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Introduction 

I. Les syndromes myélodysplasiques 

A. Epidémiologie 

Les syndromes myélodysplasiques (SMD) constituent un groupe hétérogène d’hémopathies clonales 

acquises de la cellule souche hématopoïétique (CSH) dans lequel la CSH acquiert des mécanismes de 

prolifération et d’apoptose dérégulés avec des défauts de maturation. Les SMD sont classiquement 

caractérisés par une hématopoïèse inefficace révélée par des cytopénies sanguines (Adès, Itzykson, et 

Fenaux 2014) contrastant avec une moelle osseuse très riche. L’évolution se fait dans 30% des cas vers 

une leucémie aiguë myéloïde (LAM) (Corey et al. 2007) (Raza et Galili 2012). Actuellement, environ 

10% des LAM diagnostiquées sont secondaires à un SMD (Sperling, Gibson, et Ebert 2017). Dans les 

pays occidentaux, l’incidence des SMD est estimée de 40 à 50 nouveaux cas par an pour 100 000 

habitants à partir de 60 ans (Neukirchen et al. 2011) (Ma 2012). Un algorithme développé par le NCI 

(US National Cancer Institute) atteste que l’incidence des SMD est au-delà de 70 nouveaux cas par an 

pour 100 000 habitants après 70 ans (Cogle et al. 2011). Si l’incidence augmente avec l’âge (86% des 

patients atteints de SMD ont plus de 60 ans au moment du diagnostic), on note une incidence 

discrètement supérieure chez les hommes et les personnes de race blanche (Zeidan et al. 2019). 

B. Les outils du diagnostic 

1. Examen cytomorphologique 

Le diagnostic d’un SMD repose sur l’observation et la caractérisation des cellules issues d’aspiration 

médullaire (myélogramme) par un microscope optique (examen cytomorphologique après coloration 

spécifique de May Grunwald Giemsa ou MGG), ou plus rarement sur une biopsie ostéo-médullaire 

(examen histopathologique). La biopsie ostéo-médullaire peut être réalisée dans le cas où l’aspiration 

pour le myélogramme serait pauvre voire infructueuse (de Swart et al. 2017) (Orazi 2007). La 

coloration de Perls est une coloration cytochimique permettant l’identification de fer sur le frottis 

médullaire par le bleu de Prusse. Les sidéroblastes sont des érythroblastes contenant des granulations 

colorées par le bleu de Prusse disposées en anneau autour du noyau, caractéristiques d’une entité de 

SMD (Malcovati et Cazzola 2013). 

2. Cytogénétique classique 

Les analyses cytogénétiques sur cellules hématopoïétiques aspirées par la ponction médullaire 

mettent en évidence, dans 50% des cas, l’ajout ou la délétion d’une partie ou de la totalité d’un 

chromosome et très rarement la translocation entre deux chromosomes. Il n’est pas rare d’observer 

des caryotypes dits complexes lorsqu’au moins trois anomalies cytogénétiques sont présentes. Ces 
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anomalies cytogénétiques (ou caryotypiques) sont essentielles pour confirmer le diagnostic (on parle 

alors d’anomalies cytogénétiques récurrentes des SMD), mais aussi pour évaluer le pronostic et 

orienter la thérapeutique. Ces aberrations chromosomiques sont observables par le marquage 

standard des chromosomes pour réaliser un caryotype (Tiu et al. 2011), ou plus finement par l’analyse 

par FISH (fluorescent in situ hybridization) qui permet d’investiguer des altérations chromosomiques 

cryptiques.  

3. Séquençage nouvelle génération 

La technologie de séquençage haut débit permet aujourd’hui de détecter plusieurs aberrations 

génomiques selon un panel de gènes mutés de façon récurrente au sein des SMD. Parmi les gènes 

cibles, les gènes de la régulation épigénétique (méthylation de l’ADN, histone), de certains facteurs de 

transcription ou encore du spliceosome sont les plus fréquemment mutés. L’identification et l’analyse 

de ces mutations seront plus détaillées dans la suite du manuscrit. La sensibilité de cette technique est 

de détecter les mutations présentes dans seulement 1% des cellules (Link et al. 2011). 

4. Cytométrie en flux 

La cytométrie en flux multiparamétrique (CMF) destinée à analyser le phénotype des cellules, n’est à 

ce jour pas recommandée de façon systématique. Plusieurs scores ont été élaborés en fonction de 

l’expression aberrante de certains marqueurs sur les cellules immatures hématopoïétiques (Della 

Porta et al. 2012) (Alhan et al. 2016). La CMF pourrait devenir un outil diagnostique dans l’identification 

de MDS dans les années à venir. Elle permet l’identification de plusieurs populations cellulaires 

anormales dont les cellules myéloïdes immatures et les progéniteurs monocytiques via des expressions 

aberrantes de CD45, CD34, CD117, HLA-DR, CD33, CD11b et CD15. L’identification de l’altération du 

compartiment érythroïde est également possible via l’évaluation de la diminution des expressions de 

CD36 et CD71 (Westers et al. 2012). La CMF permet également d’identifier une entité frontière 

SMD/syndrome myéloprolifératif appelée la leucémie myélo-monocytaire chronique (LMMC). L’étude 

des monocytes sanguins (sur le profil d’expression membranaire de CD14 et CD16) permet d’identifier 

trois sous-types de monocytes : les monocytes classiques (CD14+/CD16-), les monocytes 

intermédiaires (CD14+/CD16+) et les monocytes non classiques (CD14faible/CD16+). Dans la LMMC, la 

proportion de monocytes classiques est supérieure ou égale à 94% (Selimoglu-Buet D et al. Blood 

2015). 

C. Progression du SMD vers la LAM 

Environ 30% des patients atteints de SMD vont évoluer vers une LAM appelée « LAM secondaire au 

SMD ». Ces LAM secondaires sont souvent considérées avec un pronostic plus sombre que les LAM de 
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novo (Granfeldt Østgård et al. 2015). Ce pronostic plus sombre est en lien avec l’acquisition 

d’anomalies génétiques de plus mauvais pronostic. Dans la suite de ce manuscrit, nous nous 

intéresserons principalement aux LAM secondaires qui seront plus communément nommées « LAM ». 

 

Figure 1 : Evolution des mutations génétiques du SMD vers la LAM (Menssen et Walter 2020). A) Représentation de 
l’accumulation des mutations génétiques du SMD vers la LAM. Les cellules noires sont les cellules sans mutation. Les cellules 
jaunes acquièrent une mutation dans le SMD. Les cellules bleues acquièrent une mutation lors du SMD et vont devenir le clone 
principal qui sera observé après l’évolution en LAM. Les cellules bleues et rouges sont des clones qui auront acquis une autre 
mutation afin de former un sous clone en abondance, et de progresser vers la LAM. B) Pourcentage des patients avec une 
mutation uniquement présente dans le SMD (Jaune), avec une mutation présente dans le SMD et persistante dans la LAM 
(Bleu), avec une mutation uniquement présente dans la LAM (Rouge). 

De manière générale, les mutations observées au sein de gènes impliqués dans les modifications 

épigénétiques tel que TET2 ou dans la régulation du cycle cellulaire tel que TP53 sont principalement 

observés dans les SMD (Sperling, Gibson, et Ebert 2017). L’acquisition de mutations dans les gènes de 

facteur de transcription tels quel RUNX1, CEBPA ou les gènes d’activation de la signalisation comme 

FLT3 (fms like tyrosine kinase) sont principalement observés au stade de LAM, laissant envisager que 

l’acquisition de mutations additionnelles permettent l’évolution du SMD vers la LAM (Papaemmanuil 

et al. 2013) (Lindsley et al. 2015). Comme présenté dans la Figure 2, l’acquisition de mutations 

supplémentaires à l’origine de l’émergence de sous clones lors de l’évolution en LAM, peut émerger 

sous thérapie. 



 

17 
 

 

Figure 2: Différentes évolutions clonales possibles lors de l'évolution du SMD vers la LAM (Menssen et Walter 2020). Le 
clone bleu correspond au clone dominant lors du SMD, alors que les sous clones rouge et vert correspondent aux sous clones 
qui émergent lors de l’évolution vers la LAM. A) Les sous clones se développent de façon séquentielle. B) Les sous clones se 
développant de façon concomitante. C) Emergence d’un sous clone fondateur d’une LAM secondaire suite à l’acquisition de 
mutations supplémentaires après un traitement donné à visée réductrice du clone SMD (lenalidomide…). D) Emergence d’un 
nouveau sous clone suite à l’acquisition de mutations supplémentaires consécutives à l’acquisition de résistance à un 
traitement donné. 

D. Classification et pronostic 

1. Systèmes de classification des SMD 

Le groupe FAB (French-American-British group) a proposé la première classification des SMD, reposant 

sur des critères clinico-biologiques: l’anémie réfractaire, la proportion de blastes dans le sang et la 

moelle osseuse, la présence ou non de sidéroblastes en couronne dans la moelle (Bennett et al. 1982). 

L’organisation mondiale de la santé (OMS) a par la suite réorganisé les critères une première fois en 

2001 (Vardiman, Harris, et Brunning 2002), puis en 2008 (Vardiman et al. 2009), 2016 (Arber et al. 

2016), et très récemment en 2022 (Khoury et al. 2022). Les SMD constituant un groupe extrêmement 

hétérogène, l’actualisation régulière de sa classification fait toujours suite aux avancées dans la 

compréhension de la maladie. Ces actualisations sont indispensables pour identifier différentes entités 

clinico-biologiques regroupées selon leur physiopathologie, leur pronostic et la sanction thérapeutique 

qui en découle. 
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Figure 3: Classification des SMD par l'OMS en 2022, d’après (Khoury et al. 2022). Identification d’entités clairement définies 
sur la génétique : anomalie cytogénétique avec perte du bras long du chromosome 5 (5q-), détection de la mutation SF3B1 
qui supplante l’observation d’au moins 15% de sidéroblastes en couronne (a) sur le frottis médullaire (entité SMD SF3B1) et la 
mutation bi-allélique de TP53. Identification d’entités encore morphologiquement définies avec l’importance du pourcentage 
de blastes <20% (b) et l’introduction de la biopsie médullaire pour déterminer dans certains cas la présence de fibrose 
médullaire. 

Contrairement à la classification OMS 2016 dans laquelle l’observation de la cytomorphologie sanguine 

et médullaire (autrement dit le nombre de cytopénies observées à l’hémogramme et de lignées 

dysplasiques observées au myélogramme) jouaient un rôle majeur, la classification de 2022 concède 

une part importante aux variables génétiques. Cette modification est le corollaire d’études menées sur  

des entités distinctes en 2016 comme le MDS-LB-SLD (MDS low blast  single lineage dysplasia) et les 

MDS-LB-MLD (MDS low blast multiple lineage dysplasia) concluant à des médianes de survie identiques 

(Y. Zhang et al. 2022), suggérant que la classification de 2016 n’était pas assez discriminante. 

Aujourd’hui, les SMD sont définis cytogénétiquement avec les délétions isolées 5q (MDS-5q), 

génétiquement avec les mutations SF3B1 (MDS-SF3B1) et l’inactivation bi-allélique TP53 (MDS bi 

allélique TP53) distinguant des entités délimitées par une physiopathologie et un pronostic plus 

homogène. On note que la classification OMS 2022 considère toujours l’importance du pourcentage 

de blastes médullaires. A noter qu’au-delà de 10% de blastes médullaires, certaines anomalies 

caryotypiques ou génétiques récurrentes des LAM font discuter un reclassement des SMD en LAM 
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confirmant le poids important de la génétique dans la compréhension de ces hémopathies myéloïdes 

(Estey, Hasserjian, et Döhner 2022). Témoin de l’avancée de la compréhension des SMD, l’OMS retire 

les « SMD inclassables ». Par ailleurs, les sous types de SMD hypoplasiques ou excès de blastes avec 

fibrose ont été intégrés, témoignant de l’importance de la biopsie médullaire dans certains cas. 

2. Evaluation du risque d’évolution du SMD 

Face à la grande hétérogénéité du syndrome myélodysplasique, de nombreuses équipes ont travaillé 

sur les paramètres à prendre en compte au diagnostic pour appréhender le pronostic d’un patient 

nouvellement diagnostiqué et lui proposer une offre de soins adaptée. En 1987, l’International 

Prognostic Scoring System (IPSS) basé sur une cohorte de 816 patients, a été le premier score d’intérêt 

clinique. L’évaluation du pourcentage de blastes médullaires, la cytogénétique, ainsi que le nombre de 

cytopénies étaient les éléments déterminants du calcul de l’IPSS. Par la suite, l’IPSS-R (Revised-IPSS) a 

été proposé en 2012 avec une discrimination plus fine (en 5 groupes versus 3) du pronostic 

cytogénétique. Le score IPSS-R issu de l’analyse de bases de données internationales rassemblant 7012 

patients, accorde alors plus de poids à la cytogénétique (Greenberg et al. 2012). Néanmoins, l’analyse 

de mutations somatiques récurrentes de certains SMD révélées dans plusieurs études comme un 

important biomarqueur du SMD (Haferlach et al. 2014) (Papaemmanuil et al. 2013) n’était pas intégrée 

dans ces scores. Nous citerons la découverte de la mutation de SF3B1 avec une excellente valeur 

prédictive positive (>90%) d’un SMD avec sidéroblastes en couronne et un faible risque d’évolutivité 

vers un SMD de plus haut risque ou une LAM secondaire. C’est tout récemment que l’étude sur une 

cohorte de 2957 patients provenant de 24 centres a permis l’émergence du score IPSS-M (Molecular-

IPSS), qui s’appuie toujours sur les cytopénies, le pourcentage de blastes médullaires et la 

cytogénétique, mais intègre également les données génétiques de mutations somatiques récurrentes 

des hémopathies myéloïdes (Bernard et al. 2022). L’IPSS-M est un modèle de calcul complexe prenant 

en compte l’ensemble de ces informations et qui discrimine 6 sous-groupes et reclasse jusqu’à 50% 

des patients (classés selon les anciens scores). 
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Figure 4: Système de notation de l'IPSS-M (Bernard et al. 2022). Diagramme de densité représentant le score IPSS-M de 2701 
patients. VL: Very Low. L: Low. ML: Moderate Low. H: High. VH: Very High. 

L’IPSS-M a été validé sur plusieurs cohortes (Sauta et al. 2023) (Aguirre et al. 2023). Afin de simplifier 

son calcul en clinique, une application est disponible en accès libre sur un site internet (https://mds-

risk-model.com/). 

E. Pathogénèse des SMD 

L’implication de modifications génétiques clonales et épigénétique est largement décrite dans la 

pathogénèse des SMD (Hosono 2019). Nous exposerons également les données montrant le rôle 

majeur du microenvironnement médullaire pro-inflammatoire dans l’émergence des SMD. 

1. Mutations génétiques et anomalies cytogénétiques 

Au cours des dernières années, une compréhension approfondie du profil mutationnel somatique 

associé au SMD a pu être établie. Ces avancées ont été possibles grâce à l’expansion de technologies 

de pointe telles que le séquençage à haut débit. Plusieurs études ont rapporté, chez plus de 80% des 

patients atteints de SMD, l’occurrence d’au moins une mutation somatique impliquant un gène de la 

régulation épigénétique, de la transduction du signal ou codant pour certains facteurs de transcription 

(Haferlach et al. 2014) (Papaemmanuil et al. 2013).  
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Figure 5: Classification des gènes mutés dans le syndrome myélodysplasique (Kennedy et Ebert 2017). Les gènes mutés 
peuvent être classés dans 7 grandes catégories : le spliceosome, la méthylation de l’ADN, la modification des histones, les 
cohésines, les facteurs de transcription, la transduction du signal et le cycle cellulaire avec la protéine p53. 

a. Facteurs d’épissage des ARN messagers (ARNm) 

Lors de la synthèse des ARNm par le mécanisme de transcription de l’ADN, l’épissage constitue l’étape 

d’excision des introns. En effet, les introns sont des séquences non codantes qui ne sont pas retrouvées 

au sein des ARNm matures. L’épissage est effectué par un complexe nucléoprotéique appelé 

spliceosome. Le spliceosome est un complexe de plusieurs sous-unités constituées de ribo-

nucléoprotéines (snRNP). Ces RNP contiennent notamment des snRNA (small nuclear RNA) ayant pour 

rôle de reconnaître les séquences à épisser. U1 et U2 sont 2 snRNP majeures du processus d’épissage. 

Les facteurs d’épissage les plus fréquemment mutés dans les SMD composent ou interagissent avec 

U2. On peut notamment citer SF3B1, SRSF2, U2AF1 et ZRSR2 (Ogawa 2019), ou encore, dans une 

moindre mesure, U2AF2, SF1 et SF3A1 (Wahl, Will, et Lührmann 2009). 

b. Régulateurs épigénétiques 

La méthylation de l’ADN et les modifications des histones (méthylation, acétylation, phosphorylation) 

sont des mécanismes épigénétiques qui permettent de réguler l’expression des gènes. Elles 

influencent l’accessibilité de l’ADN aux facteurs de transcription, et donc l’activation ou la répression 

de sa transcription (Moore, Le, et Fan 2013). 
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Figure 6: Les régulateurs de l'épigénétique mutés chez les SMD (Ogawa 2019). Représentation, à gauche, des principaux 
acteurs du processus de méthylation et de déméthylation des îlots CpG. Représentation, à droite, des mécanismes de 
modification des histones. 

La méthylation de l’ADN est un processus qui consiste à ajouter un groupement méthyle (-CH3) sur les 

bases de l’ADN, principalement sur les cytosines des îlots CpG. Les îlots CpG constituent des régions 

régulatrices de la transcription des gènes et donc des promoteurs. TET2 (Ten eleven translocation 2), 

DNMT3A (DNA methyltransferase 3 alpha) et IDH1/2 (Isocitrate dehydrogenases) sont 3 enzymes 

indispensables à la méthylation de l’ADN. Elles sont toutes les trois fréquemment mutées dans les 

SMD. 

EZH2 (Enhancer Of Zeste 2 Polycomb Repressive Complex 2 Subunit) et ASXL1 (Additional Sex Combs 

Like 1) sont deux protéines jouant un rôle majeur dans la régulation de l’expression génique et sont 

fréquemment mutées dans certains types de leucémies aigues myéloïdes (Raza et Galili 2012). EZH2 

est une sous unité de PRC2 (Polycomb répressif complexe 2), qui est un complexe responsable de la 

méthylation des histones (Khan et al. 2013). ASXL1 est une sous-unité non catalytique de PRC2 

indispensable à la stabilité et à l’activité du complexe (Medina, Delma, et Yang 2022). 

c. Cohésine 

La cohésine est un complexe multiprotéique qui prend la forme d’un anneau fermé. Il est constitué de 

SMC1A (Structural maintenance of chromosomes 1A), SMC3, RAD21, STAG1 (Stromal Antigen 1) et 

STAG2 (Stromal Antigen 2). Ces dernières sont recrutées au niveau de la chromatine pour réguler 

l’expression des gènes. La cohésine s’associe aux chromosomes en « piégeant » l’ADN à l’intérieur de 

son anneau et assure ainsi la cohésion des chromatides sœurs. L’ouverture de l’anneau déclenche le 

début de l’anaphase(Gruber et al. 2006). 
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Figure 7: Complexe multiprotéique de la cohésine impliquée dans la stabilisation de l'ADN (Ogawa 2019). L’anneau de la 
cohésine constituée de SMC1A, SMC3 ainsi que de STAG1/3 permet d’assurer la cohésion des chromatides sœurs, et ainsi la 
bonne régulation de l’expression des gènes. 

Plusieurs études ont démontré l’occurrence récurrente des mutations dans plusieurs composants du 

complexe de la cohésine au sein des SMD (Thota et al. 2014). Ces mutations peuvent favoriser une 

transcription aberrante en favorisant l’accès de nombreux facteurs de transcription dans des régions 

promotrices (Kon et al. 2013) (Ogawa 2019). 

d. Caryotype 

Les anomalies cytogénétiques (ou caryotypiques) jouent un rôle pronostic crucial (Haase 2008) (Haase 

et al. 2007). Une des premières anomalies chromosomiques récurrentes décrite dans les SMD est la 

délétion interstitielle du bras long du chromosome 5 (del 5q). Lorsqu’elle est isolée, cette anomalie 

définit le syndrome « 5q- » Elle se caractérise par une délétion de taille variable, incluant au minimum 

la région 5q31q32, riche en gènes exprimés dans les cellules souches et précurseurs myéloïdes. La 

délétion de cette région est considérée comme nécessaire et suffisante pour l’apparition de la 

pathologie. La perte de fonction partielle de la protéine RPS14 (membre du complexe protéique de la 

sous-unité ribosomale 40S) entraine un défaut dans la transformation des ARN pré-ribosomaux, à 

l’origine d’une anémie en lien avec une hypoplasie de la lignée érythroïde. Les patients atteints de 

syndrome 5q- présentent une bonne réponse thérapeutique au lénalidomide dont l’activité touche 

directement le clone mutant. L’acquisition d’une mutation de TP53 (tumor protein 53) (Hosono et al. 

2016) est corrélée à une moins bonne réponse au traitement par lenalidomide et à un risque accru 

d’évolution vers un SMD de haut risque ou une leucémie aiguë secondaire (Ebert et al. 2008). 
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2. Le microenvironnement médullaire 

L’évolution de l’hématopoïèse clonale vers un SMD dépend de son microenvironnement médullaire. 

Dans un premier temps une mutation initiale telles que TET2, DNMT3A, ou ASXL1, survient dans la 

CSH. Or, si on considère qu’il y a entre 105 et 106 CSH chez l’homme et qu’une CSH se divise en moyenne 

une fois par an (certaines ne se divisent jamais, mais le taux de division peut augmenter 

dépendamment des besoins de l’organisme), l’émergence d’une mutation dans une séquence codante 

du génome est extrêmement rare. Certains modèles mathématiques concluent même que 

l’émergence d’un SMD devrait prendre plusieurs centaines d’années (Lee-Six et al. 2018). Par 

conséquent, la plupart des clones responsables d’une hématopoïèse clonale observés dès l’âge de 60 

ans, ont dû être sélectionnés positivement (Watson et al. 2020), suggérant le rôle du 

microenvironnement médullaire dans la facilitation de l’émergence de certains clones. Nous allons 

décrire le microenvironnement médullaire à l’état physiologique pour aborder ensuite le 

microenvironnement médullaire pro-inflammatoire dans les SMD. 

a. Structure et régulation de la niche des cellules souches hématopoïétiques dans le contexte 

physiologique 

 

Figure 8: Niches des cellules souches hématopoïétiques (Pinho et Frenette 2019). Représentation schématique des différents 
compartiments de CSH au sein de la moelle osseuse et influence de chaque acteur de l’environnement sur l es CSH. A gauche, 
on observe la niche vasculaire proche du sinusoïde avec le rôle prédominant des macrophages, mégacaryocytes, cellules 
périvasculaires. A droite, on observe la niche endostéale avec le rôle prédominant de l’ostéoblaste. 

La niche hématopoïétique est un site micro-anatomique nécessaire à la CSH pour maintenir sa 

quiescence, sa multipotence et l’entrée en différenciation grâce à des interactions complexes 

(molécules de surface, molécules sécrétées et métabolites) avec les cellules environnantes. 

Historiquement, une niche endostéale fut décrite pour la première fois en 2003. Un modèle murin 
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transgénique dans lequel le récepteur de l’hormone parathyroïdienne (rPTH) est constitutivement actif 

dans les ostéoblastes présentait une augmentation du nombre de trabécules osseuses 

s’accompagnant d’une augmentation du nombre de CSH (Calvi et al. 2003). La stimulation par 

l’hormone parathyroïdenne induisait une augmentation du nombre d’ostéoblastes ayant pour 

conséquence d’augmenter le pool de CSH laissant conclure (à tort) que la niche endostéale était la 

niche privilégiée du support à l’hématopoïèse. Plus tard, par des approches immunohistochimiques, il 

a été observé que les CSH co-localisaient aussi avec les vaisseaux de la moelle osseuse suggérant 

l’existence d’une niche périvasculaire. Notamment, la chimiokine CXCL12 exprimée près des vaisseaux 

était essentielle à l’hématopoïèse (2006). Au fil des différents travaux, les CSH ont été décrites 

alternativement en dormance dans la niche endostéale à proximité de la surface osseuse, ou en 

prolifération et différenciation dans la niche centrale constituée de vaisseaux sinusoïdes (meilleur 

apport en oxygène et en nutriments) (Nombela-Arrieta et al. 2013) (Ding et Morrison 2013). 

