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Résumé 

La dystrophie musculaire de Duchenne est unelnaladie neurolnusculaire affectant 

un garçon sur 3200. Cette l11aladie se caractérise par l' absence d' une simple protéine, la 

dystrophine, qui assure normalelnent l' intégrité des fibres musculaires. Sans cette protéine, 

les fibres musculaires sont plus facilement endommagées, provoquant une dégénérescence 

musculaire. Rapidement, les facultés locomotrices diminuent, confinant habituellement le 

patient à un fauteuil roulant vers l' âge de 10 ans. L' utilisation d' une assi stance respiratoire 

s' avère généralement nécessaire au début de la vingtaine et le décès peut survenir dès l' âge 

de 17 ans. Les patients atteignent rarement la trentaine. 

La thérapie cellulaire se situe parmi les traitements curatifs potentiels et consiste à 

implanter au patient dystrophique des myoblastes contenant le gène normal de la dystro­

phine. Évidemment, cette thérapie présente quelques inconvénients, dont une réaction 

immune du patient contre les myoblastes transplantés. 

C'est ici qu ' interviennent les travaux présentés dans ce Inéllloire avec comme objec­

tif principal d' utiliser les IYlnphocytes T régulateurs (Tregs) afin de créer un protocole de 

tolérance non-toxique pour les patients dystrophiques. Jusqu ' à maintenant, nous avons 

réussi à isoler efficacelnent et de Inan ière reproductible ces Tregs en uti 1 isant une armada 

d 'anticorps spécifiques. Plus précisément, nous avons actuellement une pureté moyenne se 

situant entre 900/0 et 950/0. Par après, en démontrant l' expressi<?n du FoxP3 au sein de ces 

cellules, ces travaux prouvent hors de tout doute que les cellules purifiées sont des Tregs au 

sens propre du tenne. Finalement, par des essais in vitro, nous avons efficacement délnon­

tré que les Tregs isolés conservaient leur capacité imlnunorégulatrice. En effet, suite à une 

stimulation artificielle, les lymphocytes T CD4+ mis en co-culture avec un ratio de Tregs de 

1 :4 se divisent deux fois Inoins que ceux sans Tregs. 

Afin de conclure ces travaux, il reste deux étapes majeures avant de crier victoire. 

Premièrelnent, il faut réussir à multiplier des Tregs spécifiques afin d ' en avoir un nombre 

suffisant et d ' avoir une plus grande spécificité. Deuxièmelnent, il faudra les réintroduire 

chez un lnodèle anilnal afin de tester s' ils eillpêchent le rejet d' une greffe allogénique. 



Abstract 

The Duchenne muscular dystrophy is a neurolTIuscular disorder affecting one boy 

over 3200. This pathology is characterized by the absence of a simple protein, the dystro­

phin, whose normal role is to maintain the muscle fiber integrity. Without thi s protein, the 

muscle fibers are easily injured, causing progressive muscle degeneration in dystrophie 

patient. Rapidly, locomotion abilities decrease, confining the patient to a wheelchair to­

wards the age of ] 0 years. The use of respiratory assistance proves to be necessary at the 

early twenties and deceases may occur frO]11 the age of seventeen. The patients seldom 

attain about thirty. 

Cellular therapy 1S among the potentiaJ curative treatlTIents and consists to implant 

in the dystrophie patient muscles myoblasts containing the normal gene of dystrophin. Of 

course, this therapy presents sorne disadvantages of which an immune reaction of the 

patient against the transplanted myoblasts. 

It is here that intervene the eXperilTIents presented in this melTIoire with as main ob­

jective to use regulatory T cells (Tregs) to create a non-toxic tolerance protocoJ for dy­

strophie patients. Till now, we were able to isolate in an efficient and reproducible manner 

these Tregs by using an armada of specifie antibodies. More precisely, we currently have an 

average purity being between 900/0 and 95%. Afterwards, we demonstrated the expression 

of FoxP3 within these ce))s, this result showing without any doubt that the purified ceUs are 

really Tregs. Finally, by in vitro assays, we efficiently showed that these isolated Tregs 

kept their imlTIunoregulatory function. As a matter of fact , after an artificial stinlulation , 

CD4+ T -lymphocytes placed in co-culture at a ratio of ] :4 with Tregs divided two tilTIeS 

less than those without Tregs. 

To fulfili our initial aim, there are two additional ITIajor eXperilTIents relTIaining be­

fore claiming victory. First, it is necessary to multiply specifie Tregs to have a sufficient 

number and to have a high specificity. Second, we have to reintroduce thelTI in an animal 

model to test whether they can prevent an allogenic rejection. 

- - - - - - - - - -- - - -



Avant-propos 

Être chercheur n 'est pas une tâche facile car nous sommes plus souvent 

qu ' autrement confrontés à une multitude de complications ou d'échecs. De plus, lorsque 

nous réussissons finaleillent à trouver une réponse à un problème que se pose la commu­

nauté scientifique, il faut être les prellliers à la publier sinon la reconnaissance des autres ne 

nous est pas attribuée. C' est ainsi que ces courtes études graduées m'ont inculqué la patien­

ce et l' humilité. 

J'aimerais évidemment remercier le Dr Jacques P. Tremblay qui m ' a accueilli dans 

son laboratoire de Illanière exceptionnelle en me fournissant tous les outils possibles et 

inimaginables pour que je puisse sunllonter, à mon tour, quelques obstacles d'ordre scienti­

fique. De plus, il m'a introduit dans plusieurs grandes sphères scientifiques tel le réseau des 

cellules souches qui III ' a été d' un apport plus que généreux en m'envoyant en formation un 

peu partout à travers le Canada. 

l'aimerais égaleillent renlercier tous Illes collègues de laboratoire qui étaient tou­

Jours là pour m'aider, pour me conseiller ou tout simplement pour m'encourager. 

J ' aimerais remercier spécifiquement le Dr Stéphan qui m'a introduit à l' illlJllUnologie, qui 

m'a guidé à travers Illes expériences et qui est devenu avec le temps un très bon ami. 

Il ne faut pas passér sous silence l'implication des membres de Illa famille ainsi que 

mes aillis qui ont sans cesse été là pour moi. Toujours prêts à Ille divertir avec une partie de 

pêche ou une soirée de festivités , ils ont su m'éloigner à plusieurs reprises de ce Illémoire 

qui aurait probablement été terminé bien avant ... Néanmoins, nla copine Amélie était là 

pour me remettre dans le droit chemin en m'assignant à la résidence tout en me délllontrant 

un exemple de rigueur et de volonté pour ses travaux d'études supérieures; nlerci Chérie, je 

t ' aime de tout Illon cœur! 



Comme il serait narcissique de dédier 

ce mémoire à n10i-même, je le dédis donc à 

mafamille, à mes amis ainsi qu 'à l 'humanité! 
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Introduction 

Le corps humain peut être considéré comme étant une machine comportant une fou­

Ie de cOlnposantes et de systèmes interagissant les uns avec les autres. Parfois, en 

n' enlevant qu ' une seule pièce, cette machine peut se dérégler complètement, entraînant du 

coup une fin tragique. En ce qui concerne la dystrophie musculaire de Duchenne, elle est 

causée par l' absence d ' une simple pièce, en l'occurrence une protéine: la dystrophine. 

Cette dernière est essentielle au niveau de l' intégrité des fibres musculaires et une dégéné­

rescence musculaire est inévitable sans elle. De nos jours, il n ' y a aucun traitement curatif à 

cette pathologie et les effets des quelques drogues palliatives sont très mitigés. Actuelle­

ment, plusieurs équipes travaillent d ' arrache-pied afin de trouver une solution à ce problè­

me d 'envergure. Le laboratoire du Dr Tremblay, quant à lui , tente de mettre au point une 

thérapie cellulaire basée sur la transplantation de myoblastes contenant le gène normal de 

la dystroph ine. Ce mémoire se veut donc une brève revue de la situation actuelle de la 

DMD tout en se concentrant sur les problèlTIes imlTIunologiques liés à cette thérapie. 

Tout d ' abord, étant donné que la DMD est une rnaladie affectant principalement les 

muscles, le premier chapitre y sera consacré entièrement. Les principales caractéristiques 

des différentes sous-catégories musculaires: le muscle strié cardiaque, le ITIuscle strié 

squelettique ainsi que le ITIuscle lisse y seront présentées. Par après, une emphase au niveau 

du muscle strié squelettique sera présentée en abordant tout d ' abord son embryogenèse, 

pour ensuite étudier les processus de dégénérescence/régénérescence ITIusculaire auxquels 

sont constatTIITIent soumis les patients dystroph iques. 

Par la suite, les aspects historiques et actuels de la OMO seront traités au second 

chapitre. L' historique de sa découverte sera présenté avant de se concentrer sur la dystro­

phine : sa structure, son rôle ainsi que les conséquences de son absence. Les principaux 

modèles anilTIaux ainsi que les diverses avenues thérapeutiques actuelles suivront, tout en 

traitant de manière plus profonde la thérapie cellulaire. Ce chapitre se terminera par un 

survol de tous les autres types de dystrophie actuellement connus afin de mieux visualiser 

toutes les dystrophies ayant le potentiel d ' être guéries par la thérapie cellulaire. 



Le troisième chapitre traitera quant à lui de la transplantation et de la tolérance im­

mune, la solution à l' une des trois principales barrières à la thérapie cellulaire. Plus préci­

sément, les différents types de transplantations et les problèmes s ' y rattachant directement 

seront tout d ' abord, abordés. Parm i les sous-chapitres, un est entièrement consacré aux 

divers immunosuppresseurs couratnment utilisés tout en démontrant leurs divers effets 

toxiques. Un autre point important de cette section est la tolérance immune, particulière­

ment à la tolérance périphérique, et un sous-chapitre y sera également dédié. Les lympho­

cytes T régulateurs, avec toutes leurs utilités thérapeutiques potentielles, occuperont donc 

une place prépondérante dans cette section. 

Finalement, le quatriètne chapitre traitera de l' évolution des travaux en ce qUI 

concerne l' utilisation des lymphocytes T régulateurs dans le but de diminuer la toxicité des 

protocoles actuels de tolérance centrale. Nous passerons à travers tout Je protocole théori­

que avant de faire le point sur l' avancetnent des travaux et des perspectives à moyen et long 

terme. 

2 



Chapitre 1 : Le muscle 

L' étymologie du mot muscle remonte à l' époque romaine où les gens, voyant les 

muscles se contracter et se relâcher à plusieurs reprises, s ' imaginaient une foule de petites 

souris qui se déplaçaient sous la peau. C ' est ainsi qu ' ils ont nommé ces organes contractiles 

musculus, qui veut dire lirtéralenlent souris en latin vulgaire. De fil en aiguiJle, le mot 

musculus s ' est déformé pour devenir aujourd ' hui le mot muscle dans la langue de Molière. 

Du bout de nos orteils jusqu 'au bout de nos doigts, imJllédiatement sous notre peau 

ou alentour de nos entrailles, le corps humain est constitué d ' une multitude de muscles 

(Figure 1-1). Approximativement 639 muscles composent le corps hU111ain , ce qui corres­

pond généralement à 40% du poids sec d ' un être humain. Bien qu ' ils soient presque tous 

différents du point de vue de leur grosseur, de leur position et de leurs fonctions, la majorité 

de ces derniers sert essentiellement au mouvement du corps. Cependant, le maintien de la 

posture, la stabilisation des articulations et le dégageJllent de chaleur sont d' autres fonctions 

non-négligeables [5]. 

1.1 Les différents types de muscles 

Chez l' hol11111e, il existe trois types de muscles bien définis ayant chacun des 

propriétés et des fonctions bien spécifiques. Tout d ' abord , il yale muscle strié squelettique 

qui s' encre via les tendons au squelette et qui est contrôlé volontairement. Ensuite vient le 

muscle strié cardiaque, qui ressemble beaucoup au muscle strié squelettique, mais qui est 

de type involontaire. FinaleJllent, il yale muscle lisse, qui se situe au niveau de nos viscè­

res et qui est également de type involontaire. 
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L'être humain est composé d'environ 639 muscles servant principalement au mouvement du corps. 
Parmi les autres fonctions des muscles, on compte le maintien de la posture, la stabilisation des 
articulations et le dégagement de chaleur. Figure adaptée de Stedman 2005 [8]. 

1.1.1 Le muscle strié squelettique 

Le muscle strié squelettique compose la majorité des muscles du corps humain. Ce 

tissu musculaire recouvre notre squelette osseux en s 'y attachant via les tendons pour y 

exercer des forces de traction. Que ce soit pour marcher, écrire ou se gratter, que ce soit le 

résultat d'une action volontaire ou non, la grande majorité des mouvements que nous 

accomplissons d'une manière quotidienne sont une résultante de la contraction des muscles 

squelettiques striés. 
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1.1.1.1 La structure du muscle strié squelettique 

La structure du muscle strié squelettique est comparable à celle d'un élastique de 

type bungee. Cet élastique est tout simplement composé d'une foule de petits élastiques qui 

sont regroupés en groupe d'une taille intermédiaire. Par après, chacun de ces groupes est 

regroupé à nouveau pour former un élastique encore plus gros et ainsi de suite. Chaque 

sous-unité est isolée sur toute sa longueur par du tissu conjonctif fibreux avant de former à 

son tour le niveau supérieur d'organisation (Figure 1-2). 

L'unité de base du muscle squelet-

tique est la fibre musculaire, qui est en soi 

une seule cellule multinucléée. Ces fibres 

peuvent mesurer jusqu'à 30 cm de long 

avec un diamètre oscillant entre 10 et 100 

Jlm. Chacune de ces fibres est isolée par 

une couche de tissu conjonctif fibreux que 

l'on appelle l' endomysium. Ensuite, 

plusieurs fibres sont regroupées en un 

faisceau qui lui est isolé à son tour par un 

autre type de tissu conjonctif que l'on 

nomme périmysium. Enfin, les faisceaux 

sont regroupés ensemble pour former le 

muscle qui lui est entouré à son tour par 

l'épimysium. Finalement, il y a une 

dernière structure, que l'on nomme le 

fascia profond, qui vient englober le 

---------------Prioœ 

-----------Tend n 

oyau 

i'l.IIP.~~ .................. ---- Sarcolemme 
.V'Y:]r'JI~----Sarcoplasmc 

yon brille 

T------Myofilament 

muscle et qui le différencie en groupe Figure 1-2: Le muscle strié squelettique 

fonctionnel. Le fascia profond sert égale- Chaque sous-unité du muscle strié squelettique est 
isolée par du tissu conjonctif avant d'être regroupée et 

ment de support pour les systèmes ner- incorporée au niveau supérieur. Figure adaptée de 

veux, lymphatique et circulatoire. 
Tortora 1994 r61. 
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Pour ce qui est de la structure de la fibre musculaire, son organisation est aussi bien 

segmentée que les niveaux précédents. Tout d'abord, en plus de l' endomysium qui isole 

grossièrement les fibres musculaires, chacune d'entre-elles est entourée d'une membrane 

appelée sarcolemme, l'équivalent de la membrane plasmique. L'intérieur de la fibre est 

principalement composé par des myofibrilles alignées parallèlement et qui constituent en 

soi l'élément contractile du muscle. Le sarcoplasme, vient combler les interstices entre les 

myofibrilles et exerce un rôle équivalent à celui du cytoplasme. De plus, il contient 

d'importantes réserves de glycogène ainsi que de la myoglobine, un transporteur 

d'oxygène, qui sont tous deux essentiels lors des dépenses énergétiques. 

Strie A Strie 1 Noyau 
Sarcolerne 

Li~eZ 

1 

1 

Strie 1 
, ,-

r 

Zone claire 
(ou strie H) 

~ 

1 

Strie A 

Sarcomère 

Strie 1 , 
, -, 

l , 
1 LigneM 

Ligne Z 1 Ligne Z 
Filament d 'actine -------+-t- .~ -

Q.9J9 1111111111 .11 1111111111 ( 
Filament de titine --~""---==:-im -

~ 29 / ~;;~~nTi 1 111 ~, 
Filament de myosine 

Figure 1-3: La fibre musculaire en détails 

1 
Ligne M 

La fibre musculaire est caractérisée par une structure hautement répétitive: des filaments épais, la 
myosine, chevauchant partiellement des filaments minces, l' actine, le tout étant retenu par des 
filaments élastiques, la titine. Image adaptée de Marieb et al. 1999 [5]. 
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En ce qui concerne la myofibrille, elle mesure de 1 à 2 !J.m de diamètre et c' est sa 

structure interne qui donne l' apparence striée au muscle squelettique (Figure 1-3). Plus 

précisément, c 'est le chevauchement successif de deux myofilaments, la myosine et 

l' actine, qui provoque cette apparence. La myosine est plus épaisse que l' actine, ce qui 

produit les bandes foncées sur la l11yofibrille que l'on appelle strie A. Les régions compor­

tant uniquement de l' actine, donc d ' apparence plus claires, se nomment strie 1. Comme 

l' actine et la myosine se chevauchent partiellement, les régions de la myosine qui ne se 

superposent pas à l' actine sont d'apparence légèrement plus pâle et se nomment strie H ou 

zone claire. Finalement, la ligne M peut être observée au centre des filaments de myosine, 

tout comme la 1 igne Z au centre des filaments d' actine. 

1.1.1.2 La contraction du muscle strié squelettique 

Une fois la structure de la myofibrille en tête, le principe de contraction d ' un muscle 

est relativement facile à comprendre. Les filaments d' actine ne font que glisser encore plus 

le long des filaments de myosine, ce qui ne fait qu ' augillenter le chevauchement de ces 

derniers. Au niveau des stries, la strie A reste de la même longueur, tandis que les stries H 

et 1 diminuent. Pour ce qui est du principe moléculaire de la contraction, la traction 

qu ' exerce la myosine sur l' actine est explicable en quatre étapes. Premièrement, la myosine 

comporte plusieurs petites têtes (Figure ] -3d) qui lorsque qu 'activées sont forteillent 

attirées vers l'actine. Deuxièmement, une fois liée à l' actine, la tête de myosine se replie sur 

elle-même pour retrouver un état de conforInation plus stable; elle passe de la configura­

tion de haute énergie à celle de basse énergie. Troisièlllement, les têtes de myosine en 

configuration de basse énergie se détachent de l' actine lorsqu ' une nouvelle molécule 

d'adénosine triphosphate (ATP) s'y lie. Quatrièmement, l' hydrolyse de l' ATP permet à la 

myosine de retourner dans sa configuration de haute énergie. Il est ilnportant de garder en 

l11él11oire que ce changement de conformation n' est pas synchronisé, c 'est-à-dire que les 

têtes de l11yosine ne tirent pas toutes en nlême tel11ps sur l' actine COl11me le ferait un groupe 

de rameur. De plus, la même tête de myosine peut tirer plusieurs fois sur l' actine lors de la 

même contraction car ces réactions se font extrêllleillent rapidement. 
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1.1.2 Le muscle strié cardiaque 

Tout comme sa dénomination le laisse deviner, le muscle strié cardiaque compose le 

muscle qu'est le cœur. À l'instar du muscle strié squelettique, son apparence macrosco­

pique au niveau des fibres musculaires recèle plusieurs stries dues aux filaments d'actine et 

de myosine qui se chevauchent de manière répétitive. Cependant, la similitude au niveau de 

l'apparence entre les deux muscles striés s'arrête ici. 

1.1.2.1 La structure du muscle strié cardiaque 

Tandis que le muscle strié squelet­

tique présente des fibres effilées, cylin­

driques et multinucléées, les fibres du 

muscle strié cardiaque sont plutôt 

d'apparence trapue. Leur diamètre maximal 

est le même que les fibres striées squelet­

tiques, soit 1 00 ~m, mais leur longueur ne 

Disque intercalaire 

Noyaux 

Fibres 
musculaires 
cardiaques 

Figure 1-4: Le muscle strié cardiaque 
dépassent guère les 15 mm, comparative- Le muscle strié cardiaque présente une structure 

ment à 30 cm pour leurs homologues sque- plus dense et d'apparence moins organisée que 
son homologue squelettique. Image adaptée de 

lettiques. Aussi, ces fibres semblent toutes Marieb et al. 1999 [5]. 

s'entrelacer les unes avec les autres avec de nombreuses ramifications (Figure 1-4). En fait, 

en suivant le patron de ramification, on s'aperçoit que l'on peut diviser le cœur en deux 

réseaux distincts, où chacune des cellules composant chaque réseau sont anastomosées, 

c'est-à-dire qu'elles communiquent entre-elles. Le premier réseau est celui des oreillettes et 

compose la partie supérieure du cœur. Le second, quant à lui, compose la partie inférieure 

du cœur et regroupe les deux ventricules. De plus, les jonctions entre les cellules muscu­

laires du cœur, les cardiomyocytes, présentent des disques intercalaires qui ont pour princi­

pale rôle d 'assurer une transmission directe des influx nerveux. Il n'y a qu'un seul noyau à 

l'intérieur de chacune des fibres, comparativement au muscle strié squelettique qui peut 

compter plusieurs milliers de noyaux dans une seule fibre. 
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1.1.2.2 La contraction du muscle strié cardiaque 

Le même principe physique de glissement entre l'actine et la ITIyoslne régit le 

muscle strié cardiaque. Cependant, la régulation de la contraction ainsi que la transmission 

de l' influx nerveux au niveau du cœur sont beaucoup plus complexes. Il existe même 

certaines cellules cardiaques qui ont le potentiel de s'exciter elles-mêmes et qui sont à la 

base du principe d'automatisme cardiaque. Aussi , l' onde de dépolarisation créant la con­

traction des cardiomyocytes est beaucoup plus dirigée que celle du muscle strié squelet­

tique. En effet, il y a certains centres de contrôle sur cette voie servant à moduler la vitesse 

de propagation pour faire en sorte que la pompe qu ' est le cœur fonctionne à merveille. 

1.1.3 Le muscle lisse 

Outre le cœur, la plupart de nos organes internes qui ont besoin de se contracter le 

font grâce à des muscles lisses. Parmi ces organes, on retrouve les artères, l' utérus, les 

intestins, la vessie et les organes des voies respiratoires. 

1.1.3.1 La structure du muscle lisse 

Les fibres musculaires lisses sont d'apparence fusiforme et elles sont généralement 

COITIposées d' un seul noyau. Présentant une longueur variant entre 100 et 500 J.lm ainsi 

qu ' un diamètre se situant entre trois et six lTIicrolTIètres, ces fibres sont beaucoup plus 

petites que leurs homologues striés. Au niveau de l' apparence macroscopique, il n'y a pas 

de sarcomères visibles COmlTIe dans les fibres striées; elles sont plutôt agencées en biais. 

Généralement, ce type de muscle est disposé en deux couches: une dans le sens de l' organe 

et une autre perpendiculaire permettant ainsi d' agir sur la disposition de l'organe. Le 

muscle lisse se subdivise en deux sous-types: les ITIuscles lisses unitaires, aussi appelé 

muscles viscéraux, et les muscles lisses ITIulti-unitaires. Les muscles lisses unitaires sont 

disposés en réseau avec un systènle de comlTIunication de type jonction ouverte rel iant 

chacune des cellules et permettant à ces dernières de battre de manière synchrone. Les 

muscles lisses ITIulti-unitaires, quant à eux, sont composés de fibres ITIusculaires indépen­

dantes, sont en moins grand nOITI bre et se retrouvent à la base des poi Is, à l' intérieur de 

l'œil ainsi qu ' au niveau des grandes artères et des voies respiratoires. 
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1.1.3.2 La contraction du muscle lisse 

La contraction du muscle lisse est de type involontaire. Ainsi , un influx nerveux du 

système autonome, certaines hormones ou tout simplement des facteurs locaux peuvent 

provoquer la contraction de ces derniers. Au niveau de la contraction, elle est généralement 

plus lente qu ' au niveau des fibres striées. 

