna Lobell réalise la déplétion des pDC 

avec un anticorps anti PDCA-1 et démontre que la perte des pDC avant l’induction de l’EAE est cliniquement 

bénéfique aux animaux traités. Cela passe notamment par une baisse significative de la concentration 

sérique d’IFN de type I et une fréquence de Th17 diminuée en périphérie. Toutefois, la neutralisation des 

IFN de type I chez des animaux immunisés pour l’EAE ne réplique que partiellement le phénotype. Ces 

résultats mettent donc en évidence que les pDC sont nécessaires à la phase d’initiation de l’EAE par des 

mécanismes qui peuvent faire intervenir la production d’IFN de type I et la présentation de l’antigène sur le 

CMH-II (Isaksson et al., 2009). Le même groupe démontre également que la perte des pDC une semaine 

après l’immunisation des animaux aboutit en revanche à une aggravation des signes cliniques. Au cours de 

l’EAE, les pDC sont recrutées aux LN où elles sont capables de présenter, faiblement, des neuro-antigènes 

restreints au CMH-II et d’induire des Tregs spécifiques de la myéline (Irla et al., 2010). L’ablation spécifique 

du CMH-II sur les pDC aggrave le cours de l’EAE en favorisant la présentation de l’antigène par d’autres APC 

pro-inflammatoires en périphérie, ce qui compromet l’expansion de tTregs spécifiques de la myéline. 

L’équilibre entre Tregs et Th penche en faveur des Th qui infiltrent plus massivement le SNC. Les interactions 

entre les pDC et les Tregs sont capables d’induire l’expression d’IDO par les pDC de manière dépendante de 

l’antigène et contribuent aux capacités suppressives des pDC dans l’EAE (Lippens et al., 2016). 

Chez l’Homme, dans le cadre de la SEP, les pDC s’accumulent dans le SNC et le LCR des patients 

(Pashenkov et al., 2001). Si dans le sang, leur nombre ne change pas, les pDC d’un patient SEP non traité 

présentent un phénotype dysfonctionnel vis-à-vis de ceux d’un donneur sain. En particulier, ces pDC 

présentent des niveaux particulièrement faibles de molécules de co-stimulation comme CD40 et CD86 

reflétant une incapacité à s’activer. Après activation in vitro avec IL-3 et CD40L, les cellules conservent leur 

niveau faible de CD86 et réduisent même leurs niveaux de CD40 et CD83 ce qui traduit une incapacité à 

maturer (Stasiolek et al., 2006). Par ailleurs, la stimulation de ces pDC in vitro par de l’ODN CpG (TLR9) n’est 

pas capable d’induire la production d’IFNα. De la même manière, dans un système de co-culture avec des 

PBMC, la production d’IFNγ est largement diminuée et la prolifération de PBMC est faible. Les pDC ainsi 

obtenues à partir du sang de patients traités à l’acétate de glatiramère restaurent en partie leur phénotype 

(niveau augmenté de CD86) et leur fonction (prolifération des PBMC). La restauration de la fonction des pDC 

corrèle avec l’amélioration clinique des patients ce qui étaye la possible fonction des pDC comme cellules 

régulatrices chez l’Homme. Il semble donc probable que la pathologie épuise ces cellules (phénotype 

« exhausted ») et qu’elles deviennent ainsi incapables de la réguler. Les pDC issues des patients présentent 
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en effet toutes les caractéristiques de cet état d’épuisement: une faible expression de molécules de co-

stimulation, une faible production de cytokines et une faible capacité à faire proliférer les PBMC. Les pDC 

sont davantage des cellules régulatrices dont l’épuisement permet l’entretien de l’inflammation. Il serait 

intéressant d’étudier le phénotype de ces mêmes pDC du LCR au moment de la rémission d’une poussée afin 

de savoir s’il s’agit des même pDC ayant récupéré leur fonction régulatrice ou s’il s’agit de nouvelles pDC 

fonctionnelles issues de la périphérie qui les remplacent au cours du processus normal de renouvellement 

cellulaire. 

Il a été montré que dans le sang des patients non traités, les pDC présentent un biais pDC1/pDC2 en 

faveur des pDC2. Lorsque ces cellules sont isolées et mises en culture avec des T naïfs, l’induction d’IL-17 

plutôt que d’IL-10 est observée (Schwab et al., 2010). En revanche, les pDC isolées de patients répondant 

bien au traitement par les IFNβ et en état clinique stable (voir section IV, a) présentent une balance en faveur 

des pDC1. Les IFN de type I étant chaperons sur leur fonction, leur rôle protecteur passe probablement 

également par la réorientation de l’hématopoïèse des pDC.  

La famille des interférons de type I comprend l’IFNα et l’IFNβ (qui peut également être produit par 

les cDC) qui sont les types les plus courants et l’IFNκ, l’IFNε, l’IFNω et l’IFNv plus rares. Chez l’Homme, la 

forme IFNε n’existe pas et du fait de leur forte ressemblance l’IFNε et l’IFNκ pourraient être deux isoformes 

de la même molécule dont seul l’IFNκ aurait persisté chez les primates. Cette famille de molécules est une 

réponse particulièrement efficace en cas de réponse virale. Chez l’Homme et chez la souris, l’expression 

d’IFNAR, le récepteur unique à tous les IFN de type I, est ubiquitaire sur toutes les cellules nucléées. 

L’activation d’IFNAR a des effets variés suivant les cellules considérées. Dans toutes les cellules, les IFN de 

type I sont capables d’interférer directement avec la réplication virale par l’inhibition de la production d’ADN 

viral (via la phosphorylation d’EIF2α), la dégradation des ARN viraux (augmentation des RNAses) et la relative 

inhibition de la synthèse protéique. En parallèle, la cellule diminue fortement l’expression membranaire d’un  

ensemble de ses récepteurs membranaires glycoprotéiques et empêche l’arrimage et l’infection de novo 

(Meredith et al., 2014). Sur les cellules du système immunitaire inné en particulier, les IFN de type I sont 

capables d’induire la maturation des DC et l’augmentation de leurs molécules de co-stimulation ce qui 

promeut l’induction de Th1 et de CTL (Cella et al., 2000). Les NK, de leur côté vont s’activer fortement en 

augmentant le niveau de STAT1 qui favorise leur action cytotoxique et  vont augmenter leur expression 

membranaire de Ly49A facilitant la reconnaissance et la lyse des cellules infectées (Paolini et al., 2015). Au 

niveau des lymphocytes B, les IFN de type I induisent  la conversion isotypique vers IgA (Tezuka et al., 2011) 

dont ils augmentent la synthèse (Le Bon et al., 2001). Dans la mesure où les IFN de type I sont des molécules 

puissantes, pléiotropes et donc potentiellement  dangereuses, leur production est finement régulée. Chez 

l’Homme, BDCA-2 et ILT7 régulent négativement la production d’IFN de type I là où ce rôle est tenu par 

NKp44 et Siglec-H chez la souris (Blasius et al., 2006). Chez la souris, l’engagement de Siglec-H empêche la 
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production d’IFNα en réponse à un signal TLR9 par l’ODN CpG (Blasius et al., 2004, 2006). À l’heure actuelle 

le ligand de Siglec-H n’est toujours pas connu.  

Les IFN de type I  sont un des éléments centraux de la régulation de la SEP par les pDC mais il convient 

de départager le rôle spécifique de l’IFNα et de l’IFNβ. Si l’IFNα peut avoir, à forte dose des effets 

neurotoxiques graves (Fritz-French and Tyor, 2012), dans le cas précis de l’EAE, l’IFNα est davantage 

protecteur. Le traitement oral de souris avec  des pirimines est connu pour induire une nette amélioration 

clinique dans l’EAE sévère ce qui corrèle avec l’augmentation significative des concentrations sériques 

d’IFNα. L’administration par voie intraveineuse du composé s’est révélée davantage capable d’induire 

l’augmentation d’IFNα dans le sérum des animaux et coïncide avec une efficacité de régulation de l’EAE 

accrue (Vroegop et al., 1999). Le rôle protecteur de l’IFNα n’a pas été directement mis en évidence par son 

injection. Le risque de toxicité étant très important, les stratégies visant plutôt les pDC ou l’IFNβ sont 

privilégiées. Contrairement à l’IFNα, le rôle protecteur de l’IFNβ dans l’EAE est bien étudié. Dès 2003, il est 

montré que l’induction de l’EAE chez des souris IFNβ-/- se traduit par une maladie plus sévère et des 

symptômes neurologiques chroniques expliqués par une inflammation et une démyélinisation du SNC plus 

importantes (Teige et al., 2003). Chez l’Homme, l’injection intramusculaire d’IFNβ est un des traitements les 

plus utilisés pour combattre les formes en poussée-rémission de la sclérose en plaques mais reste 

malheureusement inefficace contre les formes progressives. Il se traduit à la fois par une diminution du 

nombre de plaques de démyélinisation mais également par un espacement conséquent entre les poussées 

voire, dans les meilleurs cas, leur arrêt (Simon et al., 1998). La suppression de l’inflammation cérébrale est 

liée à l’induction de l’apoptose des cellules pro-encéphalitogènes. Bien que les cellules retrouvées au niveau 

du SNC aient un niveau augmenté de molécules pro-apoptotiques (Kaser et al., 1999), l’induction directe de 

l’apoptose des cellules pro-inflammatoires n’est pas observée (Zipp et al., 2000). En revanche, une forte 

apoptose des cellules pro-inflammatoires est retrouvée en périphérie, au niveau des organes lymphoïdes 

secondaires (Gniadek et al., 2003). Le mécanisme d’induction de l’apoptose par l’IFNβ repose sur la 

participation de l’acide rétinoïque afin d’induire l’expression de GRIM-19 dans les cellules ce qui entraîne 

une mort cellulaire médiée par la caspase 9 (Angell et al., 2000). De façon complémentaire, l’IFNβ peut 

également empêcher la différenciation des Th1 et des Th17 par l’inhibition de la production des cytokines 

nécessaires à leur développement et participe ainsi à la perte de ces types cellulaires en périphérie (Durelli 

et al., 2009; Guo et al., 2008; McRae et al., 1998). Des approches complémentaires d’induction d’IFNβ par 

différentes molécules plutôt que son injection ont été envisagées et se sont révélées relativement efficaces 

pour réduire l’EAE (Dann et al., 2011; Khorooshi et al., 2015) et seront peut-être appliquées à l’Homme dans 

le futur.  

L’IL-27 s’est révélé être un partenaire essentiel à l’induction de la protection par l’IFNβ. L’IL-27 est 

une cytokine anti-inflammatoire sécrétée par tous les types de DC et elle peut réduire l’inflammation par 
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différents mécanismes. Il a été montré en 2011 que l’IL-27 est l’intermédiaire nécessaire au traitement de la 

SEP par l’IFNβ et que cela passe par l’inhibition de la différenciation Th17 chez les patients.  (Sweeney et al., 

2011). Cette propriété de l’IL-27 n’est expliquée qu’en 2009 lorsque l’équipe de Kastelein parvient à mettre 

en évidence dans l’EAE que l’IL-27 bloque spécifiquement RORc ce qui empêche la différenciation des Th0 

vers Th17. Ils démontrent également que cela s’accompagne d’une augmentation d’IL-10 dans le SNC qui ne 

peut pas être retrouvée chez les animaux IL-27p28-/- (Diveu et al., 2009). Une autre équipe démontre que 

l’IL-27 est une cytokine capable d’induire une conversion robuste des Th17 vers Th1 en vertu de la plasticité 

des Th17 (Wanke et al., 2014). Chez l’Homme, un mécanisme similaire d’inhibition des Th17 mais également 

des Th1 est décrit, ce qui fait directement écho aux effets décrits avec l’IFNβ (Chong et al., 2014). Par ailleurs, 

l’étude des T ayant reçu le signal IL-27 montre la présence à leur surface de CD39, molécule associée à 

l’immuno-modulation (Mascanfroni et al., 2013). Il est également démontré que l’IL-27 mais pas l’IL-35 (une 

autre cytokine de la même famille qui partage la sous unité Ebi3), est capable de diminuer la production du 

GM-CSF in vivo et de réduire la neuro-inflammation dans l’EAE (Casella et al., 2017). Si l’IL-27 est une cytokine 

capable d’inhiber l’induction de Th17, son rôle ne se limite pas à la phase d’initiation de l’EAE et l’injection 

d’IL-27 au moment du déclenchement des signes cliniques de l’EAE supprime efficacement la pathologie 

(Fitzgerald et al., 2007). Par ailleurs, l’IL-27 peut être induit directement par l’engagement du TLR et ne 

requiert pas la présence de l’IFNβ pour être immuno modulateur mais dépend dans ce cas de la voie IRF3 

(Molle et al., 2007). 

Il est intéressant de noter que 30% à 50% des patients ne sont pas de bons répondeurs au traitement 

par l’IFNβ ; chez certains cela induit même une aggravation des symptômes, en particulier de la névrite 

optique (Warabi et al., 2007). Cela serait lié au fait qu’il coexiste deux types de SEP (et d’EAE) différentes. En 

effet, l’équipe de Mari Shinohara démontre que l’engagement du signal IFNAR sur les macrophages inhibe 

la production de ROS par le biais du cytokine signaling 1 (SOCS1). L’inhibition des ROS supprime l’activité de 

l’inflammasome NLRP3 ce qui diminue l’EAE (Inoue et al., 2012). Ils démontrent alors que deux types d’EAE 

peuvent être définis sur la base de leur dépendance à NLRP3. Suivant ce raisonnement, ils proposent que la 

résistance à l’IFNβ soit conférée par l’indépendance vis-à-vis de NLRP3, ce qu’ils démontrent en 2016 dans 

l’EAE (Inoue et al., 2016) et est démontré chez l’Homme en 2015 (Malhotra et al., 2015). 

Si l’activation du TLR9 induit la production d’IFN de type I la plupart du temps, cela n’est pas le cas 

avec de fortes concentrations d’ODN CpG. Plusieurs équipes ont démontré que la courbe dose-réponse 

IFNα/β est biphasique. Ainsi à de fortes concentrations (plus de 0.1 µM) l’ODN CpG a un effet inhibiteur sur 

la production d’IFN de type I par toutes les cellules dépendantes de Flt3, toutes les DC en particulier (Gray 

et al., 2007; Hemmi et al., 2003). Cette dose-réponse biphasique ne concerne que la production d’IFN de 

type I et n’impacte absolument pas la production d’autres cytokines. De façon intéressante, l’inhibition de 
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la production d’IFN de type I par l’ODN CpG concerne à la fois les voies de production d’IFN de type I 

dépendantes et indépendantes du signal par les TLR (Liu et al., 2010). 

 

iv) Modèle murin  

 

 Si la pathogénèse de la SEP commence à être aussi bien comprise, c’est en grande partie grâce aux 

modèles animaux de cette maladie, en particulier chez les rongeurs. Toutefois, la complexité des 

mécanismes immunologiques, neurologiques, génétiques et possiblement viraux qui entrent en jeu rend très 

difficile la création d’un modèle fidèle à toutes les caractéristiques de la maladie humaine. Il existe de 

nombreux modèles de SEP, chacun proposant de mettre l’accent sur un aspect de la pathologie : 

l’inflammation, la démyélinisation, la remyélinisation ou encore la neurodégénération. L’utilisation 

combinée de ces modèles pourrait à terme permettre de comprendre la mosaïque immunologique de la SEP. 

Il existe à l’heure actuelle majoritairement trois types de modèles de la SEP : les modèles par sensibilisation 

active des animaux, par transfert passif de cellules encéphalitogènes et par injection d’un virus. 

 Les modèles par sensibilisation active sont les plus courants. Ils consistent à injecter aux animaux des 

dérivés de myéline dans un adjuvant (le plus souvent l’adjuvant complet de Freund contenant du 

Mycobacterium tuberculosis inactivé par la chaleur) en périphérie afin d’induire l’activation du répertoire 

auto-immun. Le passage de la barrière hémato-encéphalique est assuré par l’utilisation de la toxine 

pertussique (PTX) qui compromet son étanchéité (Bergman et al., 1978). Cependant, le rôle de la PTX ne se 

limite pas à l’ouverture de la BBB et est capable de se fixer sur les TLR2 et TLR4, ce qui induit la maturation 

des macrophages et des cellules dendritiques myéloïdes. L’activation de ces mDC induit l’augmentation de 

leurs niveaux membranaires de CD80/CD86 ainsi que leur production d’IL-6, d’IL-12 et de TNFα, ce qui a pour 

effet direct d’induire la différenciation de Th1/Th17, contribuant donc directement à la pathologie (Fan et 

al., 2004; Nasso et al., 2009).  

Plusieurs modèles sont très utilisés et présentent des caractéristiques pathologiques intéressantes : 

* Le modèle le plus utilisé est l’immunisation de souris femelles C57BL/6 (B6) avec le peptide MOG35-

55 dans du CFA. Ce modèle est facile à mettre en place et se traduit cliniquement par trois phases : 

-La phase asymptomatique qui suit l’injection et persiste pendant 11-13 jours. Bien qu’aucun signe 

clinique ne soit observable à cette étape, de nombreux mécanismes moléculaires et cellulaires se mettent 

en place, en particulier le recrutement et l’expansion du répertoire auto-immun. 
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-Le déclenchement et la progression de la maladie qui surviennent entre le J12 et le J18. Une paralysie 

progressive de l’animal débute par une absence de maintien de la queue et se caractérise par une paralysie 

flasque  ascendante des membres de l’animal.  

-Le pic de la maladie et la phase chronique qui se poursuit après le J18. Bien qu’une légère rémission 

de la pathologie soit possible chez certaines souris, ce modèle est chronique chez la plupart des animaux et 

se caractérise par une seule « poussée », ce qui ressemble donc plutôt à une forme primaire progressive, 

assez rare chez l’Homme.  

L’EAE induite par MOG35-55 est rarement mortelle et présente le gros avantage d’être très 

reproductible d’une expérience à l’autre. D’un point de vue histologique, les dommages induits présentent 

les caractéristiques d’une démyélinisation multifocale conduisant à terme à une perte de la masse 

neuronale. Ces dommages  sont circonscrits à la moelle épinière (SpC), en particulier au niveau thoracique. 

Ce modèle présente l’énorme avantage d’être induit chez les souris B6, ce fond génétique étant celui qui 

présente la plus grande variété de KO et de KI disponibles permettant une analyse cellulaire et moléculaire 

approfondie du mécanisme. Par ailleurs, l’inflammation chronique de l’animal permet une étude facilitée de 

la régulation par un traitement cellulaire ou moléculaire à différent temps précis de la pathologie. Ce modèle 

présente toutefois plusieurs limites. La circonscription de l’inflammation au niveau de la SpC et peu voire 

pas au niveau cérébral et cérébelleux est assez peu représentative de la maladie humaine. Par ailleurs, la 

démyélinisation dans ce modèle est imputable à la participation presque exclusive des CD4+, ce qui rend 

difficile l’étude d’autres cellules, en particulier les lymphocytes B qui sont totalement dispensables dans ce 

modèle (Soulika et al., 2009). Afin de rétablir la participation des lymphocytes B dans la pathogénèse, le 

modèle avec la protéine totale MOG1-125 peut être utilisé. Ce modèle se caractérise en particulier par la 

production d’auto-anticorps détectables au niveau des plaques de démyélinisation à la SpC.  

Dans ce travail nous avons choisi de travailler avec ce modèle. Malgré ces différences par rapport à 

la maladie humaine, il en reste néanmoins assez proche sur de nombreux aspects. Par ailleurs, il est le 

modèle le plus adéquat pour l’étude de régulation par thérapie cellulaire, et la compréhension des voies 

moléculaires impliquées par l’utilisation de KO pour les différents candidats moléculaires de notre étude. Il 

est donc naturellement indiqué pour l’objectif de notre étude. Toutefois, de nombreux autres modèles 

faisant intervenir des rongeurs existent. 

* L’étude de la forme en poussée rémission requiert l’utilisation d’un autre fond génétique : la souris 

SJL. De nombreux homogénats de protéines et de peptides dérivés du SNC peuvent être utilisés pour induire 

l’EAE chez la souris SJL (PLP, MOG, MBP…) mais le protocole offrant la forme en poussée-rémission la plus 

robuste est induit avec le peptide PLP139-151. Ce modèle permet l’étude mécanistique des régulations 

spontanées de la pathologie et, de manière plus générale, de la pathologie de la forme la plus commune de 
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SEP. La principale difficulté de ce modèle est que seulement 50% des animaux font une deuxième poussée. 

Dans le cas de deuxième poussée, les animaux concernés sont assez peu synchrones, ce qui rend difficile les 

études nécessitant de grands groupes expérimentaux. Outre ces limitations, le modèle SJL/PLP présente les 

mêmes limites que le modèle B6/MOG, à savoir une atteinte presque exclusive de la SpC et un modèle centré 

sur les T CD4+. Récemment, un modèle d’immunisation de souris NOD avec le peptide MOG35-55 permet la 

mise en place d’une pathologie de type poussée rémission suivie d’une phase progressive chronique et se 

caractérise par des dommages cérébraux (Levy et al., 2010). Bien que ce modèle soit extrêmement 

intéressant d’un point de vue clinique, il est encore assez peu caractérisé.  

* Malgré le manque de corrélation entre le déclenchement de la SEP et la présence de virus comme 

EBV, un modèle d’induction de l’EAE par l’utilisation de virus a été développé. Il s’apparente à une induction 

active de l’EAE et consiste à injecter le virus de Theiler directement dans l’espace intracrânien. Seule la souris 

SJL permet d’obtenir une EAE par ce procédé. L’impossibilité de se débarrasser efficacement du virus induit 

une inflammation persistante qui conduit à des dommages de la myéline au niveau de la SpC et à l’induction 

de la maladie. D’autres virus sont également capables d’induire une EAE, c’est la cas par exemple du virus 

de l’hépatite murine (HMV) ou, plus récemment, de plusieurs cardiovirus de la même famille que le virus de 

Theiler (Chiu et al., 2008). Cliniquement, ce modèle se développe comme une SEP primaire progressive et 

est très utilisé pour caractériser les mécanismes de prise en charge des épitopes viraux, d’épitope spreading 

et le rôle des CD8+. La plus grande limitation de l’EAE à virus de Theiler réside dans le fait que sa pathogénèse 

est complexe et induit de très nombreux partenaires immunitaires ce qui rend l’étude et la compréhension 

de l’implication de chacune des populations cellulaires difficiles dans ce modèle. 

*Les modèles d’EAE par transfert de cellules encéphalitogènes se composent de deux étapes. Un 

premier groupe d’animaux est injecté avec des peptides issus du SNC sans co-injection de PTX ce qui entraine 

l’activation et la rétention en périphérie des cellules auto-réactives. Ces cellules sont ensuite triées puis 

réinjectées chez un animal naïf n’ayant reçu que la PTX. Les modèles d’EAE par transfert passif sont 

particulièrement utiles pour étudier les mécanismes de veille immunitaire, les voies d’entrée des T au SNC 

et l’impact du répertoire auto-immun sur la pathologie résultante. L’un des principaux avantages de ce 

modèle réside dans la possibilité de sélection des cellules réinjectées, y compris des cellules induites in vitro. 

De fait, le transfert de cellules encéphalitogènes est l’un des modèles qui permet d’obtenir une 

démyélinisation du cerveau plutôt que de la SpC par la manipulation du ratio Th1/Th17 : un ratio en faveur 

des Th17 induit une démyélinisation préférentiellement de la SpC là où un ratio en faveur des Th1 induit des 

dommages davantage cérébraux (Stromnes et al., 2008). Par ailleurs, au-delà de la seule injection de cellules, 

le co-transfert de cellules encéphalitogènes avec les auto-anticorps d’affinité correspondante permet l’étude 

du pouvoir de démyélinisation de certains anticorps. Les lésions qui résultent de ce type de co-transfert ont 
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de grandes ressemblances avec celles observables dans la SEP par la présence de complexes immuns qui 

déterminent ou non l’activité d’une plaque.  

* L’EAE n’est pas une maladie spontanée chez les rongeurs. Pour permettre l’étude des mécanismes 

d’initiation de la maladie, des modèles nécessitant un TCR transgénique ont été conçus pour être spécifiques 

d’antigènes du SNC, comme MOG par exemple (Bettelli et al., 2003). Les animaux naissent donc exempts de 

maladie et ne développent l’EAE que plusieurs mois après leur naissance. La pathologie induite dans ces 

conditions est faible, les plaques de démyélinisation sont clairsemées et ne présentent pas d’activation du 

complément, ce qui est un élément important dans la pathologie humaine. Malgré cela, l’EAE spontanée 

reste un modèle qui est actuellement utilisé pour décrire le nouveau concept de l’axe microbiote 

digestif/cerveau (Berer et al., 2011).  

* Les études translationnelles sont ardues dans le cas de la sclérose en plaques et très peu de modèles 

d’EAE xénogéniques existent. Cela est lié en particulier aux différences dans la structure et la fonction des 

complexes de présentation des antigènes qui sont les molécules les plus polymorphes des vertébrés. En 

2013, l’équipe de Florian Kurschus parvient à mettre en place un modèle de transfert de PBMC de donneur 

sain dans des souris NSG, virtuellement sans système immunitaire. Ces souris sont ensuite immunisées avec 

un peptide MOG humain. Aucune maladie ne résulte de cette procédure mais les cellules humaines injectées 

s’activent spécifiquement contre le MOG humain. Au niveau du SNC des animaux, un infiltrat T CD4+ et CD8+ 

et la production de cytokines pro-encéphalitogènes sont caractérisés (Zayoud et al., 2013). Ce modèle « sub-

clinique » ne permet pas les travaux sur la régulation de la pathologie mais pourrait se révéler intéressant 

pour l’étude du mode de fonctionnement de certains traitements potentiels de la SEP avant les essais 

cliniques de niveau I.   

 Au-delà des considérations spécifiques à chaque modèle, les modèles murins dans leur ensemble 

présentent plusieurs limites précisément liées à la souris. En particulier les études de sureté des thérapies à 

long terme qui ne sont pas compatibles avec l’espérance de vie des rongeurs de laboratoire. Ceci est 

particulièrement important pour les thérapies cellulaires, dans la mesure où les cellules injectées peuvent 

devenir pathogènes voire cancéreuses sur le long terme. Par ailleurs, du fait d’une plus grande pénétrance 

de la maladie et une meilleure stabilité des symptômes de l’EAE chez les femelles, les modèles animaux sont 

presque exclusivement réalisés chez des femelles. Bien que la SEP soit plus courante chez les femmes, 

certains modèles présentent un biais qui va au-delà de la statistique. Par exemple, le modèle de poussée-

rémission chez la souris NOD décrit plus haut, ne peut être mis en place que chez les femelles ; les mâles 

sont entièrement résistants à l’induction de cette EAE suggérant un biais qu’il faudrait considérer. Certains 

modèles proposent de pallier dans une certaine mesure cela en utilisant une EAE induite chez des primates 

non humains (A’T’Hart et al., 2015). Ces modèles sont cependant coûteux et logistiquement difficiles à 

mettre en place. 
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v) Traitements possibles de la sclérose en plaques 

 

 Malgré les progrès considérables de la recherche pour comprendre le fonctionnement de la sclérose 

en plaques ces dernières années, il n’existe à l’heure actuelle qu’un seul traitement curatif de la sclérose en 

plaques : le transfert de cellules souches hématopoïétiques. Du fait de ses implications thérapeutiques très 

lourdes et de sa potentielle dangerosité, il n’est appliqué qu’aux cas de SEP réfractaires à toutes les autres 

stratégies de traitement. Dans l’écrasante majorité des cas, la SEP est prise en charge par les traitements 

conventionnels, mieux maîtrisés.  

a) Les traitements conventionnels  

 

Les traitements conventionnels de la sclérose en plaques ciblent différents aspects de la maladie : 

soit les poussées au moment où elles surviennent soit la progression de la maladie et les handicaps qui 

l’accompagnent. Il convient donc de les envisager séparément suivant qu’ils sont des traitements de la crise 

ou de fond. Nous ne traiterons pas ici la prise en charge des symptômes associés à la SEP (douleurs, troubles 

neuronaux et musculaires) car ils sont associés au pendant neurologique et non immunologique de la 

pathologie. 

 Le traitement de la crise: 

 L’utilisation de doses massives de glucocorticoïdes (methylprednisolone, MP) par voie intraveineuse 

durant 3 à 5 jours est le traitement classique des poussées de sclérose en plaques. Il s’agit d’un traitement 

très efficace capable de diminuer à la fois l’intensité et la durée de la réaction inflammatoire, mais n’a 

toutefois pas d’influence sur le degré de récupération du patient. Si la poussée est suffisamment peu 

symptomatique et/ou rapidement régressive, elle ne sera toutefois pas traitée de cette manière car 

l’utilisation de doses aussi importantes de corticoïdes est associée à des effets secondaires néfastes. D’un 

point de vue immunitaire, les glucocorticoïdes sont capables de modifier de nombreuses voies concourant 

à l’immunosuppression. L’effet le plus précoce des glucocorticoïdes est de réduire à la fois la perméabilité 

des vaisseaux et le flux sanguin ce qui entrave directement l’extravasation des lymphocytes 

encephalitogènes (Perretti and Ahluwalia, 2000). D’autres groupes ont démontré que l’administration de 

glucocorticoïdes induit une profonde lymphopénie T et B au niveau du sang des animaux et humains traités 

mais également une perte conséquente des monocytes et éosinophiles circulants (Fauci and Dale, 1975a, 

1975b). Par ailleurs, les productions d’IL-1α, d’IL-1β, de TNFα, d’IL-6, d’IL-8, d’IL-12, d’IFNγ et du GM-CSF 

sont largement diminuées après traitement avec la MP (Brattsand and Linden, 1996).  
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La résistance à la MP est un problème de taille pour le traitement de la SEP et les mécanismes qui 

l’induisent sont encore mal compris. Il a été démontré que la résistance aux MP in vitro des T issus des 

patients corrèle non seulement avec le degré de résistance clinique de la poussée aux glucocorticoïdes mais 

également avec une mauvaise évolution à venir de la maladie. Ainsi, on pense que la résistance aux stéroïdes 

endogènes peut être un des mécanismes à la base du déséquilibre immunitaire qui induit secondairement 

des formes plus agressives de la SEP (DeRijk et al., 2004; van Winsen et al., 2010). Aucune association n’a pu 

être prouvée entre des mutants du récepteur aux glucocorticoïdes et une résistance au traitement par cette 

même famille de molécules, ce qui indique que la résistance aux glucocorticoïdes est acquise (van Winsen 

et al., 2005). Si la résistance aux MP est un trait acquis et non une caractéristique innée des cellules, de bons 

espoirs sont permis. Dans quelques rares cas, des formes de SEP sont naturellement résistantes aux 

glucocorticoïdes et bien que l’expression de molécules comme la heat shock protein 90  ait été trouvée 

augmentée dans ces cellules (Matysiak et al., 2008), aucune explication n’est avancée à l’heure actuelle. 

Les traitements de fond: 

 Les traitements de fond sont donnés aux patients dès la pose du diagnostic de la sclérose en plaques 

et sont administrés régulièrement afin de moduler l’activité auto-immune du système immunitaire. De très 

nombreuses molécules existent actuellement, le choix entre ces différents traitements dépend de l’état du 

patient et de la manière dont il a réagi aux éventuels traitements précédents. Par ailleurs, certaines 

molécules sont données au début de la maladie, d’autres ne sont réservées qu’aux formes agressives de la 

SEP en raison de la lourdeur de leur effets secondaires. Deux exemples de traitement de première intention 

parmi les plus communs ont été choisis (IFNβ et acétate de glatiramère) et un exemple de traitement des 

SEP multirésistantes (le fingolimod) 

*Les interférons β. Ils représentent le traitement de fond le plus utilisé dans la sclérose en plaques. 

Injecté en intramusculaire, sa tolérance est bonne et permet l’espacement des poussées de 30%, la réduction 

de l’activité des plaques à l’IRM et un ralentissement du handicap. Par ailleurs, les IFNβ permettent de 

réduire de 50% le risque de conversion d’un syndrome de démyélinisation isolé vers une SEP. Leur 

fonctionnement a déjà été discuté. 

 *L’acétate de glatiramère (GA). Aussi étonnant que cela puisse paraître, l’acétate de glatiramère ne 

fait pas réellement référence à une molécule mais à un ensemble de polypeptides dont la séquence n’est 

pas clairement établie. Plusieurs études ont tenté de déterminer un peptide « clef » qui résumerait l’activité 

du GA, mais les résultats de ces études sont conflictuels et parfois contradictoires. On pense plutôt que c’est 

l’association des différents peptides qui permet l’activité efficace et multiple du GA. Cet ensemble 

polypeptidique est capable de se fixer sur les CMH (majoritairement le CMH-II) du patient et d’induire la 

modulation de plusieurs types des cellules immunitaires. En particulier, les DC traitées au GA perdent leur 



96 
 

capacité à produire de l’IL-12p70, de l’IL-6 et du TNFα en réponse à une stimulation par du LPS. Elles sont en 

revanche capables de produire de l’IL-10 et de l’IL-4 qui favorise les Th2, ce qui dénote une conversion vers 

un phénotype de tolDC (Vieira et al., 2003). Le mécanisme responsable de ce changement d’orientation n’est 

pas complètement compris à l’heure actuelle. L’un des grands avantages sur les IFN de type I, est que le GA 

est capable d’induire une remyélinisation des individus traités. Il a ainsi été démontré que les cellules T 

murines traitées au GA sont capables de produire des facteurs neurotrophiques, en particulier, les 

neurotrophines 3 et 4 et les insulin growth factor 1 et 2 (Aharoni et al., 2005; Skihar et al., 2009; Zhang et 

al., 2010). 

 * Le fingolimod. Le fingolimod est réservé aux formes agressives de la SEP et n’est donné que 

si les molécules citées au-dessus ont échoué à limiter la maladie. Il s’agit d’un analogue synthétique de la 

sphingosine qui inhibe les récepteurs aux sphingosines S1P1, 3, 4 et 5. S1P1 en particulier, est exprimé par les 

lymphocytes T, les DC et les monocytes. L’engagement du récepteur S1P1 induit la sortie des lymphocytes T 

et des DC des ganglions périphériques. Par conséquent, le fingolimod désensibilise les T et les DC au signal 

induit par les sphingosines et induit une rétention des cellules concernées en périphérie (Di Dario et al., 

2015; Mehling et al., 2011). Par ailleurs, le fingolimod a également un effet neuroprotecteur direct sur les 

cellules du SNC. Cela passe par l’extinction de l’activation chronique des astrocytes, comme démontré par 

l’arrêt de leur programme transcriptionnel associé (Rothhammer et al., 2017). Bien que particulièrement 

efficace, le fingolimod est peu utilisé du fait de ses effets secondaires toxiques, en particulier au niveau 

cardiaque. Par ailleurs, l’arrêt du fingolimod est associé à un rebond fréquent de la SEP chez les patients. 

Ceci est lié à la surexpression du récepteur à la sphingosine  à la surface des T et des DC (Giordana et al., 

2018).  

 Il existe un certain nombre de voies de recherches actuelles sur les traitements futurs de la sclérose 

en plaques. Si les traitements qui modulent le système immunitaire sont les plus courants, ils ne sont pas 

curatifs. De plus, il n’est pas rare qu’un traitement perde en efficacité au cours de la maladie et que le 

changement de stratégie thérapeutique doive être envisagé. Par ailleurs, le risque de conversion de la forme 

en poussée-rémission vers des formes progressives reste réel avec ce type de traitements. Des approches 

innovantes par thérapie cellulaire sont en cours d’investigation et pourraient permettre d’envisager des 

effets à long termes, voire curatifs, à la fois contre des formes en poussée-rémission mais également contre 

des formes progressives.  

b) La greffe de cellules souches hématopoïétiques 

 

En 1991, l’équipe de Dirk Van Dekkum démontre que le transfert des cellules souches 

hématopoïétiques autologues (aHSCT) après irradiation totale est capable d’induire la rémission complète 
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de rat arthritiques sans les effets secondaires indésirables des cellules allogéniques (Knaan-Shanzer et al., 

1991). Rapidement, l’idée de traiter des maladies auto-immunes par aHSCT se répand et ne manque pas de 

démontrer que le transfert autologue (ou syngénique) de moelle osseuse permet de prévenir efficacement 

l’EAE à la fois chez le rat de Lewis et chez la souris SJL (Burt et al., 1995; van Gelder et al., 1993). De plus, 

l’analyse par PCR des animaux entre 1 et 3 mois après la résolution de l’EAE par le transfert d’HSC ne permet 

pas de mettre en évidence la persistance des réarrangements VDJ impliqués dans la pathogénèse, 

contrairement aux animaux contrôles ayant également cliniquement régressé. Cependant les limites de 

l’application du transfert d’HSC seront mises en avant quelques années plus tard. Il est démontré que s’il est 

possible de traiter efficacement l’EAE induite par MOG peu de temps après son induction, le protocole n’est 

d’aucune aide s’il est appliqué en phase chronique (Burt et al., 1998). Par ailleurs, le traitement par aHSCT 

n’est bénéfique que dans les EAE purement auto-immunes. Dans le cas de la demyélinisation induite par le 

virus de Theiler, la maladie s’aggrave très rapidement et devient mortelle à presque 50% à la suite du 

conditionnement myéloablatif (Burt et al., 1999). Cela est directement lié à l’augmentation très importante 

de la charge virale au SNC des animaux concernés, sans composante immunitaire pour la juguler. Bien que 

le mécanisme d’action du traitement par aHSCT soit loin d’être compris, les essais cliniques débutent en 

1995. Il est décidé, que du fait des risques éventuels, l’aHSCT ne se limitera qu’au traitement des SEP 

secondairement progressives pour lesquelles il n’existe à l’époque aucun traitement efficace. Le protocole 

expérimental est assez simple et se subdivise en quatre étapes : 

-Les patients sont « mobilisés » par injection de G/GM-CSF, ce qui a pour effet de faire sortir les 

cellules hématopoïétiques très immatures de la moelle osseuse et de les mettre en circulation. Ces cellules 

immatures sont par la suite isolées à partir de sang circulant par leucophérèse. 

