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CESC: corneal epithelial stem cell
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CPg: cardiac progenitor

CREF: chronic renal failure

CSC: cardiac stem cell

CSp : cardiosphere

CXCR4: CX chemokine receptor 4

DG: dental gyrus

EC: endothelial cell

EGF : epidermal growth factor

eNSC: epidermal neural crest stem cell
EPC: endothelial progenitor cell

EPg: endothelium progenitor

EP: endothelium precursor

EPO : erythropoietin

EPU: epidermal proliferative unit

ES: embryonic stem

ESC : epithelial stem cell

FACS : fluorescence activated cell sorting
FGF: fibroblast growth factor

FISH : fluorescence in situ hybridation
FOXA-2: forkhead box A2

GATA-4: GATA binding protein 4
G-CSF : granulocyte-colony stimulating factor

GDF-11: growth differentiation factor 11
GFAP: glial fibrillary acidic protein

GFP : green fluorescent protein

GLP-1: glucagon like peptide 1

GM-CSF: granulocyte and macrophage-colony
stimulating factor

GPC : glial progenitor cell

GRMD: golden retriever muscular dystrophy
HCELL: hematopoietic cell E-/L-selectin ligand
HGF : hepatocyte growth factor
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HSC: hematopoietic stem cell

IGF: insulin growth factor

IHH: intestinal hedgehog
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IMSC: interstitial multipotent stem cell

IPF-1: insulin promoter factor-1

ISC: intestinal stem cell

ISL-1: insulin-1

KLF-4 : kruppel like factor-4

KGF: keratinocyte growth factor

KSC: keratinocyte stem cell

KTLS: KIT+ THY-/Low SCA+

LFA-1: lymphocyte factor A

LIF: leukaemia inhibitory factor
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MAPC : multipotent adult progenitor cell
MCP: monocyte chemotactic protein

M-CSF: macrophage-colony stimulating factor
MDR-1: multidrug resistance-1
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MPg: myocyte progenitor

MP: myocytes precursor

MSC: mesenchymal stem cell
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IGF: insulin growth factor

IHH: intestinal hedgehog

IL: interleukine

IMSC: interstitial multipotent stem cell

IPF-1: insulin promoter factor-1

ISC: intestinal stem cell

ISL-1: insulin-1

KLF-4 : kruppel like factor-4

KGF: keratinocyte growth factor

KSC: keratinocyte stem cell

KTLS: KIT+ THY-/Low SCA+

LFA-1: lymphocyte factor A

LIF: leukaemia inhibitory factor

LIN: lineage

MAPC : multipotent adult progenitor cell
MCP: monocyte chemotactic protein

M-CSF: macrophage-colony stimulating factor
MDR-1: multidrug resistance-1

MEF-2: myocytes enhancing factor 2

MIAMI:  marrow-isolated adult multilineage
inducible
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MPC : mesodermal progenitor cell
MPg: myocyte progenitor

MP: myocytes precursor

MSC: mesenchymal stem cell

MY OD: myogenic differentiation

MY OR: myogenic repressor

N-CAM: neural cell adhesion molecule
NGF: nerve growth factor

NGN-3: neurogenin 3

NOD: non obese diabetic

NPC: neural progenitor cell

NSC: neural stem cell

OPC: oligodendrocyte progenitor cell
OCT-4: octamer-4

PAX-6: paired box-6

PBSC: peripheral-blood stem cell
PDGEF: platelet-derived growth factor
PDX-1: pancreas duodenum homeobox-1
PGF: placental growth factor

PMP: pancreas-derived multipotential precursor
RMS: rostro migratory stream

RSC: retinal stem cell

SC: satellite cell

SCA-1: spinocerebellar ataxia-1

SCF: stem cell factor

SDF-1: stromal derived factor-1

SGZ: subgranular zone

SHH : sonic hedgehog

SMC: smooth muscle cell

SMPg: smooth muscle progenitor

SMP: smooth muscle precursor

SNO: spindle-shaped N-cadherin-positive
osteoblastic

SOX-2: sex determining region Y-box 2
SP: side population

SVZ: subventricular zone

STRO-1 :
STZ : streptozotocine

stromal-1

TA: transient amplifying

TEF-1: translational elongation factor 1
TGF-B: transforming growth factor-f
TNF: tumoral necrosis factor

VCAM-1: vascular cell adhesion molecule
VEGF: vascular endothelial growth factor
VLA-4: very late antigen-4

X-gal: 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-
galactopyranoside
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INTRODUCTION

L’enthousiasme et les controverses au sujet des cellules souches sont liés a deux découvertes :
le clonage de la brebis Dolly par WILMUT et al. (1997) et I’établissement de cellules embryonnaires
souches humaines par THOMSON et al. (1998).

Depuis, les cellules embryonnaires souches (embryonic stem cells ou cellules ES) sont un
grand sujet d’actualité et sont dans la ligne de mire des médias. En effet, I'utilisation de ces
cellules pose un probléme éthique majeur en médecine humaine : elles sont prélevées chez un
embryon. Or, ’embryon peut étre considéré comme un étre humain a part entiére : manipuler un
embryon revient a manipuler une vie humaine. Les chercheurs se sont donc retrouvés face a une
opinion publique défavorable, mettant de ce fait un frein a leurs recherches.

Cependant, les travaux sur les mode¢les animaux ont continué. Les modéles animaux peuvent
étre, parmi les mammiféres, le Rat, la Souris, mais aussi le Chien. Ce sont des modéles permettant
I’¢tude de données de référence sur la biologie ou le comportement, ou chez lesquels on peut étudier
un processus pathologique spontané ou induit, celui-ci ayant un ou plusieurs aspects communs avec
un phénomene équivalent chez 1'humain ou d'autres especes animales. Ils sont ainsi utilisés car
potentiellement porteurs de maladies ressemblant treés fortement a celles de ’Homme et permettent
donc d’étudier I’intérét des cellules souches dans le traitement de ces maladies.

Les cellules souches sont de deux types : embryonnaires et adultes. Elles ont dans tous les cas,
trois importantes caractéristiques les différenciant des autres types de cellules : premiérement, ce
sont des cellules indifférenciées ; deuxiémement, elles sont capables de s’auto-renouveler pendant
de longues périodes au travers de nombreuses divisions cellulaires et troisiémement, sous certaines
conditions physiologiques ou expérimentales, elles peuvent se transformer en cellules spécialisées
c'est-a-dire entrer dans une voie de différenciation ceci dans un ou plusieurs lignages cellulaires
(FORTIER, 2005).