L’observation microscopique d’un fémur entier de souris et l’analyse du transcriptome sur cellule 

unique au sein de la niche ont permis de nuancer progressivement ce modèle dual de niche. En effet, 

au sein du stroma, on observe une certaine hétérogénéité des cellules. Par exemple, les CSH observées 

dans la niche vasculaire vont pouvoir se différencier en cellules pro-B près des cellules péri-

sinusoïdales, qui sécrètent les facteurs essentiels aux cellules pro-B. L’hématopoïèse est donc un 

processus de différenciation continue où la CSH peut interagir en même temps et différentiellement 

avec son microenvironnement selon son programme et sa polarisation (Aurrand-Lions et Mancini 

2018). Ainsi, la CSH peut être en état de quiescence, et néanmoins être rapidement modulée vers des 

capacités de prolifération dans le but de répondre à un stress, tout en gardant une capacité 

d’adaptation et revenir dans un état de dormance une fois le stress résolu (Schuettpelz et Link 2013). 

Nous allons voir que le CSH et les progéniteurs hématopoïétiques peuvent être moduler au sein de ces 

niches par des cellules stromales mésenchymateuses (plusieurs sous-types) mais aussi des cellules 

hématopoïétiques. 

i. Les cellules stromales mésenchymateuses et cellules issues de leur différenciation 

Les cellules souches mésenchymateuses (CSM) sont décrites selon l’ISCT (International Society for Cell 

& Gene Therapy) comme des cellules adhérentes au plastique, qui expriment les marqueurs CD105, 

CD90 et CD73, et à l’inverse n’expriment pas les marqueurs hématopoïétiques tels que CD45 

(leucocyte), CD34 (cellule primitive de l’hématopoïèse), CD14 et CD11b (monocyte), CD79a et CD19 

(Lymphocyte B), ainsi que le marqueur HLA de classe II (HLA-DR). En plus de ce phénotype précis, les 

CSM doivent avoir la capacité de se différencier en ostéoblastes, adipocytes et chondroblastes 

(Frenette et al. 2013). Elles sont observées dans des tissus adultes (moelle osseuse, tissu adipeux, 

pulpe dentaire…) et tissus fœtaux et périnataux. Il existe au sein de la moelle osseuse plusieurs sous 
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populations de cellules stromales mésenchymateuses, incluant des cellules stromales périvasculaires, 

qui sont extrêmement proches des cellules souches mésenchymateuses. Concernant les CSM de la 

moelle osseuse, au-delà de cette définition essentiellement basée sur des observations in vitro, leur 

rôle de soutien à l’hématopoïèse a été mis en évidence. L’équipe de Saccheti (Sacchetti et al. 2007) a 

démontré leurs capacités à générer une niche hématopoïétique extra-medullaire (hétérotopique) 

après transplantation sous cutanée chez la souris de CSM CD146+ (CSM périvasculaires) grandes 

productrices d’angiopoietin-1. Un peu plus tard, la même observation était faite avec des CSM fœtales 

CD105+ injectées dans la capsule rénale d’un modèle murin. Ces CSM pouvaient recruter des vaisseaux 

sanguins dérivés de l'hôte et produire de l’os ectopique dérivé via un intermédiaire cartilagineux pour 

générer une cavité médullaire peuplée de CSH (Chan et al. 2009). Les CSM périvasculaires sont connues 

depuis longtemps pour jouer un rôle clé dans la formation du microenvironnement, tant par leur 

expression de facteurs pro-hématopoïétiques, que de leur capacité de différenciation vers le lignage 

ostéoblastique (Ding et al. 2012) (Greenbaum et al. 2013) (Decker et al. 2018) (Zhu et al. 2007) 

(Greenbaum et al. 2013). Plus récemment, c’est plusieurs sous-populations de CSM qui ont été décrites 

dans la niche hématopoïétique, impliquées dans la régulation de l'hématopoïèse, mais également dans 

la formation et la régénération du squelette. Les cellules réticulaires exprimant fortement CXCL12 

(CAR, CXCL12-abundant reticular cells) seraient à l'origine des autres sous-populations de CSM. Ces 

cellules CD45- / CD271+ / CD200+ sont caractérisées par la présence du récepteur à la Leptine (LepR+ 

cells) (B. O. Zhou et al. 2014). Les CAR sont sources de Stem Cell Factor (SCF) ainsi que de CXCL12 

(ligand principal de CXCR4 (CXC-chemokine receptor 4) (Ding et al. 2012) (Ding et Morrison 2013). Des 

sphéroïdes dérivés des cellules de type CAR ont une angiogenèse abondante, sécrètent des cytokines 

pro-niche et récapitulent spontanément in vitro la formation osseuse précoce (Fievet et al. 2022). 

ii. Les cellules issues de l’hématopoïèse 

Au-delà des cellules du stroma, un certain nombre de cellules hématopoïétiques peuvent moduler la 

CSH et les progéniteurs hématopoïétiques. Tout d’abord, nous pouvons citer les macrophages. Le 

modèle murin transgénique Mafia (Macrophage-Fas-induced apoptosis) qui permet la déplétion des 

macrophages via l’expression inductible de Fas dans les cellules macrophagiques CSF1R positives 

(Colony-Stimulating Factor 1 Receptor) (Winkler et al. 2010) a permis d’observer les conséquences in 

vivo de la déplétion de macrophages sur les CSH. L’utilisation de ce modèle qui illustre la déplétion des 

macrophages au sein de la moelle osseuse a mis en évidence une inhibition de la rétention des CSH au 

sein de la niche hématopoïétique, associée à leur mobilisation dans le sang périphérique. Par la suite, 

les études des équipes de Dutta (Dutta et al. 2015) et de Hur (Hur et al. 2016) démontreront que la 

rétention et le maintien en quiescence des CSH au sein de la niche par les macrophages, se font 
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respectivement par l’expression de VCAM-1 (Vascular cell adhesion protein 1), et de DARC (Duffy 

antigen receptor for chemokines) à la surface membranaire de macrophages. 

Les mégacaryocytes ainsi que les lymphocytes T régulateurs (Treg) permettent également de maintenir 

les CSH dans un état de quiescence. Les mégacaryocytes vont sécréter du TGFβ1, du CXCL4 ainsi que 

de la thrombopoïétine. Si la sécrétion de thrombopoïétine peut être palliée par d’autres cellules 

(Decker et al. 2018), la déplétion du microenvironnement en mégacaryocytes mène à la prolifération 

des CSH (Bruns et al. 2014). Par ailleurs, de la même manière que les ostéoblastes dans un modèle de 

stress, les mégacaryocytes induisent l’expansion des CSH afin de permettre leur régénération (M. Zhao 

et al. 2014). Le lymphocyte T régulateur (Treg) permet le maintien en quiescence des CSH via la 

production d’adénosine (Hirata et al. 2018). De plus, à travers la sécrétion de cytokines anti 

inflammatoires telles que l’IL10, il induit une niche immunologiquement protégée, mais qui pourrait 

également jouer un rôle clé dans le développement de cellules néoplasiques dans les hémopathies 

malignes puisque l’expansion de Treg est corrélée aux SMD de haut risque (Kordasti et al. 2007). 

iii. Les autres acteurs 

Les cellules endothéliales qui tapissent les artérioles et les sinusoïdes jouent aussi un rôle de maintien 

de la CSH (Greenbaum et al. 2013) (C. Xu et al. 2018). L’expression de VCAM-1 à leur surface 

membranaire est impliquée dans l’ancrage de la CSH au sein de la niche (Zohren et al. 2008), et la 

sécrétion de SCF ou certaines cytokines seraient essentielles dans la régénération des CSH dans un 

contexte d’irradiation (Himburg et al. 2018).  

Le système nerveux sympathique (SNS) à travers la sécrétion de noradrénaline qui va se fixer sur les 

récepteurs adrénergiques β2 et β3 (β-AR) des cellules stromales mésenchymateuses, va entrainer 

l’inhibition de la sécrétion de CXCL12 par ces cellules, et ainsi permettre la migration des CSH dans le 

sang périphérique (Scheiermann et al. 2012). Les cellules de Schwann qui enveloppent et myélinisent 

les nerfs du SNS, permettent le maintien en quiescence des CSH par la sécrétion de TGFβ (Yamazaki et 

al. 2011). 
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Figure 9: Environnement cellulaire et moléculaire influençant les CSH au sein de la moelle osseuse (Pinho et Frenette 2019). 
Synthèse de l’ensemble des cellules impliquées dans la régulation de la CSH, ainsi que les moyens moléculaires utilisés. Les 
couleurs témoignent de l’influence exercée sur les CSH. *Implication moléculaire dans la régénération des CSH. 

Au total, le microenvironnement médullaire joue un rôle important dans la régulation de 

l’hématopoïèse. Les travaux publiés à ce jour montrent que ce microenvironnement est extrêmement 

complexe : relié au système nerveux, composé de stroma et d’un système immunitaire résident. Ce 

microenvironnement joue un rôle pivot dans l’évolution du SMD. 
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b. Influence du microenvironnement médullaire modifié dans le SMD 

 

Figure 10: Rôle du microenvironnement médullaire dans la genèse et l'évolution des SMD (Mian et Bonnet 2021). Le 
microenvironnement médullaire est une niche extrêmement complexe regroupant de nombreux types cellulaires tels que les 
cellules souches hématopoïétiques (CSH), les cellules endothéliales, les ostéoclastes, les ostéoblastes, les cellules de Schwann 
et les cellules stromales mésenchymateuses (CSM). Des cellules immunitaires telles que les cellules suppressives dérivées de 
la moelle osseuse (MDSC), les cellules T régulatrices (T-regs), les cellules dendritiques, les neutrophiles, les cellules NK, les 
monocytes et les macrophages contribuent également à l'environnement immunitaire. Les interactions complexes entre ces 
différentes cellules et les dysfonctionnements observés, tels que la suppression des CSH normales par les cellules SMD-
initiatrices (SMD-IC), les dysfonctionnements des CSM et des cellules endothéliales, ainsi que la présence d'une inflammation 
et de facteurs perturbateurs dans la moelle osseuse, contribuent à la pathogenèse du SMD. 

Une étude récente sur le plasma de moelle osseuse de 215 patients atteints de SMD objectivait qu’un 

niveau d’alarmines S100A8/A9 plus élevé dans le plasma de moelle était corrélé à une moins bonne 

survie globale (du fait d’une augmentation du risque de transformation en LAM). Ce niveau élevé 

d’alarmines corrélé avec un métabolisme des lymphocytes T CD8+ et de cellules NK modifiés avec des 

fonctions cytotoxiques altérées (Y.-H. Wang et al. 2023). Ainsi, au-delà des profils mutationnels 

somatiques différents qui expliquent en partie l’évolutivité des SMD, les voies de signalisation pro-

inflammatoires dérégulées (S100A8/9, IL-6, IL-1…) chez certains patients corrèlent avec un pronostic 

plus sombre (Bolouri et al. 2022). A ce jour, aucun paramètre reflétant le microenvironnement 

médullaire n’a été considéré comme un élément du diagnostic ou du pronostic consensuellement 

reconnu dans la classification des SMD. 
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Toutefois, il a été montré que le clone mutant ou progéniteur pré-leucémique exprime une 

dérégulation de l’inflammasome et des voies de l’immunité innée. De même, au sein du 

microenvironnement médullaire (du fait de l’âge, de désordres auto-immuns, d’infections chroniques) 

il est observé une inflammation systémique, caractérisée par une augmentation des alarmines 

S100A8/A9 et des cytokines pro-inflammatoires. Les CSH mutées vont avoir un avantage compétitif 

sur les CSH non mutées. Les cellules mutées TET2 présentent une meilleure prolifération ainsi qu’une 

apoptose réduite au sein d’un microenvironnement inflammatoire par rapport aux cellules non 

mutées, via la voie de signalisation TLR-TRAF6 ainsi que de la voie NF-KB non canonique (Cai et al. 

2018). En revanche, l’environnement inflammatoire supprime les CSH normales. Plusieurs études ont 

montré que les signaux inflammatoires altéraient l’état de quiescence des CSH et diminuaient leur 

capacité de renouvellement (Takizawa et al. 2017) avec une apoptose accrue (Mirantes, Passegué, et 

Pietras 2014) (Platanias 2005). Avec le temps, la CSH mutée, pré-leucémique, acquière des mutations 

additionnelles qui vont conduire au développement d’un SMD (Friedrich et Kosmider 2022). A ce stade, 

le mutant a un avantage compétitif et présente une hématopoïèse inefficace. Parmi toutes ces étapes, 

l’altération du microenvironnement médullaire afin de promouvoir et de sélectionner les progéniteurs 

leucémiques résulte d’interactions complexes dont une partie sont présentées ci-dessous (Teodorescu 

et al. 2020). 

i. Altération des cellules stromales mésenchymateuses dans les SMD 

Chez l’Homme, la présence d’anomalies génétiques dans les cellules stromales mésenchymateuses du 

microenvironnement médullaire a été débattue (Rathnayake, Goonasekera, et Dissanayake 2016), (Z.-

G. Zhao et al. 2012). Des biopsies osseuses de patients atteints de SMD ont dans un premier temps 

démontré une diminution de la minéralisation de la matrice osseuse (Mellibovsky et al. 1996), 

suggérant une diminution de la différenciation des cellules stromales mésenchymateuses vers la voie 

ostéogénique (Geyh et al. 2013). Les CSM dérivées de patients SMD présentent des capacités de 

croissance et de prolifération considérablement réduites (Varga et al. 2007). La différenciation 

ostéogénique est significativement réduite comme le suggèrent les colorations cytochimiques 

l’expression réduite d'Osterix et d'Osteocalcin. Ceci est associé à des modifications épigénétiques 

spécifiques (notamment le profil de méthylation) qui séparent clairement les CSM de patients SMD 

versus les CSM de contrôles sains aboutissant à une expression altérée de molécules clés impliquées 

dans l’interaction avec les cellules souches et progénitrices hématopoïétiques, en particulier 

l’ostéopontine, Jagged1, Kit-ligand et angiopoïétine ainsi que plusieurs chimiokines (Geyh et al. 2013). 

Sur le plan fonctionnel, les cultures in vitro de cellules souches et progénitrices CD34+ sur stroma 

monocouche de CSM issues de patients SMD objectivent que la fréquence de cellules formant des 

« cobblestone area-forming cells » (CAFC) ou colonies précoces ou tardives était significativement 
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inférieure ; ceci était associé à des altérations dans les capacités de différenciation des CSH (Ferrer et 

al. 2013) (Pavlaki et al. 2014), ainsi qu’un échec d’implantation de ces CSH cultivées dans des modèles 

murins (Poon et al. 2019). Par ailleurs, une sénescence réplicative prématurée a été démontrée par 

l’augmentation des cellules positives à la β-galactosidase (Ferrer et al. 2013), notamment en lien avec 

un dérèglement de certaines voies de signalisation telle que WNT/β-caténine (Pavlaki et al. 2014). En 

résumé, ces études in vitro chez l’Homme objectivent que les CSM des patients SMD ont des propriétés 

définies par l’ISCT altérées avec un rôle de soutien à l’hématopoïèse également altéré. 

In vivo, dans des modèles murins, la délétion de Dicer1 (enzyme impliquée dans le traitement de l’ARN) 

au sein des CSM peut reproduire un modèle expérimental de SMD capable d’évoluer en LAM 

(Raaijmakers et al. 2010). La délétion de Dicer1 entraîne également une inhibition de l’expression de 

SBDS (SBDS Ribosome Maturation Factor), qui induit l’expression de p53 et la sécrétion de molécules 

pro inflammatoires S100A8 S100A9 qui altèrent l’hématopoïèse via un stress génotoxique des CSH 

(Zambetti et al. 2016). Néanmoins, le rôle de Dicer1 dans les SMD est discuté chez l’Homme, 

notamment l’étude menée par l’institut national du cancer n’a pas trouvé de corrélation entre la 

délétion de Dicer1 et les patients atteints de SMD (Vasta et al. 2021). Aujourd’hui il est donc impossible 

de conclure sur les altérations observées au sein des cellules stromales mésenchymateuses de patients 

SMD. Sont-elles des défauts intrinsèques (altération de la CSM favorisant le SMD) ou extrinsèques 

(acquisition d’anomalies en lien avec le clone hématopoïétique) ? 

ii. Induction d’un microenvironnement médullaire malin afin de soutenir les CSH de SMD 

Les autres acteurs du microenvironnement médullaire sont aussi modifiés dans les SMD. 

Les cellules endothéliales : l’observation d’un enrichissement du réseau vasculaire dans la moelle 

osseuse des patients SMD corrélée à l’infiltration par les myéloblastes (C. K. Kim et al. 2016) semble 

dépendante de facteurs de croissance angiogéniques tels que le VEGF (Vascular endothelial growth 

factor), l’angiopoïétine 1, l’angiogénine mais aussi le FGF-β (Fibroblast growth factor) et l’HGF (Hepatic 

growth factor) (X. Feng et al. 2011) (Alexandrakis et al. 2005). Ainsi, la sécrétion de VEGF stimule la 

cellule endothéliale et donc le réseau vasculaire par voie autocrine, mais influence aussi la prolifération 

des progéniteurs hématopoïétiques par voie paracrine (Bellamy et al. 2001). En effet, le VEGF induit 

l’entrée en cycle cellulaire de la CSH, augmente leur capacité migratoire et promeut une différenciation 

déficiente (perte de la capacité d’assurer l’ensemble du compartiment sanguin et augmentation de 

l’apoptose qui est caractéristique des SMD) (Itkin et al. 2016). 

L’inflammation chronique : L’hématopoïèse clonale augmente le risque de développer une 

hémopathie maligne myéloïde de type syndrome myélodysplasique (SMD) / leucémie aiguë myéloïde 

(LAM) de l’ordre de 0,5 % à 1,0 % par an (Genovese et al. 2015). Ainsi, le développement d'une 
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hématopoïèse clonale est nécessaire mais non suffisant pour expliquer la pathogénèse d'un SMD. 

L’exploration récente du microenvironnement médullaire a apporté des éléments clés de la 

pathogénèse du SMD (Caiado, Pietras, et Manz 2021). Il s'agit d'un microenvironnement pro-

inflammatoire qui est favorisé avec l'âge. En effet, dans des modèles animaux précliniques, l'activation 

soutenue par l'IFN-α/γ au cours d'une infection chronique, altère la fonction de la CSH saine (Morales-

Mantilla et King 2018), et la signalisation chronique par TNF-α a été reliée au développement du SMD 

(Lambert, Wu, et Aanei 2016). Un phénotype sécrétoire associé à la sénescence (SASP : (IL-1, TNF et 

IL-6) biaise la différenciation hématopoïétique (Verovskaya et al. 2013) et l'hyperactivation de voies 

de signalisation de l’immunité innée (par exemple Myd 88/IRAK et TRAF6, TLR) favorise l’émergence 

d’hémopathies myéloïdes. 

L’inflammation chronique a un rôle indispensable dans l’acquisition d’une dominance clonale ainsi que 

dans la progression tumorale. Elle induit d’une part un épuisement de la CSH normale (non mutée) qui 

conduit à la déplétion du pool de CSH au sein de la moelle osseuse (Takizawa et al. 2017) (Essers et al. 

2009). L’augmentation de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNFα, IL-1β, IFNγ ou encore l’IL-

6 (Pietras et al. 2016) (Baldridge et al. 2010) décrite dans le paragraphe précédent, et l’augmentation 

d’expression de récepteurs aux molécules pro inflammatoires tels que IL1RAP (IL-1 receptor accessory 

protein) (Barreyro et al. 2012), ou certains TLR (Toll like receptor) sont décrits dans les SMD 

(Starczynowski et al. 2010). Au cours de ces dernières années, les DAMP (danger associated molecular 

pattern) qui comprennent les alarmines S100A8 et S100A9 ont été décrits comme augmentés chez les 

patients SMD, en plus d’être associés à un mauvais pronostic (Giudice et al. 2019) (Y.-H. Wang et al. 

2023). L’accumulation d’alarmines S100A8/A9 au sein de la moelle osseuse permet l’activation de la 

voie de l’inflammasome NLRP3. L’inflammasome NLRP3 dérégulé dans les SMD entraîne le 

recrutement d’une protéine adaptatrice appelée ASC, véritable chef d’orchestre de la mort cellulaire 

inflammatoire, autrement appelée pyroptose, qui est à la base de l’hématopoïèse inefficace dans les 

SMD de faible risque (Basiorka et al. 2016). Ainsi, l’exploration de l’inflammasome nous apprend : 

(1) L’activation de NLRP3 est corrélée à la présence des mutations TET2, DNMT3A, ASXL1, EZH2, 

SF3B1, SRSF2, U2AF1 et del5q. 

(2) ASC active d’une part la caspase 1 (induction de la fragmentation de l’ADN et rupture de la 

membrane cellulaire), d’autre part la voie canonique IRAK4/NFKB et génère des espèces réactives de 

l’oxygène (ROS) (Zambetti et al. 2016). La détection d’ADN mitochondrial oxydé par les ROS produites, 

est un biomarqueur de SMD. La forte détection de ASC speck (agrégat moléculaire) dans les cellules 

immatures hématopoïétiques est corrélée à un SMD de bas risque et à la réponse attendue à l’EPO. 
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Les dommages à l’ADN générés contribuent à l’instabilité génomique des SMD, et leur accumulation 

peuvent faire évoluer la maladie vers la LAM. 

(3) L’inhibition des molécules impliquées dans l’activation de l’inflammasome NLRP3 ouvrent des 

perspectives de nouvelles thérapeutiques. 

De plus, l’équipe de Daniel Starczynowski a montré qu’un état pro-inflammatoire intrinsèque de la CSH 

mutée (dérégulation de TRAF6+), favoriserait l'activation chronique de la voie non canonique de NF-

κB (par A20, une enzyme clé dans l’ubiquitination) et aboutirait au contraire à un avantage prolifératif 

compétitif clonal (Muto et al. 2020). 

 

Figure 11: Association entre l'inflammaging et l'évolution des ChIP vers l'émergence d'un SMD (Mian et Bonnet 2021). 
Emergence des ChIP associées à l’inflammaging chez des personnes avec un microenvironnement médullaire inflammé. 
Evolution possible de ces ChIP vers un SMD avec l’acquisition de mutations supplémentaires ou suite à une sélection clonale 
possible dû à un microenvironnement médullaire très inflammé. 

L’émergence d’un clone de cellules mutées (souvent <2%), peut s’observer chez une personne sans 

SMD (absence de dysplasie ou cytopénies). Ces clones hématopoïétiques avec un Potentiel 

Indéterminé (ChIP) sont plus souvent observés avec l’âge (Steensma et al. 2015). Néanmoins, si 

l’identification de ces ChIP n’est pas synonyme de maladie SMD, les personnes possédant ces ChIP ont 

10 fois plus de risque de développer une hémopathie myéloïde (Genovese et al. 2014) (Jaiswal et al. 

2014). 

Cellules de l’immunité : plusieurs études translationnelles ont posé la question d’une éventuelle 

corrélation entre le système immunitaire résident médullaire et le pronostic du SMD. Nous citerons 

l’augmentation de l’infiltration médullaire par des monocytes classiques (A. Wu et al. 2021) (Selimoglu-

Buet et al. 2017), notamment avec l’expression de thrombomoduline (CD141) membranaire chez les 
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patients SMD (van Leeuwen-Kerkhoff et al. 2020), protéine suspectée dans la polarisation des LT naïfs 

vers une différenciation en LT régulateurs ou en LT helper de type 2, qui inhibent la surveillance 

immunitaire cytotoxique. Cette observation est cohérente avec une proportion de Tregs médullaires 

augmentée dans les SMD de haut risque (Kordasti et al. 2007) (Fozza et al. 2012) (Kotsianidis et al. 

2009). Sur le plan mécanistique, des monocytes cultivés in vitro sur une culture monocouche de CSM 

dérivées de patients SMD, peuvent acquérir le phénotype, le métabolisme, ainsi que les propriétés 

immunosuppressives (inhibition de la prolifération des LT et suppression de la cytotoxicité des 

lymphocytes NK) caractéristiques de MDSC (Myeloid derived suppressor cells) (Sarhan et al. 2020). Ces 

MDSC décrites comme indispensables dans la progression des cancers (Kusmartsev et Gabrilovich 

2006), ont été directement impliquées dans la genèse du SMD dans un modèle murin transgénique 

pour l’ alarmine S100A9 se liant au CD33 fortement exprimé à la membrane des MDSC (Chen et al. 