1.2 La myogenèse du muscle strié squelettique 

Au niveau du développement embryonnaire, les muscles striés squelettiques pro­

viennent des somites du mésoderme para-axial. Plusieurs facteurs distinctifs viennent jouer 

lors de la détermination du myotome via des sécrétions et des gradients de plusieurs fac­

teurs de transcription. Panni les plus importants, on cOlnpte la sécrétion de Wntl et Wnt3a 

par la partie dorsale du tube neural et la basse sécrétion de Sanie hedgehag (Shh) par sa 

partie ventrale en agencement avec la sécrétion par la lame latérale de BMP4 et de FGF5 

[13-15]. Une fois ces molécules secrétées, les cellules du Inyotome vont produire Pax3 ou 

Myf5 , dépendamment si ces cellules sont situées au niveau de l' hypomère, à l' origine des 

muscles des flancs et des membres, ou si ces cellules sont situées au niveau de l' épimère, à 

l' origine des Inuscles dorsaux [16, 17]. Une fois Pax3 ou Myf5 produit, ils vont activer le 

gène MyoD qui caractérise les cellules musculaires: les myoblastes. En présence de fac­

teurs de croissance comlne le FGF, les Inyoblastes se divisent sans cesse par mitose. Aussi­

tôt que certains de ces facteurs viennent à manquer, les myoblastes cessent de se diviser et 

secrètent de la fibronectine au niveau de la matrice extracellulaire et y adhèrent via leur 

u5Bl intégrines [18, 19]. Ensuite, les myoblastes s' alignent les uns à la suite des autres à 

l' aide de plusieurs cadhérines et fusionnent grâce à certaines Inétalloprotéinases pour 

former des Inyotubes et l' apparition de vaisseaux sanguins complète leur Inaturation en 

fibre musculaires. Il est à noter que ce n' est pas toutes les cellules du Inyotome qui vont se 

différencier en nlyoblastes ; une sous-population , appelée cellule satellite, va rester quies­

cente au niveau de la lame basale du muscle et interviendra éventuellement au niveau dela 

régénérescence musculaire. 
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1.3 La régénération musculaire 

Lorsque nous sol1icitons trop fortement nos muscles, des fibres musculaires sont 

endolnmagées et nécessitent une réparation imméd iate afin d' accompl ir efficacement leurs 

divers rôles. Même pour des bris de grandes alnplitudes, les muscles squelettiques striés 

sont capables de se régénérer d' eux-mêlnes. Aussitôt le dommage fait à la cellule, le méca­

nislne de régénération des fibres musculaires se met en branle et se compose de deux étapes 

bien distinctes: la phase dégénérative et la phase régénérative [20, 2]]. 

1.3.1 La phase dégénérative 

Aussitôt qu'une fibre Inusculaire est endommagée, l' intégrité de la membrane cellu­

laire est compromise et une perméabilité est ainsi créée. Dans un premier temps, cette 

brèche entre le cytoplasme et le Inilieu extracel1ulaire cause la perte du gradient de calcium 

intracel1ulaire. Cette entrée massive de calcium au niveau de la cellule provoque ainsi 

l' activation de la calpaïne [22, 23] , qui à son tour engendre une réorganisation du cytosque­

lette [24]. Aussi , la calpaïne, via certaines activités protéolytiques, aggravera la dégénéres­

cence musculaire [22, 25]. Dans un deuxièlne temps, la perméabilité de la membrane de la 

fibre Inusculaire permet la libération de phosphocréatine kinase (PCK). Une fois dans le 

milieu extracellulaire, la PCK sérique peut servir d ' indicateur du taux de bris musculaire 

systélnique et ainsi être utilisée cOlnme agent corrélateur de certaines maladies dégénérati­

ves musculaires telles les dystrophies [26-28]. Finalement, la phase dégénérative est carac­

térisée par l' arrivée de cellules du système immunitaire. Tout d' abord , les macrophages 

résidents sont activés et secrètent des Inolécules pro inflmnnlatoires qui attireront à leur 

tour une série d' autres cellules du système iJnmunit~ire cOlnme les neutrophiles [29, 30]. 

Ces cellules ont comme rôJe principal de phagocyter les débris cellulaires et pourraient 

également participer à J'activation des cellules satellites nécessaires pour la réparation du 

lnuscle [31 , 32]. 
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1.3.2 La phase régénérative 

Une fois que les cellules endomJnagées ont commencé à être nettoyées par le systè­

me immunitaire, le tissu musculaire commence à se réparer via certains signaux émis par 

les cellules du système immun. La première étape de cette phase consiste à sortir les cellu­

les satellites de leur latence au niveau du site nécessitant réparation pour qu 'elles commen­

cent à se Inultiplier activement. Cette étape est très similaire à celle rencontrée lors de la 

myogenèse. Suite à leur prolifération , les cellules se différencieront en myocytes avant de 

fusionner entre elles ou avec des myotubes déjà présents au site du bris [20]. Une fois cette 

étape tenninée, la fibre regagne graduellement sa grosseur et retrouve sa fonctionnalité. 
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Chapitre 2 : La dystrophie musculaire de Duchenne 

Comme n' iInporte quelle . partie du corps humain, les muscles peuvent être affectés 

par une multitude de troubles ou d ' affections appelés myopathies. D 'ordre génétique à 

transmission dominante ou récessive, en passant par les myopathies acquises, un simple 

dérèglement musculaire peut avoir d ' importantes répercussions au niveau physiologique. 

Un des sous-ensembles des myopathies est appelé dystrophie musculaire et regroupe une 

foule de maladies distinctes, mais toutes caractérisées par une faiblesse ainsi qu ' une dégé­

nération progressive du tissu musculaire squelettique [33]. A vec une prévalence de 1 :3200 

chez les garçons, la dystrophie musculaire de Ouchenne (OMO) est la myopathie infantile 

la plus répandue. 

2.1 Historique de la DMD 

Attribuer le mérite des prelnières observations décrivant des signes cliniques asso­

ciés aujourd ' hui à la DMO est une chose complexe. Le nombre de chercheurs en cause est 

très grand et les dates auxquelles ces observations ont été faites se chevauchent partielle­

Inent. Tout d ' abord , en 1836, deux chercheurs italiens, G. Conte et son assistant L. Gioja, 

ont écrit un article portant sur deux frères présentant une faiblesse progressive des jambes 

ainsi que des signes d ' hypertrophie musculaire [34]. Dans cette étude, les auteurs citent les 

travaux d ' un médecin italien, Giovanni Semmola, qui aurait décrit brièvelnent ces mêmes 

frères en 1829 et qui serait donc le prelnier à avoir présenté officiellement des travaux 

scientifiques sur cette pathologie. Malheureusenlent, cette citation est la seule trace à ce 

jour de cet article qui denleure autrement introuvable [9]. S' il existait, ce rapport devance­

rait d ' un an celui de Sir CharIes Bell , qui a décrit en 1830 un autre cas clinique associable à 

la OMO dans un de ses ouvrages sur le système nerveux humain [35]. Cependant, selon le 

professeur Alan Emery, autant les études de Semmola, de Bell ou de Conte ne sont pas 

assez exhaustives pour que leurs auteurs soient considérés comlne père de la OMO [36]. La 

première véritable étude aurait été publiée en 1851 par un médecin anglais du nom 

d' Edward Meryon [37]. Dans cette étude, Meryon en est venu à la conclusion que la fai­

blesse nlusculaire progressive était corrélée à d ' une destruction du tissu musculaire au 

niveau sarcolemmique, ce qui est aujourd ' hui une caractéristique importante de la OMO. 



Approximativement dans les mêmes 

années que Meryon publiait son article sur 

la dégénération des muscles volontaires, un 

neurologiste français appelé Guillaume­

Benjamin-Amand Ouchenne de Boulogne­

sur-Mer (Figure 2-1), considéré par certains 

comme étant le fondateur de la neurologie, 

s ' intéresse au même sujet. Ses publications 

sur cette pathologie arrivent toutefois près 

d ' une décennie après la première publica­

tion de Meryon , soit en 1861 [38]. Cepen-

dant, tandis que Meryon croit que l' origine 

de cette pathologie est nutritionnelle, pour 

ensuite suspecter une origine au niveau de Ja 

moelle épinière, Ouchenne croit plutôt que 

l' origine de cette pathologie est cérébrale et 

lui donne Je nom de « paraplégie hypertro­

phique de l' enfance» [9]. En 1868, suite à 

Figure 2-1: Guillaume Duchenne effectuant 
une stimulation électrique 
Duchenne est un pionnier dans l' utilisation de 
l' électricité COl11me instrUlllent d'expérimenta­
tions. Il s 'en sert pour stillluler avec précision 
un seul faisceau l11uscu]aÎre à la fois. 

des études hi stologiques plus poussées, Ouchenne se ravise et conclut plutôt à une origine 

musculaire [39]. Ensuite, il a décrit la fibrose ainsi que l' adipose caractérisant la DMO et il 

commence aussitôt à chercher différentes approches thérapeutiques tels les massages, 

l'hydrothérapie ainsi que les stimulations électriques [40]. Une des principales raisons 

pourquoi cette maladie ne s' appelle pas la dystrophie musculaire de Meryon, c ' est que l' on 

retrouve à l'intérieur des diverses publications de Ouchenne une revue de littérature très 

exhaustive relevant en détai 1 les moindres différences entre la pathologie qu ' il décrit et 

celle de Meryon; il disait que Meryon décrivait une simple atrophie musculaire et non une 

maladie [9, 39]. De plus, les études cliniquesde Duchenne étaient beaucoup plus poussées 

au niveau étiologique que les autres de l' époque. 
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Il faut également Inentionner les travaux du Britannique Richard Partridge qui a dé­

crit un cas pathologique en ] 847 sur la dégénération des muscles volontaires et leur trans­

formation en tissus adipeux [41]. De plus, il ne faut pas passer sous silence les travaux 

datant de 1853 accomplis par un autre Anglais du nom de William J. Little. Ce dernier a 

étudié certains cas pathologiques que Meryon avait également décrits quelques années 

auparavant [42]. Finalement, la tentative de classement des diverses dystrophies effectuée 

par le neurologue allemand Wilhem H. Erb est digne de mention [43]. 

2.2 La pathophysiologie de la DMD 

La DMD affecte en moyenne une naissance mâle 

sur 3200 tout autour du Inonde [44]. Cette maladie est 

causée par une mutation surie chromosome X inhibant la 

production d' une protéine: la dystrophine [45]. Sans cette 

dernière, il n ' y a plus de liaisons entre la matrice extracel­

lulaire et le cytosquelette d ' actine des fibres musculaires 

fragilisant ainsi le Inuscle [46, 47]. Généralement, c ' est une 

femme porteuse qui transmet son chrolnosome atteint à son 

fils , mais le tiers des nouveaux cas est causé par une 

nouvelle mutation [48, 49]. Durant les trois prem ières 

années de vie, il n' y a pas vraiment de manifestations 

externes de la maladie. Cependant, un léger retard de 

croissance ainsi qu ' un taux élevé de PCK sérique sont 

détectables [50]. Vers l' âge de cinq ans, l' enfant présentera 

certaines difficultés nl0trices et aura tendance à utiliser ses 

membres supérieurs pour s' aider à se relever. Cette Inan­

œuvre a été décrite pour la prelnière fois en 1886 par 

William R. Gowers et elle porte son nom (Figure 2-2) [51]. 

"-

La dégénérescence musculaire va progresser, affectant Figure 2-2: M·anœuvre de Gowers 
Figure tirée de Tyler 2003 [9]. préférentiellelnent les muscles proxilnaux que distaux, 

ainsi que les régions inférieures plutôt que supérieures [52, 53]. 
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L' utilisation d ' une chaise roulante devient gé­

néralement nécessaire vers l' âge de 10 ans, où seule­

ment 14% des patients dystrophiques sont capables de 

gravir les marches d' un escalier [54]. Dans les mêmes 

âges, la masse musculaire des membres supérieurs 

ainsi que celle du tronc commencent à faibl ir de plus 

en plus. Après la perte des facuItés ambulatoires, 75 à 

900/0 des patients développeront une scoliose tel que 

démontré dans les dessins originaux de Ouchenne 

(Figure 2-3) [55]. Une pseudo-hypertrophie de cer­

tains muscles peut être observée suite à la fibrose 

ainsI qu ' à l' adipose. Par la suite, la dégénérescence 

musculaire continue pour atteindre les muscles 

intercostaux ainsi que le diaphraglTIe, obligeant dans 

plusieurs cas le patient à utiliser une assistance Figure 2-3: Joseph Sarrazin, premier 

respiratoire au début de la vingtaine. À ce stade patient de Guillaume Duchenne 
Dessin inspiré d ' une photographie. 

avancé, bien des muscles contiennent peu de fibres Image tirée de Tyler 2003 [9]. 

musculaires et les capacités motrices sont quasi absentes. Le patient décède généralement 

dans la vingtaine, le plus souvent suite à une défaillance respiratoire et dans une moins 

grande proportion suite à une défaillance cardiaque [56]. 

Étant donné le développelTIent rapide de la maladie ainsi que sa liaison au chromo­

SOITIe X, les probabilités qu ' une femme soit atteinte sont presque nulles; il faudrait que le 

patient dystrophique, rivé à sa chaise roulante, ait une relation avec une femme porteuse de 

la OMO et que cette dernière tran smette son allèle atteinte. Cependant, l' expression de la 

OMO peut se faire chez la felTIITIe lorsque liée à une autre pathologie comme le syndrome 

de Turner [57] , une translocation autosomale du chromosonle X [58-60] ou bien encore une 

inactivation du chrolTIosolTIe X [61]. 
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2.3 La dystrophine 

La dystrophine, protéine « mal nommée », porte son nom du fait que son absence 

est spécifique de la DMD. Les premiers scientifiques s' attaquant à cette myopathie 

croyaient que cette pathologie tirait en partie son origine d ' un trouble alimentaire. Ainsi , le 

terme dystrophie est issu de « dus » (en grec) : difficulté, manque et de « trophe » (grec 

égalelllent) : nourriture. Par la su ite, les appellations « dystrophie» et « dystrophine » n ' ont 

jamais été remises en question. 

2.3.1 Le gène de la dystrophine 

Après l' avènement des outils récents en génomique, plusieurs équipes de recherche 

COl11mencent rapidement à suspecter que la DMD est une maladie génétique en lien avec les 

chromosomes sexuels puisque cette pathologie affecte presqu ' uniquement les hommes. De 

plus, étant donné 'que les homllles atteints par la DMD ne se reproduisent pas, le chromo­

some X est d ' autant plus suspecté. Ainsi, sa position surie bras court de ce dernier est 

suggérée dès 1979 par l' équipe de Lindenbaum [60]. Cependant, on devra attendre en ] 986 

avant que l' équipe de Louis M. Kunkel identifie formellement le gène causant la DMD au 

niveau du locus Xp21.2 [62] et cette mêl11e équipe caractérisera ce gène plus en détail 

l' année suivante [63-65]. A vec ses 2,4 mégabases (Mb), le gène de la dystrophine est 

actuellement le gène le plus long jamais caractérisé [10]; il se compose de 79 exons, tous 

séparés par des introns allant jusqu 'à 200 kilobases (kb). Uniquement 0,6% du gène code 

pour l'ARNrn , ce qui fait quand l11êllle un ARNm d' un peu plus de 14 kb. Plusieurs épissa­

ges alternatifs peuvent se produire au niveau de l'ARN pré-messager et on compte actuel­

lement au moins sept promoteurs spécifiques à certains tissus (Tableau 2-1) [66, 67]. Ainsi , 

on retrouve de la dystrophine au niveau du cortex cérébral [68-70] , dans les cellules de 

Purkinje [71] , dans les cellules gliales [72-74] , dans les cellules de Schwann [75] et dans 

plusieurs autres organes [76-78]. 
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Tableau 2-1: Les différentes isoformes de la dystrophine 

63-79 Ubiquitaire 

Tableau créé à partir de [70, 71 , 75, 76, 79-85] 

2.3.2 La protéine 

Composée d'un total de 3685 acides aminés (AA) lui conférant le respectable poids 

moléculaire de 427 kiloDalton (kDa), la dystrophine est la deuxième plus grosse protéine 

humaine, loin derrière la titine [86]. Au niveau musculaire, on retrouve cette protéine en 

position sub-sarcolemmique et sa fonction principale est de relier les filaments d'actine du 

cytosquelette à la matrice extracellulaire via son complexe protéique associé. Cette protéine 

se divise en quatre domaines distincts ayant chacun leurs fonctions (Figure 2-4). 

En partant de la partie amino-terminale, le premier domaine est celui de liaison à 

l'actine et se compose des premiers 220 AA [10]. De plus, cette section de la protéine 

démontre une grande homologie avec les régions de liaison à l' actine des protéines de la 

famille des spectrines ainsi que de celle de l' a-actinine [87, 88]. 

Le deuxième domaine de la dystrophine se compose des AA 338 à 3055 et consiste 

en 24 répétitions d'une sous-unité similaire à la spectrine. Chacune de ces sous-unités 

possède environ 110 AA et est formée de trois hélices antiparallèles. Au niveau macrosco­

pique, cette partie de la protéine est en forme de bâtonnet et des analyses en microscopie 

électronique ont démontré qu'elle mesurait entre 110 et 170 nanomètres (nm) [10]. 
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Figure 2-4: Représentation moléculaire de la dystrophine 
La dystrophine se divise en quatre sous-domaines et mesure jusqu'à 170 nm. Cette protéine est très conservée entre 
les différentes espèces, mais le nombre de spectrines peut quant à lui varier. Image adaptée de Roberts 2001 [10]. 

Le troisième domaine de la protéine est la région riche en cystéines et se compose 

des AA 3056 à 3354. Cette section est très importante au niveau de la fonction de la dys­

trophine, car c ' est elle, avec l ' aide de l'extrémité 5' de la quatrième portion, qui assure le 

lien entre la dystrophine et le complexe glycoprotéique associé [89-91]. Elle est une région 

hautement conservée au sein des molécules de la famille de la dystrophine et elle se subdi­

vise en trois autres sous-domaines. Le premier s'appelle WW et il est essentiellement 

composé de feuillets B. Il tient son nom de la présence de deux résidus tryptophanes dans sa 

courte séquence de 40 AA. Le second sous-domaine est la main EF et se compose de quatre 

motifs en épingles à cheveux d'hélices u. Finalement, il yale sous-domaine ZZ qui 

s'appelle ainsi puisqu'il a la capacité de lier certains ions Zn2+, mais la fonction précise de 

ce dernier domaine reste encore inconnue [92]. 

Le quatrième domaine de la dystrophine est la région carboxy-terminale et com­

prend les résidus aminés 3355 à 3685. Cette section de la dystrophine ne semble pas essen­

tielle au niveau musculaire tel que démontré dans plusieurs expériences chez la souris ainsi 

que chez certains patients présentant des mutations rares [93]. Son extrémité 5' est compo­

sée d'hélices u et peut servir de liaison à certaines protéines cytoplasmiques [94]. Pour ce 

qui est de son extrémité 3', elle ne semble pas avoir de fonction bien définie. Cette section 

de la dystrophine peut avoir plusieurs épissages alternatifs surtout au niveau des tissus non­

musculaires. 



2.3.3 Le complexe associé 

Le complexe associé est un 

regroupement de 18 protéines distinc­

tes faisant le lien entre la dystrophine, 

en position subsarcolemmique, et les 

filaments d ' actine de la matrice 

extracellulaire [95]. Plus spécifique­

ment, les protéines composant le 

complexe associé sont: la laminine­

a2 (mérosine), les dystroglycans (a et 

~) , les sarcoglycans (a, ~ , 8, E et y), la 

sarcospan, la dystrobrévine, les 

syntrophines (al , ~ 1 et ~2), la « ni/ric 

oxyde synthase» (NOS), la kinase 

LGMD 

2e 

. 
/' Dystmphine 

DMD~ 
BMD 

Figure 2-5: Le complexe glycoprotéique associé à la 
ne/threonine» (MAST) de 205 kDa, dystrophine 

associated « microtubule seri-

Le complexe glycoprotéique associé à la dystrophine est 
la syncoiline, la calvéoline-3 ainsi composé de 18 protéines et lie la dystrophine à la matrice 

que le «growth factor receptor- extracellulaire. Image adaptée de Stephan 2007 [7]. 

bound protein 2» (Grb2) [7] (Figure 2-5). L' absence d'une seule protéine au sein de ce 

complexe peut avoir de graves répercussions au niveau physiologique en provoquant par 

exemple d 'autres types de dystrophies musculaires (Chapitre 2.7). 
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2.4 Les modèles animaux dystrophiques 

De nos jours, il y a trois types de modèles animaux n ' ayant aucune expression de 

dystrophine qui sont à la disposition des équipes de recherche. Ces modèles sont la souris 

« museular dystrophy X-linked» (MDX), le chat « hypertrophie feline museular dystro-

phie » (HFMD) ainsi que le chien « Golden Retriever museular dystrophie» (GRMD). 

2.4.1 La souris MDX 

La souris MDX a été découverte tout à fait par hasard en 1 984 par l' équipe de Gra­

hame Bulfield suite à une série d ' observations dénotant entre autres un taux sérique de 

PCK anormalement élevé chez une souris C57Bl/I0JScSn [96]. De plus, ce taux sérique 

élevé de PCK était corrélé avec une mutation sur le chromosome X laissant présager une 

homologie de Illutation avec le gène de la dystrophine humaine. Cependant, ce n ' est que 

quelques années plus tard , lors de la découverte du gène de la dystrophine humaine, que 

l' on a pu confirmer officiellelllent cette théorie [63]. Plus précisément, la mutation chez la 

souris MDX est une mutation ponctuelle non-sens qui amène une thymine au lieu de la 

cytosine au niveau de la 3185e paire de nucléotides du chromosome 23 [97-99]. Cette 

Illutation tranSfOrtlle ainsi un codon glutamine (CAA) par un codon stop (TAA), menant à 

l' arrêt prélllaturé de la traduction de la dystrophine pleine longueur (Dp427), qui sera 

rapidelllent dégradée. Il est à noter que cette mutation n' affecte aucunement les autres 

isoformes de la dystrophine (Dp260, Dp140, Op 116 et Dp71) [100]. . 

Au niveau phénotypique, la souris MDX est plus ou moins un bon modèle car elle 

n' est que très peu affectée par l' absence de la dystroph ine; aucune amyotrophie n' est 

notable avant 18 mois et sa prise de poids est comparable à celle de souris témoins [101-

103]. De plus, leur faiblesse musculaire est très minime et controversée; certains scientifi­

ques dénotent une faiblesse musculaire transitoire en bas âge [98, 104], d ' autres ne voient 

une différence qu 'à partir de 16 Illois [] 05, 106] ou 20 mois [107] , tandis que d ' autres n' en 

voient pas du tout [108, 109]. Finaleillent, la seule différence notable autre que le taux élevé 

de PCK dans la prem ière année de vie est une espérance de vie se situant entre 20 et 24 

IllOis, cOlllparativement à 30 mois pour une souris saine [26, 106, 110]. 

2] 
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Avec les années et l'élaboration d ' outils génétiques récents, une foule de souris dys­

trophiques ont été créées par mutagenèse chimique. La plupart de ces modèles ont un 

phénotype clinique et lésionnel similaire à la MDX (Tableau 2-2). 