Il existe différents stades de cellules souches. Les cellules souches totipotentes sont capables
de reconstruire seules un organisme entier. Les cellules souches pluripotentes sont capables de
former plusieurs lignages cellulaires des trois feuillets embryonnaires : I’ectoderme, 1’endoderme et
le mésoderme. Les cellules souches multipotentes ne peuvent donner qu’un nombre restreint de
lignages cellulaires (FORTIER, 2005). Les cellules souches unipotentes ne peuvent donner qu’un
seul type cellulaire.

Les cellules embryonnaires souches sont des cellules souches pluripotentes et sont dérivées
d’un groupe de cellules situé dans la masse cellulaire interne du blastocyste (embryon de 3,5 jours
post-fécondation chez la Souris) (LI et XIE, 2005). Le fait qu’elles soient pluripotentes leur donne un
intérét majeur : on peut obtenir des lignages cellulaires des trois feuillets embryonnaires a savoir le
mésoderme, 1’endoderme et l’ectoderme. Elles ne donnent pas, par exemple, les cellules du
trophectoderme. Leurs inconvénients les plus importants sont (1) qu’elles entrainent une réaction de
rejet ne pouvant étre contournée que par 1’utilisation a vie de médicaments immunosuppresseurs
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(TAUPIN, 2006a) : en effet, ces cellules peuvent entrer dans la voie de différenciation, par exemple
en cellules pancréatiques endocrines, et créer une réaction de rejet lorsqu’elles sont injectées chez un
individu adulte ; et (2) elles se trouvent en quantité insuffisante dans 1’embryon pour leur utilisation
en thérapeutique (BACHOUD-LEVI et al., 2006).

Les cellules souches adultes sont des cellules que I’on retrouve dans des tissus adultes, c'est-a-
dire aprés la naissance. Elles ont la capacité¢ de s’auto-renouveler et de générer des cellules
fonctionnelles différenciées afin de remplacer les cellules perdues au cours de la vie (LI et XIE,
2005). Elles appartiennent généralement a un lignage cellulaire particulier. Par exemple, les cellules
souches hématopoiétiques (hematopoietic stem cells ou HSCs) sont a ’origine du lignage des
cellules my¢loides et lymphoides. Les cellules souches chez 1’adulte sont donc plus limitées dans
leur différenciation, de part leur tissu d’origine, que les cellules embryonnaires souches. Cependant,
il semblerait qu’elles possedent, en réalité, une certaine plasticité, c'est-a-dire une capacité a donner
d’autres lignages cellulaires que leur lignage d’origine, ce qui augmenterait leur intérét dans la
thérapie cellulaire (FORTIER, 2005). Les cellules souches adultes sont en nombre restreint par
lignage cellulaire dans les tissus adultes et les méthodes pour leur expansion in vitro sont, a I’heure
actuelle, difficiles. Elles possédent, cependant, un avantage majeur : il est possible de les prélever
chez le patient a traiter, de les faire croitre in vitro, de les manipuler génétiquement et de les
conserver dans des banques sous forme congelées. Il est alors possible de les réinjecter au méme
patient : ce mode dit de greffe « autologue » n’entraine pas de rejet par le systtme immunitaire
(FIEGEL et al., 2006).

Cette étude a pour but de rassembler ce qui est connu sur les cellules souches chez I’adulte.
Elle ne se veut pas exhaustive pour autant. Les cellules souches adultes sont donc envisagées dans un
premier temps selon leur définition, leurs marqueurs et leurs propriétés, puis sous un angle
thérapeutique, ceci pour chaque type de cellules souches étudié. Actuellement, la caractérisation et
I’évaluation thérapeutique des cellules souches adultes se fait chez ’Homme mais surtout sur des
mod¢les animaux comme le Rat, la Souris, le Porc, le Cheval et le Chien. Leurs définitions et leurs
marqueurs sont donc quasiment tout le temps liés a ceux trouvés dans ces especes. Une extrapolation
des données obtenues est totalement possible vers la médecine vétérinaire. Il sera bien sir fait, des
que possible, référence a des études menées sur le Chien.
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I. Ou’est ce qu’une cellule souche adulte ?

A. Les propriétés des cellules souches adultes

1) Une cellule souche est douée d’auto-renouvellement

Les cellules souches sont définies comme ayant une capacité d’auto-renouvellement, c'est-a-
dire qu’elles sont capables de subir des divisions symétriques au travers desquelles la population
originelle de cellules souches est maintenue. Les divisions symétriques impliquent que les cellules
filles conservent les caractéristiques propres d’une cellule souche (ULLOA-MONTOYA et al,
2005).

Les cellules souches sont capables de s’auto-renouveler pendant de trés longue période. Il
reste encore a comprendre pourquoi elles conservent aussi longtemps leur capacité d’auto-
renouvellement. En effet, a chaque fois que le génome se réplique, il y a des erreurs dans I’ADN
(acide désoxyribonucléique). Les cellules souches des mammiféres possédent des mécanismes de
surveillance qui détectent les erreurs de réplication et éliminent les cellules dans lesquelles
apparaissent ces erreurs. Il y aurait intervention de la protéine p53 bien connue pour son réle de
facteur anti-tumoral et pro-apoptotique, et de la protéine Rb, elle aussi facteur anti-tumoral. Ce
mécanisme éviterait ainsi la formation de tumeur par mutation d’une cellule souche et prolifération
de cette cellule mutée (MORRISON et SPRADLING, 2008).

Les cellules souches possédent enfin une capacité unique a protéger les télomeres de leurs
chromosomes. En effet, toutes les cellules souches expriment le marqueur de la télomérase qui est
spécifique de ces cellules (Figure 1). La télomérase est une enzyme qui évite qu’a chaque division
cellulaire, le télomere, correspondant a I’extrémité du chromosome ne soit pas répliqué et soit alors
perdu. Cela permet donc de maintenir le génome au complet (ASAHARA et al., 2000).
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Figure 1 : Téloméres et télomérase (d’aprés Appendix C: human embryonic stem cells
and human embryonic germ cells)

Avant

Chromosome A e ¥

.,m{___' - l chromosome
LD
TR

Fin courte du

Télgmérase

ARN sur Nouveau

la
- A R brin
Telomere Telomere telomerasi/

e
L
1 ﬂ G
ong court GE‘I#EEG A
AR AA

répétées d’ADN e el P

Telomerase_’I Telomerase
active inactive ou
absente
At ol
A-T -
T _ A Les télomeéres
c G sont des Apres { 4DN
C B G séquences L PR PO bscrase
C-G

2) Les propriétés moléculaires des cellules souches

a) Une cellule souche est une cellule indifférenciée donc difficilement identifiable

Les cellules souches sont des cellules indifférenciées. Cela veut dire qu’elles ne possédent pas
les marqueurs de leur lignage cellulaire. Ceci pose de nombreux problémes quant a leur

reconnaissance in vivo et in vitro.