2013). Chez l’homme, les MDSC sont décrites comme ne dérivant pas du clone malin, Lin- HLA-DR- 

CD33++ avec une susceptibilité accrue aux alarmines et aux signaux de danger par leur surexpression 

des TLR. En réponse elles vont aussi sécréter des alarmines, qui par un effet autocrine et paracrine 

vont amplifier l’activation des voies de l’inflammation. Les MDSC sont surtout décrites dans les SMD 

de faible risque, en revanche, le rôle joué dans l’échappement du SMD au contrôle par le système 

immunitaire n’est pas bien défini. 

c. Modèles murins d’études des SMD 

Les modèles murins d’étude du SMD sont nombreux. Les premiers modèles murins transgéniques se 

sont attachés à reproduire les principales anomalies initialement décrites : une moelle osseuse riche 

et dysplasique contrastant avec des cytopénies périphériques. Le modèle murin utilisant le gène de 

fusion NUP98-HOXD13 permet de reproduire toutes les caractéristiques clés des SMD dont 

notamment des cytopénies sanguines, une dysplasie et une apoptose accrue des cellules de la moelle 

osseuse, ainsi qu’une possible transformation en leucémie aigüe (Lin et al. 2005). Ce modèle NUP98-

HOXD13 constitue un bon modèle préclinique pour l’évaluation de la thérapie et de la biologie des 

SMD. Aussi, le modèle murin APC+/− développe un modèle de SMD/syndrome myéloprolifératif. APC 

est un régulateur négatif de la voie de signalisation Wnt, situé dans la région chromosomique 5q. Si 

aucun défaut d’hématopoïèse n’est observé à l’état stable chez ces souris, la transplantation en série 

des cellules de la moelle osseuse des souris a montré de faibles capacités d’hématopoïèse à long terme 

chez les souris receveuses suite à la perte de la population CSH quiescente (Lane et al. 2010). Ce 

modèle démontre que la perte de fonction d’APC peut contribuer au phénotype observé chez les 

patients del(5q). Par ailleurs, certains gènes impliqués dans les SMD tels que TP53, RUNX1 ou encore 

TET2 ont directement été mutés/invalidés dans d’autres modèles murins. 
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Malheureusement, tous ces modèles ne reflètent pas l’hétérogénéité de la pathologie. Un modèle 

intéressant qui a permis de mieux refléter un SMD est le modèle de mutation Srsf2 hémizygote 

inductible par Recombinase Cre chez des souris adultes, qui correspond à la même mutation Srsf2 

hémizygote retrouvé chez des patients SMD, et qui vient impacter le mécanisme d’épissage ainsi que 

le complexe de spliceosome (S. C.-W. Lee et al. 2016). Enfin, il est également possible d’induire un 

modèle de SMD en exposant les souris à des produits chimiques cancérigènes ou à des radiations 

ionisantes (W. Li et Schnatter 2018). 

Enfin nous citerons les « souris humanisées », c’est à dire les modèles de xénotransplantation de 

cellules de patients (PDX, Patient Derived Xenograft models). Tout d’abord, dans le modèle murin 

NOD/SCID-β2m−/−, il a été montré que la prise de greffe de cellules dérivées de patients (CD34+ 

provenant de six patients ayant un SMD) est augmentée lors d’une co-injection intra-médullaire d’un 

mélange de lignée cellulaire stromale (HS5 ou HS27a) (Kerbauy et al. 2004). Plus tard, l’équipe de 

Medyouf (Medyouf et al. 2014) démontrera à l’aide du modèle NSG (NOD-scid IL2Rgammanull) que la 

prise de greffe de CSH dérivées de SMD est meilleure en association avec des CSM issues de SMD 

comparé à des CSM saines. Le modèle NSG est actuellement le modèle de xénogreffe le plus utilisé 

grâce à un profond déficit de l’immunité adaptative (absence de différenciation lymphocytaire B et T 

et possible absence de leur activation), ainsi que de l’immunité innée (absence de génération de NK) 

par défaut d’expression (knock-out) de la chaîne gamma du récepteur de l’interleukine 2 couplée à un 

fond génétique NOD-SCID (Shultz et al. 2005). Toutefois la prise de greffe des cellules humaines est 

rapidement orientée vers une différenciation lymphoïde qui fait de ce modèle un bon modèle pour 

l'étude de l'allo réactivité des LT humains vis-à-vis des organes cibles murins (peau, foie, tube digestif) 

appelée GVH expérimentale reflet d’une xénoréactivité. Aujourd’hui, il existe des modèles PDX avec la 

capacité de production de cytokines humaines indispensables à une hématopoïèse à long terme et un 

soutien à la myélopoïèse tels que la souris triple transgénique NSG-SGM (knock-in pour IL3,CSF2,KITLG) 

pour l’expression de IL-3, GM-CSF et SCF (Nicolini et al. 2004) ou plus récemment le modèle MISTGR. 

Ce modèle développé par l’équipe de Rongvaux (Rongvaux et al. 2014), est une souris sur fond 

génétique immunodéficientes Rag2-/-Il2rg-/-, dans laquelle les gènes codant pour le M-CSF, l'IL-3, le 

GM-CSF et la TPO humains sont introduits dans leurs loci murins respectifs. Ces souris sont appelées 

MITRG ou MISTRG lorsqu’elles portent également un transgène codant pour le SIRPα humain qui se lie 

au CD47 (pour supprimer la phagocytose des cellules exprimant CD47).  
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F. Soins et traitements des SMD 

1. Stratégies thérapeutiques 

Plusieurs traitements peuvent être envisagés en fonction du risque d’évolutivité du SMD. 

Schématiquement, le SMD de score IPSS <1.5 ou R-IPSS< 4 est considéré de faible risque. Pour ces SMD 

de faible risque, il s’agit d’améliorer la qualité de vie et donc de lutter contre les cytopénies en 

repoussant l’échéance du recours aux transfusions itératives. L’administration d’un agent stimulant 

l’érythropoïèse est une des principales options afin de compenser l’anémie qui est le principal 

symptôme chez 80% des patients. Plusieurs études témoignent de l’efficacité des agents stimulants de 

l’érythropoïèse (Jädersten et al. 2008), dont une étude suédoise indiquant que la combinaison avec du 

G-CSF permettait d’augmenter la réponse au traitement (Jädersten et al. 2005). Pour les SMD de haut 

risque (IPSS≥ 1.5 et R-IPSS≥4), il est envisagé des traitements à base d’agents hypométhylants 

(azacitidine, décitabine). Depuis plusieurs années, l’adjonction d’une autre thérapeutique aux agents 

hypométhylants a été étudiée afin de promouvoir de meilleurs résultats, mais aucune association n’a 

clairement démontré un bénéfice significatif sur la survie globale des patients. Les agents 

hypométhylants ne permettent pas de rémission complète de la maladie (Fenaux et al. 2009). 

L’allogreffe de cellules souches hématopoïétiques (ou allo-HSCT) reste depuis plusieurs années la seule 

thérapie qui propose un espoir de guérison complète pour ces patients. Malheureusement il s’agit 

d’une procédure lourde avec une toxicité non négligeable (Kröger et al. 2017), qui augmente avec l’âge 

et les comorbidités du patient (Garcia-Manero, Chien, et Montalban-Bravo 2020). 

2. L’allogreffe de cellules souches hématopoïétiques (allo-HSCT) 

L’allo-HSCT permet par l’injection intraveineuse de CSH issues d’un donneur volontaire sain, 

d’atteindre deux objectifs principaux :  

i) remplacer l’hématopoïèse maligne du patient par une hématopoïèse normale, pour cela 

plusieurs sources de CSH saines sont possibles : le sang périphérique contenant la 

mobilisation des CSH par le G-CSF (source la plus fréquemment utilisée), la moelle osseuse, 

ainsi que le sang de cordon ombilical (Hölig et al. 2009) (Wieduwilt et al. 2022) ;  

ii) ii) véhiculer un effet anti-tumoral par le système immunitaire du donneur. La présence de 

LT immunologiquement compétents dans le greffon, capable de médier une réaction 

contre les antigènes (Ag) étrangers et ainsi contre les cellules malignes résiduelles du 

receveur, correspond à l’effet GvL (Greffon vs Leucémie) (Eibl et al. 1996). Néanmoins, les 

LT peuvent également se diriger contre les Ag présents à la surface des organes sains du 

receveur, entraînant la maladie du greffon contre l’hôte (GvH) (Stern et al. 2014).  
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a. Sélection du donneur 

La compatibilité entre le donneur et le receveur repose sur l’expression commune du HLA (Human 

Leukocyte Antigens) à la surface des cellules, et notamment le HLA de classe I (Ag HLA-A, B, C) ainsi 

que le HLA de classe II (Ag HLA-DQ, DR, DP). Les gènes codant pour le HLA sont sur le chromosome 6. 

La fonction du HLA de classe I est de présenter les peptides de 8 à 9 acides aminés aux LT CD8+, la 

fonction du HLA de classe II, est de présenter les Ag de 10 à 30 acides aminés aux LT CD4+ (Gfeller et 

Bassani-Sternberg 2018). Chaque individu reçoit un haplotype paternel et un haplotype maternel 

(groupe d'allèles de différents loci situés sur un même chromosome et habituellement transmis 

ensemble). La compatibilité entre donneur et receveur est souhaitée sur 10 locus des molécules HLA-

A, B, C, DQ, DR. Il existe plusieurs types de greffes : 

• Les greffes géno-identiques. Le patient et le donneur, issus de la même famille 

(fratrie), ont une compatibilité HLA 10/10 puisqu’ils possèdent les mêmes 

haplotypes parentaux. 

• Les greffes phéno-identiques. Le patient et le donneur ne font pas partie de la 

même famille mais possèdent tout de même une compatibilité HLA 10/10. 

• Les greffes alternatives qui comprennent les greffes de sang de cordon placentaire, 

les greffes avec un donneur volontaire sain présentant une compatibilité HLA 9/10 

et les greffes haplo-identiques (où le patient et le donneur font partie de la même 

famille mais ne possèdent qu’un haplotype en commun). 

b. Conditionnement 

Avant l’injection du greffon de CSH, un conditionnement du receveur est nécessaire pour atteindre 

plusieurs pré-requis à la greffe. Le conditionnement détruit l’hématopoïèse du receveur (avec plus ou 

moins d’intensité), réduit le nombre de cellules malignes résiduelles ainsi que le nombre de cellules 

immunitaires du patient afin d’éviter le rejet de la greffe. Le choix du conditionnement va dépendre 

de la pathologie hématologique et des comorbidités du patient. Historiquement, les premiers 

conditionnements étaient myélo-ablatifs (MA) comprenant une irradiation corporelle totale à la dose 

de 12 Gray (ou l’administration de busulfan à 3,2mg/kg pendant 4 jours) associée à de fortes doses de 

cyclophosphamide (Nagler et al. 2013) (Nagler et Shimoni 2019). Néanmoins, les conditionnements 

myéloablatifs sont associés à d’importantes toxicités d’organes, limitant leur utilisation chez les 

patients âgés et/ou fragiles. C’est pourquoi le développement de conditionnements d’intensité 

modérée ont été développés. Par décroissance d’intensité, nous citerons les conditionnements 

myéloablatifs à toxicité réduite (RTC), d’intensité réduite (RIC) et non myéloablatifs (NMA). Dans ces 

conditionnements, le but n’est pas de détruire l’ensemble des CSH du patient, mais de créer un 
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environnement favorable pour que les CSH transplantées puissent s’implanter et proliférer afin de 

remplacer progressivement les CSH du patient (Nagler et Shimoni 2019). 

c. Mécanismes de rechute post greffe 

La rechute post-greffe de l’hémopathie sous-jacente survient dans environ 30% des cas. Dans certains 

SMD de haut risque (notamment de haut risque cytogénétique) la rechute survient dans plus de 60% 

des cas, avec une survie globale post-greffe décevante (nous citerons une survie globale de 4-6 mois 

dans les SMD avec caryotype complexe et mutation bi-allélique de TP53, (Yoshizato et al. 2017)). L’un 

des principaux mécanismes de la rechute est l'échappement de la cellule tumorale au contrôle par les 

LT du donneur (Rovatti et al. 2020). 

 

Figure 12: Mécanismes impliqués dans la rechute post greffe, d’après (Zeiser et Vago 2019). La cellule tumorale résiduelle 
peut employer plusieurs mécanismes d’échappement au contrôle par le système immunitaire du donneur. Des mécanismes 
membranaires d’altération de la reconnaissance par les LT à travers la suppression ou l’inhibition du HLA et l’expression de 
molécules inhibitrices. Des mécanismes solubles de production de cytokines anti-inflammatoires, d’enzymes 
immunosuppressives et d’inhibition de la production de cytokines pro-inflammatoires. 

i. Perte ou inhibition de l’expression des molécules HLA à la surface des cellules leucémiques 

Le système HLA exprimé à la surface des cellules leucémiques présente les Ag d’histocompatibilité 

mineurs aux LT du donneur. Dans le cadre des greffes haplo identiques, l’expression d’un haplotype 

HLA différent par les cellules leucémiques est une cible de l’alloréactivité des LT du donneur. Ainsi, 

l’équipe de L.Vago a rapporté que la perte de l’expression des molécules HLA incompatibles à la surface 

des cellules leucémiques, était observée dans 30% des cas de rechute post greffe chez les receveurs 

de greffes haplo identiques (Vago et al. 2009). Cette perte de l’haplotype explique l’échappement au 

contrôle des LT. Leur étude a permis d’observer une perte d’hétérozygotie du chromosome 6 

correspondant aux gènes codant pour les molécules HLA. Cette disomie somatique uniparentale (UPD) 
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est une aberration chromosomique courante dans de nombreuses tumeurs solides mais aussi 

hématologiques, et consiste en une homozygotie acquise sans perte de matériel génétique suite à la 

copie de la partie chromosomique homologue de la partie manquante (Makishima et Maciejewski 

2011). Ainsi, les cellules leucémiques perdent l’expression des molécules HLA incompatibles, sans 

réduire l’intensité d’expression du HLA de classe I, pour ne pas induire la mort cellulaire par les cellules 

NK qui s’activeraient et deviendraient cytotoxiques en détectant une perte du signal HLA de classe I. 

Ce phénomène survient probablement consécutivement à la pression immunologique sélective menée 

par les LT du donneur (Vago et al. 2012). 

Globalement, 5 à 10% des rechutes post transplantation (en condition HLA compatible ou non) sont 

associées à l’inhibition de l’expression membranaire du HLA à la surface des cellules leucémiques 

(Toffalori et al. 2019) (Christopher et al. 2018). Ceci démontre l’importance de la présentation des Ag 

mineurs d’histocompatibilités dans le cadre des greffes compatibles (Lansford et al. 2018). 

ii. Induction de l’expression de molécules inhibitrices à la surface des cellules leucémiques 

L’échappement au système immunitaire peut résulter aussi de l’apparition de protéines membranaires 

inhibitrices de la réponse lymphocytaire (Norde et al. 2011). Ainsi, selon les études, jusqu’à 40% des 

cas de rechutes post-greffe étaient associés à une augmentation de PD-L1, B7-H3 (CD276) et CD155 à 

la membrane des cellules leucémiques, capables d’altérer et inhiber les propriétés des LT (Toffalori et 

al. 2019) ainsi que celles des NK (Sanchez-Correa et al. 2012). Les LT épuisés présentent un phénotype 

PD1+ TIM3+ LAG3+. L’émergence de ces LT épuisés, corrélée à l’augmentation de l’expression de PD-L1 

par les cellules leucémiques, a été rapportée dans la rechute post-greffe (H. Yang et al. 2014). 

Toutefois, ces mécanismes directs (interaction cellule-cellule entre les cellules souches leucémiques et 

inhibition des LT du donneur) ne sont pas les seuls à déterminer la rechute post greffe. Un 

microenvironnement médullaire favorable à la rechute est aussi probable. 

iii. Production de cytokines et de molécules anti-inflammatoires et immunosuppressives 

Un microenvironnement médullaire modulé en cytokines régulatrices ou pro-inflammatoires a été 

rapporté. In vitro, le TGF-β a un rôle déterminant dans le maintien de la cellule souche leucémique 

démontré dans certains modèles de leucémie myéloïde chronique (Naka et al. 2010). Par ailleurs, des 

profils différents de production intra-cellulaire par les cellules leucémiques d’IL-10, IL-4 et IFN-γ ont 

été rapportés entre différents groupes (leucémie aiguë myéloïde avec +/- signes de dysplasie et 

leucémie aiguë lymphoïde) (H. H. Park et al. 2006). En revanche, dans le contexte de l’allogreffe de 

CSH, l’administration de sorafenib (un inhibiteur de FLT3) réduit l’expression du facteur de 

transcription ATF4 dans les cellules leucémiques. ATF4, normalement, bloque l’activation de 

l’interferon regulatory factor 7 (IRF7). IRF7 ainsi activé déclenche la transcription de l’IL-15 dans les 
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cellules leucémiques ce qui active les LT et stimule l’élimination des cellules leucémiques par les LT. 

Une augmentation d’IL-15 détectée dans le sérum des patients répondeurs est corrélée à une 

augmentation dans les capacités respiratoires mitochondriales des LT (Mathew et al. 2018). 

De plus les cellules leucémiques expriment des enzymes immunorégulatrices telles que IDO1 

(indoleamine 2,3-dioxygenase-1) et Arg-1 (arginase) qui déplètent le microenvironnement en acides 

aminés essentiels au système immunitaire résident. IDO1 catabolise le tryptophane en métabolites 

toxiques tels que l’acide kynurénique et les kynurénines altérant la survie et les propriétés 

métaboliques des LT (Munn et al. 2005). Arginase catabolise la L-arginine indispensable à la fonction 

des LT induisant leur inhibition de la prolifération, en plus de polariser les macrophages vers un 

phénotype suppressif M2 (Mussai et al. 2013). Deux ectonucléotidases produites par les cellules 

leucémiques permettraient aussi d’induire un microenvironnement favorable à la rechute, avec 

l’expression de CD73 ainsi que de CD39 (Serra et al. 2011) (Dulphy et al. 2014). 

II. Les cellules myéloïdes suppressives 

A. Définition des MDSC 

A la fin des années 70, une population cellulaire naturellement immunosuppressive a été décrite pour 

la première fois dans un modèle murin après une irradiation lymphoïde totale  (Roder et al. 1978). Ces 

cellules étaient capables d’inhiber les réponses de LT in vivo et in vitro sans tenir compte des 

restrictions par le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). Il faudra attendre 2007 pour que le 

terme MDSC pour « Myeloid derived suppressor cells » soit donné à cette population d’origine 

myéloïde avec des propriétés immunosuppressives (Gabrilovich et al. 2007). Cette terminologie 

permettra de regrouper un ensemble de cellules plus ou moins précisément définies sur le plan 

phénotypique, décrites principalement dans le cancer puis dans l’inflammation chronique, les 

infections, les maladies auto immunes et récemment en hématologie (Greten, Manns, et Korangy 

2011). Si les MDSC sont consensuellement décrites dans le domaine de la cancérologie solide comme 

pourvoyeuses de croissance tumorale par leurs propriétés immunosuppressives diverses (Schouppe et 

al. 2013), et par leur support à l’angiogenèse utile à la survie des cellules tumorales (Condamine et al. 

2015) (Solito et al. 2014) la caractérisation des MDSC dans d’autres domaines (maladies auto-

immunes, inflammation, hémopathie) est plus complexe. En effet, en 2015 un consortium de 23 

laboratoires experts définit les MDSC sur des critères immunophénotypiques observés dans des 

tumeurs solides (Damuzzo et al. 2015). Les MDSC sont consensuellement définies chez la souris par la 

coexpression du CD11b et du Gr1. L'antigène de différenciation myéloïde Gr1 possède deux isoformes, 

le Ly6C et le Ly6G (Youn et al. 2008). Les cellules CD11b+Ly6C+Ly6G- sont monocytaires, dites « M-

MDSC » et les cellules CD11b+Ly6CfaibleLy6G+ sont granulocytaires dites « G-MDSC ». L’absence 
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d’équivalent humain du Gr1 nécessite le recours à d’autre marqueurs. Mais finalement, la définition 

phénotypique des MDSC chez l’Homme est peu spécifique, basée essentiellement sur la négativité de 

marqueurs (HLA-DR-, lineage -) et la double positivité de marqueurs myéloïdes (CD11b+ CD33+). Elles 

sont dites granulocytaires lorsqu’elles sont CD15+ mais CD14- ; monocytaires lorsqu’elles sont CD15- 

CD14+/- et promyélocytaires ou « early stage » lorsqu’elles sont CD15- et CD14- (Bronte et al. 2016) 

(Mandruzzato et al. 2016). Toutefois, leur fragilité à la culture cellulaire et aux manipulations de 

congélation/décongélation, leur plasticité en fonction du micro-environnement, et l’absence de 

marqueur spécifique de propriétés suppressives, font de ces cellules une population très hétérogène. 

Nous allons résumer les connaissances sur les MDSC en cancérologie solide pour introduire les MDSC 

dans le contexte de l’hématologie et l’intérêt qu’a porté mon laboratoire d’accueil à comprendre 

comment ces cellules pourraient représenter un des mécanismes d’échappement de la cellule 

leucémique au contrôle par le système immunitaire du donneur. 

1. Modèle d’expansion et de différenciation des MDSC 

 

Figure 13: Signaux impliqués dans la génération de MDSC (Bizymi et al. 2019). La génération de MDSC est classiquement 
décrite en deux étapes. 1/ Le signal d’expansion des progéniteurs myéloïdes associé à l’inhibition de leur différenciation 
terminale via la libération de facteurs de croissance par le microenvironnement tumoral et l’induction de l’expression de Stat3 
par les médiateurs pro-inflammatoires. 2/ Le signal d’activation convertissant les progéniteurs myéloïdes en MDSC 
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fonctionnelles médiées par les stimulis du microenvironnement. HSC (hematopoietic stem cell), G-CSF (Granulocyte-Colony 
Stimulating Factor), GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor), PGE2 (prostaglandine E2), LPS 
(Lipopolysaccharide), NFκB (nuclear factor-kappa B), PAMP (Pathogen associated molecular patterns), DAMP (Damage-
associated molecular patterns), TLR (Toll-like receptor). 

Dans des conditions physiologiques, la myélopoïèse est induite par des facteurs de croissance tels que 

le GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor), le G-CSF (granulocyte colony-

stimulating factor) et le M-CSF (Macrophage colony-stimulating factor) qui vont permettre la 

différenciation du progéniteur commun myéloïde (CMP) en cellules granulocytaires (polynucléaires 

neutrophiles, éosinophiles et basophiles), les monocytes et macrophages. Dans le cancer, ces facteurs 

semblent produits en plus grande quantité et vont favoriser une myélopoïèse perturbée (Gabrilovich, 

Ostrand-Rosenberg, et Bronte 2012) (Marvel et Gabrilovich 2015). Certaines cellules myéloïdes restent 

bloquées à un stade immature et vont être appelées « Myeloid Derived Suppressor Cells » ou 

« MDSC ». Lorsqu’elles vont migrer au sein de microenvironnements pathologiques, elles vont acquérir 

des propriétés immunosuppressives (Condamine et Gabrilovich 2011) (Condamine, Mastio, et 

Gabrilovich 2015). Ainsi, il est communément décrit une première étape d’expansion des cellules 

myéloïdes immatures, puis une étape d’activation ; deux étapes indispensables pour l’émergence des 

MDSC (Figure 13).  

2. Voies de signalisation et facteurs de transcription impliqués dans la première étape d’expansion 

des MDSC 

L’expression du facteur de transcription STAT3 est induite par cet ensemble de facteurs de croissance 

(GM-CSF, G-CSF, M-CSF) et de médiateurs pro inflammatoires tels que l’IL-6, PGE2 (prostaglandine E2), 

HGF (hepatocyte growth factor), ou encore l’IL-11 (Condamine, Mastio, et Gabrilovich 2015) 

(Gabrilovich et Nagaraj 2009). Des modèles murins ont permis de montrer l’importance de STAT3 dans 

l’induction ainsi que dans la prolifération des MDSC puisque l’injection d’un inhibiteur de STAT3 bloque 

la prolifération des MDSC (Xin et al. 2009).  L’induction de STAT3 permet l’inhibition de l’expression 

d’IRF8 (Interferon regulatory factor 8), initialement produit dans les CMP, essentiel dans la 

différenciation des cellules myéloïdes vers la lignée granulocytaire (Waight et al. 2013). Ainsi il a été 

observé une corrélation inverse entre le niveau d’expression d’IRF8 et le nombre de MDSC circulantes 

chez les patients (Stewart et al. 2009). Par ailleurs, l’inhibition d’IRF8 est associée à l’inhibition de Fas 

à la surface des cellules, permettant aux MDSC une protection contre le mécanisme de mort cellulaire 

médié par les LT cytotoxiques exprimant FAS-ligand (Xiaolin Hu et al. 2013). STAT3 permet également 

l’induction de l’isoforme C/EBPβ (CCAAT-enhancer-binding protein β), qui interfère avec le promoteur 

Myc, et joue un rôle dans la croissance et la prolifération cellulaire des MDSC. Enfin STAT3 joue un rôle 

important dans l’acquisition de propriétés immunosuppressives en favorisant la formation du 
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complexe NADPH (p47, gp96, S100A9) (Pingyan Cheng et al. 2008) et la production de ROS (Corzo et 

al. 2009), (Srikrishna 2011). 