Tableau 2-2: Survol de différents types de souris MDX 

Transition T vers A dans 
0 0 0 0 0 

l'intron 65 

Transition C vers T dans 
0 l'exon 53 

Délétion de 53 paires de 
0 l l l l Identique à la MDX 

bases dans l'exon 10 10x plus de fibres révertantes 

Souris KO sur l'exon 52 0 1 1 Identique à la MDX 
10x plus de fibres révertàntes 

Délétion des exons 71 à 
0 ??? ??? ??? ??? Asymptomatique 

74 & sans lésion 

Délétion des exons 64 à ??? ??? ??? ??? Sévère 
67 

Délétion des exons 68 à 
0 ??? ??? ??? ??? Identique à la MDX 

70 

Double-déficience 
0 ??? ??? Similaire à celui de la DMO 

dystrophine et utrophine 

Double-déficience 
0 ??? ??? ??? ??? Sévère 

dystrophine et MyoD 

Double-déficience 
0 0 0 0 0 Similaire à celui de la DMD 

dystrophine et U 

Double-déficience 
0 l l l l Identique à la MDX 

dystrophine et nNOS 

Tableau créé à partir de [100, 111-125] 



2.4.2 Le chat HFMD 

La myopathie hypertrophique féline est, comme son nom l' indique, caractérisée 

principalement par une hypertrophie. À ce jour, uniquement trois populations dystrophino­

pathes ont été identifiées dont deux chats mâles castrés sans aucune descendance connue 

[126]. Une autre population est à l ' origine de la seule lignée bien établie et ne présente 

aucune expression de la dystrophine [I 27]. Les causes génétiques de cette myopathie féline 

ne sont pas encore bien comprises, mais nous savons que l ' origine de cette pathologie n 'est 

pas une délétion [126]. Une dernière population de chat HFMD à été découverte au milieu 

des années I990 et se présente par une délétion spontanée de 200 kb au niveau du promo­

teur PM et Pp de la dystrophine, inhibant ainsi son expression au niveau du muscle et du 

cervelet (cellules de Purkinje) [128]. 

Au niveau phénotypique, il n 'y a pas vraiment de faiblesse musculaire présente chez 

les animaux, mais une hypertrophie généralisée est notable. De plus, un épaississement de 

la langue, une rigidité cervicale et certains troubles locomoteurs peuvent survenir [129, 

130]. Au niveau de l' apparition des prenliers signes cliniques, l ' âge varie entre deux et21 

Inois selon les différentes équipes de recherche [I 26, I30, 131]. La différence des symptô­

mes entre le chat et les patients OMO, les différences de coûts engendrées par l ' achat et 

l' hébergement, en cOlnbinaison avec la rareté des animaux, font que ce modèle n ' est que 

très peu utilisé pour la recherche . 

. 2.4.3 Le chien GRMD 

Les différents modèles canins atteints de dystrophinopathie sont actuellement les 

plus proches de la fOrlne humaine de la DMO. À l' origine, la maladie a été observée chez 

un Golden Retriever mâle vers la fin des années 80 [132, 133]. Par la suite, différentes 

colonies ont émergé à partir de cet individu en le croisant avec d ' autres Golden Retrievers 

ou bien avec des Beagles pour diminuer la taille des chiens [133, ] 34]. Depuis ce temps, 

une dystrophinopathie a été observée chez d ' autres races de chiens tels le Rottweiler, le 

Samoyède, le Terrier ainsi que le Pointer [7, 135, 136]. 
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Chez le Golden Retriever, la maladie a très bien été caractérisée. Au niveau généti­

que, c 'est une mutation d' un G vers un A au niveau de l' intron six qui engendre une absen­

ce de l' exon sept dans l'ARNm changement ainsi le cadre de lecture et aboutissant à un 

codon-stop au niveau de l' exon huit. Ainsi, un ARNm tronqué et instable est produit, 

correspondant à la partie amino-terminale de la protéine [] 37-]4]]. En ce qui concerne la 

pathophysiologie de la maladie, elle se concrétise dès la naissance par un taux sérique de 

PCK élevé. Entre huit et dix semaines, le chiot se fatigue très rapidement et présente une 

démarche anonnale : rigidité des membres, foulées courtes, démarche en « sauts de lapins » 

[]42, ]43]. De plus, les aboiements sont de faible intensité etil leur est impossible d' ouvrir 

complètelnent la mâchoire. Par la suite, les signes cliniques s' aggravent progressivement 

jusqu ' à l' âge de six mois avant de se stabiliser. Finalelnent, une euthanasie est générale­

ment nécessaire avant l' âge de deux ans suite à une insuffisance cardiaque terminale [142] 

ou bien suite à une pneumonie [132]. 

Comlne Inentionné précédemment, les chiens dystrophiques sont d 'excellents modè­

les d ' étude pour la OMO. Cependant, les coûts d 'exploitation tels l' achat, l' hébergelnent et 

les soins spéciaux font en sorte que cet outil de travail n'est pas à la portée de toutes les 

équipes de recherche. Ainsi , ce modèle va être principalement utilisé au niveau des proto­

coles pré-cliniques. 

2.5 Les principales thérapies non-cellulaires 

À ce jour, aucune thérapie ne permet d'end iguer ou de ralentir efficacement 

l'évolution de la pathologie de la OMO. Les seuls traitements actuels sont d ' ordre palliatif 

et visent à faciliter la vie des patients. Par exemple, il peut y avoir l' utilisation d' une canne, 

la physiothérapie, une chaise roulante, une assistance respiratoire, etc. De plus, des opéra­

tions chirurgicales peuvent être envisagées dans certains cas, comme ceux des lordoses 

pathologiques où l'on fixe une tige métallique à la colonne vertébrale dans le but d 'éviter 

les affaisselnents [47]. En ce qui concerne les diverses thérapies envisageables dans un 

avenir quelconque, on cOlnpte les thérapies phannacologique, génétique et cellulaire. 
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2.5.1 La thérapie pharmacologique 

2.5.1.1 Les glucocorticoïdes 

Actuellement, certains médicaJl1ents anti-inflammatoires pourraient aider à ralentir 

la progression de la maladie. À l' origine, certaines études tendaient à démontrer qu ' une 

hormone de type glucocorticoïde, la prednisone, permettrait de prolonger d ' environ deux 

ans la durée de marche des patients. Le mode d ' action de ces anti-inflamJnatoires sur cette 

pathologie n ' est pas très bien établi , mais une réduction de l' inflammation musculaire 

chronique réduisant significativelnent l' infiltration de tissus cicatriciels est une théorie bien 

acceptée [144, 145]. Par après, ce sont deux dérivés de cette drogue, le Déflazacort et la 

prednisolone, qui se sont avérés proJnetteurs en présentant moins d ' effets secondaires ainsi 

que des résultats encourageants chez la souris MDX [146-150]. Cependant, même si les 

effets secondaires sont dÏJl1inués et admissibles d ' un point de vue clinique avec ces deux 

drogues, les effets résultant d ' une administration continue sur une longue période n ' ont 

jall1ais été évalués [151 , 152]. 

2.5.1.2 Les antibiotiques 

Un autre traitement pharmacologique possible est l ' utilisation de certains antibioti­

ques ayant la capacité d ' interférer avec divers processus génomiques de la cellule. En effet, 

certains dérivés de la gentaJl1icine, appelés aminoglycosides, produisent une « relaxation» 

au niveau de l' ARNm, permettant de passer outre un codon-stop lorsqu ' administrés en dose 

Jl1assive. Ce phénomène permettrait de restaurer entre 10 et 20% d ' expression de la dystro­

phine chez la souris [153 , 154]. Plus réceJl1ment, la cOJl1pagnie PTC Therapeutics a mis au 

point une nouvelle 11101écule ayant des propriétés sill1ilaires, la PTC124. Selon les estimés 

initiaux de la cOJl1pagnie, il existe 2400 maladies génétiques différentes induites par une 

111utation non-sens chez un pourcentage significatif de patients. Actuellement, plusieurs 

études cliniques ont été effectuées et une phase 2b devrait voir le jour au début de 2009 

[155 , 156]. 
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2.5.1.3 La myostatine 

Une autre thérapie pharmacologique en­

visageable utilise le système de la myostati­

ne/follistatine [157-159]. La myostatine est une 

protéine appartenant à la grande famille des 

«transforming growth factor f3» (TGF -~) qUI 

inhibe la prolifération ainsi que de la division des 

myoblastes [160-162]. La follistatine ainsi que 

les «follistatine related proteins» (FLRP), 

quant à elles, sont des antagonistes de la myosta­

tine qui se lient directement à elle, créant ainsi 

un encombrement stérique [163, 164]. Dans la 

nature, il est relativement fréquent que des 

animaux aient une mutation au niveau du gène 

de la myostatine, ce qui inhibe toute production 

de cette protéine et créant du coup une hypertro­

phie musculaire généralisée [165-167] (Figure 

2-6). Chez l'homme, seulement deux cas ont été 

officiellement recensés, un en Allemagne et un 

aux États-Unis, démontrant également une 

hypertrophie malgré le bas âge des deux garçons 

[168]. Il a déjà été démontré chez la souris MDX 
Figure 2-6: Un chien sans myostatine 

que tant l'utilisation d'anticorps bloquants Ce« Bully Whippet» a une double mutation 
au niveau du gène de la myostatine causant 

dirigés contre la myostatine que l'injection de une hypertrophie très prononcée. Image 

follistatine ou de FLRP pourraient favoriser une adaptée de Westad 2007 [4]. 

hypertrophie musculaire menant à une amélioration fonctionnelle [169]. De plus, diverses 

expériences menées dans notre laboratoire ont démontré qu'une surexpression de follistati­

ne favorisait significativement le succès de greffe de myoblastes chez des souris MDX 

[170]. Évidemment, cette approche thérapeutique ne restaure pas à elle seule l'expression 

de la dystrophine, mais elle pourrait être utile en combinaison avec la thérapie cellulaire. 
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2.5.2 La thérapie génique 

La thérapie génique est une technique thérapeutique qui consiste à introduire dans 

l' organisme un gène préparé en laboratoire, en vue de traiter notamment des maladies 

génétiques, des cancers, des infections, etc. [171]. Ainsi , dans le cas de la DMD, plusieurs 

équipes de recherches tentent d ' introduire la dystrophine, ou un des homologues fonction­

nels, afin de restaurer en partie ou totalement l' expression de la dystrophine au niveau 

l11usculaire. Chez la souris, il a déjà été démontré qu ' une restauration à 70% de la dystro­

phine pleine longueur éliminait quasiment tous les signes pathologiques et rétabli ssait le 

complexe associé [172, 173]. Cependant, il est très difficile de provoquer l' expression 

systémique de la dystrophine sans effets secondaires indésirables, mais une foule de techni­

q ues prollletteuses sont présentement à l'étude. 

2.5.2.1 Les AA V 

Actuellelllent, une des approches virales les plus intéressantes utilise des « adeno-

associated virus» (AA V), qui sont à l' origine des petits virus à ADN non-pathogènes. Par 

le biais du génie génétique, ces virus sont dépourvus de tout gène viral et peuvent servir de 

vecteur pour amener le matériel génétique souhaité à l' intérieur des cellules. Ce type de 

virus est intégratif et les sérotypes 1, 6 et 8 ont une excellente capacité d ' infection muscu­

laire, et ce l11algré une injection systémique [174-176]. Cependant, la capacité 

d ' encapsidation est limitée à environ 5 kb, ce qui est insuffisant pour la dystrophine pleine 

longueur, mais assez pour un de ses homologues tronqués: la micro-dystrophine avec ses 

3,8 kb [177-179]. L' injection d'un AAV-micro-dystrophine chez la souris MDX a donné 

. des résultats très intéressants en infectant presque tous les muscles striés squelettiques ainsi 

qu ' une certaine proportion du muscle cardiaque, rétablissant ainsi l' expression d ' une 

protéine très similaire à la dystrophine [176]. Néanmoins, il y a toujours une réaction 

illlmune dirigée contre ce vecteur viral et l' injection de fortes doses, pourrait déclencher 

une réaction infiamlllatoire létale chez le patient [180, 181]. Actuellement, 10 16 génomes 

viraux seraient nécessaires pour voir ce type de résultats. 
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2.5.2.2 Le saut d'exon 

Comme il a été mentionné précédemment, une délétion changeant le cadre de lectu­

re est la ,source du problème chez plusieurs patients DMD. Le saut d ' exon thérapeutique est 

une méthode qui agit au niveau de l'ARN pré-messager pour supprimer la partie du gène 

portant un codon-stop prématuré ou bien pour rétablir le cadre de lecture suite à une délé­

tion [172]. Ainsi , au lieu de ne pas avoir de dystrophine du tout, les patients expriment une 

dystrophine tronquée, mais fonctionnelle, appelée quasi-dystrophine. Avec cette dernière, 

les patien~s DMD voient leur profil pathologique évoluer' vers l' équivalent de celui d ' un 

patient atteint par la dystrophie musculaire de Becker [182, 183] (voir la section 2.7.1 La 

dystrophie musculaire de Becker). Théoriquelnent, environ 600/0 des patients DMD pour­

raient être traités par cette thérapie [172]. Pour ce faire, il suffit d ' introduire des oligonu­

cléotides anti-sens (AONs), composés de petits ARN nucléaires (snRNA), au niveau de la 

fibre musculaire via un AA V afin que ces derniers s' hybrident avec l'ARN pré-messager de 

la dystrophine. Se faisant, ils empêchent le mécanisme d'épissage normal d ' avoir lieu et 

l' exon tout comme les introns le bordant sont excisés [] 84, ] 85]. Actuellement, les théra­

pies utilisant des AONs qui se sont rendues aux essais cliniques utilisent des voies 

d ' administration intramusculaire [186] , mais plusieurs équipes tentent présentement 

d ' optimiser des méthodes d ' injection systémique chez la souris [187-190]. 

Quoiqu ' attrayante au premier coup d' œil , cette méthode comprend aussi son lot 

d ' inconvénients. Tous d ' abord , bien qu ' une bonne alnélioration soit visible, le patient n' est 

jamais cOlnplètement guéri ; il reste à un phénotype de Becker. Aussi , avec une demi-vie 

variant entre deux et quatre Inois, les AONs sont instables dans le temps et les patients 

nécessiteraient donc une prise continue d ' AONs tout au long de leur vie [188]. De plus, un 

exalnen Inoléculaire précis de chaque patient doit être fait pour déterminer sur quel exon se 

situe sa mutation ou pour identifier quels exons sont absents, pour ensuite synthétiser de 

manière spécifique des AONs avant de commencer le traitement. Finalement, le cœur 

semble difficilement atteignable parles injections systémiques [191] , la toxicité à long' 

terme de ces AONs n~a jalnais vraiment été étudiée en détail [192, 193] et leur accumula­

tion dans l' organisme pourrait s' avérer très néfaste au niveau systémique. 
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2.5.2.3 La correction génomique 

Au mêlne titre que la souris MDX, environ 15% des patients DMD développent cet­

te maladie suite à une mutation ponctuelle. L ' utilisation d' oligodésoxynucléotides pourrait 

permettre de corriger génétiquement cette mutation [194]. Les oligodésoxynucléotides sont 

des petites séquences nucléotidiques ayant une homologie de séquence parfaite pour une 

région chevauchant la mutation, à l' exception de la mutation elle-même où la base com­

plémentaire sauvage est insérée. Lors du déroulement de la double hélice de l' ADN, 

l 'oligodésoxynucléotides va aller se fixer à sa séquence complémentaire et Je non­

appariement au niveau de la mutation va stimuler le système de réparation de J'ADN. Les 

premiers essais chez la souris ont été très prometteurs avec des corrections tant au niveau 

génomique qu 'au niveau de l'ARNm [195-197]. Encore une fois cependant, cette méthode 

cOlnporte son lot de désavantages. Ainsi, il faut déployer le génie génétique pour créer les 

oligodésoxynucléotides pour chacune des mutations. Également, l' efficacité maximale de 

cette méthode est actuellement de 50/0. Finalement, cette thérapie affecte les cellules en 

division et non les cellules satellites. Le renouvellement cellulaire ÏJnportant qui se produit 

au niveau Inusculaire provoquerait ainsi une diminution graduelle du pourcentage de 

cellules exprilnant la dystrophine. Cette diminution du pourcentage serait donc corrélée 

directelnent avec une dilninution de la force des fibres et nécessiterait un traitement continu 

avec des oligodésoxynucléotides [194]. 

2.6 La thérapie cellulaire 

La thérapie cellulaire consiste tout silnplelnent à transplanter chez des patients Du­

chenne des précurseurs Inusculaires contenant le gène normal de la dystrophine, ou d ' une 

autre protéine Inusculaire manquante pour d'autres types de dystrophies. Les myoblastes 

provenant d' une biopsie musculaire faite chez une personne saine ont été jusqu ' à présent le 

type cellulaire le plus étudié. Il y a aussi la possibilité d' utiliser les propres myoblastes du 

patientlnodifiés génétiquement in vitro. De plus, l' avènement des cellules souches nous 

ouvre d'autres portes avec une quantité de cellules quasi inépuisable. Finalement, plusieurs 

cellules pourraient éventuellement remplacer les Inyoblastes comme les n1uscle derived 

stem cells [198, 199], les mésoangioblastes [200, 201] et les péricytes [200]. 
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2.6.1 La transplantation de myoblastes normaux 

Effectuer une transplanta­

tion de myoblastes est quand même 

assez simple (Figure 2-7). Comme ® 
il vient d'être mentionné, il faut 

effectuer une biopsie musculaire 

chez un donneur sain. Par la suite, 

on effectue une dissociation 

mécanique ainsi qu'enzymatique 

au niveau de la biopsie. À cette 

étape, un enrichissement en myo­

blastes peut être fait par la collecte 

du surnageant après une heure de 

culture, puisque les fibroblastes 

adhèrent beaucoup plus rapidement 

au pétri que les myoblastes. Ensui­

te, les myoblastes sont mis en 

culture afin de stimuler leur proli­

fération jusqu'à obtenir la quantité Figure 2-7: Schématisation de la thérapie cellulaire 
Les étapes d'une transplantation de myoblastes sont très 

nécessaire de cellules. Finalement, simples: 1 & 2 : Biopsie; 3 & 4 : Culture; 5 & 6 : Transplan-

les cellules sont trypsinisées et tation. Image tirée de Skuk 2000 [12]. 

concentrées par centrifugation avant d'être injectées dans le muscle du patient [202-204]. 

Le bris causé lors de l'injection intramusculaire, conjointement avec le phénomène de 

dégénération-régénération, feront en sorte que les nouveaux myoblastes vont fusionner au 

niveau des fibres déjà existantes ce qui rétablira l'expression de la dystrophine [205]. Il est 

à noter que cette technique peut aussi être utilisée afin de réparer des bris au niveau du 

muscle cardiaque suite à un infarctus [206-208]. Évidemment, cette thérapie comporte aussi 

quelques complications qui seront abordées à la section 2.6.4. 
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2.6.2 La transplantation de myoblastes modifiés génétiquement 

2.6.2.1 Modifications génétiques des myoblastes 

Pour contrer certains problèmes reliés à l' utili satiôn de myoblastes normaux, certai­

nes équipes tentent depuis longtemps de modifier génétiquement les myoblastes avant de 

les greffer. Par exemple, il est possible de forcer l' expression d ' un récepteur dominant 

négatif pour la myostatine (dnActRIIB) afin de favoriser le développement des cellules 

transplantées au dépend des cellules satellites endogènes du patient [209]. Il Y a également 

plusieurs moyens géniques pour augmenter la migration ainsi que la fusion des myoblastes. 

Par exemple, la surexpression de certains récepteurs comme le CXCR4 a donné des résul­

tats encourageants [210, 211]. Aussi, afin d ' avoir une concordance quasi parfaite au niveau 

immunologique, les cellules du patient lui-même peuvent être infec­

tées/transfectées/nucléofectées avec la dystrophine in vitro [212]. De plus, la cotransfection 

avec certaines intégrases, comme la phiC31 par exemple, peut mener à une expression 

beaucoup plus stable dans le temps de la dystrophine via une intégration de plasmides 

allant jusqu ' à 21 kb [213]. 

2.6.2.2 Préconditionnement, co-injection, et autres 

Une foule de possibilités moins invasives que les modifications génétiques peuvent 

aussi améliorer grandement le succès de greffe de myoblastes chez les patients. Tout 

d ' abord , certains préconditionnelllents à la chaleur auglllentent la survie cellulaire via la 

production de protéines de choc thertllique comme celle de la famille des HSP70 [214]. 

Dans le même ordre d ' idées, certains préconditionnements à l' hypoxie peuvent également 

dilllinuer de manière significative la mort cellulaire [215, 216]. La co-injection de certains 

facteurs motogéniques comme l' interleukine de type 4 (IL-4), le « insulin growth factor 

type J » (lGF -1) ou le « basic fibroblast growth factor » (bFGF) peuvent, quant à eux, 

favoriser la migration des nlyoblastes et diminuer ainsi le nOlllbre d ' injections requises 

pour traiter un patient dystrophique [217,218]. De plus, le silllple fait de forcer un certain 

exercice physique peut augmenter le succès de la greffe [219]. 
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2.6.3 La transplantation de myoblastes dérivés de cellules souches 

Depuis quelques années, les recherches au niveau des ceJlules souches ont pris 

énormément d' ampleur et présentent des potentiels formidables. Au niveau Inusculaire, il a 

déjà été démontré qu ' i 1 était possible de différencier des ceJJules souches en cellules myo­

géniques via des virus codant pour des gènes Jnyogéniques tels Pax7, MyoD, Myf5 , etc. 

[220-223]. Cette découverte a réglé en bonne partie le problème de la quantité astronomi­

que de cellules nécessaires pour traiter un seul patient via la thérapie cellulaire; avec les 

cellules souches, nous pouvons avoir un nombre quasi infini de cellules. De plus, en déri­

vant ces mêmes cellules souches en cellules hématopoïétiques ou bien en cellules souches 

hématopoïétiques, nous pourriohs créer une tolérance immunologique spécifique envers les 

cellules dérivées des mêmes cellules souches. En effet, en modifiant légèrement le protoco­

le de tolérance centrale mis au point par le Dr Stephan, le TTCB (Voir la section 3.5.1.4 Le 

TTCB), il serait théoriquement possible d'obtenir un chimérisme hématopoïétique hôte­

cellule souche et ainsi avoir une tolérance pour toute greffe de cellules dérivées de ces 

mêmes cellules souches [1]. 

2.6.4 Les barrières à la thérapie cellulaire 

Quoique le but ultime de la thérapie cellulaire est de guérir complètelnent les pa­

tients OMO tout en les amenant à une espérance de vie normale, le but actueJJement fixé 

par les équipes travaillant sur cette thérapie est d ' améliorer la qualité de vie de ceux-ci. Par 

exelnple, des greffes de myoblastes pourraient être faites uniquement dans les bras d' un 

patient pour qu ' il puisse en garder l' usage jusqu 'à la fin de sa vie ou bien dans les jambes, 

afin qu ' il puisse se mouvoir sans assistance. Pour ce qui est d' un traitement systémique, il 

est un peu plus difficile de penser faire une injection à tous les Inillimètres sur tout le corps, 

mais c'est théoriquement possible. Néanmoins, il y a des régions qui sont beaucoup plus 

problématiques que d' autres. Par exemple, aller injecter le diaphragme serait très important 

étant donné que la majorité des patients présentent une insuffisance respiratoire, mais aller 

y insérer une aigui Ile n' est pas chose facile. Outre le problème d ' accessibil ité de certaines 

régions du corps, cette thérapie présente quelques autres problèmes qui nécessitent présen­

tement une optilnisation (Figure 2-8). 
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2.6.4.1 La migration des myoblastes transplantés 

Figure 2-8: Problèmes majeurs 
liés à la thérapie cellulaire 
1) Une faible migration des 
cellules transplantées: cellules 
marquées à la p-galactosidase 
démontrent clairement que les 
cellules transplantées restent au 
site d'injection. 