Pour pouvoir isoler une cellule souche d’un tissu, il faut pouvoir I’identifier tout en la
maintenant en vie. Or, ceci est loin d’étre facile a réaliser. Les chercheurs utilisent la plupart du
temps trois méthodes: (1) marquer les cellules dans un tissu vivant avec des marqueurs
moléculaires puis déterminer a quels types de cellules elles donnent naissance; (2) éliminer
certaines cellules souches d’un organisme vivant, les marquer en culture puis les transplanter dans
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un autre animal pour déterminer si ces cellules recolonisent leur tissu d’origine ; (3) isoler les
cellules souches et les manipuler a I’aide de facteurs de croissances ou de nouveaux genes, pour
déterminer quel genre de cellules différenciées on obtient.

1. Identification in vivo

Le marquage des cellules in vivo est encore de nos jours extrémement délicat et représente un
obstacle a I’utilisation des cellules souches (MORRISON et SPRADLING, 2008).

Certaines des propriétés des cellules souches ont donc préférentiellement été utilisées chez la
Souris, pour les marquer. Ainsi, la propension qu’ont ces cellules a retenir le Bromodéoxyuridine
(BrdU) est li¢ a une tendance inattendue qu’ont les cellules souches a se diviser plus lentement que
leurs descendants. Ces méthodes se sont cependant montrer moins sires que l’utilisation de
marqueurs cellulaires (MORRISON et SPRADLING;, 2008).

Il est également possible d’utiliser la technique du « fate-mapping » pour localiser et ainsi
déterminer 1’origine et le devenir des cellules souches chez des souris transgéniques. Cette technique
vise a marquer les cellules d’intérét au sein d’un embryon et a suivre leur migration au cours du
développement embryonnaire (LI et XIE, 2005). De cette fagon, il est possible de tracer le devenir
d’une cellule souche au sein d’un organisme et ainsi d’identifier les lignages cellulaires qui en
dérivent.

Pour suivre les cellules souches d’un donneur chez un receveur et ainsi les identifier, on utilise
généralement, chez la Souris, des individus différents génétiquement ou phénotypiquement. C’est ce
qui est utilisé le plus souvent pour suivre les cellules souches de la moelle osseuse hématopoiétique
lors de greffe de moelle (HERZOG et al., 2003). Le plus utilis¢ a I’heure actuelle est la
transplantation de deux souris de sexes différents: il s’agit de la transplantation de méle a femelle.
Le chromosome Y sert alors de marqueur. Il reste malgré tout difficile de marquer et de révéler par
FISH (fluorescence in situ hybridation) le chromosome Y sur des petits morceaux de tissus, la
quantité de chromosomes étant alors négligeable. Il est possible d’obtenir de faux positifs par
superposition cellulaire ou par attachement non spécifique (HERZOG et al., 2003).

Pour identifier les cellules souches cibles, on utilise donc des marqueurs : un bon marqueur
doit avoir les propriétés suivantes : I’expression du marqueur doit étre originairement absente des
cellules a marquer, génétiquement transmissible, et facilement détectable in situ (BAGNIS et al.,
1999).

Dans un contexte de transplantation de cellules autologues, différencier les cellules souches
transplantées des cellules souches résidantes est impossible sans 1’utilisation de marqueurs capables
de discriminer les deux types de cellules. Cela nécessite de développer des stratégies de marquage
stires, efficaces et relativement faciles d’emploi.

L’injection de marqueurs chimiques non toxiques a largement été utilisée pour étudier le
développement embryonnaire chez les animaux ; cependant, la fluorescéine conjuguée a un
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dodécapeptide, la rhodamine conjuguée au dextran ou encore la peroxydase issue du raifort se
diluent au fur et a mesure des divisions cellulaires (BAGNIS et al., 1999).

L’utilisation d’un rétrovirus défectueux est trés intéressante car c’est un vecteur naturel qui
est capable de s’intégrer dans le génome d’une cellule. Cela permet la détection du provirus dans la
descendance des cellules génétiquement modifiées. Mais la détection in situ d’un trés petit nombre
de cellules reste difficile (BAGNIS et al., 1999). Un avantage certain de 1’utilisation d’un rétrovirus
est que son expression démontre que les cellules transplantées sont bien fonctionnelles dans le
nouvel organisme (CARTER et al., 1992 ; HERZOG et al.,, 2003 ; KIEM et al., 1994).

Il est également possible d’utiliser un transgéne comme marqueur. Le plus souvent, on utilise
le géne codant pour la béta-galactosidase (B-GAL) ou pour la protéine fluorescente verte (green
Sfluorescent protein ou GFP) (HERZOG et al., 2003). La GFP est une protéine isolée de la méduse
Aequora Victoria et qui fluoresce en vert lorsqu’elle est exposée a une lumiere bleue (CHUDAKOV
et al., 2005). Les chercheurs sont capables de créer des souris génétiquement modifiées exprimant
dans toutes leurs cellules la GFP. Il suffit de transplanter les cellules du donneur GFP+ qui nous
intéressent chez une souris normale : on observe ensuite les cellules du donneur grace a 1’émission de
la fluorescence verte de la GFP.

2. Identification in vitro

Les marqueurs cellulaires spécifiques des cellules souches n’ont pas été¢ déterminés pour tous
les lignages cellulaires et leur utilisation reste encore difficile. En effet, il est nécessaire que ces
marqueurs soient spécifiques : il faut pouvoir distinguer les cellules souches de leurs cellules filles et
des cellules différenciées du tissu environnant. Le marqueur doit pour cela étre spécifique du stade
indifférencié de la cellule souche. Il est malheureusement impossible de n’obtenir qu’un seul type de
marqueur : on utilise donc le plus souvent des combinaisons de marqueurs. Il se pose de plus un
autre probléme qui est la variation des marqueurs d’une cellule souche au cours du temps suivant
son environnement, le comportement des cellules voisines et son stade (quiescente ou activée)
(MORRISON et SPRADLING, 2008).