-Le conditionnement myéloablatif est ensuite nécessaire afin de détruire à la fois la moelle osseuse 

contenant des cellules pathogènes mémoires mais également, dans une certaine mesure, les cellules 

pathogènes périphériques. Cette étape peut être réalisée à l’aide d’une irradiation totale du corps (TBI) ou 

à l’aide de chimiodéplétants à haute dose comme le cyclophosphamide. L’irradiation est très rare de nos 

jours pour le traitement de la SEP. 

-La réinjection de la suspension de cellules souches par voie intra veineuse permet la reconstitution 

du patient. En général, un délai de plusieurs jours est observé avant la reconstitution, afin que la niche 

homéostatique se libère et que l’auto-greffe puisse se développer pour remplacer la précédente moelle 

osseuse. 

-Le traitement des patients greffés avec un cocktail de globuline antithymocyte qui permet d’éliminer 

les T à la fois du greffon mais également ceux qui auraient survécu au traitement ablatif.  
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Le résultat n’est pas parfait, il est néanmoins très encourageant (Fassas et al., 1997). Sur les 15 

patients, 14 présentent une amélioration neurologique notable et une régression du handicap. Deux patients 

rechuteront par la suite, mais dans l’ensemble les effets sont bénéfiques et durables. Il est à noter que l’état 

clinique du dernier des quinze patients s’est détérioré à la suite de l’aHSCT, ce qui pourrait étayer la thèse 

selon laquelle certaines SEP ont une composante virale. Toutefois, comme pour toute thérapie cellulaire, un 

suivi à long terme est nécessaire afin d’envisager les effets réels du traitement. Plus de six ans plus tard, le 

constat sur le traitement de la SEP secondairement progressive par aHSCT est posé : c’est un échec (Burt et 

al., 2003). Après une période d’amélioration clinique de durée variable, la SEP reprend et, avec elle, la 

progression des lésions et du handicap. En 2009, deux équipes indépendantes démontrent que l’aHSCT est 

capable de stopper complètement la SEP chez plus de 75% des patients atteints cette fois de la forme en 

poussée-rémission (Burt et al., 2009; Fagius et al., 2009). Depuis, de nombreux essais cliniques ont été lancés 

dans différents pays afin de documenter la sécurité et l’efficacité du protocole (Burt et al., 2015; Nash et al., 

2015; Shevchenko et al., 2015).  

Malgré toutes les subtilités qui sous-tendent l’efficacité du traitement par aHSCT, le mécanisme 

global commence à être assez bien compris grâce au suivi immunologique des patients impliqués dans ces 

essais. Ainsi, il a été montré que le compartiment T des patients jusqu’à 6 mois après greffe est presque 

exclusivement constitué de T mémoires centraux (Tmc, CD45RO+), celui-ci diminue rapidement passée cette 

échéance du fait de la production massive de Th0 qui prend presque un an pour se stabiliser (Calvet et al., 

2013). Deux ans post greffe, le nombre de Tmc est en dessous des valeurs précédant la greffe, alors que le 

nombre de Th0 a doublé. L’analyse du répertoire de ces T montre une reconstitution d’un répertoire large 

et non biaisé par une prévalence clonale (Muraro et al., 2005). Par ailleurs, la diversité du répertoire du TCR 

est directement corrélée avec le succès du traitement : les patients pour lesquels l’aHSCT améliore la SEP à 

deux ans (83%) ayant le répertoire le plus divers à la fois dans les CD4+ mais également dans les CD8+ 

(Muraro et al., 2014). En terme de cytokines, le profil des patients un an après la greffe montre une 

orientation de type Th1/Th2 alors que la production de cytokines de type Th17 est considérablement réduite 

par rapport à l’état avant greffe. La fréquence des Th17 est également diminuée (Darlington et al., 2013). De 

façon intéressante, 6 mois post greffe, un pic important mais transitoire du nombre de Tregs et de NK CD56hi 

immunorégulateurs est observé. Ces cellules pourraient avoir un rôle dans le contrôle de l’activation des 

cellules effectrices nouvellement produites lors de leur exposition aux neuro-antigènes toujours en 

circulation. De façon intéressante, dès 6 mois post greffe, le nombre de CD8 CD161hi (CD8 invariants associés 

aux lésions de SEP) producteurs de cytokines pro-inflammatoires tel que l’IFNγ, le TNFα ou encore l’IL-17 est 

considérablement diminué (-87%) (Abrahamsson et al., 2013). La régulation par le nouveau système 

immunitaire qui émerge post greffe est spécifique des neuro-antigènes : une fois isolés les T ne prolifèrent 

pas contre MBP, ils sont en revanche toujours capables de s’activer contre OVA dans un système de coculture 
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in vitro (Karussis et al., 1992). L’ensemble de ces résultats suggère un maintien actif de la tolérance face aux 

neuro-antigènes, ce qui est nécessaire en complément de la tolérance induite par aplasie.  

À l’heure actuelle, l’aHSCT est le seul traitement curatif de la sclérose en plaques et n’est réservé 

qu’aux formes multi-résistantes des SEP en poussée-rémission. Le protocole commence à être envisagé 

comme une seconde ligne de traitement par certains pays comme la Suède, les États Unis d’Amérique ou le 

Mexique. En France, l’aHSCT est toujours considéré comme expérimental et ne fait toujours pas partie des 

procédures autorisées en routine hospitalière.  

c) La faisabilité d’un traitement par thérapie cellulaire 

 

Si l’aHSCT est un traitement très efficace de la SEP, il possède un certain nombre d’effets secondaires 

directement liés au conditionnement nécessaire à la prise de greffe ou au temps nécessaire à l’inoculum 

pour reconstituer tout un système immunitaire fonctionnel. En particulier un risque accru de développer des 

maladies opportunistes qui induit entre 1 et 2% de mortalité dans cette procédure. D’autres approches de 

thérapie cellulaire moins lourdes se sont développées et tentent également de moduler le système 

immunitaire afin de limiter ou stopper durablement la SEP. Le principal avantage de la thérapie cellulaire 

réside dans l’utilisation de systèmes vivants, capables de s’auto-entretenir et dont l’activité est finement 

régulée par le système biologique auquel elle s’intègre. À l’heure actuelle de nombreuses thérapies 

cellulaires sont disponibles contre différentes maladies auto-immunes dont la SEP. On peut les différencier 

en deux catégories : celles visant à moduler le système immunitaire et celles cherchant à reconstruire le 

système nerveux endommagé. Nous ne parlerons ici que de celles concernant le système immunitaire. 

 Les cellules souches mésenchymateuses (MSC). Dès 2005, les MSC sont utilisées dans un 

modèle d’EAE et démontrent un potentiel immunorégulateur intéressant (Zappia et al., 2005). In vitro, les 

MSC inhibent l’expansion des T encéphalitogènes dépendante et indépendante du TCR mais sans induire 

d’apoptose. Cela s’accompagne d’une baisse d’IFNγ et de TNFα. L’injection intraveineuse de 1.106 MSC avant 

l’immunisation, au moment du déclenchement ou du pic des signes cliniques est capable de réduire l’EAE. 

Cela corrèle avec un état histologique bien meilleur au niveau du SNC et la réduction de l’infiltrat 

immunitaire. Cependant, les MSC ne sont plus capables d’avoir un effet thérapeutique lors de la phase 

chronique de la maladie. Ex vivo, les T issus des animaux traités par les MSC ne sont plus capables de s’activer 

en présence de l’antigène MOG ce qui révèle un état d’anergie de ces cellules. Il est également démontré 

que le nombre de cellules spécifiques du neuro-antigène est significativement plus faible chez les animaux 

traités que chez les contrôles (Gerdoni et al.). Des lymphocytes T spécifiques de l’auto-antigène isolés à partir 

d’une souris traitée avec des MSC et transférés à un animal naïf induisent une EAE significativement plus 

faible que les T issus d’une souris contrôle indiquant un effet en profondeur directement sur les T et non sur 
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le micro-environnement. Il est plus tard démontré que les MSC sont capables, à l’aide de métalloprotéases 

de lyser CCL2 en un dérivé qui empêche son effet par inhibition compétitive de ses récepteurs (Rafei et al., 

2009b). L’inhibition du signal CCL2, nécessaire aux Th17, induit la surexpression de PD-L1 par les CD4 des 

animaux ce qui, à terme, inhibe la production d’IL-17 et de TNFα par ces mêmes lymphocytes. Il est plus tard 

montré avec des cellules humaines en culture que la co-culture de MSC avec des lymphocytes T0 inhibe leur 

différenciation en Th17 et limite l’expression d’IL-17, IL-22, IFNγ et TNFα par les Th17 déjà différenciés 

(Ghannam et al., 2010). Les mêmes auteurs démontrent également que les MSC vont induire des 

changements épigénétiques des Th17 qui vont diminuer leur niveau d’expression de RORc et se mettre à 

exprimer Foxp3, ce qui coïncide avec l’initiation de la production d’IL-10 par ces mêmes cellules. En parallèle 

de leurs effets sur les Th17, les MSC vont également promouvoir la différenciation de Th2 producteurs d’IL-

4 qui favorisent l’arrêt de l’EAE (Bai et al., 2009). Toutefois, si les MSC se révèlent très efficaces pour diminuer 

l’activité des CD4, l’équipe de Justin Glenn démontre qu’elles sont également capables d’induire la 

prolifération de CD8 producteurs d’IFNγ et renforce leur production de cytokine pro-inflammatoire (Glenn 

et al., 2014). Ils démontrent également que l’injection de MSC dans une EAE induite par MOG37-50, connues 

pour être dépendante des CD8, aggrave la maladie. Dans la mesure où les SEP chez l’Homme sont d’origines 

cellulaires très variées, il propose des réserves sur l’utilisation des MSC en thérapie cellulaire. Différents 

essais cliniques ont cependant eu lieu avec les MSC et concluent que ces cellules, injectées par voie 

intraveineuse mais pas intrathécale, sont capables de réduire la SEP en inhibant les Th17 et leurs cytokines. 

Toutefois, l’induction de micro-embolies limite leur utilisation généralisée (Cohen et al., 2018; Lublin et al., 

2014; Rice et al., 2010). La principale limite du protocole réside dans le fait que la dose efficace de MSC chez 

l’Homme est de 1 à 2.106 cellules/kg, ce qui requiert de passer par une phase d’expansion in vitro qui diminue 

leur activité suppressive au fur et à mesure des cycles.  

Les Tregs et les CARTregs. Les Tregs sont des cellules centrales de la régulation du système 

immunitaire, mais sont étonnamment peu utilisées en thérapie cellulaire. Il y a deux raisons majeures à cela : 

un fois injectés, les Tregs peuvent devenir pathogènes en se différenciant en Th ou Tfh (Bailey-Bucktrout et 

al., 2013; Duarte et al., 2009; Tsuji et al., 2009, 2009) et par ailleurs l’augmentation in vivo du nombre de 

Tregs déjà présents par l’injection d’un complexe d’IL-2/anti-IL-2 ou de nanoparticules s’est  révélée efficace 

pour abroger l’EAE (Ephrem et al., 2008; Maldonado et al., 2015; Webster et al., 2009). Différents essais 

cliniques d’injection de Tregs pour traiter différentes maladies auto-immunes ont déjà eu lieu et les résultats 

sont peu encourageants, en particulier dans le cadre du diabète de type I (Bluestone et al., 2015; 

Desreumaux et al., 2012; Marek-Trzonkowska et al., 2012). Un essai clinique par l’injection de Tregs issus de 

patients SEP et multipliés ex vivo a commencé en 2016 mais aucun essai clinique d’expansion de Tregs in 

vivo n’est prévu à ce jour. Une nouvelle voie de recherche dans le domaine des T ouvre de nouvelles 

perspectives dans les maladies auto-immunes : les cellules T à TCR chimériques spécifiques d’antigènes (CAR-
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T). L’équipe de Loskog transfecte ainsi des cellules T murines avec un plasmide qui induit la production d’un 

TCR spécifique de MOG sous le contrôle de foxp3. Injectés aux souris au pic de la maladie par voie 

intranasale, seulement 100 000 CAR-Tregs sont capables d’arrêter l’EAE en environ 10 jours, ce qui va de 

pair avec une diminution de la production d’IL-12 et d’IFNγ dans le SNC des animaux (Fransson et al., 2012). 

La réinjection du peptide MOG aux animaux ainsi traités n’est pas capable de ré-induire l’EAE montrant une 

bonne persistance de ces cellules à long terme. Bien que ces résultats soient très intéressants, les CAR-Tregs 

sont encore trop peu caractérisés dans l’EAE pour que des essais cliniques soient envisageables. 

 Les cellules dendritiques tolérogènes. Une thérapie à base de cellules dendritiques présenterait le 

plus fort potentiel que l’on pourrait fournir aux patients SEP du simple fait que les tolDC sont capables 

d’induire plusieurs centaines de T régulateurs au cours de leur vie. De fait, les DC doivent présenter plusieurs 

caractéristiques afin d’être de bonnes candidates pour une thérapie cellulaire : elles doivent être résistantes 

à une maturation plus avancée que leur stade actuel, avoir un phénotype régulateur spécifique d’un antigène 

et être fonctionnellement stables. La preuve de la faisabilité d’une thérapie cellulaire basée sur des DC a été 

fournie par l’équipe de Borràs lorsqu’ils parviennent à différencier des tolDC à partir de monocytes issus du 

sang de donneurs sains mais également de patients atteints de SEP en poussée-rémission (Raϊch‐Regué et 

al., 2014). Ces cellules sont semi-matures et présentent des niveaux faibles de CD40 et CD83 à leur surface, 

comparables aux niveaux d’une DC immature. Ces cellules sont fixées dans un phénotype régulateur et ne 

peuvent pas maturer davantage en présence de LPS. Une fois chargées avec le peptide MOG, ces tolDC sont 

capables d’induire in vitro l’arrêt de la prolifération des T spécifiques de cet antigène isolés de patients SEP, 

mais également de convertir leur production de cytokines pro-inflammatoires (IL-12p70, IL-6, TNFα et IFNγ) 

vers anti-inflammatoires (IL-10) et ce, de façon spécifique de l’antigène. Chez la souris, plusieurs études ont 

démontré que le transfert adoptif de tolDC chargées de neuro-antigènes induites par différents protocoles 

est capable de conduire à une amélioration significative de l’état clinique de l’animal, de façon spécifique de 

l’antigène (Chen et al., 2018; Mansilla et al.; Papenfuss et al., 2011). In vivo, le comportement des cellules 

est semblable à celui décrit in vitro, à savoir une conversion cytokinique de pro- vers anti-inflammatoire et 

une réorientation de la différenciation T biaisée vers le phénotype Th2. L’ensemble de ces travaux tend à 

présenter les tolDC comme des candidates idéales pour une thérapie cellulaire. Actuellement, trois essais 

cliniques de phase I (NCT02283671 ; NCT02618902 ; NCT02903537) utilisant des tolDC issues des patients 

SEP et chargées au peptide MOG sont en cours de recrutement. 

 Les cellules dendritiques plasmacytoïdes. Malgré tout l’intérêt que représentent les cellules 

dendritiques plasmacytoïdes dans le traitement de la SEP de par leur production d’IFN de type I, une thérapie 

cellulaire reposant sur les pDC semble peu envisagée. Il a cependant été démontré que l’injection de pDC 

matures cultivées avec le peptide MOG35-55 pendant la phase de progression de la maladie est capable de 

réduire drastiquement le score clinique des animaux traités (Duraes et al., 2016). L’amélioration clinique des 
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animaux est expliquée par une réduction de l’expression d’IFNγ et d’IL-17 par les CD4 in situ, ce qui implique 

une inflammation générale plus faible du SNC. Cela passe notamment par le recrutement de pDC endogènes 

via la chémérine de manière spécifique du neuro-peptide. Une fois au niveau du SNC, les pDC endogènes 

présentent un phénotype régulateur (CD69dim) induit par les pDC-MOG injectées. Si elles peuvent être 

envisagées comme des cibles d’immunothérapie, aucune recherche chez l’Homme ne vise à établir une 

thérapie cellulaire basée sur les cellules dendritiques plasmacytoïdes à l’heure actuelle. 

 Dans ce travail nous proposons d’examiner la possibilité de contrôler un dérèglement immunitaire à 

l’aide d’une thérapie cellulaire reposant sur des pDC immatures. Si l’étude des cellules d’intérêt dans l’EAE 

nous permet de mettre en avant un certain nombre de mécanismes, certaines questions nécessitent 

l’utilisation d’un autre modèle pathologique. En particulier savoir si la dispersion spatiale et temporelle ou 

si la nature (auto-immune ou allo-réactive) de la réponse immunitaire affecterait l’efficacité de la thérapie 

que nous proposons. Si tel s’avère être le cas, nous souhaitons caractériser dans quelle mesure les 

mécanismes sont différents afin d’envisager en partie dans quelle mesure le phénotype régulateur détenu 

par la population d’intérêt est intrinsèque ou dicté par l’environnement inflammatoire. Par ailleurs, les 

études translationnelles qui pourraient aboutir à proposer une thérapie pour l’Homme sont difficilement 

envisageables avec l’EAE du fait de la grande difficulté à travailler avec des animaux humanisés. Pour cet 

ensemble de raisons nous avons décidé de travailler avec une pathologie allo-réactive plus systémique qui 

est assez proche d’une pathologie humaine assez bien décrite : la maladie du greffon contre l’hôte. 
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 2) La maladie du greffon contre l’hôte (GVHD)  

 

 Avec les maladies cardiovasculaires, les cancers sont devenus la première cause de mortalité dans les 

pays développés. Depuis 30 ans, le nombre de cas ne cesse d’augmenter, ce qui est en partie dû à 

l’amélioration des méthodes de diagnostic, mais également au problème croissant de la pollution. En 2017, 

le nombre de nouveaux cas de cancer en France est estimé à 400 000, avec une légère prévalence chez les 

hommes (53,5%) par rapport aux femmes (46.5%) (Chiffres de l’Institut National du Cancer, INCa), ce qui se 

retrouve également dans le nombre de décès: environ 150 000 par an sont imputables aux cancers dont 56% 

pour les hommes et 44% pour les femmes. Ce déséquilibre est en partie expliqué par des habitudes de vie 

différentes, notamment le tabagisme et l’alcoolisme plus fréquents chez les hommes, mais le changement 

des mœurs tend à lisser ces différences. De façon assez encourageante, si le nombre de nouveaux cas 

progresse, la survie nette standardisée à 5 ans est en constante progression depuis 1989. Dans le monde, les 

cancers touche plus de 14 millions de nouveaux patients dans le monde par an et l’accès inégal aux soins de 

qualité se traduit par plus de 8 millions de décès par an, l’Afrique, l’Asie centrale et l’Amérique du sud étant 

les zones les plus à risque avec près de 70% de décès (Chiffre issus du rapport du Centre International de 

Recherche sur le Cancer, 2014). 

Les cancers hématologiques dont les leucémies, les lymphomes et les myélomes sont les formes les plus 

communes et représentent à eux seuls plus de 33 000 cas en France, concernant principalement les 

personnes aux deux âges extrêmes de la vie. Ces trois types de cancer touchent tous les types de cellules 

sanguines mais plus fréquemment le système immunitaire. 

 Les leucémies sont une prolifération anormale de cellules hématopoïétiques au niveau du système 

sanguin et colonisent massivement la moelle osseuse ce qui entraîne une insuffisance médullaire grave. Elles 

sont à distinguer en deux catégories dites aiguë et chronique au regard de la rapidité de leur évolution. Ces 

cancers peuvent également être soit lymphoïdes (souvent B, plus rarement T) soit myéloïde (erythrocytes, 

mégacaryocytes et toute la lignée immunitaire myéloïde) et touchent des populations différentes selon leur 

âge. En effet, les leucémies lymphoïdes chroniques (LLC) et la forme myéloïde (LMC, assez rare) concernent 

essentiellement les adultes. Les LLC sont la forme la plus fréquente et les chances de guérison sont bonnes 

avec plus de 70% de survie. Les leucémies aiguës lymphoblastiques (LAL) touchent quant à elles 

préférentiellement les sujets jeunes et sont très agressives avec une survie globale faible. La forme aiguë 

myéloïde (LAM) concerne en revanche davantage les adultes et les chances de rémission complète sont 

proches de 70% (chiffre INCa 2011, Tableau 2). 
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 Les lymphomes sont également une prolifération anarchique de lymphocytes (plus souvent B que T) 

au niveau des organes lymphoïdes secondaires mais également au niveau du foie et plus rarement dans 

d’autres organes. Les lymphomes sont le type de cancer hématologique le plus fréquent et représentent à 

eux seuls plus de 50% des cancers liquides. Parmi eux, 20% sont dits hodgkiniens (LH) et 80% non hodgkiniens 

(LNH). Le LH n’est pas très courant et se développe majoritairement soit entre 20 et 35 ans soit après 70 ans 

et est associé à un très bon pronostic. Les lymphomes non hodgkiniens regroupent une large famille de 

cancers et tous les âges sont concernés avec cependant un risque accru au-delà de 65 ans. Ce sont  

généralement des cancers à développement très lent, dit indolents, bien que les lymphomes de Burkitt, à 

grande cellules B, et des cellules du manteau soient plus agressifs. Le pronostic est variable selon le sous-

type de lymphome, de son stade et de l’âge de la personne mais la survie globale nette à 5 ans est de 66%. 

 Les myélomes appartiennent à un type de cancer affectant spécifiquement les plasmocytes et se 

caractérisent par un pic monoclonal qui entraine une insuffisance rénale chronique assez caractéristique. 

Bien souvent, les plasmocytes cancéreux nichent dans la moelle osseuse qu’ils colonisent au détriment du 

reste du système hématopoïétique. À nouveau il existe des formes aiguës et des formes indolentes. S’il est 

détecté à un stade précoce et que le patient ne présente pas de symptôme, un simple suivi peut être 

proposé. En revanche, si les patients sont anémiés ou présentent des douleurs osseuses persistantes, ils 

doivent être traités. Malheureusement, dans ce cas, la survie n’est comprise qu’entre 7 et 10 ans si le malade 

supporte bien le traitement et tombe en dessous de 5 ans pour les autres patients.  

Hommes Femmes 

Localisation 
Incidence Mortalité 

Localisation 
Incidence Mortalité 

Effectif Part (%) Effectif Part (%) Effectif Part (%) Effectif Part (%) 

Lymphome malin 
 non hodgkinien 

6400 3,1 1990 2,4 Lymphome malin 
 non hodgkinien 

5300 3,3 1680 2,7 

myélome multiple et 
 maladie  

immunoproliférative 
3210 1,6 1590 1,9 

myélome multiple et 
 maladie  

immunoproliférative 
2720 1,7 1460 2,3 

Leucémie lymphoïde 
 chronique 

2140 1 610 0,7 Leucémie lymphoïde 
 chronique 

1650 1 450 0,7 

Leucémie aiguë 1970 1 1740 1740 Leucémie aiguë 1810 1,1 1480 2,3 

Maladie de Hodgkin 920 0,4 170 170 Maladie de Hodgkin 920 0,6 120 0,2 

 

Tableau 2 : Effectif des patients atteints de cancers hématologiques en France pour l’année 2011. Effectif : Effectif total arrondi. Part : proportion 
du type de cancer concerné par rapport au total des nouveaux cas de cancers. Source : Hospices civils de Lyon, InVs, INCa, Francim, Inserm. 
Simplifié d’après les chiffres INCa 2011. 

 Les mécanismes de la résistance de certains cancers hématologiques à un ou plusieurs traitements 

par radiothérapie et/ou chimiothérapie sont encore assez mal compris à l’heure actuelle. Quelques chemins 

moléculaires sont proposées tels que la régulation négative des gènes de ménage, la surexpression de Stat5 

ou encore l’augmentation aberrante des signaux de survie (Bhadri et al., 2012; Yang et al., 2018b). Il est en 
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revanche assez bien établi que certains types de cancer sont plus à risque que d’autres : les leucémies aiguës 

lymphoblastiques et les myélomes multiples sont tous les deux associés à une proportion de cas multi-

résistants plus importante que les autres types de cancers liquides. Dans le cas où le patient récidive 

immédiatement après le traitement (ce qui est une forme discrète de résistance associée aux cellules 

souches du cancer), le traitement par greffe de cellules souches hématopoïétiques allogéniques (aHSCT) 

peut être proposé.  

  i) la GVHD est une conséquence du transfert de cellules souches hématopoïétiques 

 

 L’allogreffe est une procédure à haut risque et n’est réservée qu’aux cas extrêmes pour lesquels les 

autres lignes thérapeutiques se sont révélées être un échec. L’aHSCT est assez similaire à l’autogreffe dans 

sa procédure, à ceci près qu’elle fait intervenir un donneur et un receveur :  

 - Un donneur sain consentant est recruté. Le don requiert que le donneur et le receveur soient géno-

identiques (de la même famille, 58% des greffes) ou phéno-identiques (donneur non apparenté, 42% des 

greffes) sur les 10 groupes HLA majeurs et mineurs. Dans l’impossibilité d’avoir une correspondance parfaite, 

des greffes compatibles à 9/10 sont possibles mais présentent des risques plus importants pour le receveur. 

Si plusieurs dons sont possibles, il sera envisageable de choisir un certain nombre d’autres critères favorisant 

le meilleur pronostique pour le receveur. L’âge du donneur (idéalement moins de 45 ans), la compatibilité 

du système AB0, le nombre le plus faible de grossesses et le sexe du donneur. L’inadéquation du sexe 

entraînant un risque accru de GVHD chronique en particulier pour les hommes (Flowers et al., 2011). Le 

statut sérologique du donneur vis-à-vis du cytomégalovirus est également important, en particulier si le 

receveur est négatif car les infections à CMV comportent un risque de morbi-mortalité élevé post greffe 

(Nichols et al., 2002). Le don de moelle osseuse est désormais moins fréquent et la mobilisation de cellules 

souches en périphérie par le G-CSF est préférée car la procédure est moins invasive et donc moins pénible 

pour le donneur. Par ailleurs, il est également possible de bénéficier d’une greffe de cellules issues d’un 

mélange de sangs de cordons, ce tissu étant à la fois très riche en cellules immatures et plutôt moins 

inflammatoire que l’équivalent adulte (Ballen et al., 2013). Une fois les cellules très immatures CD34+ isolées 

par leukophérèse, le greffon sera cryo-préservé en attendant que le receveur soit en état de recevoir la 

greffe. 

 - L’aHSCT permet et requiert de procéder à un conditionnement myéloablatif avant la greffe du 

patient. Celui-ci a deux objectifs : détruire au maximum les cellules cancéreuses mais également libérer la 

niche hématopoïétique afin que la prise de greffe puisse avoir lieu et éviter son rejet. Le conditionnement 

consiste en une chimiothérapie à haute dose (busulfan-cyclophosphamide) qui peut être associée à une 

irradiation totale du patient délivrée en plusieurs doses si des sites particulièrement réfractaires sont 
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touchés (moelle osseuse, méninges, gonades). Le conditionnement comprend également un traitement avec 

un sérum anti-lymphocytaire qui diminue la survenue de la GVHD aiguë et chronique et améliore la survie à 

long terme du receveur (Bacigalupo et al., 2006).  

- Quelques jours après le conditionnement, le système immunitaire du receveur est virtuellement 

inexistant et le patient entre dans une phase d’aplasie médullaire qui serait mortelle sans greffe. Cette 

période dure entre quelques jours et quelques semaines et peut requérir des transfusions sanguines si un 

retard de prise de greffe est observé (ce qui est souvent le cas avec des cellules issues du sang de cordon). 

Cette période est critique du fait de la morbidité associée aux infections opportunistes. Le patient est 

surveillé de près. Lorsque les neutrophiles sont retrouvés dans le sang (environ 30-40 jours après greffe), il 

est raisonnable de penser que la greffe a pris et que les risques d’infections fongiques deviennent plus limités 

mais les risques bactériens et viraux restent non négligeables. L’immunité du receveur restera encore 

incomplète jusqu’à environ 100 jours après greffe, temps requis pour la génération de novo d’une immunité 

T compétente et éduquée (Figure 17).  

 

Figure 17: Cinétique de reconstitution des cellules immunitaires après une greffe de cellules souches hématopoïétiques. La période post 
transplantation peut être divisée en trois phases. La période avant la prise de greffe (phase I, j0 à j30) est caractérisée par une 
immunosuppression  généralisée (déplétion des lymphocytes par le sérum anti-lymphocytaire), neutropénie, faible compte de plaquettes et 
forte susceptibilité aux infections fongiques. Les APC de l’hôte, assez radiorésistantes, finiront par mourir à la fin de la phase I. Une prolifération 
massive de NK permet de revenir à un seuil normal environ un mois après greffe et représenteront environ 80% des PBMC durant presque toute 
la phase II (30-100j). Durant la phase II, les patients sont assez sensibles aux infections bactériennes et virales et voient se déclencher la maladie 
du greffon contre l’hôte. Pendant la phase II, les lymphocytes T présents dans la greffe vont se diviser homéostatiquement du fait de la place 
laissée libre par le conditionnement. La génération de novo de T par les mécanismes normaux de thymopoïèse reprend à partir de jour 100 et 
ferme la fenêtre à risque de la procédure. Si au-delà du j100 le patient ne montre plus de signes de GVHD, la procédure est un succès. Sinon, il 
entre en phase III, dite tardive, et caractérisée par la GVHD chronique. D’après Merindol et al. 2011. 
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Durant la période qui s’ouvre entre la génération des premiers neutrophiles et la reprise de la 

thymopoïèse, les lymphocytes T présents dans la greffe se multiplient de manière homéostatique profitant 

de la place libérée par le conditionnement. Bien que le receveur soit phénotypiquement très proche du 

donneur, il reste néanmoins différent. De fait, les T issus du greffon s’activent contre le receveur ce qui induit 

deux effets. La réaction du greffon contre la leucémie (GVL) est le résultat recherché lors de l’HSCT. Comme 

le donneur et le receveur sont légèrement différents, le nouveau système immunitaire greffé est compétent 

pour reconnaître et détruire assez efficacement les résidus du cancer qui n’ont pas pu être éliminés par le 

conditionnement. En revanche, ces mêmes lymphocytes T sont également capables de s’activer contre les 

tissus sains du patient, en particulier le tractus digestif, la peau et le foie. On parle alors de la maladie du 

greffon contre l’hôte (GVHD) qui touche environ 70% des receveurs. La GVHD est une pathologie qui n’existe 

donc pas en dehors du contexte de l’aHSCT et en est une conséquence directe, responsable de 15 à 30% de 

la mortalité qui lui est associée. 

  ii) La GVHD aiguë  

 

 La GVHD et l’EAE sont deux pathologies très différentes. Toutefois, elles partagent un certain nombre 

de  mécanismes moléculaires et cellulaires communs. Aussi, ils seront cités mais ne seront pas réexpliqués 

dans le détail. 

Cliniquement, la maladie du greffon contre l’hôte est divisée en différents stades allant du stade 0 

(absence de symptôme) au stade 4 (symptomatologie très sévère). Du fait que tous les organes cibles ne 

vont pas subir la GVHD de la même manière, un stade est donné indépendamment au foie, à la peau et au 

tractus digestif. Le score général est ensuite exprimé en grades allant du grade 0/I au grade IV. Tous les 

centres de transplantation, et à fortiori toutes les équipes de recherches, n’appliquent pas le même système 

de score de la maladie, ce qui peut rendre la comparaison entre les études très difficile. De plus, certains 

critères comme la douleur et l’inconfort sont éminemment subjectifs et rendent les travaux encore plus 

ardus. Actuellement un colossal travail d’harmonisation de la méthode de gradation de la GVHD est en cours 

tant pour la souris que pour l’Homme afin de proposer une score mondial. Par ailleurs, la compréhension de 

la physiopathologie de la GVHD progressant d’année en année, la méthode de score doit évoluer de concert 

afin de refléter fidèlement l’état du patient et permettre de le traiter au mieux. Actuellement le score de 

base le plus utilisé est celui proposé par Harold Glucksberg en 1974 (Glucksberg et al., 1974) (Tableau 3). En 

raison de sa relative simplicité, il est souvent complété pour inclure des critères complémentaires ou même 

d’autres organes tels que les yeux, les poumons, le tractus génital ou les articulations. 



108 
 

 

Tableau 3 : Méthode de score pour la GVHD humaine de Glucksberg. Le critère de la peau définit la proportion de la surface totale du corps 
couverte par une éruption cutanée maculopapuleuse (lésions superficielles en forme de taches rondes). À des stades avancés le patient peut 
présenter une atteinte cutanée caractérisée par des phlyctènes semblables à des brûlures ou une desquamation importante. Les atteintes du 
foie sont reflétées par la concentration totale de bilirubine dans le sang et les urines. Les dommages au tube digestif sont quantifiés par la 
présence et l’abondance de la diarrhée, la présence de nausées et de sang dans les selles ainsi que la sévérité des douleurs digestives. BSA : 
surface cutanée totale, GI : tractus gastro-intestinal. Adapté de Glucksberg et al, 1974. 

 

a) La tempête cytokinique  

 

L’environnement dans lequel la GVHD va s’initier conditionne son déroulement futur (Ferrara and 

Deeg, 1991). La première phase de la maladie est déclenchée par le conditionnement lui-même qui induit 

d’importants dommages aux tissus sains dont la barrière épithéliale et mucosale de l’intestin, mais 

également le microbiote en particulier digestif. La quantité et la diversité de DAMP et de PAMP tel que le 

LPS ou le CpG libérés à cette étape sont les acteurs centraux de l’inflammation digestive qui constituera la 

première manifestation clinique de la GVHD. Cela conditionnera la gravité de la maladie à venir (Jenq et al., 

2012). Ainsi, il a été démontré que l’utilisation de metronidazole et de ciprofloxacine avant et après le 

conditionnement des individus est capable de diminuer sensiblement la gravité de la GVHD digestive mais 

également cutanée. Cela est directement en lien avec l’allègement de la charge bactérienne et les ligands 

des PRR qui l’accompagnent (Beelen et al., 1999; Lampert et al., 1988). La restriction de la diversité du 

microbiote intestinal est normalement assurée par les peptides antimicrobiens produits par les cellules de 

Paneth. La disparition transitoire de ces cellules à la suite du conditionnement concourt à la dysbiose et à 

l’inflammation digestive (Eriguchi et al., 2012). Le LPS en particulier dirige la pathogénèse précoce de la 
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GVHD. L’utilisation d’inhibiteurs oraux des lipopolysaccharides dans un modèle murin induit une 

amélioration sensible de la GVHD tout en conservant une GVL efficace, ce qui est associé à une meilleure 

survie générale (Cooke et al., 2001). L’utilisation de traitements prophylactiques est depuis largement 

répandue et pratiquée par de nombreux centres de transplantation. Cependant, tous les microorganismes 

digestifs ne semblent pas néfastes pour le patient ; il semble que la famille des Lactobacilles soit protectrice 

dans la GVHD :  son élimination spécifique avant l’HSCT aggrave la GVHD et sa réintroduction améliore la 

maladie (Jenq et al., 2012).  