3. Voies de signalisation et facteurs de transcription impliqués dans la seconde étape d’activation 

des MDSC 

Le second signal destiné à l’activation des MDSC est principalement médié par des cytokines pro- 

inflammatoires du microenvironnement tumoral. Plusieurs médiateurs de l’inflammation dont les 

ligands des TLR tels que le LPS, les alarmines S100A8/A9, le TNF-α ou encore l’IL-1β induisent la voie 

de signalisation NF-κB. Dans des modèles murins, le rôle des TLR et leurs nombreux ligands potentiels 

ont été explorés. La stimulation des TLR permet le recrutement de MyD88 (Arora et al. 2010), 

nécessaire à l’activation de NF-κB et corrélée à l’accumulation de MDSC (Delano et al. 2007). En 

revanche, l’invalidation de Myd88 aboutit à l’émergence de MDSC avec des capacités 

immunosuppressives fortement réduites (Liu et al. 2010) (Hong et al. 2013). L’activation des TLR via le 

TNFα permet d’induire l’expression d’iNOS (Oxyde nitrique synthase induite) et la production de ROS 

(Xin Hu et al. 2014). D’autres études démontrent l’augmentation des capacités de production de 

peroxynitrite par les MDSC lors du recrutement d’IL-1β et de l’activation de NF-κB (Lu et al. 2011), ainsi 

que l’inhibition de la caspase 8 dans les MDSC médiée par C-FLIP à travers l’activation de NF-κB par 

TNFR2 (Tumor necrosis facor receptor 2) (X. Zhao et al. 2012). Enfin, les exosomes dérivés des sites 

tumoraux enrichis en HSP70 (Heat Shock Protein 70) permettent la phosphorylation de STAT3 via la 

voie de signalisation TLR2-MyD88, entrainant l’induction des propriétés immunosuppressives des 

MDSC (Diao et al. 2015). Mais certains modèles d’activation des TLR permettraient d’inhiber les 

propriétés immunosuppressives des MDSC (H. Wu et al. 2012) (Yi Yang et al. 2013). L’activation de 

STAT1 via stimulation par l’IFNγ permet l’induction de l’expression d’iNOS ainsi que de l’arginase 1, 

deux mécanismes impliqués dans les propriétés immunosuppressives des MDSC (Movahedi et al. 2008) 

notamment les M-MDSC (Schouppe et al. 2013). La voie de signalisation de STAT6 induite par la 

stimulation de IL-4Rα (Interleukin-4 Receptor α) via IL-4 ou IL-13 permet l’expression de l’arginase 1 

(Bronte et al. 2003) serait privilégiées dans les G-MDSC. Le microenvironnement tumoral hypoxique 

riche en HIF-1α (hypoxia inducible factors 1α) amplifie les propriétés immunosuppressives des MDSC 

à travers une plus forte expression de PD-L1, ou en induisant les activités de IDO, Arg1 et iNOS (Noman 

et al. 2014) (Noman et al. 2015) et en favorisant leur différenciation en TAM (Tumor-associated 

macrophages) (Corzo et al. 2010). Les TAM dérivés de MDSC sont constamment régénérés par le 

recrutement de nouveaux MDSC (Cortez-Retamozo et al. 2012). Cette grande plasticité des MDSC rend 

leur exploration complexe, dépendante des différents microenvironnements tumoraux. 

Néanmoins, l’altération de la différenciation finale des progéniteurs myéloïdes n’est pas le seul moyen 

d’induire des MDSC. La reprogrammation de cellules myéloïdes matures et fonctionnelles du 
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microenvironnement tumoral vers un phénotype MDSC, a été décrit. La boucle de production et de 

stimulation autocrine de PGE2 décrite préalablement, a également été identifiée au sein de population 

monocytaire, les convertissant en MDSC suite à l’augmentation d’iNOS (Mao et al. 2013). L’équipe de 

(Sarhan et al. 2020) ont permis d’induire des monocytes avec des fonctionnalités proches des MDSC, 

grâce à des CSM de patients SMD. Toutefois, les mécanismes de reprogrammation sont très complexes 

et restent encore majoritairement incompris. Ceux-ci témoignent de la forte plasticité au sein des 

cellules myéloïdes ainsi qu’au sein des MDSC, et complexifie l’étude de ces cellules. 

B. Mécanismes d’action des MDSC 

 

Figure 14: Mécanismes immunosuppresseurs et cibles des MDSC (Yuhui Yang et al. 2020). De nombreux mécanismes 
d’actions peuvent être utilisés par les MDSC afin de cibler les LT ainsi que d’autre cellules de l’immunité dont notamment la 
production de NO (oxide nitric), de ROS (espèce réactive de l’oxygène), de PNT (peroxynitrite). Les déplétions en arginine ou 
en tryptophane médiées par Arg1 (Arginase 1) et IDO (indoleamine 2, 3-dioxygenase), ainsi que l’absorption de cystéine 
altèrent la prolifération et la fonctionnalité des LT. La production d’adénosine par les ectoenzymes CD39 et CD73 permettent 
l’inhibition des LT. L’expression de marqueurs inhibiteurs à la surface des MDSC dont PD-L1 (programmed cell death-ligand 1) 
ou CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4) permettent l’inhibition des LT après interaction. D’autres mécanismes 
sont impliqués dans les mécanismes d’immunorégulation comme l’altération de la migration des LT, l’induction de LT 
régulateurs (LTreg), la sécrétion de cytokines impactant l’ensemble des cellules de l’immunité, ainsi que les capacités des 
MDSC à se différencier en macrophages associés aux tumeurs (TAM). ADAM17: a disintegrin and metalloproteinase 17, iNOS: 
inducible nitric oxide synthase, NOX2: NADPH oxidase 2. 
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1. Stress oxydatif et déplétion des acides aminés essentiels 

 

Figure 15: Principaux mécanismes de suppression immunitaire des LT médiés par les MDSC. iNOS et NOX-2 induisent la 
génération de RNS et de ROS via la nitration et la nitrosylation des protéines, entrainant l’apoptose et l’inhibition de la 
phosphorylation de protéines et la dégradation de l’ARNm d’IL-2. Arg1 et iNOS consomment la L-arginine extracellulaire 
déplétant l’environnement extracellulaire en cet acide aminé, impliquant l’inhibition de l’expression de la chaine z CD3 
interférant avec la signalisation du TCR et inhibant la prolifération des LT. IDO convertit le L-tryptophane en L-kynurénine et 
inhibe la prolifération des LT. iNOS (Inducible nitric oxide synthase), NOX-2 (NADPH oxidase 2), RNS (reactive nitrogen species), 
ROS (Reactiv oxygen species), Arg1 (Arginase 1), IDO (Indoleamine 2,3-Dioxygenase) 

Les principaux mécanismes de suppression immunitaire des lymphocytes T sont médiés par 4 

principales enzymes présentées par la Fig15 (la synthase inductible du monoxyde d’azote ou iNOS, un 

complexe enzymatique membranaire la NADPH oxydase ou NOX-2, l’arginase -1, l'indoléamine 2,3-

dioxygénase ou IDO). L'action suppressive de iNOS et de la NADPH oxydase 2 (NOX-2) passe par la 

génération de d’espèces réactives de l’azote (Youn et al. 2008) (Markowitz et al. 2017) et d'espèces 

réactives de l'oxygène (ROS) (Kusmartsev et al. 2004). Il en résulte une nitration ou nitrosylation des 

cystéines qui conduit à l'inhibition de la phosphorylation des protéines impliquées dans la transduction 

du signal, favorise l’entrée en apoptose, mais aussi favorise la dégradation de l'ARNm de l'IL-2. La L-

arginine (Arg-1) extracellulaire inhibe l'expression de la chaîne ζ de CD3 interférant avec la signalisation 

du TCR. A travers cette dénaturation du TCR, une tolérance des LT est induite suite à l’altération de la 

reconnaissance des Ag (Nagaraj et al. 2007). Arg1 produit aussi de la L-ornithine qui est le substrat du 

collagène impliqué dans la réparation des tissus et la fibrose. L’induction d’IDO au sein des MDSC 

inhibe la prolifération des LT ainsi que leur polarisation en Th1 à travers la métabolisation de l’acide 

aminé essentiel tryptophane et sa conversion en L-kynurénine et acide kynurénique (Rodríguez et 

Ochoa 2008) (Yu et al. 2013). 

A noter que tous ces mécanismes peuvent être intriqués. En effet, le peroxynitrite (PNT) qui résulte 

d’une réaction entre le NO et un anion superoxyde, induit aussi l’altération du TCR des LT via la 
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nitration du complexe. De plus, le PNT permet également d’inhiber l’activation des LT à travers la 

nitration de la Tyrosine394 de la protéine kinase spécifique des lymphocytes, impliquée dans la 

cascade de signalisation médiée par le TCR (S. Feng et al. 2018) (Nagaraj et al. 2007). 

2. Expression de molécules inhibitrices à la surface des MDSC 

Les MDSC peuvent également exprimer à leur surface des molécules inhibitrices des LT à travers 

l’expression de PD-L1 et CTLA-4 (T lymphocyte-associated antigen 4). L’expression de PD-L1 à la surface 

des MDSC est décrite dans des modèles tumoraux, où elle est corrélée à l’anergie ainsi qu’à l’apoptose 

des LT. Son inhibition altère directement les propriétés immunosuppressives des MDSC vis-à-vis des 

LT (Noman et al. 2014) (Antonios et al. 2017). Au cours de ces dernières années, il a été démontré que  

les molécules pro-inflammatoires du microenvironnement tumoral telles que les alarmines S100A8/A9 

induisent l’expression de PD-L1 à la surface membranaire des MDSC (Pinyang Cheng et al. 2019). L’effet 

de CTLA-4 est moins bien compris. CTLA4 inhiberait la prolifération des G-MDSC, en parallèle de 

l’inhibition de la production d’Arg1 (Pico de Coaña et al. 2013). 

3. Altération de la migration des LT vers la tumeur et les ganglions 

La migration des LT naïfs dans les ganglions lymphatiques est un élément clé de la réponse immunitaire 

puisque c’est à cet endroit que les LT vont interagir avec des Ag afin d’être activés. Plusieurs molécules 

sont impliquées dans les mécanismes de migration, dont CD62L (L-selectine), qui dirige les LT dans les 

ganglions lymphatiques périphériques. Les MDSC expriment à leur surface ADAM17 (a disintegrin and 

metalloprotease17), qui va cliver le CD62L à la surface des LT naïfs afin d’altérer leur migration jusqu’au 

ganglion lymphatique et ainsi inhiber la réponse immunitaire (Hanson et al. 2009). HMGB1 (high 

mobility group box protein 1) qui est une molécule pro inflammatoire, permettrait d’induire les 

capacités des MDSC à cliver le CD62L à la surface des LT naïfs (Parker et al. 2014). Les PNT 

entraineraient aussi la nitration de CCL2, chimiokines indispensables à la migration des LT (Gehad et 

al. 2012).  

4. Altération de la fonctionnalité des LT par la production d’adénosine 

Les ectoenzymes CD39 et CD73 exprimés à la surface des MDSC sont respectivement capables 

d’hydrolyser l’ATP ainsi que l’ADP extracellulaire en AMP, qui sera ensuite clivé en adénosine. La 

production d’adénosine par les MDSC dans le microenvironnement tumoral inhibe la phosphorylation 

de Zap70, ERK, Akt, nécessaires à l’activation et la prolifération des LT (Linnemann et al. 2009). Mais 

cette production d’adénosine permet également une stimulation autocrine des MDSC à travers les 

récepteurs de l’adénosine A2B, induisant la prolifération des MDSC (Umansky et al. 2014). 
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5. Induction et recrutement de LT régulateurs et de B régulateurs 

L’équipe de (Huang et al. 2006) a montré que les MDSC, en réponse à l’IFNγ, sécrètent de l’IL10 ainsi 

que du TGFβ, tous deux nécessaires au développement des Tregs. L’induction d’IDO serait aussi 

propice à l’émergence de Tregs (Jitschin et al. 2014) qui semble être dépendante du contact cellulaire 

(Siret et al. 2019), notamment de CD40 (Pan et al. 2010). Les MDSC permettent également le 

recrutement des Tregs en sécrétant les ligands de CCR5 (fortement exprimés à la membrane des Tregs) 

tels que : CCL3, CCL4 ainsi que CCL5 (Schlecker et al. 2012). La sécrétion de TGFβ permet aussi 

l’inhibition des LB, et des NK (H. Li et al. 2009), (Rastad et Green 2016) avec l’expansion de Bregs (LB 

régulateurs) (M.-J. Park et al. 2016). 

C. Les MDSC en hématologie 

L‘émergence et l’induction des MDSC ont aussi été décrites dans les cancers liquides (hématologie) et 

notamment dans les SMD (Kittang et al. 2016). Leur étude sur 42 patients atteints de SMD concluait à 

une corrélation entre l’augmentation du nombre de MDSC dans la moelle osseuse et l’augmentation 

du score R-IPSS. A l’image de ce qui était décrit dans les cancers solides (P.-F. Wang et al. 2018), ces 

cellules pourraient jouer un rôle clé dans la formation d’une niche néoplasique en induisant un 

microenvironnement immunosuppressif capable de protéger et de soutenir l’évolution des cellules 

myélodysplasiques. L’observation de MDSC est associée à un mauvais pronostic dans les hémopathies 

malignes (Lv, Wang, et Huang 2019). Néanmoins, il est important d’étudier ces cellules dans leur 

environnement propre à chaque maladie, puisque leurs mécanismes d’actions ainsi que leurs fonctions 

peuvent varier dépendamment du type de cancer (Lv, Wang, et Huang 2019). Plusieurs études ont 

montré des disparités dans leur nombre (Solito et al. 2014), et leurs fonctionnalités en fonction des 

cancers (Bozkus et al. 2015).  

1. Les MDSC dans les SMD non greffés 

Le microenvironnement médullaire des patients atteints de SMD est caractérisé par une forte 

augmentation de l’inflammation, notamment médiée par les alarmines S100A8/A9. L’augmentation 

du nombre de MDSC dans la moelle osseuse des patients est due à l’interaction des alarmines 

S100A8/A9 avec le CD33, qui induit la prolifération des MDSC (Chen et al. 2013). Les CSM sont 

essentielles à l’induction de MDSC (Giallongo et al. 2016). Devant les preuves de l’implication des 

MDSC dans les SMD, plusieurs études ont visé à cibler la prolifération ainsi que le fonctionnel des MDSC 

comme potentielle cible thérapeutique du SMD (Gabrilovich et Nagaraj 2009). 
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2. MDSC dans le contexte de l’allogreffe de CSH (annexe 1, revue de la littérature) 

Dans le contexte de l’allo-HSCT, les MDSC ont tout d’abord été décrites chez l’Homme dans les greffons 

de CSH collectés chez le donneur volontaire sain après un traitement par G-CSF (Luyckx et al. 2012). 

Cette première observation de MDSC dans le contexte de l’allo-HSCT s’intéressait à caractériser les 

cellules sur le plan morphologique, phénotypique et fonctionnel (suppression in vitro des LT activés de 

façon allogénique par la culture mixte lymphocytaire). Plus tard, plusieurs études chez l’Homme ont 

démontré que la richesse du greffon en MDSC est corrélée à une moindre incidence de la GVH aiguë 

chez le receveur dans un contexte HLA identique (Vendramin et al. 2014) (K. Wang et al. 2019; D’Aveni 

et al. 2015) et haplo-identique (Lv et al. 2015). Si les études chez la souris de co-injection de MDSC au 

moment de l’allo-HSCT révèlent la modulation de l’incidence et la sévérité de la GVH sans impacter 

l’effet GVL (Highfill et al. 2010) (J. Zhang et al. 2019), le rôle des MDSC induites précocement dans la 

reconstitution immunitaire du receveur est pour l’heure mal compris. L’observation de MDSC 

monocytiques circulantes chez le receveur (HLA-DRlow/- CD14+), dotées de propriétés suppressives in 

vitro par IDO, a été rapportée pour la première fois en 2013 (Mougiakakos et al. 2013). Les premières 

observations concluent à une corrélation entre l’émergence de M-MDSC circulantes post-greffe et la 

GVH aiguë (Yin et al. 2020). A l’inverse, un ratio élevé de G-MDSC dès J30 post-greffe serait corrélée à 

une moindre incidence de GVH aiguë chez le receveur (Guan et al. 2015). Ces études de corrélations 

décrivent de façon plus ou moins précise le phénotype des MDSC circulantes, avec une exploration 

fonctionnelle in vitro des MDSC qui est de nos jours critiquable (activation des LT par billes anti-CD3, 

anti-CD28 qui sont rapidement phagocytées par les MDSC et empêchent artificiellement l’activation in 

vitro des LT) (Davis, Silvin, et Allen 2017). Plus tard, plusieurs études (T. W. Kim et al. 2018) (Y. Zhou et 

al. 2019) suggèreront une incidence augmentée de rechute de l’hémopathie myéloïde chez les patients 

avec un pourcentage élevé de MDSC dans la moelle osseuse non observé dans d’autres études (Yin et 

al. 2016) (Lv et al. 2015). Finalement, une étude récente basée sur la cytométrie de masse a permis 

l’analyse phénotypique longitudinale de nombreuses sous-populations immunitaires dans le contexte 

post-greffe. Il apparait que les M-MDSC (HLA-DR- CD11b+ CD33+ CD14+) et les MDSC granulocytiques 

ou G-MDSC (HLA-DR- CD11b+ CD33+ CD15 + CD66b +) sont observées dans les 6 premiers mois post-

transplantation pour progressivement disparaître à un an de la greffe. Néanmoins, aucun marqueur 

spécifique de leur propriété immunosuppressive, ni aucune corrélation à l’incidence cumulée de la 

GVH ou de la rechute n’a pu être retenue (Gournay et al. 2022). Au moment de débuter ma thèse, le 

laboratoire venait de résumer dans une revue de la littérature (D’Aveni et al. 2020, annexe 1) que 

l’identification précoce dans le sang de MDSC circulantes dans le sang après allo-HSCT semblait plus le 

reflet d’une hématopoïèse de stress, et que leur rôle dans la rechute/GVH n’était pas déterminé. 
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Problématique et objectifs de la thèse 

Pour explorer l’échappement du SMD au contrôle par le système immunitaire, le laboratoire d’accueil 

avait proposé d’étudier le SMD au cours d’une thérapeutique curative. En effet, l’allogreffe de cellules 

souches hématopoïétiques constitue une immunothérapie puissante où le système immunitaire du 

donneur joue un rôle majeur dans le contrôle à long terme du SMD. Toutefois, la rechute du SMD 

survient chez 30 à 40% des patients allogreffés avec un pronostic sombre pour ces patients. La rechute 

est vraisemblablement liée à une inefficacité du système immunitaire du donneur à éradiquer les 

cellules tumorales résiduelles (souvent corrélée à l’absence de GVH), comme si le système immunitaire 

du donneur était devenu rapidement tolérant chez son nouvel hôte. Etudier le système immunitaire 

précocement après l’allogreffe et comparer les analyses chez les patients qui rechutent précocement 

versus les patients qui ne rechutent pas paraissait être une approche séduisante pour déduire le rôle 

des MDSC dans l’échappement au contrôle par le système immunitaire. Notre hypothèse principale 

était que l’émergence rapide de MDSC dans le microenvironnement médullaire était un facteur 

important dans l’échappement des cellules myélodysplasiques au contrôle par le système immunitaire 

adaptatif représenté par les lymphocytes T du donneur.  En effet, à l’issue du travail de revue de 

littérature publié en 2020, le rôle des MDSCs dans le contexte de rechute post-greffe était peu précis. 

Deux principales raisons semblaient expliquer les données contradictoires de la littérature sur le rôle 

des MDSC dans la rechute post-greffe: 

-D’une part les MDSC avaient été essentiellement définies par leur immunophénotype (caractérisation 

plus ou moins précise nous l’avons vu, basée principalement sur l’absence d’expression de certains 

marqueurs avec un fenêtrage plus ou moins stringent par la technique de cytométrie en flux). 

L’exploration concomitante de leurs propriétés régulatrices étaient réalisées avec des tests in vitro 

basés sur l’activation des LT par billes anti-CD3, anti-CD28 dont nous avons exposé préalablement les 

limites.  

-D’autre part, les MDSC avaient été étudiées dans le sang circulant du receveur, souvent à partir 

d’échantillons préalablement congelés (et nous connaissons la fragilité de ces cellules). Les MDSC 

n’avaient pas été étudiées au sein du microenvironnement tumoral qui est la moelle osseuse du 

receveur. Or, ces cellules initialement décrites radiorésistantes dans la rate des souris receveuses 

capables de moduler la GVH aiguë, pouvaient tout à fait, par analogie chez l’Homme, persister dans la 

moelle osseuse du receveur les premiers mois de la greffe. Une autre hypothèse était que le 

microenvironnement stromal médullaire déficient persistant du receveur, pouvait dans les premiers 

mois de la greffe induire des MDSC à partir des cellules myéloïdes du donneur qui colonisent la moelle 

osseuse.  
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Pour répondre à ces hypothèses, nous exposons les travaux selon deux grands axes. 

Le premier axe de travail a été réalisé grâce à un protocole de recherche translationnelle 

monocentrique mené au CHRU de Nancy, REAL-GREFFE (N° ID-RCB : 2018-A03267-68) dirigé par le 

Professeur Rubio qui visait à différents temps post-greffe (notamment J30, J90, J180 et J365) à évaluer 

la reconstitution immunitaire lymphoïde et myéloïde. L’objectif de ce travail était d’identifier les MDSC 

post-greffe et leurs propriétés immunosuppressives in vitro et in vivo lorsqu’elles étaient issues de 

patients qui rechutent précocement de leur hémopathie, comparativement à des patients sans 

rechute précoce (article soumis) et d’explorer une éventuelle corrélation entre ces MDSC et 

l’émergence de LT de profil épuisé.  

Le deuxième axe de travail a été réalisé grâce à un protocole de recherche translationnelle 

multicentrique mené dans l’inter-région (Nancy, Besançon, Strasbourg), N°ID-RCB :  2019-A00842-55, 

dirigé par le Professeur D’Aveni. Cette étude a permis de mieux caractériser sur le plan phénotypique 

les MDSC (grâce à un panel 28 couleurs), et de décortiquer les mécanismes immunorégulateurs in vitro, 

des MDSC issues de patients en rechute précoce. Le travail se poursuit actuellement par l’analyse 

transcriptomique sur cellule unique afin de mieux comprendre la signature différentielle des MDSC 

observée dans un contexte de rechute précoce versus l’absence de rechute précoce. 

 

  



 

51 
 

Matériels et méthodes 

I. Etude de la reconstitution immunitaire des receveurs en post-greffe 

Etude prospective de la reconstitution immunitaire des cellules myéloïdes (notamment les MDSC) ainsi 

que des LT à des temps précoces post-greffe : J30, J90 et J180. 

A. Etude de la reconstitution lymphocytaire et des MDSC post greffe dans le sang 

périphérique 

Les cellules mononuclées sanguines (PBMC) des receveurs sont tout d’abord isolées par la technique 

de ficoll à partir d’un prélèvement sanguin et/ou médullaire. La sélection des PBMC se réalise dans un 

tube particulier Leucosep (Greiner Bio-One) où 15mL de milieu de séparation lymphocytaire (Eurobio 

Scientific) est déposé sous un filtre, et 15mL de sang périphérique dilués dans 15mL de PBS (phosphate-

Buffered saline, Gibco®) sont déposés au-dessus du filtre. Pour la moelle osseuse, le ficoll ne peut pas 

être effectué dans un tube Leucosep de 50mL, 4mL de milieu de séparation lymphocytaire sont placés 

dans un falcon 15mL, 2 mL de moelle osseuse est mélangé avec 6mL de milieu de type RPMI 1640 

Medium supplémenté avec 5% de Glutamine (Gibco ref : 25030081) et 1% de pénicilline-streptomycine 

(Sigma, ref : H0781), qui est ensuite déposé sur le milieu de séparation lymphocytaire. Après une 

centrifugation de 10min à 1000g, l’anneau de cellules mononucléées est repéré et pipeté. Les cellules 

récupérées sont lavées plusieurs fois avec du PBS (50mL PBS 1X et 0.250g de d’albumine de sérum 

bovin (BSA, 0.5%, Sigma-Aldrich® ref : A2153-1KG). Le marquage par anticorps couplés à des 

fluorochromes se réalise sur 4 000 000 cellules selon les panels présentés dans les Tableaux 1 et 2 pour 

identifier les différentes sous populations de LT et leurs marqueurs d’épuisements. Un 3ème panel 

présenté dans le Tableau 3 est utilisé pour identifier les sous populations de MDSC. Enfin, un 4ème panel 

a été réalisé pour des prélèvements à partir de Février 2021 concernant les patients inclus dans le 

protocole Evade. Le sang périphérique des patients était marqué par le panel Evade1 et le panel Evade 

2 (Tableau 4), la moelle osseuse des patients était marquée uniquement avec le panel Evade 1. 