A partir de ces marqueurs, les chercheurs utilisent 'immunomarquage. Le principe de cette
technique est de mettre les cellules prélevées chez un animal en contact avec un premier anticorps dit
anticorps primaire, spécifique de I’antigéne de la cellule d’intérét; puis de révéler cet anticorps en
utilisant un anticorps dit secondaire, issu d’un animal d’une autre espece. L anticorps secondaire, qui
est ’anticorps marqué, reconnait spécifiquement 1’anticorps primaire comme étranger et se fixe donc
sur lui (Figure 2).
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Figure 2 : Illustration de la technique d’ immunomarquage par un fluorochrome

* Fluorochrome

‘E-_

Anticorps secondaire
44— Anticorps primaire

Antigéne

Le marqueur porté par I’anticorps doit ensuite étre révélé : les chercheurs utilisent soit la
fluorescence : on parle d’isolement cellulaire par fluorescence active (fluorescence activated cell
sorting ou FACS) (Figure 3); soit des technologies de séparation magnétique.

Figure 3 : Illustration de la technique du FACS (d'apres Appendix E: stem cell markers)
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Ces méthodes sont faciles a mettre en place quand les cellules souches sont en suspension
comme les HSCs. Lorsque les cellules proviennent d’un tissu, il faut d’abord les en extraire, en
utilisant par exemple un traitement a la protéase : les cellules souches sont alors isolées des cellules
voisines et de la matrice extra-cellulaire (FORTIER, 2005).

b) Le concept de reprogrammation

Jusqu'a trés récemment, la possibilit¢é qu'une cellule souche puisse dériver d’une cellule
somatique était tout simplement impensable : le mécanisme d’engagement dans une voie de
différenciation ne fonctionnait conceptuellement qu’a sens unique. Grace a une série d'expériences
remarquables, I'équipe des Prs. JAENISCH et MIKKELSEN a pourtant fait tomber le dogme, tout du
moins pour des cellules issues d’un embryon de Souris (MIKKELSEN et al., 2008). Ainsi, il a été
montré chez la Souris que l'expression ectopique des quatre facteurs de transcription OCT-4
(octamer-4), SOX-2 (sex determining region Y-box 2), KLF-4 (kruppel like factor-4) et C-MYC dans
un fibroblaste lui confére une identit¢ de cellule pluripotente. Cette reprogrammation nécessite
quelques semaines et met en jeu des mécanismes moléculaires complexes.

Bien qu'elles expriment certains geénes propres aux cellules souches, ces cellules ne se sont
pourtant pas complétement reprogrammées en cellules souches. Il semble y avoir trois raisons
principales a cela: (1) les cellules pourraient activer certains génes bloquant leur prolifération en
réponse au stress cellulaire; (2) elles n’arriveraient pas a activer ou réprimer les facteurs de
transcription spécifiques des cellules souches et resteraient ainsi bloquées a un stade non totalement
indifférencié ; (3) elles semblent ne pas parvenir a régénérer 'hyperméthylation des geénes associés a
cet état de cellule souche (MIKKELSEN et al., 2008).

Ces chercheurs concluent ainsi qu'une reprogrammation de cellules somatiques différenciées
est possible, mais qu’il reste a identifier d’autres facteurs de reprogrammation, ou d’autres molécules
favorisant la reprogrammation, la rendant stable et slire, afin d'utiliser ces cellules en thérapie
cellulaire.

Cette expérience ouvre donc une nouvelle porte : il ne semble plus impossible d'obtenir des
cellules souches autologues a partir de cellules somatiques différenciées. Cette perspective est
extrémement intéressante : on pourrait ainsi imaginer, par exemple, obtenir des cellules souches
pluripotentes a partir de fibroblastes de la peau et régénérer ainsi facilement un (ou plusieurs)
lignage(s) cellulaire(s) pauvre(s) en cellules souches.

3) Une confirmation de I’existence de cellule souche a posteriori, apres culture in

vitro ou injection in vivo

I1 est enfin nécessaire, pour qualifier une cellule de cellule souche, de tester son activité. En
effet, une cellule peut exprimer un marqueur de cellule souche sans pour autant en étre une : certains
marqueurs se retrouvent a la fois sur les cellules souches et les cellules matures d’un méme tissu. On
confirme donc a posteriori que la cellule souche, identifiée comme telle par ces marqueurs, est bien
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une véritable cellule souche. In vitro, on teste leur clonogénicité, leur potentiel de prolifération, leur
capacité d’auto-renouvellement et leur potentiel de différenciation ; alors qu’in vivo, on va plutot
tester leur capacité d’auto-renouvellement et leur capacité a régénérer des tissus (GARGETT, 2007 ;
ULLOA-MONTOYA et al., 2005).

4) Une cellule souche peut s’engager dans une voie de différenciation et
constituer un lignage cellulaire

La différenciation est définie comme un changement dans le phénotype cellulaire en raison de
I’expression de geénes spécifiques de la fonction de la cellule suivant le lignage auquel elle appartient
(GARGETT, 2007).

Les cellules souches entrent dans la voie de différenciation par des divisions dites
asymétriques impliquant qu’une seule des deux cellules filles conserve les caractéristiques propres
des cellules souches, alors que 1’autre cellule fille continue dans la voie de la différenciation
(ULLOA-MONTOYA et al., 2005). C’est ce qui est représenté sur la figure 4 ou A représente la
cellule souche mére donnant naissance a une autre cellule souche A identique a elle; et donnant
naissance a une cellule B qui s’engage dans une voie de différenciation.

Il semblerait que 1’asymétrie soit liée a une asymétrie moléculaire au sein de la cellule souche
en division. Il y aurait une ségrégation asymétrique des protéines, des ARNSs (acides ribonucléiques),
des organelles et de ’ADN. Il semblerait également que le fuseau nécessaire a la division cellulaire
soit lui aussi asymétrique (MORRISON et SPRADLING, 2008). Enfin 1’environnement
interviendrait aussi dans ’asymétrie des divisions.

Figure 4 : Principe de la division asymétrique

Engagement dans
une voie de
différenciation

La cellule fille obtenue entrant dans la voie de différenciation est appelé cellule
d’amplification transitoire (transit amplifying progenitor ou cellule TA) (GARGETT, 2007). Ces
cellules TA, aussi appelées, suivant leur stade, cellules progénitrices puis cellules précurseurs,
possedent des propriétés intermédiaires entre les cellules souches adultes et les cellules
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différenciées : elles ont un potentiel de division limité, une absence de capacit¢ a 1’auto-
renouvellement et donnent naissance progressivement aux cellules différenciées (Figure 5).