La libération massive de DAMP, de PAMP ainsi que le stress directement lié au conditionnement 

myéloablatif sont responsables de la sécrétion massive de cytokines pro-inflammatoires, classiquement 

d’abord le TNFα puis l’IL-1 et l’IL-6 (Hill et al., 1997a; Xun et al., 1994). Cette étape est surnommée la tempête 

cytokinique et ses effets s’expriment à la fois in situ et à distance en raison de la relative libre circulation des 

molécules en lien avec la perte du confinement digestif. In situ, la quantité de cytokines inflammatoires est 

telle qu’elle est capable d’induire à elle seule l’apoptose des cellules des cryptes digestives mais également 

des cellules souches cutanées (Stuber et al., 1999; Zhan et al., 2012). Si les cellules non hématopoïétiques 

sont capables de produire ces cytokines, deux types de cellules immunitaires sont également impliqués : les 

macrophages et les cellules dendritiques issus de l’hôte. Ces deux types cellulaires sont en effet relativement 

résistants aux traitements chimioablatifs et vont préparer l’activation T à venir. Tout d’abord les cellules 

présentatrices d’antigène de l’hôte vont être très fortement activées par la production de cytokines pro-

inflammatoires par les tissus stressés (Hill and Ferrara, 2000). Cela va se traduire par l’activation de ces 

cellules, l’expression de molécules d’adhésion et la production de cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-

12 et le TNFα (Hill et al., 1997b). De fait, dès l’arrivée des T du donneur, ceux-ci seront activés par les APC de 

l’hôte et la phase II de la GVHD pourra commencer. Par ailleurs les macrophages de l’hôte sont capables de 

répondre au LPS présent dans le milieu et vont également se mettre à produire du TNFα et de l’IL-1, ce qui 

participera à l’apoptose des cellules de l’hôte induite par les cytokines inflammatoires (Pober, 1987). Le TNFα 

en particulier joue un rôle central dans les phases très précoces de l’initiation de la GVHD et plusieurs études 

chez l’Homme ont pu démontrer une corrélation directe entre la quantité de TNFα sérique et la sévérité de 

la maladie (Holler et al., 1990; Kitko et al., 2008). Si la concentration de TNFα est élevée aux étapes précoces 

de la maladie, le niveau de l’un de ses récepteurs TNFR1, le récepteur impliqué dans l’apoptose induite par 

le TNFα, est augmenté 7 jours après transplantation (Choi et al., 2008). Cette équipe a montré dans une 

étude de plus de 400 patients que l’augmentation de TNFR1 de plus de 2,5 fois sa concentration basale est 

un assez bon indicateur précoce du développement d’une GVH de grade 2 à 4 mais également des risques 

de mortalité associés. Les patients dont le niveau de TNFR1 ne double pas, présentent un risque faible (grade 

0 à 1). L’augmentation initiale du TNFR1 est directement liée aux dommages induits par le conditionnement 

et retourne à un niveau normal après quelques jours mais pour certains patients, cette augmentation sera 
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maintenue par la pathologie et initiera un cercle vicieux de dégâts tissulaires. De façon assez logique, un 

conditionnement réduit se traduit par une augmentation plus modeste de TNFα et de son récepteur ce qui 

se traduit par une GVHD plus douce et plus tardive mais n’améliore pas la survie des patients (Levine et al., 

2003). De façon assez convaincante, ces études démontrent que l’augmentation de TNFα précède et augure 

de la GVH à venir, il pourrait être alors intéressant de supprimer cette cytokine. Toutefois le TNFα est 

également impliqué dans la réponse GVL et sa suppression n’est à priori pas envisageable chez les patients 

car elle compromettrait leur immunité anti tumorale (Tsukada et al., 1999).  

Bien que plus tardif que le TNFα, l’IL-1 est également une cytokine importante dans les étapes 

précoces de la GVHD. Une équipe est parvenue à démonter que la neutralisation de l’IL-1 par un anticorps 

neutralisant chez des souris diminue les niveaux sériques de LPS circulant ce qui diminue sensiblement la 

mortalité associée à la GVHD sans impacter la réponse GVL (Hill et al., 1999). En 2015, l’équipe de Cho 

démontre que cela est directement lié à la diminution de la différenciation et l’activité des Th17 et 

l’augmentation concomitante du nombre de Tregs chez ces animaux (Park et al., 2015). La séparation 

mécanistique entre la GVHD et la GVL du point de vue de l’IL-1 en fait un bon candidat pour 

l’immunomodulation précoce chez les patients. 

 Le rôle de l’IL-6 est en revanche plus nuancé. En effet, aux phases précoces, il apparait que cette 

cytokine est délétère et que sa neutralisation améliore la GVHD en changeant le rapport Treg/Teff (Chen et 

al., 2009). Un essai clinique d’inhibition de l’IL-6 en complément des traitements prophylactiques 

conventionnels est d’ailleurs déjà en phase II et semble donner des résultats très convaincants (Kennedy et 

al., 2013). Toutefois, de récents travaux ont mis en évidence le rôle de cette cytokine dans le retour à 

l’homéostasie, la régénération tissulaire et le métabolisme (Scheller et al., 2014). Il existe en effet deux 

signalisations IL-6 : soit par trans-signalisation (complexe IL-6/IL-6R soluble puis liaison à gp130 à la surface 

de la cellule) ou par cis-signalisation (liaison de l’IL-6 soluble au complexe IL-6R/gp130 de la cellule). Des 

études dans d’autres pathologies ont pu mettre en évidence que la trans-signalisation est associée aux 

propriétés pro-inflammatoires de l’IL-6 là où la cis-signalisation est responsable de ses capacités anti-

inflammatoires. Dans la GVHD, il serait donc important de clarifier s’il est également possible de distinguer 

ces deux effets, en ce cas, ne bloquer que l’effet transactivateur de l’IL-6.  

Bien que beaucoup plus discret, l’IFNγ joue également un rôle clef dans l’initiation de la GVHD. En 

effet, les dommages précoces aux organes sont dirigés par l’expression de chimiokines qui permettent le 

d’attirer des lymphocytes. L’intégrine α4β7 et la sélectine CD62L en particulier sont nécessaires à l’induction 

de dommages au tube digestif mais également à la peau (Dutt et al., 2005). Or l’IFNγ fait partie des facteurs 

solubles qui stimulent la sécrétion des chimiokines et de leurs récepteurs, il a de fait été démontré que les 

niveaux d’IFNγ permettent de déterminer la sévérité de la GVHD avant les signes cliniques (He et al., 2007).  
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La tempête cytokinique est un événement transitoire en amont de la déclaration de la GVHD clinique 

et ne dure en générale que 7 à 10 jours tant chez l’Homme que chez les souris. Toutefois, cet environnement 

pro-inflammatoire conditionne l’activité et l’orientation des populations de lymphocytes issues du donneur 

qui causeront les dommages aux tissus du receveur et déclencheront la phase clinique de la GVHD. Ainsi, 

agir très précocement sur la phase sub-clinique de la maladie peut avoir un impact fort par la suite.  

b) Les cellules présentatrices d’antigènes de l’hôte 

 

La tempête cytokinique et les DAMP/PAMP qui résultent des phases très précoces de la GVHD sont 

capables d’activer les APC de l’hôte qui sont relativement résistantes à la déplétion chimique et physique 

(Matzinger, 2002). Ces APC de l’hôte vont alors augmenter leur niveau d’expression des molécules de co-

stimulation, du CMH mais également intensifier leur production de chimiokines ce qui en retour va attirer et 

activer les T du donneur (Figure 18) (Hill and Ferrara, 2000). Les dommages au niveau du tube digestif sont 

particulièrement importants pour cette étape car ils permettent la translocation massive de produits 

bactériens aux organes lymphoïdes secondaires (Paris et al., 2001). Par le biais de modèles murins, il a ainsi 

été démontré qu’il est possible de prévenir la GVHD en inactivant les APC de l’hôte (Shlomchik et al., 1999). 

Il a par ailleurs été mis en évidence que si toutes les APC étaient activées par la tempête, seules les APC de 

l’hôte et les quelques APC du donneur capables de présentation indirecte participent à la maladie (Markey 

et al., 2009). Leur contribution relative par rapport des APC du receveur est faible et ces cellules et sont 

dispensables pour la mise en place de la maladie (Matte et al., 2004). Il est alors proposé d’inactiver ou 

d’éliminer ces cellules pour prévenir la GVHD. Pour cela, il est suggéré d’utiliser des cellules issues d’un 

donneur discordant sur les récepteurs KIR, ce qui entraînerait une perte des APC de l’hôte par le biais des 

NK allo-réactifs. En effet, l’équipe de Ciccone a proposé d’identifier par MLR les clones NK allo-spécifiques 

(Moretta et al., 1990). Toutefois, étant donné que de nombreuses cellules de l’hôte expriment le CMH-I 

fortement après le conditionnement, il a été démontré que l’efficacité de l’utilisation de KIR allo-réactifs 

dépendait de l’intensité du conditionnement (Brunstein et al., 2009). Par ailleurs, certains haplotypes de KIR 

sont associés à une GVHD sévère (grade III à IV) sans amélioration de la survie des patients (Hosokai et al., 

2017). 

Parmi les cellules ayant des capacités à présenter l’antigène, les DC sont celles qui jouent le rôle le 

plus important dans l’induction de la GVHD (Banchereau and Steinman, 1998). Il est en particulier démontré 

que la reconstitution d’animaux CMH-II-/- avec une moelle osseuse WT ne permet pas l’induction de la GVHD, 

ce qui peut être rétabli avec l’injection de DC CMH-II+/+ issues de l’hôte mais pas par de lymphocytes B CMH-

II+/+ (Duffner et al., 2004). Les mêmes auteurs démontrent des résultats similaires pour la dépendance vis-à-

vis du CMH-I dans un modèle de GVHD dépendant des CD8+ ce qui démontre que les DC sont bien la 

population cellulaire centrale de l’initiation de la GVHD. Quelques années plus tard, il sera mis en évidence 
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que RelB est un facteur de transcription essentiel à la mise en place de la pathologie en permettant 

l’induction de la différenciation et l’expansion des Th1 mais pas des Tregs issus du donneur (MacDonald et 

al., 2007). Chez l’Homme, si la majorité des DC sont issues du donneur après jour 30, environ 5% de cellules 

du receveur persistent après 60 jours et peuvent contribuer à l’entretien de la GVHD aiguë. De fait, la 

chimerisation rapide du compartiment DC est associée à une GVHD réduite (Auffermann-Gretzinger et al., 

2002). Par ailleurs, une étude plus récente a permis de démontrer que le nombre d’APC requis pour le 

déclenchement de la GVHD est extrêmement faible. Ceci semble compromettre la possibilité d’abroger la 

maladie en clinique tant le traitement devrait être lourd et donc associé à des effets secondaires (Li et al., 

2012a).  

 

Figure 18: Physiopathologie de la GVHD. La GVHD comporte trois phases, la première étant la tempête cytokinique directement liée au 
conditionnement de l’individu et donc aux dommages aux tissus de l’hôte qui l’accompagnent. La deuxième phase clinique est caractérisée par 
l’activation des APC de l’hôte (et dans une moindre mesure du donneur) par les cytokines produites par les tissus inflammés. Ces APC vont alors 
activer les T présents dans le greffon. Ceci entraînera la phase III qui voit l’induction de l’apoptose des cellules de l’hôte par les T du donneur. 
Dans une certaine mesure, les DAMP/PAM et la tempête cytokinique peuvent induire directement cette apoptose. D’après Reddy et al, 2009. 

 

Si les APC de l’hôte ne sont pas indispensables à l’établissement de la GVL, elles permettent 

néanmoins une réaction plus efficace qui permet la destruction du cancer. Les APC de l’hôte sont capables 

d’initier la réponse GVL, en particulier si la quantité d’antigènes associés à la tumeur est faible (Reddy et al., 

2005). De façon assez paradoxale, la suppression des cellules myéloïdes CD11b+ améliore même la survie 

des animaux présentant une GVHD et portant une tumeur (Li and Waller, 2004). Par rapport à la souris, la 

nécessité des DC pour la GVL chez l’Homme semble être plus importante car la faible quantité de CD11c+ 

dans le sang au moment de la greffe est corrélée à un risque de repousse cancéreuse et de décès associé 

plus important (Reddy et al., 2004). Il semble dans ce cas, que le CMH-II soit nécessaire à un effet GVL optimal 

(Chakraverty et al., 2006). 
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Comme pour l’EAE, il existe des cellules dendritiques régulatrices dans la GVHD dont la manipulation 

peut avoir des effets significatifs sur le développement de la pathologie. Peu de données existent sur la perte 

des tolDC in vivo dans la mesure où la perte totale des DC est protectrice. Cependant certaines études 

proposant d’utiliser des modèles animaux déficients pour certaines voies essentielles à leur biologie 

s’approchent d’une certaine façon de la perte des tolDC. Assez logiquement, IDO joue un rôle essentiel dans 

la protection contre la GVHD permise par les tolDC. Les animaux IDO-/- présentent une pathologie accélérée 

mais également plus sévère en particulier au niveau digestif ce qui se traduit par une mortalité plus forte 

(Jasperson et al., 2008). Cela concorde avec des résultats plus anciens, qui démontraient que la sévérité de 

la GVHD chez les patients était en corrélation inverse avec l’expression d’IDO sur les monocytes en circulation 

(Steckel et al., 2003). De façon paradoxale, une expression d’IDO faible par les cellules endothéliales 

intestinales est associée à une GVHD plus faible et un risque de repousse tumorale plus faible (Park et al., 

2014). Des études ont montré que l’induction de l’expression d’IDO sur les APC de l’hôte par l’injection de 

kynuréine ou de 3M-011 (un agoniste des TLR7/TLR8), supprime la GVHD (Jasperson et al., 2009). En 

revanche de nombreuses études se sont intéressées à la manipulation pharmacologique de ces cellules en 

cherchant l’induction et l’amplification de ces tolDC. Les DC traitées avec la rapamycine (RAPA-DC) sont déjà 

bien caractérisées pour leurs effets protecteurs dans la greffe d’organes solides (Turnquist et al., 2007). Leur 

transfert adoptif par voie i.v dans la GVHD est capable d’améliorer la survie et le stade clinique de la maladie 

des animaux ainsi traités (Reichardt et al., 2008). Les auteurs mettent en évidence que les RAPA-DC migrent 

spécifiquement aux organes lymphoïdes secondaires grâce à CCR5, CCR7 et CD62L et de là, elles sont 

capables d’inhiber l’activation et la prolifération des T. De façon intéressante, il a été démontré que les RAPA-

DC dans le cadre de la GVHD ne présentent pas le phénotype classique des DC tolérogènes (IL-10+TGFβ+) 

mais expriment fortement l’IL-12p40 et sont capables d’induire, par le truchement de l’IFNγ, l’apoptose des 

lymphocytes T allogéniques activés par la voie de la caspase 8 (Stenger et al., 2014). L’effet protecteur des 

RAPA-DC est ainsi abrogé par la neutralisation de l’IFNγ chez les animaux traités. De façon assez similaire, 

des tolDC issues de l’hôte, générées par l’intermédiaire du peptide intestinal vasoactif, qui est un 

neuropeptide immunosuppresseur capable de faire émerger des tolDC in vitro, permettent de protéger 

l’animal de la GVHD en épargnant la GVL (Chorny et al., 2006). Cet effet est possible par le fait que les DC 

traitées au peptide intestinal vasoactif empêchent l’activation et la prolifération des CD4+ alloréactifs et 

induisent des CD4+ régulateurs mais laissent le compartiment CD8 intact. De façon intéressante, les auteurs 

ont démontré que l’administration de ces cellules tôt dans la pathologie (avant jour 5) se traduit par des 

effets plus efficaces, en particulier dans un modèle de discordance des antigènes majeurs du CMH. En 

revanche, dans un modèle de discordance des antigènes mineurs, le temps d’injection des cellules est moins 

important. Il est également possible d’induire des tolDC capables de réguler la GVHD par l’injection de corps 

apoptotiques précoces issus des cellules mononucléées du donneur la veille de la transplantation. Cette 

protection est très efficace et dépend de l’induction de tolDC mais le mécanisme n’est pas encore 
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parfaitement clair. Des essais de phases I et II sont cependant en cours et donnent d’excellents résultats 

(Mevorach et al., 2014). Si quelques études ont pu démontrer un rôle régulateur pour les mDC dans la GVHD 

(Paraiso et al., 2007), les capacités tolérogènes sont associées aux CD8α+DC dans la grande majorité des cas 

(Toubai et al., 2013b). Toutefois, d’autres cellules qualifiées de DCreg présentant le phénotype 

CD200R3+CD49+ ont été générées in vitro par la culture de moelle osseuse en présence de GM-CSF, d’IL-10 

et de TGFβ et présentent de meilleures capacités tolérogènes que les tolDC (Fujita et al., 2007). Ces cellules 

émergent également spontanément chez un animal naturellement résistant à une forme cutanée de GVHD 

et semblent équivalentes en termes de phénotype et de fonction (Sato et al., 2009). Ces cellules sont 

capables d’induire l’anergie des CD4+CD25-foxp3- et de générer des Tregs. Par ailleurs, ces cellules semblent 

capables dans une certaine mesure de réduire la gravité de la GVHD chronique.  

Outre leurs effets propres les APC de l’hôte sont également la source des cytokines nécessaires à la 

différenciation des Th1, Th2, Th17 et Tregs à partir des T du donneur, le relais essentiel au déclenchement 

de la GVHD (Ho and Glimcher, 2002) 

 
 

c) L’axe Th1/Th17 

 

Dans la mesure où les lymphocytes T allogéniques sont des cellules essentielles pour l’initiation et 

l’entretien de la GVHD, leur activation, leur différenciation et leur prolifération sont des facteurs clefs pour 

le déroulement de la pathologie. Le répertoire alloréactif des lymphocytes T CD4+ est, pour sa partie naïve, 

lié à la génération de ces cellules par le thymus. Il peut également exister un répertoire mémoire alloréactif 

capable de se réactiver très rapidement. Ces cellules sont générées par cross-réactivité avec un certain 

nombre de virus comme Influenza ou EBV (Amir et al., 2010). Les auteurs ont ainsi démontré que dans le 

répertoire T spécifique des virus, 45% de ces cellules sont susceptibles d’être allo-réactives.  

Comme pour l’EAE, jusqu’à la découverte des Th17, GVHD était vue comme une pathologie 

essentiellement provoquée par les Th1 en raison de la prédominance de l’implication de la réponse CTL et 

de l’induction excessive de cytokines de type Th1 dont l’IFNγ (Antin and Ferrara, 1992; Blazar et al., 1997). 

Assez rapidement après la découverte des Th17 il a été démontré qu’ils jouaient également un rôle dans 

l’induction de la pathologie (Carlson et al., 2009). Les Th17 sont particulièrement nécessaires pour la 

pathologie cutanée et digestive mais moins pour la forme hépatique et les Th1 sont davantage capables 

d’induire les dommages cutanés et hépatiques. L'inhibition de chacune de ces voies de différenciation se 

traduit par l’amélioration clinique de la GVHD (Boieri et al., 2017; Cheng et al., 2012). Il est ainsi possible de 

prévenir la GVHD tout en conservant la GVL par l’utilisation d’animaux bi-déficients à la fois pour Tbet et 

RORγt (Yu et al., 2011). Cependant, il apparut assez rapidement que ni les Th1, dont la production d’IFNγ est 
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dispensable pour l’établissement de la maladie (Yang et al., 2002), ni les Th17 ne peuvent résumer la maladie 

et sont tous deux nécessaires mais non suffisants (Iclozan et al., 2010). Ces travaux mettent donc en avant 

une coopération fonctionnelle entre les Th1 et les Th17 qui doivent travaillent de concert pour 

l’établissement de la pathologie.  

Il est à noter que le rôle  de l’IFNγ décrit dans la littérature est conflictuel. En effet, il est connu que 

l’induction d’une GVHD chez un animal ayant reçu une moelle osseuse IFNγ-/- est plus sévère que son 

équivalent WT (Yang et al., 1998). De façon intéressante, les auteurs démontrent également que l’IL-12 a un 

rôle protecteur dans la GVHD mais que cet effet dépend de la capacité des cellules à produire de l’IFNγ. 

L’effet protecteur de l’IL-12 étant en effet perdu chez un animal ayant été reconstitué avec de la moelle 

osseuse issue d’un animal IFNγ-/-. Cet effet bénéfique de l’IL-12 passe par la dissociation GVHD/GVL. 

L’injection de cette cytokine permet en effet de retarder le déclenchement de la GVHD et de diminuer la 

mortalité chez les animaux traités (Yang and Sykes, 1999). Dans ce modèle, les auteurs ont démontré que 

l’IL-12, en association avec l’IFNγ est capable de limiter l’expansion et l’activation des T CD4+ du donneur 

par l’induction d’une apoptose Fas-L dépendante. Cette apoptose épargne les CD8+ ce qui permet de 

conserver une réponse GVL efficace. Quelques années plus tard, il est mis en évidence que si l’induction de 

la GVHD est effectivement plus forte chez des animaux IFNγ-/-, la même maladie déclenchée chez des 

animaux Tbet-/- est significativement plus faible. Ces cellules Tbet-/- ne sont plus capables de migrer 

convenablement aux organes cibles mais surtout ne sont plus capables d’induire des molécules associées au 

phénotype Th1 comme le Granzyme B, CXCR3 ou PD1 et ce de façon indépendante de l’IFNγ endogène (Fu 

et al., 2015). Par ailleurs, les auteurs mettent en évidence que la perte de Tbet se traduit par une orientation 

Th17 augmentée mais que ces cellules ont une capacité réduite à causer la maladie ce qui corrobore une 

coopération entre les Th1 et les Th17. Les animaux reconstitués avec une moelle Tbet-/- sont également 

déficients dans leur réponse GVL. Ce travail distingue donc des rôles différents pour les cytokines IL-12 et 

IFNγ d’une part et les Th1 d’autre part.  

Il existe au cours de la différenciation deux types fonctionnels de Th1 : les Th1 précoces (IFNγ+ GM-

CSF-) et les Th1 dit tardifs (IFNγ+ GMC-CSF+) (Herndler-Brandstetter and Flavell, 2014). Il pourrait donc être 

intéressant de se questionner sur la présence de deux types de Th1 qui pourraient avoir, dans le cadre de la 

GVHD des effets différents.  

Il est à noter qu’une littérature opposée sur l’IL-12 existe, et démontre que l’utilisation d’un anticorps 

anti IL-12/IL-23p40 diminue la GVHD en supprimant les Th17 classiques mais également une population 

assez rare dans d’autres modèles mais abondante en GVHD : les Th1/Th17 (IL-17+IFNγ+) (Okamoto et al., 

2015). Le niveau d’IFNγ et d’IL-17 est par ailleurs drastiquement diminué chez ces animaux. Ce travail rejoint 

tout de même le travail de Yang et Sykes en démontrant que le niveau d’expression de Tbet est réduit dans 

ces cellules et qu’il est associé à la production d’IL-22 par les cellules du donneur. Ce travail démontre donc 
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que les Th1 sont effectivement susceptibles d’induire les Th17, ce qui est en accord avec une étude cinétique 

de la production de l’IL-17 et de l’IFNγ réalisée un an plus tôt. En effet, dans un modèle murin de réponse 

allogénique, Ju et son équipe parviennent à mettre en évidence que, comme pour le cas de l’EAE, les Th1 

précèdent les Th17 puis ceux-ci recrutent les CD8+ (Ju et al., 2014).  

La littérature reste donc conflictuelle sur l’implication respective des Th1 et Th17 ce qui tend à 

montrer que la compréhension fine des modalités contrôlant les deux visages des Th1 et des Th17 est encore 

imparfaite et doit assurément considérer l’organe concerné, la quantité de cellules et les cytokines produites 

mais également le type cellulaire qui recevra le message cytokinique. Il est possible de résumer la 

contribution respective des Th1 et Th17 par l’existence d’un équilibre entre ces deux populations. Il est 

envisageable de proposer un équilibre Th1-Th17 « idéal » que l’on retrouverait chez des patients peu atteints 

de GVHD ayant une réponse GVL compétente. Ainsi, toute déviation de cette balance soit en favorisant l’axe 

Th1 (Yi et al., 2008) soit en favorisant l’axe Th17 (Reinhardt et al., 2014) conduit à une pathologie exacerbée 

ce qui est en accord avec la nature pathogène de ces deux cellules. La dose ferait la toxicité, ce qui n’est pas 

si étranger aux concepts biologiques. De cette façon on pourra également envisager chacun de ces types 

cellulaires comme étant apte à limiter la maladie, à condition que ce soit dans un retour vers l’homéostasie 

initiale de l’équilibre Th1-Th17. L’étude systématique de la proportion Th1-Th17 en parallèle du suivi clinique 

des animaux a ainsi pu mettre en évidence que l’augmentation de l’une ou l’autre de ces deux populations 

conduit à une GVHD plus sévère (Pan et al., 2012). Suivant cette logique, il est donc possible de réguler la 

GVHD par la perte simultanée de ces deux cellules de sorte que l’une ne compense pas la perte de l’autre 

comme c’est le cas avec le sérum anti lymphocytaire (Socié et al., 2011).  

Les CD4 sont capables d’induire en partie l’effet GVL, notamment par la production de cytokines 

comme l’IL-12, l’IFNγ et le TNFα mais vont surtout recruter d’autres cellules capables de détruire les cellules 

tumorales comme les NK et les CD8 (Schmaltz et al., 2003).  

 

d) Les CD8 

 

La GVHD est un contexte allogénique qui passe donc par la présentation d’antigènes en particulier 

sur le CMH-I. Les  lymphocytes T CD8+ y jouent naturellement un rôle important. Les CD8+ sont très 

profitables pour leur capacité à induire la GVL. Cet effet est lié à plusieurs mécanismes fonctionnant de 

concert comme la mort médiée par les cytokines ou une activité cytotoxique directe qui fait intervenir les 

couples Fas/Fas-L et perforine/Granzyme (Hsieh and Korngold, 2000). En particulier la voie perforine est à la 

fois plus importante et plus précoce pour l’activité des CD8, là où la voie Fas-L semble plus importante pour 

la GVL induite par les CD4. Dans le cas où les CD8 initialement présents dans le greffon ne suffisent pas à 
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éradiquer efficacement le cancer, un transfert secondaire de CD8 spécifiques des antigènes tumoraux issus 

du même donneur est possible et donne de bons résultats (Ciceri et al., 2009; Muffly et al., 2018). Toutefois, 

en dehors du transfert de CD8 spécifiques des antigènes tumoraux, le répertoire issu de l’hôte permet 

également à un certain nombre d’entre eux de s’activer contre des antigènes des tissus sains. Les CD8+ sont 

capables de s’activer indépendamment des APC et des CD4 à la condition qu’une population de CD8 

mémoires générée à l’occasion de réponses antivirales (CD44hi) soit présente (Farber and Ahmadzadeh, 

2002). Il a ainsi été démontré que l’activation des CD8 et l’induction de la GVHD peuvent suivre deux 

modalités. Si le répertoire CD8 mémoire n’est pas suffisant pour l’induction de la GVHD, les CD8 naïfs seront 

activés par le répertoire CD4 alloréactif (Amir et al., 2010). Dans ce cas, le répertoire T CD8 sera largement 

polyclonal. Sinon, l’activation précoce du répertoire mémoire central des CD8 est capable d’induire une 

GVHD dans des modèles de discordance des antigènes majeurs mais également mineurs via la production 

d’IFN𝛾 (Zheng et al., 2009). De façon intéressante il a été démontré que la GVHD induite par les T CD8 

mémoires est plus douce que celle induite par les T naïfs mais l’effet GVL est en revanche assez comparable. 

La coopération entre les CD4 et les CD8 va d’ailleurs au-delà de la simple activation en ce que l’affinité de la 

réponse allogénique et l’aide des T CD4 conditionnent la sévérité de la GVHD induite par les CD8, la présence 

des CD4 potentialisant les dégâts induits par les CTL (Yu et al., 2006). La GVHD induite par les CD8 touche 

essentiellement le foie, le tube digestif et la peau. L’étude du répertoire menée avec les CD8 issus de la peau 

d’animaux présentant une GVHD démontre que ces cellules sont très différentes de leurs équivalents induits 

dans les ganglions (Santos E Sousa et al., 2018). Il semble donc que le contexte pro-inflammatoire spécifique 

à chaque organe et en particulier l’identité spécifique des APC qui résident dans chaque tissu conduisent à 

une GVHD qui lui est spécifique. Les CD8 allogéniques activés sont recrutés au niveau des organes 

lymphoïdes secondaires et s’activent de façon spécifique à l’organe (Zhang et al., 2002; Zhou et al., 2008).  

Il semble que les CD8 jouent également un rôle essentiel dans la prise de greffe lors de l’aHSCT et 

permettent un meilleur chimérisme. Il a ainsi été démontré que l’ajout massif de CD8 issus du donneur en 

parallèle d’un traitement avec un anticorps dirigé contre CD3 n’induit pas de GVHD mais favorise au contraire 

la mise en place de la tolérance face à la greffe (Liang et al., 2005). Cela corrèle avec un niveau faible de TNFα 

et une augmentation d’IL-4 et d’IL-10 en lien avec une expansion forte des CD8 au niveau des organes 

lymphoïdes et hématopoïétiques mais sans induction de Tregs.  

e) Les lymphocytes B 

 

Le rôle des lymphocytes B dans la pathologie et la régulation de la GVHD aiguë est extrêmement 

limité. D’une part, les lymphocytes B de l’hôte sont relativement sensibles au conditionnement, ce qui 

détruit une très grande partie du compartiment B du receveur, ce qui est heureux dans le cas des myélomes. 

D’autre part, les lymphocytes B issus du donneur contenus dans le greffon présentent un phénotype 
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dysfonctionnel en raison de la forte production de Fas-L par les T (Baker et al., 1997). Il semble cependant 

que le nombre plus élevé de lymphocytes B présents dans le greffon corrèle avec une GVHD de grade élevé 

(III et IV), ce qui indique que les B pourraient potentiellement avoir un rôle dans le déclenchement de 

certaines formes de la GVHD (Kim et al., 2011). Par ailleurs, chez l’animal, l’administration de rituximab 

améliore la pathologie, ce qui renforce cette hypothèse, même si cela est encore très peu investigué (Schultz 

et al., 1995). Enfin, la production de novo des lymphocytes B circulants par le greffon n’est détectable 

qu’après la fin de la période correspondant à la GVHD aiguë. En effet, les dommages importants à la niche 

hématopoïétique inhibent la différenciation des lymphocytes B (Lindemans and Hanash, 2014). Il est 

démontré que la profondeur de la lymphopénie B est associée au degré de colonisation de la moelle osseuse 

par les T du donneur (Mensen et al., 2014). En revanche, on ne sait pas si la perte de la lymphopoïèse B 

permet l’infiltration des T ou si la présence de ces T empêche la production de B. On ne sait pas non plus 

clairement dans quelle mesure la déficience en B est directement liée au traitement de la GVHD. Cette 

question est d’autant plus pertinente qu’il a été démontré que le ruxolitinib, un inhibiteur de la  voie Jak 

utilisé pour le traitement des GVHD réfractaires aux stéroïdes, est associé à la perte de l’expansion des B au 

niveau des centres germinatifs (Jackson et al., 2016). Dans un travail récent, une équipe s’est toutefois 

intéressée à la possibilité de réguler la GVHD par le biais des Bregs et il semble que dans ce contexte ces 

cellules sont douées de capacités régulatrices (diminution de la production d’IFNγ et de TNFα) qui 

n’empêchent pas la GVL (Hu et al., 2017). Toutefois, l’étude se limite à un suivi clinique des animaux de 30 

jours au maximum ce qui peut poser la question de la stabilité à long terme du phénotype régulateur de ces 

cellules comme c’est le cas pour les Tregs. Par ailleurs, aucun mécanisme moléculaire n’est postulé. Aussi 

étonnant que cela puisse paraître, le travail est complété d’une étude clinique impliquant plus de 70 patients 

qui démontre une tendance à la protection par ces cellules chez l’Homme. 

 

f) Les T régulateurs  

 

EN 2002, il est mis en évidence que la déplétion des CD4+CD25+ tant du greffon que de l’animal une 

fois greffé se traduit par une GVHD aggravée (Taylor et al., 2002). La même équipe démontre que 

l’administration de ces cellules multipliées ex-vivo co-injectées en nombre équivalent aux CD25- améliore 

une GVHD autrement rapidement létale. Ces résultats seront confirmés à plusieurs reprises par des équipes 

différentes qui viendront compléter les modalités de cette protection. L’équipe d’Hoffman démontre que le 

rapport CD25-/CD25+ présent dans le greffon avant la reconstitution est prédictif de l’amplitude clinique de 

la GVHD et que cette protection in vivo requiert la production d’IL-10 par les Tregs ainsi injectés (Hoffmann 

et al., 2002). Tant in vitro qu’in vivo seuls les Tregs issus du donneur sont à même de réguler la GVHD (Tawara 

et al., 2012). Par ailleurs, le transfert de Tregs n’est réellement efficace que lorsqu’il est réalisé dans une 
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fenêtre temporelle restreinte autour de la greffe (Edinger et al., 2003). Les mêmes auteurs démontrent 

qu’une quantité de Tregs capable d’arrêter la GVHD n’a en revanche pas d’impact sur la GVL qui se déroule 

normalement. Ces résultats seront en revanche remis en question quelques années plus tard.  Des essais 

cliniques chez l’Homme démontrent que si effectivement les Tregs sont susceptibles de protéger de la GVHD, 

les patients ayant reçu les plus grandes doses de Tregs sont ceux qui connaissent le plus de reprises 

tumorales, ce qui peut suggérer un effet GVL affaibli (Hicheri et al., 2008).  

Le suivi de la migration des tTregs issus du donneur démontrent qu’ils migrent spécifiquement aux 

organes lymphoïdes secondaires où ils se divisent et inhibent précocement les T alloréactifs (Nguyen et al., 

2007). Par ailleurs, il a été prouvé que dans les deux populations CD62L+ et CD62Llo, seule la population 

fortement positive est capable d’inhiber la prolifération des Teff in vivo (Ermann et al., 2005). Il semble 

cependant qu’une autre population de Tregs caractérisées par le phénotype CD4+CD103+Foxp3+ ne migre 

pas aux organes lymphoïdes secondaires mais plutôt directement aux poumons et au tube digestif, en raison 

d’une expression de CCR5 forte et de CD62L faible. Si les Tregs déficients en CCR5 sont parfaitement efficaces 

in vitro, ils induisent une protection moins efficace in vivo en raison de leur incapacité à migrer aux poumons 

et au foie (Wysocki et al., 2005). Des résultats semblables sont observés avec la perte d’autres molécules 

d’adressage à certains organes ce qui démontre bien que la seule capacité régulatrice n’est pas suffisante 

mais requiert une répartition efficace de ces cellules (Varona et al., 2006). Par ailleurs, si le TNFR1 a été 

démontré pathogène dans la GVHD, il est démontré en 2016 que le TNFR2 est indispensable à la protection 

par les tTregs (Leclerc et al., 2016). 

 De façon intéressante le rôle du TGFβ après aHSCT, est assez ambigu. La neutralisation du TGFβ après 

la greffe augmente significativement la GVHD aiguë en favorisant l’expansion des populations T (Banovic et 

al., 2005). À cette étape, la principale source de cette cytokine est les lymphocytes T CD4+ du donneur qui 

s’avèrent capables de diminuer l’incidence clinique de la pathologie en supprimant l’expansion des CD8+ et 

en induisant l’apoptose de façon dépendante du TGFβ, bien que l’effet soit amplifié en l’absence d’IL-10 (Gu 

et al., 2014). Paradoxalement, si la suppression du TGFβ favorise l’expansion des T, elle en altère la 

cytotoxicité et empêche de fait que la réponse GVL soit efficace. Par ailleurs, la production de TGFβ tardive 

favorise la survenue de la GVHD chronique et la suppression de cette cytokine à cette étape est clairement 

bénéfique.  

De par leur répertoire spécifique et de l’activité suppressive très efficace des pTregs, ces cellules 

peuvent avoir un rôle central dans la régulation de la pathologie, sans risquer de mettre en péril la GVL. Elles 

sont pourtant beaucoup moins étudiées que les tTregs, en partie car que l’induction de pTregs est assez 

faible in vivo pendant la GVHD (Beres et al., 2011). L’étude de ces populations repose donc sur une 

différenciation et une expansion ex vivo avant leur co-transfert avec la moelle osseuse. Du fait de la grande 

instabilité de leur expression de foxp3, ces cellules ne parviennent pas à réguler efficacement la GVHD et 
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adoptent un phénotype effecteur (IL-21+IFNγ+) sous la pression inflammatoire (Koenecke et al., 2009). Il est 

cependant possible de rétablir leurs capacités protectrices en les prétraitant à l’IL-2 en combinaison avec de 

la rapamycine, ce qui a pour effet de fixer leur expression de foxp3 et d’augmenter leur durée de vie dans 

l’hôte (Zhang et al., 2013). Ces cellules sont alors capables de protéger efficacement et relativement 

spécifiquement l’hôte de la GVHD. Les animaux ainsi traités présentent une GVHD atténuée et une survie 

améliorée.  