2) Une mort cellulaire importante 
suite à la transplantation: 
marquage du calcium intracellu­
laire démontre un taux de morta­
lité élevé au niveau du site 
d'injection. 

3 ) Une réponse immune dirigée 
contre les cellules transplantées : 
infiltration lymphocytaire au site 
d'injection. 

Image tirée de Skuk 2003 [204 J. 

Pour rétablir l'expression de la dystrophine via la thérapie cellulaire, il faut que les 

myoblastes transplantés fusionnent avec les fibres dystrophine-négatives du patient. Pour ce 

faire, un contact direct est évidemment nécessaire entre la fibre et le myoblaste transplanté. 

Cependant, une fois injectés dans le muscle, les myoblastes ne sont pas naturellement 

portés à migrer tout le long des fibres ou vers d'autres fibres non-endommagées et restent 

donc plus ou moins au site d'injection (Figure 2-8 : partie 1) [224, 225]. Ainsi, une injec­

tion à chaque millimètre est actuellement nécessaire pour couvrir toute la superficie du 

muscle, ce qui rend ce protocole assez invasif. Cependant, si la migration pouvait être 

augmentée ne serait-ce que d'un millimètre, le nombre d'injections requises pour couvrir 

un centimètre carré passerait de 100 à 25, soit une diminution de 75%. 
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2.6.4.2 La mort cellulaire 

Une fois transplantés, une vague de mortalité s ' abat sur les myoblastes, tuant entre 

50 et 750/0 de ces derniers [226, 227] ; certaines études affirment même que ce taux frise les 

990/0 [228] (Figure 2-8 : partie 2). Outre une intervention du système immun, plusieurs 

facteurs sont responsables de ce très haut taux de mortalité comme l' hypoxie [229] , 

l' ischém ie [230] et l ' anoikis [231]. Plusieurs traitements sont présentement sous optim isa­

tion pour diminuer ce taux et ainsi diminuer la quantité de cellules nécessaires. Parmi ceux­

ci , on compte l'induction de protéines de choc thermique [214, 232] ainsi que des précondi­

tionnements à l'hypoxie [215, 216, 233]. 

2.6.4.3 La réponse imm unitaire 

Étant donné que les problèmes de migration et de mort cellulaire peuvent se régler 

par plus d ' injections ou plus de myoblastes, le principal problème de cette thérapie est celui 

du rejet immunitaire. En effet, il est possible d ' observer une iIllportante infiltration lym­

phocytaire suite à une greffe sans immunosuppression de Illyoblastes allogéniques [234] 

(Figure 2-8 : partie 3). Ainsi , après deux semaines, il n ' y a plus aucune fibre dystrophine 

positive décelable dans le muscle greffé. De plus, il est impossible d ' envisager une imlllu­

nosuppression durant toute la vie du patient dystrophique étant donné la toxicité à long 

terme des protocoles actuels. Au niveau syngénique, le rejet immunitaire est bien Illoins 

fort et des fibres exprimant la dystrophine peuvent être observables jusqu ' à neuf Illois après 

la transplantation [235]. Cependant, les fibres musculaires vont exprimer de la dystrophine 

qui va être perçue par l' hôte COlllme étant une protéine exogène. Un rejet immun va être 

possible via une présentation parle complexe majeur d ' histocompatibilité de classe 1 

(CM H-1) des fibres l11usculaires. Bref, pour que la thérapie puisse être un traitelllent des 

dystrophies, il faudra d ' abord développer un système de tolérance immunologique. 

2.7 Les autres types de dystrophies musculaires 

Il existe neuf falllilles de dystrophies classées principalement selon leur pathophy­

siologie. Le tableau 2-3 est une compilation exhaustive de toutes les l11yopathies actuelle­

ment connues et les plus illlportantes sont sommairelllent décrites dans ce sous-chapitre. 
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Tableau 2-3: Classement des dystrophies 

Tableau créé à partir de [236-262] 



2.7.1 La dystrophie musculaire de Becker 

La BMD (Becker Muscular Dystrophy) est une dystrophinopathie très similaire à la 

DMD, mais présentant chez les patients atteints des signes cliniques moins sévères. La 

BMD est causée également par une mutation au niveau du gène de la dystrophine, mais 

cette dernière ne dérange pas le cadre de lecture et ne se traduit pas par un codon-stop. 

Ainsi , les patients atteints par la BMD sont donc capables de produire une protéine semi­

fonctionnelle, appelée quasi-dystrophine, qui augmente considérablement la résistance des 

muscles [251 , 260]. Ainsi , même si la dystrophine n'est pas parfaitement fonctionnelle , elle 

peut quand Inême accomplir partiellement son rôle, ce qui a une répercussion directe au 

niveau des signes cliniques présents [248]. 

2.7.2 La dystrophie musculaire d'Emery-Dreifuss 

La dystrophie musculaire d'Emery-Dreifuss (EDMD) a été longtemps confondue 

avec la dystrophie Inusculaire de Becker (BMD), ainsi qu'avec la dystrophie musculaire de 

Duchenne (DMD). Ce n' est qu 'en 1966 que deux chercheurs, Emery et Dreifuss, firent 

l' observation que certains patients développaient des cardiomyopathies dilatées, ce qui 

n'est généralelnent pas le cas pour les patients atteints par la DMD ou par la BMD [245]. 

Les patients souffrant de cette dystrophie associée à une cardiomyopathie présentaient 

également des rétractions musculaires localisées au niveau des coudes, des tendons d'Achil­

le ainsi qu 'au niveau la nuque [244]. Quoique très similaire entre-elles, l' EDMD se subdi­

vise en trois sous-catégories différenciant le mode de translnission : autosomale dOlninant, 

autosolnale récessif ou lié au chromosome X. Les fonnes dominantes et récessives sont 

dues à des mutations dans le gène codant pour la lamine AIC, une protéine se situant au 

niveau du noyau et de la laine basale [238]. Quant à elle, la forme liée au chromosome X 

est causée par une mutation au sein du gène codant pour l' émerine, une protéine nucléaire 

dont les fonctions sont encore mal connues [237]. 
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2.7.3 La dystrophie musculaire facio-scapulo-humérale 

La dystrophie facio-scapulo-humérale (FSHD) est une myopathie à transmission au­

tosomique dominante qui affecte autant les femmes que les hommes. Avec une prévalence 

se situant entre 1: 15000 et 1 :20000, c ' est la troisième plus importante dystrophie après les 

dystrophinôpathies et les dystrophies musculaires myotoniques [247]. Les mécanismes 

moléculaires de cette maladie sont encore mal compris, mais le problème semble être relié 

à une délétion du fragment D4Z4 au niveau du quatrième chromosome. Une personne 

normale possède entre Il et 100 copies du fragment D4Z4, alors que 950/0 des personnes 

atteintes par cette myopathie possèdent au moins un allèle ayant entre une et dix copies de 

ce fragment [261]. Pour ce qui est des signes cliniques, ils sont assez diversifiés, allant des 

patients asymptomatiques aux patients rivés à leur chaise roulante. La majorité des patients 

deviennent symptomatiques durant la vingtaine et le premier signe clinique est une faibles­

se musculaire asymétrique du visage [263]. 

2.7.4 La dystrophie musculaire oculo-pharyngée 

La dystrophie ITIusculaire oculo-pharyngée (OPMD) est une myopathie à transmis­

sion autosomique dOlninante au même titre que la FSHD. Sa prévalence est excessivement 

variable et cette maladie est confinée au niveau génétique à quelques origines familiales. En 

Israël , son occurrence est de 1 :600, au Québec elle est de 1: 1000, tandis qu ' ai lieurs en 

Europe, elle se situe à 1: 100000 [240, 246]. Les premiers symptômes apparaissent très 

tardivelnent dans la vie du patient, entre 40 et 60 ans, laissant le tenlps à cette personne de 

se reproduire expliquant du coup l' aspect familial de cette ITIaladie [239]. Les premiers 

signes cliniques sont la ptôse palpébrale ainsi que la dysphagie, d ' où elle tire son nOlTI. 

L ' OPMO est due à une anomalie du gène PABPN 1, lequel est situé sur le chromosome 14. 

Au même titre que la maladie de Steiner, le problèlTIe est causé par la répétition d ' un triplet 

qui elTIpêche le bon fonctionnement de ce gène. Plus précisément, on retrouve entre huit et 

13 copies du triplet GCC à la partie 5 ' du gène PABPN 1 chez les patients atteints par cette 

myopathie, contrairement à seulement six chez les gens normaux [264]. 
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2.7.5 Les dystrophies distales 

Les dystrophies distales sont un groupe hétérogène de troubles génétiques, caracté­

risées par une atrophie musculaire progressive et une faiblesse musculaire se manifestant 

d'abord au niveau des mains, des jambes ou des pieds. La plupart sont des formes autoso­

m iques dom inantes, d'autres se transmettent selon le mode autosom ique récessif [265]. Ce 

groupe de myopathies se compose actuellement de cinq maladies principales. La plus 

commune est la myopathie distale de Miyoshi , qui est causée par une déficience en dysfer­

line. Les premiers signes, qui sont une myalgie ainsi qu ' une intolérance à l'exercice physi­

que, apparaissent entre 15 et 40 ans [258]. La mutation génétique de la myopathie de 

Miyoshi se situe sur le même gène que la LGMD2B et il n'est pas rare de voir les deux 

phénotypes au sein d' une mêlne famille [252]. Parmi les autres dystrophies distales, il y a la 

myopathie distale de Nonaka, connue aussi sous le nom de HIBM pour «Hereditary 

inclusion body myopathy», qui est causée probablement par une mutation au niveau du 

gène de la GNE [243]. ]] Y a également la myopathie dista!e de Laing qui, contrairelnent 

aux autres dystrophies distales, survient très tôt dans la vie des gens atteints, soit à l' âge de 

quatre ou cinq ans [266, 267]. Finalement, il y a les myopathies distales de Welander et 

d' Udd qui apparaissent toutes deux entre 30 et 70 ans. 

2.7.6 Les dystrophies musculaires congénitales 

Les prelniers cas de dystrophies musculaires congénitales (CMD) ont été décrits au 

début du 20e siècle par Frederick E. Batten. Les CMD sont en fait des dystrophies présentes 

à la naissance causées par un trouble génétique Inenant à l' incapacité de produire certaines 

protéines [253]. Actuellement, ] 1 gènes ont été identifiés causant chacun plusieurs patho­

logies bien distinctes en fonction de la protéine pour laquelle ils codent [254]. La patholo­

gie la plus commune des CMD, avec une prévalence de 30 à 400/0, est la dystrophie muscu­

laire congén itale Inérosine négative (M OC 1 A). Les patients atteints par cette CMD ne sont 

pas capables de synthétiser la mérosine, aussi appelée laminine-a2, qui se situe entre autre 

au niveau de la membrane basale. Sans la nlérosine, les fibres musculaires ne peuvent 

s' attacher efficacelnent à la membrane basale, ce qui provoque le bris lors d' un effort [268, 

269]. 
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Parm i les autres CMD im portantes, il yale syndrome Walker- Warburg, qu i est ca­

ractérisé par une espérance de vie de moins de trois ans, une hydrocéphalie et des anormali­

tés oculaires [270]. Il y a aussi la myopathie d 'UJJrich, causée par une mutation au niveau 

du gène codant pour le collagène de type 6. La myopathie d 'Ullrich est, quant à elle, 

caractérisée par une longévité de plus de 20 ans, une intelligence normale, la faculté de 

marcher (rapidement perdue en très bas âge) et l ' utilisation d ' un respirateur au début de la 

vingtaine [250]. 

2.7.7 Les dystrophies musculaires myotoniques 

Les dystrophies myotoniques (DM) sont considérées comIne étant des Inaladies 

causées par une expansion anormale de répétition de séquences génétiques, repeat expan-

sion disorders [241]. Actuellement, on dénombre deux types de DM nOlnmées DM 1 et 

DM2, mais d'autres sous-types comme la DM3, DM4 et la DMX sont fortelnent suspectées 

d'exister. La DM l , ou maladie de Steiner, est de loin la plus connue et encore plus au 

Québec à cause de sa prévalence de 1 :530 dans la région du Saguenay/Lac St-Jean [259]. 

La DM 1 est causée par une répétition anormale du trinucléotide CTG situé dans la région 3' 

non-codante du gène DMPK codant pour la myotonine. Généralement, une personne 

possède entre cinq et 37 répétitions de ce trinucléotide; chez les personnes atteintes, ce 

nOIllbre peut atteindre quelques milliers [262]. Les acides ribonucléiques (ARN) messagers, 

qui sont porteurs de l'amplification, sont séquestrés au niveau du noyau et cette séquestra­

tion induit l'accuITIulation de certaines protéines: « CUG Binding proteins » et la « Muscle-

blind-like » [255-257]. Ces protéines ont un effet cytotoxique en altérant l'épissage alterna­

tif des ARN messagers codant pour d'autres protéines: le « chloride channel 1 » (CLCN 1), 

le récepteur à l'insuline, la troponine cardiaque, la protéine Tau et la «Myotubularin-

related protein 1 » (MTM 1). Cela permet d'expliquer en partie la myotonie et certaines 

atteintes systémiques de la maladie de Steinert. La DM2, connue sous le nom de PROMM 

pour «proximal n1yotonic myopatf?y», s ' explique de la même manière que la DM 1, à 

l'exception que la répétition se trouve au niveau du gène de la ZNF9 [241]. 
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2.7.8 Les dystrophies musculaires des ceintures 

COlnmunément appelée en anglais « limb girdle muscular"dystrophy» (LGMD), ce 

type de dystrophie se manifeste principalement par une dégénérescence progressive de la 

force des Inuscles du bas,sin et des épaules. Actuellement, on dénombre sept formes de 

LGMD à transmission autosomale dominante, nommées de LGMOI A à LGMOI G, ainsi 

que 14 formes de LGMD à transmission autosomale récessive, nommées de LGM02A à 

LGMD2N [236, 242, 249]. La prévalence totale des diverses LGMO est d ' environ 

1 :200000 et la forme dOln inante compte pour moins de 100/0 des patients. Dans tous les cas, 

une mutation génétique empêche les protéines nécessaires au bon fonctionnement du 

muscle d ' être présentes en assez grand nombre. Parmi ces dernières, on retrouve respecti­

vement pour les formes dominantes 1 A, lB et 1 C : la myotiline, la lamine AIC et la calvéo­

line. En ce qui concerne les fonnes récessives les plus connues, la calpaïne et la dysferline 

sont responsable des formes 2A et 2B, tandis que les sarcoglycans sont quant à eux respon­

sables des fonnes 2C à 2F [249]. Étant donné que chaque type de LGMD est causé par une 

protéine différente, l' évolution des dystrophies des ceintures est très variable d ' un type à 

l' autre. De plus, leur faible prévalence. dans la population ne laisse que peu de cas à étudier. 
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Chapitre 3: Transplantation et tolérance 

Depuis toujours, l ' idée de remplacer 

des organes humains non-fonctionnels, mutilés 

ou amputés est un concept qui a toujours 

fasciné autant la communauté médicale que la 

population en général (Figure 3-1). Évidem­

ment, on a vite appris que le transfert 

d ' organes est une procédure très fastidieuse car 

le système immunitaire va rej eter quasi systé­

matiquement toutes greffes. C ' est ici que deux 

choix s'offrent: une prise de médicaments 

immunosuppresseurs ou bien le développement 

de la tolérance immunologique. Pour ce qui est 

des immunosuppresseurs, ils sont très efficaces 

et couramment utilisés de manière permanentes 

pour la plupart des greffes. Une utilisation 

transitoire postopératoire est possible lorsque 

le greffon présente une histocompatibilité de Figure 3-1: Fresque de Fra Angelico repré-

6/6 et que ce dernier n'introduit aucune nouvel- sentant la greffe d'une jambe au 3
e 

siècle 
Saint Côme et Saint Damien, assistés d'anges, 

le protéine chez l 'hôte. Comme mentionné au remplaçant la jambe gangréneuse de Giustinia-
do par celle d'un éthiopien décédé. Collection 

deuxième chapitre, la thérapie cellulaire dans le du couvent de San Marco, Florence, Italie. 

cas de la DMD introduit la dystrophine chez les patients dystrophiques et une réaction 

immune est produite via une présentation antigénique du CMH de classe 1. De plus, 

l'utilisation à long terme d'immunosuppresseurs dans le cas de greffes de myoblastes n ' est 

pas vraiment une option envisageable étant donné leur toxicité quasi systémique. C ' est ici 

qu'intervient le développement de tolérance immunologique, qui se définit comme étant 

une absence de réaction immunitaire envers le greffon chez un hôte immunocompétent. 



3.1 Les types de transplantation 

Aussitôt que l' on retire une cellule, un bout de tissu ou un organe de son emplace­

ment originel et qu ' on le réimplante ailleurs, nous pouvons dire qu ' il y a eu transplantation. 

Toutefois, tout dépendant des origines du donneur ainsi que de celles du receveur, on peut 

classifier la transplantation dans l' une des quatre principales catégories suivantes [27] ]. 

3.1.1 L'autogreffe 

L ' autogreffe est la plus simple de toutes les greffes et consiste à déplacer le trans­

plant d'un endroit à un autre sur le même individu. Par exemple, une chirurgie commune 

consiste à prélever de la peau au niveau des fesses ou des cu isses afin de la greffer à un 

endroit endommagé sur le corps. De plus, étant donné que le transplant provient du don­

neur, il n ' y aura aucun rejet d'ordre immunitaire. 

3.1.2 L'isogreffe 

Lorsque le donneur et le receveur sont identiques génétiquement, on parle 

d' isogreffe. Par exelllple, une greffe faite entre deux jumeaux identiques est une isogreffe. 

Les isogreffes sont cependant beaucoup plus courantes chez les animaux de laboratoire de 

souches congéniques. Pour ce qui est du rejet immun, il n'yen aura pas étant donné que 

leurs CMH sont identiques et qu ' ils produisent exactement les mêmes protéines. 

3.1.3 L'allogreffe 

Aussitôt que le donneur et le receveur ne sont pas identiques du point de vue généti­

que, mais qu ' ils appartiennent tous deux à la mêllle espèce, il s' agit d ' une allogreffe. En 

absence de l11édication, l'hôte va rejeter le transplant plus ou moins rapidement suite au 

polymorphisme retrouvé au niveau d.u CMH ainsi que celui retrouvé au niveau des antigè­

nes mineurs. 
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3.1.4 La xénogreffe 

Le dernier type de greffe, la xénogreffe, est celui qui est fait entre espèces différen­

tes. Par exemple, la greffe de cœur de porc chez l'homme est très étudiée étant donné la 

disponibilité de la ressource première. Bien sûr, sans aucune médication, ce type de greffe 

est rejeté très rapidement. 

3.2 Le rejet de greffe 

Le rejet de greffe se produit aussitôt que les cellules implantées ne sont pas identi­

ques du point de vue génétique. Étant donné que les cellules nouvellement implantées ne 

présentent pas le même CMH, une réponse immune de type cellulaire se déclenche chez 

l'hôte via les présentations de types directes et indirectes [272, 273]. Tout d'abord, la 

présentation directe est causée par les cellules présentatrices d'antigènes (CP A) du donneur 

présentes dans les tissus greffés. Ces cellules nouvellement implantées migreront aux 

organes lymphoïdes secondaires et activeront les lymphocytes T (LT) de type CD4+ helper 

(TH), reconnaissant soit le CMH du donneur, soit des peptides du donneur ou tout simple­

ment les deux. Une fois activés, les TH vont amplifier la réaction immunitaire de manière 

exponentielle jusqu'à épuisement des antigènes étrangers. Pour ce qui est de la présentation 

indirecte, elle est causée par l'exposition d'antigènes du donneur par les cellules présenta­

trices d'antigènes du receveur suite à la phagocytose de protéines allogéniques. Les TH 

reconnaissant ces peptides vont alors être activés et déclencheront la réponse immune. Pour 

ce qui est du rejet, on le classe en trois catégories distinctes selon le type de réponse. 

3.2.1 Le rejet hyper-aigu 

Le rejet hyper-aigu, ou suraigu, est surtout causé 

par la reconnaissance d'anticorps circulants préformés. 

Cette fixation, survenant quelques minutes après la 

greffe, active le système du complément causant une 

forte réaction inflammatoire ainsi qu'un infarctus du Figure 3-2: Rein infarci 
Lors d'une xénogreffe, un infarctus se 

greffon (Figure 3-2) [274, 275]. produit en moins de 15 minutes. 
Image tirée de Lévy 2007 [2]. 
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3.2.2 Le rejet aigu 

Le rejet aigu est le résultat d ' une réponse ceIlulaire et humorale spécifique surve­

nant environ sept jours après la greffe ; laps de temps nécessaire à l ' activation des LT. Sans 

aucune médication immunosuppressive, le processus de rejet aigu va mener indubitable­

ment à la nécrose complète du transplant via les réponses cellulaires et humorales. 

3.2.3 Le rejet chronique 

Le rejet chronique se caractérise par une lente d~térjoratjon progressive et irrévers i­

ble du greffon. Cette détérioration est principalement due à des «petites attaques » du 

système immun stimulées par des antigènes mineurs au niveau de l' organe greffé. Des 

lésions fibrosantes surviennent au niveau des vaisseaux sanguins de manière diffuse et 

circonférentielle. Le seul traitement contre le rejet chronique est une deuxième transplanta­

tion, mais il y a un risque· accru de récidives. 

3.3 Le GVHD 

La maladie du greffon contre l ' hôte (GVHD, Graft Versus Host Disease) est une 

complication fréquente et très grave des greffes allogéniques de moelle osseuse (BMT), ou 

de cellules souches hélnatopoïétiques. Le but de la BMT est de remplacer le système 

immunitaire du receveur par celui du donneur suite à une maladie telles les leucémies ou 

bien de restaurer ce système par une BMT autologue suite à une dose supra-létale 

d ' irradiation [276]. Comlne son nom l' indique, la GVHD est en fait une attaque par des 

cellules greffées immunocompétentes envers les cellules de l' hôte. Généralement, ce 

phénomène est produit lorsque des lymphocytes T (L T) Inatures contaminent la moelle 

osseuse avant la greffe. De plus, le système ilnmun de l' hôte étant généralement détruit, il 

ne peut pas se défendre contre cette attaque, si minime soit-elle. L ' administration 

d ' ilnlnunosuppresseurs durant une courte période permet généralement d ' éviter cette 

pathologie en détruisant ou tout simplelnent en provoquant l' anergie des L T potentielle­

ment greffés [274]. 
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3.4 L'immunosuppression 

Les immunosuppresseurs visent à empêcher le système immunitaire, ou certaines de 

ses sous-divisions, à effectuer leur activité normale. Principalelnent, ces médicaments 

servent à traiter certaines maladies auto-immunes ou à prévenir le rejet de greffe ainsi que 

le GVHD. Quoique bénéfique dans plusieurs situations, il n ' en demeure pas moins que ces 

drogues possèdent plusieurs effets secondaires très néfastes: certaines augmentent la 

prévalence du cancer [277] , d ' autres sont néphrotoxiques [278, 279], neurotoxiques [280, 

281] ou hépatotoxiques [277] , et ce sans compter que ces drogues ouvrent la porte à une 

pléiade d ' infections opportunistes. Actuellement, des centaines de drogues ont des capaci­

tés immunorégulatrices et pour faciliter la classification , les immunosuppresseurs sont 

divisés en cinq groupes basés selon leur mécanisme d ' action. 