Figure 5 : Hiérarchie cellulaire d’un lignage cellulaire
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La division asymétrique jouerait aussi un role dans la capacité qu’ont les cellules souches a se
maintenir longtemps : les mutations de I’ADN seraient spécifiquement envoyées dans la cellule fille
poursuivant la différenciation alors que I’ADN original, intact serait conservé dans la cellule souche
fille responsable de I’auto-renouvellement. Ce phénomeéne n’a cependant pas été¢ décrit dans tous les
systemes (MORRISON et SPRADLING, 2008).

Les cellules souches adultes remplissent ces critéres. Les chercheurs ont pu les mettre en
¢vidence dans de nombreux tissus adultes, ce que nous verrons par la suite (ASAHARA et al,
2000).

5) La cellule souche joue un role dans I’homéostasie tissulaire par quiescence et

activation

Les cellules souches sont gardées quiescentes localement ou dans la circulation sanguine et
sont réactivées a la suite de stimuli environnementaux pour la régénération physiologique d’un tissu
ou suite a un processus pathologique. La régénération d’un tissu dans un organisme vivant se fait par
deux mécanismes.

Le premier est le remplacement des cellules différenciées par la division de cellules souches.
Un exemple typique de ce phénomene est la reconstitution des cellules sanguines. La totalité des
cellules sanguines proviennent d’un nombre restreint de cellules souches hématopoiétiques.

Le deuxiéme mécanisme est le remplacement des cellules différenciées par des cellules
différenciées. Ceci peut s’effectuer car certaines cellules différenciées ont conservé un potentiel de
division. On parle de cellules inter-mitotiques. Les hépatocytes, les cellules endothéliales, les
cellules musculaires lisses, les kératinocytes et les fibroblastes sont considérés comme des cellules
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inter-mitotiques (ASAHARA et al., 2000). Les cellules différenciées incapables de division sont
nommeées, quant a elles, cellules post-mitotiques.

A la suite d’une stimulation physiologique ou d’une 1ésion, des facteurs sont sécrétés par les
tissus environnants et stimulent le remplacement cellulaire soit par les cellules souches soit par les
cellules différenciées inter-mitotiques. Cependant, les cellules inter-mitotiques ont une capacité¢ de
multiplication limitée et sont incapables de migrer dans un autre tissu 1¢ésé ; alors que les cellules
souches ont un potentiel de multiplication extrémement important et peuvent se déplacer au sein d’un
tissu et méme d’un tissu a un autre.

Les cellules souches adultes ont donc un réle majeur dans 1’homéostasie des tissus ; elles
assurent la régénération physiologique des différents lignages cellulaires des tissus. Il existe ainsi une
balance délicate entre 1’auto-renouvellement et la différenciation (LI et XIE, 2005). Les cellules
souches adultes jouent également un role majeur dans la réparation des tissus suite & une Iésion :
elles actent ainsi de concert avec les cellules différenciées inter-mitotiques. Cependant leur
intervention est majeure dans le cas d’une réparation tissulaire, méme si les cellules différenciées
inter-mitotiques interviennent également.

6) La plasticité des cellules souches

Jusqu’a présent, on pensait que les cellules souches chez ’adulte n’étaient pas réellement
pluripotentes c'est-a-dire qu’elles n’étaient capables de ne donner que des cellules d’un méme
lignage cellulaire.

Par exemple, les HSCs donnent naissance a tous les types de cellules sanguines : les globules
rouges, les lymphocytes B, les lymphocytes T, les cellules « Natural Killer » (NK), les neutrophiles,
les basophiles, les €osinophiles, les monocytes, les macrophages et les plaquettes. C’est ce qui est
représenté sur la figure 6 avec la hiérarchie cellulaire.
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Figure 6 : Exemple du lignage cellulaire des HSCs (d’apres METCALF, 2005)

Cellules progénitrices

Collul " et précurseurs Cellules en cours de Cellules
cliule souche (cellules TA) différenciation différenciées
| 1 I ! I

Lymphocyte T

I |
- 0—0—@
@ Pre-T cell e
4 \
Cellule ﬂ > ﬂ > @ E— @ Lymphocyte B

souche Pre-B cell
lymphoide
-0 —-0—-0- Fviooye
BFU-E CFU-E
> = > > - >
Plaquettes
U Cellule ' Mag-CFC
Auto- scfufhe ﬁ Basophile
myéloide
renouvellement Mast-CFC
Eosinophile
Eo-CFC
/ Neutrophile
G-CFC
GM-CFC Monocyte —
Macrophage
M-CFC phag
Ostéoclaste
Oc-CFC (?)
Pre-T cell : precursor-T cell Meg-CFC: megakaryocyte-colony forming cell G-CFC: granulocyte-colony forming
1l
Pre-B cell : precursor-B cell Mast-CFC: mastocyte-colony forming cell ce
, M-CFC: hage-col
BFU-E: burst forming unit-erythroid Eo-CFC: eosinophil-colony forming cell forming :;?lcrop age-cotony
CFU-E: colony forming unit-erythroid GM-CFC: granulocyte and macrophage-colony Oc-CFC: osteoclast-colony forming
forming cell cell

Mais de récentes observations ont permis de supposer que ces cellules souches possédaient un
potentiel de différenciation dépassant leur lignage cellulaire: ce phénomeéne est nommé la plasticité.
Cela revient a dire que les cellules souches adultes ne sont pas pluripotentes stricto sensu mais
qu’elles peuvent, par différents mécanismes, se comporter comme tel. Par exemple, il a ét¢ montré
que les HSCs pouvaient donner naissance non seulement au lignage hématopoiétique mais aussi a
des hépatocytes (ULLOA-MONTOYA et al., 2005).

Le mécanisme exact de la plasticité des cellules souches adultes n’est pas encore bien
démontré et reste sujet a controverse. Les premicres études sur le sujet, ont été réalisées par
VERFAILLIE et LAKSHMIPATHY (2005), mais ces études sur des souris n’on pas pu étre
reproduites sur d’autres modeles animaux.
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Il existerait quatre mécanismes possibles : la transdifférenciation directe et indirecte, la
fusion cellulaire et la présence d’une cellule pluripotente vraie (ULLOA-MONTOYA et al., 2005 ;
VERFAILLIE et LAKSHMIPATHY, 2005).