Par comparaison avec les Tregs les Th2 sont des cellules aux propriétés régulatrices moins étudiées 

car leur rôle est ambivalent. Il a ainsi pu être démontré qu’il n’est pas possible d’induire la GVHD chez des 

souris receveuses avec des T auto-réactifs biaisés vers Th2 par leur pré-incubation avec de l’IL-4 du fait d’un 

défaut de production du TNFα (Krenger et al., 1995). Il sera également démontré que les Th2 sont capables, 

par leur production d’IL-4 et d’IL-10 de protéger les animaux en GVHD de la mortalité induite par l’injection 

de LPS (Fowler et al., 1994). Cela est directement lié au fait que l’enrichissement de la greffe en Th2 empêche 

une bonne prise de greffe des CD8, induit une perte de l’IFNγ mais une augmentation de l’IL-4. Du fait de la 

perte des CD8, l’effet GVL est diminué ce qui contribue à augmenter la mortalité associée au cancer (Fowler 

et al., 1996; Jung et al., 2003). Comme la perte des CD8 est liée à un défaut d’expansion de la population 

après greffe, il pourrait être intéressant de réorienter les lymphocytes T après la prise complète de la greffe 

(7 à 10 jours). Il a toutefois été démontré que dans le cadre de la GVHD, la réorientation des Th1 vers Th2 in 

vivo est minimale, ce qui indique un rôle thérapeutique de l’IL-4 virtuellement nul chez l’animal (Huang and 

Paul, 1998). Il est alors proposé de séparer temporellement l’injection du greffon compétent et des Th2 de 

14 jours. Par cette méthode, les Th2 sont capables d’améliorer la GVHD sans compromettre la GVL (Foley et 

al., 2008). Cette thérapie peut être annulée par l’injection d’IL-2 ou d’APC, ce qui suggère que l’effet 

protecteur des Th2 peut passer par la consommation des cytokines dans le milieu et la modulation des APC. 

Les Th2 peuvent cependant être pathogènes. Il a ainsi été démontré que les animaux STAT4-/- ont un 

compartiment Th1 limité et que ce sont les Th2 qui prennent alors la place laissée libre (Nikolic et al., 2000). 

Si pour les animaux ayant reçu des splénocytes issus de souris STAT4-/- le déclenchement et la mortalité 

associés à la GVHD sont plus tardifs, les animaux développent une GVHD cutanée, digestive et hépatique 

sévère, indiquant que les Th2 sont pathogènes. Il a également été démontré que les Th2 coopèrent avec les 

Th17 pour induire les dommages pulmonaires associés à la GVHD, les cytokines de type Th2 étant en 

particulier responsables de la fibrose pulmonaire (Gowdy et al., 2012). 

Il existe par ailleurs une population de CD8 naturellement régulateurs, dont la survie et les capacités 

suppressives contre la GVHD sont dirigées par Bim (Agle et al., 2018). Ces cellules émergent spontanément 

dans la GVHD et sont capables de moduler la gravité de la pathologie (Beres et al., 2012). De façon 

intéressante, il semble que les CD8 tTregs du donneur sont également capables de protéger l’hôte murin de 

la GVHD. Cependant, à l’inverse de leur équivalent CD4, il semble que les CD8 tTregs n’affaiblissent pas la 
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réponse GVL (Zheng et al., 2013). Les meilleurs résultats de régulation de la GVHD tout en conservant une 

GVL très efficace sont obtenus par le transfert adoptif d’un mélange des CD4 iTregs et CD8 pTregs (Heinrichs 

et al., 2016). Chez l’Homme, les CD8 pTregs ne sont pas présents chez les patients car ces cellules sont 

détruites par la cyclosporine qui est l’un des traitements de première intention pour la prise en charge de la 

GVHD aiguë (Robb et al., 2012). La prudence dans l’utilisation de ces cellules est toutefois de mise, car 

l’expression de foxp3 par les CD8 pTregs est également instable et ces cellules finissent par devenir des CD8 

pathogènes au bout de trois semaines et sont moins sensibles que les CD4 à la stabilisation de leur 

phénotype régulateur par le cocktail rapamycine/IL-2 (Zhang et al., 2013). 

g) Les cellules dendritiques plasmacytoïdes 

 

L’implication des cellules dendritiques plasmacytoïdes matures dans le cadre de la GVHD est un sujet 

assez bien étudié dans. À nouveau, leur rôle dans ce contexte est ambivalent et plusieurs études ont pu ainsi 

démontrer que les pDC CMH-II+/+ peuvent agir comme des cellules présentatrices d’antigènes capables 

d’induire une GVHD chez des animaux CMH-II-/-, naturellement résistants à la pathologie. Ces pDC sont 

capables d’orienter spécifiquement la réponse T CD4+ dans la voie Th17 et d’activer les CD8 ce qui contribue 

à la pathologie (Koyama et al., 2009; Yu et al., 2010). Cela requiert la présentation de l’alloantigène par les 

pDC de façon dépendante ou non de l’activation par le TLR7. Cet effet est directement lié au 

conditionnement dans la mesure où l’irradiation seule augmente l’expression membranaire des CMH-II et 

est requise pour que les pDC acquièrent une fonction d’APC efficaces dans la GVHD. Chez les patients 

présentant un stade clinique de GVHD, il a été retrouvé dans la peau et le tractus digestif davantage de pDC 

et de Th17, ce qui est corrélé avec le stade clinique des patients. Ceci peut être en lien avec la capacité des 

pDC à induire une telle orientation T, mais n’est pas directement démontré (Bossard et al., 2012; Malard et 

al.). Il a cependant été démontré que les pDC sont capables de migrer à la lamina propria grâce à leur 

expression de CCR9 et, guidées par CCL25, sont capables d’atténuer la GVHD digestive (Hadeiba et al., 2008). 

Cette protection passe en particulier par l’induction de Tregs et la suppression directe des CD4 allogéniques.  

Si les pDC du receveur sont virtuellement inexistantes après un traitement par irradiation, les pDC du 

donneur sont reconnues comme des cellules immunorégulatrices dans de nombreux modèles de GVHD. Il a 

ainsi été démontré qu’une quantité importante de pDC dans le greffon ainsi que dans le sang des patients 

greffés 3 mois après la transplantation corrèle avec un meilleur pronostic pour le patient (Mohty et al., 2005). 

Ceci est certainement à mettre en lien avec leur production d’IDO induite par l’IFNγ des T activés capables 

par la suite de modifier l’équilibre Treg/Teff chez l’animal (Lu et al., 2012). De façon très importante, loin 

d’empêcher la réponse GVL, le transfert de pDC deux semaines après la greffe augmente la réponse GVL de 

manière significative. L’équipe de Waller a ainsi démontré qu’il est possible d’améliorer la réponse GVL chez 

des animaux recevant une moelle osseuse enrichie en pDC (Darlak et al., 2013). Cet effet, dépendant de l’IL-
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12p40, passe par la division des CD8, sans pour autant augmenter la GVHD. Au-delà de la période proche de 

la la greffe, les pDC se sont révélées compétentes pour moduler la survenue et la sévérité de la GVHD. Ainsi, 

l’utilisation du peptide intestinal vasoactif est capable de diminuer la GVHD du fait qu’il augmente 

l’activation des T dans la voie Th1 qui produisent de l’IFNγ ce qui en retour induit la production d’IDO par les 

pDC (Li et al., 2016). Par ailleurs, une chimérisation précoce des pDC, rapidement remplacées par le 

compartiment des pDC du donneur est associée à une GVHD chronique plus faible (Clark et al., 2003). En 

effet, la circulation de pDC issues du donneur induit des Th2 plutôt associés à la régulation de la GVHD 

(Arpinati et al., 2000). Dans un travail assez récent, il a été démontré que les pDC CCR9+ de la moelle osseuse 

sont effectivement protectrices chez des animaux présentant une GVHD. En revanche, les pDC mobilisées 

par G-CSF ont davantage un comportement d’APC qui va augmenter la sévérité de la pathologie (Hassan et 

al., 2016). Ce travail est en accord avec le travail de Banovic, qui a démontré que la déplétion des pDCs issues 

d’un greffon de moelle osseuse aggrave la maladie, ce qui n’est pas le cas en supprimant les pDC d’un greffon 

d’origine splénique (Banovic et al., 2009). La protection offerte dans ce contexte par les cellules d’origine 

médullaire, probablement immatures, peut ainsi laisser supposer que cette propriété régulatrice peut être 

acquise dans le contexte inflammatoire qu’est la GVHD. Il paraît essentiel de tester si les mêmes cellules 

médullaires issues d’animaux parfaitement sains sont capables d’induire le même type de régulation. Ceci 

permettrait en particulier de savoir si les capacités protectrices des pDC médullaires dans ce modèle sont 

une propriété liée à leur stade de maturation ou si elle est acquise en contexte inflammatoire. La même 

équipe démontre également que la GVHD est elle-même capable d’empêcher la maturation des pDC ce qui 

entraîne une maladie plus agressive. De façon intéressante, il a été proposé d’induire l’augmentation du 

nombre de pDC du donneur par le traitement avec du Flt3L mais cela ne change pas la GVHD issue du 

transfert de cette moelle osseuse (Blazar et al., 2001). En revanche le traitement des receveurs après greffe 

avec cette cytokine accélère la mortalité liée à la GVHD, probablement par l’induction de cDC présentatrices 

d’allo-antigènes. Cependant, l’administration de Flt3-L au receveur avant la greffe atténue la GVHD en 

augmentant les CD8 de l’hôte et en diminuant en particulier l’expansion et l’activation des T du donneur 

rapidement après greffe (Teshima et al., 2002a). Les disparités entre les rôles des pDC pourraient ainsi être 

expliquées par leur origine, leur nombre mais également par le type et la sévérité du conditionnement qu’ont 

eu à subir ces cellules. 

Par ailleurs, l’équipe d’Ildstad a décrit une population de cellules CD8+B220+TCR-, dénommées les 

cellules facilitatrices (facilitating cells, FC), capables d’améliorer la prise de greffe dans un contexte de greffe 

allogénique des cellules hématopoïétiques mais qui limite la GVHD (Kaufman et al., 1994). Ces cellules seront 

plus tard retrouvées chez l’Homme (Huang et al., 2016). Cette population cellulaire est hétérogène, mais la 

composante principale des FC est une population de pDC (plus de 80%) qui est nécessaire mais non suffisante 

pour permettre la promotion de la prise de greffe (Fugier-Vivier et al., 2005). Il est intéressant de noter que 
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ces pDC sont capables de produire tout le spectre des cytokines caractéristiques des pDC après stimulation 

CpG, y compris de l’IL-6, de l’IFNα et du TNFα. Le mécanisme d’action des FC n’est pas parfaitement clair, 

mais il semble qu’il passe par l’augmentation de la survie des HSC et l’induction d’un solide réseau de Tregs 

(Colson et al., 2004). La portion des cellules CD8+TCR-B220+ qui n’est pas des pDC comprend des lymphocytes 

B, des NK, des granulocytes et des monocytes. La manière dont les interactions de ces cellules avec les pDCs 

leur donne leur fonction facilitatrice n’est pas pleinement élucidée à l’heure actuelle.  

iii) La GVH chronique 

 

 Si la GVHD persiste au-delà de 100 jours, elle est alors probablement en phase chronique (cGVHD). 

La cGVHD est beaucoup plus mortelle que son équivalent aigu (plus de 70% de décès au bout d’un an). Le 

déclenchement de la cGVHD peut survenir avant 3 mois après greffe, de même une GVHD de type aigu peut 

se déclencher après ce délai, il est donc essentiel de caractériser la pathologie chronique par des critères 

cliniques et non temporels. La cGVHD se caractérise par une attaque d’un nombre important d’organes qui 

ne sont traditionnellement pas touchés par l’aGVHD, tels que les muscles, et la pathologie ressemble 

davantage à une maladie auto-immune (Graze and Gale, 1979). De plus, il est possible que la cGVHD et 

l’aGVHD coexistent créant un syndrome de recouvrement particulièrement mortel. La cGVHD est très 

difficile à traiter et de nombreuses thérapies efficaces contre l’aGVHD ne sont d’aucun secours contre la 

forme chronique. La cGVHD est cette fois due à une prolifération non sélective des T du donneur 

nouvellement produits. Cela est une conséquence directe de la GVHD aiguë qui a induit des dommages 

importants au thymus du receveur, qui n’est alors plus capable d’éduquer les nouveaux lymphocytes T 

permettant la persistance d’un vaste répertoire de TCR aberrants, auto-immuns et allo-immuns (Wu et al., 

2013a). L’activation T liée à la forme chronique de la GVHD est telle que le risque de rechute cancéreuse est 

presque inexistant. La mortalité de la cGVHD est en revanche liée à une fibrose tissulaire massive qui 

entraine à terme une perte de fonction de certains organes ce qui, comme pour les poumons, est mortel à 

très court terme. D’un point de vue immunitaire, la cGVHD se caractérise par une perte des Tregs et donc 

une incapacité à contrôler les Th1 et les Th17 mais également les lymphocytes B (Chen et al., 2007). La fibrose 

est perpétuée par la production de TGFβ qui induit la formation de tissu cicatriciel en parallèle des 

dommages perpétrés par les T (Blazar et al., 2012). Les deux types de GVHD sont liés à un déséquilibre entre 

la face effectrice et régulatrice du système immunitaire et la prévention de la phase chronique repose sur 

une prévention efficace de la phase aiguë sans persistance de dommages tissulaires subcliniques qui 

pourraient affecter entre autre le thymus.  

iv) Différents modèles de GVHD 
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 L’étude de la GVHD chez l’Homme est ardue, en raison de la grande difficulté d’accéder aux organes 

cibles autres que la peau chez des patients qui sont par ailleurs très affaiblis. Aussi, il est absolument 

nécessaire de recourir à des modèles animaux. Comme cette pathologie est induite par l’Homme, les 

modalités de déclenchement de la maladie sont parfaitement connues et des nombreux modèles animaux 

relativement fidèles sont disponibles. 

a) Modèle in vitro : la Mixed Lymphocyte reaction (MLR) 

 

La réaction lymphocytaire mixte est un modèle cellulaire de la réponse allogénique qui met en 

présence des lymphocytes d’un donneur avec des APC allogéniques. Ce modèle permet de travailler avec 

des cellules murines ou humaines primaires mais impose toutes les réserves des modèles in vitro. Il existe 

principalement deux types de MLR : à une voie ou à deux voies. Elles sont ainsi définies au regard des types 

de cellules pouvant proliférer une seule dans la MLR à une voie (T vs APC) ou les deux dans la MLR à deux 

voies (PBMC vs PBMC). La prolifération dure en général 5 à 6 jours et est évaluée à l’aide de traceur 

fluorescent (cell trace violet, CFSE) ou à l’aide d’un marqueur de la synthèse d’ADN (BrdU, thymidine tritiée).  

Ce modèle est un test fonctionnel qui permet d’étudier avec beaucoup de précision l’augmentation 

ou l’inhibition de la prolifération de différentes populations de lymphocytes T. Il permet dans une certaine 

mesure de prédire de quelle manière un composé ou un type cellulaire va affecter la population testée. La 

MLR est en particulier très utilisée pour les tests pharmacologiques ou pour tester le matériel chirurgical par 

exemple et est un pré requis essentiel pour l’autorisation de mise sur le marché d’un certain nombre de 

médicaments. La possibilité d’utiliser des cellules humaines primaires issues d’un simple prélèvement 

sanguin permet les études prospectives chez l’Homme et le travail avec des populations cellulaires 

pathologiques issues de patients présentant des afflictions immunologiques pour lesquelles les modèles 

animaux sont encore très perfectibles comme le lupus.   

S’il a le mérite de permettre l’étude de certains mécanismes, ce modèle n’est toutefois pas un 

candidat idéal pour l’étude de pathologies complexes comme la GVHD. En effet, dans le cas de cette 

pathologie, plusieurs étapes se succèdent et se chevauchent en faisant intervenir de nombreux acteurs 

cellulaires y compris non hématopoïétiques issus de plusieurs organes qui instaurent un dialogue 

immunitaire. Du fait du côté relativement systémique de la GVHD, la MLR est à considérer comme une 

représentation extrêmement simple (voire simpliste) de la réponse allogénique figée dans le temps et dans 

l’espace. Les capacités pathologiques ou protectrices de certaines cellules peuvent en particulier requérir 

l’environnement complet de la GVHD pour acquérir leur phénotype définitif et donc présenter des 

phénotypes divergents in vitro et in vivo. Par ailleurs, le rapport utile des cellules est souvent choisi pour 
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maximiser la réponse obtenue et ne reflète pas les conditions physiologiques. Chaque hypothèse posée par 

le biais d’une MLR requiert donc sa confirmation in vivo dans un modèle animal.  

b) Modèle in vivo murin 

 

Les modèles murins de la GVHD sont variés de sorte de représenter la diversité des pathologies 

présentes chez l’Homme. Étant donné l’existence de deux stades bien définis de la maladie, il existe des 

modèles spécifiques pour la phase aiguë et pour la phase chronique. Les seconds ne seront pas discutés ici, 

le travail de thèse s’étant concentré sur le stade aigu de la GVHD.  

Les modèles murins de la GVHD nécessitent, comme pour l’Homme, une irradiation létale (plus 

rarement un traitement myéloablatif chimique du fait de son coût élevé) et le transfert d’aHSC. Comme les 

animaux de laboratoire n’ont presque pas de passé immunitaire, en particulier viral, le répertoire alloréactif 

est plus faible que chez l’humain (environ le tiers), et le seul transfert de moelle osseuse ne suffit pas à 

déclencher une GVHD dans un modèle murin. Aussi, au moment de la greffe, il faut compenser cela et 

plusieurs choix sont possibles : 

-Soit le transfert de la moelle osseuse sans son compartiment lymphocytaire qui est par la suite 

complété en T CD4+ et/ou CD8 issus de la rate. Ceci permet d’obtenir des conditions de GVHD parfaitement 

contrôlées et dont les proportions relatives peuvent être modifiées pour favoriser un aspect de la pathologie 

plutôt qu’un autre. Il est cependant assez peu physiologique et perd l’implication de certaines populations 

présentes dans la moelle osseuse. 

-Soit le transfert de moelle osseuse totale en parallèle d’un transfert de T total ou de CD4+ issus de 

la rate. Ce type de transfert permet de se rapprocher au plus près des conditions physiologiques car il 

conserve à la fois les proportions et la diversité des lymphocytes injectés, y compris le compartiment 

mémoire. Il présente toutefois le désavantage d’être plus variant entre les animaux et requiert donc des 

groupes plus importants.  

L’identité du donneur et du receveur jouent également un rôle prédominant. Ils sont catégorisés au 

regard du type d’alloantigènes différents (majeurs ou mineurs) et si cette différence est totale ou partielle. 

Ces modèles permettent une modulation relativement fine de la maladie qui en découle et le choix du 

modèle se fait suivant le type de mécanisme étudié.  

- Les modèles dits en allo-réactivité complète (full mismatch) font référence à un contexte où le 

receveur et le donneur sont différents pour leurs allèles du CMH-I, du CMH-II, ou plus souvent les deux en 

même temps. Dans ce modèle, les antigènes mineurs sont souvent également différents mais la réaction 

immunitaire que cela va susciter sera éclipsée par celle contre les antigènes majeurs, beaucoup plus forte. 
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Le modèle le plus courant dans cette catégorie est le transfert de cellules de C57bl/6 (H2b) à des receveurs 

Balb/c (H2d) ou inversement. La GVHD qui résulte de ce transfert est dépendante des CD4+ en premier lieu, 

les CD8 pouvant ajouter un niveau de pathologie supplémentaire. Du fait de la dépendance aux CD4+, ces 

systèmes sont caractérisés par une tempête cytokinique particulièrement violente qui induit des dommages 

tissulaires sans interaction spécifique avec le CMH au niveau des épithélia (Teshima et al., 2002b). Cela 

s’accompagne d’une mortalité très importante chez les animaux (espérance de vie des animaux ≈20 jours) 

qui peut toutefois être limitée par la réduction du nombre et le type de lymphocytes injectés. Ces modèles 

de GVHD aiguë en allo-réactivité complète sont particulièrement utiles pour étudier un traitement dont 

l’effet attendu, en particulier sur la survie, est radical (par exemple l’ajout de Tregs ou la suppression d’une 

population entière comme les DC) ou si le sujet d’étude est la tempête cytokinique et sa régulation.  

-Les modèles d’allo-réactivité partielle font toujours référence à une discordance sur des antigènes 

majeurs mais seule une partie du receveur est différente du donneur. Ces modèles reposent le plus souvent 

sur des modèles de transfert de moelle dit de parent à descendant, comme c’est assez souvent le cas chez 

l’Homme, par exemple le modèle C57BL/6 (H2b) B6C3F1 (H2b/k). Ce type de modèle est caractérisé par une 

tempête cytokinique plus douce et repose sur une participation plus équilibrée des CD4+ et des CD8+ ce qui 

se traduit par une pathologie moins fulgurante et relativement moins mortelle que pour l’allo-réactivité 

complète (espérance de vie des animaux ≈40-50 jours) (Puliaev et al., 2005). Par ailleurs, la présentation des 

antigènes par les APC de l’hôte et l’induction de CTL est impérative pour le déclenchement de cette GVHD 

qui est donc beaucoup plus proche du contexte physiopathologique humain. La maladie reste néanmoins 

mortelle pour 40 à 100% des animaux suivant les conditions d’induction. Ce type de modèle est utilisé pour 

l’étude de l’implication de populations ayant un rôle plus minoritaire que les T, comme les NK, ou encore la 

régulation de la GVHD dans un contexte physiopathologique proche de l’Homme. Du fait de sa ressemblance 

avec la pathologie humaine nous avons choisi de baser notre étude sur ce type de modèle. 

-L’induction de GVHD par l’inadéquation d’antigènes mineurs (miHA) est induite chez des animaux 

identiques sur les critères du CMH-I et –II mais sont différents sur un ou plusieurs antigènes mineurs comme 

l’antigène H-Y codé par le chromosome Y des mâles. Dans ce modèle les APC de l’hôte et du donneur sont 

toutes les deux capables d’induire l’activation des T CD4+ du donneur puis secondairement des CD8+et donc 

de déclencher la maladie (Anderson et al., 2005). Ce type de modèle est moins morbide que ceux dépendant 

des antigènes majeurs, il permet une longue espérance de vie pour les animaux en protocole et est le plus 

proche de l’Homme. Toutefois, le type et le nombre d’antigènes mineurs choisis influencent le type de 

pathologie et la dépendance aux T qui résultent de cette discordance. Ce modèle présente le désavantage 

d’être assez souvent subclinique pour certains types de manifestations de la maladie chez la souris bien que 

des mécanismes cellulaires allo-réactifs soient effectivement à l’œuvre, ce qui rend difficile les études de 
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régulation de la GVHD ou de survie. Toutefois, il permet une étude fine des mécanismes immunologiques 

moléculaires et cellulaires mis en œuvre dans la GVHD, toute proportion gardée avec la maladie humaine. 

-Du fait de son caractère allogénique, la GVHD est une pathologie dont le pendant xénogénique 

(xGVHD) est non seulement bien caractérisé mais est également relativement « facile » à mettre en place. 

Dans ce type de modèle, la maladie est induite par des lymphocytes T humains tirés de donneurs sains ou 

de patients. Il requiert donc des animaux lourdement immunosupprimés afin d’éviter le rejet de greffe par 

l’animal, la réponse aux xénogreffes étant plus forte que pour les allogreffes. Le plus souvent, ce type de 

modèle passe par l’utilisation de souris NSG (NOD, Rag2-/-, IL-2Rγc-/-). Il n’est pas possible d’induire une 

xGVHD par l’injection de T humains seuls et la présence d’APC humaines capables de présenter les antigènes 

murins est insdispensable du fait que les CMH sont des molécules restreintes entre espèces. L’injection de 

PBMC humains aux NSG permet une bonne prise de greffe et un syndrome de type GVHD aiguë 20 à 50 jours 

plus tard. Celui-ci se manifeste par l’infiltration et l’activation des T humains au niveau des organes de la 

souris qui sont traditionnellement la cible des l’aGVHD (Howell et al., 1989). Ce type de modèles est une 

étape clef pour le passage des résultats murins aux études précliniques humaines et permet entre-autre de 

contrôler que les cellules humaines ont un comportement conforme à ce qui a été décrit chez l’animal.  

Il est important de souligner que dans chacun des modèles décrits, il est possible de transférer une 

tumeur à l’animal en parallèle de sa GVHD afin de contrôler la présence et l’intégrité de la réponse GVL. 

v) Traitement de la GVHD aiguë 

 

 La GVHD est une complication dont la morbidité empêche d’utiliser la greffe de cellules souches 

hématopoïétiques allogéniques pour le traitement de nombreuses pathologies telles que les thalassémies. 

À l’heure actuelle, le traitement de la GVHD doit permettre de concilier la suppression de l’activation 

immunitaire excessive, tout en conservant un effet GVL efficace, les deux extrêmes du spectre du 

l’immunosuppression étant mortels. La prise en charge de la GVHD repose sur le savoir-faire du clinicien 

plutôt que sur des critères systématiques solidement établis. En effet, les traitements de première intention 

vont être essayés et suivant la réponse du patient la dose sera ajustée ou la molécule changée jusqu’à 

trouver le type d’immunosuppression qui convient à un patient donné. Pendant la période d’ajustement 

thérapeutique le patient est donc à risque soit à cause du cancer et des infections opportunistes soit à cause 

d’une réponse inflammatoire délurée.  

a) Traitements conventionnels 

 

La première ligne de traitement de la GVHD aiguë est l’utilisation de fortes doses de glucocorticoïdes 

avec adjonction d’inhibiteurs de calcineurine (cyclosporine ou tacrolimus) au-delà du grade I. Les 
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glucocorticoïdes (methotrexate ou prednisone) à haute dose sont des immunosuppresseurs généraux dont 

le mode de fonctionnement a déjà été détaillé dans la partie consacrée au traitement de la SEP. Il semble 

que pour les patients qui répondent bien aux glucocorticoïdes, la moitié de la dose actuellement utilisée 

semble fournir des résultats tout aussi satisfaisants pour le traitement de la GVHD tout en limitant les risques 

d’effets secondaires comme les myopathies induites par les stéroïdes (Lee et al., 2006; Mielcarek et al., 

2015). Les cyclosporines quant à elles sont des inhibiteurs de la voie IL-2 entre autres cytokines en bloquant 

de facteur de transcription NFAT. De fait, la survie et la prolifération des lymphocytes T sont largement 

limitées par l’ajout d’inhibiteurs de calcineurines au prix d’une toxicité rénale importante (Liu et al., 1991). 

Une étude rétrospective de près de 600 patients a démontré que les glucocorticoïdes ne sont profitables 

que pour environ 44% des patients avec une amélioration notable des pathologies digestives et/ou 

hématiques et/ou cutanées (Martin et al., 1990). Pour les autres patients, ils sont généralement considérés 

réfractaires aux stéroïdes si aucune amélioration ou si une aggravation de l’aGVHD est constatée pendant 

les 5 à 14 jours du début du traitement suivant la gravité de la GVHD. De nombreux agents thérapeutiques 

ont été testés afin de faire face à cette résistance mais, jusqu’à présent, peu présentent des résultats 

convaincants sur le long terme. Actuellement l’aGVHD réfractaire est toujours associée à une survie 

médiocre avec une morbidité et une mortalité approchant les 80% (Van Lint et al., 2006). L’utilité d’un sérum 

anti lymphocytaire est assez contesté et les résultats sont fortement fluctuants d’un centre à l’autre 

(MacMillan et al., 2002). Il n’existe pas réellement de seconde ligne de traitement systématique et elle 

dépend essentiellement du type de manifestation observée, de leur sévérité et de leur persistance dans le 

temps. Dans l’ensemble, peu d’études proposent un échantillon statistique et un recul suffisant pour 

permettre de privilégier un type de traitement plutôt qu’un autre (Martin et al., 2012). À nouveau, cela 

repose sur l’expertise du centre de transplantation. Certains traitements parmi les thérapies qui ont été 

proposées se sont même révélées délétères. C’est le cas de l’utilisation d’un anti IL-2 qui promeut la 

progression de la GVHD avec une mortalité largement augmentée à 100 jours post greffe (Lee et al., 2004; 

Przepiorka et al., 2000). De la même manière, l’essai clinique de phase III d’un anticorps neutralisant le TNFα 

a été un échec cuisant en induisant une forte mortalité liée aux infections fongiques opportunistes (Couriel 

et al., 2009). De nombreux autres essais avec un anticorps neutralisant αCD52, la photophorèse 

extracorporelle, un inhibiteur de mTOR (sirolimus) ou encore un analogue des nucléotides (pentostatine), 

pour ne citer que ceux-ci, se sont révélés au mieux inefficaces et parfois toxiques. 

b) Traitements par thérapie cellulaire  

 

Du fait du besoin de thérapies souples mais efficaces contre la GVHD tant sensible que réfractaire 

aux stéroïdes, les thérapies cellulaires sont une voie de recherche de choix. L’existence d’un donneur et d’un 

receveur rend légitime de questionner l’origine des cellules qui seront utilisées. Dans le cas de cellules 
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hématopoïétiques le choix se portera presque systématiquement sur le donneur et ce pour deux raisons 

principales : d’une part le compartiment hématopoïétique de l’hôte est vicié par la présence d’un cancer et 

le risque de réimplanter l’affection maligne est souvent trop grand pour être pris. D’autre part, si une 

deuxième dose de la thérapie cellulaire est nécessaire, il est délicat d’imaginer conserver des cellules du 

receveur pendant une période aussi longue que ce soit en culture ou par la congélation. Par ailleurs, le 

nouveau système immunitaire du patient étant celui du donneur, il est inutile de prendre le risque de voir la 

thérapie cellulaire rejetée par l’allo-réactivité. Dans le cas de cellules non immunitaires en revanche, il est 

possible d’utiliser des cellules issues du receveur du fait de leur relatif échappement à la réponse 

immunitaire. Comme dans le cas de l’EAE, seule les thérapies cellulaires ayant pour but de moduler l’activité 

du système immunitaire seront considérées, celles dont le but est la régénération d’organe ne seront pas 

abordées. 

Dans l’ensemble, les thérapies cellulaires en phases d’essais cliniques dans le cadre de la GVHD sont 

utilisées soit en compléments de traitements déjà reconnus pour leur efficacité comme les glucocorticoïdes, 

soit seules dans le cadre de la GVHD réfractaire. Fortes de leur efficacité dans d’autres modèles, les MSC ont 

été l’une des premières thérapies cellulaires proposées pour faire face à la GVHD parfois avant même que 

les études précliniques ne soient finies. Les résultats des thérapies cellulaires à base de MSC sont contrastés 

et certains ont pu noter une amélioration notable de la pathologie et de la survie à la fois dans le cadre de 

la GVHD répondeuse (Le Blanc et al., 2004) mais également dans le cadre de la GVHD réfractaire y compris 

à des grades élevés (Ball et al., 2013; Ringdén et al., 2006). Par ailleurs, l’énorme avantage des thérapies à 

base de MSC est la faible toxicité associée à ces cellules du fait de la robustesse de leur phénotype régulateur 

et de leur capacité d’évasion de la reconnaissance par les T allogéniques (Le Blanc et al., 2003). Il semble que 

le mode d’action des MSC dans l’aGVHD repose sur une relative séquestration des lymphocytes T pathogènes 

au niveau des organes lymphoïdes secondaires qui le empêche d’induire des dommages aux organes cibles 

de façon dépendante de l’IL-10 et de l’IFNγ (Min et al., 2007). Cependant, toutes les études ne sont pas aussi 

positives démontrant parfois que les MSC ne sont pas capables de prévenir ou de traiter l’aGVHD (Badillo et 

al., 2008; Zinöcker et al., 2012). Plusieurs facteurs pourraient expliquer ces différences, en particulier des 

méthodes d’isolement des MSC variables d’un groupe à un autre, ou encore l’origine des MSC (moelle 

osseuse ou tissus adipeux) ou encore le temps et la dose de MSC injectée. Par ailleurs, comme les MSC ne 

sont pas immunitaires, elles sont le plus souvent prélevées sur le patient directement et pourraient être 

rejetées par le système immunitaire du donneur. Actuellement, l’utilisation de MSC comme traitement 

prophylactique de la GVHD est à l’étude. De nouveaux essais cliniques standardisés de grande ampleur sont 

parvenus à démontrer l’efficacité (83% de réponse) et la sûreté du traitement des l’aGVHD réfractaire par 

les MSC chez les adultes et les enfants avec un risque de rechute lié au cancer de seulement 2% (Bader et 
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al., 2018). Il est donc possible de voir le traitement par MSC se généraliser pour le traitement de l’aGVHD 

réfractaire d’ici quelques années. 

Les Tregs sont également une voie de thérapie cellulaire qui a été proposée assez tôt pour le 

traitement de la GVHD. Compte tenu de la difficulté à les identifier, les pTregs n’ont pas été utilisés dans le 

cadre d’essais pour le traitement de la GVHD et seuls les tTregs ont fait l’objet de tests. Les études 

précliniques ont ainsi mis en évidence que l’activité des Tregs sur la GVHD n’est réellement bénéfique qu’à 

de très fortes quantités (ratio 1 :1 avec les T helpers) et ces cellules requièrent donc d’être multipliées ex 

vivo (Hoffmann et al., 2002). L’isolement et la multiplication de Tregs humains fonctionnels à partir de sang 

périphérique et de sang de cordon furent démontrées dès 2011 (Hippen et al., 2011). Le premier essai 

clinique utilisant des CD4+CD25+CD127- issus de sang périphérique obtint des résultats mitigés bien qu’une 

phase transitoire de réduction des symptômes ait pu être observée chez les patients (Trzonkowski et al., 

2009). Un autre essai fut démarré peu de temps après en utilisant cette fois différentes doses de Tregs isolés 

à partir de sang de cordon réputé plus fortement régulateur (Brunstein et al., 2011). Si sur les 23 patients, la 

réduction de la GVHD observée était modeste, aucun effet toxique n’a été relevé. La même année, un autre 

essai clinique propose cette fois d’injecter des Tregs syngéniques 4 jours avant la greffe sans 

immunosuppression autre (Di Ianni et al., 2011). Seulement 2 des 26 patients ont développé une GVHD, 13 

décèderont dans les trois mois qui suivront l’injection de Tregs. Leur décès est imputable à d’autres causes 

incluant des infections opportunistes et la repousse tumorale. Si les tTregs totaux semblent donc peu 

indiqués pour le traitement de la GVHD, l’expansion de Tregs spécifiques d’allo-antigènes semble être une 

stratégie thérapeutique beaucoup plus prometteuse et pourrait limiter les risques d’immunosuppression 

généralisée. Certains essais cliniques de phase I et II ont débuté (NCT02474199 et NCT02188719).  

La combinaison de Tregs avec les MSC pour le traitement de la GVHD aiguë s’avère efficace pour 

réguler la pathologie dans un modèle murin (Lim et al., 2014). Cette régulation passe par la suppression des  

Th1 et des Th2 mais également par une expansion plus rapide des Th2 et des Tregs. Une compréhension plus 

globale des mécanismes mis en œuvre dans cette régulation est nécessaire avant de pouvoir envisager un 

essai de ce type chez l’Homme.  

Les MDSC ont également été utilisés comme population candidate pour la régulation de la GVHD car 

leur capacité à rendre tolérant un animal face à une greffe solide allogénique avait été déjà bien décrite 

(Garcia et al., 2010; Zhang et al., 2008). Dans des modèles murins, les MDSC sont capables de réguler la 

GVHD aiguë en réorientant la différenciation T vers un profil Th2 et leur suppression dégrade l’état clinique 

des animaux (Wang et al., 2013). Les MDSC dérivés de la moelle osseuse du donneur sont d’autant plus 

capables d’inhiber l’aGVHD qu’ils sont prétraités à l’IL-13 qui augmente leur expression de l’arginase I 

(Highfill et al., 2010). L’administration d’arginase I péguylée seule reproduit ces résultats. Il est également 

possible d’augmenter les capacités de suppression de la GVHD par les MDSC en prétraitant le receveur avec 
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du CpG avant la greffe (Morecki et al., 2008). Chez ces animaux, les niveaux d’IL-10 et d’IFNγ sériques sont 

augmentés et les T présentent des capacités mitotiques plus faibles. Cependant, d’autres équipes 

nuanceront ces résultats en démontrant qu’il faut en partie supprimer le compartiment T activé pour 

permettre une induction de tolérance face à la greffe par les MDSC (Morita et al., 2014). Une autre équipe 

démontrera que les MDSC n’ont même aucune activité suppressive in vivo dans un modèle murin en raison 

de l’effet de l’inflammasome associé à la GVHD (Koehn et al., 2015). Le transfert adoptif de ces cellules 

n’apporte pas non plus d’avantage pour la survie des animaux. Ce travail est publié par l’équipe de Bruce 

Blazar qui avait pourtant déjà démontré un effet inverse ; ce qui démontre donc des variations inhérentes 

aux cellules qui pourraient s’avérer problématiques pour un éventuel essai clinique chez l’Homme. Par 

ailleurs, les MDSC émergeant en condition cancéreuse, il serait probablement trop risqué d’utiliser ces 

cellules dans le cadre d’une GVHD humaine où l’effet GVL doit absolument être maintenu.  