Tableau 1: Panel d'anticorps LT 

Type Fluorochrome Clone Fournisseur 

CD3 APC UCHT1 BD Biosciences 

CD4 PE-Cy7 SK3 BD Biosciences 

CD8 PerCpCy5.5 SK1 BD Biosciences 

CD122 PE Mik-β2 Sony 
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PD-1 BV510 EH12.2H7 Sony 

CD197 BV421 G043H7 Sony 

CD45RA APC-H7 SH9 BD Biosciences 

CD95 FITC DX2 BD Biosciences 

 

Tableau 2: Panel d'anticorps LT épuisés 

Type Fluorochrome Clone Fournisseur 

CD3 APC UCHT1 BD Biosciences 

CD4 PE-Cy7 SK3 BD Biosciences 

CD8 PerCpCy5.5 SK1 BD Biosciences 

Tim-3 PE-DAZZLE F38-2E2 Sony 

PD-1 BV510 EH12.2H7 Sony 

CD197 BV421 G043H7 Sony 

CD95 FITC DX2 BD Biosciences 

LAG-3 PE 7H2C65 Sony 

 

Tableau 3: Panel d'anticorps MDSC 

Type Fluorochrome Clone Fournisseur 

CD34 APC 651 Sony 

CD11b FITC LM2/1 Invitrogen 

CD33 PerCpCy5.5 WM-53 Invitrogen 

CD14 PE-Cy7 M5E2 BD Biosciences 

CD15 EF450 HI98 Invitrogen 

HLA-DR BV510 I243 Sony 

PD-L1 PE-DAZZLE 29E2A3 Sony 

CD3 PE HIT3a Sony 
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CD19 PE 4G7 Sony 

 

Tableau 4: Panel d’Ac du panel Evade 

 Evade 1 Evade 2 

BB515, FITC CD45-RA CD45RA 

BB630 LAG-3 CD161 

BB660 CD244 CD138 

BB700, PerCP-Cy5.5 PD-1 CD159a 

BB755  TCR VA7.2 

BB790 CD14 CD24 

APC CCR7 (CD197) CCR7 

APC-R700 HLA-DR CXCR5 (CD185) 

APC-H7 Viabilité Viabilité 

BV421 TIM-3 (CD366) CCR4 (CD194) 

BV510, BV480 CD15 IgD 

BV570 CD49F TCR invariant 

BV605 CD33 CD20 

BV650 CD56 CD56 

BV711 CD90 CCR6 (CD196) 

BV750 CD11b CD21 (CR2) 

BV786 CD127 TCR yd 

BUV395 CD8 CD8 

BUV496 CD4 CD4 

BUV563 CD19 CD19 

BUV615 CD16 CD16 

BUV661 CD38 CD38 
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BUV737 PDL1 (CD274) CD27 

BUV805 CD3 CD3 

BYG584, PE CD1d CD57 

PE-CF 594 CD25 IgM 

BYG670, PE-CY5 CD34 CXCR3 (CD183) 

BYG790, PE-CY7  CD95 

 

B. Analyses des données de cytométrie en flux 

Après l'acquisition des événements cellulaires, les données de cytométrie en flux sont analysées 

manuellement avec le logiciel FlowJo (Version 10.8.1). Elles sont également analysées en « non 

supervisé » par une équipe de bio-informatique.  1) Les données ont été compensées en fonction de 

la matrice de compensation réalisée par le cytomètre à l’issue des monomarquages après contrôle 

qualité ; 2) Les flux biaisés, perturbés et aberrants ont été écartés. FlowClean (v1.36) a été utilisé pour 

enlever les événements à ces problèmes d'acquisition. 3) Les événements cellulaires restants ont été 

normalisés canal par canal et par cohorte entière à l'aide de GaussNorm sous flowStats (v4.10), 

conduisant à plusieurs alignements de régions à haute densité dans chaque canal. Le paramètre « Min 

pics » a été ajusté en fonction du nombre de pics de densité pour chaque canal ; 3) Les cellules mortes 

et les « doublets » ont été éliminés avec un blocage préliminaire approprié ; 4) En fonction de 

l'ensemble de données (MDSC ou LT), des stratégies de déclenchement semi-automatiques ont été 

développées à partir de plusieurs outils disponibles dans les packages R openCyto (v2.10.1) et 

flowWorkspace (v4.10.1, via Bioconductor). L’analyse était principalement basée sur une succession 

de fenêtrage défini automatiquement par les paramètres les plus adaptés. 5) Les sous-populations de 

LT préanalysé (CD3+) et MDSC (HLA-DR- LIN-) ont ensuite été analysées à l'aide d'algorithmes non 

supervisés tels que le t-SNE (v0.16).  Le regroupement hiérarchique, intègre des comparaisons de 

l'expression des marqueurs entre les groupes biologiques. Nous distinguons ainsi 16 sous-populations 

de LT et 3 sous-populations de MDSC. Voici la nomenclature simplifiée dans les figures : 

1= CD4+ naïve T cells (TN, CD3+CD4+CD45RA+CCR7+),  

2= CD4+ central memory T cells (TCM, CD3+CD4+CD45RA- CCR7+),  

3= CD4+ effector memory (TEM, CD3+ CD4+ CD45RA-CCR7-),  

4= CD4+ terminal effectors (TEMRA CD3+ CD4+ CD45RA+ CCR7-), 

5= CD8+ naïve T cells (TN, CD3+CD8+CD45RA+CCR7+),  
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6= CD8+ central memory T cells (TCM, CD3+CD8+CD45RA- CCR7+), 

7= CD8+ effector memory (TEM, CD3+ CD8+ CD45RA-CCR7-),  

8= CD8+ terminal effectors (TEMRA CD3+ CD8+ CD45RA+ CCR7-), 

9= CD4-CD8- naïve T cells (TN, CD3+CD4-CD8-CD45RA+CCR7+), 

10= CD4-CD8- central memory T cells (TCM, CD3+CD4-CD8-CD45RA- CCR7+), 

11= CD4-CD8- effector memory (TEM CD3+ CD4-CD8-CD45RA-CCR7-), 

12= CD4-CD8- terminal effectors (TEMRA CD3+ CD4-CD8-CD45RA+ CCR7-), 

13= CD4+CD8+ naïve T cells (TN, CD3+CD4+CD8+CD45RA+CCR7+) 

14= CD4+CD8+ central memory T cells (TCM, CD3+CD4+CD8+CD45RA- CCR7+),  

15= CD4+CD8+ effector memory (TEM CD3+ CD4+CD8+CD8-CD45RA-CCR7-), 

16= CD4+CD8+ terminal effectors (TEMRA CD3+ CD4+CD8+CD45RA+ CCR7-). 

MDSC : Lin-, HLA-DR-, CD11b+, CD33+ 

M-MDSC: Lin-, HLA-DR-, CD11b+, CD33+, CD14+, CD15+/- 

G-MDSC: Lin-, HLA-DR-, CD11b+, CD33+, CD14-, CD15+ 

e-MDSC: Lin-, HLA-DR-, CD11b+, CD33+, CD14-, CD15-. 

 

Pour faciliter la visualisation des données, une « heat map » permettant de comparer la reconstitution 

immunitaire des 16 sous-types de LT en fonction du devenir du patient (rechute précoce post-greffe 

ou non) a été réalisée à partir de ComplexHeatmap (v2.14) et les graphiques principaux sous ggplot2 

(v3.4). Tous les packages R (v4.2.2) ont été acquis et utilisés via BioConductor (v3.16). Des « heat 

maps » de corrélation ont été rendues avec corplot (v0.92) sur des décomptes de données fermées. 

II. Etude des propriétés fonctionnelles des MDSC et caractérisation lors de la 

reconstitution immunitaire post greffe 

A. Tri immunomagnétique des MDSC de moelle osseuse et de sang périphérique 

Pour les prélèvements suffisamment riches en cellules, nous procédions à des tests fonctionnels des 

MDSC sur les cellules non techniquées pour le marquage par cytométrie en flux. Un premier tri 

immunomagnétique HLA-DR (Miltenyi, 130-046-101) est réalisé, puis un second tri 

immunomagnétique CD14 (Miltenyi, 130-118-906) permettra l’isolation des MDSC HLA-DR- CD14+, 

selon les recommandations du procédé Miltenyi. Brièvement, les cellules sont mises en suspension 

dans 80µL de Buffer pour 107 cellules, puis 20µL de microbilles anti-HLA-DR sont ajoutés pour 107 

cellules. Après une bonne homogénéisation et une incubation pendant 15min à 4°C, les cellules sont 

lavées en ajoutant 1mL de Buffer et une centrifugation à 300g pendant 5min. Après centrifugation, le 

surnageant est éliminé et les cellules sont mises en suspension dans 500µL de Buffer. La fraction 

négative issue de la colonne magnétique de type LS (Miltenyi, 130-042-401) est collectée. Cette 
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fraction est soumise au même protocole de tri immunomégnétique en utilisant cette fois ci 20µL de 

microbilles anti CD14 pour 107 cellules. La fraction CD14+ est collectée. La viabilité et le nombre de 

cellules sont ensuite évalués automatiquement avec un appareil de type Bio-Rad TC20™ Automated 

Cell Counter. 

B. Contrôle qualité du tri immunomagnétique HLA-DR- CD14+  

Afin de vérifier la qualité du tri, 50 000 cellules triées sont marquées pendant 15 min à 4°C à l’aide du 

panel d’anticorps du Tableau 3. Après lavage, les cellules sont mises en suspension dans 300µL de 

Buffer, et sont analysées en cytométrie en flux (Gallios, Beckman-Coulter®). 

C. Etude des propriétés immunosuppressives des MDSC in vitro 

Les MDSC issues de sang périphérique ou de la moelle osseuse de patients, préalablement triées, sont 

mises en coculture avec des LT CD3+ issus de sang périphérique de donneurs sains (les 

expérimentations ont été réalisés avec les LT du donneur de CSH, HLA compatible avec les MDSCs du 

receveur triées en post-greffe ou avec des LT de donneur en tierce partie non HLA identique, avec des 

résultats comparables). Les LT sont marqués par de l’ester succinimidylique de carboxyfluorescéine qui 

est un colorant de coloration cellulaire fluorescent, nommé CFSE, afin de pouvoir suivre leur 

prolifération par la dilution du CFSE en cytométrie en flux (l’intensité du marquage CFSE est divisé par 

deux pour chaque division cellulaire). Puis les lymphocytes T sont activés soient avec des microbilles 

ou des anticorps préalablement déposés au fond du puits de culture, de type anti-CD3 et anti-CD28. 

L’étude des propriétés immunosuppressives des MDSC s’est fait en calculant le ratio de prolifération 

qui correspond au nombre de LT activés entrés en prolifération obtenus en coculture avec des MDSC, 

divisé par le nombre de LT activés entrés en prolifération uniquement par l’activation anti-CD3, anti-

CD28 (sans MDSC). Ainsi, les MDSC sont affirmées immunosuppressives lorsque le ratio de 

prolifération est inférieur à 1. 

1. Tri et marquage CFSE des LT 

Les cellules sont mises en suspension à la concentration de 107 cellules pour 40μL de Buffer puis 

marquées par 10µL de Pan T cell Biotin-Antibody Cocktail (Miltenyi, ref 130-096-535) pendant 5min à 

4°C. Après l’incubation, 30µL de Buffer sont ajoutés pour 107 cellules associé à 20µL de Pan T Cell 

Microbead Cocktail pour 107 cellules, et sont de nouveau incubées à 4°C pendant 10min. Après avoir 

complété le volume total de la suspension cellulaire à 500µL, les cellules sont passées dans une colonne 

LS préalablement activée par 3mL de Buffer, et la fraction éluée correspond aux LT CD3+. Trois lavages 

de la colonne par 3mL de Buffer sont réalisés pour récupérer la totalité des LT CD3+, et ces derniers 

sont comptés via le compteur automatique. 
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Les LT CD3+ obtenus sont marqués avec du CFSE (BD Biosciences, ref : 565082) à une concentration 

finale de 0,02mM, et incubés 10min à 37°C. Les cellules marquées sont ensuite lavées successivement 

à deux reprises avec du milieu RPMI froid. A la fin des deux lavages, les cellules sont mises en 

suspension à la concentration de 50 000 LT CD3+ pour 100µL de milieu RPMI complété sans SVF. 

2. Activation des LT CD3+ 

L’activation des LT CD3+ par les Ac anti-CD3 et anti-CD28 permet de mimer le premier et le deuxième 

signal d’activation des LT CD3+. 40µL d’Ac anti-CD3 (R&D Systems®, ref : MAB100) et anti-CD28 (R&D 

Systems®, ref : MAB342), chacun à la concentration de 10µg/mL est déposé au fond d’une plaque 96 

puits à fond ronds. Les LT ont également été activés via des microbilles CD3 CD28 à la concentration 

de 1bille pour 2 LT (Dynabeads™ CD3/CD28, Gibco™, ref : 11161D). La plaque est ensuite placée au 

minimum deux heures dans un incubateur en normoxie (37°C, 5% CO2, 95% de taux d’humidité). Un 

lavage avec 100µL de PBS est effectué pour chaque puits après avoir préalablement enlevé les 

anticorps, puis 50 000 LT CD3+ marqués au CFSE sont déposés au fond des puits et correspond au 

contrôle positif (= LT activés seuls). Le contrôle négatif correspond à des LT déposés dans des puits non 

préparés avec les anticorps anti-CD3 et anti-CD28. Les cocultures correspondent à l’adjonction de 

50 000 cellules d’intérêt (MDSC) aux 50 000 LT activés. A J5 de la coculture, les cellules sont récupérées 

et marquées avec les Ac de cytométrie : CD4 PE-Cy7 (Clone SK3, BD Biosciences), CD8 PerCpCy5.5 

(Clone S1, BD Biosciences), pour analyse par cytométrie en flux (Gallios, Beckman-Coulter®). 

L’observation des LT en fin de culture a compris aussi les marqueurs d’apoptose/mort cellulaire. 

Brièvement, à J5 de coculture, les LT (non préalablement marqués par le CFSE) sont marqués par les 

anticorps de CMF anti-CD4, -CD8, puis marqués par l’anti-annexine V (Sony, ref 3804725) et du 7-AAD 

(Sony, ref 2702020) afin de détecter l’apoptose précoce, et l’apoptose tardive / la nécrose. 

3. Etude des mécanismes d’action des MDSC  

Dans les différentes co-cultures réalisées nous avons testé les inhibiteurs des principaux mécanismes 

immunorégulateurs des MDSC décrits dans la littérature. Le L-NMMA acetate (NG-Monomethyl-L-

arginine acetate) (Bio-techne, ref 0771/10) inhibiteur de iNOS (synthase inductible de monoxyde 

d’azote), le Nor NOHA monoacetate (Bio-techne, ref 6370/10) inhibiteur de l’arginase-1, VAS 2870 

(Bio-techne, ref 6654/5) inhibiteur de la NADPH oxydase et donc de la production des ROS, anticorps 

monoclonal bloquant l’IL-10 (Bio-techne, ref AF-217-SP), et anticorps monoclonal anti-TGFβ (Bio-

techne, ref MAB1835-SP), respectivement à la concentration de 1mM, 300µM, 10µM, 5µg/mL et 

10µg/mL. Par ailleurs, certaines co-cultures ont été réalisées avec des MDSC préalablement incubées 

avec des alarmines S100A8/S100A9 (Bio-techne, ref 8226-S8-050) à la concentration de 1µg/mL 

pendant 24 heures, des MDSC préalablement incubées sur la nuit avec du LPS (InvivoGen, ref tlrl-
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peklps) à la concentration de 10ng/mL puis avec 5mM d’ATP (Abcam, ref ab146525) pendant 1 heure, 

des MDSC préalablement incubées avec du MCC950 (Sigma-Aldrich, ref 256373-96-3) (Inhibiteur de 

NLRP3) à la concentration de 1µM pendant 24 heures. 

D. Etude des propriétés immunosuppressives des MDSC in vivo 

Afin d’étudier les propriétés immunosuppressives des MDSC in vivo, nous avons utilisé le modèle murin 

NSG (NOD.Cg-PrkdcscidIl2rgtm1WjI/SzJ) de xéno-GvH déjà établie à l’Animalerie du Campus Biologie 

Santé de Nancy. Les souris sont hébergées dans des portoirs ventilés contenant de l’enrichissement 

préalablement autoclavé, et reçoivent de l’alimentation irradiée ainsi que de l’eau stérile. La procédure 

de mise à mort des souris est l’asphyxie au CO2. 

Les souris âgées entre 8 et 10 semaines sont irradiées à 2 Gray par une source de rayons X à J-1. Le 

jour de la transplantation, une injection de 5 millions de PBMC d’un seul donneur volontaire sain est 

réalisée en intraveineuse dans une veine caudale. Afin d’évaluer les propriétés de nos cellules 

d’intérêt, 1 million de MDSC sont co-injectées aux PBMC. Une expérimentation est donc composée 

d’un groupe contrôle recevant 5.106, et de deux groupes expérimentaux : un groupe recevant 5.106 

PBMC humains + 1.106 MDSC connues pour être immunosuppressives in vitro ou 106 MDSC connues 

pour être non immunosuppressives in vitro. 

Les critères de jugement de l’alloréactivité chez la souris transplantée sont le poids et les signes 

cliniques de GvH présentés dans le Tableau 5, évalués tous les jours. A la fin de l’expérimentation, la 

peau, le foie, ainsi qu’une partie du tube digestif (estomac et colon) sont prélevés pour une analyse 

histologique. Les points limites entrainant l’arrêt de l’expérimentation sont un score de sévérité 

clinique de GvH supérieur ou égal à 3, la survenue d’effets indésirables inattendues, la durée de 

l’expérimentation supérieure à deux mois post-greffe. 

Tableau 5: Critères d’évaluations du score clinique de GvH. 

Score 0 1 2 3 4 5 

Aspect de la fourrure 0 0,5 1 2   

Voussure dorsale 0 0,5 1 2   

Inflammation oculaire 0 0,25 0,5 1 1,5 2 

Perte d’activité 0 0,25 0,5 1   

Diarrhée 0 0,25     

 0 <10% <25% <50% >50%  
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Alopécie 0 0,25 0,5 0,75 1  

% de surface cutanée érythémateuse 0 0,25 0,5 0,75 1  

 

L’analyse de Log-rank (Mantel-cox) a été utilisée pour l’analyse de survie des différents groupes, et le 

test de Mann-Whitney permet une analyse statistique de la perte de poids au sein des différents 

groupes. 

E. Dosage de la production de ROS intra-cellulaire 

Pour évaluer la production de ROS intra-cellulaire des MDSC, nous avons utilisé la sonde Carboxy-

H2DCF-DA. Après pénétration dans la cellule, la sonde est rapidement réduite par les estérases 

intracellulaires sous forme H2DCF qui est un indicateur des dérivés réactifs de l’oxygène non 

fluorescents, puis cette molécule est oxydée par des radicaux en DCF (dichlorofluorescéine) qui 

fluorescent en vert. Les cellules sont marquées pendant 30 minutes dans du milieu RPMI 1640 sans 

SVF comprenant 5µM de sonde Carboxy-H2DCF-DA, puis deux lavages successifs avec 1mL de PBS sont 

réalisés. Une fois les cellules mises en suspension dans 300µL de PBS, elles sont analysées par 

cytométrie en flux. 

F. Etude de l’inflammasome NLRP3 

L’activation de l’inflammasome NLRP3 peut s’appréhender par l’évaluation de cellules positives à la 

fois pour NLRP3 (Miltenyi, clone REA668, ref 130-111-209) et IL-1β (Miltenyi, clone REA1172, ref 130-

120-952) intra-cellulaire par cytométrie en flux (Gallios, Beckman-Coulter®). Une partie de MDSC triées 

ont été marquées avec le panel MDSC membranaire, puis ont été marquées avec les Ac NLRP3 et IL-

1β en intracellulaire. Cette approximation peut être renforcée par l’observation d’agrégats d’ASC en 

cytométrie en flux.  La formation de l’inflammasome implique une très forte relocalisation des 

protéines impliquées dans ce complexe, dont fait partie la protéine adaptatrice ASC. Lorsque 

l’inflammasome est inactif, ASC est disséminé dans la totalité de la cellule, lors de l’activation elle est 

relocalisée en un seul point. Ce changement de distribution peut être observé par cytométrie en flux 

avec une diminution de la largeur ou une augmentation de la hauteur de l’impulsion de fluorescence 

émise. Pour se faire, les cellules sont marquées par le panel MDSC membranaire, ainsi que l’Ac ASC 

(Bio-techne, ref NBP1-78977), avant d’être analysées par cytométrie en flux (BD Biosciences 

FACSymphony™ A3 Cell Analyzer). 
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G. Etude du microenvironnement cytokinique 

Dans le but d’étudier les cytokines sécrétées par les MDSC lors des cocultures avec les LT activés, mais 

également d’étudier le microenvironnement cytokinique dans lequel évoluent les MDSC chez le 

receveur, nous avons dosé des cytokines pro-inflammatoires ainsi que des cytokines anti-

inflammatoires via le test « Procartaplex » de Invitrogen. Ces tests immunologiques reposent sur des 

panels de réactifs à billes magnétiques à base d’anticorps pour la quantification des protéines à l’aide 

de l’instrument Luminex. Deux panels ont été établis. Le panel 1 du Tableau 6 permet d’explorer les 

cytokines des surnageants de coculture MDSC / LT activés, dans le but d’étudier les mécanismes 

d’action des MDSC décrits dans la littérature. Le panel 2 du Tableau 6 permet d’étudier les cytokines 

pro-inflammatoires et anti-inflammatoires décrites dans la littérature des SMD et après allogreffe de 

CSH. Les cytokines ont été analysées sur un Luminex 200 (Luminex, CHRU Nancy). 

Tableau 6: Panels cytokiniques étudiés dans les surnageants de coculture MDSC / LT activés, ou dans le sang périphérique 
et la moelle osseuse des patients. HGF (hepatic growth factor), HMGB1 (high mobility group box 1), LAP (latency-associated 

peptide) 

Panel 1 : Surnageants de coculture Panel 2 : Sang périphérique / moelle osseuse 

S1008A/S100A9 S1008/S100A9 

IL1α IL1α 

HGF IFNα 

TNFα IFNγ 

IFNγ IL1RA 

IL1RA IFNβ 

IL12p70 LAP (TGFβ) 

IL10 IL10 

CXLCL8 IL7 

IL6 IL4 

CXCL10 IL1β 

IL4 IL2 

IL2  

IL1β  
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IDO  

LAP (TGFβ)  

HMGB1  

 

H. Etude de l’impact des CSM sur les MDSC 

1. Isolation et culture des CSM 

Les CSM utilisées sont obtenues via des prélèvements de moelle osseuse de patients atteints de 

SMD/LAM traités au CHRU de Nancy, ou alors de contrôles « sains » provenant de la COTA (Chirurgie 

orthopédique, traumatologique et arthroscopique). Tout d’abord nous procédons à une lyse des 

globules rouges par une solution Leucoplate (Sobioda, ref 3101.002). Entre 4 et 6 millions de cellules 

totales prélevées sont ensemencées en flasque T75 (Corning, ref 430641U), dans du milieu alpha MEM 

(Lonza, ref BE12- 169F) complété avec 10% de sérum de veau fœtal (SVF, Sigma-Aldrich®, ref : A2153-

1KG), 1% pénicilline/Streptomycine, amphotéricine B à 2,5 µg/ml et glutamine à 2 mM. Les CSM 

adhèrent naturellement au plastique de la flasque T75 ce qui permet de les isoler des autres cellules. 

Les CSM sont trypsinées lorsqu’elles atteignent 70 à 80% de confluence afin de réaliser un passage soit 

environ 15 jours après leur extraction. Brièvement, les cellules sont lavées 2 fois avec du PBS afin 

d’éliminer les potentiels inhibiteurs de la trypsine présents dans le lysat plaquettaire. Une fois lavées, 

une solution de trypsine/EDTA à 0,025% (Gibco, ref 25300-054) est ajoutée puis les cellules sont mises 

dans l’incubateur 5 minutes, le temps que la trypsine fasse effet. Une fois décollées de la surface 

plastique, les CSM sont récupérées après l’ajout de milieu complet afin d’inhiber l’effet de la trypsine 

puis centrifugées à 300g pendant 5min ce qui va permettre ensuite d’éliminer la solution de 

trypsine/EDTA et de reprendre le culot cellulaire dans du milieu complet. Les CSM sont ensuite 

comptées puis ensemencées à une densité de 1000 cellules par cm2 dans une boîte de culture de 75 

cm2 (passage 1) et mises dans l’incubateur. Le milieu de culture est changé tous les 2-3 jours. Les CSM 

sont utilisées dans les expérimentations jusqu’à P2. 