La transdifférenciation décrit la conversion d’une cellule d’un certain lignage en un autre
lignage avec perte concomitante des marqueurs et des fonctions liés au tissu d’origine; et acquisition
de nouveaux marqueurs et de nouvelles fonctions, sans passer par une division cellulaire
(GARGETT, 2007). Cela implique donc des reprogrammations nucléaires avec altération des genes
clés du développement et représente de ce fait, une forme de métaplasie. Il existe deux types de
transdifférenciation : directe et indirecte.

La transdifférenciation directe, représentée sur la figure 7, correspond a un changement de
lignage cellulaire sans repasser par un stade indifférencié.

Figure 7 : Transdifférenciation directe: exemple de la HSC (d’aprés HERZOG et al.,
2003)
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La transdifférenciation indirecte, représentée sur la figure 8, correspond a un retour au stade
indifférencié puis une entrée dans une nouvelle voie de différenciation.

Figure 8 : Transdifférenciation indirecte : exemple de la HSC (d’aprés HERZOG et al.,
2003)
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Ce concept de plasticité est difficile a mettre en évidence. C’est pour cela que les chercheurs
ont avancé d’autres explications comme la fusion cellulaire entre une cellule souche et une cellule
différenciée, représentée sur la figure 9 (GARGETT, 2007).

Figure 9 : Fusion cellulaire: exemple de la HSC (d’aprés HERZOG et al., 2003)
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Enfin, certains auteurs pensent qu’il existe de réelles cellules souches pluripotentes vraies
(Figure 10) au sein de I’organisme adulte mais que 1’on n’aurait pas encore mises en évidence pour
le moment dans tous les tissus (GARGETT, 2007).

Figure 10 : Présence d’une cellule pluripotente vraie (d’aprés HERZOG et al., 2003)
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B. La notion de niche des cellules souches adultes

Le nombre de cellules souches adultes dans un lignage cellulaire donné est extrémement
restreint. Elles sont regroupées dans des zones trés spécifiques dans les tissus: on nomme ces
endroits des « niches » (LI et XIE, 2005).

En 1978, SCHOFIELD évoque pour la premicere fois 1’hypothése de « niche » pour décrire le
microenvironnement local physiologique qui abrite et régule les cellules souches (SCHOFIELD,
1978).

Jusqu’a trés récemment, la notion de niche était plus théorique que réelle mais de nombreuses
expériences ont permis de confirmer sa présence. La niche est extrémement complexe. Elle est
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composée des constituants cellulaires du micro-environnement entourant les cellules souches ainsi
que des signaux solubles ¢émanant de ces cellules. Chaque niche est trés spécifique du lignage
cellulaire auquel elle appartient et donc a certains types de cellules souches. Les niches seront
¢tudiées avec leurs cellules souches correspondantes par la suite.

Afin de déterminer la présence d’une niche, il faudrait idéalement la vider provisoirement de
ses cellules souches puis réintroduire les mémes cellules souches et voir si la niche candidate est
capable de les attirer et de les maintenir localement (MORRISON et SPRADLING, 2008).

Il est possible de dégager les caractéristiques communes d’une niche malgré leur grande
diversité (LI et XIE, 2005) :

e Elle est constituée par un groupe de cellules dont le role est le maintien des cellules
souches. La composition de ces cellules est variable d’un tissu a 1’autre.

e Laniche a un role de support physique et nutritif.

e Elle sécréte des facteurs extrinséques qui controlent le devenir des cellules souches et
leur nombre. Ces facteurs sont trés nombreux. Certaines molécules se retrouvent chez
tous les mammiféres comme BMP (bone morphogenic protein) et WNT. Les cellules
souches sont ainsi régulées a la fois par un programme intrinséque et a la fois par des
facteurs extrinseéques provenant de la niche. Les programmes intrinséques controlant
I’auto-renouvellement et la différenciation des cellules souches sont tres variés.

e Chez les invertébrés comme chez les vertébrés, la niche posséde une structure
asymétrique. A la suite d’une division, une cellule est maintenue dans la niche et devient
une cellule souche (auto-renouvellement) tandis que l’autre cellule quitte la niche,
prolifere et s’engage dans une voie de différenciation.

La niche a également un réle dans le maintien de la vitalité des cellules souches. C’est elle qui
sécrete les facteurs responsables de la dégénération d’une cellule souche en cas de dommage au
niveau de I’ADN. Elle semblerait ¢galement avoir un réle dans le vieillissement de 1’organisme : le
vieillissement est défini comme une réduction de la capacité de régénération des tissus. Il semble que
ce phénomeéne soit en partie attribuable a des changements au sein de la niche des cellules souches
(MORRISON et SPRADLING, 2008).

Pour finir, dans les conditions normales, la niche, en controlant le renouvellement et donc la
division des cellules souches, a un roéle anti-tumoral. Cependant, en cas de mutations des cellules
souches, devenant ainsi réfractaires aux signaux envoy¢€s par la niche, il peut y avoir apparition d’une
tumeur (LI et XIE, 2005). De la méme facon, si c’est la niche qui devient anormale, c’est elle qui
entrainera la formation d’une tumeur en dérégulant les cellules souches.

I1 est aussi a noter que certaines cellules souches peuvent migrer d’une niche a I’autre ou se
localiser provisoirement dans des niches dites facultatives (MORRISON et SPRADLING, 2008).
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C. Culture et manipulation des cellules souches

Un des buts de I'utilisation des cellules souches adultes est la médecine régénérative a savoir la
création de cellules, de tissus et méme d’organes ex vivo et in vivo. Pour cela, il faut étre capable de
les reconnaitre, de les isoler, de les cultiver puis de les modifier pour leur faire produire des cellules
autres que celles obtenues par leur voie de différenciation normale.

1) Culture des cellules souches

Les HSCs ont été les premicres cellules souches étudiées puisqu’elles sont faciles a cultiver in
vitro : elles sont en circulation dans le sang périphérique et donc aisément accessibles, et elles ont
une croissance sans-substrat. Mais en ce qui concerne les cellules souches issues d’un tissu, les
conditions d’isolement différent selon le tissu d’origine et méme, au sein d’un tissu, suivant le type
de cellules souches que 1’ont souhaite isoler.

En culture, une cellule souche adulte doit pouvoir donner naissance a une lignée de cellules
identiques a elle méme, lignée que 1I’on nomme clone, pouvant lui-méme générer des cellules
différenciées (ULLOA-MONTOYA et al., 2005). Ainsi, dans tous les cas, la culture des cellules
souches adultes doit respecter trois objectifs : le maintien des capacités d’auto-renouvellement, le
maintien des capacités de différenciation, et la résistance des cellules obtenues a la conservation
par congélation. Les chercheurs ont congu, pour la culture des cellules souches, des bioréacteurs
(ULLOA-MONTOYA et al, 2005). Un bioréacteur est une unité technologique dans laquelle on
peut cultiver aussi bien des cellules souches que des micro-organismes. L’avantage de ces unités est
qu’il est possible de contrdler enticrement le milieu de culture et ainsi adapter les conditions
environnementales aux types de cellules cultivées.