En parallèle des T, plusieurs essais cliniques se sont penchés sur la manipulation des DC in vivo à l’aide 

de composés pharmaceutiques ; aucun ne propose actuellement le transfert adoptif de tolDC ou de pDC 

pour limiter la GVHD. L’injection d’inhibiteur de NF-κB ou du protéasome par exemple vise l’induction de 

tolDC in vivo mais ne peut donc pas légitimement être rangée dans la catégorie des thérapies cellulaires. Les 

DC peuvent en revanche être utilisées comme une technique vaccinale pour la prévention de la repousse 

tumorale (Pyzer et al., 2014).  
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III/Problématique et objectifs de l’étude 

1) Problématique 
 

Le but de cette étude est de caractériser une population de précurseurs de cellules dendritiques 

plasmacytoïdes activées par un signal inné et leur rôle protecteur potentiel contre deux types de pathologies : la 

première auto-immune (l’EAE) et la seconde allogénique (l’aGVHD).  

2) Comparaison des deux modèles d’étude 
 

Nous avons identifié une nouvelle population de cellules caractérisées par le phénotype c-Kit+Sca-

1+B220intPDCA-1+IgM- émergeant dans la moelle osseuse des souris C57BL/6 après activation par du CpG. Nous 

avons proposé d’étudier la possibilité de réguler l’EAE, un modèle murin de sclérose en plaques et de définir les 

modalités de cette protection (article 1). 

Dans un second temps nous nous sommes demandés si les cellules c-Kit+Sca-1+B220intPDCA-1+IgM- sont 

également douées de capacités régulatrices dans un modèle murin de GVHD aiguë. Nous nous sommes attachés 

à définir une fenêtre thérapeutique pour ces cellules. Après suivi de leur migration et la définition phénotypique 

et fonctionnelle de leur descendance, nous avons caractérisé les effets sur le receveur (page 163 à 183). 

3) Démarche expérimentale 
 

 Il sera tout d’abord nécessaire de caractériser finement la population définie par le phénotype c-Kit+Sca-

1+B220intPDCA-1+IgM-. Par la suite, pour l’une ou l’autre des pathologies, la démarche sera similaire : 

1) Définir le ou les sites de migration de la population de précurseurs. 

2) Définir le phénotype de la descendance des précurseurs injectés in vivo. 

3) Étudier les effets sur la population pathogène in situ et proposer des candidats moléculaires requis 

pour la régulation. 

4) Vérifier la nécessité et/ou l’implication des candidats. 

 

Collaboration à d’autres articles scientifiques 

  Notre laboratoire a défini une population de progéniteurs de lymphocytes B activés par le CpG (CpG-proB) 

qui émergent en même temps que les CpG-pre-pDC et qui sont capables de protéger des animaux dans le cadre 

de l’EAE. Le transfert adoptif de 60 000 de ces cellules conduit à la rétention des T encéphalitogènes à la 

périphérie par le biais du couple CCR7/CCL19. Par ailleurs, l’infiltration des CpG-proB au niveau de la moelle 

épinière est capable, par le biais de sa production d’IL-10 de diminuer la production de cytokines pathogènes et 

d’induire des Tregs. Leur effet protecteur dépend à la fois de l’IL-10 et de l’IFNγ (article 2, en annexe) 
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Abstract  

Innate signals sensed by hematopoietic progenitors in their early education within the bone marrow (BM) 

may prime them for either pro-inflammatory or immunoregulatory functions. We herein demonstrate that 

activation via Toll-like receptor-9, either in vivo or in vitro, confers to BM plasmacytoid dendritic cell (pDC) 

precursors (CpG-pre-pDCs), unlike non-activated pDC precursors, the capacity to protect stably against 

experimental autoimmune encephalomyelitis when adoptively transferred at all disease stages. CpG-pre-

pDCs migrated to the inflamed spinal cord where they differentiated into more mature pDCs that produced 

the anti-inflammatory cytokines TGF-β and IL-27 acting sequentially for protection against disease. These 

results reveal that early innate activation of pDC precursors within the BM confers therapeutic properties 

onto their mature pDC progeny that are based on their capacity to effectively control tissue-specific 

autoimmunity without reverting to a pro-inflammatory profile. They further open promising perspectives 

for cell therapy of autoimmune diseases with innate activated precursor cells.  

 

Key words: Immune therapy/ Cell therapy/ peripheral tolerance/ plasmacytoid dendritic cells/ precursors 
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Introduction 

Emergency or adaptive hematopoiesis has been described as a key response to infections or injury.  

Indeed, hematopoietic progenitors are not only confined to the bone marrow (BM) to replenish the immune 

system by differentiation but can sense pathogens and danger signals1 and travel to injured or inflammatory 

tissues2. This enables them to interact with the ongoing immune response. Thus, we have shown that G-CSF, 

a response factor to infections, mobilizes multipotent progenitors from the bone marrow to the spleen, a 

process along which MPP2 progenitors acquire the capacity to enhance the expansion of functional Tregs 

and thereby, upon adoptive transfer, protect against type 1 diabetes onset in Non Obese Diabetic (NOD) 

mice3. Askenase et al. showed that gastrointestinal infection can prime monocyte precursors during 

development within the BM for regulatory function4. We further showed that activation with the TLR-9 

agonist CpG of B-cell committed progenitors, at the pro-B cell stage (CpG-proBs), enabled them to control 

effector T cells and to provide protection even at late stages of spontaneous T1D in NOD mice5 as well as 

against ongoing experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), the murine model of multiple sclerosis 

(MS), at the onset of clinical signs6.  CpG-proBs have the capacity to migrate to the immune reaction site and 

target tissues, where they differentiate into diverse mature Breg subsets that act locally at the immune 

response site6. Altogether, these observations suggested that early education of hematopoietic progenitors 

within the bone marrow may be essential to imprint regulatory functions that enable them to control 

immune responses in the periphery.  

Optimal treatments for autoimmune conditions require efficacy when symptoms are detected, i.e. at the 

effector phase of disease. Cell therapy with Tregs is not efficient at the effector phase of EAE as Tregs tend 

to lose their immunosuppressive properties in an inflammatory environment7. Indeed, the timing and stimuli 

sensed by immune cells affect their capacity to restore tolerance or instead contribute to disease severity. 

Such versatility has been reported for plasmacytoid dendritic cells (pDCs).  In MS patients, pDCs accumulate 

in the central nervous system (CNS) and the cerebrospinal fluid8. In the peripheral blood, although pDCs 

remain stable in numbers, they display a dysfunctional phenotype, with particularly low levels of co-

stimulatory molecules CD80 and CD86 relative to that expressed in pDCs from healthy donors. Even after 

activation with IL-3 and CD40L in vitro, pDCs from MS patients fail to mature further9 and to produce IFN-α 

in response to stimulation by the TLR-9 ligand, the oligonucleotide CpG. Interestingly, the recovery of pDC 

functions correlates with clinical improvement in MS patients treated with glatiramer acetate, suggesting a 

regulatory role of pDCs in humans. 

In mice, CNS pDCs, although far less efficient than mDCs, are able to present autoantigen and to induce a 

CD4+ T-cell response, mostly Th1 and Th17-oriented and thereby exert pathogenic influence10. As a result, 

pDC depletion before EAE induction is clinically beneficial 11. It induces a significant reduction of circulating 

IFN-α and a reduced frequency of peripheral Th17 cells, effects that are only partially reproduced by type I 
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IFN neutralization in pDC-replete animals12. These results suggested that pDCs are required for EAE initiation, 

via their IFN-I production. Conversely, pDC depletion one week after immunization results in aggravation of 

EAE, suggesting that pDCs adopt a regulatory function once disease has started. They inhibit CNS pro-

inflammatory myeloid DCs and thereby reduce pathogenic CNS Th17 differentiation10. Moreover, after EAE 

induction, pDCs establish MHC-II dependent myelin-Ag specific contacts with CD4+ T-cells in lymph nodes 

that promote selective expansion of myelin antigen specific regulatory T cells13. The remarkable capacity of 

pDCs to reduce EAE when adoptively transferred at the effector phase of the disease and establish an 

inhibitory feedback loop between regulatory pDCs and Tregs was shown to strictly depend on their pre-

loading with myelin antigen14. Conversely, simple activation with CpG, although enhancing MHC-II 

expression, did not confer to pDCs a protective function against EAE14. 

Cell-therapy with pDCs in order to foster tolerance in EAE and MS remains an attractive option that has 

prompted a variety of studies based on pDCs isolated either from the spleen at a mature stage or from the 

BM. Although the latter have been named precursors, they have been exposed for several days to growth 

and differentiation factors such as GM-CSF or Flt3-L for expansion and therefore differ from genuine early 

pDC precursors from the BM. So-called immature spleen and BM pDCs were so far defined on a functional 

basis, in relation with their low co-stimulatory and MHC II molecules expression. Therefore, whether immune 

regulatory function can be stably imprinted at the early BM precursor stage in the pDC lineage onwards 

remains unknown so far.  

We herein investigated whether early education of pDCs with TLR agonists during development, at the stage 

of pDC precursors prior to bone marrow egress, may determine whether they will exert pro-inflammatory 

or immunoregulatory functions. 

We show that activation with CpG, either in vivo or in vitro, confers to BM pDC precursors a highly stable 

capacity to protect against EAE when adoptively transferred at all disease stages, initiation, onset of clinical 

signs and peak of the disease whereas control non-activated pDC precursors were not protective. CpG-pre-

pDCs migrate selectively to the inflamed spinal cord where they differentiate into more mature pDCs that 

produce the anti-inflammatory cytokines TGF-β and IL-27, acting sequentially for protection against disease. 

They reduce the production of the main pro-encephalitogenic cytokines GM-CSF, IL-17 and IFN-ϒ by spinal 

cord infiltrated CD4+ T-cells and switch them in turn to the production of anti-inflammatory TGF-β and IL-27. 

These results reveal that early innate activation of pDC precursors within the BM confers to this lineage the 

capacity to effectively control tissue-specific immunity. Whether equivalent therapeutic human pDC 

precursors can be produced and contribute to protect against MS, either on their own or in the context of 

autologous HSCT, might be worth investigating. 
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RESULTS 

MyD88-dependent emergence of DC precursors in bone marrow after CpG activation: isolation, 

phenotypic and functional characterization. Incubation of a BM cell suspension with CpG-B 10 µg/ml during 

18h led to the accumulation of hematopoietic progenitors that were first enriched by c-kit positive magnetic 

selection. Further staining allowed the isolation by FACS-cell sorting of a fraction expressing the phenotype 

c-kit+ Sca-1+ B220+ PDCA-1+ (Figure 1a), with a plasmacytoid morphology (Figure 1b). This PDCA-1+ cell 

population was negative for B lineage markers such as CD19, IgM, CD127 (IL-7Rα) as well as for the myeloid 

lineage marker CD11b but stained CD11clowSiglec-H+Gr-1+ CD115+ (M-CSFR+) (Figure 1a), suggesting a 

plasmacytoid dendritic cell progenitor more probably derived from the M-CSFR+ common dendritic 

precursor (CDP)15 rather than from the M-CSFR-IL-7Rα- pDC oriented precursor or the recently described 

common lymphoid progenitor (CLP)-derived IL-7Rα+ Ly6D+  Siglec-H+ pDC precursor subset16, 17. Engagement 

of the cell-sorted progenitor population into the pDC lineage was further confirmed by its high nuclear 

expression of the basic helix-loop-helix transcription factor E2-2 (also known as TCF4) which is essential for 

the development of pDCs18 at level similar to that in mature splenic pDCs (Figure 1c). They also expressed 

high levels of the nuclear transcription factor PU.1, active in early lympho-myeloid development and 

reported to be expressed by pDC precursors19 for which splenic mature pDCs were instead PU.1low/-, as 

reported20. Mature CD19+ B220+ splenic B cells served as E2-2- PU.1+/low control population (Figure 1c). 

Activation with CpG for 18h in the BM only slightly enhanced the level of expression of both E2-2 and PU.1 

in the sorted population. Upon differentiation in vitro with IL-3 and Flt3L during 9 days21, the cells from the 

selected fraction adopted a more mature pDC phenotype (Figure 1d), losing most of their c-kit expression 

but acquiring high expression of the co-stimulatory molecule CD86 and of MHC II. Their lack of expression of 

CX3CR1 discriminated them from myeloid-derived suppressor cells22. The functional properties of the CpG-

activated cell-sorted precursors were examined by activation with PMA + ionomycin that induced their 

release essentially of IL-6, IFN-γ and TNF-α, a typical cytokine profile for pDCs (Figure 1e). However, 

compared to mature splenic pDCs, and as previously reported for human23 and murine Sca-1+ BM pDC 

progenitors24, they were deficient in their ability to produce IFN-α, in response to activation by TLR-9 

agonists, either CpG-B or CpG-P, a form of the oligonucleotide specific for activating pDCs, as well as by the 

TLR-7 agonist R848 or the TLR-4 agonist LPS (Figure 1f). Altogether, these characteristics demonstrate that 

the c-kit+ Sca-1+ CD115+ CD11clow Siglec-H+ Gr-1+ E2.2hi PU-1hi CD11b- progenitor population that was cell-

sorted from CpG-incubated BM suspension is a pDC precursor that displays functional exhaustion for the 

production of IFN-α in response to further TLR activation. Finally, a survey of various TLR agonists 

demonstrated that only TLR-4, TLR-7 and TLR-9 agonists were able to induce this population at significant 

levels (Figure 1g), and its lack of emergence in the CpG-activated BM of MyD88-deficient mice showed that 

the MyD88 pathway was required for its accumulation in the BM (Figure 1h). 
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CpG-pre-pDCs provide protection against EAE at all phases of disease. To investigate their protective 

properties in an autoimmune disease, the CpG-pre-pDC progenitors were adoptively transferred in mice 

immunized for EAE. A single intravenous injection of only 80,000 CpG-pre-pDCs per recipient significantly 

protected against EAE disease (Figure 2a), either at immunization time on day 0, at the onset of clinical signs 

on day 12 or at the peak of the disease on day 18, demonstrating both preventive and therapeutic effects of 

this precursor population. CpG stimulation was absolutely required for the PDCA-1+ precursor fraction to 

exert protective effects against EAE since the cell fraction with the same phenotype but recovered after 

incubation of BM cells with PBS instead of CpG, and representing only one third of the occurrence of the 

precursor population in CpG-incubated BM, conferred no protection against EAE  (Figure 2b). Moreover, 

when the same PDCA-1+ precursor fraction was cell-sorted from the BM of mice 18h after an i.p. injection of 

CpG-B (30 µg/recipient), it exerted a similar protective effect against EAE as in vitro activated CpG-pre-pDCs 

(Figure 2c), demonstrating the pathophysiological relevance of this precursor cell population. 

Migration, differentiation and functional properties of adoptively transferred CpG-pre-pDCs in EAE-

developing recipients. CpG-pre-pDCs prepared from congenic CD45.1+ donor mice enabled us to track their 

migration and differentiation in CD45.2+ C57Bl/6 recipients in which they were adoptively transferred at day 

12 after immunization with the MOG peptide. Six days after their adoptive transfer in recipient mice, >80% 

CD45.1+ cells were found in the spinal cord, representing 12% of total injected cells, and <20% in the spleen 

and the cervical lymph nodes of the recipient mice (Figure 3a). In the spinal cord, FACS analysis of gated 

CD45.1+CD45.2- cells showed that they exhibited a c-kitlow/neg Sca-1+B220 low Siglec-H+CD11clow phenotype 

characteristic of pDCs (Figure 3b). Upon activation with PMA + ionomycin of the cells recovered from the 

spinal cord of the recipients, 70-80% of the CD45.1+ progeny of the injected CpG-pre-pDCs showed 

intracytoplasmic expression of TGF-β and IL-27, 20% of cells expressed GM-CSF and IFN-γ whereas less than 

10% expressed IL-10 at low levels (Figure 3C). IL-17 production was barely detected. 

CpG-pre-pDCs switch the T-cell response of the recipients to an anti-inflammatory profile. The T-cell profile 

was analyzed in the spinal cord of the recipients. The CD45.2+ host CD4+Foxp3- T-cells were slightly but not 

significantly reduced in numbers with a subtle increase in CD4+ Foxp3+ CD4+ T-cells (Figure 4a). The CD4+ cell 

production of the pathogenic cytokines IL-17, GM-CSF, IL-6, and IFN-γ were reduced while that of IL-21 was 

barely changed (Figure 4b). Moreover, the productions of TGF-β and LAP were massively enhanced, as well 

as that of IL-27p28 (but not IL-12p40) in CD4+ T-cells from the spinal cord of CpG-pre-pDC recipients. Finally, 

no significant expression of IL-10 production was noted (Figure 4c). Therefore, CD4+ T-cells were massively 

deviated towards an anti-inflammatory cytokine profile dominated by TGF-β and IL-27 in CpG-pre-pDC 

recipients.  
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Role of TGF-β and IL-27 production by the CpG-pre-pDC progeny in the protection against EAE. To 

investigate the functional role of the anti-inflammatory cytokines produced in the spinal cord by the progeny 

of the CpG-pre-pDCs, and to discriminate from their production by the recipient’s T-cells, we prepared CpG-

pre-pDCs deficient for either TGF-β or IL-27.  

Since TGF-β deficient mice are not viable, we neutralized TGF-β within the pDC precursors by inserting a 

neutralizing antibody directed against the TGF-β-associated LAP protein that confers its biological properties 

to membrane TGF-β. To this aim, we used a protein transfection vector Chariot, as previously used for 

neutralizing a chemokine released by adoptively transferred DCs25. While CpG-pre-pDCs in which an isotype 

antibody had been inserted were still able to provide protection against EAE, CpG-pre-pDCs in which a LAP-

neutralizing antibody had been inserted had lost their protective capacity against EAE (Figure 5a). Moreover, 

when CpG-pre-pDCs were prepared from IL-27p28 deficient donor mice, they remained protective until day 

22, but lost their protective effect thereafter (Figure 5b). Therefore, TGF-β and IL-27 appear to be 

sequentially playing a key role in the protection against EAE conferred by the progeny of CpG-pre-pDCs.  
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Figure 1: Cell sorting strategy and phenotypic and functional analysis of CpG-induced c-kit+Sca-1hiB220intPDCA-1+ BM 

cells. (a) Total BM cells incubated with CpG-B (1µg ml-1) for 18h were magnetically enriched for c-kit+ cells, further 

labelled for Sca-1, B220, PDCA-1 and electronically sorted into c-kit+Sca-1hiB220intPDCA-1+ cells. Further 

characterization of the population was performed using flow cytometry analysis of the expression of various B-cell, 

myeloid and dendritic cell markers. Specific antibody staining is depicted with open histograms and isotype controls 

with filled histograms. (b) Sorted CpG-activated BM c-kit+Sca-1hiB220intPDCA-1+ cells and magnetically sorted splenic 

pDCs were cytospinned, stained with May-Grünwald Giemsa and scanned using Nanoscan 2.0 HT (x600). (c) FlowRNA 

analysis of lineage transcription factor expression: expression of the hematopoietic PU.1 and the plasmacytoid specific 

E2.2 transcription factors in CpG- versus PBS-stimulated c-kit+Sca-1hiB220intPDCA-1+ population versus in mature 

splenic pDCs and B cells. (d) CpG-induced c-kit+Sca-1hiB220intPDCA-1+ sorted cells were differentiated in vitro using 

50ng/mL IL-3 and 300ng/mL Flt3L for 9 days. The progeny phenotype was assessed using flow cytometry analysis. (e) 

Cytokine production of CpG-induced c-kit+Sca-1hiB220intPDCA-1+ cells, measured in the supernatant after 4h of 

activation with PMA/ionomycin using multiplex ELISA. (f) IFNα production was measured after 18h incubation with 

TLR-7 (R848), TLR-9 (CpG-B and CpG-P) and TLR-4 (LPS) agonists of splenic pDCs, CpG-induced cell-sorted c-kit+Sca-

1hiB220intPDCA-1+ (PDCA-1+) or their in vitro progeny (Diff d8) obtained as in (d). (g) Frequency of c-kit+Sca-

1+B220+PDCA-1+ cells emerging among BM cells after 18h of incubation with different TLR agonists. (h) BM cells of 

both WT and MyD88−/− C57BL/6J mice were incubated with CpG-B for 18h and frequency of the c-kit+Sca-

1hiB220intPDCA-1+precursor population quantified by flow cytometry analysis. 
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Figure 2: Disease protection against EAE and therapeutic window of CpG-pre-pDCs. (a) EAE clinical scores (mean ± 

s.e.m.) over 35 days of the indicated groups of MOG35-55 immunized C57Bl/6 mice in which 80,000 CpG-pre-pDCs or 

PBS (controls) were injected i.v at different disease stages, at immunization (d0), at the onset of clinical signs (d12) 

and at the peak of disease (d18). n=10-15 mice per group. (b) c-kit+Sca-1hiB220intPDCA-1+ cells were cell-sorted as in 

Figure 1a either from BM cells stimulated in vitro for 18h with CpG-B (1µg/ml-1) or from the BM of mice 18h after in 

vivo injection of CpG-B (30 μg/mouse, i.p.) and injected into MOG35-55 -immunized mice at the onset of EAE clinical 

signs (d12). Clinical score (mean + s.e.m.) was followed until d30, n=10 mice per group. (c) Total BM was cultured in 

complete medium with or without CpG. c-kit+Sca-1hiB220intPDCA-1+ cells were cell-sorted and 80,000 cells of each type 

were injected at d12 into MOG35-55 EAE immunized mice. Clinical score (mean + s.e.m.) was followed until d32, n=5 

mice per group. Statistical analysis was performed using two-way ANOVA with Bonferroni post-test. *P<0.05, 

**P<0.005, ***P<0.001. 
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Figure 3: Migration, differentiation and cytokine production of the CpG-pre-pDC progeny in EAE mice. (a) CD45.1+ 

CpG-pre-pDCs were injected at d12 into MOG35-55 immunized CD45.2+ mice. Absolute numbers of the CD45.1 progeny 

of CpG-pre-pDCs was analysed in the spleen, draining lymph nodes and spinal cord of the animals at d18. n=12 mice 

per group, statistical analysis performed using repeated measure one way ANOVA with Bonferroni multiple post-test 

***P<0.001. (b) Phenotype of the spinal cord CD45.1+ progeny, assessed at d18 using flow cytometry analysis. (c) 

Cytokine production of the CD45.1+ progeny from the spinal cord at d18 analysed by flow cytometry after 4h activation 

with PMA/ionomycin in presence of brefeldine A. Left: representative flow cytometry analysis. Right: histograms 

summarizing percent of CD45.1+ cells expressing a given cytokine. n=3 mice per cytokine, mean ± s.e.m. 
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Figure 4: CpG-pre-pDC cell therapy shapes host infiltrating CD4+ T cell response. (a) Frequency of infiltrating total 

CD4+ effector T cells and CD4+Foxp3+ regulatory T cells  in the spinal cord of control (plain bar) and CpG-pre-pDCs-

treated (open bar) mice.  Statistical analysis was performed using two way ANOVA; n=5, *P<0.05. (b, c) Pro-

inflammatory (b) and anti-inflammatory (c) cytokine expression by spinal cord infiltrating CD4+ T cells. Staining was 

performed after 4h PMA/ionomycin stimulation in the presence of Brefeldin A. Left: representative panel of each 

cytokine production in control untreated mice (upper panel) mice and CpG-pre-pDC treated mice (lower panel). Right: 

Bar histogram represents data from two cumulated experiments. n=5-8 mice per group, statistical analysis was 

performed using two-way ANOVA *P<0.05, **P<0.005, ***P<0.001.  
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Figure 5: Cytokine dependency of CpG-pre-pDC mediated protection against EAE. (a) CpG-pre-pDCs were transfected 

with neutralizing anti-LAP antibody or control isotype antibody using a protein transfection vector. 80,000 of resulting 

cells were injected i.v to MOG35-55 immunized mice at d12 after immunization. Clinical score (mean + SEM) was 

assessed until d30, n=5 mice per group. (b) CpG-pre-pDCs were isolated from the BM culture of either WT or IL-27-/- 

mice in presence of 1µg/ml-1 CpG-B. 80,000 of one or the other phenotype were injected i.v into EAE immunized mice 

at d12. Clinical score was assessed until d45. n=7 for the IL-27-/- CpG-pre-pDCs treated group, n=8 for the WT CpG-pre-

pDCs treated group, n=14 for the control group. Statistical analysis was performed using two-way ANOVA with 

Bonferroni post-test. *P<0.05, ***P<0.001. 
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DISCUSSION 

CpG-activated pDC precursors represent a powerful regulatory cell population that provides protection 

against EAE disease at remarkably low cell counts, compared to most mature cell types so far tested against 

EAE. Contrary to Tregs that tend to lose their suppressive properties in an inflammatory environment7, CpG-

pre-pDCs are equally protective at all disease stages, i.e. initiation, onset of clinical signs and at peak of 

disease, therefore displaying a promising therapeutic potential, highly desirable for a robust cell therapy.  

The susceptibility of CpG-pre-pDCs to adopt regulatory functions selectively upon either in vivo or in vitro 

stimulation with CpG-B differs from the report that CpG-B was instead unable to confer protective properties 

against EAE onto mature pDCs14 for which loading with antigen was instead required to acquire therapeutic 

properties. CpG-pre-pDCs have low MHCII and co-stimulatory molecules expression at the time of injection. 

Six days after injection, they have essentially migrated to the inflammatory spinal cord, but nearly not to any 

other tissue, a feature they share with reported myelin antigen-loaded pDCs14. In the spinal cord, they 

displayed a more mature phenotype, as they have differentiated into c-kit- pDCs with clearly enhanced levels 

of MHCII and CD86. Notably, the functionally immature state of pDCs does not per se lead to a pro-tolerance 

profile as the injection of such immature pDCs in vivo was reportedly unable to induce antigen-specific 

tolerance26.Therefore, both the precursor stage of CpG-pre-pDCs and their activation by CpG are crucial for 

developing into a tolerogenic cell population in vivo within the inflamed spinal cord. 

T-cell infiltration in the spinal cord of CpG-pre-pDC recipients was only slightly modulated, with CNS 

infiltrated T cells reduced by 20% for CD4+ Foxp3- T-cells and the proportions of CD4+Foxp3+ Tregs 

moderately enhanced (from 17.3% to 21.2%). Notably, all additional spinal cord Tregs that were found in the 

spinal cord of CpG-prep-pDC recipients expressed Nrp1 only at low level (not shown) and were therefore 

iTregs27. Instead, CpG-pre-pDC transfer induced drastic changes in the recipient’s T-cell cytokine profile 

within the spinal cord, with a profound reduction of their production of a various neuroinflammatory 

cytokines and their switch to an anti-inflammatory profile characterized by the massive production of TGF-

β and IL-27. This suggests that CpG-pre-pDCs promote effector T-cell conversion into regulatory Th3 cells. 

Indeed, we can exclude that the CD4+ T-cells producing TGF-β are Foxp3+ Tregs since the TGF-β+ CD4+ T-cells 

represent 70% of spinal cord infiltrating CD4+ T-cells among which only 2-3% express Foxp3.  Such T-cell 

cytokine profile conversion results from the same dominant TGF-β and IL-27 cytokine pattern that the CpG-

pre-pDC progeny displays upon arrival into the inflamed spinal cord. This mechanism, including migration of 

precursors –that do not produce TGF-β or IL-27 - to the spinal cord, differentiation into TGF-β and IL-27 

producing pDCs in the inflammatory environment of the spinal cord in mice with EAE and induction of the T-

cell production of the same two major anti-inflammatory cytokines may account for the approximate lag 

time of 3 days after adoptive transfer of CpG-pre-pDCs required before protection from EAE is clinically 

observed in recipients. Each one of these regulatory cytokines plays a functional role, with TGF-β being 
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required as soon as CpG-pre-pDCs are transferred whereas IL-27, a member of the IL-12 family28,  appears 

to play a non-redundant key role in the late events taking place 10 days after the transfer. This sequential 

action of TGF-β and IL-27 is in keeping with the capacity of TGF-β to induce IL-27 in pDCs29. Highest 

expression of IL-27 and its receptor have been found at the effector phases of EAE, disease peak, and 

relapse30 and Th17 effector cells are particularly sensitive to suppression by IL-27 that inhibits RORγt 

expression31. Moreover, IL-27 reduces GM-CSF production in vivo32 thereby limiting neuroinflammation.  

Although TGF-β was enhanced in both T-cells and the CpG-pre-pDC progeny in the spinal cord, which could 

result in enhanced Th17 differentiation, the concomitant reduction of IL-6 resulted instead in the significant 

reduction of Th17 differentiation. The tolerogenic role of TGF-β producing pDCS has been reported in various 

immune settings, including autoimmune diseases as well as tumor defense.  TGF-β production, induced by 

GM-CSF and TNF-α released by tumors, is a recognized feature of intra-tumoral pDCs that promote tumor 

escape 33. In T1D, viral infection triggered the production of TGF-β by pancreatic pDCs via activation of NKT 

cells34 involving both IL-10 and PDL-1, resulting in lower T1D incidence. 

Although both TGF-β and IL-27 have the capacity to act directly on effector T-cells, the possibility remains 

that the CpG-pre-pDC progeny may promote, or interact with, other cellular partners to enforce tolerance 

in the inflamed spinal cord. Notably, CpG-pre-pDCs, unlike mature pDCs14, did not recruit endogenous 

regulatory pDCs into the spinal cord. In view of our present data, the interesting possibility that the reported 

endogenous pDC recruitment observed by Duraes et al.14, that was essential in the protective effect of 

myelin-Ag exposed pDCs, reflected a wave of newly generated pDC precursors in the BM deserves to be 

considered. Additionally, whether in CpG-prep-DC recipients, CNS myeloid DCs may be impacted and no 

longer activate Teff remains to be investigated. Moreover, whether pDC-induced IL-10 producing Bregs35 

and Tr136 may contribute to the protection against EAE at a later time, will be worth investigating.  

Altogether, data herein presented suggest that early CpG activation of pDC precursors within the BM 

generates uniquely powerful regulatory cells effective at all phases of EAE. They now extend to the pDC 

lineage previous demonstrations in the monocyte and the B-cell lineages4, 5, 6 that innate stimuli prime BM 

hematopoietic progenitors into a tolerogenic profile that remains imprinted upon maturation into the 

corresponding lineage.  Whether equivalent therapeutic human pDC precursors can be produced and 

contribute to protect against MS, either on their own or in the context of autologous HSCT, might be worth 

investigating. 
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Material and Methods 

Mice. WT CD45.2+ C57Bl6J mice were obtained from Janvier Laboratories (Le Genest Saint Isle, France) and 

housed in our animal facility for at least 2 weeks before EAE induction. Congenic CD45.1+, MyD88-/- C57Bl6J, 

all backcrossed for at least ten generations, were bred in our accredited animal facility at Institut Necker 

Enfants Malades under pathogen-free conditions. IL-27-knock-out C57Bl6J mice were raised at the Medical 

College of Wisconsin Cancer Center facility. Female 10-week-old C57BL/6J mice were used as a model for 

MOG35-55-induced EAE and received intravenous progenitor cell transfers at various times after 

immunization. 

EAE induction. Active EAE was induced in 12-wk-old female mice by s.c. immunization at two sites, upper 

and lower back, with 200 µg MOG 35-55 peptide emulsified in CFA containing 400 µg heat-killed Mycobacteria 

tuberculosis H37Ra (Hooke Laboratories, Lawrence, MA) on day 0. In addition, mice received 200 ng pertussis 

toxin (Hooke Laboratories) i.p. in 0.1 ml per mouse on days 0 and 1. Clinical signs of EAE were assessed daily 

on a 0 to 5 scale defined as follows: 0, no obvious changes in motor function compared to non-immunized 

mice; 0.5, tip of tail is limp; 1, limp tail; 1.5, limp tail and unstable gait; 2, limp tail and hind leg inhibition; 

2.5, limp tail and dragging of hind legs; 3, limp tail and complete paralysis of hind legs or paralysis of one 

front and one hind leg; 3.5, limp tail and complete paralysis of hind legs that are together on one side of 

body; 4, limp tail, complete hind leg and partial front leg paralysis; mouse is still minimally moving and 

appears feeding; 4.5, complete hind leg and partial front leg paralysis; no movement around the cage, mouse 

is not alert; 5, death or severe paralysis. Mice with score ≥4 for two consecutive days and mice with score 5 

were euthanized. 

Sorting of TLR-activated bone marrow progenitors. Bone marrow cells removed from tibiae, femurs and 

hips of 8- to 12-wk-old C57BL/6J mice were incubated in RPMI-1640 medium (Sigma) supplemented with 

10% (vol/vol) FCS and 1% antibiotics (penicillin and streptomycin) for 18 h with 1 μg/mL of the 

oligodeoxynucleotides CpG 1585 (CpG-A) (InvivoGen, Toulouse, France), CpG 1668 (CpG-B) (Eurogentec, 

Angers, France) or with the respective agonists of TLR1-9, supplied in a commercial kit (InvivoGen), including: 

Pam3CSK4 (0.5 μg/ml), FSLI (1 μg/ml), HKLM (2 × 106 cells/ml), Poly I:C (HMW) (5 μg/ml), Poly I:C (LMW) (5 

μg/ml), LPS-EK standard (1 μg/ml), FLA- ST standard (1 μg/ml), and ssRNA40/LyoVec (2 μg/ml) as well as CpG 

1826 (CpG-B) (1 μg/ml). c-kit+ bone marrow cells were sorted by immuno-magnetic separation using a 

RoboSep automaton (StemCell Technologies, Grenoble, France). Sorted cells were further stained with 

appropriate fluorochrome-conjugated mAbs against Sca-1, B220 (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France), 

PDCA-1 (eBioscience, Paris, France) and electronically sorted as a c-kit+Sca-1+B220intPDCA-1+ cell subset using 

a FACS-Aria IIIu (BD Biosciences). 
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Isolation of immune cells from the spinal cord. Spinal cords isolated from control and CpG-pre-pDC-

recipient mice were passed through a cell strainer, using the back side of a syringe plunger to smash the 

tissue. Cells were then resuspended in 3-5 ml of 30% Percoll underlayed with the same volume of 70% Percoll 

(in PBS) and centrifuged for 20 min at 1300g (2800 rpm) without brakes to form a smooth interface. Cells 

were collected with a Pasteur pipette and diluted 10 times with complete medium RPMI 10% SVF. After 

centrifugation cells were resuspended in 2-3 ml of complete medium and further stained with appropriately 

labeled mAbs. 

Staining of cells for flow cytometry analysis. To block nonspecific Fc receptor binding, cells were pre-

incubated for 10 min at room temperature with FcR blocker 2.4G2 mAb. Cells were then stained with 

appropriately labeled mAbs against CD4, B220, PDCA-1, CD8, CD86, CD115, CX3CR1, Siglec-H, MHC-II 

(eBioscience), CD19, CD127, IgM, CD11b, CD11c, c-Kit (CD117), Sca-1 (anti-Ly6A/E), Gr-1, CD45.1, CD45.2 (BD 

Biosciences). Nuclear Foxp3 expression was measured by FACS analysis as per the manufacturer’s 

instructions (eBioscience). Nuclear factor expression of E2-2 and PU-1 were measured by Quantigene 

FlowRNA (Affymetrix, ThermoFisher Scientific, Montigny-le-Bretonneux, France) as per the manufacturer’s 

instructions 

Cytokine assays. Intra-cytoplasmic expression of cytokines by cells recovered from the spinal cord was 

assessed after a 4-h stimulation with PMA (10 ng/ml) plus ionomycin (500 ng/ml) in the presence of Brefeldin 

A (2 mg/ml), followed by fixation/permeabilization with PFA/saponin and subsequent staining with specific 

antibodies including PE-labeled anti-TGF-β, PE-labeled anti-IL-27p28, PE-labeled GM-CSF, APC-labeled anti-

IL12p40 (eBioscience), APC-labeled IL-21 (R&D, Abingdon, UK), APC-labeled anti-IL-10, PE-labeled anti–IFN-

γ, APC-labeled anti-IL-17 (BD bioscience), FITC-labeled IL-6 (Biolegend, London, UK) or isotype controls (from 

BD Biosciences and eBioscience). Membrane and intracellular antigen expression was analyzed in a FACS 

Canto II cytometer (BD Biosciences) using FlowJo software (Treestar, Ashland, OR). 

Cytokine production by CpG-prepDCs was measured in supernatant after 4h-activation of the precursors 

with PMA + ionomycin by multiplex ELISA using Flow Cytomix analyte detection reagents from eBioscience. 

TGF-β neutralization with Chariot vector. 0.1mg Chariot (Active Motif, La Hupe, Belgium) was combined 

with 50 µg of either LEAF purified anti-LAP neutralizing antibody or IgG1 isotype control (Biolegend) 

according to the manufacturer’s instructions. Electronically sorted CpG-pre-pDCs were incubated with the 

Chariot construct for 20 minutes and thoroughly rinsed in PBS alone. Transfected cells were then injected 

intravenously in PBS, 2% SVF. 

Study approval. All experiments were conducted under an animal study proposal approved by the Paris 

Descartes Ethical Committee for Animal Experimentation and the French Ministry of Research and Higher 

Education. 
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Statistics. Disease curves and cytokine production were analyzed using two-way ANOVA test, with 

Bonferroni post-test for clinical scores. Cell proportions were analyzed using one way ANOVA with 

Bonferroni multiple post-test.  