2. Culture des CSM avec des MDSC de patients SMD 

Les MDSC de patients SMD et les CSM de patients SMD mais aussi de donneurs sains sont co-cultivées 

pendant 24h dans des puits d’une plaque de 96 puits, à la concentration 50 000cellules/100µL pour 

chaque population cellulaire (200µL total/puits). Au bout de 24h, les MDSC sont mises en suspension 

et lavées à deux reprises avec 4mL de PBS. Une fois les MDSC lavées, elles sont reprises dans du milieu 

RPMI 1640 complet à la concentration de 50 000/100µL, et sont mises en coculture avec les LT activés 

comme décrit dans la partie II.C.2. 
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I. Single cell 

L’analyse transcriptomique en Single Cell permet d’obtenir la signature transcriptomique à l’échelle 

cellulaire. Ainsi, l’analyse en Single Cell a pour but de déterminer le transcriptome des MDSC de PBMC 

totaux de 3 patients en rechute, et de 3 patients sans rechute. Le jour de l’arrivée du prélèvement, 1 

million de PBMC est congelé dans du milieu de congélation Cryostor (Stem Cell Technologies, ref 

07931) destiné à préserver une bonne viabilité cellulaire des cellules myéloïdes après décongélation. 

Les cellules sont stockées dans de l’azote liquide à -180°C jusqu’au jour de l’expérimentation. Afin de 

pouvoir cibler nos cellules d’intérêts parmi les PBMC, les cellules sont marquées avec des « Ab-Seq » 

qui correspondent à des Ac extra-cellulaires spécifiques des antigènes de nos cellules d’intérêts, 

couplés à des séquences d’ARN prédéterminées qui seront séquencées. Une cellule marquée par les 

Ab-Seq est déposée dans un puit d’une plaque spécifique à l’aide d’un système d’aimant et de 

fluidique, puis une bille magnétique unique capture les queues poly-A des transcrits de la cellule et des 

Ab-Seq après une étape de lyse cellulaire. Les ARN sont convertis en ADNc et les librairies sont réalisées 

par des étapes successives de PCR, pour être séquencées. 

Malheureusement, lors de la décongélation de nos échantillons et malgré l’utilisation du Cryostor afin 

d’obtenir la meilleure viabilité cellulaire après décongélation, le pourcentage de viabilité obtenu ne 

nous a pas permis de réaliser les expérimentations de Single Cell Sequencing. Afin de palier à ce 

problème, un kit Dead Cell Removal (Miltenyi, ref 130-090-101), a été commandé afin d’obtenir une 

population cellulaire avec un bon pourcentage de viabilité nous permettant de réaliser les 

expérimentations de Single Cell. Elles seront réalisées dès la réception du kit. 
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Résultats 

I. Etude de la reconstitution immunitaire lymphoïde et myéloïde post greffe 

A. Cohorte d’étude 

De décembre 2017 à octobre 2021, la reconstitution immunitaire lymphoïde et myéloïde de 61 

patients atteints de SMD/LAM allogreffés au CHRU de Nancy a été étudiée prospectivement dans la 

moelle osseuse ainsi que dans le sang périphérique par cytométrie en flux. Des prélèvements réalisés 

au cours des 6 premiers mois post-greffe ont été analysés afin de décrire une signature immunitaire 

précoce et spécifique de la rechute (J28, J60, J90, J180) via des analyses supervisées et non supervisées. 

Afin d’éviter l’hétérogénéité des paramètres en lien avec la greffe, nous avons uniquement sélectionné 

les patients ayant reçu une allogreffe HLA identique 10/10 (phéno-identique et géno-identique) avec 

le même conditionnement (association de fludarabine et busulfan), ainsi qu’une même prophylaxie de 

la GVH. Au sein de cette cohorte, 16 patients étaient classés dans le groupe de rechute précoce (c’est-

à-dire rechute de l’hémopathie dans l’année qui suit l’allogreffe) dit « R » groupe et comparé au « NR » 

groupe constitué de patients sans rechute de l’hémopathie dans les deux ans post-greffe.  

 

Figure 16: Cohorte d’étude. 61 patients comprenant 16 rechutes et 45 non rechute ont été inclus au sein de la cohorte. 

Tableau 7: Caractéristiques des patients. LAM (Leucémie aigüe myéloïde), SMD (Syndrome myélodysplasique), RC 
(Rémission complète), RP (Rémission partielle) 

Paramètres Sans Rechute (n=45) Rechute (n=16) 

Médiane d’âge à la greffe, années (Ecart) 59ans (19-71) 58ans (19-70) 

Maladie (n, %)   

LAM 31 (72.73) 15 (82.34) 

SMD 12 (27.27) 3 (17.76) 
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Statut de la maladie à la greffe (LAM)   

RC1 25 (56.81) 8 (47.05) 

RC2 7 (16.63) 5 (23.52) 

Non en RC 1 (2.27) 2 (11.76) 

Pronostic cytogénétique de la LAM au 

moment du diagnostic 

  

Bon 5 (11.36) 2 (11.76) 

Intermédiaire 17 (38.63) 6 (35.29) 

Mauvais 10 (22.72) 5 (25.41) 

Inconnu 0 (0) 1 (5.88) 

Statut de la maladie à la greffe (SMD)   

RC 5 (11.36) 3 (17.64) 

RP 4 (9.09) 0 (0) 

Maladie stable 3 (6.81) 0 (0) 

Maladie progressive 0 (0) 0 (0) 

Pronostic cytogénétique du SMD au 

moment du diagnostic 

  

Très bon 0 (0) 0 (0) 

Bon 7 (15.90) 0 (0) 

Intermédiaire 1 (2.27) 0 (0) 

Mauvais 1 (2.27) 0 (0) 

Très mauvais 3 (6.81) 3 (17.64) 
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B. Analyses de la reconstitution en MDSC post greffe 

 

Figure 17: Stratégies d’analyse en cytométrie en flux des MDSC en méthodes supervisée et non supervisée. A) Analyse 
supervisée des cellules. B) Analyse non supervisée des cellules. La première fenêtre correspond à l’analyse de la taille et 
structure du produit cellulaire. La seconde correspond à l’élimination des doublets. Une fois les doublets éliminés, nous 
sélectionnons les cellules HLA-DR- LIN- (CD3- CD19-). Ensuite, nous isolons les MDSC à l’aide de la coexpression des marqueurs 
CD33+ et CD11b+, pour finalement différencier les 3 sous populations qui sont les M-MDSC (CD14+ CD15-), G-MDSC (CD14- 
CD15+) et e-MDSC (CD14- CD15-). 
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Figure 18: Reconstitution immunitaire dans le sang des sous populations de MDSC en fonction de la survenue de la rechute 
dans les 6 mois post-greffe. A) Pourcentage des MDSC au sein des leucocytes totaux (CD45+), chez des contrôles sains (vert), 
chez les receveurs d’allo-HSCT sans rechute précoce (bleu) vs les receveurs d’allo-HSCT en rechute précoce (rouge). B) Nombre 
de MDSC circulantes chez des contrôles sains (vert), receveurs d’allo-HSCT sans rechute précoce (bleu) vs receveurs d’allo-
HSCT en rechute précoce (rouge). 

Pour les MDSC totales, nous observons 0.40% +/- 0.08% chez les donneurs sains ; 3.70% +/- 1.92%, 3.36% +/- 1.61% et 7.11% 
+/- 4.36% chez les patients en rechute ainsi que 2.44% +/- 0.71%, 4.11% +/- 1.12% et 2.52% +/- 1.74% chez les patients non 
en rechute à J30, J90 et M6 respectivement. Pour les M-MDSC, nous observons 0.02% +/- 0.007% chez les donneurs sains ; 
0.69% +/- 0.45%, 0.21% +/- 0.10% et 1.46% +/- 1.07% chez les patients en rechute, ainsi que 0.34% +/- 0.12%, 0.47% +/- 0.16% 
et 0.23% +/- 0.11% chez les patients non en rechute à J30, J90 et M6 respectivement. Pour les G-MDSC, nous observons 0.51% 
+/- 0.10% chez les donneurs sains ; 1.64% +/- 0.91%, 2.73% +/- 1.42% et 5.47% +/- 3.30% chez les patients en rechute ainsi 
que 1.96% +/- 0.61%, 3.49% +/- 0.95% et 2.13% +/- 1.51% chez les patients non en rechute à J30, J90 and M6, respectivement. 
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Pour les e-MDSC, nous observons 0.001% +/- 0.001% chez les donneurs sains, 1.36% +/- 0.26%, 0.40% +/- 0.25%, 0.17% +/- 
0.12% chez les patients en rechute ainsi que 0.13% +/- 0.04%, 0.14% +/- 0.05%, 0.16% +/- 0.13% chez les patients non en 
rechute à jour 30, 90 and M6, respectivement. 

Pour les MDSC totales, nous observons 3.44 +/- 0.73 MDSC/µL dans le sang périphérique chez les donneurs sains ; 14.71 +/- 
5.66, 47.33 +/- 25.70 et 134.1 +/- 94.02/µL chez les patients en rechute à J30, J90 and M6, ainsi que 12.42 +/- 4.4, 29.97 +/- 
8.05 et 36.02 +/- 28.59 chez les patients non en rechute. Pour les M-MDSC, nous observons 0.15 +/- 0.05 /µL dans le sang 
périphérique chez les donneurs sains ; 2.02 +/- 1.01, 2.18 +/- 1.25 et 19.42 +/- 12.17/µL chez les patients en rechute ainsi que 
2.02 +/- 1.00, 3.45 +/- 1.35 et 2.94 +/- 1.59 chez les patients non en rechute à J30, J90 et M6 respectivement. Pour les G-MDSC, 
nous observons 3.27 +/- 0.72 /µL dans le sang périphérique chez les donneurs sains ; 11.83 +/- 5.19, 41.02 +/- 23.82 et 109.4 
+/- 78.66 /µL chez les patients en rechute ainsi que 4.59 +/- 0.95, 25.45 +/- 6.68 et 30.58 +/- 24.89 chez les patients non en 
rechute à J30, J90 et M6 respectivement. Pour les e-MDSC, nous observons 0.01 +/- 0.10/µL dans le sang périphérique chez 
les donneurs sains ; 0.85 +/- 0.35, 4.11 +/- 2.82 et 5.33 +/- 4.34 /µL chez les patients en rechute ainsi que 1.00 +/- 0.42, 1.07 
+/- 0.46 et 2.50 +/- 2.21 chez les patients non en rechute à J30, J90 et M6, respectivement. 

Un des premiers objectifs de cette étude était de comparer la reconstitution des MDSC post greffe 

dans le sang périphérique des patients en rechute et sans rechute à J30, J90 et M6. En comparant le % 

des sous populations de MDSC (Figure 18A), ainsi que les valeurs absolues (Figure 18B), aucune 

différence significative n’a été mis en évidence concernant la reconstitution des 3 sous populations de 

MDSC en fonction du statut du receveur (rechute précoce versus pas de rechute précoce). Comme 

attendu, le pourcentage et le nombre de MDSC circulantes dans le sang de contrôle sain sont quasi 

nulles, en accord avec le fait que les MDSC émergent dans un contexte clinique particulier. 

C. Analyses de la reconstitution lymphocytaire post greffe 
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Figure 19: Stratégies d’analyse en cytométrie en flux des sous populations lymphocytaires en méthodes supervisée et non 
supervisée. A) Analyse supervisée des cellules avec un repérage et fenêtrage manuel. B) Analyse non supervisée des cellules 
avec un repérage et fenêtrage automatique. L’analyse des LT se base sur l’observation de cellules CD3+. Nous séparons les LT 
en 4 sous populations : Les LT CD4- CD8- (Double négatif) ; Les LT CD4- CD8+ (ou LT8); Les LT CD4+ CD8- (ou LT4) et les LT CD4+ 
CD8+ (Double positif). Dans chacune de ces 4 sous populations nous distinguons les LT naïfs et mémoires. Selon le schéma 
classique de différenciation d’un LT : les LT naïfs (TN, CD3+CD45RA+CCR7+) se différencient en plusieurs sous populations 
mémoires liées à leur perte progressive de fonction, comprenant les LT centraux mémoire (TCM, CD3+CD45RA- CCR7+), les LT 
effecteurs mémoires (TEM, CD3+ CD45RA-CCR7-), et les LT effecteurs mémoires terminaux (TEMRA CD3+ CD45RA+ CCR7-). 
Les cellules souches T mémoires (TSCM, CD3+ CD95+ CD45RA+ CCR7+) sont une sous population qui se différencie directement 
des T naïfs lors de l'engagement du TCR et conservent la capacité de s'auto-renouveler et de se différencier hiérarchiquement 
en toutes les autres cellules T mémoires. 

Un des objectifs de cette étude de reconstitution lymphocytaire était de pouvoir identifier une 

signature immunologique prédictive de la rechute. La Figure 20A représente la différenciation 

lymphocytaire post greffe en 2 dimensions à chaque temps post-greffe. Par la représentation de tSNE, 

la réduction de complexité nous permet d’identifier sur une seule représentation les 16 sous-

populations de lymphocytes T des 61 patients étudiés. Nous observons qu’il n’y a pas de profil 

lymphocytaire particulier spécifique de la rechute. Néanmoins, l’observation de ces profils 

lymphocytaires démontrent une très forte orientation de la différenciation lymphocytaire vers les 

profils LT effecteurs (TEM et TEMRA). La heat map générée et présentée dans la Figure 20B, permet de 

corréler l’abondance de chaque sous population lymphocytaire avec le devenir des patients selon deux 
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groupes « rechute » et « non rechute ». Au sein de notre cohorte, nous observons un profil de 

reconstitution lymphocytaire à J30, J90 ou J180 assez similaire dans les deux groupes. 

 

Figure 20: Reconstitution immunitaire des sous populations de LT dans le sang périphérique dans les 6 premiers mois après 
une allogreffe de CSH. A) Analyses tSNE (t-Distributed Stochastic Neighbor Embedding) des sous populations lymphocytaires 
T naïf like (NL), TCM, TEM et TEMRA, dans le sang périphérique à J30, J90 et J180. Les sous populations lymphocytaires sont 
similairement étudiées en fonction des groupes rechute (Rouge) ou non rechute (Bleu), ou en fonction de l’expression des 
marqueurs CD4 et CD8 (CD4+ ; CD8+ ; Double négatif (DNT) ; Double positif (DPT)) distinguant 16 sous populations numérotées 
et caractérisées par une couleur. B) Heat map des 16 sous populations lymphocytaires circulant dans le sang périphérique à 
J30, J90 et J180, de 16 patients en rechute, et 45 patients sans rechute, préalablement analysés par cytométrie en flux en 
fonction de leur profil de différenciation. Statut en rouge correspond au groupe rechute, statut en bleu correspond au groupe 
non rechute. 
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II. Etude des mécanismes immunorégulateurs des MDSC post greffe 

A. Etude des propriétés immunosuppressives post greffe des MDSC 

1. Evaluation des propriétés des MDSC in vitro 
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Figure 21: Activation des lymphocytes par des microbilles CD3/CD28. Les LT ont été activés puis cultivés seuls, ou en coculture 
avec des MDSC à un ratio 1 :1 (50 000 LT : 50 000 MDSC). Les MDSC étaient triées à partir de sang périphérique du receveur 
avant le J90 post greffe (n=4), ou après le J90 post greffe (n=4). Pour les co-cultures réalisées avec les MDSC triées avant le 
J90 post greffe, les nombres moyens de CD4+ et CD8+ activés seuls (orange) en prolifération sont respectivement de 129 172 
+/- 14 559 et 92 065 +/- 6 945, versus 30 812 +/- 16 727 et 22 049 +/- 12 815 en coculture avec des MDSC (vert) (*p=0.0286). 
Pour les co-cultures réalisées avec les MDSC triées après le J90 post greffe, les nombres moyens de CD4+ et CD8+ activés seuls 
en prolifération sont respectivement de 100 255 +/- 19 412 et 86 805 +/- 21 707 versus 28 138 +/- 8 601 et 19 943 +/- 5 585 
en coculture avec des MDSC (*p=0.0286). 

L’évaluation des propriétés immunosuppressives des MDSC a été réalisée à l’aide de cocultures de 

MDSC et de LT activés (issus de PBMC d’un donneur pouvant être HLA identique ou différent). 

Initialement, les expérimentations ont été réalisées en utilisant des microbilles CD3/CD28 afin d’activer 

les LT. Nous avons pu observer une importante inhibition de la prolifération des LT CD4+ et des LT 

CD8+ par les MDSC, sur l’ensemble des prélèvements quel que soit le point post greffe, ainsi que le 

statut de la maladie. 

 

Figure 22: Observations au microscope de l'activation des LT en présence de microbilles CD3/CD28. A) LT activés seuls. 
Présence des LT activés qui ont proliféré et sédimenté au fond du puit avec les microbilles (en brun). B) LT activés par les 
microbilles et cultivés avec des MDSC. Absence de la sédimentation des microbilles, répartition beaucoup plus diffuse qui 
correspond à la séquestration des microbilles par les MDSC. 
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Néanmoins, comme présenté par la Fig22, l’observation au microscope des LT activés par les 

microbilles révèle une probable séquestration des microbilles CD3/CD28 par les MDSC, qui empêche 

la sédimentation des billes au fond des puits et donc l’activation des LT. Ainsi, l’inhibition de 

prolifération des LT observée était due à un défaut d’activation des LT, plutôt que par l’action des 

MDSC. Afin de pallier à ce problème, nous avons par la suite réalisé l’activation lymphocytaire par une 

pré-incubation du fond des puits de la plaque de culture par des Ac anti-CD3 et anti-CD28. 

 

Figure 23: Etude in vitro des propriétés des MDSC issues de patients sans rechute précoce (bleu) versus en rechute précoce 
(rouge). Les LT ont été activés par des Ac anti CD3/CD28. Le Ratio de prolifération correspond au nombre de LT entrés en 
prolifération lors d’une coculture avec des MDSC, divisé par le nombre de LT entrés en prolifération lorsqu’ils sont activés seuls 
(sans MDSC). Les MDSC sont triées à partir de prélèvements sanguins réalisés à J30, J90 ou M6 post greffe avec un ratio LT : 
MDSC de 1 : 1. Les MDSC sont dites immunosuppressives lorsqu’un ratio de prolifération est inférieur à 1. 
A J30, les ratios de prolifération des LT CD4+ cultivés avec des MDSC de sang périphérique sont de 2.74 +/- 0.70 dans le groupe 
sans rechute (n=13) versus 0.53 +/- 0.21 dans le groupe rechute (n=3) (*p=0.0143) et 4.76 +/- 1.81 vs 0.67 +/- 0.12 pour les LT 
CD8+ (**p=0.0036). A J30, les ratios de prolifération des LT CD4+ cultivés avec des MDSC de moelle osseuse sont de 7.24 +/- 
2.00 dans le groupe sans rechute (n=10) versus 1.22 +/- 0.96 dans le groupe rechute (n=5) (**p=0.0080) et 14.09 +/- 4.48 vs 
2.21 +/- 1.32 pour les LT CD8+ (*p=0.0400). 

A J90, les ratios de prolifération des LT CD4+ cultivés avec des MDSC de sang périphérique sont de 2.31 +/- 0.39 dans le groupe 
sans rechute (n=15) versus 0.59 +/- 0.22 dans le groupe rechute (n=3) (*p=0.0172) et 2.95 +/- 0.62 vs 0.66 +/- 0.19 pour les LT 
CD8+ (**p=0.0098). A J90, les ratios de prolifération des LT CD4+ cultivés avec des MDSC de moelle osseuse sont de 2.41 +/- 
0.66 dans le groupe sans rechute (n=9) versus 1.03 +/- 0.38 dans le groupe rechute (n=5) (p=0.1194) et 4.21 +/- 1.55 vs 1.024 
+/- 0.44 pour les LT CD8+ (p=0.1194). 

A M6, les ratios de prolifération des LT CD4+ cultivés avec des MDSC de sang périphérique sont de 2.38 +/- 0.79 dans le groupe 
sans rechute (n=16) versus 0.27 +/- 0.09 pour le groupe rechute (n=3) (*p=0.0144) et 3.32 +/- 1.32 vs 0.35 +/- 0.08 pour les LT 
CD8+ (**p=0.0041). A M6, les ratios de prolifération des LT CD4+ cultivés avec des MDSC de moelle osseuse sont de 1.87 +/- 
0.97 dans le groupe sans rechute (n=9) versus 0.33 +/- 0.17 dans le groupe rechute (n=5) (*p=0.0290) et 2.59 +/- 1.43 vs 0.43 
+/- 0.20 pour les LT CD8+ (*p=0.0120). 
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Globalement, on observe que les MDSC issues de patients sans rechute précoce ne sont pas capables 

d’inhiber (voire augmentent) la prolifération des LT activés (ratios supérieurs à 2). A l’inverse, les MDSC 

issues du sang périphérique de patients en rechute précoce, sont dotées de propriétés 

immunosuppressives avec des ratios de prolifération strictement inférieurs à 1 sur l’ensemble des 

temps post-greffe. A noter que les propriétés immunosuppressives des MDSC issues de moelle osseuse 

des patients en rechute précoce sont moins évidentes à J30 et J90, avec respectivement des ratios de 

1.22 +/- 0.96 et 2.21 +/- 1.32 pour les CD4+ et les CD8+ et de 1.03 +/- 0.38 et 1.02 +/- 0.44 (donc des 

ratios non strictement inférieurs à 1). Néanmoins, à J180, les MDSC de moelle osseuse de patients en 

rechute possèdent les mêmes capacités immunosuppressives observées dans le sang périphérique 

avec des ratios strictement inférieurs à 1. 

 

Figure 24: Exemple d'analyse par cytométrie en flux des capacités immunosuppressives des MDSC. Le marquage CFSE 
permet d’évaluer le nombre de LT en prolifération (calcul de l’aire sous la courbe de chaque pic de division). Dans cet exemple, 
nous observons 162 615 avec 95.19% LT CD4+ en prolifération, et 190 511 avec 98.04% LT CD8+ en prolifération lorsque les 
LT sont activés seuls. En coculture avec les MDSC, nous observons 82 404 avec 97.51% LT CD4+ en prolifération et 101 663 
avec 96.82% LT CD8+ en prolifération. 

La Figure 24 est un exemple d’analyse de la prolifération des LT cultivés seuls ou en présence de MDSC. 

Ici, nous pouvons observer la forte diminution du nombre de LT lorsqu’ils sont cultivés avec les MDSC 

de patient en rechute en rouge (82 404 pour les CD4+ et 101 663 pour les CD8+) par rapport à 

l’activation de LT seuls en vert (162 615 pour les CD4+ et 190 511 pour les CD8+). Néanmoins, le 

marquage CFSE qui nous permet d’estimer le pourcentage de LT en prolifération révèle que les MDSC 

n’empêchent pas la prolifération des LT malgré leur diminution en nombre. 



 

73 
 

 

Figure 25: Analyses de l’apoptose des LT après coculture. Observation du pourcentage de LT Annexine V+ et 7 AAD+ après 
activation par Ac anti-CD3 et anti-CD28. Les LT sont activés seuls (Vert, n=3), ou en coculture avec des MDSC définies comme 
non immunosuppressive (par le ratio de prolifération précédemment décrit) « non IS » (Bleu, n=3), ou en coculture avec des 
MDSC définies comme immunosuppressives « IS » (Rouge, n=3). Nous observons 14,60% +/- 1,74% de LT CD4+ apoptotiques 
après activation, vs 11,41% +/- 0,91% pour les LT CD4+ en coculture avec des MDSC « non IS » (p=0,2000), vs 6,36% +/- 0,87% 
pour les LT CD4+ en coculture avec des MDSC « IS » (p=0,1000). Nous observons 34,39% +/- 1,31% de LT CD8+ apoptotiques 
après activation, vs 39,12% +/- 0,25% de LT CD8+ apoptotiques en coculture avec des MDSC « non IS » (p=0,1000), vs 29,12% 
+/- 3,37% de LT CD8+ apoptotiques en coculture avec des MDSC « IS » (p=0,4000). 

Suite à l’observation de la baisse du nombre de LT en coculture avec des MDSC de patients en rechute, 

nous avons fait l’hypothèse que les MDSC issues de patients en rechute précoce pouvaient acquérir 

des propriétés cytotoxiques et ainsi induire plus d’apoptose des LT en co-culture. Afin de tester cette 

hypothèse, nous avons regardé le pourcentage de LT CD4+ et de LT CD8+ apoptotiques en fin de co-

culture, repérés par l’Annexine V et le 7 AAD. Néanmoins le pourcentage de LT apoptotiques en fin 

culture est comparable dans toutes les conditions (LT activés seuls, activés avec des MDSC « IS » et 

activés avec des MDSC « non IS »), (Figure 25). 

2. Evaluation des propriétés des MDSC in vivo 

 

Figure 26: Propriétés in vivo des MDSC issues des patients allogreffés. A) Courbe de survie des souris NSG après injections de 
PBMC (Vert, n=7), PBMC + MDSC « non IS (Immunosuppressif) » (Bleu, n=6), PBMC + MDSC « IS » (Rouge, n=3). La médiane de 
survie des souris recevant des PBMC + des MDSC « IS » n’a pas été atteinte à J60 (date de fin de l’expérimentation), versus 35 
jours pour les souris recevant des PBMC versus 24 jours pour les souris recevant des PBMC + des MDSC « non IS » (p=0.0281). 
Les résultats représentent la synthèse de 2 expérimentations indépendantes. B) Variations du poids des souris après injections 
de PBMC (Vert, n=7), PBMC + MDSC « non IS » (Bleu, n=6), PBMC + MDSC « IS » (Rouge, n=3). A 42 jours post greffe, les souris 
ayant reçu des PBMC + des MDSC « IS » ont une augmentation du poids de +4.60% +/- 0.64%, versus une perte de -1.91 +/- 
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2.93% pour les souris ayant reçu des PBMC, versus une perte de -11.08% +/- 4.46% pour les souris ayant reçu des PBMC + des 
MDSC « non IS » (p=0.0087). Les résultats ont été analysés par le t-test de Student non apparié. 