Les problémes rencontrés en culture sont que certaines cellules ont des comportements
différents in vitro et in vivo. Ainsi, des cellules se montrant multipotentes in vitro sont incapables de
produire de multiples lignages cellulaires in vivo (MORRISON et SPRADLING, 2008).

2) Manipulation des cellules souches

Au regard de leur potentiel régénératif, la modification génétique des cellules souches
posséde d’énormes avantages sur les thérapies géniques classiques.

Il existe différentes cibles de modification génétique (ASAHARA et al., 2000) (Figure 11). La
modification génétique de facteurs de transcription ou d’enzymes (A) permettrait de maintenir,
d’augmenter ou d’inhiber la capacité de prolifération ou de différenciation des cellules souches
adultes. L’introduction de geéne dans les cellules souches permet la transmission de ce geéne a la
descendance : on serait capable de remplacer des déficits dans des organes par I’expression de genes
manquants ou défectueux et cela durant tous les cycles des cellules souches et de leur descendance
(B). On peut également augmenter la capacité de division des cellules souches pour accélérer le

processus de régénération (C). Et enfin, il est possible de faire synthétiser des molécules comme des
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médicaments de fagon locale ou systémique par des cellules souches génétiquement modifiées (D).
Cela serait une alternative a I’administration classique des médicaments.

Figure 11 : Cibles de la modification génétique des cellules souches (d’aprés ASAHARA et al.,
2000)
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Pour modifier génétiquement les cellules souches in vitro, on est obligé d’utiliser des vecteurs
(ASAHARA et al., 2000). Les chercheurs utilisent principalement des rétrovirus, des lentivirus, des
adénovirus et des vecteurs viraux associés a des adénovirus. Il existe cependant des facteurs limitant
le transfert de génes dans les cellules souches. Pour les vecteurs rétroviraux, il faut que la cellule
souche soit en division et exprime des marqueurs compatibles avec leur entrée dans la cellule. Ce
sont des vecteurs tres utilisés malgré tout . ils ont permis la modification génétique des HSCs chez la
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Souris, le Chien, les Primates et ’Homme (CARTER et al., 1992 ; KIEM et al., 1994). Pour les
vecteurs viraux associés aux adénovirus, 1’expression du gene introduit est souvent limitée a six
mois. Les vecteurs lentiviraux semblent capables de s’introduire dans des cellules méme quiescentes.
Il pourrait représenter une alternative aux rétrovirus.

3) Sélection des cellules souches génétiquement modifiées

Il y a enfin nécessité de sélectionner les cellules qui ont ét¢ génétiquement modifiées avec
succes. Ex vivo, on utilise le marquage des antigénes par des anticorps et leur révélation par
fluorescence ; alors qu’in vivo, chez la Souris, on sépare les cellules génétiquement modifiées en leur
conférant par exemple une résistance médicamenteuse.

Les cellules souches adultes ont des capacités thérapeutiques extraordinaires méme si leur
identification, leur isolement, leur culture et leur réintroduction restent encore difficiles a gérer. Il
existe des cellules souches adultes dans la majorité des tissus de 1’organisme, mais certaines cellules
souches ont été¢ découvertes il y a longtemps alors que d’autres 1’ont été plus récemment. En effet,
certains organes ou tissus comme la moelle osseuse hématopoiétique ou encore 1’épiderme sont des
tissus dont le processus de régénération est flagrant. Il était logique de s’intéresser a ces organes a
renouvellement rapide puisque la présence de cellules souches était évidente.
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II. Des cellules souches dans des organes ou des tissus connus de

longue date pour leur propriété de renouvellement : une présence

vérifiée puis utilisée chez ’Homme et chez I’animal

A. Les cellules souches de 1a moelle osseuse hématopoiétique

1) Les HSCs

Les HSCs sont les premiéres cellules souches a avoir été étudiées, a la fois selon les termes de
I’ontogénie et de la découverte.

La premiére cellule souche associée a 1’hématopoiése apparait le 10°™ jour de la gestation chez
la Souris et la 6™ semaine chez "'Homme (HO et PUNZEL, 2003) donc trés précocement dans le

développement.

Les expériences de TILL et MACCULLOCH (1961) ont, pour la premiére fois, démontré
l'existence d'une HSC chez la Souris, capable de générer in vivo les différents types cellulaires du
lignage hématopoiétique a savoir les cellules myéloides et les cellules lymphoides. Ces chercheurs
ont irradié une souris a 1000 rads (Figure 12) entrainant ainsi une aplasie mortelle par destruction de
I'ensemble des cellules hématopoiétiques et une hypotrophie de la rate (la rate est un organe
hématopoiétique chez la Souris adulte et non chez I’Homme). Si des cellules de moelle osseuse de
souris immunologiquement compatibles sont injectées aprés l'irradiation, les HSCs de cette moelle
osseuse sont capables de reconstituer le lignage hématopoiétique et ainsi permettre une survie de la
souris mortellement irradiée. On observe alors chez ces souris la formation de nodules dans la rate.

Figure 12 : Preuve de I'existence de précurseurs hématopoiétiques (d’apreés TILL et
MCCULLOCH, 1961)
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Ces auteurs ont pu démontrer qu'un nodule splénique provenait d'une seule cellule. En effet,
en irradiant les cellules de moelle osseuse devant étre réinjectées de fagon a provoquer des cassures
chromosomiques, les auteurs ont pu démontrer que toutes les cellules en mitose d'un méme nodule
possédaient les mémes cassures chromosomiques. Ils ont également démontré qu'il existait une
relation linéaire entre le nombre de cellules injectées et le nombre de nodules formés.

L'analyse histologique de ces nodules apres 8 jours montre qu'ils sont composés soit de cellules
érythroides, soit de cellules mégacaryocytaires, soit de cellules polynucléaires soit de cellules
monocytaires, soit de cellules lymphoides. Les cellules précurseurs hématopoiétiques constituant les
nodules dans la rate sont appelées des CFU-S (colony forming unit in spleen) (Figure 13). Chaque
CFU-S est constitué¢ d’un type cellulaire bien déterminé.