3.4.1 Les glucocorticoïdes 

Les glucocorticoïdes sont en fait un sous-type de corticostéroïges lnodulant les mé­

tabolislnes protidiques et glucidiques. Ils se fixent aux divers récepteurs cytosoliques des 

glucocorticoïdes (GR), appelés également NR3Cl pour « nuclear receptor subJamily 3, 

group C, member 1 », dont les plus connus sont les HSP90, HSP70 et la protéine de liaison 

au FK506 appelée FKBD52 [282]. Une fois liés à l'un de ces derniers, il y aura une trans­

répression de plusieurs gènes dont l' IL-l, l' lL-2, l' IL-3, l' lL-4, l' IL-5 , l' IL-6, l' IL-8 ainsi 

qu ' une trans-activation d ' autres gènes [283 , 284]. Leur potentiel immunosuppresseur passe 

principalement via la trans-répression de l' IL-2 qui est nécessaire à la prol ifération des L T 

tout comme à l' expansion clonale des IYlnphocytes B (LB). Une utilisation à long terme de 

ce type de drogue peut provoquer le syndrome de Cushing, l' ostéoporose, une hyperglycé­

lnie, une insuffisance surrénalienne, une atrophie musculaire ainsi que des effets adverses 

sur le systèlne nerveux central (SNC) [285]. Panni les divers glucocorticoïdes actuellement 

uti lisés, les plus connus sont le cortisol et ses dérivés, la prednisone et ses dérivés ainsi que 

les dérivés du méthasone. 
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3.4.2 Les cytostatiques 

Les agents cytostatiques sont des drogues qui inhibent la division ceIJulaire en en­

domlnageant ou détruisant les cellules qui sont en division rapide. ]Is sont principalement 

utilisés au niveau de la chimiothérapie pour tuer les cel]u]es cancéreuses se divisant sans 

cesse. La principale classe des drogues cytostatiques est celle des agents a]kylants, qui 

effectue ses effets cytostatiques via une interaction avec 1'ADN. La plus connue est sans 

aucun doute la cyclophosphamide, un dérivé du gaz moutarde, qui crée des liaisons cova­

lentes avec l'ADN [286-288]. Parmi les autres classes, il y a les anti-métabolites, dont fait 

partie le méthotrexate, qui interfèrent avec la synthèse des acides nucléiques et des protéi­

nes. Il y a également la classe des antibiotiques cytotoxiques panni laquelle fait partie la 

mitomycine C [289, 290]. Chacune de ces drogues possèdent une panoplie d' effets se­

condaires lorsque prises à long terme, en plus des effets à court terme tels ]a perte de 

cheveux, la diarrhée, les vomissements, les nausées, les maux de tête, les brûlures 

d ' estomac, etc. [29] , 292] 

3.4.3 Les anticorps 

De par leur spécificité, les anticorps procurent une ilnmunosuppression rapide et 

profonde, évitant ainsi le rejet aigu. Ce groupe se subdivise en deux catégories, soit les 

anticorps polyclonaux ainsi que les anticorps monoclonaux. 

3.4.3.1 Les anticorps polyclonaux 

Pour ce qui est des anticorps po]yc]onaux, ils sont obtenus via une réaction de thy­

nlocytes humains avec du sérùm animal. Par exemple, le « anti-thymocy te gamn1a globu-

lin » (A TGAM®), a été créé en injectant des thymocytes hUinains chez un cheval pour ainsi 

créer des anticorps de chevaux reconnaissant les lymphocytes hUlnains [293-295] ; lalnême 

chose a été faite chez le lapin pour créer la thymog]obuline [296-299]. Ainsi , en injectant 

par la suite ces anticorps chez un humain, i]s vont activer le compléll1ent au niveau des L T 

chez le patient et ainsi réduire drastiquement leur nombre. Cependant, ils peuvent à 

J'occasion engendrer d ' importantes réactions allergiques tout en ouvrant ]a porte aux 

infections opportunistes. 
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3.4.3.2 Les anticorps monoclonaux 

En ce qui concerne les anticorps monoclonaux, ils sont dirigés contre des antigènes 

spécifiques, généralement le récepteur de l' IL-2 (CD25) ou bien le CD3. L ' anti-CD3 , un 

IgG de type 2a appelé commercialement OKT3®, est un anticorps monoclonal de souri s 

dirigé spécifiquement contre le complexe « T-cell receptor » (TCR)-CD3 réduisant à moins 

de 5% les lymphocytes circulants. Comme les anticorps polyclonaux, le système de l' hôte 

réagit rapidement contre ses paliies constantes et quasi aucune trace n ' est détectable après 

quelques semaines [300-302]. Contrairement à ]' OKT3 ~, les anticorps dirigés contre le 

CD25 ont été manipulés génétiquement afin d ' éliminer les parties immunogéniques des 

anticorps. Bref, les généticiens n' ont conservé que la partie se 1 iant à l' antigène, le « con1-

plementarity determining region» (COR), ce qui permet aux anticorps de perdurer plu­

sieurs mois dans l' organisme [303 , 304]. Cependant, la prise à long tenne de ce médica-

ment pourrait potentiellement favoriser le développement de certaines maladies auto­

imlnunes étant donné l' interaction avec le CD25 , un récepteur naturellelnent exprimé sur 

les lymphocytes T régulateurs (Tregs) [305]. D ' autres anticorps sont présentement à l' étude 

et pourraient, dans un avenir assez rapproché, être utilisés en clinique. Parmi ceux-ci , on 

compte l' anti-LFA-l , l' anti-CD45RB, l' anti-CD52, l' anti-CD80, l' anti-CD86 et l' anti­

COI 54 [306]. 

3.4.4 Les inhibiteurs de la calcineurine 

Les inhibiteurs dela calcineurine, principalelnent le FK506 (Prograft®, tacrolimus), 

la rapamycin et la cyclosporine, sont parmi les immunosuppresseurs les plus couramlnent 

utilisés. Leurs caractéristiques immunomodulatrices résident au niveau de leur capacité 

d ' interaction avec la calcineurine. Cette protéine, connue égalelnent sous le nonl de protéi­

ne phosphatase 2B (PP2B), a la capacité de réguler entre autre la synthèse de l' IL-2. Ainsi , 

en inhibant cette dernière, la croissance et la différenciation de L T ne peuvent s ' accomplir 

et une tolérance est ainsi créée [307]. Encore une fois , plusieurs effets toxiques sont obser­

vables à long terme, dont une forte néphrotoxicité ainsi qu ' une neurotoxicité [308]. 
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3.4.5 Autres méthodes immunosuppressives 

Une panoplie d ' autres molécules peut agir au niveau du système immun pour créer 

une certaine tolérance. Parmi ceux-ci , il y a les interférons, qui suppriment la production 

des cytokines provenant des Th] [309]. Il y a également les opioïdes qui agissent tant au 

niveau du système immunitaire inné qu ' adaptatif via Jes récepteurs aux opioïdes situés sur 

plusieurs cellules [310]. Il y a aussi les médicaments se liant au « tumor necrosis factor a » 

(TNF-a), dont le mieux connu est le Remicade®, qui agissent via J' inhibition de synthèse de 

l' IL-l , de l' IL-6 ainsi que de certaines molécules d ' adhésions lymphocytaires [31]]. 

L ' acide mycophénolique, dérivé actif du mycophénolate mofetil (MMF), peut également 

agir à titre d ' immunosuppresseur via son profil d'inhibiteur non-compétitif, sélectif et 

réversible de l'inosine Inonophosphate déshydrogénase (IMPDH), un enzylne clé dans la 

synthèse de la guanosine, un nucléotide. En effet, les LB tout comme les L T sont des 

cellules qui sont très dépendantes de ce nucléotide et J' inhibition de ce dernier mène à leur 

destruction [312, 313]. Finalement, il yale FTY720 qui réduit l'expression de certaines 

intégrines lymphocytaires, provoquant l' accumulation des lymphocytes au niveau des 

organes lymphoïdes secondaires [314, 31 5]. 

3.5 La tolérance immunologique 

La tolérance immunologique se définit comme étant la capacité du corps à accepter 

un ou des antigènes étrangers de Inanière spécifique tout en restant fonctionnel à 100%. La 

majorité des immunologistes s' entendent pour dire que la tolérance immunologique est le 

Saint-Graal de l' immunité et les travaux de Medawar, Owen, Bi1lingham ainsi que Brent 

ont marqué le COITIITIenCement de cette quête au milieu du 20e siècle [316-319]. A vec les 

années, deux types de tolérance ont été mis en évidence, soit la tolérance centrale ainsi que 

la tolérance périphérique. Plusieurs tentatives -ont été tentées pour révol utionner le monde 

de l'immunologie, mais bien peu se sont rendues en essai clinique et aucune n ' a été re-

conduite [320]. 
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3.5.1 La tolérance centrale 

La clef de voûte de la tolérance centrale réside au niveau de la sélection thymique. 

En effet, avant qu ' un lymphocyte T (L T) patrouille le corps, il doit passer par deux étapes 

de sélection, qui se font au niveau du thymus, afin de s ' assurer que ce L T ne réagisse pas 

au « soi » tout en étant capable de s'attaquer efficacement au «non-soi ». La première 

étape, la sélection positive, vise à s ' assurer que ce lymphocyte puisse reconnaître des 

antigènes présentés par le complexe majeur d ' histocompatibilité (CMH) du soi. Pour ce 

faire , ils sont mis en contact avec des cellules épithéliales corticales et les lymphocytes 

n ' ayant pas une assez forte affinité ne reçoivent pas le signal de survie et sont tout simple­

Inent éliminés. La deuxième étape, la sélection négative, vise quant à elle à s ' assurer que 

les L T ne s ' attaqueront pas aux cellules du « soi ». Pour ce faire , des antigènes du « soi » 

sont présentés par des cellules dendritiques (DC) au niveau de la lnédula thymique et les 

clones réagissant trop fortement avec ces derniers sont soit ~Iiminés, rendus anergiques ou 

bien transformés en Tregs [275]. La tolérance centrale vise donc principalement à faire 

exprÏlner les CMH au n'iveau des CD afin que tous les clones lymphocytaires réagissant 

contre ces derniers soient éliminés. 

3.5.1.1 Le chimérisme hématopoïétique 

Actuellelnent, un des moyens les plus efficaces pour établir une tolérance centrale 

est d ' induire un chilnérislne hélnatopoïétique, c ' est-à-dire d ' avoir à la fois dans le même 

organ isme la lnoeJ1e osseuse du receveur ainsi que celle du futur donneur. Étant donné que 

les cellules souches hématopoïétiques (HSC, Hematopoietic Stem Cell), cellules à l' origine 

de toutes les lignées de cellules sanguines, sont présentes dans la moelle osseuse, des OC 

du donneur seront produites à l ' intérieur même du receveur. Ainsi, certaines d ' entre elles 

migreront au thymus pour participer àla sélection lymphocytaire, éliminant du coup les L T 

ayant une trop forte affinité pour le CMH du donneur. Cependant, établir le chilnérisme 

n ' est pas facile étant donné la présence préalable de lymphocytes matures alloréactifs. Un 

autre problème est la quantité élevée de cellules souches hématopoïétiques requises. 
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3.5.1.2 La quantité de cellules requises 

Le chimérisl11e -hématopoïétique est calculé en pourcentage et se divise en trois 

principales catégories. Premièrement, on dit qu ' il Y a micro-chimérisme lorsque moins de 

1 % des cellules du système immunitaire sont celles du donneur. Il y a chimérisme partiel 

lorsque ce ratio se situe entre 1 et 99,90/0 et il y a chimérisme total lorsque le systèJlle 

immunitaire de l'hôte est uniquement cO!l1Posé des cellules du donneur. En ce qui concerne 

le micro-chimérisme, sa capacité à induire une tolérance immunologique envers une greffe 

n' est pas claire [321 , 322].11 Y a deux principaux facteurs influençant le pourcentage du 

chimérisme qui sera obtenu: la quantité de cellules initialement injectées tout comme la 

disponibilité d ' une niche au niveau de la moelle osseuse pour ces cellules. En effet, il a été 

clairement démontré qu ' une l11yéloablation partielle favorise grandelllent la nidation des 

HSC [323 , 324]. Une myéloablation partielle peut . être obtenue par l'utilisation d' un agent 

alkylant comme le tréosulfan [1] , le bulsu]fan [325] , la cyclophosphamide [326], le dimé­

thyle de kyleran [327] ou la fludarabine [328]. La myéloablation peut également être 

induite via une irradiation partielle, mais l11ême si cette dernière s' est démontrée efficace, 

son utilisation potentielle chez l'homme est très controversée [320, 329]. 

3.5.1.3 Les clones lymphocytaires matures alloréactifs 

Avant d ' injecter la moelle osseuse du donneur chez l'hôte, il faut s' assurer que tous 

les clones lymphocytaires potentiellement alloréactifs sont éliminés. Ceci peut être obtenu à. 

l' aide d' anticorps cytolitiques [330, 331] , ou bien à l' aide d ' un agent cytostatique, COlllme 

la cyclophosphatllide, suite à une stilllulation spécifique effectuée par une « donor-specific 

transfusion» (DST) [1]. Une irradiation thymique peut également être faite , mais encore 

une fois l' applicabilité à l'holllme est douteuse [332]. C ' est uniquement après la destruction 

ou l' anergie de tous les clones alloréactifs que la greffe de l110elle osseuse (BMT, Bone 

Marrow Transplantation) peut être accoJnplie. C ' est ici que se situe actuellement 

l' inconvénient de tous les protocoles de tolérance centrale: l' utilisation d 'agents toxiques 

pour éI im iner les clones alloréactifs. 
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3.5.1.4 Le TTCB 

Le TTCB est un acronyme 

signifiant Transfusion, Tréosul­

fan, Cyclophosphamide et BMT, 

est un excellent exemple de 

protocole de tolérance centrale qui 

a également fait ses preuves au 

niveau de la greffe de myoblastes. 

Le principe de base de ce protoco­

le est fort simple et consiste dans 

un premier temps à éliminer tous 

les clones alloréactifs. Pour ce 

faire , une transfusion de cellules 

du donneur (DST, Donneur 

Specific Transfusion) est faite, ce 

qui stimule fortement le système 

D3 1).2 D·I DO 
1 1 1 1 

DST TREO CYP B T 
TREO TREO 

D30 D130 D230 ..... ~ .... ~. 1 
MI2 E D 

R) 
immunitaire de l'hôte. Ainsi, Figure 3-3: Résultats de greffes chez une souris MDX 

suite au TTCB 
toutes les cellules alloréactives Greffe de myoblastes allogéniques chez une souris MDX 

vont entrer en prolifération active. A) immunosupprimées B) non-immunosupprimées C&D) 
non-immunosupprimées et tolérisées avec le TTCB. Image 

Par la suite, l'utilisation de la adaptée de Stephan 2006 [1]. 

cyclophosphamide va provoquer 
MT : transplantation de myoblaste, TA : Tibialis antérieur, L : gauche, R : droite. 

l'apoptose chez les cellules en prolifération, c ' est-à-dire les cellules alloréactives. Pendant 

ce temps, le tréosulfan va créer une myéloablation partielle favorisant ainsi la nidation des 

HSC. Trente jours après la BMT, une première greffe de myoblastes allogéniques est faite 

et 100 jours après celle-ci, une deuxième greffe est effectuée afin de vérifier la stabilité 

dans le temps. Finalement, l ' animal est sacrifié 100 jours après la seconde greffe et les 

Tibialis antérieur droit et gauche, endroits où ont eu lieu les greffes, sont prélevés et leur 

expression de dystrophine analysée. (Voir échelle du temps Figure 3-3). Ce protocole de 

tolérance immunologique a permis d'obtenir des résultats de greffe de myoblastes aussi 

bons qu'une immunosuppression soutenue avec le tacrolimus. 
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3.5.2 La tolérance périphérique 

La tolérance périphérique est par définition une tolérance développée après que les 

lymphocytes B (LB) et les lymphocytes T aient maturé et entré dans la périphérie du corps. 

Ce mécanisme est très important parce qu ' il est illusoire de penser que tous les antigènes du 

soi sont présentés au niveau thymique. En effet, il arrive à l' occasion que certains L T 

échappent à la sélect~on thymique négative. Ainsi , sans ces mécanismes de tolérance 

périphérique, la prévalence des lTIaladies auto-immunes serait largement décuplée au sein 

de la population. Les mécanisJTIes de tolérance périphérique ont été divisés en quatre 

groupes, dont le plus important est celui de la suppression par régulation négative [333]. 

3.5.2.1 L'ignorance 

Le principe de base de l'ignorance repose au niveau de la séquestration des cellules 

du systènle immunitaire, c'est-à-dire que les alloantigènes ne viennent jamais en contact 

avec les cellules lymphocytaires. C'est principalement lors des greffes qui ne sont pas 

vascularisées, comme une greffe de cornée, que ce mécanisme de tolérance périphérique 

survient [334]. De plus, certaines régions sont dites immunoprotégées à cause de 

l'incapacité des cellules du système imlTIunitaire à accéder à ces dernières comme, par 

exemple, les îlots de Langerhans [335]. 

3.5.2.2 L'anergie 

L' anergie, également appelée la paralysie IYlTIphocytaire, est une incapacité fonc­

tionnelle des L T naïfs activés par un antigène à proliférer [336]. Pour qu' un L T prolifère, 

deux signaux sont nécessaires: celui produit par son TCR suite à la rencontre avec 

l' antigène, ainsi que celui produit via la costilTIulation. Il a déjà été démontré que le blocage 

des interactions CD80-CD86/CD28 [337, 338] ou CD154/CD40 [339] induisait une tolé­

rance par anergie. Même si de manière générale le phénomène d' anergie survient lors de 

l'absence d' un des signaux de costimulation, certaines études ont démontré qu ' une liaison 

de faible affinité avec le TCR pouvait égalelTIent engendrer l'anergie [340]. 
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3.5.2.3 La délétion clonale par apoptose 

La délétion clonale par apoptose est un mécanisme naturel qui survient vers la fin 

d ' une réaction immunitaire. Le principal but de cette délétion est d' éliminer le surplus de 

LT activés une fois la menace neutralisée. Cette délétion clonale peut se faire de manière 

passive via une privation ou un épuiseJnent des facteurs de croissance tels l' IL-2, l' IL-4, 

l ' IL-9, l ' IL-] 5, l' IL-2]. En effet, ces interleukines sont responsables de l'activation de 

divers facteurs anti-apoptotiques tels le Bcl-2 et le Bcl-xl [34]]. En l' absence de ces der­

niers, l' apoptose est déclenchée via une signalisation intracellulaire. La délétion clonale par 

apoptose est également provoquée de manière active via la fixation de l' IL-2 à son récep­

teur, ce qui déclenche le phénomène de mort induite par l'activation cellulaire (A1CD, 

activation-induced cel! death) [342]. En effet, 1'1L-2 engendre J'expression de CD 178 

(FasL) au niveau de la membrane ceJJulaire des lymphocytes qui , en se liant à CD95 (Fas), 

présent également sur la membrane, active la voie des caspases Jnenant à l' apoptose [343]. 

3.5.2.4 La suppression par régulation négative 

Le concept de régulation négative effectuée par une sous population lymphocytaire 

a été abordé sérieusement pour la première fois dans les années] 970. Ces cellules étaient 

alors appelées lymphocytes T suppresseurs, mais la recherche sur ces derniers a vite été 

abandonnée en l' absence de marqueurs JTIoléculaires et cellulaires spécifiques [344]. 

Pendant près de 25 ans, ces cellules sont tombées dans l'oubli , et ce jusqu ' à la découverte 

de l' équipe du Dr Sakaguchi. En effet, en 1995, le groupe japonais de Shimon Sakaguchi a 

décrit une sous population Iynlphocytaire de type CD4+, qui expriJnait de manière constitu­

tionnelle une forte densité de récepteurs à 1'1 L-2, le CD25, et qui avait la capacité de 

moduler des réactions auto-immunes: le retour de L T suppresseurs [345]. Cependant, avec 

la « redécouverte» de ces cellules, le nom « suppresseur », qui était à cette époque moins 

populaire, a été remplacé par celui de « régulateur », amenant du coup l' acronyJne « Treg ». 

Depuis ce temps, les groupes de recherche travaillant avec les Tregs se sont multipliés de 

Jnanière exponentielle et font de ces cellules un des sujets les plus chauds en immunologie 

depuis plus de 10 ans. 
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3.5.2.4.1 La caractérisation des Tregs 

Les Tregs sont composés majoritairement de LT CD4+CD25high exprimant le facteur 

de transcription «forkhead box P3» (FoxP3). Une foule d ' autres marqueurs cellulaires 

non-spécifiques ont été découverts avec le temps comme le CD45RB, le CD62L, le CDl03 , 

le CD122, le CD134, le CTLA-4 et le GITR et peuvent servir au niveau de la caractérisa­

tion ainsi que de la sélection [346]. La manière spécifique dont ces Treg se développent 

naturellement dans le corps n'est pas entièrement élucidée. Cependant, tout porte à croire 

qu'ils se différencieraient des autres thymocytes au niveau du thymus via une affinité 

intermédiaire CMH/peptide avec les cellules corticales épithéliales lors de la sélection 

négative [347]. D'autres études suggèrent l'importance du rôle joué par certaines molécules 

de costimulation tout comme celui joué par certaines cytokines [348-351]. 

Plusieurs sous-types de Tregs 

ayant chacun un phénotype ainsi que 

des mécanismes d'action distincts ont 

été identifiés avec le temps: CD8+, 

TCR+CD4-CD8-, NK [352-354]. 

Cependant, on peut classer les Tregs 

dans deux principaux groupes: les 

Tregs natifs ou « naturally occuring 

Tregs », qui sont créés dans le 

thymus, ainsi que les Tregs induits. 

Ces Tregs induits sont produits lors 

TGF-~ 

Tr1 ....--

/ IL-10 
Tr1 

Tolerant 

TGF- IIL- lO 

APC 

d'une réaction immunitaire faisant Figure 3-4: L'induction de Tregs 
Image adaptée de Walsh 2004 [11]. 

intervenir des Tregs natifs. En effet, 

) Tolerant 

lorsqu'un Treg natif se fixe à une CPA, il commence à secréter de l'IL-IO ainsi que du 

TGF-~, deux cytokines anti-inflammatoires [355, 356]. Dans l'éventualité où un autre LT 

se fixerait à la même CP A, le contact entre le Treg natif et le L T, en synergie avec la 

présence de l'une de ces cytokines, transforment le LT en un sous-type de Tregs induits: 

TrI si la cytokine est l'IL-IO ou Th3 si la cytokine est le TGF- ~ (Figure 3-4). 
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3.5.2.4.2 Les Tregs in vivo 

Il a été de nombreuses fois démontré qu ' une thymectomie faite chez un souriceau de 

trois jours menait au développement de maladies auto-immunes multi-organiques et que ces 

pathologies pouvaient être prévenues par une injection de Tregs isolés à partir d ' un autre 

souriceau [357]. C ' est ainsi que le rôle au niveau de l' auto-immunité effectué par les Tregs 

natifs a été prouvé pour la première fois [345]. Bref, les Tregs sont un genre de ITIécanislTIe 

de sécurité in vivo corrigeant certaines erreurs commises au niveau de la sélection thymi­

que. Au point de vue cellulaire, les Tregs sont capables d ' inhiber l' action et l'expansion 

d ' un grand nombre de cellules du système immunitaire incluant les LB [358] , LT CD4+ 

[359], L T CD8+ [360], les NK [361], les NKT [362] ainsi que la maturation des cellules 

dendritiques [363]. De plus, leurs effets sur les L T ont été autant démontrés chez les clones 

mémoires que chez les L T naïfs [364, 365]. Les Tregs auraient également un rôle très 

important lors de la grossesse au niveau de la tolérance fœto-1TIaternelle [366]. En effet, les 

antigènes communs entre la lTIère et le fœtus seraient une source de stimulation des Tregs 

qui outrepasserait la réaction immune envers les antigènes du père [367]. D ' un côté moins 

intéressant, les Tregs sont capables d'induire une certaine tolérance envers les cellules 

tumorales, dinlinuant les chances du rejet normal des tumeurs [368, 369]. 