Après une irradiation de 2 Gy, l’injection de 5.106 de PBMC humaines (provenant d’un seul et même 

donneur sain) dans la veine caudale de la souris NSG entraine le développement d’une GVH aiguë, 

létale dans 100% des cas avant J60. Ce modèle mis au point au laboratoire, nous permet ainsi d’étudier 

l’impact d’une co-transplantation de MDSC au moment de la greffe (J0). Nous avons procédé à 

l’injection de MDSC confirmées in vitro à J30 immunosuppressives (« IS ») ou non immunosuppressives 

« non IS ». La médiane de survie des souris injectées avec des PBMC est de 35 jours. La médiane de 

survie n’a pas été atteint à J60 pour les souris co-injectées PBMC + 1.106 MDSC immunosuppressives. 

La médiane de survie des souris co-injectées PBMC + 1.106 MDSC non immunosuppressives est de 24 

jours (Figure 26). Le modèle murin utilisé permet de valider in vivo les propriétés immunosuppressives 

des MDSC observées in vitro. Parmi les organes cibles de la GVH aiguë développée par la souris 

receveuse (peau, tube digestif, foie), c’est au niveau du foie que les lésions histologiques de GVH 

étaient visibles. Les souris co-injectées avec des MDSC « IS » présentaient des lésions d’endothélite et 

infiltrat portal moindre (Figure 27). 

 

 

Figure 27: Coupes histologiques d'organes de souris NSG ciblés par la GVH. Foie, intestin et peau ont été inclus dans de la 
paraffine, sectionnées et colorés à l’hématoxyline, à l’éosine et au safran. Nous ne présentons que les photographies du foie 
les plus représentatives. En particulier, les lésions hépatiques ont été évaluées en fonction de la gravité de l'infiltrat portal, des 
lésions biliaires, de l'endothélite veineuse centrolobulaire et de l'apoptose. Les photos ont été prises avec un grossissement de 
200x ou 400x avec un microscope optique Carl-Zeiss AXIO Imager A1m (Carl-Zeiss). Des évaluations histopathologiques en 
aveugle de la GVHD ont été réalisées. 
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3. Caractérisations de la production de ROS et de l’inflammasome des MDSC 

 

Figure 28: Evaluation de la production de ROS intracellulaire des MDSC issues du sang périphérique et de la moelle osseuse 
de patients en rechute vs sans rechute (dans les trois premiers mois post-greffe). Nous avons mesuré l’intensité moyenne de 
fluorescence (MFI) de la sonde CM-H2DCFDA dans les sous populations myéloïdes : M-MDSC, G-MDSC, e-MDSC et CD33+ HLA-
DR+. 

Dans le sang périphérique, la MFI de la sonde observée dans les cellules myéloïdes issues de patients sans rechute précoce (en 
bleu, n=25) vs la MFI de la sonde observée dans les cellules myéloïdes issues de patients du groupe en rechute précoce (en 
rouge, n=7) sont similaires dans les 4 sous populations myéloïdes avec respectivement 243.1 +/- 20.13 vs 236.5 +/- 46.98 pour 
les M-MDSC, 155.7 +/- 16.18 vs 160.1 +/- 40.29 pour les G-MDSC, 141.2 +/- 28.73 vs 126.6 +/- 37.31 pour les e-MDSC et 119.1 
+/- 20.82 vs 99.10 +/- 61.94 pour les cellules HLA DR+ CD33+. Néanmoins, les MFI observées dans les sous populations M-
MDSC et G-MDSC sont statistiquement supérieures aux MFI observées dans les cellules CD33+ HLA-DR+ avec respectivement 
241.6 +/- 18.41 et 156.7 +/- 15.07 MFI vs 114.3 +/- 21.02 MFI (****p<0.0001 et *p=0.0301). En revanche, la MFI dans les e-
MDSC est équivalente à celle observée dans les cellules HLA-DR+ CD33+ avec 138.0 +/- 23.65 vs 114.3 +/- 21.02 (p=0.4105), 
respectivement. 

Dans la moelle osseuse, la MFI de la sonde observée dans les cellules myéloïdes issues de patients sans rechute précoce (en 
bleu, n=13) vs la MFI de la sonde observée dans les cellules myéloïdes issues de patients en rechute précoce (en rouge, n=3) 
sont similaires dans les 4 sous populations myéloïdes avec respectivement 288.6 +/- 28.67 vs 217.4 +/- 15.30 pour les M-
MDSC, 240.7 +/- 30.60 vs 189.8 +/- 59.09 pour les G-MDSC, 175.6 +/- 20.18 vs 160.5 +/- 14.63 pour les e-MDSC, et 127.1 +/- 
24.78 vs 98.17 +/- 22.68 pour les cellules CD33+ HLA DR+. Néanmoins, les MFI de la sonde observée dans les M-MDSC, G-
MDSC et e-MDSC sont statistiquement supérieures que celle observée dans les cellules CD33+ HLA-DR+ avec respectivement 
275.3 +/- 24.32 (****p<0.0001), 231.2 +/- 26.88 (**p=0.0017) et 172.7 +/- 16.51 (*p=0.0192) vs 121.3 +/- 20.25. 

Comme les MDSC issues de patients en rechute précoce ont des propriétés in vitro de régulation du 

nombre de LT en prolifération, nous avons souhaité identifier un profil spécifique de ces MDSC, 

facilement observable par la technique de CMF. Or l’un des mécanismes importants dans la régulation 

de la prolifération des LT est la production de ROS. L’appréciation de la production de ROS intra-

cellulaire peut se faire par l’observation de l’intensité de la fluorescence de la sonde CM-H2DCFDA. 

Nous observons un niveau significativement plus élevé de ROS dans les M-MDSC et G-MDSC par 

rapport à leur contrepartie myéloïde CD33+ HLA-DR+ dans le sang périphérique et la moelle osseuse. 
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La production de ROS par les e-MDSC était statistiquement plus élevée que les cellules CD33+ HLA-DR+ 

uniquement dans la moelle osseuse. Nous n’avons pas observé de différence significative de l’intensité 

moyenne de fluorescence de la sonde dans les MDSC issues du groupe de patients avec rechute 

précoce vs le groupe de patients sans rechute, sur les prélèvements réalisés au cours des trois premiers 

mois post-greffe. 

 

Figure 29: Evaluation de l’inflammasome dans les MDSC issues du sang périphérique et de la moelle osseuse de patients 
en rechute vs sans rechute. Nous avons évalué le % de cellules double positives à NLRP3 et IL1β dans les sous populations 
myéloïdes : M-MDSC, G-MDSC, e-MDSC et CD33+ HLA-DR+. 

Dans le sang périphérique, le % de cellules double positive à NLRP3 et IL1β est plus faible dans les e-MDSC du groupe sans 
rechute (en bleu, n=26) que dans les e-MDSC du groupe rechute (en rouge, n=4) avec 7.55% +/- 2.07% vs 14.25% +/- 1.85% 
(*p=0.0315). Dans les M-MDSC, G-MDSC et CD33+ HLA-DR+, ces valeurs sont similaires avec respectivement 7.22% +/- 2.11% 
vs 6.05% +/- 3.03%, 15.91% +/- 3.51% vs 17.42% +/- 9.17% et 14.28% +/- 3.75% vs 9.87% +/- 6.86%. La sous population M-
MDSC a un % de cellules double positive inférieur aux cellules HLA-DR+ CD33+ avec 7.06% +/- 1.86% vs 13.68% +/- 3.33% 
(*p=0.0313). Les G-MDSC et les e-MDSC ont un % similaire aux cellules HLA-DR+ CD33+ avec 16.11% +/- 3.22% (p=0.9634) et 
8.45% +/- 1.85% (p=0.1809) vs 13.68% +/- 3.33%. 

Dans la moelle osseuse, le % de cellules double positive à NLRP3 et IL1β est plus faible dans les sous populations G-MDSC et e-
MDSC dans le groupe sans rechute (en bleu, n=15) que dans le groupe rechute (en rouge, n=4) avec respectivement 13.43% 
+/- 3.79% vs 39.22% +/- 9.58% (*p=0.0139) et 15.47% +/- 4.35% vs 44.32% +/- 7.63% (*p=0.0139). Il n’y a pas de différences 
significatives dans les sous populations M-MDSC et HLA-DR+ CD33+ avec respectivement 9.09% +/- 3.87% vs 20.56% +/- 6.62% 
(p=0.0769) et 6.58% +/- 2.36% vs 9.79% +/- 3.05% (p=0.2256). Les % de cellules double positive dans les M-MDSC, G-MDSC, e-
MDSC vs HLA-DR+ CD33+ sont similaires avec 11.51% +/- 3.46% (p=0.6009), 18.86% +/- 4.26% (p=0.0894), 21.54% +/- 4.62% 
(p=0.0894) vs 7.43% +/- 1.89%. 

Finalement, l’accumulation de MDSC dans le microenvironnement médullaire des patients SMD ayant 

été rapportée dans la littérature à un niveau élevé d’alarmines, nous avons étudié l’activation de 

l’inflammasome NLRP3 des MDSC post-greffe. Pour ce faire, nous avons étudié par CMF intra-cellulaire 

la libération intracellulaire d’interleukine-1β mature (IL-1β) liée à l’activation de NLRP3 (NOD-like 

receptor protein 3). La Figure 29 montre le pourcentage de cellules double positive NLRP3 et IL-1β 
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dans les 3 sous populations de MDSC. On observe que le pourcentage de cellules IL-1β+ et NLRP3+ est 

globalement supérieur dans les M-MDSC, G-MDSC et e-MDSC issues du groupe de patients en rechute 

précoce versus sans rechute. Cette observation est statistiquement significative pour les MDSC issues 

de la moelle osseuse. Pour confirmer cette observation, nous avons proposé d’analyser la détection 

d’agrégats d’ASC (agrégats visibles lorsque NLRP3 est activé) par cytométrie en flux ; la détection des 

agrégats d’ASC est plus précise et spécifique de l’activation de l’inflammasome NLRP3. Nous observons 

que les MDSC avec des propriétés immunosuppressives ont un pourcentage d’agrégats d’ASC 

statistiquement plus élevé comparativement aux MDSC non immunosuppressives. La très forte 

relocalisation d’ASC lors de l’activation de l’inflammasome NLRP3 peut être représentée par une faible 

aire sous la courbe, pour le marquage d’ASC. En effet, lorsque ASC est disséminé dans toute la cellule 

(inflammasome inactivé), le signal ASC est large, alors que lorsque ASC est agrégé en un seul point 

(inflammasome activé), le signal ASC est réduit. La Figure 30 montre une représentation d’un profil 

avec seulement 2% de MDSC avec un inflammasome activé (MDSC non IS), et un second profil avec 

21% de MDSC avec un inflammasome activé (MDSC IS). 

 

 

Figure 30: Evaluation de l’état de l’inflammasome des MDSC via l’utilisation de l’Ac anti ASC. A) % de ASC agrégé au sein 
des MDSC non IS (Bleu), et de MDSC IS (Rouge), signifiant une activation de l’inflammasome NLRP3 (n=3). 4.43% +/- 0.95% 
des MDSC non IS présentent ASC sous forme agrégée, vs 26.13% +/- 0.96% pour les MDSC IS (**p=0.0072). 
B) Représentation par cytométrie en flux de l’agrégat de ASC avec les paramètres : Aire sous la courbe de ASC en ordonnée / 
Largeur de la courbe de ASC en abscisse. 
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4. Etude de l’impact des MDSC sur le microenvironnement via la sécrétion de cytokines 

 

Figure 31: Evaluation du taux en cytokines dans les surnageants de coculture et dans les microenvironnements des MDSC. 
A) Mesure du taux en S100A8/S100A9, IL1α, HGF, TNFα, IFNγ, IL1RA, IL12p70, IL10, CXCL8, IL6, CXCL10, IL4, IL2, IL1β, IDO, LAP 
(=TGFβ), HMGB1 dans les surnageants de coculture entre LT activés et MDSC provenant de patients en rechute (Rouge), ou de 
patients sans rechute (Bleu). Les valeurs moyennes ont été normalisées aux valeurs des contrôles LT activés seuls correspond 
à chaque condition. Parmi les cytokines étudiées, seul l’IL-10 est statistiquement supérieur dans le groupe sans rechute (2.17 
+/- 0.72) par rapport au groupe rechute (0.61 +/- 0.23) (*p=0.04). Nous pouvons aussi observer une plus grande quantité de 
S100A8/S100A9 et de TGFβ dans les groupes rechute vs les groupes sans rechute avec respectivement 637 +/- 206.8 versus 
99.98 +/- 82.83 (p=0.1) et 6.3 +/- 3.7 vs 1.66 +/- 0.27 (p=0.95), mais sans différences significatives. 
B) Mesure du taux en S100A8/S100A9, IL1α, IFNα, IFNγ, IL1RA, IFNβ, LAP (=TGFβ), IL10, IL7, IL4, IL1β, IL2 dans les plasmas de 
sang périphérique, et de moelle osseuse (C), de patients en rechute (Rouge), ou sans rechute (Bleu). Aucune différence 
significative n’a été observé dans les taux de cytokines dans le plasma de sang périphérique ou de moelle osseuse, entre les 
patients rechute ou sans rechute. 

L’analyse des surnageants pour les alarmines et cytokines pro-inflammatoires (S100A8/S100A9, IL-1α, 

TNF-α, IFN-γ, IL1-RA, IL-12p70, CXCL8, IL-6, IL-4, IL-2, IL-1β) et cytokines anti-inflammatoires (HGF, IL-

10, CXCL10, IDO, LAP (=TGFβ), HMGB1), ne révèle pas de profil particulier dans les co-cultures avec des 

MDSC issues de patients en rechute vs sans rechute. En effet, seul le dosage d’IL-10 est 

significativement diminué dans les surnageants de culture avec les MDSC de patients en rechute 

précoce vs sans rechute. A noter, le dosage des alarmines S100A8/A9 est augmenté dans les 

surnageants de coculture avec les MDSC issues de patients en rechute précoce, de façon non 

statistiquement significative, par rapport aux surnageants de coculture avec les MDSC issues de 

patients sans rechute. De même, l’analyse des cytokines dans le sérum des patients prélevé dans le 

sang périphérique (Figure 31B) et la moelle osseuse (Figure 31C) ne permet pas d’identifier un profil 

cytokinique associé à un des deux groupes de patients étudiés. 
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5. Induction des propriétés immunosuppressives des MDSC de patient sans rechute via la 

simulation du microenvironnement SMD 

 

Figure 32: Evaluation des propriétés immunosuppressives de MDSC de patient sans rechute après modulation de 
l’inflammasome NLRP3. Les LT ont été activés par des Ac anti CD3/CD28. Le Ratio de prolifération correspond au nombre de 
LT activés en coculture avec des MDSC, divisé par le nombre de LT activés seuls. Les MDSC proviennent de patients sans rechute 
(En orange), et ont pu être traitées par du LPS sur la nuit, puis par de l’ATP pendant 1h (En vert, n=8) afin d’activer 
l’inflammasome NLRP3 (A), ou ont pu être traitées par du MCC950 pendant 24heures (En vert, n=4) afin d’inhiber 
l’inflammasome NLRP3 (B), avec un ratio LT : MDSC de 1 : 1. Des MDSC immunosuppressives sont caractérisées par un ratio 
inférieur à 1. 

(A) Les ratios de prolifération des LT CD4+ sont de 1.76 +/- 0.68 lorsqu’ils sont cocultivés avec des MDSC de patient sans rechute 
non traitées, versus 0.98 +/- 0.25 lorsqu’ils sont cocultivés avec des MDSC de patient sans rechute traitées au LPS/ATP 
(*p=0.0127). Les ratios de prolifération des LT CD8+ sont de 1.96 +/- 0.97 lorsqu’ils sont cocultivés avec des MDSC de patient 
sans rechute non traitées, versus 1.00 +/- 0.26 lorsqu’ils sont cocultivés avec des MDSC de patient sans rechute traitées au 
LPS/ATP (p=0.0593). 

(B) Les ratios de prolifération des LT CD4+ sont de 4.79 +/- 1.45 lorsqu’ils sont cocultivés avec des MDSC de patient sans rechute 
non traitées, versus 5.97 +/- 1.52 lorsqu’ils sont cocultivés avec des MDSC de patient sans rechute traitées au MCC950 
(p=0.2000). Les ratios de prolifération des LT CD8+ sont de 5.23 +/- 2.02 lorsqu’ils sont cocultivés avec des MDSC de patient 
sans rechute non traitées, versus 7.52 +/- 1.37 lorsqu’ils sont cocultivés avec des MDSC de patient sans rechute traitées au 
MCC950 (p=0.3429). 

Au total, nos premières observations suggéraient que les MDSC avec un inflammasome NLRP3 activé 

étaient des MDSC immunosuppressives. Cet inflammasome était probablement activé par le 

microenvironnement médullaire sans que nous ayons identifié une signature cytokine pro-

inflammatoire distincte dans la moelle osseuse des patients en rechute précoce. Nous avons donc 

proposé de tester in vitro la modulation de l’inflammasome NLRP3, afin d’observer les conséquences 

sur les propriétés immunosuppressives des MDSC. Nous avons ainsi traité les MDSC de patients sans 

rechute précoce avec du LPS puis de l’ATP afin d’activer l’inflammasome NLRP3 (Figure 32A), ou avec 

du MCC950 afin d’inhiber l’inflammasome NLRP3 (Figure 32B). Le ratio de prolifération des LT observé 

dans les co-cultures avec des MDSC issues de patients sans rechute précoce semble diminué lorsque 

les MDSC ont été pré-traitées par LPS + ATP et semble augmenté lorsque les MDSC ont été pré-traitées 

par MCC950. Toutefois, nous n’observons pas de différence statistiquement significative, ce qui ne 

nous permet pas de conclure fermement sur l’impact de la modulation de l’activation de NLRP3 dans 

les MDSC.  
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Figure 33: Evaluation des propriétés immunosuppressives de MDSC de patients sans rechute après traitement par les 
alarmines SA100A8/S100A9. Les LT ont été activés par Ac anti CD3/CD28. Les MDSC étudiées sont issues de patients sans 
rechute précoce (orange, n=9), et ont pu être pré-traitées par des alarmines S100A8/A9 pendant 24h (vert, n=9), avec un ratio 
(LT : MDSC) de 1 : 1. 

Pour les LT CD4+ cocultivés avec des MDSC non traitées, le ratio de prolifération est de 0.99 +/- 0.11 versus 0.64 +/- 0.06 pour 
les LTCD4 cocultivés avec des MDSC pré-traitées (*p=0.0142). Pour les LT CD8+ cocultivés avec des MDSC non traitées, le ratio 
de prolifération est de 1.11 +/- 0.33 versus 0.51 +/- 0.19 pour les LT CD8+ cocultivés avec des MDSC pré-traitées (*p=0.0400). 

Compte tenu de l’analyse des surnageants de co-culture et des données de la littérature, nous avons 

souhaité étudier l’impact d’un traitement préalable (par les alarmines S100A8/A9 durant 24h) des 

MDSC issues de patients sans rechute précoce. Le traitement par les alarmines S100A8/A9 permet 

d’induire des capacités immunosuppressives aux MDSC issues de patient sans rechute, notamment par 

diminution du nombre de LT CD4+ entrés en prolifération. 

 

Figure 34: Evaluation des propriétés immunosuppressives de MDSC de patient sans rechute après incubation avec des CSM 
de patient SMD, ou des CSM témoin. Les LT ont été activés par des Ac anti CD3/CD28. Le Ratio de prolifération correspond 
au nombre de LT activés en coculture avec des MDSC, divisé par le nombre de LT activés seuls. Les MDSC proviennent de 
patients sans rechute. Les CSM proviennent de patient SMD, ou de patient arthrosique (CSM témoin). Les cocultures ont été 
réalisé avec un ratio LT : MDSC de 1 : 1. Des MDSC immunosuppressives sont caractérisées par un ratio inférieur à 1. 

Les ratios de prolifération des LT CD4+ sont de 0.92 +/- 0.06 en coculture avec des MDSC de patient sans rechute (En orange, 
n=7), versus 0.37 +/- 0.13 en coculture avec des MDSC de patient sans rechute préalablement incubées 24h avec des CSM de 
patient SMD (*p=0.0101) (En vert, n=5), versus 0.63 +/- 0.22 en coculture avec des MDSC de patient sans rechute 
préalablement incubées 24h avec des CSM témoin (p=0.2667) (En noir, n=3). 

Les ratios de prolifération des LT CD8+ sont de 1.02 +/- 0.47 en coculture avec des MDSC de patient sans rechute, versus 0.39 
+/- 0.16 en coculture avec des MDSC de patient sans rechute préalablement incubées 24h avec des CSM de patient SMD 
(p=0.2677), versus 0.55 +/- 0.17 en coculture avec des MDSC de patient sans rechute préalablement incubées 24h avec des 
CSM témoin (p=0.8333). 
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Afin d’étudier l’impact du microenvironnement et plus particulièrement des CSM sur les MDSC, nous 

avons réalisé des cocultures entre des LT activés avec des MDSC, et avec des MDSC préalablement 

incubées avec des CSM de patients ou des CSM témoin. Alors que les MDSC cocultivées avec les LT ne 

présentent pas de propriétés immunosuppressives avec des ratios respectifs de 0.92 +/- 0.06 et 1.02 

+/- 0.47 pour les LT CD4+ et les LT CD8+, lorsque les MDSC sont préalablement incubées avec des CSM 

de patients les ratios diminuent respectivement à 0.37 +/- 0.13 (p=0.0101*) et 0.39 +/- 0.16 (p=0.2677), 

démontrant qu’elles acquièrent des propriétés immunosuppressives. Il est important de noter que 

lorsque les MDSC sont préalablement incubées avec des CSM témoins, elles n’acquièrent pas les 

mêmes propriétés immunosuppressives. 

B. Corrélation entre MDSC et différenciation lymphocytaire au cours de la reconstitution 

post greffe 

 

Figure 35: Corrélation entre l’abondance de MDSC et les sous populations lymphocytaires exprimant des marqueurs 
d'épuisement à J30 dans le groupe rechute (n=6 à gauche) et le groupe sans rechute (n=14 à droite). Chaque ligne ou colonne 
correspond à une sous population lymphocytaire avec des marqueurs d’épuisements précisés, ou à une des 3 sous populations 
de MDSC. De bas en haut, l’ordre des sous populations dans les lignes est identique à l’ordre de gauche à droite des sous 
populations dans les colonnes. Les carrés bleus représentent une corrélation négative, les carrés noirs représentent l’absence 
de corrélation, les carrés jaunes représentent une corrélation positive. 

Suite à l’absence de signature immunologique des LT ou MDSC lors de la reconstitution immunitaire 

post-greffe, nous avons étudié la corrélation entre les sous populations lymphocytaires de phénotype 

épuisé et les MDSC immunosuppressives définies in vitro. L’épuisement des LT est étudié par 

l’expression des marqueurs PD-1, Tim3 et LAG3. Dans le groupe avec rechute précoce, nous avons 

observé une corrélation entre 2 sous populations de MDSC (e-MDSC et M-MDSC) et les LT CD8+ 

mémoires (TCM et TEM) Tim3+ et LAG3+ (Encadré rouge de la Figure35). Ces corrélations ne sont pas 

observées dans le groupe sans rechute. 
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C. Analyse RNAseq 

La réalisation de librairies de PBMC totaux décongelés de 3 patients rechute et de 3 patients non 

rechute est prévue dans les mois à venir. L’analyse transcriptomique des MDSC à l’aide des marquages 

par les Ab-Seq nous permettront d’obtenir le transcriptome de chaque cellule MDSC de chaque patient 

analysé.  
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Discussion et perspectives 

I. Analyse de la reconstitution immunitaire en lien avec la rechute post-greffe 

L’allo-HSCT est le seul traitement pouvant proposer un espoir de guérison complète des SMD. 