Data availability. All relevant data are available from the authors. 
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES PARTIE 1

 

 Dans ce travail nous avons mis en évidence la possibilité de faire émerger une population de cellules 

au sein de la moelle osseuse totale traitée avec des agonistes TLR et principalement TLR9, par le biais de la 

voie MyD88. Leur phénotype c-Kit+Sca-1+B220intPDCA-1+IgM-CD11cloSiglec-H+, leur morphologie et la double 

expression de PU.1 et E2.2 nous permet de postuler que les cellules d’intérêt sont dans la voie de différenciation des 

pDC. Par ailleurs, la possibilité de les différencier in vitro en cellules plus matures nous permet de les définir comme 

des précurseurs. Nous avons décidé de nommer ces cellules CpG-pre-pDC.  

 La confirmation définitive du lignage de ces cellules pourrait être obtenue en combinant plusieurs 

types d’étude des mRNA présents dans le précurseur. De nombreux profils de gènes ont déjà été publiés 

pour les cDC et les pDC matures y compris en comparant les deux types l’un à l’autre (Edwards et al., 2003; 

Shigematsu et al., 2004). Par ailleurs, des travaux récents ont également publié des profils de pDCs murines 

matures respectivement activées avec du CpG-P ou du pRNA mais également avec un agoniste du TLR7 ou 

TLR7/8 (Birmachu et al., 2007; Mathan et al., 2017). Du fait qu’il n’existe pas à l’heure actuelle de profil 

transcriptionnel publié pour les pDC immatures, à fortiori activés avec un agoniste du TLR9, il sera nécessaire 

de les comparer à des pre-pDCs issues de la moelle osseuse sans activation CpG. Dans la mesure où les pDC 

peuvent émerger à la fois d’un précurseur lymphoïde et myéloïde, il sera nécessaire d’associer à la 

comparaison transcriptionnelle à la fois le profil du CDP (Miller et al., 2012) et du CLP (Ghaedi et al., 2016). 

Si lors de sa différenciation in vitro et in vivo, la population des CpG-pre-pDC est assez homogène, certains 

de leurs marqueurs présentent des niveaux d’expression variables. C’est le cas du CD11b in vitro et de B220 

in vivo ce qui souligne la possibilité que la population soit légèrement hétérogène, ce qui a été néanmoins 

invalidé par l’étude Tsne de la population électroniquement triée. Il est donc possible que les CpG-pre-pDC 

aient la possibilité de donner plusieurs descendances dont la composante largement majoritaire est de type 

pDC et dont une partie serait autre. Ceci pourra également être éclairci à l’aide du profil transcriptionnel de 

la population. Du fait de la quantité de cellules requises pour procéder à une analyse des mARN en bulk, il 

ne parait pas possible d’utiliser cette technique, en particulier pour l’analyse de la descendance qui pourra 

être triée à partir de la moelle épinière. Nous devrons donc avoir recours à l’analyse single cell des différentes 

populations, ce qui pourra donner un éclairage nouveau sur cette population, en particulier si l’incapacité 

de produire de l’IFNα est une « compétence » de la population ou s’il s’agit davantage d’une réelle sous-

population de précurseurs de pDC distincte des précurseurs classiques. Enfin, l’utilisation d’un array 

relativement large pourrait permettre d’isoler une signature transcriptionnelle associée au phénotype 

tolérogène des cellules.   

 De façon intéressante, l’utilisation d’un éventail large d’agonistes TLR a démontré qu’il était possible 

de faire émerger la population des CpG-pre-pDCs par le biais du TLR4. À l’état basal les pDC naïves 
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n’expriment pas le TLR4 et ne peuvent le surexprimer que très modérément après une activation par le LPS 

(Zheng et al., 2012). Par ailleurs, les pDC expriment assez fortement le TLR7 qui semble ici assez peu capable 

de faire émerger la population (Bao and Liu, 2013). Il est donc possible que l’effet des agonistes des TLR ne 

soit pas direct sur les pDC mais requiert l’implication d’une cellule tierce présente dans la moelle osseuse. 

Une expérience de déplétion parallèle de chacune des populations présentes dans la moelle osseuse nous a 

permis de mettre en évidence que la perte de la population CD11b+ limite très fortement l’émergence des 

CpG-pre-pDC. Dans la mesure où les CpG-pre-pDC ne sont pas CD11b+, il semblerait donc envisageable 

qu’une population de type myéloïde puisse être nécessaire à l’émergence de la population d’intérêt. 

Plusieurs candidats sont possibles à cette étape : les macrophages, les monocytes, certains NK, les 

neutrophiles ou encore une sous classe de cellules dendritiques présentes dans la moelle osseuse par ailleurs 

connue pour ses capacités tolérogènes (Li et al., 2008). Si l’émergence des CpG-pre-pDC est effectivement 

dépendante d’une autre population, il serait également intéressant de déterminer si cet effet dépend de 

contact cellulaire ou de facteurs solubles. Afin de répondre à cette question, deux types de démarche sont 

possibles : soit utiliser un système transwell, soit utiliser un milieu conditionné par une culture de moelle 

osseuse totale en présence de CpG sur les précurseurs des CpG-pre-pDC. Actuellement, nous ne savons pas 

si le précurseur direct des CpG-pre-pDC est lui-même engagé dans la voie pDC ou s’il s’agit d’un précurseur 

encore plus immature qui se voit orienté dans ce destin cellulaire par la présence de CpG. De façon 

intéressante, il reste possible que le précurseur en amont des CpG-pre-pDC soit par exemple de type 

myéloïde et exprime CD115 et CD11b. Sous l’action de l’agoniste du TLR9, ce précurseur se différencierait 

en CpG-pre-pDC d’intérêt. Ceci pourrait également expliquer que la suppression de la population CD11b+ 

empêche l’émergence des CpG-pre-pDC. Il est en effet connu que les conditions inflammatoires sont 

capables de fortement diminuer l’expression de CD11b à la membrane des cellules (Fernández‐Calotti et al.; 

Thylén et al., 2000). Une telle origine pourrait expliquer la présence de cette intégrine dans la descendance 

retrouvée au niveau du CNS des animaux. Néanmoins, l’expression de CD115 par les CpG-pre-pDC peut 

suggérer qu’elles dérivent du CDP, lui-même CD115+. Par ailleurs, dans la mesure où les pDC sont elles 

mêmes TLR9+, il est tout de même possible qu’au moins une partie de l’effet du CpG soit direct sur ces 

cellules et soit synchrone de l’effet sur une cellule tierce.  

 Si le profil sécrétoire global des CpG-pre-pDCs correspond bien à une identité pDC (IFNγ+ IL-6+ TNFα+), 

il est notable que les précurseurs d’intérêt ne produisent pas d’IFNα. Nous avons décrit dans l’introduction 

de cette thèse et dans l’article que les pDC peuvent ne pas produire d’IFNα pour plusieurs raisons : soit par 

épuisement en raison d’une stimulation TLR trop intense, soit simplement du fait que les CpG-pre-pDC sont 

encore immatures. Il est en effet connu que la population Sca-1+ des précurseurs de pDC n’est pas en mesure 

de produire cette cytokine (Niederquell et al., 2013). Il est cependant intéressant de noter que la population 

différenciée in vitro perd l’expression de Sca-1 mais ne retrouve que très partiellement la capacité à produire 
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de l’IFNα (1/10° de la production des pDC spléniques), ce qui favorise donc plutôt la thèse de l’épuisement. 

Nous avons débuté l’investigation de l’origine de cette incapacité fonctionnelle des CpG-pre-pDC par le biais 

de l’étude des IRF. Plusieurs de ces facteurs de transcription contrôlent la production d’IFN de type I, en 

particulier IRF3, 7 et 8 qui sont associés à son expression, là où IRF4 est en revanche associé à la production 

d’IFNγ I (Mahnke et al., 2016). Ces facteurs de transcription fonctionnent en opposition et la bonne 

expression des uns requiert l’extinction des autres (Piya et al., 2011). Nous avons donc testé l’expression de 

ces différents facteurs de transcription chez les précurseurs en comparaison avec les pDC de la rate. Il 

apparaît que, si le niveau d’IRF7 est comparable entre les CpG-pre-pDC et les pDC matures de la rate, les 

précurseurs d’intérêt ont un niveau d’IRF8 et d’IRF4 diminué par rapport à leur équivalent splénique (figure 

supplémentaire 1).  

 

Figure supplémentaire 1 : Niveaux d’IRF4, 7 et 8 des CpG-pre-pDC (vert) issus de 18h de culture avec du CpG comparés aux niveaux de la 

population des pDC matures de la rate (rouge). Le niveau négatif pour chacun des marquages est défini à l’aide d’un isotype (noir) 

 

Ce niveau très faible d’IRF8 est atypique pour les pDC. Si ce facteur est associé à la différenciation des 

cellules dendritiques plasmacytoïdes, il n’est cependant requis que pour leur fonction de production d’IFN 

de type I (Sichien et al., 2016). À ce stade au moins deux explications sont possibles : soit cette diminution 

de l’expression des IRF est une propriété des cellules immatures de la moelle osseuse, soit c’est 

effectivement lié à la présence de CpG dans la culture de moelle osseuse totale. Afin de s’affranchir de 

« l’effet culture », un même échantillon de moelle osseuse a été divisé en deux et cultivé pendant 18h en 

présence ou en l’absence de CpG. Les niveaux des différents IRF des populations résultantes sont ensuite 

comparés aux pDC matures de la moelle osseuse (figure supplémentaire 2) 
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Figure supplémentaire 2 : Niveaux d’IRF4, 7 et 8 des cellules c-Kit+Sca-1+B220intPDCA-1+ issus de 18h de culture soit en présence de 1µg/mL 

de CpG (rouge) soit sans CpG (bleu). Les niveaux des différents facteurs de transcription sont comparés à ceux de la population des pDC matures 
de la rate (noir).  

L’ajout de CpG ne semble pas faire varier le niveau d’expression d’IRF7, ce qui est en accord avec la 

bibliographie, IRF7 régissant la production d’IFN de type I de façon indépendante des TLR. De la même 

manière la présence ou non de CpG ne semble pas faire varier le niveau d’IRF4 dans les pre-pDC de la moelle 

osseuse qui semblent constitutivement plus positives pour ce facteur de transcription que les pDC matures 

spléniques. En revanche sans CpG,  le niveau d’IRF8 des pre-pDC de phénotype similaire aux CpG-pre-pDC 

est plus haut encore que dans la rate et c’est bien l’ajout de CpG qui fait diminuer ce facteur. Afin d’étudier 

l’implication de ce facteur dans les capacités protectrices de la population des CpG-pre-pDC, nous avons 

entrepris d’augmenter leur niveau d’IRF8. Du fait du rétrocontrôle des IFN sur leur propre synthèse, nous 

avons donc traité les cellules pendant les 18h de culture CpG soit avec 3ng/mL d’IFNγ seul, soit avec 3ng/mL 

d’IFNα seul, soit avec une combinaison des deux, chacun à 3ng/mL  (figure supplémentaire 3).  

 

Figure supplémentaire 3 : modification des niveaux d’IRF8 avec différents traitements. a : effet de l’IFNγ pendant la culture CpG-pre-pDC. Isotype 

(noir), CpG-pre-pDC issus de la culture avec du CpG seul pendant 18h (rouge), CpG-pre-pDC issus de la culture avec du CpG et 3ng/mL d’IFNγ 

pendant les 18h de culture (vert), pDC matures issus de la rate (noir pointillé). b : effet de l’IFNα ou de la combinaison de l’IFNα et IFNγ sur les 

CpG-pre-pDC pendant les 18h de culture avec le CpG. Noir plein : isotype, rouge : CpG-pre-pDC issus de la culture avec du CpG seul pendant 18h, 
bleu : CpG-pre-pDC issus de la culture avec du CpG et 3ng/mL d’IFNα pendant les 18h de culture vert : CpG-pre-pDC issus de la culture avec du 
CpG, 3ng/mL d’IFNγ et 3ng/mL d’IFNα pendant les 18h de culture, noir pointillé : pDC matures issus de la rate. 

pDC matures spléniques 

Culture sans CpG 

Culture avec CpG 
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 Il est intéressant de noter que pour chacun des interférons utilisés, quatre doses ont été testées : 

3ng/mL, 6ng/mL, 9ng/mL et 12ng/mL, l’augmentation relative du niveau d’expression d’IRF8 n’est pas 

sensible à la dose, son augmentation semblant donc plutôt de type on/off plutôt que dose/réponse (résultats 

non présentés). Il semble ainsi que l’IFNγ soit le seul capable d’augmenter le niveau d’IRF8 de façon 

significative même si l’expression d’IRF8 résultante reste assez faible en comparaison avec les pDC matures 

de la rate. L’IFNα augmente beaucoup plus faiblement l’expression d’IRF8 et l’ajout d’IFNγ n’a que peu 

d’effet s’il est combiné à l’IFNα. Les niveaux d’IRF4 et IRF7 sont restés inchangés suite à ces traitements 

(résultats non présentés).  

Nous avons testé les capacités protectrices des CpG-pre-pDC prétraitées à l’IFNγ injectés au jour 12 après 

l’immunisation de souris pour l’EAE (figure supplémentaire 4). 

  

Figure supplémentaire 4 : Comparaison de la protection des CpG-pre-pDC avec 3ng/mL IFNγ (bleu) ou sans pendant la culture CpG (rouge) avec 
les animaux contrôles n’ayant pas reçus les précurseurs d’intérêt (noir). n=10 souris par groupe, Analyse statistique réalisée à l’aide d’un  ANOVA 
à deux voies. *P<0.05, **P<0.005, ***P<0.001. 

 Si avec et sans le traitement, les CpG-pre-pDC sont capables de protéger des animaux de l’EAE, il 

semble néanmoins que pendant environ les 7 jours qui suivent leur injection, les cellules traitées à l’IFNγ 

sont moins efficaces que leur équivalent natif. De façon intéressante, cette protection rejoint exactement 

celle des cellules non traitées après cette période ce qui démontre une résistance du phénotype régulateur. 

Nous ne savons en revanche pas si le retour à la protection est une propriété intrinsèque des CpG-pre-pDC 

ou si elle est liée à l’environnement inflammatoire. Par ailleurs, il est également possible que les propriétés 

protectrices des cellules restent bonnes mais que leur adressage au système nerveux central fasse défaut 

par diminution de leur expression membranaire de CD11b, CCR9 ou de la chémérine par exemple. Pour 

confirmer si le faible niveau d’IRF8 et d’IFNα peut être effectivement associé aux propriétés régulatrices des 

CpG-pre-pDC, il faudrait probablement restaurer plus complètement le niveau d’IRF8 afin de savoir si la 

protection est intégralement perdue, voire si les CpG-pre-pDC deviennent pathogènes.  

Il a été démontré dans la littérature que l’épuisement fonctionnel des pDC matures semble induire 

la perte de capacités protectrices de ces cellules (Strasiolek et al., 2006). Toutefois, dans le cas de cellules 

encore immatures, il est parfaitement possible qu’un phénotype fonctionnellement épuisé, à fortiori sur un 

**
* * 

** 

** 
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aspect bien précis qui est la production d’IFN de type I, soit bénéfique. En particulier, dans le cas des pDC 

matures, cette protection semble liée à leurs molécules de co-stimulation et à leur capacité à présenter 

l’antigène. Dans le cas des CpG-pre-pDC, les précurseurs ne possèdent que des niveaux très faibles de 

molécules de co-stimulation et de CMH-II. Il semble donc que les mécanismes de protection décrits entre les 

pDC matures issues du LCR des patients et les CpG-pre-pDC soient différents. Dans ce cas, un phénotype 

épuisé peut donc se traduire par un effet différent, voire opposé sur leurs capacités protectrices. Par ailleurs, 

il est connu que si l’IFNβ est a un rôle positif pour la régulation de la SEP, le rôle de l’IFNα est beaucoup plus 

nuancé. Dans notre étude, nous n’avons toujours mesuré que la production d’IFNα et il n’est pas impossible 

que les CpG-pre-pDC soient toujours capables de produire de l’IFNβ, ce qui est à vérifier. Si tel est le cas, 

alors il n’est pas anormal que la perte de la production d’IFNα par les CpG-pre-pDC soit liée à un phénotype 

protecteur.  

 Par ailleurs, il intéressant de noter que les CpG-pre-pDC ne produisent ni IL-27 ni TGFβ à la sortie de 

la culture (figure 1, e ; non présenté pour le TGFβ) mais que la descendance en est en revanche capable, ce 

qui démontre l’acquisition d’un phénotype régulateur par le biais de l’environnement inflammatoire de 

l’animal. 

 De façon intéressante, les CpG-pre-pDC sont capables de protéger à toutes les phases de la maladie 

avec une seule injection de seulement 80 000 précurseurs. La régulation de l’EAE par le transfert de T 

régulateurs spécifiques de MOG requiert bien souvent que la greffe des cellules ait lieu avant ou juste après 

l’immunisation, ce qui d’un point de vue applications thérapeutiques futures à l’Homme parait difficilement 

faisable (Stephens et al., 2009; Tischner et al., 2006). En effet, du fait de la relative rareté de la sclérose en 

plaque et que le nombre et la modalité des antigènes impliqués est grande, il paraît impossible de générer 

pour chaque individu un panel étendu et conséquent de Tregs afin de prévenir la survenue de la maladie. Il 

paraît donc beaucoup plus intéressant de pouvoir non pas prévenir mais traiter la SEP une fois les symptômes 

présents. Plusieurs études se sont intéressées à l’étude du potentiel curatif des Tregs dans le cadre de l’EAE 

mais davantage par induction de la division in vivo, rarement par transfert direct (Ephrem et al., 2008b). 

L’étude menée par Fernanda Duraes et al. en 2016, utilisant des pDC matures chargées avec l’antigène 

MOG35-55 a en revanche pu démontrer que ces cellules sont protectrices à jour 12, au début des signes 

cliniques. Par comparaison avec ces pDC matures, le nombre de précurseurs utilisés ici est 10 fois plus faible. 

Il est intéressant de noter que, si la régulation cytokinique semble similaire, les mécanismes sont assez 

différents. En effet, les CpG-pre-pDC ne recrutent pas significativement les pDC matures endogènes et sont 

actives sans avoir été chargées avec le peptide MOG . Le rôle du CMH-II de leur descendance est ainsi à 

éclaircir dans notre modèle afin de déterminer si, comme dans le cas des pDC matures, la suppression est 

spécifique de l’inflammation du SNC ou si elle est plus générale, ce qui pourrait s’avérer problématique pour 
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les patients. Un modèle d’immunisation des animaux par l’ovalbumine serait un bon moyen de vérifier ce 

paramètre. 

 À l’heure actuelle, seule la dose de 80 000 CpG-pre-pDC par souris a été testée. Bien qu’efficace, il 

pourrait s’avérer intéressant de réaliser une gamme dose-réponse afin de déterminer si une dose plus faible 

serait tout aussi efficace et si une dose plus importante serait soit plus efficace, soit inefficace (comme dans 

le cas de la population de proB précédemment décrite par l’équipe), soit toxique. Il pourrait également être 

intéressant d’injecter les cellules à plusieurs reprises, comme cela peut se faire en pathologie humaine, afin 

d’en augmenter les effets en s’affranchissant relativement du risque toxique et de la contrainte technique 

de la préparation de doses aussi importantes de cellules.  

 Nous avons également démontré que les cellules de phénotype c-Kit+Sca-1+B220intPDCA-1+  issues de 

la moelle osseuse, cultivées sans CpG ne sont pas capables de protéger les animaux face à l’EAE. Ceci 

démontre que la présence de CpG lors des 18h de culture est nécessaire pour conférer aux CpG-pre-pDC leur 

capacité protectrice contre l’EAE. Il est par ailleurs possible d’obtenir une population équivalente des CpG-

pre-pDC émergeant dans la moelle osseuse à la suite l’injection de CpG in vivo. Ceci pourrait suggérer que la 

seule injection de CpG pourrait être protectrice dans l’EAE. L’injection de CpG dans le cadre de l’EAE n’est 

pas une idée nouvelle et une bibliographie assez fournie mais contradictoire existe sur le sujet. Ainsi, 

certaines équipes ont pu démontrer que l’injection de CpG seul est capable d’induire un syndrome 

ressemblant à l’EAE (Waldner et al., 2004) et que l’injection d’agonistes du TLR9 est capable d’augmenter 

significativement l’inflammation (Prinz et al., 2006), en recrutant en particulier des APC, dont des pDC, 

induisant des Th17 (Chastain et al., 2011; Tigno-Aranjuez et al., 2009). Toutefois, d’autres équipes sont 

parvenues à des résultats opposés en démontrant que l’injection répétée de CpG-A mais pas de CpG-B est 

capable de réduire la sévérité de l’EAE en induisant des pDC tolérogènes productrices d’IFNα (Crooks et al., 

2017). Ceci est en accord avec deux autres travaux plus anciens qui démontrent que l’injection de CpG in 

vivo aux animaux présentant une EAE sont capables d’induire une régulation de la maladie par l’induction 

de pDC et de lymphocytes B régulateurs producteurs d’IL-10, ce qui semble assez conforme aux travaux de 

notre équipe (Longhini et al., 2014; Miles et al., 2012). Dans l’objectif d’application future à l’Homme, il n’est 

pas envisageable de prendre le risque d’aggraver la SEP des patients et l’approche par l’induction ex vivo de 

cellules régulatrices est donc plus rationnelle. Par ailleurs, il n’est pas impossible que l’effet protecteur du 

CpG dans l’EAE soit en partie dû à une aplasie médullaire, incapacitant ainsi le compartiment T, surtout en 

cas d’injection répétée de CpG comme discuté dans l’introduction de ce travail. 

 Nous avons pu également démontrer que des cellules de phénotype semblable à celui des CpG-pre-

pDC émergent in vivo dans la moelle osseuse des animaux présentant une EAE et ce, en dehors de toute 

injection de CpG. Ces cellules triées et réinjectées à 80.000 cellules par animal n’apporte pas de protection 

face à l’EAE (expérience non présentée). 
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 Nous avons pu mettre en évidence dans ce travail que les CpG-pre-pDC injectées migrent 

spécifiquement au site inflammatoire, la moelle épinière. À l’heure actuelle, nous n’avons pas encore étudié 

une éventuelle augmentation de molécules impliquées dans l’entrée au SNC comme CCR9, N-CAM ou encore 

la chémérine. Cependant, il est envisageable que la migration des CpG-pre-pDC et/ou de leur descendance 

au niveau du système nerveux central soit en partie permise par l’expression de l’intégrine CD11b. Il a en 

effet été démontré que le couple CD11b/CD18 est une des voies essentielles du recrutement de cellules 

myéloïdes mais également des lymphocytes au niveau du SNC inflammé (Yilmaz and Granger, 2008). Il serait 

donc intéressant d’évaluer les capacités protectrices de CpG-pre-pDC dérivés de souris CD11b-/-, ce qui se 

heurte à la dépendance de l’émergence des précurseurs d’intérêt vis-à-vis du compartiment CD11b+ de la 

moelle osseuse. 

 Nous avons également pu mettre en évidence que la descendance des CpG-pre-pDC, une fois au 

niveau de la moelle épinière, est capable de se différencier tout en conservant une relative immaturité au 

regard de leur forte expression de Sca-1 et un niveau faible mais persistant de c-Kit. Il semble donc qu’à 

l’instar des tolDC, les CpG-pre-pDC présentent une relative résistance à la maturation. De façon intéressante, 

il est cependant possible de différencier les précurseurs in vitro, ce qui démontre que cette résistance à la 

maturation est acquise lors de l’obtention de leur phénotype régulateur après transfert à l’hôte murin. Il est 

donc intéressant de questionner l’implication relative des précurseurs et de leur descendance dans la mise 

en place de la protection face à l’EAE. IL serait possible, bien que difficile, de trier la descendance des CpG-

pre-pDC à partir de la moelle épinière des souris protégées et de les réinjecter à des souris au moment du 

déclenchement des signes cliniques. Il est en revanche beaucoup plus difficile de bloquer la différenciation 

des CpG-pre-pDC vers leur descendance in vivo car les gènes impliqués dans la différenciation des pDC sont 

déjà exprimés par les CpG-pre-pDC, comme E2.2. Or la perte de ces gènes empêchera soit la survie, soit 

l’émergence de la population, soit la fera diverger vers un autre phénotype. 

 De façon intéressante, une étude approfondie de la différenciation in vivo des CpG-pre-pDC met en 

évidence qu’entre 20 et 30% de la descendance est positive pour les marqueurs CD115, CD64 et Gr1. Une 

population particulière de pDC B220+CD11c+Gr1+ a été décrite comme l’équivalent humain producteur 

d’IFNα (Ferrero et al., 2002). De façon intéressante, cette population n’est pas CD11b+, ce qui peut expliquer 

la légère hétérogénéité sur ce marqueur ainsi que les marqueurs de type myéloïde cités. Il n’est pas exclu 

que les CpG-pre-pDC soient effectivement capables de donner deux types de descendance.   

 Au niveau de l’hôte, l’injection de CpG-pre-pDC est capable de réorienter la production de cytokines 

d’un profil pro-inflammatoire vers un profil anti-inflammatoire. De façon très intéressante, si la production 

d’INFγ par les CD4+ de l’hôte est significativement diminuée, la production d’IL-12p40 reste inchangée. Cela 

va dans le sens d’un switch fonctionnel des T davantage que le remplacement de la population infiltrant le 

SNC. En effet, il est possible que les Th1 (et par extension les Th17) infiltrants cessent de produire de l’IFNγ 
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tout en conservant la possibilité de produire de l’IL-12 et en acquérant la possibilité de produire d’autres 

cytokines anti-inflammatoires. La plasticité des Th17 est un argument de choix pour la conversion 

fonctionnelle des lymphocytes T encéphalitogènes vers un phénotype régulateur. Afin de pouvoir 

déterminer cela avec certitude, nous aurions besoin de réaliser une expérience de fate mapping afin de 

déterminer si les cellules désormais anti-inflammatoires ont exprimé par le passé soit l’IL-17, soit l’IFNγ, soit 

les deux. 

 De façon étonnante, malgré la quantité de TGFβ produite par la descendance, il ne semble pas y avoir 

beaucoup plus de Tregs foxp3+ au niveau du SNC des animaux traités. Cela est d’ailleurs d’autant plus 

étonnant que les CpG-pre-pDC expriment IDO (résultats obtenus par PCR, non présentés). Il est possible que 

l’étude de la proportion relative des populations de CD4+ infiltrant le SNC des animaux ait été réalisée à un 

temps trop précoce suivant l’injection des CpG-pre-pDC pour l’observation des Tregs. En effet, la protection 

par ces précurseurs nécessite aux alentours de 3 jours pour s’instaurer. Ce délai correspond probablement 

au temps nécessaire aux précurseurs pour migrer au niveau du système nerveux central. Nous avons choisi 

ce temps d’analyse assez court car la persistance des CpG-pre-pDC dans l’hôte est assez courte (jusqu’à jour 

21). Ce timing permet donc l’observation simultanée de la descendance et des cellules de l’hôte.  Il est donc 

possible que l’induction de Tregs ait effectivement lieu, mais à des temps plus tardifs. La différence non 

significative du nombre de Tregs entre les deux lots d’animaux est cependant liée à une induction faible de 

pTreg (figure supplémentaire 5). 
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Figure supplémentaire 5 : importance relative des tTreg(nrp1+) et des pTreg (nrp1lo/-) au niveau du système nerveux central des animaux au 
moment du pic de la maladie (J18). L’étude statistique par ANOVA à une voie ne permet pas de déterminer une différence significative. (n=5) 

 Enfin, il est frappant que le traitement des animaux au pic de la maladie ne se traduit pas seulement 

par un arrêt de la progression des symptômes mais également par une amélioration clinique des animaux, 

ce qui suggère une régénération des tissus nerveux endommagés. Il est probable que cet effet soit lié à la 

production de facteurs de croissance du système nerveux tel que le NGF ou des molécules de la famille des 

neurorégulines (Stassart et al., 2013). 
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 Dans ce travail nous avons pu mettre en évidence une nouvelle population de précurseurs 

hématopoïétiques orientées dans la voie de différenciation des pDC. Ces cellules immatures sont capables 

de réguler l’encéphalite auto-immune expérimentale, un modèle murin d’auto-immunité. Les capacités 

protectrices robustes et l’adaptation des précurseurs à leur hôte, en particulier par la migration spécifique 

vers les organes inflammés, nous ont amenés à nous interroger sur la possibilité de réguler un modèle 

allogénique plus systémique à l’aide des CpG-pre-pDC. Par ailleurs, dans la perspective d’études 

translationnelles, l’encéphalite auto-immune expérimentale xénogénique est un modèle difficile à mettre 

en place. La maladie du greffon contre l’hôte est en revanche un modèle allogénique, relativement 

systémique et dont les différents modèles xénogéniques sont bien caractérisés. Nous avons donc choisi de 

tester les capacités régulatrices de la population des CpG-pre-pDC dans un modèle murin de maladie du 

greffon contre l’hôte. 

 

 

  



163 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Partie 2 

Rôle protecteur des CpG-pre-pDC dans le cadre d’une réponse allogénique : 

la maladie du greffon contre l’hôte 

 

Hélène LETSCHER, Viviane AGBOGAN, Emmanuel TEJERINA, Christophe GRAS, Jérôme MEGRET  

et Flora ZAVALA 

 

 

 

 

 

 

  



164 
 

Résumé 

Le rôle des cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDC) dans la maladie du greffon contre l’hôte 

(GVHD) reste obscur. La possibilité pour des signaux innés de conférer un phénotype régulateur robuste à 

des cellules dendritiques plasmacytoïdes immatures issues de la moelle osseuse a déjà été démontrée en 

contexte auto-immun. Nous démontrons ici qu’il est possible de protéger l’hôte de la GVHD par le transfert 

adoptif de CpG-pre-pDC induits par l’activation ex vivo de la moelle osseuse du donneur avec un agoniste du 

TLR9. Ces cellules migrent essentiellement au niveau de la rate et du foie où elles se différencient en cellules 

dendritiques plasmacytoïdes matures produisant du TGFβ et de l’IL-12p40. Sur place, ces cellules sont 

capables de diminuer la production d’IL-17 à la fois par les lymphocytes T CD4+ et CD8+, les deux populations 

pathogènes centrales de cette maladie. Ces résultats démontrent que les CpG-pre-pDC, initialement décrits 

comme capables de réguler l’encéphalite auto-immune expérimentale, un modèle murin de sclérose en 

plaque, sont également capables de réguler en partie la réponse inflammatoire dans un modèle allogénique, 

la GVHD. Ces résultats ouvrent donc des perspectives de thérapie cellulaire de la GVHD par les CpG-pre-pDC 

soit seuls soit en complément des traitements déjà utilisés dans le cadre de cette pathologie. 

 

Introduction 

Le transfert de cellules souches hématopoïétiques allogéniques (aHSCT) reste encore aujourd’hui le 

seul traitement curatif de certaines formes agressives de cancers liquides et de désordres hématologiques. 

Malgré de nombreuses avancées dans la compréhension et le traitement des suites de la greffe, la maladie 

du greffon contre l’hôte aiguë (aGVHD) reste la principale cause de mortalité et de morbidité associée à cette 

procédure1. L’aGVHD est caractérisée par la dérégulation des cellules du donneur ce qui conduit à une 

prolifération massive de ses lymphocytes T et la destruction des tissus de l’hôte2.  

À l’heure actuelle, les traitements de l’aGVHD reposent essentiellement sur l’utilisation  

d’immunosuppresseurs non spécifiques tels que les glucocorticoïdes et les cyclosporines. La définition de la 

dose optimale de ces traitements, propre à chaque patient, requiert une phase d’adaptation plus ou moins 

longue durant laquelle le risque de repousse tumorale est réel. Par ailleurs, les risques d’infections 

opportunistes fongiques et bactériennes associés à l’utilisation d’immunosuppresseurs non spécifiques 

constituent l’une des causes principales de morbidité associées à la GVHD3. Enfin, une immunosuppression 

trop forte risque d’empêcher une bonne activation du système immunitaire du donneur, qui ne sera plus à 

même de détruire ou contrôler le cancer (GVL) et qui se traduira à terme par une repousse tumorale 

agressive qui est souvent fatale au patient. Il parait donc nécessaire de proposer des thérapies spécifiques 

afin d’améliorer la survie à long terme des patients. Plusieurs études ont pu démontrer les effets bénéfiques 

de thérapies cellulaires avec les Tregs4,5. Toutefois, l’utilisation de ces cellules aboutit à des effets contrastés. 

En effet, il a été démontré qu’en condition inflammatoire, les Tregs ainsi injectées changeaient d’identité en 
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perdant Foxp3 pour adopter un phénotype semblable à celui des Tfh6. L’utilisation de Tregs issus du sang de 

cordon ou traités avec de la rapamycine semble résoudre en partie ce problème en stabilisant l’expression 

de foxp3, toutefois la survie de ces cellules reste insuffisante7,8. Les Tregs allo-spécifiques sont une voie de 

recherche prometteuse, mais aucun essai clinique n’a été proposé jusqu’à présent9. 

L’utilisation de cellules immatures pour la régulation de pathologies immunitaires est pourtant déjà 

pratiquée depuis le début des années 2000. Les cellules souches mésenchymateuses en particulier se sont 

révélées être de puissantes cellules régulatrices y compris dans la GVHD10,11. Notre laboratoire a également 

caractérisé plusieurs précurseurs régulateurs dans différents modèles d’auto-immunité. Nous avons montré 

que le G-CSF est capable de mobiliser des cellules multipotentes de type 2 (MPP2) depuis la moelle osseuse 

à la rate capable de protéger les souris diabétiques non-obèse (NOD) contre le diabète de type I en induisant 

la prolifération des Tregs12. Plus récemment, notre équipe a démontré qu’il est possible de faire émerger 

des cellules de type proB régulatrices par la stimulation de moelle osseuse totale avec un agoniste du TLR9, 

le CpG (CpG proB). Ces CpG-proB sont également capables de prévenir efficacement le diabète de type I chez 

les souris NOD en induisant l’apoptose des lymphocytes T13. Plus récemment, nous avons démontré que les 

CpG-proB peuvent émerger dans la moelle osseuse de souris C57Bl/6 et ces cellules sont capables de réguler 

l’encéphalite auto-immune expérimentale (EAE), un modèle murin de sclérose en plaques14. Nous avons 

également démontré qu’il est possible de faire émerger un autre sous-type de cellules immatures 

régulatrices par la culture de moelle osseuse avec le CpG. Ces précurseurs sont engagés dans la voie des 

cellules dendritiques plasmacytoïdes et sont capables de réguler l’EAE en convertissant la production 

cytokinique  pro-inflammatoire des CD4+ infiltrant le SNC vers un profil anti-inflammatoire. 

Plusieurs études ont pu démontrer le rôle protecteur des cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDC) 

chez l’Homme au cours de la GVHD15, bien qu’elles puissent être également pathogènes dans certains cas 16. 

Chez la souris, les pDC sont également versatiles et sont capables d’augmenter la GVL sans augmenter la 

GVHD17 mais peuvent également être délétères en exerçant un rôle de cellule présentatrice d’antigène qui 

induira la différenciation d’une réponse CD4+ principalement orientée vers Th1718. Le rôle pourtant 

protecteur des pDC immatures issues de la moelle osseuse n’est en revanche que très peu caractérisé dans 

la GVHD. Il a cependant été démontré que la GVHD empêche la maturation des pDC19. Malgré le potentiel 

thérapeutique de cette population, aucune expérience de transfert adoptif de ces pDC immatures n’a été 

réalisée à notre connaissance jusqu’à présent. Ce type de thérapie cellulaire paraît donc intéressant à évaluer 

chez l’animal. 