3.5.2.4.3 Le mécanisme d'action des Tregs 

L'activation des Tregs se fait de manière spécifique à l'antigène tant in vivo qu ' in 

vitro [355 , 370, 371]. Pour ce qui est dela phase effective, elle est encore une fois spécifi­

que à l'antigène in vivo , mais elle serait indépendante de ce dernier in vitro [372]. Le 

contact cellulaire est essentiel afin que les Tregs exercent leurs fonctions imlTIunorégulatri­

ces, laissant présager l'importance de plusieurs récepteurs [373]. ' Parmi ceux-ci , il a été 

prouvé que le CTLA-4 joue un rôle crucial; son expression est régulée positivelTIent lorsque 

les Tregs sont stilTIulés [374] et il est capable d ' interagir avec les récepteurs C080 et CD86 

des APC, produisant un signal de costimulation [375]. Certaines études délTIontrent égale­

Inent que cette interaction pourrait déclencher la suppression via l' induction de l' enzyme 

indoléamine 2,3-dioxygénase (100) [376]. Cette enzyme favorise la création de nouveaux 

Tregs via la conversion du tryptophane en kynurenine ainsi que d ' autres ITIétabolites. 
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Les Tregs pourraient également avoir certains effets cytotoxiques directs. Par exem­

ple, il a été démontré que les Tregs pouvaient relâcher de la perforine ainsi que du granzy­

me A, pouvant ainsi détruire des L T, des LB et des monocytes [377] ; cette destruction se 

ferait tant d' une manière dépendante qu ' indépendante à la perforine. Cependant, à lui seul , 

ce mécanislne n' est pas suffisant pour expliquer la tolérance induite par les Tregs [375]. 

3.5.2.4.4 Les usages thérapeutiques des Tregs 

Au niveau médical , les Tregs peuvent être utilisés dans une foule de situations di­

verses et ainsi atténuer, voir guérir, une foule de pathologies via leur pouvoir immunosup­

presseur. Ils peuvent également être incorporés directement ou indirectement au se in de 

protocoles de tolérance immune afin de réduire l' utilisation de diverses drogues tox iques. 

Plus précisément, il a été de nombreuses fois démontré que le transfert de Tregs spécifiques 

aux antigènes du greffon mène à une acceptation à long terme de ce dernier [346, 378, 

379]. Dans un autre ordre d ' idées, des ' études sur des modèles anilnaux suggèrent que 

. certaines maladies auto-immunes induites par des L T CD4+ pourraient éventuellelnent être 

guéries par un transfert de Tregs [374] et le GVHD, quant à lui , peut être réduit de manière 

significative [380-382]. Le pouvoir imlnunosuppresseur de ces cellules peut également 

s' avérer très utile au niveau des allergies et de l' asthme [383-388]. À l' inverse, une déplé­

tion de Tregs pourrait être utilisée pour guérir certains types de cancer étant donné leur rôle 

au niveau de J'immunité tumorale [389-392]. De plus, la présence d ' un haut taux de Tregs a 

été détectée chez des patients souffrant de maladies pulmonaires obstructives chroniques 

[393] ou souffrant d ' hypertension artérielle pulmonaire idiopathique [394, 395]. 
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Chapitre 4· L'utilisation des lymphocytes T régulateurs 

4.1 Problématique 

Depuis quelques années, plusieurs protocoles de tolérance immunologiques ont été 

développés, mais aucun d ' entre eux n' est sans effet secondaire pour le patient. JI y a que l­

ques années, le Dr Stéphan a développé dans nos laboratoires un protocole de tolérance 

centrale avant-gardiste: le TTCB. Ce protocole, utilisant uniquement des drogues approu­

vées pour une utilisation chez 1 ' homme, fonctionne à merveille chez les souris et il est en 

cour d ' optimisation chez le chien et le singe. Cependant, le TTCB cOlnporte encore son lot 

d ' effets indésirables causés par la toxicité de certaines drogues utilisées, principalement la 

cyclophosphamide (Voir la section 3.5.].4 Le TTCB). 

Le but de ces présents travaux est donc de réduire la toxicité de ce protocole, en 

remplaçant les drogues les plus toxiques par une simple injection de Tregs Inultipliés 

spécifiquement in vitro. Jusqu 'à maintenant, nous avons été capables d ' optimiser des 

protocoles afin d ' isoler les lymphocytes T régulateurs, de les caractériser et de prouver leur 

potentiel d ' inhibition. Ainsi , la pureté initiale des Tregs utilisés est d ' environ 920/0 et 

l ' expression du FoxP3 , élément caractéristique des Tregs, a été démontré de deux façons 

distinctes. De plus, leurs fonctions immunorégulatrices ont été délTIontrées in vitro via une 

diminution d ' une prolifération lymphocytaire stimulée artificiellement. 

Pour compléter les travaux de cette étude et dans le but d ' effectuer des prelnÎers 

tests de tolérance, certaines expériences restent à être effectuées. Tout d ' abord, il faut 

mettre au point le protocole de multiplication cellulaire in vitro. Par la suite, il faudra tester 

à nouveau les effets immunosuppressants des Tregs, en s ' assurant de la spécificité de ces 

réactions. Finalelnent, il va falloir les incorporer au TTCB, en relnplacement de la cyclo­

phosphmnide et de la DST chez divers modèles animaux. Par la suite, les prelnières greffes 

de myoblastes pourront être effectuées pour confirmer le tout. 



4.2 Introduction 

Le système immunitaire est parmi les éléments les plus cOlnplexes du corps humain. 

En effet, une myriade d ' interactions cellulaires tant directes qu ' indirectes se produit à la 

grandeur du corps et la majorité des mécanismes sous-jacents à ces interactions sont encore 

à découvrir. De plus, chaque année, de nouvelles cellules présentant un profil bien distinct 

de récepteurs sont découvertes et de nouvelles fonctions sont attribuées aux cellules déjà 

bien connues. Parmi ces cellules, les cellules T régulatrice sont en avant-plan depuis quel­

ques années et la communauté scientifique ne cesse de découvrir de nouvelles sortes de 

cellules régulatrices [396, 397]. COlnme mentionné au chapitre 3, leurs fonctions imlnuno­

régulatrices ne font plus a'-:lcun doute et nous SOlnmes très près d '·une utilisation thérapeuti­

que à grande échelle. Cependant, prétendre être capable de moduler efficacement le systè­

Ine immunitaire serait excessivement prétentieux venant de quiconque, lnême des plus 

grands chercheurs actuels. Ainsi , c ' est en toute humilité que ces travaux de manipulations 

du système ilnm unitaire sont présentés. 

4.3 Matériel et méthodes 

4.3.1 L'isolation des Tregs 

L' isolation des Tregs est faite par « magnetic affinity cel! sorting », communément 

appelée MACS, à partir de rates de souris MDX. Tout d ' abord , les souris sont sacrifiées 

selon les protocoles standards de l' animalerie et leurs rates sont récoltées de manière stérile. 

Par la suite, les rates sont placées dans 300 ~l de tampon isotonique de type HBSS (Hank '5 

balanced salt solution) avant d'être broyées à l' aide d ' un pilon et d ' un mortier afin 

d 'obtenir une suspension tissulaire. Cette suspension est ensuite épurée à l' aide d' un filtre à 

pores de 50 Inicrons et les cellules sont concentrées par 10 minutes de centrifugation à une 

vitesse de rotation fournissant une force équivalente à 300 G. À cette étape, un culot de 

cellules détachées de leur matrice et exempt de tissus conjonctif est obtenu. Par après, les 

cellules sont incubées avec un cocktail d' anticorps permettant un enrichissement en cellules 

CD4 positives. 
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Plus précisément, les anticorps se fixent à l' un des récepteurs suivant: le CD8 (Ly-

2), le CDllb (Mac-l), le CD4SR (B220), le CD49b (DXS) ainsi que le Ter-119. Il est à 

noter que tous ces anticorps sont couplés à la biotine, un complexe facilement reconnaissa­

ble par la streptavidine. Une fois l' incubation terminée, les anticorps excédentaires sont 

enlevés lors d ' un lavage et les cellules couplées à l ' anticorps primaire sont remi s en sus­

pension dans un tampon isotonique. Par la suite, un anticorps ayant d ' un coté la streptavi­

dine et de l'autre une microbille est ajoutée à la suspension liant indirectement la microbille 

à toutes les cellules ayant reconnu un des anticorps primaires. Une fois ce montage effec­

tué, les cellules sont lavées une autre fois et passées au travers d ' une colonne située dans un 

champ magnétique. Étant donné que les anticorps prilnaires reconnaissent des récepteurs 

qui ne sont pas exprimés par les cellules CD4 positives, les cellules qui sont retenues dans 

le champ magnétique sont uniquement C04 négatives. 

La fraction positive, celle ayant passé au travers la colonne, est concentrée à nou­

veau par centrifugation et incubée cette fois avec un anticorps reconnaissant le CD2S 

couplé à la phycoérythrine (PE). Suite à un lavage, un anticorps Inicrobille-anti-PE est 

introduit fixant ainsi une lnicrobille sur les cellules exprilnant le C02S. Après un autre 

lavage, les cellules sont passées au travers d ' une autre colonne située dans un champ 

magnétique. Ainsi , parmi les cellules enrichies en C04, les cellules exprimant le C02S sont 

donc sélectionnées. Finalement, la colonne est retirée du champ magnétique et les cellules 

sont lavées une dernière fois. La lnajorité de cette étape est effectuée à l' aide du 

« CD4+CD25+ 'Regulatory T Ce li Isolation Kit, n10use » (130-091-04]) produit par Milte­

nyi Biotec qui fournit également des informations supplémentaires avec la feuille de 

données accompagnant le produit (voir annexe 1). 

4.3.2 La caractérisation des Tregs 

Afin de s ' assurer que les cellules récoltées sont bel et bien des Tregs et que le taux 

de pureté de la fraction C04+C02S+ est assez élevé, deux analyses complénlentaires 

peuvent être uti 1 isées. 
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4.3.2.1 L'immunobuvardage 

Une fois les cellules purifiées, la première chose à faire est de confirmer 

l' expression de la protéine FoxP3 au sein des cellules des fractions CD4+CD25+ et 

CD4+CD2S-. Pour ce faire, les protéines sont extraites des cellules selon un protocole 

d ' extraction protéique classique et elles sont dosées selon courbe étalon de BSA. Par la 

suite, chaque échantillon protéi,que est chargé sur un gel de polyacrylamide qui est placé 

sous un courant électrique forçant une migration des protéines au travers du gel , et ce en 

fonction de son poids. Par la suite, le gel est incubé avec un anticorps se liant au FoxP3 et 

permettant une liaison subséquente à un autre anticorps utilisé pour une détection par 

chimioluminescence. Suite à une exposition sur un fihn photosensible, une bande à 49 kDa 

caractérise l' expression du FoxP3 [398-400]. Pour cette expérience, le clone FJK-16S 

provenant d ' eBioscience a été utilisé comme anticorps primaire. Un prelnier contrôle 

positif est des cellules 293T infectées in vitro par un lentivirus codant pour le FoxP3. Un 

autre contrôle, acheté chez Abcam (ab 15736), a servi à confirmer le tout. Le contrôle 

négatif, quant à lui , provenait d ' un extrait protéique effectué sur des myoblastes de souris 

MDX. 

4.3.2.2 La cytométrie en flux 

Afin de s ' assurer du bon déroulement de chaque étape de la sélection ainsi que de la 

qualité de la fraction CD4+CD2S+, les cellules doivent être analysées par cytométrie de 

flux, cOlnlnunément désigné par l' acronyme F ACS pour «Fluorescence Activated Cell 

Sorting ». Ainsi , un échantillon de chaque fraction est Inis de coté lors de la sélection et 

préparé pour cette analyse. Pour ce faire , les cellules sont incubées avec deux anticorps: le 

CD25 couplé au PE ainsi que le CD4 couplé au PE-CY5. Avec les contrôles appropriés, on 

peut distinguer ainsi les cellules doubles négatives, n'ayant fixés aucun anticorps, les 

cellules simples positives, ayant fixés soit le CD2S ou soit le CD4, et les cellules doubles 

positives, ayant fixés les deux anticorps et qui sont en fait nos fameux IYlnphocytes T 

régulateurs. 
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4.3.3 Le potentiel d'inhibition des Tregs 

Une fois les Tregs isolés, il faut confirmer leur capacité à inhiber l' activité normale 

des autres ceJlules du système immunitaire. Pour ce faire , une réaction lymphocytaire 

croisée, fréquemment appelée MLR pour « mixed lymphocy tes reaction », est effectuée. 

Cette expérience consiste à stimuler des IYlllphocytes T CD4+CD25-, en l' occurrence la 

fraction n ' ayant pas été sélectionnée lors du deuxième passage dans la colonne magnétique, 

et à vérifier si l' ajout de Tregs, dans différents ratios, rédu it leur prol ifération. 

4.3.3.1 Le marquage au CFSE 

La méthode utilisée pour suivre l' évolution de la prolifération est celle du CFSE 

(carboxy jluorescein succinimidyl ester). Le CFSE est une molécule qui se diffuse passi­

veillent à l' intérieur des cellules avant que ses groupes acétates ne soient clivés par les 

estérases intracellulaires. Une fois clivée, la Illolécule devient très fluorescente sous une 

excitation de 492 nm pour émettre à 517 nm. Pour ce qui est du Illarquage, les cellules 

CD4+C D25- sont placées dans une solution de PBS à une concentration de 6 Illillions de 

cellules par 1111 en présence de 0,5 mM de 

CFSE. Ce Inarquage se fait à 37°C dùrant 15 

Illinutes et il est succédé par trois lavages de 

PBS/BSA 0, 10/0 à 4°C. Pour cette expérience, le 

CFSE utilisé provient de Molecular Probes™ 

sous le nom de Cel/Trace ™ CFSE Cel/ Prolife-

ration Kit (C34554). Une fois les cellules 

marquées, suivre l' évolution de leur proliféra­

tion est très facile. En effet, la quantité in itiale 

de CFSE intracellulaire étant constante, elle sera 

........ o 

CeliTrace CFSE fluorescence 
divisée par deux à chaque fois que la cellule se Figure 4-1: Marquage au CFSE 
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divise par mitose. Ainsi, une série de pics ayant Lorsqu 'une cellule-mère tnarquée au CFSE se 
divise, ses deux cellules-filles possèdent chacune 

chacun la Inoitié de la valeur de l' autre sont deux fois moins de marquage. Image adaptée de 

observables au fur et à Illesure que l' expérience Molecular Probe 2005 [3]. 

se déroule (Figure 4-1). 



4.3.3.2 La sélection post-marquage 

Même si une fois diffusé dans la cellule le CFSE n' est pas supposé en ressortir, il y 

a une fuite très significative et très variable entre les cellules dans les premières 12 heures 

(Voir la figure 4-4). Ainsi, les cellules ayant la quantité de CFSE résiduelle la moins élevée 

après 12 heures ont moins que la moitié du marquage des cellules ayant le plus de CFSE. 

Par conséquent, il sera ilnpossible de dire si les cellules ayant une intensité faible de mar­

quage sont des cellules qui avaient initialement une quantité plus grande de CFSE et qui se 

sont divisées ou si elles sont tout simplement des cellules ayant plus diffusées le CFSE. 

Pour corriger cette situation, les cellules fraîchement marquées au CFSE sont mises en 

culture durant 24 heures. Par la suite, toutes les cellules sont passées dans un F ACS et des 

sous-groupes de cellules ayant une intensité de marquage similaire sont sélectionnés juste 

avant le début de l'expérience. Grâce à cette sélection, il est possible de déceler efficace­

ment les cellules qui se sont divisées d' une à six fois lors de l' expérience. 

4.3.3.3 La stimulation 

De nombreuses méthodes de stimulation lymphocytaire sont possibles afin de véri­

fier J'inhibition des Tregs. Dans ces présents travaux, le milieu de culture cellulaire utilisé 

est supplémenté de «phorbol 12-myristate 13-acetate » (PMA) dans une concentration de 

50 ng/ml en complément de 1 IlM d' ionomycine. Ces molécules activent la voie de la 

protéine kinase C (PKC) chez les cellules CD4+CD25-. L'indice de prolifération a par été 

calculé en fonction du ratio cellules-mères/cellules-filles tel que décrit dans · le tutoriel du 

programme Flowjo, Flow Cytonlétry Analysis Software [401]. 

4.3.3.4 La culture 

Toutes les cellules sont cultivées dans du RPMI 1640 supplélnenté de 1 % de pyru­

vate de sodium, 1 % d'acides aminées non-essentielles, 100/0 de sérum fœtal de bœuf dé­

cOlnplélnenté (FBS,jetal bovine serum), 100 U/ml de pénicilline, 100 Ilg/ml de streptomy­

cine et de 50 IlM de 2~-mercaptoéthanol. Les cellules sont par la suite disposées dans un 

des puits d'une plaque de 96 puits à fond rond et placées dans un incubateur à 37°C, à 

atmosphère hum ide et à 50/0 de CO2. 
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4.4 Résultats 

4.4.1 L'isolation des Tregs 

Une fois prélevée, broyée, filtrée et lavée, la rate se compose majoritairement de 

globules rouges qui , étant négatifs pour le CD4 et le C02S , font augmenter le pourcentage 

de la fraction double négative à plus de 970/0 (Figure 4-2A). À ce point, le pourcentage de 

Tregs n' est que d ' environ 0,30/0. Suite à l' enrichissement en cellules CD4 positives (73% de 

cellules positive), le pourcentage de cellules CD4+CD2S+ grimpe aux alentours de 8,70/0 

dans la fraction enrichie (Figure 4-2C). Il est à noter qu 'avec une déplétion préalable des 

globules rouges, ce taux grimpe aux environs de ] 00/0 (résultats non-présentés). Ce phéno­

mène s'explique par le simple fait que certains globules rouges peuvent ne pas avoir fixés 

le Ter-l 19 lors de la première incubation. Ainsi , ces cellules ne fixent pas la microbille et 

passent au travers de la colonne lors du premier tri cellulaire. Cependant, ces cellules vont 

être él im inées lors de la deuxième sélection, n' affectant aucunelnent la pureté finale des 

Tregs. Ainsi , afin d 'éviter un stress supplélnentaire aux cellules, aucune étape de sélection 

par gradient de densité ou par chlorure d ' alnmonium n'est effectuée pour éliminer ces 

falneux globules rouges. En ce qui concerne la fraction négative du premier tri , ce]]e attirée 

ma~nétiquement dans la colonne, elle est très majoritairenlent composée de globules rouges 

et elle est à 990/0 cOlnposée de cellules doubles négatives (Figure 4-2B). 

Après la deuxième sélection, le pourcentage de Tregs s' élève désonnais à environ 

920/0 dans la fraction positive (Figure 4-2D), tandis que dans la fraction négative, il est 

d ' environ 30/0 (Figure 4-2E). Par abus de langage, nos employons le terme C04+CD2S+, 

Inais le tenne exact devrait être C04+C02Shigh
. Ainsi , le pourcentage exact de Tregs ne 

peut être obtenu qu,' en faisant en Inarquage intracellulaire au FoxP3. Cependant, en tron­

quant légèrement la queue inférieure de la distribution cellulaire, nous nous rapprochons du 

taux réel (Figure 4-20). 
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Figure 4-2: Évolution du marquage CD4/CD25 lors de la sélection par MACS 
La sélection des Tregs se passe en deux étapes: un enrichissement en cellules CD4 positives, suivi d'une 
sélection pour le CD25. 
0) Cellules fraîchement isolées: Les Tregs ne comptent que pour 0,30/0 des cellules isolés d'une rate. 
1-) Fraction 1 négative: La majorité des cellules éliminées lors du premier tri sont des globules rouges. 
1 +) Fraction 1 positive : Suite à la première sélection, la suspension cellulaire est désormais CD4 positive à 
plus de 73%, avec plus ou moins 90/0 de Tregs. 
2+) Fraction 2 positive: Après la deuxième sélection, le taux final de Tregs s'élève aux environs de 92% 
dans la fraction positive. 
2-) fraction négative 2 : La fraction négative est composée de cellule CD4 positive à environ 75%. 



4.4.2 La caractérisation des Tregs 

Étant donné que c 'est par les marqueurs CD4 et CD25 que les Tregs sont purifiés, il 

est évidemment impossible d' utiliser leur expression afin de caractériser les Tregs fraîche­

ment isolés. De plus, une fois activés, les L T CD4 commencent à exprimer le récepteur à 

l' Il-2, soit le CD25 , ce qui pourrait fausser les résultats en sélectionnant des cellules 

n ' exprimant pas le FoxP3. Ainsi , pour enlever toutes ambigüités sur l'origine des cellules et 

pour s' assurer de l' efficacité de la deuxième sélection, un immunobuvardage contre le 

FoxP3 a été effectué sur les fractions positives et négatives de la deuxième sélection 

(Figure 4-3). Cette figure délTIontre clairement que l' expression du FoxP3, 49 et 52 kDa, se 

situe uniquement au niveau de la fraction CD4 et CD25 positive tout comme au niveau des 

différents contrôles positifs. Il est à noter que la quantité de FoxP3 est beaucoup plus 

grande au niveau des cellules du contrôle positif nOllll11é Lenti , car le prollloteur physiolo­

gique de ce dernier a été remplacé par un promoteur fort de cytomégalovirus (CMY) 

augmentant exponentiellement son expression intracellulaire. 
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Figure 4-3: Immunobuvardage contre le FoxP3 

.-
1 

1 , 
1 

If 

1 , 

, 
/~ /'a 

~ , 

, 
1 

f 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

, , 
1 , , 

# , 
1 , 

, 
1 , , , 

ft , 

75 kDa 

50 kDa 
37 kDa 

La protéine FoxP3 possède deux bandes lorsqu 'elle est détectée par immunobuvardage. La 
principale se situe à 49 kDa et la seconde, une forme repliée du FoxP3, se situe à 52 kDa. Cette 
photo d' un ilnmunubuvardage contre le FoxP3 démontre clairement que nos cellules sont FoxP3 
positives et qu ' i 1 n ' y a aucune perte au niveau de la fraction négative. De plus, en regardant les 
différents contrôles, on s'aperçoit que notre anticorps est spécifique à cette protéine. 
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4.4.3 Le potentiel d'inhibition des Tregs 

4.4.3.1 La diffusion du CFSE dans les 24 premières heures 

Même si des indications contraires sont fournies par la compagnie produisant le 

CFSE, un important écoulement extracellulaire de CFSE survient inévitablement dans les 

24 premières heures suivant le marquage. Pour savoir dans quelle proportion et pour avoir 

une meilleure idée du patron de diffusion, 24 échantillons identiques ont été marqués au 

CFSE et une analyse par F ACS a été effectuée à chaque heure, durant 24 heures (Figure 

4-4). Il est à noter qu'étant donné que le FACS doit être manipulé uniquement par le 

technicien responsable, il était impossible d'effectuer 24 analyses consécutives à chaque 

heure. Ainsi, les 24 échantillons ont été divisés en trois groupes pour qu'ils soient tous 

analysés en même temps, durant les heures ouvrables. Le premier groupe est marqué au 

temps 0, le deuxième est marqué au temps -8 et le troisième est marqué au temps -16. En 

faisant donc une analyse au temps 0, les résultats 0, 8 et 16 sont obtenus, au temps 1, les 

résultats 1, 9 et 17 sont obtenue et ainsi de suite. Étant donné la chute rapide du marquage 

dans les premières heures, l'écart entre la septième et la huitième heure pourrait s'expliquer 

par une différence de quelques minutes entre le marquage au temps -8 et celui au temps o. 
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Figure 4-4: Patron de diffusion du CFSE dans les 24 premières heures 

18 20 22 

Les huit heures suivant le marquage démontrent un écoulement de plus de 80% du marquage ainsi qu'une 
grande variabilité. Après cette période cruciale, la diminution en marquage est minime. 
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Cette expérience démontre clairement que dans les huit premières heures, l' intensité 

du marquage diminue de 800/0. Par la suite, il y a certes une diminution, mais elle n'est pas 

vraiment significative. À partir de ces résultats, il a été décidé de toujours placer les cellules 

fraîchement marquées au repos pour une période de ] 6 à 20 heures. Par la suite, une sélec-

. tion finale par cytométrie est effectuée en fonction de la quantité de CFSE résiduelle. Ainsi , 

la résolution du marquage est beaucoup plus grande, ce qui permet d 'observer facilelnent 

jusqu 'à six divisions cellulaires lors des diverses expériences. 