Malheureusement, la rechute post-greffe a une incidence cumulée à 3 ans d’environ 40% (Guièze et 

al. 2016) et peut atteindre 60 à 70% dans les SMD de haut risque cytogénétique. Cette rechute est 

associée à une survie globale sombre de l’ordre de 10-15 % à deux ans et une médiane de survie globale 

de moins de 5 mois (Schmid et al. 2018). Un des acteurs majeurs dans le contrôle à long terme de 

l’hémopathie est représenté par les lymphocytes (T et NK). Plusieurs études ont exploré le rôle des LT 

lors de la rechute post-greffe des hémopathies myéloïdes. L'une des caractéristiques importantes est 

l'épuisement des LT, caractérisé par une augmentation de l'expression membranaire de molécules 

inhibitrices telles que PD-1, TIM-3 et LAG-3 (Noviello et al. 2019) (Kong et al. 2015). Cet épuisement se 

traduit par une réduction de la production de cytokines (l'interféron-γ, le TNF-α, l'IL-2), essentielles 

dans l’immunité anti-cancéreuse. En plus de l’altération de la production de cytokines, la déviation de 

LT effecteurs vers un profil régulateur dans la moelle osseuse, participe à ce microenvironnement 

permissif à la rechute (Noviello et al. 2019). Or, dans le contexte de la cancérologie solide, un 

microenvironnement tumoral riche en MDSC joue un rôle pivot dans l’induction de LT épuisés avec des 

propriétés d’inhibition de la prolifération des LT et la déviation de leur différenciation vers un profil de 

LT régulateurs (Giallongo et al. 2014). Ces MDSC qui créent un microenvironnement immunitaire 

permissif dans l’oncologie solide est à ce jour débattu dans le contexte de la rechute après allogreffe 

de CSH. 

Pour investiguer, de façon concomitante les MDSC et les LT afin d’identifier une signature 

immunologique prédictive de la rechute, le CHRU de Nancy a mené une étude prospective 

monocentrique de 2019 à 2021. Nous avons proposé d’analyser de façon prospective des 

prélèvements sanguins et médullaires frais à des temps précoce post-greffe (J30, J90, J180). 

Nous nous sommes dans un premier temps intéressés à la différenciation lymphocytaire lors de la 

reconstitution immunitaire post-greffe. Brièvement, le lymphocyte T Naïf Like (TNL) se différencie en 

cellules T mémoires : Lymphocyte T central mémoire (TCM) puis Lymphocyte T effecteur mémoire (TEM) 

puis Lymphocyte T effecteur mémoire à différenciation terminale (TEMRA). Lors de cette différenciation, 

les LT perdent leurs capacités prolifératives au profit d’amélioration de leurs capacités 

effectrices/lytiques. En dehors du contexte de l’allo-HSCT, il a été observé chez les patients atteints de 

LAM, une diminution de la proportion des TCM CD8+ au profit de l’augmentation des sous populations 

TEM et TEMRA (L. Xu et al. 2018). Chez les patients atteints de SMD, une diminution de la sous population 

TNL CD4+ était observée comparativement aux contrôles sains (Zou et al. 2009). Cette déviation vers 
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une population mémoire pourrait s’expliquer par la déficience de la transcriptase inverse de la 

télomérase (L. Yang et al. 2013). Dans le contexte post-greffe, l’expansion homéostatique des LT du 

greffon aboutit à une grande dominance de LT mémoires dans les premiers mois, quel que soit le type 

de greffe et quel que soit le devenir du receveur. Récemment, il a été observé chez 32 patients atteints 

de LAM allogreffés de CSH, une proportion plus élevée de TSCM et TCM dans les LT infiltrant la moelle 

osseuse, exprimant de multiples récepteurs inhibiteurs (PD-1/CTLA-4/TIM-3/LAG-3/2B4/KLRG1/GITR) 

chez les patients en rechute comparativement aux patients sans rechute. Ces LT épuisés présentent 

un répertoire TCR restreint et des fonctions effectrices altérées. La détection précoce de TSCM épuisé 

(PD-1 + Eomes + T-bet-) prédirait la rechute (Noviello et al. 2019). Ce profil a été récemment confirmé 

dans une étude monocentrique menée chez les patients allogreffés de CSH à l’hôpital Saint-Louis par 

la technique de cytométrie de masse (Gournay et al. 2022). Les auteurs concluent que de profondes 

altérations de l'équilibre immunitaire (avec des LT majoritairement différenciés vers des sous-types 

mémoires) est stable de 3 à 6 mois post-greffe, et de nombreuses variations se produisent de 6 à 12 

mois post-greffe. Aucun profil basé sur l’analyse des marqueurs de différenciation n’a été corrélé au 

devenir du patient dans ces études. En revanche, des niveaux élevés d'expression de TIGIT et de CD161 

sur les lymphocytes T CD4 trois mois après la greffe est associée de manière significative à une rechute 

de l’hémopathie. 

Les premiers résultats de notre étude ont mis en évidence une différenciation lymphocytaire très 

largement orientée vers les lymphocytes mémoires effecteurs (TEM et TEMRA). En accord avec les deux 

études récentes citées ci-dessus, aucun profil de différenciation lymphocytaire T n’est spécifique du 

devenir du receveur notamment de la survenue ou pas d’une rechute précoce dans l’année suivant la 

greffe. 

II. Rôle et caractérisation des MDSC en post-greffe 

L’étude concomitante des MDSC nous apporte les informations suivantes. 

L’observation de MDSC circulantes en plus grande proportion et plus grand nombre comparativement 

aux contrôles sains est caractéristique de l’hématopoïèse post-greffe. Cette observation est en 

cohérence avec la description de MDSC circulantes principalement dans les 6 premiers mois de la 

greffe pour diminuer voire disparaître à un an post-greffe (Mougiakakos et al. 2013).  

Les trois sous-types (M-MDSC, G-MDSC et e-MDSC) sont facilement repérés sur les caractéristiques 

immunophénotypiques communément décrites. Le sous-type dominant dans les premiers mois post-

greffe est constitué de G-MDSC sans aucun lien avec le devenir du patient (notamment sans corrélation 

avec la survenue de la rechute précoce ou non). 
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Enfin, lorsque nous nous intéressons à leurs propriétés immunosuppressives in vitro, nous avons 

observé qu’en fonction des patients, ces cellules pouvaient avoir de façon inconstante des propriétés 

régulatrices de la prolifération des LT. Ces propriétés immunosuppressives in vitro inconstantes ont 

été confirmées in vivo dans un modèle de souris NSG, greffées avec des PBMC humaines, capables de 

développer une xéno-GVH aiguë expérimentale. Finalement, c’est uniquement lorsque les MDSC 

étaient triées à partir du sang de patients qui vont présenter une rechute de leur hémopathie dans 

l’année qui suit l’allogreffe que nous observions ces propriétés immunorégulatrices. 

Malheureusement, nous n’avons pas identifié le mécanisme impliqué dans la régulation de la 

prolifération des LT. Le profil de prolifération analysé par CFSE suggérait une bonne activation des LT 

et leur entrée en prolifération, en revanche, le nombre de LT en prolifération était moindre (confirmé 

sur une cinétique de révélation de co-culture à des temps plus précoces). Notre première hypothèse 

était que les MDSC induisaient une apoptose accrue des LT, mais ceci n’a pas été confirmé par les 

marquages Annexin V/7-AAD. Par ailleurs, l’inhibition de mécanismes couramment impliqués dans la 

régulation de la prolifération des LT par les MDSC (adjonction de L-NMMA pour bloquer iNOS, Nor-

NOHA pour bloquer Arginase 1, L-méthyltryptophane pour bloquer IDO), n’a pas permis de réverser 

les propriétés immunosuppressives des MDSC issues de patients en rechute précoce (données non 

montrées). Enfin, si nous avons noté l’absence de signature immunologique des LT ou des MDSC lors 

de la reconstitution immunitaire post-greffe, nous avons relevé une corrélation entre l’épuisement des 

LT CD8+ mémoires (TCM et TEM) positifs aux marqueurs Tim3 et LAG3, et 2 sous populations de MDSC 

(e-MDSC et M-MDSC) dans le groupe rechute précoce. 

Toutefois, notre étude présente des résultats nuancés sur les propriétés immunosuppressives des 

MDSC post-greffe en comparaison avec les études publiées jusqu’à présent. Plusieurs hypothèses 

peuvent être avancées pour comprendre pourquoi nos résultats sont en rupture avec ce qui a été 

démontré jusqu’à présent. 

i) Tout d’abord, nous avons observé que les tests in vitro d’activation et prolifération des LT 

par les microbilles anti-CD3 et anti-CD28 (Mougiakakos et al. 2013) (Guan et al. 2015) 

doivent être interprétés avec beaucoup de précaution. En effet les microbilles peuvent 

être phagocytées par les MDSC, ce qui inhibe artificiellement l’activation et la prolifération 

des LT par séquestration du signal 1 et 2 nécessaire à leur entrée en prolifération (Davis, 

Silvin, et Allen 2017). Nous suggérons que le test in vitro avec des anticorps anti-CD3 et 

anti-CD28 (S.-E. Lee et al. 2018) (Yin et al. 2020) doit donc être privilégié. 

ii) De plus, compte tenu de la fragilité des MDSC aux étapes pré-analytiques de congélation 

et décongélation, nous avons souhaité mener une étude prospective uniquement sur des 
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échantillons frais, ce qui est inconstamment précisé dans les études publiées jusqu’à 

présent. 

iii) Enfin, les caractéristiques des patients et de la procédure de greffe sont assez hétérogènes 

dans les publications précédentes.  

Les équipes de Kim, Lee et Yin ont toutes 3 réalisé des études sur respectivement 119, 130 

et 99 patients, mais en faisant le choix de mélanger certains paramètres cliniques. En 

particulier, ces études ont inclus différentes sources de CSH (cordon ombilical, moelle 

osseuse et sang périphérique). Le choix des conditionnements était également très 

hétérogène en terme d’intensite et de combinaisons de molécules de chimiotérapie avec 

ou sans irradiation corporelle totale voire recours à du cyclophosphamide. Enfin, ces 

études regroupaient différents types de donneurs (géno-identiques, phéno-identiques et 

haplo-identiques).  Par conséquence, les stratégies de prophylaxie de la GVH étaient très 

variables également incluant ou non du sérum anti-lymphocytaire ou du 

cyclophosphamide post-greffe.  

Notre étude a l’avantage d’être très homogène sur les caractéristiques des patients 

(hémopathies myéloïdes de type SMD de haut risque et LAM) et les caractéristiques de la 

greffe (conditionnement uniquement basé sur une association de fludarabine et busulfan, 

donneur uniquement HLA identique intra-familial ou donneur volontaire sain et de façon 

subséquente une prophylaxie de la GVH homogène). En effet, il nous paraissait important 

de limiter les biais possiblement impliqués dans l’émergence de MDSC 

immunosuppressives en lien avec les traitements médicamenteux administrés au cours de 

la greffe. Par exemple, nous avons exclu toute greffe nécessitant le recours à 

l’administration de G-CSF couramment utilisée en post-greffe chez le receveur de greffons 

alternatifs (sang de cordon placentaire, greffons issus de donneur haplo-identiques ou 

donneurs volontaires de fichier international avec incompatibilité HLA), qui peut induire 

des MDSC immunosuppressives comme démontré dans les greffons (D’Aveni et al. 2015, 

Vendramin et al 2014). Par ailleurs, aucun patient n’a reçu de cyclophosphamide dans le 

conditionnement ou en post-greffe pour limiter aussi l’induction de MDSC décrite après 

administration de cette chimiothérapie (Diaz-Montero et al. 2009). 

Finalement, notre hypothèse principale pour expliquer la variabilité des propriétés fonctionnelles des 

MDSC est qu’elles dépendent du microenvironnement tumoral. Plusieurs études ont déjà démontré 

l’importante plasticité des MDSC, avec des propriétés et des mécanismes d’action qui peuvent varier 

dépendamment du microenvironnement dans lequel elles se trouvent (Tcyganov et al. 2018). Dans le 

contexte d’oncologie solide, les monocytes sains peuvent acquérir des propriétés immunosuppressives 
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et inhiber l’expression d’HLA-DR à leur surface, lorsqu’ils sont cultivés avec des cellules de mélanomes 

(Mao et al. 2013), ou de gliomes (Rodrigues et al. 2010). De même, dans le contexte de SMD, la culture 

de monocytes matures avec des CSM de patients SMD aboutit à l’induction de MDSC (Sarhan et al. 

2020). Ainsi, la cellule tumorale résiduelle ou le microenvironnement (stroma) déficient est capable 

d’induire les propriétés immunosuppressives des MDSC. Nos données préliminaires suggèrent le rôle 

important des CSM issues de patients atteints de SMD/LAM dans l’acquisition des propriétés 

immunosuppressives par les MDSC initialement non immunosuppressives. Toutefois, nous ne pouvons 

exclure dans notre cohorte prospective que les patients en rechute précoce présentaient toujours des 

cellules tumorales résiduelles dans leur microenvironnement médullaire. D’une part, dans la majorité 

des patients inclus atteints de SMD/ LAM, nous ne disposions pas de technique de suivi de la maladie 

résiduelle que ce soit par la technique de cytométrie en flux ou que ce soit par biologie moléculaire. 

D’autre part, l’analyse du chimérisme donneur/receveur dans notre centre est actuellement réalisé 

sur cellules totales (pas de tri sur les cellules CD33+) avec une sensibilité faible à +/- 2%. Nous avons 

repris a posteriori les données des patients avec MDSC immunosuppressives en post-greffe, et à 

chaque temps post-greffe où les MDSC sont immunosuppressives, nous observions un chimérisme sur 

moelle osseuse persistant faible du receveur (de l’ordre de 2%). Compte tenu de la faible proportion 

des MDSC au sein des cellules myéloïdes totales, nous souhaitons donc poursuivre le travail par 

l’analyse sur cellule unique du transcriptome. Cette étude nous permettra d’une part d’identifier si les 

MDSC immunosuppressives in vitro sont issues du receveur ou du donneur, et nous permettra 

d’investiguer les voies transcriptomiques d’éventuels mécanismes immunosuppresseurs 

différentiellement exprimés par rapport aux MDSC non immunosuppressives. A ce jour, 6 patients dans 

notre cohorte ont été identifiés comme intéressants à investiguer par cette technique (3 patients en 

rechute précoce versus 3 patients sans rechute précoce). Ces patients ont été retenus sur les critères 

suivant : i) prélèvement congelé à J30 ii) évaluation des propriétés immunosuppressives des MDSC 

disponible, iii) patients avec caractéristique de la maladie identique (SMD avec caryotype complexe), 

et iv) caractéristique de la greffe identique. Le travail est en cours. Nous nous attacherons tout 

particulièrement à identifier une signature immunophénotypique qui pourrait permettre d’identifier 

à l’avenir les MDSC immunosuppressives. En effet, nos premiers résultats ne confirment pas la 

production de ROS comme un biomarqueur intéressant des MDSC immunosuppressives (Corzo et al. 

2009). En revanche, nos premiers résultats suggèrent l’intérêt d’investiguer l’état d’activation de 

l’inflammasome NLRP3. Comme exposé dans notre introduction, le SMD est associé à un 

microenvironnement pro-inflammatoire caractérisé par une forte production de DAMP (danger 

associated molecular pattern) et de PAMP (pathogen associated molecular pattern) (Barreyro, Chlon, 

et Starczynowski 2018). Ces signaux de danger ainsi que les alarmines S100A8/S100A9 sont présents 

en très grande quantité au sein du microenvironnement du SMD, et vont venir se lier aux PRR (Pattern 
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Recognition Receptors) dont font partie les TLR (Toll-like receptors) (Sallman et al. 2016). La 

stimulation du TLR4 par ces DAMP et alarmines, implique l’activation de l’inflammasome NLRP3 et la 

production d’IL-1β via la voie NF-κB. Si nos résultats objectivent une augmentation significative de 

l’activation de l’inflammasome au sein des MDSC issues de la moelle osseuse des patients en rechute 

précoce post-greffe, cette affirmation est à nuancer pour les MDSC issues du sang périphérique de ces 

mêmes patients. Nous faisons l’hypothèse que l’activation de l’inflammasome NLRP3 dans les MDSC 

de la moelle osseuse de patients en rechute précoce est le reflet d’un microenvironnement hautement 

inflammatoire lié à la rechute. Toutefois, nous notons que nos résultats avec l’activation de 

l’inflammasome par LPS/ATP ou l’inhibition par MCC 950 ne modulent pas significativement les 

propriétés immunosuppressives des MDSC. Seul le traitement par les alarmines aboutit à l’obtention 

de MDSC significativement immunosuppressives. Si l’activation de l’inflammasome NLRP3 au sein des 

MDSC a déjà été démontré comme promoteur de la croissance tumorale en oncologie solide suite à 

l’induction de leurs fortes propriétés immunosuppressives (Bruchard et al. 2013), pour l’heure ce 

mécanisme est moins connu en hématologie. De plus, l’analyse des plasmas de moelle osseuse et du 

sang périphérique ne confirme pas une signature cytokinique où les alarmines seraient 

significativement plus élevées dans le microenvironnement médullaire des patients en rechute 

précoce.  

Toutefois, le microenvironnement semble important dans la modulation des propriétés 

immunosuppressives des MDSC. Cette affirmation s’appuie sur les résultats obtenus à partir de co-

culture de CSM issues de témoins sains et de patients atteints de SMD/LAM avec des MDSC de 

receveurs initialement non immunosuppressives. Nos résultats ont démontré l’acquisition de 

propriétés immunosuppressives après 24 heures seulement de co-culture avec des CSM de patients 

(ce qui n’était pas observé avec les CSM de témoins sains). Les CSM de SMD sont épigénétiquement et 

fonctionnellement altérées, présentant un profil cytokinique différent de CSM témoins (Geyh et al. 

2013), ainsi que des capacités prolifératives et de différenciations réduites (Pavlaki et al. 2014). Toutes 

ces altérations entrainent un déficit dans le support de l’hématopoïèse normale (Geyh et al. 2016). Si 

les conclusions concernant l’étude des capacités immunorégulatrices des CSM de SMD divergent au 

sein de la communauté scientifique (Fattizzo, Giannotta, et Barcellini 2020) (Klaus et al. 2010), il a été 

démontré que les CSM de SMD étaient capables d’induire un profil immunorégulateur à des 

monocytes sains (Sarhan et al. 2020). Nos résultats confirment l’importance des interactions entre les 

CSM et les MDSC, et plus globalement, de l’importance du microenvironnement de la rechute dans 

l’induction des propriétés immunosuppressives des MDSC. Nous souhaiterions, à l’avenir, à l’issue de 

ces co-cultures CSM/MDSC mieux caractériser les MDSC devenues immunosuppressives (étude de 

l’inflammasome, ROS intra-cellulaire…). Enfin, si un pré-traitement par alarmines S100A8/S100A9 ou 
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par co-culture avec des CSM issues de SMD, joue un rôle essentiel dans l’acquisition des propriétés 

immunosuppressives des MDSC, nous souhaiterions à l’avenir mieux comprendre les interactions entre 

les CSM et les MDSC. Sont-elles dépendantes du contact cellulaire (co-culture à réaliser avec un insert 

bloquant les interactions membrane-membrane) ? Sont-elles dépendantes des alarmines (analyse des 

surnageants de co-culture…). 
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Conclusion 

A l’issue de ce travail, nous faisons l’hypothèse principale que, dans le contexte de l’allo-HSCT, la 

présence de MDSC dans le microenvironnement médullaire est un facteur important dans 

l’échappement des cellules myélodysplasiques et leucémique au contrôle du système immunitaire 

adaptatif représenté par les lymphocytes T du donneur. Ces MDSCs pourraient dérivées du receveur 

(persistance malgré le conditionnement de la greffe) ou être rapidement induites par un 

microenvironnement pathologique persistant, soit par des cellules tumorales résiduelles soit par les 

cellules stromales mésenchymateuses déficientes. En effet, nos résultats préliminaires objectivent que 

les CSM de patients SDM/LAM sont capables d’induire rapidement des propriétés 

immunosuppressives des cellules « MDSC ». Selon nous, les MDSC immunosuppressives joueraient un 

rôle pivot dans l’inefficacité du système immunitaire à contrôler la rechute d’un SMD/LAM en post-

greffe. En effet, nous avons observé qu’elles sont capables de réguler l’activation et la prolifération 

des lymphocytes T in vitro et in vivo. Ce mécanisme expliquerait pourquoi les patients qui rechutent 

dans les premiers mois de la greffe sont les patients qui ne développent aucune allo-réactivité post-

greffe. A contrario, dans certaines situations d’allogreffe (haplo-identique, conditionnement toxique 

avec relargage de signaux de dangers …) où le système immunitaire du donneur est capable de 

déclencher rapidement une allo-réactivité forte, les MDSCs pourraient maturer vers un phénotype de 

monocytes matures inflammatoires totalement dépourvus de propriétés immunorégulatrices. Ceci 

expliquerait que les patients atteints de GVH aiguë rechutent rarement dans les premiers mois de la 

greffe.  
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Annexe 1, revue de la littérature : Myeloid-Derived Suppressor Cells in 

the Context of Allogeneic Hematopoietic Stem Cell Transplantation 
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Annexe 2, article soumis : Highly immunosuppressive myeloid cells 

correlate with early relapse after allogeneic stem cell transplantation 
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Résumé 

La greffe de cellules souches hématopoïétiques (CSH) allogéniques demeure le seul traitement curatif 
de certaines hémopathies myéloïdes. L’effet antitumoral est véhiculé par les lymphocytes T (LT) du 
donneur qui ciblent les cellules cancéreuses du receveur. Malheureusement, les études prospectives 
et rétrospectives à long-terme rapportent un taux de rechute d’environ 30% qui peut atteindre 60 à 
70% dans les hémopathies myéloïdes (syndromes myélodysplasiques -SMD/ leucémies aiguës 
myéloïdes-LAM) de haut risque cytogénétique. Notre travail a souhaité approfondir les mécanismes 
d’échappement des cellules tumorales à la surveillance du système immunitaire du donneur après une 
allogreffe de CSH. Notre étude prospective monocentrique menée au Centre Hospitalier de Nancy a 
permis l’analyse de la reconstitution immunitaire post-greffe, avec l’analyse des lymphocytes T et les 
cellules myéloïdes suppressives (MDSC). Si l’analyse immunophénotypique par cytométrie en flux de 
la reconstitution lymphocytaire T des patients n’a pas présenté de signature immunologique prédictive 
de la rechute précoce post-greffe, l’analyse des propriétés immunosuppressives (par des tests in vitro 
et in vivo) des MDSC est statistiquement corrélée à la rechute précoce des patients. Seules les MDSC 
issues de patients en rechute précoce post-greffe présentaient des propriétés immunosuppressives, 
avec un profil d’activation de l’inflammasome NLRP3 intra-cellulaire. Afin de comprendre ces données, 
nous avons évalué l’influence du microenvironnement médullaire notamment l’impact des signaux de 
dangers tels que les alarmines et l’impact des cellules stromales mésenchymateuses (CSM). Seules les 
expérimentations in vitro d’activation de l’inflammasome NLRP3 par les alarmines S100A8/A9 et de 
co-culture avec des CSM issues de patients SMD induisent les capacités immunosuppressives des 
MDSC. Ces résultats témoignent de l’importance de l’influence du microenvironnement médullaire du 
receveur dans l’échappement tumoral au contrôle par le système immunitaire du donneur dans les 
premiers mois post-greffe. 
Mots-Clefs : MDSC, rechute, inflammation, allogreffe de cellules souches hématopoïétiques 

Abstract 

Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT) remains the only curative treatment 
for some myeloid malignancies. The graft-versus-tumor effect refers to the ability of donor immune 
cells to eliminate residual recipient tumor cells. Unfortunately, long-term follow-up of prospective and 
retrospective studies report relapse rates of 30% and can reach 60 to 70% in myelodysplastic 
syndromes (MDS)/Acute Myeloid Leukemia (AML) with unfavorable-risk cytogenetic abnormalities. 
Our work aimed to decipher the mechanisms by which recipient tumor cells can escape to the donor’s 
immune system surveillance after allo-HSCT. Our prospective single-center study at the Nancy Hospital 
Center investigated the post-transplant immune reconstitution, focused on T lymphocytes and 
myeloid derived suppressor cells (MDSC). If evaluating the immunophenotypic changes and the 
absolute numbers of different subsets of circulating immune T cells by multiparametric flow cytometry 
was not correlated to an early relapse post-transplant, in vitro and in vivo analyses of MDSC 
immunosuppressive properties were statistically correlated with recipient early relapse. Briefly, only 
MDSCs sorted from recipients with an early post-transplant relapse had immunosuppressive 
properties, and showed an activated NLRP3 inflammasome. In order to understand these data, we 
evaluated the role of the bone marrow microenvironment, particularly the impact of danger associated 
molecular patterns such as alarmins and the impact of mesenchymal stromal cells (MSC). Only in vitro 
experiments triggering the activation of the NLRP3 inflammasome by alarmins S100A8/A9 and co-
cultures with MSCs harvested from MDS patients induced MDSC immunosuppressive properties. These 
results suggest the role of the recipient's bone marrow microenvironment in tumor escape from the 
donor's immune surveillance, during the first months post-transplant. 
Key-Words: MDSC, relapse, inflammation, hematopoietic stem cell transplantation 


	Page de titre
	REMERCIEMENTS
	TABLE DES MATIERES CLIQUABLE
	Conclusion
	Bibliographie
	Annexe
	Résumé