Nous démontrons ici que l’injection de CpG-pre-pDC avant le début des signes cliniques est capable 

de réduire à la fois le score clinique des animaux ainsi traités mais également de retarder et de diminuer la 

mortalité associée à la GVHD dans un modèle semi allogénique induit par le transfert de moelle osseuse et 

de lymphocytes T issus de C57Bl/6 à un animal receveur B6C3F1. Une double injection de CpG-pre-pDC 

syngéniques du donneur juste après la greffe et au déclenchement des signes cliniques potentialise cet effet. 
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Les cellules injectées migrent principalement vers la rate et plus modérément au niveau du foie. Dans ces 

organes, les cellules maturent, tout en gardant un phénotype de pDC dans chacun des organes considérés, 

et produisent du TGFβ et de l’IL-12p40. Elles réduisent la production d’IL-17 pathogénique à la fois par les 

lymphocytes CD4+ et CD8+. Ces résultats sont, à notre connaissance, la première démonstration du rôle 

protecteur de pDC immatures dans un modèle murin de GVHD. Des travaux complémentaires pourraient 

permettre de comprendre finement les mécanismes de cette protection et d’envisager chercher un 

équivalent humain qui pourrait être utilisé pour traiter la GVHD, soit seul, soit en combinaison avec les 

traitements déjà utilisés dans cette pathologie. 
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Résultats 

 

L’injection précoce de CpG-pre-pDC est capable de protéger contre l’aGVHD. Afin de déterminer les 

capacités protectrices des cellules c-kit+Sca-1+B220int PDCA-1+ (CpG-pre-pDC ) triées électroniquement dans 

un contexte d’alloréactivité, 200 000 de ces précurseurs issus du donneur sont transférés à des souris 

irradiées reconstituées avec une moelle semi allogénique (C57Bl/6  B6C3F1) à différents temps. L’injection 

de 200 000 CpG-pre-pDC du donneur est capable de réduire la sévérité des manifestations cliniques de la 

maladie et d'augmenter la survie des animaux. Nous montrons en outre que le transfert adoptif de ces 

cellules permet également de diminuer la mortalité lorsque les précurseurs sont injectés à J+1, soit le 

lendemain de la greffe de moelle osseuse (figure 1a). L’injection de 200 000 CpG-pre-pDC à la fois à J+1 et 

au moment de l’initiation des manifestations cliniques (J+14) limite la sévérité de la maladie (figure 1b). Une 

tendance vers l’amélioration de la survie des animaux (p=0.11) laisse augurer que l’augmentation du nombre 

d’animaux traités pourrait permettre d’atteindre la confirmation statistique de cette différence. En 

revanche, l’injection de 200 000 CpG-pre-pDC à j14 seulement ne semble favoriser ni l’amélioration clinique 

ni la survie des animaux receveurs (figure 1c).  

 

Migration, différenciation et propriétés fonctionnelles des CpG-pre-pDC transférés précocement  chez un 

receveur développant une GVHD. L’injection de 200 000 CpG-pre-pDC actine-GFP à J+1 nous a permis de 

suivre la migration et l’expansion de l’inoculum chez les animaux ainsi traités. 7 jours après injection, les 

CpG-pre-pDC ont essentiellement migré au niveau de la rate, de la moelle osseuse et plus modérément au 

niveau du foie (figure 2a). De façon intéressante, le nombre de précurseurs retrouvés est environ 7.5 fois 

plus élevé que le nombre initial, ce qui suggère une forte expansion des cellules dans ce contexte. L’injection 

de CpG-pre-pDC issus de donneurs CD45.1 chez des receveurs CD45.2 nous a permis de définir le phénotype 

de la descendance des précurseurs injectés au niveau des trois organes dans lesquels les cellules GFP+ ont 

été retrouvées. Quel que soit l’organe considéré, la descendance des CpG-pre-pDC, selectionnées sur 

CD45.1+CD45.2-, est homogène et présente le phénotype c-Kitlo/- Sca-1+ PDCA-1+ B220int Siglec-H+ CD11clo 

attendu (figure 2b). L’activation PMA/ionomycine des cellules isolées à partir de la rate met en évidence 

qu’en moyenne 84% des cellules CD45.1+ produisent de l’IL-12p40 et environ 60% produisent le LAP (figure 

2c). Plus de 20% de ces cellules produisent également  de l’IL-6 et de l’IFNγ et plus de 10% produisent du 

TNFα, ce qui semble en accord avec leur orientation dans la voie de différenciation des cellules dendritiques 

plasmacytoïdes. 

 

L’injection de CpG-pre-pDC attenue l’état inflammatoire de l’hôte à la fois pour les CD4+ et les CD8+. Le 

compte total des différentes populations cellulaires a été réalisé au niveau de la rate des animaux contrôles 

et traités afin de déceler une éventuelle population cellulaire fortement impactée. Aucun sous-type 
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cellulaire n’est significativement diminué ou augmenté à l’exception notable des cellules PDCA-1+ (figure 

3a). Par ailleurs, au sein des lymphocytes T CD4+, la proportion de Tregs foxp3+ n’est pas modifiée (figure 

3b). Nous nous sommes donc concentrés sur l’étude des cellules pathogènes directement impliquées dans 

la GVHD, les lymphocytes T CD4+ et CD8+. L’analyse de la production cytokinique des lymphocytes T après 

stimulation PMA/ionomycine met en avant une diminution significative de la production d’IL-17 à la fois par 

les CD4+ et les CD8+ chez les animaux traités avec 200 000 CpG-pre-pDC au jour j+1 (figure 3c). Par ailleurs, 

chez ces souris, les CD8+ expriment significativement moins de GM-CSF, une tendance que l’on peut 

retrouver chez les CD4+. Par ailleurs, bien que ce ne soit pas significatif, les CD8+ produisent davantage 

d’IFNγ chez les animaux traités par les CpG-pre-pDC  que chez les animaux contrôles. L’étude de la 

production des cytokines anti-inflammatoires ne révèle aucune modification notable du profil anti-

inflammatoire des lymphocytes T du donneur, tant CD4+ que CD8+ (figure 3d). 

 

Rôle du TGFβ dans la protection des CpG-pre-pDC contre l’aGVHD.  Afin de rendre compte du rôle du TGFβ 

produit par les CpG-pre-pDC dans la protection induite par ces cellules face à l’aGVHD, nous avons préparé 

des précurseurs à partir d’animaux WT puis transfectés avec une construction chariot/anticorps neutralisant 

anti LAP comme précédemment décrit. L’injection de 200 000 CpG-pre-pDC traités au Chariot-LAP au jour 

j+1 n’est pas capable de moduler la protection mise en place par les cellules dans la mesure où les animaux 

ayant reçu les CpG-pre-pDC incapables de produire du TGFβ sont parfaitement comparables en termes de 

survie aux animaux toujours capables de produire cette molécule (figure 4).  
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Figure 1 : Potection face à la GVHD par les CpG-pre-pDC et détermination de la fenêtre thérapeutique. 

Score clinique, perte de poids et survie associés à la GVHD des souris B6C3F1 après transfert de moelle 

osseuse et de lymphocytes T issus de souris C57Bl/6. 200 000 CpG-pre-pDC triés électroniquement sur les 

critères Sca-1+ c-Kit+ B220int PDCA-1+ IgM- ont été injectés i.v à différents temps soit (a) une seule injection 1 

jour après la greffe de moelle osseuse, (b) deux injections à jour 1 et jour 14 après la greffe de moelle osseuse 

ou (c) une seule injection 14 jours après la greffe de moelle osseuse. Dans chacun de ces cas, les animaux 

contrôles ont reçu du PBS à la place des précurseurs. Les scores cliniques sont représentés par leur moyenne 

et l’erreur-type de la moyenne (SEM) durant 45 à 60 jours. n=7-12 par groupe. L’analyse statistique du score 

clinique a été réalisée par un ANOVA à deux voies, la perte de poids par un test de Student à deux voies et 

la survie par un test de Mantel-Cox. *P<0.05, ***P<0.001 
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Figure 2: Migration, différenciation et production de cytokines par la descendance des CpG-pre-pDC dans les souris 

aGVHD. (a) 200 000CpG-pre-pDC actine-GFP+ sont injectés à J1 chez des souris B6C3F1 ayant été irradiées et reçu de 

la moelle osseuse semi-allogénique. Les nombres absolus de cellules GFP+ ont été analysé dans les organes cibles de 

l’aGVHD que sont la peau, le foie et le tractus digestif (intestin grêle (SI) et colon). La moelle osseuse (BM), la rate et 

les ganglions  périphériques (pLN) et  mésentériques (mLN) ont également été analysés. Le test statistique utilisé est 

un ANOVA à une voie avec un post test multiple de Bonferroni. ***p<0.001. (b) Le phénotype de la descendance 

CD45.1+CD45.2- a été recherché 8 jours après irradiation (soit 7 jours après greffe) et a été évalué par cytométrie de 

flux. Seule la descendance splénique est présentée (c) La production de cytokine de la descendance CD45.1+CD45.2- a 

été évaluée dans la rate par cytométrie de flux après une préincubation de 4h en PMA/ionomycine +Brefledine A. 

Haut : images représentatives obtenues par cytométrie de flux. Bas : histogrammes résumant l’expression par la 

descendance des différentes cytokines considérées. n=4 souris par cytokine, moyenne et SEM. 
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Figure 3 : L’injection de CpG-pre-pDC à j1 atténue la signature inflammatoire des lymphocytes T activés. 

(a) Représentation respective à j8 des différentes populations cellulaires présentes dans la rate des animaux 

B6C3F1 en aGVHD avec (vert) ou sans (gris) traitement par 200 000 CpG-pre-pDC à j1 analysées par 

cytométrie de flux. n=2 (b) Représentation de lymphocytes T CD4+ foxp3+ au sein de la rate totale des 

animaux contrôles (gris) et traités par l’injection de CpG-pre-pDC à j1. (c) Analyse des cytokines pro-

inflammatoires produites par les lymphocytes T spléniques du donneur des animaux traités (barres blanches) 

comparées aux animaux ayant reçu du PBS (barres grises). (d) Analyse des cytokines anti-inflammatoires 

produites par les lymphocytes T du donneur des animaux traités (barres blanches) comparées aux animaux 

ayant reçu du PBS (barres grises). Gauche : images représentatives obtenues par cytométrie de flux. Droite : 

histogrammes résumant l’expression par la descendance des différentes cytokines considérées. Haut : étude 

des lymphocytes T CD4+ du donneur. Bas : étude des lymphocytes T CD8+ du donneur. Étude statistique 

réalisée par le biais d’un test ANOVA à deux voies. n=6, *p<0.05 

 

 

Figure 4 : Rôle du TGFβ dans la protection induite par l’injection de CPG-pre-pDC dans l’aGVHD. 200 000 

CpG-pre-pDC transfectés soit avec un anticorps neutralisant anti-LAP (bleu) ou un isotype contrôle (rouge), 

résultant soit dans des cellules déficientes pour le TGF ou dans l’équivalent de cellules non touchées, ont été 

injectées à J1 chez des animaux induits pour l’aGVHD. n=5.  
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Matériel et méthodes : 

Animaux. Les souris femelles B6C3F1 de 10 semaines d’âge ont été achetées auprès d’Envigo (Huntington, 

Royaume-Uni). Les souris C57Bl/6 femelles de 8 semaines d’âge ont été achetées auprès de Janvier Labs 

(LeGenest Sainte Isle, France). Les animaux ont eu un temps d’acclimatation de 2 semaines minimum avant 

l’induction de la maladie. Les animaux congéniques CD45.1 et actine-GFP ont été élevés à l’animalerie de 

l’institut Necker Enfants Malades en condition exempte de pathogènes.  

 

Induction de la GVHD aiguë. Les souris B6C3F1 ont été irradiées aux rayons X à 9Gy la veille de la greffe de 

moelle osseuse et de lymphocytes T. 22-24h après irradiation, les animaux sont reconstitués par l’injection 

i.v de 1.107 cellules issues de la moelle osseuse totale+ 2.106 de lymphocytes T totaux isolés à l’aide du kit 

magnétique d’isolation des lymphocytes totaux (Stemcells technologies, Grenoble, France). Le score clinique 

et le poids des animaux ont été évalués tous les deux jours sur une échelle de 0 à 5. Le score se compose de 

5 critères, chacun noté 0 en cas d’absence de symptôme, 0.5 lorsque certains critères associés au symptôme 

considéré sont absents ou faibles, 1 si tous les critères considérés sont présents. Les cinq points considérés 

sont : la peau (présence de rash cutané, peau rougie au niveau des pattes, desquamation), la diarrhée 

(présence de diarrhée, anus rougi et/ou humide), la posture de l’animal (prostration, voussure dorsale, 

inactivité), le poids (perte de poids > 10% du poids initial) et la qualité du poil (terne, sale, ébouriffé). Si 

l’animal présente tous les critères, soit un score maximal de 5, ou une perte de poids >30% de son poids 

initial, il est immédiatement sacrifié. 

 

Tri électronique des CpG-pre-pDC issus de la moelle osseuse totale activée par le CpG. La moelle osseuse 

est flushée des tibias, fémurs et hanches des souris C57Bl/6 donneuses âgées de 10 à 12 semaines puis 

incubée dans du RPMI 1640 complet comprenant 10% de sérum de veau fétal, 1% d’antibiotiques 

(pénicilline/stréptomycine) pendant 18h en présence d’1µg/mL de CpG-B (Invivogen, Toulouse, France). Les 

cellules c-kit+ sont ensuite enrichies à l’aide d’un kit magnétique de séparation et de l’automate RoboSep 

(Stemcells technologies). Les cellules ainsi enrichies sont ensuite marquées à l’aide d’un ensemble 

d’anticorps dirigés contre Sca-1, B220 (BD bioscience, Le pont de Claix, France), PDCA-1 (ebioscience, Paris, 

France) et triées électroniquement sur le phénotype c-kit+Sca-1+B220intPDCA-1+ à l’aide d’un FACS trieur Aria 

IIIu (BD bioscience). 

 

Isolation de cellules infiltrantes du foie. Les animaux sont euthanasiés et le foie est abondamment perfusé 

avec du PBS froid par la veine porte jusqu’à obtention d’une couleur café au lait. L’organe est ensuite 

transféré dans une plaque 6 puits puis broyé successivement deux fois dans 5mL de PBS, 5%SVF sur un tamis 

cellulaire de 70µm à l’aide du piston d’une seringue de 5mL. Les surnageants sont collectés et rassemblés 

dans un même falcon 50 puis centrifugés une première fois 5 minutes à 50g (600 rpm). Le surnageant est 
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collecté puis centrifugé à 500g (1600 rpm) pendant 5 minutes. Le culot résultant est ensuite remis en 

suspension puis compté. 

 

Isolation de cellules infiltrantes de la peau. Des biopsies de peau sont prélevées au niveau des oreilles de 

l’animal et finement découpées à l’aide de ciseaux (1-2mm). L’échantillon est ensuite transféré dans un 

falcon 15mL et incubées pendant 45 minutes à 37°C sous agitation mécanique dans un milieu de digestion 

comprenant 1mg/mL de collagénase et 1000UI de DNase I (Sigma-Aldrich, Fleury-Mérogis, France) dans du 

RPMI 1640, 1% SVF. Après digestion, chaque suspension est filtrée à l’aide de tamis cellulaires de 100µm. S’il 

reste sur le filtre des éléments non digérés, ils sont broyés à l’aide du piston d’une seringue de 5mL. Les 

filtres sont rincés à l’aide de 30mL RPMI 10% puis centrifugés 5 minutes à 500g (1600 rpm). Les surnageants 

seront centrifugés une seconde fois et les deux culots sont rincés dans 15mL de PBS total, centrifugés 5 

minutes à 500g avant de compter les cellules.  

 

Isolation de cellules infiltrantes du tube digestif. Après prélèvement, le colon et de l’intestin grêle sont 

soigneusement dégraissés et vidés de leur contenu à l’aide d’une poire fine. Le mucus est retiré en pressant 

délicatement l’organe du bas vers le haut à l’aide d’un outil plat. Le tube digestif est ouvert dans le sens de 

la longueur avec des ciseaux et coupé en segments d’un à deux centimètres. Les prélèvements sont placés 

dans des tubes falcon contenant 30 mL de PBS1X. De l’EDTA est ajouté à une concentration finale de 30mM 

et le prélèvement est incubé sur glace pendant 30 minutes. À la fin du temps d’incubation,  les prélèvements 

sont secoués énergiquement afin de décoller l’épithélium. Les prélèvements sont ensuite transférés dans un 

nouveau falcon contenant 20 mL de PBS 1X et le cycle est répété trois fois, jusqu’à ce qu’il n’y ait plus de 

mousse. Au besoin, le restant d’épithélium est enlevé avec des pinces. Les prélèvements sont égoutés puis 

transférés dans une plaque 6 puits. Ils sont ensuité découpés finement et 3mL de milieu de digestion 

composé de DMEM 2% SVF, 2ng/mL de DNase I et 1mg/mL de Collagénase est ajouté après quoi, ils sont 

incubés 15 minutes à 37°C. À la fin de l’incubation, les échantillons sont flushés à l’aide d’un cône de 1mL 

coupé afin de dissocier mécaniquement les tissus. La résultante est filtrée sur un tamis cellulaire de 70µm et 

l’opération est répétée deux fois. Les culots sont ensuite repris dans 5mL de percoll 40% isotonique auxquels 

sont ajoutés 5mL de percoll 80% avant d’être centrifugés 20 minutes à température ambiante à 1300g 

(2800rpm) sans frein. L’anneau est récupéré et rincé abondamment dans du RPMI 10% avant que les cellules 

ne soient comptées. 

 

Marquages et analyse par cytométrie de flux. Le marquage non-spécifique est limité par la préincubation 

des cellules avec du 2.4G2, un bloqueur des récepteurs Fc. Les cellules sont ensuite marquées avec les 

anticorps fluorescents appropriés dirigés contre CD4, CD8, B220, PDCA-1, Siglec-H (eBioscience), CD19, IgM, 
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CD11b, CD11c, c-Kit (CD117), Sca-1 (anti-Ly6A/E), CD45.1, CD45.2 (BD Biosciences). L’expression de Foxp3 a 

été mesurée par FACS en accord avec les recommandations du fabriquant (eBioscience). 

 

Lecture des cytokines. L’expression intra-cytoplasmique des cytokines des cellules issues de la rate a été 

mesurée après une pré-incubation de 4h avec de la PMA (10 ng/ml), de la ionomycine (500 ng/ml) et de la 

Brefeldine A (2mg/mL). Les cellules sont ensuite fixées et perméabilisées par l’utilisation d’un mélange de 

PFA/saponine. Le marquage est réalisé à l’aide d’anticorps marqués permettant de marquer APC-IFNγ, APC-

IL-10, APC-IL-17 (BD bioscience), PE-GM-CSF, PE-IL-27 et APC-IL-12p40 (eBioscience), PE-TNFα, PE-LAP 

(Biolegend) et APC-IL-21 (R&D, Abingdon, UK) ou des isotypes contrôles (BD bioscience et eBioscience). La 

lecture des marquages ainsi réalisés a été effectuée à l’aide d’un Canto II (BD Bioscience). Leur analyse a été 

faite à l’aide du logiciel FlowJo (Treestar, Ashland, États-Unis). 

 

Neutralisation du TGFβ à l’aide du Chariot. Une construction est réalisée pendant 30 minutes à température 

ambiante à l’aide de 0.2mg de Chariot (Active motif, La Hupe, Belgique) et de 100 µg soit d’anticorps 

neutralisant anti-LAP purifié, soit d’un isotype IgG1 contrôle (Biolegend), en accord avec les 

recommandations du fabriquant. Les CpG-pre-pDC électroniquement triés sont alors incubés avec cette 

construction pendant 20 minutes puis rincés avec du PBS 1X. Les cellules ainsi transfectées sont ensuite 

injectées i.v à une concentration de 2.106 cellules/mL dans du PBS 2% SVF. 

 

Analyse statistique.  L’analyse des données statistiques a été réalisée à l’aide de Prism5. L’analyse des 

courbes de poids est réalisée à l’aide d’un test de Student multiple, le score clinique est analysé avec un 

ANOVA à deux voies, la mortalité par un test de Mantel-Cox et la comparaison entre les sites de migration à 

l’aide d’un ANOVA à une voie. 
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES PARTIE 2 

 

Dans cette deuxième partie, nous avons démontré qu’il est possible de réduire les manifestations cliniques 

de la maladie aiguë du greffon contre l’hôte par l’injection de 200 000 CpG-pre-pDC le lendemain de la greffe. 

Si la protection contre la pathologie n’est que partielle, les résultats obtenus sont néanmoins très 

encourageants. Nous avons pu démontrer qu’il est possible de potentialiser l’effet des CpG-pre-pDC par une 

deuxième injection de 200 000 de ces précurseurs au moment de l’apparition des signes cliniques. Une autre 

possibilité d’amélioration de la protection passerait par l’augmentation du nombre de CpG-pre-pDC 

injectées à J1. À l’état d’équilibre, cela semble peu envisageable car le nombre de CpG-pre-pDC que l’on peut 

obtenir à partir de la moelle osseuse d’un animal est assez limité (≈100 000/donneur), il est donc nécessaire 

d’expandre ces cellules. Nous avons essayé plusieurs protocoles d’expansion in vitro utilisant des 

combinaisons de TPO, SCF et de milieu adapté à l’entretien de cellules immatures (Stemspan, Stemline II) 

afin de les figer dans un état de précurseurs mais ces cellules sont éminemment fragiles et entrent en 

apoptose rapidement. Par ailleurs, la culture en conditions appropriées aux cellules dendritiques 

plasmacytoïdes (IL-3 et Flt3L) de ces CpG-pre-pDC pendant des périodes de temps supérieurs ne permet pas 

de les maintenir à l’état immature. Nous avons donc proposé de développer un protocole de multiplication 

in vivo par l’injection de 300ng Flt3L/souris/jour pendant 3 jours par donneur avant sacrifice (figure 

supplémentaire 1).  

 

Figure supplémentaire 1 : Proportion des CpG-pre-pDC dans la population de la moelle osseuse totale après 18h de stimulation 
CpG de moelle osseuse issue d’animaux non traités (gris), d’animaux ayant reçu trois injection de 300ng/jour de Flt3L par voie 
sous cutanée (bleu clair) ou par voie intra péritonéale (bleu foncé) 

 

À l’issu de ce traitement et après culture de la moelle osseuse totale avec du CpG, il est alors possible de ne 

sélectionner par tri électronique que les cellules dont le phénotype correspond à celui des CpG-pre-pDC. 

Dans ces conditions, nous avons pu établir que l’injection de cette cytokine par voie sous-cutanée (sc) est 

capable, contrairement à la voie intra péritonéale (ip), d’induire une forte prolifération (environ 6 fois plus) 

des précurseurs des cellules dendritiques dont les CpG-pre-pDC. Cette stimulation sous cutanée efficace 
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permet d’envisager d’injecter 1.106 CpG-pre-pDC obtenus après stimulation des donneurs avec Flt3L (CpG-

pre-pDC Flt3L) à comparer avec la dose habituelle de 200 000 CpG-pre-pDC également obtenus après 

stimulation des donneurs avec cette cytokine. Nous avons donc injecté ces deux doses de cellules le 

lendemain de la reconstitution des animaux, comme précédemment décrit. Toutefois, pour des raisons 

internes à notre animalerie, l’aGVHD des animaux, quel que soit le groupe, y compris contrôle, a été 

fulgurante, se traduisant par un poids extrêmement rapidement variable, une mortalité précoce et trop 

rapide pour n’être liée qu’à la maladie (0% de survivants 34 jours après irradiation). Ces résultats seraient à 

reproduire dans des conditions adéquates afin de pouvoir vérifier si les CpG-pre-pDC Flt3L sont identiques 

aux cellules issues de donneurs non traités du point de vue de leur fonction, de leur différenciation et de 

leur migration. Par ailleurs, nous pourrons évaluer si l’augmentation de la dose de précurseurs injectés est 

capable de protéger les animaux de manière plus efficace contre la GVHD et en particulier contre la mortalité 

associée.  

 Il est intéressant de constater que l’injection des CpG-pre-pDC au jour 14 après l’irradiation n’est pas 

capable de réguler la GVHD aiguë, alors que la deuxième injection de ces précurseurs à j14 est cependant 

capable d’améliorer la protection mise en place par les précurseurs injectés à jour1. Plusieurs hypothèses 

peuvent venir expliquer cela. Tout d’abord, il est connu que le type d’immunité mis en jeu dans les phases 

d’initiation de la GVHD (tempête cytokinique) et au moment du déclenchement des signes cliniques 

(immunité cellulaire) sont différents. Dans la mesure où les CpG-pre-pDC répondent à l’état inflammatoire 

de l’animal, il est fortement probable que ce changement influe fortement sur leur propre profil, que ce soit 

au niveau de leur fonction, de leur migration, de leur différenciation ou même de leur survie. Il est également 

possible que les CpG-pre-pDC injectés au jour1 soient capables de potentialiser la réponse de la seconde 

vague de précurseurs qui n’ont peut être pas le même phénotype que ceux de la première vague, du fait 

d’un signal inflammatoire plus doux. Ces cellules avec un phénotype différent pourraient alors peut être 

diminuer la production d’autres cytokines que l’IL-17 et le GM-CSF. Par ailleurs, des symptômes de la GVHD 

diminués par la double injection de CpG-pre-pDC, la diarrhée est le plus affecté. Il est donc possible que la 

diminution de la signature pro-inflammatoire puisse permettre aux CpG-pre-pDC d’acquérir d’autres 

molécules d’adressage et de migrer au tube digestif. Toutefois, contrairement à l’EAE, le fait que les CpG-

pre-pDC ne soient plus capables de réguler la pathologie après le début de ses manifestations cliniques n’est 

pas un problème. En effet, à la différence de la sclérose en plaques dont le déclenchement est sporadique 

et imprédictible dans la population, la GVHD est une pathologie déclenchée par l’Homme dans des 

conditions bien définies. Si la sévérité de la maladie est difficile à prévoir, il est en revanche systématique 

que les patients ayant reçu une aHSCT sont à risque vis-à-vis de la GVHD avant même son déclenchement. 

 Dans ce modèle, nous n’avons pas vérifié si le signal CpG est requis pour l’acquisition du phénotype 

protecteur des cellules. À nouveau, à l’état basal, il ne semble pas possible de réaliser cette expérience car 
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le nombre de cellules obtenues sans stimulation TLR9 est de l’ordre du tiers du rendement obtenu avec le 

CpG. La quantité requise d’animaux pour réaliser cette expérience ne semble pas éthiquement justifiable. 

Toutefois, si nous parvenons à démontrer qu’il est possible de multiplier les cellules c-Kit+ Sca-1+ B220int 

PDCA-1+ par le traitement des animaux donneurs avec le Flt3L et que ces cellules ont des propriétés similaires 

aux cellules non multipliées in vivo, il sera alors envisageable de réaliser cette vérification. Par ailleurs, nous 

n’avons recherché ni l’existence de cellules au phénotype similaire à celui des CpG-pre-pDC qui aurait été 

induite par la GVHD directement ni leurs potentielles propriétés protectrices contre la pathologie. À 

nouveau, la question du nombre de cellules à injecter dans ces modèles se pose comme la contrainte 

principale. En effet, l’inoculum de moelle totale initial est de « seulement » 1.107 cellules, et les pDC étant 

une population assez rare, il faudra attendre un temps important pour que la reconstitution médullaire soit 

suffisante afin d’obtenir assez de cellules pour réaliser cette expérience. De fait, cela nous empêche d’utiliser 

les cellules induites précocement par la maladie car le nombre de cellules plasmacytoïdes à ce stade est trop 

faible et contient encore une proportion non négligeable de cellules  issues du receveur, qui finiront par 

mourir rapidement à cause du conditionnement. Il serait tentant d’utiliser du Flt3L à ce stade, toutefois, les 

APC du receveur et du donneur conditionnant la maladie, le risque d’aggraver brutalement la pathologie est 

très important. Enfin, il ne parait pas non plus envisageable de chercher à faire émerger les précurseurs 

d’intérêt par l’injection de CpG in vivo à nouveau pour des questions de nombre de cellules à injecter aux 

receveurs qui serait trop grand. Il est possible que ce problème soit également résolu par le prétraitement 

des donneurs avec le Flt3L, mais la manière dont le Flt3L et le CpG vont interagir in vivo pour réorienter 

l’hématopoïèse des DC et donc des CpG-pre-pDC n’est pas connue. Cela demanderait donc davantage 

d’étapes de validation des cellules ainsi obtenues. 

 Sept jours après leur injection la descendance des CpG-pre-pDC a migré au niveau de la rate, plus 

modérément au niveau de la moelle osseuse et du foie. Il est intéressant de noter que contrairement à l’EAE, 

dans le cas de la GVHD, les CpG-pre-pDC ne migrent pas aux organes cibles. Cependant, l’état inflammatoire 

de l’animal étant assez généralisé dans ce modèle, il est probable que l’acquisition des molécules nécessaires 

à la migration spécifique dans les organes cibles soit plus difficile. Il pourrait donc sembler que la migration 

au niveau de la rate et de la moelle osseuse apparaisse comme une destination « par défaut » des CpG-pre-

pDC et de leur descendance. Toutefois, si tel était le cas, nous devrions retrouver un fort pourcentage de 

cellules infiltrantes au niveau du foie et des poumons, ces deux organes étant connus pour leur effet 

rétenteur des cellules injectées par voie intraveineuse. Or le nombre de cellules CD45.1+ retrouvées dans le 

foie et dans le lavage broncho-alvéolaire (données non présentées) est très faible par comparaison avec la 

rate. Par ailleurs, la moelle osseuse n’est pas connue pour être un site de rétention des cellules injectées i.v. 

On pourrait envisager que comme les CpG-pre-pDC sont issues de la moelle osseuse, elles conservent les 

signaux d’adressage pour cet organe et y retournent. Toutefois, cela n’est pas le cas dans l’EAE, il apparaît 
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donc que ces deux sites de migration de la descendance des CpG-pre-pDC sont le résultat d’une migration 

active, bien que nous n’ayons pas recherché l’implication spécifique des molécules impliquées dans la 

migration des CpG-pre-pDC et leur descendance dans ce modèle. Par ailleurs, il est intéressant de noter que 

le phénotype de la descendance des CpG-pre-pDC est similaire quel que soit l’organe considéré (figure 

supplémentaire 2). 

 

Figure supplémentaire 2 : phénotype de la descendance des CpG-pre-pDC dans les différents organes au sein desquels ils migrent : 
la moelle osseuse (BM, en vert), le foie (bleu) et la rate (rouge). Les différents histogrammes présentés sont gatés sur la population 
CD45.1+CD45.2-. Les histogrammes ont été normalisés à 100% d’expression (modal). 

 

À l’exception de quelques différences mineures sur certains antigènes (notamment l’apparition de niveaux 

très faibles de B220 dans la rate), la différenciation des CpG-pre-pDC est homogène et les cellules gardent la 

même relative résistance à la maturation (conservation de l’expression de Sca-1) tout en restant orientées 

dans la voie de différenciation des cellules dendritiques plasmacytoïdes, ce qui n’est pas sans rappeler le 

profil de différenciation de la descendance de ces mêmes cellules dans l’EAE. Par ailleurs, en parallèle des 

tests avec CpG-pre-pDC in vivo, nous avons tenté d’éclaircir les mécanismes moléculaires de cette protection 

par le biais de l’étude in vitro en MLR de la suppression des lymphocytes T. De façon très intéressante, dans 

ce modèle, les CpG-pre-pDC favorisent fortement l’expansion des lymphocytes T CD8+ (données non 

présentées) et ne permettent pas l’expression de cytokines associées à la régulation (en particulier le TGFβ 

et l’IL-27). Ce comportement in vitro des précurseurs d’intérêt est radicalement différent de ce qui est 

observable in vivo chez les animaux traités, ce qui montre que les CpG-pre-pDC sont éminament sensibles à 

l’environnement inflammatoire dans lequel ils sont. Il semble donc que si les modalités d’action et de 

migration de la descendance des CpG-pre-pDC sont dictées par l’environnement inflammatoire, leur voie de 

différenciation et leur capacité de maturation seraient quant à elles intrinsèques. 
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La descendance des CpG-pre-pDC est capable de produire plusieurs cytokines dont l’IL-12p40 et le 

TGFβ. L’IL-12p40 est ambivalent et peut être pathogène ou protecteur suivant l’équilibre cytokinique et 

cellulaire de l’animal. Il est en effet intéressant de constater que la régulation soit par les Th1 soit par les 

Th17 obéit à un équilibre et donc peut être envisagé du point de vue de l’homéostasie des deux populations. 

De son côté si le TGFβ est clairement une cytokine profitable dans la phase aiguë de la pathologie, elle est 

également connue pour faciliter le passage en phase chronique. L’observation prolongée d’animaux (jusqu’à 

80 jours post irradiation) ne semble toutefois pas indiquer de GVHD chronique (cGVHD) chez les animaux 

traités par les CpG-pre-pDC. En particulier, ils ne présentent pas de plaque de desquamation sévères au 

niveau des épaules. Toutefois, il pourrait être intéressant de chercher à élucider ce point particulier dans un 

modèle plus adapté au développement de la cGVHD. Par ailleurs, du fait de leur capacité d’adaptation aux 

conditions inflammatoires, il est possible que les CpG-pre-pDC soient capables de réguler la cGVHD.  

 L’injection de CpG-pre-pDC aux animaux qui vont déclencher une GVHD ne change pas 

significativement la composition cellulaire de leur compartiment immunitaire. Toutefois, la tendance 

générale à un compte cellulaire légèrement plus important dans chacune des sous-populations pourrait 

suggérer une meilleure prise de greffe permise par les précurseurs et leur descendance, ce qui peut faire 

écho aux cellules facilitatrices de Suzanne Ildstad. 

Lorsqu’ils sont injectés au jour 1, les CpG-pre-pDC sont capables de diminuer significativement 

l’expression d’IL-17 à la fois par les T CD4+ et CD8+ et la production de GM-CSF par les CD8+. Toutefois, il ne 

semble pas que les précurseurs empêchent la différenciation des lymphocytes T en particulier Th17. En effet, 

si la quantité d’IL-17 est significativement diminuée, le nombre total de lymphocytes T n’est pas diminué. 

Par ailleurs, la quantité d’autres cytokines n’est pas significativement augmentée, ce qui est compatible avec 

l’hypothèse d’une extinction de l’expression de l’IL-17 plutôt qu’une perte des Th17. La légère augmentation 

d’IFNγ est probablement davantage liée à la production d’IL-12p40 qui oriente la différenciation des Th1 de 

novo, bien que nous ne puissions pas l’affirmer à ce stade. Il est par ailleurs intéressant de constater que, si 

le rôle de l’IL-17 est largement reconnu comme pathogène dans la GVHD (Espinoza et al., 2011; Kappel et 

al., 2009; van der Waart et al., 2014), une étude récente de Cai et son équipe a mis en avant que l’IL-17, s’il 

n’est pas sécrété par les CD4+, peut parfois être régulateur en diminuant l’expression d’IL-12 (Cai et al., 

2018). Ceci démontre bien que les rôles de l’IL-17 et de l’IL-12 sont encore relativement mal compris. 

Parmi les symptômes  de la GVHD, la diarrhée, témoin de l’atteinte digestive, est le mieux régulé par 

l’injection des CpG-pre-pDC. La mesure de la taille des colons des animaux traités et non traités ne traduit 

pas de différences significatives (données non présentées). Ceci démontre que si les manifestations cliniques 

de la pathologie sont améliorées par l’injection des précurseurs, l’état inflammatoire local de l’animal reste 

élevé. Il serait intéressant cependant de procéder à une étude histologique des organes cibles de la GVHD 
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afin de déterminer si in situ, certaines populations cellulaires sont plus ou moins représentées lorsque les 

animaux sont traités avec les précurseurs d’intérêt. 

 Lorsque nous avons recherché les lymphocytes T régulateurs (CD3+CD4+foxp3+) 8 jours après 

l’irradiation, nous n’avons pas pu mettre en évidence l’augmentation de leur nombre pour les animaux 

traités. En effet, au temps auquel nous avons réalisé l’analyse, les signes cliniques des animaux ne sont pas 

encore visibles. Il est donc raisonnable de penser que si la pathologie n’est pas entièrement développée, sa 

régulation n’est probablement pas pleinement développée. Il est donc possible que le temps d’analyse que 

nous avons choisi pour mettre en évidence les cellules régulatrices ne soit pas optimal et qu’il faille attendre 

un temps plus tardif, probablement après stabilisation de la pathologie, afin de voir émerger des Tr1 et/ou 

des Th3. Par ailleurs, nous avons analysé les proportions des Tregs dans la rate et il est possible, si ces cellules 

régulatrices sont induites par les CpG-pre-pDC et leur descendance, que les Tregs ne restent pas au niveau 

de la rate mais migrent au niveau d’autres organes, en particulier les tissus cibles. Il nous faudrait donc 

analyser le compartiment régulateur au sein de différents organes mais également des ganglions drainants 

qui leur sont associés.  

 Il est intéressant de noter que des précurseurs ne disposant plus de la capacité à produire du TGFβ 

sont tout aussi capables de protéger les receveurs que leurs équivalents traités avec l’isotype contrôle. 

Plusieurs hypothèses peuvent expliquer cela. Tout d’abord, il est possible que le TGFβ produit par les CpG-

pre-pDC ne soit réellement pas nécessaire pour la protection permise par les précurseurs dans ce modèle. 