4.4.3.2 L'effet des Tregs 

Évidemlnent, 4 1' immunobuvardage contre le FoxP3 nous indique qu ' il n 'y a pas de 

cellules FoxP3 positives au sein de notre fraction CD4+CD25-. Toutefois, il est possible que 

certaines cellules FoxP3 négatives se soient glissées dans la fraction positive et ces derniè­

res ne seraient pas décelables par immunobuvardage. Si leur nombre est significatif, ces 

cellules pourraient nuire à l'effet Îlnmunorégulateur des Tregs. Ainsi , il est crucial de 

vérifier si les Tregs isolés sont capables de rédu ire la prol ifération des cellu les du système 

ilnmunitaire. De plus, il faut savoir qu ' elle est la proportion minimale de Tregs versus les 

L T CD4+ nécessaire afin de voir les premiers effets immunorégulateurs et qu ' elle est la 

proportion optimale. Ces données serviront par la suite à un premier ajustell1ent des doses 

physiologiques de Tregs nécessaires pour créer une tolérance. 

La figure 4-5 démontre clairement que l' ajout des Tregs fraîchement isolés dans un 

ratio 1:4 ralentit de 111anière significative la prolifération de LT CD4+, et ce 111algré une très 

forte stimulation via la voie de la PKC. Au sixième jour, l' indice de prolifération des puits 

contenant les Tregs est d ' environ la 1110itié de celui des cellules CD4 seules stimulées à la 

PMA/ionoll1ycine. Ces observations laissent donc envi sager qu ' une stimulation d 'ordre 

physiologique, par les CPA par exell1ple, donc beaucoup moins forte , pourrait être inhibée 

presqu 'entièrement par nos cellules. Cette affirmation reste à confinl1er par le biais 

d ' expériences, mais elle est en parfaite concordance avec les données recuei Il ies par 

d ' autres équipes; c'est-à-dire une inhibition de la prolifération quasi-totale jusqu 'à un ratio 

de 1 :8 [397, 402]. 
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De plus, la figure 4-5A nous démontre clairement que la diffusion du CFSE est très 

faible tout au long de l' expérience et que la méthode de re-sélection par cytométrie en flux 

fonctionne efficacement. Plus précisément, le marquage moyen des cellules CD4 seules 

non-stimulées diminue d 'environ 10% par jour, ce qui est minime une fois reporté sur une 

échelle logarithmique. 
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Figure 4-5: Inhibition de la prolifération cellulaire par les Tregs 
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A) Lorsque non-stimulés, les LT CD4 ne se divisent pas par eux-mêmes. De plus, ce contrôle 
négatif démontre la stabilité dans le temps de notre marquage. B) et C) L'utilisation de Tregs 
diminue de 500/0 la prolifération des CD4 stimulés à la PMAIionomycine au sixième jour. 
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La figure 4-6, quant à elle, schématise très bien l ' évolution des divers indices de 

prolifération tout au long de l ' expérience. Dans ce graphique, l ' effet est maximal au 6e jour 

avec une diminution de 50% de l ' indice de prolifération. Après sept jours, la prolifération 

des cellules CD4+ non-inhibées diminue plus vite que celle des cellules CD4+ inhibées. 

Cette observation s ' explique par le simple fait que les cellules CD4+ non-inhibées com­

mencent à saturer leur milieu, épuisant ainsi leur milieu de culture. Selon plusieurs études, 

cet effet peut être évité facilement par un simple changement de milieu [372]. Cependant, 

un tel changement ou un rajout de milieu frais diminuerait la concentration des diverses 

cytokines pro et anti-inflammatoires présentes, ce qui diminuerait l' effet des Tregs, aug­

mentant du coup la prolifération des L T CD4 +. 
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Figure 4-6: Schématisation de l'indice de prolifération dans le temps 
Cette figure, réalisée à partir des indices de prolifération de la figure 4-5 , démontre clairement que les Tregs 
ont un effet sur la prolifération entre le 3e et le 6e jour de culture. À partir du 6e jour, la prolifération des puits 
contenant les Tregs est diminuée de moitié malgré une forte stimulation à la PMA/ionomycine activant la 
voie de la PKC. 
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4.5 Discussion 

Moduler les réponses du système imlnunitaire avec un type de cellules qui n' est pas 

encore entièrement maîtrisé est quelque peu avant-gardiste et est considéré par plusieurs 

comme étant un pari très osé [346]. Les effets de ces cellules sont beaucoup plus variables 

que l' utilisation d' une simple drogue, les courbes doses/réponses sont excessivement 

changeantes in vivo et plusieurs facteurs encore inconnus peuvent venir influencer leurs 

effets, et ce tant in vivo qu ' in vitro. Au niveau de la cOlnmunauté scientifique en général , 

les rôles et fonctions des Tregs sont de mieux en lnieux connus, s ' approchant ainsi d ' une 

fonction future thérapeutique chaque jour [402]. Plusieurs études ont démontré avec succès 

que 'l'on pouvait multiplier des Tregs in vitro [403, 404] et in vivo [405 , 406] afin d' obtenir 

une tolérance périphérique. De plus, il a été démontré que les Tregs qui ont proliféré de 

Inanière spécifique in vitro sont beaucoup plus efficaces, réduisant ainsi le nombre requis 

tout COlnme leurs effets secondaires [382, 407, 408]. 

En ce qui concerne le ratio Tregs versus L T effecteurs nécessaire pour une suppres­

sion efficace de la réponse immunitaire, il a été démontré que plus il y avait de Tregs, plus 

il y avait de suppression [409, 410]. Pour ce qui est de la survie du greffon après un proto­

cole de tolérance périphérique, la quantité de Tregs fraichement isolés nécessaires est 

beaucoup plus grande que lors des manipulations in vitro, soit un ratio de 4: 1 au lieu d' un 

ratio 1:8 [411]. Ce haut ratio de Tregs nécessaires in vivo peut être du à la méthode 

d' inhibition de ces derniers. En effet, plusieurs études suggèrent que les Tregs sont en 

constant combat au site de transplantation et inhibent continuellement les L T effecteurs 

[412, 413]. Ainsi , une silnple infection opportuniste pourrait éventuellement faire auglnen­

ter le nombre de L T effecteurs. Dans l'éventualité où ces L T effecteurs auraient une affinité 

partielle avec les cellules que les Tregs protègent, la tolérance périphérique tomberait et la 

greffe serait rejetée. Quant au Inécanisme de suppression, il n' est pas déterminé hors de tout 

doute raisonnable ~ Inais plusieurs expériences délnontrent que l' activation des Tregs est 

spécifique à l' antigène [1]]. Cependant, une fois activés, ces derniers inhibent les L T 

effecteurs de manière non-spécifique [371]. 
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En ce qui concerne les tentatives d ' incorporation d ' un protocole de tolérance péri­

phérique utilisant les Tregs à un protocole de tolérance centrale, elles sont peu nombreuses, 

voir quasi absentes de la littérature scientifique [414]. Cependant, la combinaison de ces 

deux types de protocoles résoudrait un des problèmes actuels de la tolérance périphérique, 

c ' est-à-dire la stabilité à long terme. Cette instabilité oblige actuellement les chercheurs à 

injecter une quantité faramineuse de Tregs, amenant du coup une série de problèmes 

comme des réactions non-spécifiques des Tregs. De plus, il peut se créer une tolérisation 

non-souhaitée lors de l' injection d ' un trop grand nombre de Tregs, se cOlnparant ainsi à une 

immunosuppression.Cependant, plusieurs molécules peuvent être utilisées pour moduler 

dans le temps la suppression effectuée par les Tregs. Par exemple, l' insertion d ' IL-2 [359, 

415] ou de TNF -u [416] peut abroger les effets des Tregs de manière telnporaire. Ainsi , un 

individu tolérisé uniquement à l' aide de Tregs pourrait se défendre efficacement contre une 

infection microbienne. Évidemment, utiliser un traitement spécial à chaque infection n ' est 

vraiment pas une situation idéale et n' est pas envisageable au niveau thérapeutique. De 

plus, il a été rapporté qu ' un trop grand nombre de Tregs peut favoriser le développement 

d 'un cancer [375] , ce qui valorise encore plus notre concept d' incorporation à un protocole 

de tolérance centrale. 

Évidemment, ces .présents travaux ne sont pas à 1000/0 complété et plusieurs expé­

riences restent à être effectuées. Dans le but de faci 1 iter ces expériences, un nouvel outi 1 est 

à la disposition des chercheurs: les souris FIR. Cette ligné de souris d 'origine C57BL/6 a 

été manipulée génétiquelnent afin que les cellules produisant le FoxP3 co-exprilnent une 

protéine fluorescente rouge. Plus précisément, le promoteur nonnal du FoxP3 a été relnpl-a­

cé par un promoteur bicistronique permettant ainsi de produire cette fameuse protéine à 

chaque fois afin que le promoteur du FoxP3 enclenche la traduction. Pour ce qui est des 

données techn iques, cette protéine fluorescente doit être excitée avec un laser au krypton 

produisant · une longueur d ' onde de 568 nm afin d' émettre une longueur d' onde dans les 

environs de 600 nln [417]. Ces souris peuvent être achetées chez Charles River Laborato-

ries et pourraient s' avérer très uti les. 
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Au niveau du développement du protocole en tant que tel , les deux dernières sec­

tions restent encore à être optimisées. Tout d' abord , la multiplication in vivo des Tregs est 

. la prochaine étape sur laquelle il faudra se concentrer. Cette section du protocole tire ses 

fondements en grande partie sur des expériences conduites à Toulouse par Olivier Joffre 

[372, 418] ainsi que celles effectuées à Philadelphie par Patrick T. Walsh [1 1]. Théorique­

ment, 2xl03 Tregs provenant d ' une souris MDX seront cultivés durant 14 jours dans l' un 

des puits d ' une plaque de 96 puits à fond rond , le tout en présence de 5x 1 05 splénocytes 

irradiés à 17 Gy provenant d' une souris Balb/c. Ils seront placés initialelnent dans un total 

de 200 ~] de milieu de culture et un autre 1 00 ~I de milieu frais seront rajoutés au 7e jour 

dans chacun des puits. La culture sera arrêtée au 14e jour et les Tregs seront purifiés à 

nouveau par sélection magnétique. Par la suite les cellules seront analysées par F ACS avant 

d 'être testés tant in vivo pour leur capacité à établ ir une tolérance périphérique. Parallèle­

ment à ces expériences, des tests in vitro seront également effectués afin de vérifier leur 

potentiel d'inhibition. 

Une fois les Tregs Jnultipliés et testés, la dernière étape de ces expériences est 

d'incorporer au protocole de tolérance centrale les Tregs fraîchement multipliés de Jnanière 

spécifique. Pour ce faire, ils seront incorporés au protocole de tolérance centrale développé 

à Québec par le Dr Stéphan [1] (Voir la section 3.5.1.4 Le TTCB). RapideJnent, la DST 

ainsi que la cyclophosphamide vont être remplacées par différentes doses de Tregs couvrant 

cinq logs, soit de 1 x] 03 à 1 xl 07 Tregs. Après les injections de tréosulfan et de moelle 

osseuse, des tests çie chiJnérisme vont être effectués afin de déterminer la dose efficace 

Ininilnale. Une fois cette dose déterminée, des tentatives de greffes pourront être effectuées. 

Plus précisément, le protocole de tolérance va être effectué chez une souris MDX et par la 

suite, des greffes de peau provenant d ' une Balb/c ainsi que d ' un tiers haplotype, C3H, vont 

être effectuées chez cette souris. Parallèlelnent à ces greffes de peau, des transplantations 

de myoblastes provenant égale-ment de Balblc et de C3H -vont être réalisées chez d ' autres 

souris MDX tolérisées. En suivant l' évolution de ces greffes à court, moyen et long terme, 

nous pourront déterminer l'efficacité de ce protocole et peut être l' amener chez des modè­

les anÏJnaux ressenlblant plus à l ' holnlne. 
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4.6 Conclusion 

Dans ces présents travaux, nous avons démontré que l' isolation des lymphocytes T 

régulateurs peut se faire aisément. Leur caractérisation est aussi une étape plus ou moins 

complexe lorsque les bons outils sont mis au point. Cependant, les difficultés se présentent 

aussitôt que l'on tente d'étudier l' inhibition des Tregs via les diverses interactions cellulai­

res de manière in vitro. Néanmoins, l'objectif de prouver l' inhibition cellulaire in vitro a 

également été réal isé dans ces travaux. 

Évidemment, beaucoup de travail reste à accomplir afin de mener à terme ce projet 

de tolérance mixte. Tout d 'abord, une amélioration des protocoles de prolifération des 

Tregs,in vitro doit être effectuée, afin d'en avoir en nombre suffisant et d' optim iser leurs 

effets. Par la suite, il faudra s'attaquer aux effets de nos Tregs in vivo en établissant une 

courbe dose/réponse des populations fraîchement isolées, multipliées et injectées chez des 

souris. Une fois la quantité de Tregs nécessaires déterminée, il faudra calculer la fenêtre de 

tolérance périphérique afin de remplacer la cyclophosphaJnide au sein du TTCB. Ce n 'est 

qu ' une fois cette fenêtre de tolérance déterminée que l'on pourra effectuer l' expérience 

complète. Ainsi , il sera possible de peaufiner le tout nouveau protocole de tolérance lnixte 

appelé temporairenlent le TTB, pour Tregs, Tréosulfan, BMT. Une fois tolérisée, une foule 

de tests pourront être conduits chez la souris MDX, dont le plus intéressant pour nous: la 

greffe de lnyoblastes. 

Seulement lorsque toutes ces étapes seront franchies chez la souris, nous pourrons 

passer auxlnodèles animaux suivant afin de se rapprocher continuellement d'une utilisation 

chez l' honlme. Tout d ' abord , le chien pourra être utilisé étant donné que c'est un excellent 

lnodèle de OMO. Para11èlelnent aux expérilnentations conduites chez le chien , un ajuste­

lnent de protocole pourrait être effectué chez le singe puisque son systèJne immunitaire se 

rapproche grandelnent avec celui de l' homme. 
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Conclusion générale 

Guérir la dystrophie l11usculaire de Duchenne est en soi un défi de taille. Tout 

d 'abord, la grosseur de la protéine en cause, la dystrophine, ne permet malheureuselnent 

pas d'utiliser la majorité des outils mis à notre disposition grâce à la génétique l11oderne. De 

plus, cette maladie affecte tous les muscles du patient dystrophique, dont certains sont très 

difficiles d' accès. Au sein même de notre laboratoire, les preuves de l' efficacité de la 

thérapie cellulaire ont déjà été démontrées chez différents modèles animaux. De plus, 

divers essais cliniques ont délllontré le grand potentiel de la thérapie cellulaire chez 

l' homme. 

Comment mentionné précédeillment, trois barrières restent à être franch ies avant 

d 'avoir un traitenlent efficace via la thérapie cellulaire. Tout d'abord, les problèmes de la 

mort cellulaire et de la migration doivent être résolus pour avoir une thérapie applicable à 

grande échelle. Toutefois, il est à noter que ces problèmes ne sont pas critiques pour établ ir 

les différentes preuves de principes reliées à la greffe de l11yoblastes. Ainsi , nous pourront 

effectuer les différentes preuves de principes de cette thérapie qui ne sera qu ' atlléliorée par 

la suite. 

Quant au problème de la réponse immune, il a été résolu en grande partie chez la 

souris par la création du protocole de tolérance centrale mis au point parle Dr Lionel 

Stéphan. De plus, il est présentement en cour d'optimisation chez le chien et le singe 

ouvrant ainsi le cheillin à une future thérapie utilisant les Tregs. Évidemment, ce protocole 

est difficile à faire accepter par les différents comités d'éthique n'ayant pas une connais­

sance approfondie du sujet. Sa toxicité temporaire au niveau du système immunitaire sain 

du patient dystrophique est mal vu par certain. De plus, de nombreux effets à long tenlle 

peuvent être ressentis chez le patient dystrophique su ite à l' util isation de la cyclophospha­

mide conlme la stérilité, la perte de cheveux, les nausées, etc. C 'est ainsi qu 'avant mêllle 

que le TTCB ne soit rendu en essai clinique chez l' homme, nous travaillons déjà à son 

optimisation. 



L' utilisation des Tregs va permettre de réduire de beaucoup cette toxicité, ce qui va 

aider ainsi de franchir la dernière barrière à la thérapie cellulaire: la réponse immune 

envers les myoblastes greffés. Ces cellules proviennent du patient, ne sont pas modifiées 

génétiquement et n'ont théoriquement aucune effets secondaires sur le patients. Il est à 

noter qu ' avec l'avènement des cellules souches, des traitements à grande échelle devien­

nent de plus en plus envisageables offrant aux chercheurs et aux patients une quantité 

théoriquement infinie de cellules. 
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Annexe 1 - CD4+CD2S+ Regulatory T cell isolation kit 

Index 

1. De.sl:riptJOIl 

1.1 Principlc ot :\lACS" S<'paratlOll 

1.1 Bàd.:.ground ~H1d prod\Jct àppUCiltiollS 

2. Proloco} 

1.1 Samplc prl'panltiOll 

2.2 Magndk h\bding of non-CD4 ~· T cdb ~ll1d thloresccnt: 
htbeHng 0/ CIJ23 ~· ·ce.lI s 

2.3 Magnctic separ~\ tion: n t~pletion of nrrn~CIH+ T,cils 

2.4 Magnetiç l.\beling of CD 2:;- œl1s 

l.S Magnclic separa tion: Po!oitjvc ~dèdjon of CD4"'C[HS'" 

regù~alor} T t:.dl~ 

3. ExampJe of a sCIHuation ll~ing the CD4+CI)25+- ReguJlltnn' 
T Cell }s.Q!;tüon Kit 

1. Description 

Cmnponcnts 1 mL CD4+C1>25+ Rl'gulutory T Ccli BioHn­
Alltil)()dy C{)(ktHil~ mousl;>: 
Cnàlail ~A h~ olin · { i) lliugalt'ii lnUrHldun.d 
;!n tt ·mouse ;H; ttb od l ( S ; Ig~ün s;: 

c:r)fL\ (1 yv 2~ 15otY1W: L i t I gC; ~'\ I ), 

CDl1b Uvl.l( ' 1; ::;d YP';': t~ t [gel !)). 
CD,t :,R( B120; I ~o typc: nit 19(;1;)), 

CD49b (DX5; is(l! }'pl': r;1l1g\L 
and Ter- Ill) (jsot\'l'(': mt Ig(;2b i . 

2 mLAnli-Biot in MiuoBtilds; 
l',{! noBe;Hh c{)nJl1~a lt>d l o 111 0 IlflC 1011 a] ;lll t t 

biorin ;1 m îl)() (1 y iÎ$OrnW: m(>I! ~.' JgC 1:1 

1 m .L CU2S -PI:, nllm~e: 

\ lonnclonal ,m ri · m()USi~ CD ?) andhody 
(Onju§rHt':d II) R,Plïlcocrylh ri n \P[ i ((k :l:c 7D-I 
l so lypc ,,;Il Ig\l : 

1 ml Anli-PE ~I j çroBe()(is; 

l\ lle fo Deads CCtn Îu il, l ted u IlH HV ·.,:kt ll d J n t.i- PE 

;w libiHh t'; Ci;·, iJ .t> 'Pt~ L ] ( )lJ~ t: 11'.(; 1) 

SiH' For lO'i knkc.:yt."t,., up 1.) .l UO >('P;\r ;I(iO l1 S, 

I>ruduct tonnaI /\11 cnmp ()rH~nh ;lr{~ :; \lp p)it~.J ill IHlÎkr (;onlairing 
stabihlcr ;HHi O.lr)"; ~ ~,nd itlm ~i7lJt· 

S.toi'\H(~ Store pro l~x;(d l'rom Lght ;;t 2 ,· ~ :>~ ::, Do !1()t ( re('z(', 

TIl': L\pil itth HI ddi: j ~. indkakd l11111tt: Viill );i\ltl 

(04+(025+ Regulatory 
T Ceilisolation Kit 
mouse 

Order no. 1 30~09 1 ~041 

LI Prim.:ip le of .\'LACS· Sepllr;'HiuJl 

?\;h)lI~t.' CDrCrn5~ n:gulalory T (db ~trt; iwh.ltnl 1I1 a I.wu-~Icp 
p'1)('('durç, first, CD4-t T cdh <ll"(' plî:' · ~nri.:h ('d br dcpl.çtion I) t 

tinwankd ('dIs, Then. C D2 5 ' (·d1s ,ll't: pt)SitiVd r sd.;·..:ted from rh,,' 
;;-m'icl!(:d CD4 ' T ;.: • .:-11 fr 'Ktiou_ 
hw t he i :~obt lOn ( ) f ( ;1)·' ''' T cc! l ~ , ! H:r1 . C I):j''' '1 ('t' !l f, :\r t' ind ir(!C II ~: 

magner io llr lahe!td wirh <'! co.:tnail of hiorin -mn,lltg;\tèd ill)flh()d ic ; 

;md .Anti ·Biütin [v!lo'oBcùds. In paralkt. Ih12 çcHs M <.' labdcd \\' i.t11 
c:rn s. PI :. 'The Gd! susptm~i n n I ~ I O ~ldt'([ o nW ~) :\4ACS' C:nlu mn , 

\v hkh h pla(i.:"d tn the nhlgndÎ( lidd or a MACS St:pa.ralo!. 'Thl.' 
m ' l,\~ l h,( j (;il ll r Inbded. fl.O I1 ( ;04+ T çdb un; :rd ,I!lIed Ül LIu: (:o)llmn. 
whj) ;"' tht unhtbdt',l, CD4~ T «,lh rnn through, 
lc·r d);(· i:;ùlati ù}1 cl CD4 -CD2:;-; cdls, tht~ C02j i' PE-l.1bcl 'd .:(']15 

in tlK l'nrk lwd CD4 ! '1' , dl frJ<:: ti<:lI1 arc m,1gJH>tI(uJly Illbrlcd ,.,lth 
An fi · PE \ticr() Be~\(k Th(, (d) sllsl)ensiüll is :)f~:ün Itu dr·d nnro :1 

WhHlH1 \vhk h j$ pklù 'd in the Jr'1pKtk fi eld (lf;} ~l i\CS ScP,Ut1tot'­
!llc ma ù,nctka]lv labdt'd C)4!C[)2S1 cclls ar.::· rt'l <,ùned in Ih è 
tolllJnn ,' whik tîlt' unlabded u:lb rlW du olJgh. AÜ('r n?m(Jv~d oÎ 
the column {rOIll Ihe rnaJ:(fld ic !idd, th e.' rc l.tln.:d CD4+CD::! .''t­
(:dh ~l U' duted ~ I ~ the po~;itivdr ~,2Ied~d cdl fract ion and onct' 
ilg,ün $("p,u <I{C'd owr ,l nt\\' (i)!umn, !o .'lchi('\,(' high.::st rtlfiti '~'$ , 

C dl ~u$pensiull 

1 .Indirü:r IlH$ndlf . kb:Jttlh o ÎfloiH .rH' r 
f ·t~ n:;, ')"\'~:h Hip~ ln · Anhh~ ; ~ f :~ · L .';:kkLu ; ;Hif.~ 

--",nU · Ili'.fin !l1i ;:r\A}" ;i/~ 

, L.Jbdin" ~/ ( .oZ;- I.db ,,; ( , cn:s rF 
,1Ht ilK dy 

\Lglld l.' '~T' :l rati;:,n IHÎng LD (nlunu ,1·'­
~l,Hhj~\.· ~;;"\ ( :S 

How-throllgh frac t ion! CD4 "' T alls 

Pn"ilive ~elè,~ tinn nI' cr),. ; C02:; · cpils 

1 Ind irt:'<.. ' IIUj;m:l i l. Lhdhl); ,}f(J)2 ·~ ' ..,:'11, 

" ilh Ami-h:' Micrdk,\,b 

\.L:;~lk·~i(·· s~~r~ ~~. I '~·l ri{·)n H:~. h~f! '~ "' '''''') :d ~ C (l,h:r~'~ n ::; 

Î. !! :" .Hl t ·, ;\'L\{ ~ :·:: 

EJutioll fmn1 tolwnn: 
etH tC1>25 1 f.:gul<ltOly 1 (dis 

1.2 HnC"~T(lUnd and prmj u cl applin \tjons 

TIl(' ( Ln '!'(D2 :~ - Rq:;\)hklr~' T Cd; l$<~L1tlOn Kit w;r$ d('\',:'l ()p~'d tOI' 
Ille i~oL1 !i on o! Illl n~t' C:')<4 +CD2:,)';' Ic~t~lIbl nry T n,Ils l'rom single-
ùdl f,l1~pfns i on~ of spln :n or Iylll ph 11 0 (\( $, 
CD.rCD ,b t inHnU IW(t:gt b tory T ù'lh Il:1\\ ' b (di shm·.'1i tù ~Ktl \'dy 

:;uFPj(')~ i lllllllJ ! I ~: l e'ij'o i !';O "f;<linsi dllt(J k.~.\ . u~ ,HHI L !I<:ign JlI tignb 

Jv.1ilt~IlJ'JL13~i_o_t_e_··_c_· ________________________________________________________ l'_'\\_· ~_-' I_ll_il _t~_n_ri_b_i(_)t~_: ,_· . ~_o_n __ , ~ 



hl 1'i l'o and in ;'ir/o, CD25" tlH: lL-2Rn duin, i ~ ab.o npn::'ssed (In 

;;(tl\'akd CDs'" T (dl>. dendrit,k (('11$ ( DCs\ and B ( d];' 

ïhe kil ((HHUJI]$ ,l vxklml ùt l iIle~lgc ;l. l".xihe bi ;Jfirh:ollJ ug[lI I~~d 

;:lntib;.:>dks '\~Wit:~ t CDS (Ly-X:·, CDllb (l,l<lc-l}, CD4~R (Bn O). 
CD-Nh fDX S), Tt' !' 11 q, ;md Anli Riü fin 'MÜTnRt'at!\ kw dt'plHÎ nn nf 
nun·CD4 T :t:Hs. as wdl a!> CDlS · PÈ .m,J Aml·Pt ~\:j icrüH\!~ld$ k.r 
subs<eqm>nt positiw S;;-!((tiOll üf etH l CDB ! fi.'~ll bto.ry T (;.~lh. 

Ex(\mp] ~ ()f ilpplication~ 

• Isolation of CD-,I-tCD2S+ r('~uIaI Or} ' T ct'l l:. fnmi single-cell 
.s uspen ;j i \m~ 'J1' ~p ·:cn or I;:mph no~ks i{)f, 

• cO'((llto r f ('xl,(' rîmc'nt$ " 'Îth DCs to sm.:! )" priming of DC~ k.r 
rokl';inct." Înducinl) il! lit t !) ;~ i1d :1rter ,ldopti\'t' tr ~~ nstî:'r of'prim i.'d 
DCs i l1 vfl'o, 1 

• adt) pliv~ tr .m slèr ~n<pi.'rimi;:n t:; (e.g. l'mm UV' ~XF()$~d m il..r.' ) 
'la.) <1JY.Ü)'li: th..: ((Ji\.' of regubtory ï (cil:; Ju ring ind U\:tiol1 and 
dlCitü1Îoll of hnptcn-specîfi c 1olcr;Hl( I.'. ~ 

1.3 Ret\gent and in~trument requî:reme-n ts 

• Rull~ 'r : Plto~ph A('- bllnénd :,d lim' (PRS), pH 72, 
.~ u Pl'l0.nwmed wi rh O.S'h, bovine $(' fU !11 ;llhumin iRSA ) ~~ nd 

1 nù l IDTA. Kf>cp huHér coU ( 1 >:; 't~ }. DiO'g::\s bulTer hefm'e use, 

iLS air buhh l, :; cou!d hloà the cO !lImn. 
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2. Protocol 

2.1 Sample prepar-ation 

Prq),ln: a ~; in~l(;'~ çd l ~;.tlSri.'Ii S10n l'rom :;plr:er: {)T lymph node~ us ill);{ 
staü(hrd mdbods. 

.II. ?\I Mv: ' (1)j\ Kil j" nùT .->;Y:im i1,:>(1 jiWlhi> j~i)tUjr, f' 0fr" '!\I1I.lf'()t~· ·! · ('.·r>. t'mm Ni,o"t 
~,,1(1 thymus, 

.. F. .. <.! bh,h'~! çi,i ;J l ''' ~ l~ u d~m .I ; ~' p ~Jt;:m ù,'-;LnCu g<t llOIl b iI;.ll JW~~i~~lr)", Wlù' CI.! 
CfH+-Cl),Z:;' T Cdl Bidll\ ·All tl"l<. x!yC.,)"k ",ii d JII ,,, ill'.,An li-T,:r- j l '.l ,nJibt>J;-, 

2.1 Magnetk bh~ling of non -CD4~ Ci'Hs 

.ami lluoresœnltabding ofCD25 ~ œ lIs 

..Â. \VI.)rk {;lst, k~",p (;('11$ (otdand lbt.' rn'-~(It)lh1 w !utù>ns. lbis \.\' ill 

l'n'ye nt cnppîng. of llHtihodi('s üJl the cdl slIrtncc and non-sp(·( jfl (. 
(dl bbcli ng, 
A. Vol umes fm- magnetic labd in:.' f! irt'11 bd .1 w ar l" fo r a ~ lalting ldl 
IlumhT of 10; kukocytcs, Wh<:n working wirh fewer Ü tJ!l 10; cdk 
U $(' 111(, sam.,' volumes ;\ $ indk "kd, Whcn \',:oddllg "vÎ!h high i?r cdl 
numb(: [ ~,. (,<ik up aH f('(\ ~}~nt vo ltml(:ôand total \,(l ~ lIm (:$ a((ordtugly 
((', g. for}. :.: Hfku~:ocrte:5u<;c twi(.(' lh ç voll.lm(' of,,1l Înd îGtkd r<~i1gt'l1 t 
vohrmf.· s ~l.nd tüu I yü]uDles). 

J... Fer ':1Ii optunal pl.':d~);nunc (· It Îs imporüuH to obtain a single-ù'H 
,~ , :i ( :'(l~< ((A'l): . I;SA , :ln I,;ç su~p '-'nsÎull beJù re 1l1agl idic separabon, rà~:, ü:lb IhnHlgh 30 p rrl 

• 
• 
• 

• 

nT"!M.',iJh:'C, I "I -N I '·r "lt' · 'I',."" .'h:' h;,~\t<' I M i ," I ",{I -,t:l ri;~,,~'>('ll. iin , IMk·Ll' <:;llI ;,,: nlnl Ru·k'" nylon mc~; h (Pre.Separalkm fihcr:s, t. 13Ù-041.407) lo rL' m m '(' .:cll 

clumps ,dlie!) mily dog tb: (liumn. 

{ (Jptli\ J)J.I I Pré ' Sq>ilrHti(.n h lrct':, (f' 15{) D'lI · 4U? ) to remo\'c ,.:dJ 1. 
clumFs, 

(Opliùn;.11) Ptopidiu m i,)dick (PI i {l ( / -.\/1.0 fç r thecxd USlCl.H of 
d {>;Hl (db, 

{Üpti\.HUO Jhl{}rü(hrOlllt' · çonJug.ak d e tH antl büdy cg .. C D 'j-

2. 

HTC (;; I J (}- 091-60dî. CD.:! -!'E (.::' IJO ·091-Ô(7). 01 CD4<\PC 4, 

C~ntri fllgl;' ,;;d15 at }Ol)xg f()[ J 1) mi.nuw~ . A&piralt' supernatam 
( ,mplt>kly. 

R(' ~>w'F< .. nd d',r rdkl in ,10 pT o(bull'e f p~r I Oè' tfll al cdk 

Add 10 pL of HioTin -Anribody Cc>(k nU pel' 10: toul (dk 

S. Mi\ wdl :l l1d refrigt'rat 0 ft);' 10 mimlt1J>; ( 4,· .. 8 "C;" 
MAC~; C ,d ,H fIlI S a1ld \-IACS \i..'p' Ir<lIUr \: f)t' I!klù;u of mm· 
CD-I T o:lh is perfOnlH'.j 0 11 ;m LD(:01unuL llw slIbS('(jllc ui 

f' 0 S}ri\'(' f.èk'({jon of C Dl 1 CD2St' T ails 1$ f'C'rf:)îJ'r)ed (In t\ù) 

IvlS Cülum n:;, DC'ph:rjon and po ',i tl\'(: sek'.: tio i1 ( .J i) il lsc b(' 6. 

p :: rt)nlH:d by lIsing th\;" ;uto\IA(S ' S{~p;\I',lt ()L 

. _ Nore \Vu _ Lill,,: \m h-~' ru. ;:t"1\11"_' inol.',lwd .i uolk,tiuu Ii!iV~, U .i~ht,'i 

:n d.i .)r kl ~l'''T Ilh-u t'_HI1'>;1 lT\'.>~ lt'",y ]",,,0:1 1-.) :1<)('1- ; p"('lho: ::i'J 

J\dd JU ~(L of b\; 11~r, 2D ~ L of ,'1nti-DlOtin ~.1i 'fGlh:Jd~ '.\11<1 
l() \d ùt C:TJ2S -PE antihc dr r,,' j 10/ total (dis 

C"lumn ;\1;\); . lIm.nbi'f (lf \Ixx. IIIl1,nhl'l of :)~p 'H;ltÎ.lr 

bhdt,t! Jelll<t>cr tes lola l Jt'I/Iwq l~s 
" , ;vli:; weil and ITfdgerille for .. li) .. \dditionlll !:; m inales in l lH~ d,irk 

(J-g'C}, 

LV 

:' llllùiAC S. ( ) \.. tt, M.\ C) 

\'Jn') I\lA!>" ) up.:r \'1 ACS 

Al N,)r.~ C,./r-nn ,:."b pl 'T. O, I:k I • ."';pür-:d [ 0 i !!,,-JI < ,.' ~ j:li n ';O)LlLl :h i H!<.' 1 !l, .. \ ',. t i(l,MA<<:' 
.;01' ::UPd·.\l .\C!--' S'I-' ;'J' ,\ tq'~, r,·; dd .li b y,'~ th" f>;~i"~< ; 1"" <- \P.C ~; :;f î,;,r-;l';'j S~l.\ \-b.:-',·;. 

:'< \\:;lo;}, (('!I" hy ;Hkillg l - :~ fi.! , (If imff'>1 PCt 10 ' rotaI (d l, and 

ceHlriJügi' a l 300:>( g for If) minu tes. _j, !~ piraJ t' ,>uperna l.:ml 

r.:ümplel t'Iv. 

0, R(~mçrend (en pd ll'r ln bllriér.: 
f) tT le l Îol1 wirh LD C.ukmn: 

I)q:kt.ion \'.'llh :Hl iù'lAC':;: 
son pl. for nI' le 1. 2S X I Ot, ,~dk 

500 pL lo r u p lo lOs cd ls , 

lv.[ilt~lllrlL~;i~()~t~e=·~~~· ________________________________________________________ '_"_lf_~_ .. I_H_il_t~_n_)'i_h_i._)t_~L_'~_(_"l_l_~ 
l ro kv.~>..-:{ Ikl" -< ' i ';x.' :i p .:, ,:jti ;~ .; ily in-:!.,( ,-,t,: ,J ,i l! M dk 'ïy~ f',~-"' -J 

)< n 'H-. ·" ;,!t' lut n:><'" ,'-' J 'l~,'.' !J:dl _' ;1'.1 HI ' ( k, 



2.3\lagnetic Kep:l(;.tt!on: Dt~pletion of non-CD"+ T (clis 

l)epldiotl with LI) Colutnn 

L Pillet· Ln Cohmm in the magndj( fidd of ~l $u itabk ~-IACS 
Separalür. For dctaib $('e LD C nhmm tb la ShC CL 

L Pn:p~\le (olllmn by ri1l$ing \·\'ith :: ml. of hufte!'. 

_t Apply cell s ~l ::; pt'n s ion onl o 1 he colmn Il. 

,1, Colkd lllllabded ~:dh whi(h p,l ~S lhwugh and was.h « llumn 
wilh 2;0( l ml. of tmrter. Pafnrm w;l shing steps by adding butli: r 
s llü.: e~si\'cly onù' Hw (ülumn re};crvoi r ls i.'rnpty. 
Co!lt.'C! roLll dtluc l1L ·Thi s is th~ unlaheled C:D4 '" T (('1I fr ,)( lio n. 

Deplclioll wHh the autoMACS '" Scparatot 

. Â Rd~r [Cl ih~' alHoAIAC$" t)~~>r NhHHlal for imlrW:'ÜOHS on lm'!'.' to 
use the <l uio?vIACS Sep<ll'atof'. 

1. Prepare .tnd priml' th(' au10VIACS Sep;lmi(w 

Pla(~ the tn1w ('onLlining tht' m'lgnc:· tknlly Jabl'kd ce lh in the 
allloM.ACS Sepüral.n(. C h OÙ5C separatio n program "DcpI02.S .. . 

3. Cü IJ('( t the u.nlabckd fiiJdion (rom outkt port Ih'g l. 'This is the 
\'1ulchni (l)4 ' r ( dl fr~\Clioll . 

2A Mag.neticlabelinp,ç of CD25+ (t'l1s 

,... Volmllès f • .:> j' Hl 'lgn etic lal>dinggivcn bdowaj'c kIr an initial shlrting 
«'Il lHtrnbi: r of up lu 1 n; h~uko(yt(> s , Foi' large!' initial rdl mm1br l's, 
K <lk up \'(.}1UJTle5 ;l (·( onhngly. 

L (~('ntlijl1g(' isobkd CLH~ 'r ( ' lh; a l 30 0::.:g lOf 10 rninlltes_ 

Aspira{{' sUl't'rJutant t'omplctdy. 

2. Resuspcnd l't'H pellet in 90 ~tL Ofl)uŒ .. f 

J, f\dd 10~{LofAnn · r) E :·vjja()lkihls. 

-t Mix wd[ and Ictrigcrnk' for 1:· minutes in the d,uk {J. S '1( ) , 

A . :\üh:.-:; \ \'()d:~ ~!\$! on j,~.f:' f rb l ~, rl~ ~l lü r(' I ~h~ fjj:,t :;,('d i n( H h.:~hnn Innr.~s. ~ -.h;~J~f ft,:·a~r· (·r.:ttn rf~ 

:md!(}f !': IlI~~a IH\"'. lb'HI\m Ü11l,~ m;j\' k"MI!o n(}Jl " r.;~ül i \ ;.<"1! l.ü,çnn ~, . 

. ' . \\';\$11 n:lh hy adding 1· 2 mL uf IHIlh:r and .. -,.:nrnfuge ~ Ir _~O(h; g 

'( lf 10 minult'.'\_ Asp irak :;!IpërlwlaI11 ~:om pkli_: l y-

h . RC;l1 $pt'nd op tü 1 tr'\ (dis in ~,oo f.1 L ( II' h l1 rfcr. 

2..5 Magnetk separation: Positive selec tion of 
CD4 ' CD2S + tegul<ltory T ('dis 

Positive se!(:ctioJl with MS C<>lumn.s 

100 

.. T<) "l~hicve highes.t puri tics. aJ\Vay~; perlnrm IWu ~nnsccllt i\'C 

COhllll!l tlmS-

L PhKt' 1\1.5 Co!umn in the magndk tidd of ,) sldt ablt' 1\'1.'\CS 
Separator. For dèf;lî ls $('C ~ IS C01UIllll d a l ;l :shed. 

2, Prepare (Qlumn bl' rinsing with 500 ~tL of bl1rt~ ;·. 

4. Ld :dl.s pnS$ I"hri)ugh and wash (oJuml1 wÎth 3 Jf. )OO ftL o( bulleJ. 
Pt'!'fhrm wnshing steps br ;\dding bl1tft r tlm:."v limés, once the 
i..'olllmn rcscn'ç Ir i$ empty. 

5. Remo\,(' co lUllln frO!1l th e $c)'arator and p l a((~ il on n suil.ablt' 
«)Ikçtio n tube . 

6, Pipdt€ 1 mL of bHlfuonto the coh!1})n, frnnwdiMe1y I1m.h out 
tht' magnetically labdcd (clis {CrH ' CD::G ' (dIs) by ti rmly 
pushing tht plung(']: Întü the cü!umn. 

.. N,)\.t·: ' f(:, I-'"rform ;\ "t'(lmd ;.n!mnn ru l" l'ou 111,1)' dLI\<: th.: ",d b dirt".:i:lv from Ihc 
fll"~~ (>1110 Ih,,-: ... x()n". _ ·I:(llIil i~n ,rl,'\ 1 ;:"hmw &:0):;1<-,1';.1 .)i ,J 'l dk ': l inl) t111-..:. 

Rt~pea l the 1ll ;"l.gne1.k separüüon procrdui't": as dt'scriht'd in Sh:p S 

1 ~ 6 br using a new ;-'1S Cohllnn. 

Positive sel.~Çti()ll with the autoMACS Sf'parator 

Â Rl' tél" tp the ~HJt()]\lN ::~S Vscr i'vl;Ullpl ft lf in ~ lnlcti()m ()H lww III 
use Ibe aulo~/lACS ScpaHI:tor_ 

1. PrL'l~tnrt' ;lnd prime the ,tuloA1AC:S SC p'H"':ltor. 

2, 1'1;'\( ' lhe tube (ünt:,~i ning the magndically labck d cdls in rh l' 
;1u lnJv[ ACS Sq)aralnr. Choose i)eparation prognllll "Posseld2'+_ 

Colket j h~ pn:;jtiy{' (nK1ion fnnH outlt.'1 port pos?:. llli s ~s the 
cnrklwd CD4 i CD2;:" T (eH fraç tj() IL 

1v.rjltel1l'Jl1).=i~()~t~.· ~e~c:~.· ______ ~ _________________________________________________ h_'\\_" '_'_ I_n_il_I~_n~Yl_ï)_i(_}t_~L_' _ t_~ (_}n_l_~ 



3. ExaIl1ple of a separation using the CD4+CD25+ 
Reglliatory T Celi Isohltion Kit 

CD4+CD2S+ regtll atory T Lell s '''!ère' isokl kd l'rom mou se spleen 
(el 1 suspension nsing the CD,j+CD2 5+ Rl'gnlatory T Cell Isolation 
Kit, an LD and two MS Columns. a .\ iidi lvIACS'· Separator and a 
l\1iniMACS" Separator. Cell s \·vere additionally s tained \Vith CD4-
FITC. Cd! dcbrjs and d l',1tj cd ls were l~xcl ucl cd fro m analys is based 
on scaUcr signais llnd Pl J1 uoresce rKé. 

CD4·FlTC 

CD4+ T ( d is aft(' [ ckpkt ion of 
n0I1 -CD4+ T cdh 

CD4-FITC 

]S(·btN! CD4+C!) 25+ 
/('gulalü / ) T ( d h 

CD4 .. FITC 
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\Varnings 
ReJgeJlls .:ont:ün sod iulll nidc. Undèr Kidl( con,lit ions sod ium <lzide yiclds h)'drazoic 

a( id. ",hidl fS eXTremdy Toxie. Azid", wmpollllds SllOUlci be ciiluted wiTh running water 

belore di s..:arJing. The:;e precaution; :tre r<!C0I11.111<,n dc.'d to av()id del'0si ts III plumbing where 

t>XplOlivf conditions ma}" <'l evelop. 

\Va rrantv 
The prodllC'($ sold nerellllde r Of<.' warranled onl)' to be ïr"e frorn defect s in workmanship 

;m,f m atcr i,tl al the lim e of ddiwry to th,' çuslolll ':l'. Milten)'i Biol ':C GmhH 

makes Il!) warr:tmy or represent:lf ioll. eithc.'r expressed or implied. , . .,,-i th respect to 

th" ri tn e,~f. of a prO.1tK I f(,r a par j, IÙ')J' purpo, .:> . 'Iher..- ;ire no warra J)tj~" expu-ss.:>d 
or jlJlpli ed, whiçh cx tend b~yl)nd ÙIe wduliçal spc(ifi '-:'1 lion; of th., products. 

!vlilt" lIyi Biot"ç Gml H's liJoility is limit« l 1.0 either r~p1a::t'J11ellt of tht' pmducts or ff Îllnd of 
the purçh<t s,~ priee. !vl il tcnyi 'Ril)k~ GmbH is n('t liabI., lo r <Iny propt'rty damag(', penoJlal 
in,iury or c~OJlOmiçJo;>s .:au;'èd Gy t.he proJ lI'·1. 

~lACS is ,\ r€g i~ t t'red lr;:,dema rk o f l\.'lil t.en yi f, iotec GmbH. 

aut oM ACS. Midi\-'!ACS. !v!ini\'lACS. Octo;\-!ACS. Quad r,-, ;\-rACS. SlI P<'rMAC~, and 

Vari oi\-1ACS are tl'"d ' :Ill<tl'b (lfMi lt~ lwi Biokl G mb H . 

{; 2006 lvl ilteny i Biotec G mb H. Prinkd in Germanr-

1\I.[jltelllrll13=i~()~t~· ~=.~c:~· __________________________________________________________ "_'h_~\_,. I_II_il_I~_,f)_Y_it_)i _ÙI_e_( __ Ct_) I_ll_~ 
Unlt'5S othe)'wi".' specifi e;;lly ind i(':l lt'd , :,11 \-l ill<' nyi Biok>: 
prod llct > and s,>rvic,'> ,i rl' Il)1' Tl'H"dr"h 11><' (JIl ly .m" Ilot j'()1 

diallnm ri,; (' 1' rh" rapc ur ic W;t' . 