Par ailleurs, l’incapacité de production de TGFβ induite par la transfection des CpG-pre-pDC avec un 

anticorps neutralisant cette cytokine dépend d’une quantité finie de complexe chariot/anti-LAP. Or lorsque 

les CpG-pre-pDC sont injectés dans le modèle de la GVHD, ces précurseurs se multiplient très activement ce 

qui divise d’autant la quantité de complexe disponible par cellule. Ainsi, lorsque cette quantité n’est plus 

suffisante, il devient alors possible pour les cellules de réexprimer la cytokine. Par ailleurs, quand bien même 

la quantité de complexe resterait suffisante par cellule fille, il est un fait que la stabilité biologique de cette 

construction n’excède pas trois semaines. Or, dans le modèle de GVHD considéré, les animaux doivent être 

suivis pendant environ 50 jours. Ainsi, si le TGFβ est requis passé le délai des trois semaines, les cellules sont 

de nouveau parfaitement capables de le produire à ce moment là. Afin de contourner ce problème, nous 

avons injecté une première fois des CpG-pre-pDC WT puis une seconde fois à j14 comme décrit dans la figure 

1b mais cette fois avec des cellules invalidées pour leur production de TGFβ. Cependant, pour des raisons 

internes à notre animalerie, les animaux sont à nouveau décédés massivement et très rapidement ce qui ne 

nous a pas permis de conclure sur la nécessité du TGFβ à ce temps précis. 

 Si l’objectif pour le traitement de la GVHD est la survie de tous les animaux, il n’est cependant pas de 

l’abroger mais plutôt de l’alléger. En effet, la perte totale de la pathologie peut signifier soit une mauvaise 

prise de greffe soit une suppression immunitaire généralisée exposant donc le patient à la repousse tumorale 
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par la perte de la GVL. Dans le cas présent des souris traitées avec les CpG-pre-pDC, il sera nécessaire de 

vérifier que la relative suppression immunitaire des animaux n’empêche pas une bonne réponse anti-

leucémique. Dans l’état actuel, du fait de la conservation de cytokines telles que l’IFNγ ou le TNFα, il est fort 

probable que l’animal soit toujours compétent pour une réponse anti-tumorale forte, bien que cela doive 

être vérifié in vivo. Toutefois, si nous parvenons à mettre en place les traitements faisant intervenir des 

grandes quantités de CpG-pre-pDC comme nous l’avons suggéré, il sera d’autant plus nécessaire de vérifier 

l’intégrité de la réponse GVL chez les receveurs. 
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES GÉNÉRALES 

 

I/ Résumé des résultats de la Thèse et comparaison des résultats obtenus dans les deux modèles 

 

Dans ce travail nous avons démontré que la culture de la moelle osseuse totale de souris C57Bl/6 

avec des agonistes des TLR dépendant de MyD88 et principalement le CpG est capable de faire émerger une 

population décrite par le phénotype c-Kit+Sca-1+B220intPDCA-1+IgM-. Cette population présente des 

caractéristiques morphologiques et fonctionnelles qui sont compatibles avec des cellules engagées dans la 

voie des cellules dendritiques plasmacytoïdes, ce qui est confirmé par  leur double expression des facteurs 

de transcription E2.2 et PU.1. Par ailleurs, ces cellules sont encore immatures et acquièrent après culture in 

vitro un phénotype de pDC mature, ce qui tend à montrer que ces cellules sont des précurseurs de cellules 

dendritiques plasmacytoïdes. De ce fait, nous avons nommé ces cellules CpG-pre-pDC. De façon 

intéressante, ces précurseurs ne sont pas capables de produire d’IFN de type I, ce qui est soit lié à un 

épuisement induit par l’activation avec le CpG, soit simplement à leur stade de développement précoce.  

L’injection de seulement 80 000 de ces CpG-pre-pDC est capable de moduler l’EAE, un modèle murin 

de sclérose en plaques, à toutes les phases de la maladie : à J0, au moment de l’immunisation, à J12, au 

début des signes cliniques et à J18 au pic de la maladie. Nous avons pu mettre en évidence que le signal par 

le CpG est requis afin de conférer aux CpG-pre-pDC leur phénotype régulateur dans l’EAE. De façon 

importante, cette capacité régulatrice peut également être conférée aux CpG-pre-pDC par l’injection de CpG 

in vivo. Dans un souci de réalité clinique pour d’éventuels travaux translationnels vers l’Homme, nous avons 

décidé de focaliser notre étude sur les mécanismes de régulation mis en jeu lors de l’injection des CpG-pre-

pDC au début des signes cliniques. Nous avons ainsi pu mettre en évidence que la descendance des CpG-

pre-pDC migre quasiment exclusivement à la moelle épinière, le site inflammatoire de ce modèle et là, 

adopte un phénotype de pDC plus mature et produit principalement du TGFβ et de l’IL-27, une cytokine de 

la famille de l’IL-12. De façon intéressante, par rapport aux animaux non traités, les T CD4+ les animaux ayant 

reçu les précurseurs d’intérêt changent leur profil de sécrétion cytokinique en diminuant significativement 

leur production de cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-17, le GM-CSF, l’IFNγ et l’IL-6 et en 

augmentant non moins significativement leur production de cytokines anti-inflammatoires comme le TGFβ 

et l’IL-27. Ces deux dernières cytokines produites par les CpG-pre-pDC fonctionnent séquentiellement dans 

la protection face à l’EAE : tout d’abord le TGFβ est essentiel aux phases précoces puis le relais est passé à 

l’IL-27 qui assure la protection plus tardivement, probablement suite à l’épuisement de la production du 

TGFβ. 

 L’injection de 200 000 de ces mêmes précurseurs dans un modèle murin de GVHD le lendemain de la 

reconstitution est également capable de réguler cette pathologie en diminuant à la fois les signes cliniques 
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et la mortalité associés à cette pathologie. Dans ce modèle, les CpG-pre-pDC ne migrent qu’assez peu 

directement aux organes cibles mais davantage au niveau de la rate et plus modérément à la moelle osseuse. 

De façon intéressante, dans chacun de ces organes, les CpG-pre-pDC se différencient en un unique 

phénotype assimilable à celui des pDC semi matures. Dans ce modèle, les CpG-pre-pDC produisent toujours 

fortement du TGFβ. En revanche, ils ne produisent presque plus d’IL-27, mais de l’IL-12p40, une autre 

cytokine de la même famille. Par ailleurs au niveau des cellules T pathogènes, les CD4+ et les CD8+ activés 

éteignent leur production d’IL-17 et dans une moindre mesure de GM-CSF. Toutefois, les T ne se mettent 

pas à produire de cytokines anti-inflammatoires comme c’était le cas dans l’EAE.  

Il est intéressant de remarquer un certain nombre de mécanismes communs dans le fonctionnement 

des CpG-pre-pDC dans chacun de ces modèles. Tout d’abord au niveau des précurseurs eux-mêmes : les 

CpG-pre-pDC restent relativement immatures dans chacun de ces modèles en perdant dans tous les cas 

l’expression de c-kit mais en conservant des niveaux élevés de Sca-1. Ceci démontre que malgré des 

conditions inflammatoires très différentes et très intenses dans le cas de la GVHD, les précurseurs conservent 

une relative résistance à la maturation. Par ailleurs, il est remarquable que des cellules encore immatures 

restent absolument dans la voie de différenciation des cellules dendritiques plasmacytoïdes dans des 

conditions inflammatoires aussi rigoureuses. Et ce, alors que les pDC matures peuvent sous certaines 

conditions d’activation se convertir en cDC. Il semble donc que la fidélité de lignage de ces cellules soit 

assurée par leur état immature et leur résistance à la maturation.  

Par ailleurs, du point de vue de leur fonction, les précurseurs ne produisent pas les cytokines 

protectrices que leurs descendances se mettront à produire après avoir maturé dans leur modèle 

pathologique respectif. Il est donc intéressant de considérer les CpG-pre-pDC comme encore très malléables, 

parfaitement capables de s’adapter à des contextes inflammatoires divers. Par ailleurs, les CpG-pre-pDC en 

tant que tels ne semblent pas spécialement biaisés vers un phénotype anti-inflammatoire comme démontré 

par l’expérience de MLR. Il semble donc que l’environnement inflammatoire, davantage qu’un simple 

conditionnement des CpG-pre-pDC et leur descendance soit en réalité un élément clef de l’obtention d’un 

phénotype régulateur.  Par ailleurs, suivant le modèle, les CpG-pre-pDC et leur descendance démontrent des 

capacités de prolifération très différentes. Cependant, dans l’EAE où les cellules ne prolifèrent pas, l’animal 

receveur présente un compartiment immunitaire plein et ne laisse donc que peu d’espace aux précurseurs 

injectés. En revanche dans le modèle de la GVHD, l’animal ayant été irradié létalement, il est généralement 

considéré comme quasiment vide. Or dans ce modèle les CpG-pre-pDC se multiplient intensément, 

probablement de manière homéostatique. Il est donc intéressant de considérer que l’expansion des 

précurseurs est en revanche un paramètre qui, bien que souvent associé à l’état immature, ne semble 

dépendre que de l’espace laissé dans la niche hématopoïétique.   
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Il est par ailleurs intéressant de constater que le profil migratoire des CpG-pre-pDC est dépendant du 

modèle pathologique auquel ces cellules sont confrontées. Nous avons postulé que, dans le cas de l’EAE, les 

CpG-pre-pDC et leur descendance migrent au niveau de la moelle épinière par le biais de l’intégrine CD11b. 

Cependant, cette même intégrine est également exprimée à la surface de la descendance des précurseurs 

dans le modèle de GVHD aiguë. Il est donc probable que l’expression de CD11b soit un élément constitutif 

de l’identité des précurseurs et de leur descendance qui pourrait les rendre particulièrement efficaces pour 

les modèles d’inflammation du SNC. Toutefois, l’implication relative du CD11b dans la migration au SNC doit 

encore être vérifiée. Les territoires assez différents dans lesquels migrent les différentes descendances des 

CpG-pre-pDC indiquent que si la fidélité de lignage est respectée, des modulations spécifiques peuvent être 

apportées en plus aux cellules afin de moduler finement leur activité et leur fonction. Il sera donc intéressant 

d’étudier dans le détail les modalités de migration de la descendance des CpG-pre-pDC dans chacun de ces 

modèles. Par ailleurs, il n’est pas inenvisageable que les CpG-pre-pDC et leur descendance induisent 

l’expansion de cellules régulatrices endogènes. En effet, nous avons pu mettre en évidence que dans le cas 

de l’EAE, ni les précurseurs ni leur descendance ne recrutent de pDC endogènes, dans le cas de l’aGVHD, une 

augmentation de cellules PDCA-1+ est notable dans la rate. En vertu du compte des cellules ainsi augmenté, 

il est fort probable que cette augmentation soit directement liée à la multiplication des précurseurs injectés, 

il n’est cependant pas impossible que les pDC matures présentes dans la moelle osseuse du donneur 

subissent également une expansion plus discrète. Il n’est en revanche que très peu probable que cette 

augmentation soit liée aux pDC du receveur dans la mesure où ce type cellulaire est peu radiorésistant et 

meurt rapidement après l’irradiation. 

Malgré un socle commun de production du TGFβ pour les descendances des précurseurs d’intérêt, 

dans aucun cas nous n’avons pu constater une augmentation de CD3+CD4+foxp3+. Il n’est pas impossible 

que dans chacun des modèles étudiés, la cinétique d’observation ait été trop précoce. Toutefois, au moins 

dans le cas de l’EAE, nous avons pu démontrer grâce à des études précédentes que l’induction de Tregs peut 

parfaitement être détectable à J18. Il est donc probable que le mécanisme d’action du TGFβ dans ces 

modèles soit davantage par son action anti-inflammatoire directe que par l’induction de Tregs. Par ailleurs, 

les Tregs foxp3+ ne sont pas les seuls lymphocytes T régulateurs connus et nous avons postulé qu’au moins 

dans le modèle de l’EAE, l’induction de Th3 fasse partie du mécanisme de protection. Enfin, il est également 

possible que l’induction de Tregs ne fasse réellement pas partie des deux mécanismes de protection 

observés ici, mais que la régulation soit directement liée à la réduction des cytokines pro-inflammatoires. 

Par ailleurs, les cellules T, en particulier les cellules mémoires, sont des cellules à très longue durée de vie. Il 

est donc probable que les effets obtenus au moins dans le cas de l’EAE puissent s’apparenter à une réponse 

vaccinale. Il serait donc intéressant de restimuler les animaux, ou ces lymphocytes T avec le peptide MOG35-
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55 afin vérifier si ces cellules sont devenues hyperactives ou si une sous-classe de T se réactive rapidement 

afin d’empêcher la prolifération et/ou la production de cytokines pro-inflammatoires dans ce contexte. 

 Il existe au niveau du nombre de CpG-pre-pDC employés pour le traitement de l’EAE et de l’aGVHD 

une différence substentielle (80 000 contre 200 000). Bien que dans les deux cas, le nombre de cellules 

injectées reste faible, le traitement de la GVHD requiert plus du double de précurseurs pour un traitement  

de la pathologie moins convainquant que pour l’EAE. Il semble donc que pour pouvoir obtenir une protection 

d’ordre comparable à celle obtenue dans l’EAE, il faille encore augmenter le nombre de précurseurs injectés. 

Cette différence est probablement liée à deux différences majeures entre les deux pathologies. D’une part, 

l’EAE est un modèle auto-immun circonscrit à un organe, ce qui permet que les précurseurs ne soient pas 

éparpillés dans l’organisme mais restent focalisés sur un seul site migratoire. D’autre part, la GVHD est un 

modèle inflammatoire beaucoup plus violent que l’EAE et la tempête cytokinique qui se déroule juste après 

la greffe fait intervenir des quantités particulièrement importantes de cytokines qui sont capables, seules, 

de provoquer la mort cellulaire. Il est donc probable qu’en plus de se disperser dans le cas de la maladie 

systémique qu’est la GVHD, une partie des CpG-pre-pDC meurent par AICD ce qui requiert donc un inoculum 

plus important afin de bénéficier de nombre équivalent de précurseurs actifs dans l’animal. 

Il reste également un point très important qu’il nous faudra éclaircir concernant les CpG-pre-pDC : 

les capacités protectrices de ces cellules sont-elles assurées par le précurseur lui-même, sa descendance ou 

les deux. Pour étudier cela, nous aurions besoin de pouvoir bloquer la relative maturation des cellules, or il 

n’y a pas de facteur bloquant la différenciation des CpG-pre-pDC qui ne soit pas déjà exprimé au stade du 

précurseur. Il est probable que l’analyse transcriptomique de la population permette de mettre en avant 

l’expression de gènes qui pourraient s’avérer utiles dans cette approche. 

 

II/ Comparaison entre la protection offerte par des cellules matures et immatures 

 

Il est intéressant de constater que jusqu’à aujourd’hui les cellules immatures sont encore regardées 

comme une étape vers un phénotype plus différencié et non pas comme un état à part entière qui peut être 

doté de caractéristiques fonctionnelles originales. Ces dernières années ont pourtant vu la connaissance 

scientifique s’enrichir de populations de cellules qui ont besoin de régresser dans leurs stades 

développementaux afin d’acquérir certaines caractéristiques requises pour répondre à un besoin 

physiologique, comme c’est le cas de la microglie (Yokoyama et al., 2004).  

Généralement, les DC sont considérées comme pouvant présenter deux états : « matures » 

et  « immatures ». Dans la littérature, les DC immatures sont présentées comme des cellules peu capables 
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de présenter l’antigène du fait de leurs niveaux d’expression du CMH-II et de molécules de costimulation 

faibles. Il conviendrait de mieux définir en quoi consiste l’immaturité des DC. En effet, les DC dites immatures 

ne le sont souvent qu’au regard de leur fonction d’APC et ne nécessitent qu’un antigène à traiter pour être 

catégorisées comme « matures ». Or, le CMH-II ne peut pas être présent en grande quantité à la surface 

d’une cellule s’il est vide : il est alors très instable et est très rapidement recyclé (Reich et al., 1997), d’où le 

niveau faible de CMH-II à la surface des DC dites « immatures ». Par contraste, les autres cellules 

immunitaires catégorisées comme immatures sont des cellules qui ne sont pas ou peu engagées dans un 

lignage et qui gardent un potentiel prolifératif important. Au stade CMH-IIlo, CD80/86lo, les DC sont déjà 

pleinement engagées dans leur lignage et ne possèdent pas ou très peu de potentiel prolifératif y compris 

dans des conditions adéquates (Cavanagh et al., 1998), à l’exception notable des DC cancéreuses, connues 

pour un phénotype régressif.  

Par comparaison avec les tolDC, les CpG-pre-pDC et leur descendance semblent présenter un certain 

nombre d’avantages. Tout d’abord, il est connu que l’injection de DC tolérogènes dans certains modèles 

fortement inflammatoires peut entrainer la maturation de ces cellules et la perte de leur phénotype 

régulateur au profit d’un profil activateur délétère, en particulier chez l’Homme (Berger et al., 2009). Il 

semble dans notre cas que malgré un environnement inflammatoire très fort, les CpG-pre-pDC restent non 

seulement immatures mais conservent leur phénotype régulateur. Dans le cas de l’EAE, le risque de 

réversion phénotypique est par ailleurs assez faible puisque nous ne parvenons pas à retrouver les cellules 

injectées au-delà de jour 21 (soit 9 jours après injection), ce qui suggère que les CpG-pre-pDC et leur 

descendance sont actifs le temps de la mise en place de la protection puis, soit meurent, soit migrent vers 

un autre organe comme cela a pu être mis en évidence avec d’autres précurseurs utilisés par notre équipe 

(Montandon et al., 2013). Par ailleurs, de manière générale, le nombre de DC tolérogènes requises afin de 

mettre en place une protection que ce soit dans un modèle auto-immun ou allogénique est compris entre 

5.106 et plusieurs millions par animal receveur (Zhou et al., 2016). Il est probable que la différence observable 

dans les quantités de cellules requises soit en partie due au fait que contrairement aux tolDC, les CpG-pre-

pDC sont capables de se diviser in vivo dans l’hôte après injection. Enfin, de la même manière que pour les 

tolDC, si la durée de vie des CpG-pre-pDC est assez courte, l’effet induit par ces cellules est de longue durée 

par l’induction de cellules T présentant un phénotype régulateur qui ont par ailleurs la potentialité de devenir 

des cellules mémoires.  

Le traitement par thérapie cellulaire utilisant directement des Tregs matures compte de nombreux 

succès. Toutefois, à nouveau, le traitement pas l’utilisation de CpG-pre-pDC présente un certain nombre 

d’avantages. Tout d’abord, comme ce sera le cas pour l’écrasante majorité des cellules matures, le nombre 

de Tregs requis pour mettre en place une protection efficace contre l’EAE est bien plus important que celui 

des CpG-pre-pDC. Cependant, les Tregs présentent le très gros avantage de pouvoir être multipliés et 
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entretenus pendant plusieurs semaines ex vivo assez simplement. Cette méthode de multiplication ex vivo 

des cellules est ainsi le plus souvent un pré-requis pour la thérapie cellulaire utilisant des Tregs bien qu’elle 

comporte un certain nombre de risques, en particulier en pouvant favoriser une population effectrice 

contaminante autrement discrète. Par ailleurs, tout comme dans le cas des DC, les Tregs présentent en 

condition inflammatoire un phénotype labile pouvant diverger vers un phénotype activateur de type Tfh. 

Enfin, contrairement aux CpG-pre-pDC, les Tregs sont soumis à un récepteur spécifique qui restreint leur 

activité, ce qui peut, entre autres, expliquer l’utilisation de quantités cellulaires très importantes pour un 

effet parfois assez modique. Les nouvelles approches de CAR Tregs actuellement testées chez l’animal 

pourront se révéler être  une solution adéquate pour surmonter ces limitations. Par contraste, l’utilisation 

des CpG-pre-pDC est plus simple, plus rapide et ne requiert pas l’emploi du génie génétique. Dans le cas de 

l’EAE en particulier, les CpG-pre-pDC présentent l’avantage indéniable d’être efficaces à toutes les phases 

de la pathologie là où les Tregs ne sont réellement efficaces que lorsqu’ils sont injectés en préventif ce qui 

limite fortement leur intérêt en clinique (Vandenbark and Offner, 2008). Dans le cas de la GVHD, les Tregs 

nécessitent d’être injectés en quantité pharaonique pour être efficaces et les résultats obtenus sont très 

mitigés en particulier en clinique humaine. Par ailleurs, dans le cadre de réponses allogéniques, la question 

de la source des Tregs est un réel problème, qui ne se pose pas avec les CpG-pre-pDC. 

Les mécanismes de protection mis en place par les Bregs et les CpG-pre-pDC présentent un certain 

nombre de points communs, en particulier dans la régulation de l’auto-immunité. Dans le cas de la 

protection face à l’EAE induite par les Bregs, trois cytokines sont centrales : l’IL-10, l’IL-35 et le TGFβ. Nous 

avons démontré que ni les CpG-pre-pDC ni leur descendance ne produisent d’IL-10, ni ne l’induisent chez les 

lymphocytes T. En revanche, l’IL-35 est de la même famille moléculaire que l’IL-12 et l’IL-27 qui sont 

fortement exprimés respectivement dans la GVHD et l’EAE. Si dans le cas de la GVHD, le rôle de l’IL-12 n’a 

pas encore été démontré, nous avons mis en évidence que l’IL-27, en combinaison avec le TGFβ sont un 

couple de cytokines clefs pour la protection contre l’EAE. Par ailleurs, la régulation induite par les Bregs passe 

par la modulation de l’équilibre Th1-Th17/Th2 (Han et al., 2016). Si nous n’avons pas mis en évidence une 

augmentation du nombre de Th2 dans les souris EAE traitées par les CpG-pre-pDC, nous avons par contre 

montré une nette diminution des cytokines de type Th17 et Th1. Il serait donc intéressant de mesurer la 

quantité de T producteurs d’IL-4 au niveau de la moelle épinière des animaux traités par les CpG-pre-pDC. 

Par ailleurs, l’un des mécanismes potentialisant la régulation par les Bregs est la suppression de l’activité des 

macrophages et des DC. Nous n’avons pas documenté cet aspect cellulaire de la protection par les 

précurseurs étudiés. Si les CpG-pre-pDC utilisent un relais par les DC, cela pourrait également expliquer la 

raison pour laquelle un inoculum si faible est capable d’induire un effet aussi puissant. Toutefois, les 

mécanismes de protection par les Bregs et les CpG-pre-pDC présentent un certain nombre de différences. 

Tout d’abord, comme pour tous les cas de cellules matures détaillés ici, le nombre de Breg nécessaire pour 
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protéger des animaux face à l’EAE est compris entre 1.106 et 5.106 cellules par animal traité. Cependant, à 

nouveau les Bregs peuvent être multipliés ex vivo, bien qu’ils présentent, comme les CpG-pre-pDC, une 

certaine fragilité en culture. De plus, l’un des mécanismes phare de la protection par les Breg et qui constitue 

probablement la principale différence avec les CpG-pre-pDC, est l’induction de Tregs, laquelle implique le 

TGFβ, l’IL-10 et l’IL-35 précédemment évoqués. Par ailleurs, dans le cadre de l’EAE, une partie des cellules B 

est pathogène. À l’heure actuelle, la stabilité du phénotype des Bregs in vivo n’est pas claire et est 

probablement variable entre les différentes sous-classes de Bregs suivant qu’elles sont issues de cellules 

naïves, mémoire ou transistionnelles (Rosser and Mauri, 2015). Ainsi, là où nous sommes confiants dans la 

stabilité du phénotype et de la fonction des CpG-pre-pDC et de leur descendance, les Bregs pourraient 

présenter un risque potentiel en cas de bifurcation vers un phénotype activateur.  

Il est difficile de comparer les CpG-pre-pDC aux pDC matures régulatrices du fait du nombre faible 

d’études s’étant intéressées au transfert adoptif de ces populations. L’élément principal, au regard des 

mécanismes décrits jusqu’ici pour la régulation par les pDC matures, repose souvent sur la production d’IFN 

de type I par ces cellules, ce qui n’est pas ici le cas. Par ailleurs, comme précédemment décrit, les pDC 

peuvent, sous certaines conditions d’activation, se différencier vers un phénotype de DC conventionnelles, 

ce qui n’est pas non plus le cas des CpG-pre-pDC. Par ailleurs, un certain nombre de mécanismes régulateurs 

mis en place par les pDC tolérogènes impliquent l’induction de Treg ce qui n’est à nouveau pas le cas avec 

les CpG-pre-pDC (Matta et al., 2010). Il pourrait être intéressant de caractériser les capacités régulatrices de 

CpG-pre-pDC induits par la culture de moelle osseuse totale avec du CpG-P, spécialisé dans l’induction d’IFN 

de type I afin d’évaluer si dans ces conditions les précurseurs ainsi induits sont non seulement toujours 

capables de protéger mais si les mécanismes de protection alors mis en jeu se rapprocheraient davantage 

de ceux connus des pDC matures. Il pourrait ainsi être intéressant de comparer les signatures moléculaires 

des différentes populations de pDC protectrices afin d’éventuellement définir une signature régulatrice 

commune. 

La nouvelle population de CpG-pre-pDC décrite présente également un certain nombre de limites par 

comparaison avec des cellules matures. La première étant les conditions de culture très exigeantes requises 

pour l’émergence de cette population. En particulier ces précurseurs nécessitent une absence stricte 

d’endotoxine dans le milieu de culture, sous peine de perdre le phénotype régulateur des CpG-pre-pDC en 

parallèle d’un rendement particulièrement faible. Par ailleurs, le nombre de ces cellules que nous pouvons 

obtenir est relativement fixe, du fait de l’impossibilité de maintenir et de multiplier ces cellules ex vivo 

actuellement. Toutefois, dans la mesure où, bien souvent, le nombre de cellules nécessaires pour établir une 

protection chez les humains est beaucoup moins élevé que pour les souris, il n’est pas certain que ce dernier 

point soit limitant pour une éventuelle application à l’Homme. 
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III/ Comparaison entre les CpG-pre-pDC et les CpG-proB  

 

 Notre laboratoire a déjà décrit une autre population immature régulatrice capable de réguler 

plusieurs pathologies : les CpG-proB (en annexe). Ces cellules et les CpG-pre-pDC présentent un certain 

nombre de similarités à commencer par leur émergence dans des conditions identiques. Par ailleurs, les CpG-

pre-pDC, comme les CpG-proB, présentent des modalités de protection dépendantes de la pathologie à 

laquelle ces progéniteurs doivent faire face, ce qui dénote donc une relative malléabilité du phénotype 

régulateur. Cependant de nombreux points divergent entre les CpG-pre-pDC et les CpG-proB. Tout d’abord, 

les CpG-proB ne sont pas actifs à toutes les phases comme les CpG-pre-pDC mais ont besoin de rencontrer 

des lymphocytes T activés, requérant de l’INFγ pour la mise en place de leur protection. De ce point de vue, 

il semble donc que les CpG-pre-pDC soient plus souples. Par ailleurs, l’action des CpG-proB n’est que 

brièvement assurée par le progéniteur lui-même mais dépend fortement de sa descendance, de type B 

régulatrice. Ces cellules adoptent un phénotype mature au stade actif bien qu’elles bénéficient de la 

souplesse de la phase immature en étant capables de s’adapter au type de pathologie auquel elles doivent 

faire face. Par ailleurs, la protection établie par les CpG-proB dans l’EAE repose sur deux facteurs : l’induction 

de Tr1 et de B10 et la séquestration des T pathogènes en périphérie. Cette rétention dans les ganglions n’est 

pas sans faire penser aux sites immunoprivilégiés, en interdisant l’accès du système nerveux central aux 

cellules encéphalitogènes. De cette façon, la protection mise en place présente les mêmes risques que ceux 

relatifs aux sites immunoprivilégiés, à savoir que si pour une raison quelconque l’exemption est perdue, 

l’animal est ainsi exposé à une arrivée massive de cellules pathogènes pouvant se traduire par une poussée 

fulgurante de la maladie, malgré la présence des Tregs. Dans la mesure où nous ne connaissons pas la durée 

de vie de ces cellules, nous ne savons pas si le privilège sera perdu après la mort de la descendance des CpG-

proB ou s’il sera toujours assuré par des cellules tierces et/ou mémoires. De ce point de vue, la protection 

plus directe permise par les CpG-pre-pDC semble intéressante par l’allègement du risque latent de reprise 

de la pathologie. De plus, les CpG-proB présentent des contraintes propres qui empêchent l’injection de 

grandes quantités de ces cellules à l’animal receveur dans le cadre de l’EAE, ce qui ne semble pas être le cas 

des CpG-pre-pDC. En revanche, les CpG-proB présentent l’énorme avantage par rapport aux CpG-pre-pDC 

de pouvoir être multipliées ex vivo tout en conservant leur phénotype immature.  

 

IV/ Perspectives 

 

L’objectif à long terme est l’application de ces CpG-pre-pDC pour le traitement de la sclérose en 

plaques et la maladie du greffon contre l’hôte humain. À l’heure actuelle, ces deux pathologies sont assez 
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répandues et, étant donné la tendance à l’augmentation du nombre de cas ces dernières années, il est 

réellement urgent de pouvoir définir des voies thérapeutiques efficaces et sûres pour les patients. Ceci est  

à fortiori le cas pour ceux qui présentent des formes réfractaires, dont la prise en charge est actuellement 

difficile, et se solde trop souvent par le décès de l’intéressé. Il n’est pas certain de pouvoir trouver un 

équivalent exact des CpG-pre-pDC chez l’Homme, en particulier car certains antigènes utilisés pour la 

définition des CpG-pre-pDC n’existent pas chez l’Homme. Par conséquent il faudra probablement tester 

plusieurs phénotypes potentiels afin de définir la ou les populations qui se rapprocheront au maximum de 

celles décrites chez l’animal. Par ailleurs, la source de ces cellules pourra poser question : faudra t-il utiliser 

la moelle osseuse humaine adulte sachant que les animaux utilisés dans nos études sont l’équivalent 

d’animaux encore jeunes ou plutôt se tourner vers du sang de cordon, plus riche en CD34+ ? Par ailleurs, 

dans la mesure où nous savons que les CpG-pre-pDC se comportent de manière très différentes in vitro et in 

vivo, nous ne savons dans quelle mesure il sera possible d’anticiper le comportement de l’équivalent humain 

de ces cellules. Il sera donc probable que l’utilisation d’animaux humanisés très couteux soit requise pour 

cette étude. Par ailleurs, les CpG-pre-pDC étant très rares dans la moelle osseuse des animaux (0.1-0.2%), il 

nous faudra estimer le prélèvement de moelle osseuse au patient afin de définir un cadre d’application, en 

excluant en particulier les patients trop faibles pour supporter une procédure aussi lourde. Par ailleurs, il 

serait nécessaire de définir les modalités du phénotype régulateur des CpG-pre-pDC, chez la souris puis chez 

l’Homme. En particulier, il est très probable que cette population obtienne sa fonction régulatrice par la 

modulation épigénétique de certains gènes cibles. Il serait intéressant, voire nécessaire, de s’intéresser à la 

nature de ces modifications. Il serait alors envisageable d’estimer, par exemple, la stabilité à long terme de 

la « mémoire épigénétique » régulatrice des CpG-pre-pDC. 

Malgré toutes ces contraintes à venir pour une éventuelle application des CpG-pre-pDC à l’Homme, 

ces cellules sont un outil thérapeutique potentiel puissant qui pourrait permettre de traiter les formes 

conventionnelles et réfractaires de la SEP et de la GVHD, soit seules soit en combinaison avec les traitements 

déjà utilisés actuellement pour la prise en charge de ces maladies. 
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Annexe : Collaboration scientifique 

 

Article n°2 

Treatment of ongoing autoimmune encephalomyelitis with activated B-cell 

progenitors maturing into regulatory B cells. 

 

Nature Communications, 2016 Jul 11;7:12134.  

 

Korniotis S, Gras C*, Letscher H*, Montandon R, Mégret J, Siegert S, Ezine S, Fallon PG, Luther SA, Fillatreau 
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Summary  

Hematopoietic progenitors can sense innate signals. The outcome of their early education by 
such signals within the bone marrow, prior to their egress, may have considerable impact on the 
outcome of immune responses. While mature plasmacytoid dendritic cells (pDC) are known to 
either aggravate or ameliorate disease both auto-immune and allogeneic, it remains unknown 

whether immune regulatory function can be stably imprinted at the precursor stage in the pDC 
lineage onwards. We herein investigated whether activation with the oligonucleotide CpG, a 
Toll-like receptor-9 agonist, confers to bone marrow pDC precursors (CpG-prepDCs) 
characterized by the c-kit+Sca-1+B220intPDCA-1+ phenotype the capacity to protect against two 
kinds of murine immune pathologies: Experimental Autoimmune Encephalomyelitis (EAE), a 
model of multiple sclerosis which is an autoimmune disease and graft versus host disease 
(GVHD), an allogeneic response. We demonstrate that the adoptive transfer of relatively low 
number of CpG-pre-pDCs (80.000 in EAE and 200.000 in GVHD) was able to clinically reduce both 
diseases. Interestingly, CpG-pre-pDCs migrated to the spinal cord in EAE and to the spleen in 
GVHD where their progeny retained a relatively immature pDC phenotype. In EAE, the progeny 
of CpG-pre-pDCs massively produces IL-27 and TGFβ and moderately GM-CSF. In the inflamed 
central nervous system, the progeny switches the immune response of infiltrating CD4+ T cells 
from pro-inflammatory (IFNγ+ GM-CSF+ IL-17+) to anti-inflammatory (TGFβ+, IL-27+, IL-17-, GM-
CSFlo). The key role of TGFβ and IL-27 was assessed using precursors incapacitated for the 
production of each of those cytokines. These experiments demonstrated that the two soluble 
factors acted sequentially: TGFβ ensures early phases of the immunomodulation mediated by 
the CpG-pre-pDC while IL-27 is required for later protection. In GVHD, the mechanisms of 
protection are different yet similar in some ways. As for EAE, the progeny of CpG-pre-pDCs is still 
able to produce TGFβ but this time in combination with IL-12, another cytokine from the IL-27 
family. Additionally, those cells were able to reduce the IL-17 production by both pathogenic 
CD4+ and CD8+ T cells. The human equivalent of CpG-pre-pDC could be a new therapeutic tool 
in patients with multiple sclerosis or graft versus host disease either per se or enriched in the 
hematopoietic stem cell transfer already implemented to treat those two immune conditions. 
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Résumé  

Les progéniteurs hématopoïétiques présentent la faculté de détecter des signaux infectieux et 

inflammatoires. Leur éducation précoce par de tels signaux au sein de la moelle osseuse avant 

leur sortie vers la périphérie peut influencer l’évolution des réponses immunes. Alors que les 

cellules dendritiques plasmacytoïdes matures peuvent soit aggraver soit améliorer des maladies 

auto-immunes ou allogéniques, nous avons exploré la possibilité que de tels signaux innés 

confèrent des propriétés immunorégulatrices à des précurseurs médullaires des pDC. Nous 

avons caractérisé une population médullaire émergeant après interaction avec un agoniste du 

Toll-like receptor-9, l’oligonucléotide CpG, qui présente le phénotype c-kit+Sca-1+B220intPDCA-

1+, est engagée dans la voie des cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDC) et l’avons 

dénommée CpG-pre-pDC. Nous avons évalué le potentiel immunorégulateur des CpG-prepDCs 

en opérant leur transfert adoptif dans deux types de pathologies murines : l’Encéphalite Auto-

immune Expérimentales (EAE), un modèle de sclérose en plaques qui est une maladie auto-

immune, ainsi que la maladie du greffon contre l’hôte (GVHD) qui est une réponse allogénique. 

Il s’est avéré que le transfert d’un nombre assez faible de précurseurs (80 000 en EAE et 200 000 

en GVHD) est capable de limiter la maladie à différents temps cliniques. De façon intéressante, 

les CpG-pre-pDC migrent spécifiquement à la moelle épinière dans l’EAE et à la rate dans la GVHD 

où leur descendance conserve un phénotype de pDC encore relativement immature. Dans le 

cadre de l’EAE, la descendance des précurseurs injectés produit essentiellement de l’IL-27 et du 

TGFβ et plus modestement du GM-CSF. Au niveau du système nerveux central inflammé, elles 

font dévier la réponse immunitaire des lymphocytes T CD4+ infiltrants d’un profil pro-

inflammatoire (IFNγ+ GM-CSF+ IL-17+) vers un profil anti-inflammatoire (TGFβ+, IL-27+, IL-17-, 

GM-CSFlo). L’utilisation de précurseurs déficients dans chacune de ces deux cytokines a permis 

de démontrer que TGFβ et IL-27 interviennent séquentiellement dans la protection conférée par 

les CpG-prepDCs, le TGFβ à des temps précoces et l’IL-27 aux phases tardives de la maladie. Des 

mécanismes semblables interviennent dans la protection envers la GVHD conférée par les CpG-

prepDCs, car leur descendance est toujours capable de produire du TGFβ mais cette fois en 

association avec l’IL-12, une autre cytokine de la même famille que l’IL-27. Par ailleurs, ces 

cellules sont capables de diminuer la production d’IL-17 tant par les lymphocytes T CD4+ que par 

les CD8+. Une thérapie cellulaire avec l’équivalent humain des CpG-pre-pDCs pourrait constituer 

un nouvel outil thérapeutique pour le traitement à la fois de la sclérose en plaques réfractaire 

et de la maladie du greffon contre l’hôte soit injectés seuls soit en enrichissement des greffes de 

cellules souches hématopoïétiques qui sont pratiquées dans ces deux maladies. 

 