Figure 13 : Nodules de CFU-S sur une rate de souris aprés injection de cellules de 1a moelle
osseuse (d’aprés TILL et MCCULLOCH, 1961)

Cependant, ces chercheurs ont réussi a mettre en évidence qu'un CFU-S d’un type cellulaire
défini pouvait fournir d’autres types cellulaires. Pour démontrer cette propriété, les auteurs ont
prélevé des nodules spléniques au jour 8 d'un type cellulaire donné, les ont dissociés et les ont
injectés a des souris irradiées. Ils ont pu montrer que dans les nodules d’un type cellulaire donné, il y
avait des CFU-S capables de générer tous les différents types cellulaires du lignage hématopoiétique.
Ceci est une démonstration simple mais claire que les CFU-S sont bien issues des HSCs
multipotentes car elles ont, elles-mémes, une activité multipotente et sont ainsi capables de générer le
lignage hématopoiétique au complet.

D’apres cette étude, les HSCs ont été définies comme des cellules ayant la capacité de s’auto-
renouveler trés longtemps et de se différencier en tous les types cellulaire du lignage
hématopoiétique. Cette découverte a marqué le début de la recherche moderne sur les cellules
souches adultes.
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a) Identification des HSCs

Pour identifier les HSCs, la meilleure méthode est de mettre en évidence leur efficacité in
vivo. Il est également possible d’utiliser des marqueurs cellulaires.

Un des marqueurs des HSCs est le CD34 (cluster differentiation 34). L’expression de
I’antigéne CD34 correspond a une population de cellules morphologiquement et
immunologiquement hétérogeénes mais qui sont caractérisées par leur capacité in vitro de générer des
agrégats de clones et leur capacité in vivo de reconstituer le systéme myélo-lymphopoiétique chez un
héte mortellement irradié (STELLA et al., 1995).

Les HSCs sont également définies par 1’absence d’expression de CD38 (CD38-) (ULLOA-
MONTOYA et al., 2005). Plus récemment, le marqueur KDR (knock down resistance) s’est révélé
comme essentiel pour mieux caractériser les HSC dans la population de cellules CD34+ (ASAHARA
et al., 2000). Elles semblent peu exprimer THY-1 (HIRSCHI et GOODEL, 2002), exprimer KIT et
SCA-1, mais pas de marqueurs spécifiques de lignage (LIN-) (LIAO et al., 2007). Chez la Souris,
les marqueurs sont SCA-1 et KIT et elles n’ont pas ou trés peu de marqueurs spécifiques de lignage
(LIN- ou low).

Les HSCs peuvent étre obtenues par prélévement direct de la moelle osseuse hématopoiétique.
Dans ce cas, un immunomarquage permet 1’obtention d’une population homogeéne de HSCs. On
utilise par la suite la méthode du FACS (FORTIER, 2005).

Elles peuvent également étre prélevées dans le sang périphérique par plasmaphérése apres
avoir stimulé leur passage dans la circulation sanguine a 1’aide de cytokines (SACKSTEIN, 2004).

Un marqueur trés utilisé chez la Souris, est le transfert par rétrovirus de 1’activité enzymatique
de la protéine bactérienne B-galactosidase (B-GAL) codée par le géne LacZ (BAGNIS et al., 1999).
Les cellules des embryons des souris donneuses sont modifiées par recombinaison homologue avec
insertion de LacZ dans un exon, le plus souvent a 1’aide de rétrovirus. On obtient ainsi 1’expression
de LacZ dans toutes les cellules de la souris dite alors transgénique. Ce marqueur permet ¢galement
de voir si la cellule est fonctionnelle : en effet, la révélation de I’activité de la protéine, se fait par
mise en contact des cellules avec le X-GAL (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-galactopyranoside),
substrat qui est dégradé par la B-GAL en galactose et un produit coloré en bleu indigo. Ceci se fait
in vitro, chez des souris, apres fixation des cellules marquées.

L’¢étude de BAGNIS ef al. (1999) a suggéré que cette technique de détection in vivo sous-
estimait la quantité¢ de géne exprimé par rapport a I’immunomarquage par des anticorps mono- ou
polyclonaux.

Les HSCs sont ensuite réintroduites dans I’organisme soit directement dans 1’organe 1ésé soit
dans la circulation sanguine. L’injection directe est faisable seulement pour les tissus ou les organes
1ésés possédant une marge distincte et une localisation anatomique définie (SACKSTEIN, 2004).

On a longtemps pensé que I’irradiation du receveur était nécessaire pour permettre aux
nouvelles cellules souches de coloniser I’organisme. Cependant, depuis une étude menée par

CARTER et al. (1992) chez le Chien, il a été montré qu’il n’est pas nécessaire d’irradier le receveur.
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Dans cette étude, les chercheurs ont utilisé 9 chiens : 4 chiens irradiés et 3 chiens non-irradiés. Ils ont
transplanté des cellules de la moelle osseuse chez ces chiens et n’ont pas observé de différences sur
I’implantation des cellules dans la moelle entre les deux lots, jusqu’a 12 mois post-transplantation.
Cela signifie donc qu’il n’est pas nécessaire d’irradier mortellement I’hote avant d’effectuer une
greffe de moelle. Des études princeps sur la Souris avaient également suggéré ces résultats
(MICKLEM et al., 1975a ; MICKLEM et al., 1975b).

b) Les niches des HSCs

Les HSCs posseédent une niche principale dans la moelle osseuse. Les canaux médullaires des
0s spongieux sont trés bien organisés et sont composés d’éléments basiques, comme le stroma et les
cellules mésenchymateuses, et de cellules du lignage hématopoiétique (MIMEAULT et BATRA,
2006).

Elles ont aussi des niches dites secondaires, ou facultatives, au sein de la rate, du foie et de la
peau. Les HSCs peuvent sous I’action de certains facteurs, quitter une niche et se retrouver
circulantes dans le sang périphérique. Afin d’étudier ces niches, qui chez les mammiféres sont
extrémement complexes, de nombreux modeles animaux comme la mouche Drosophila
melanogaster ou le nématode Caenorhabditis elegans ont du étre utilisés (LI et XIE, 2005).

3. Une niche principale dans la moelle osseuse hématopoiétique

En 2003, deux études indépendantes utilisant des souris génétiquement modifiées, ont conduit
a I’identification de cellules ostéoblastiques, situées le long de la surface des trabéculum osseux,
comme jouant un role clé dans la niche des HSCs (CALVI et al., 2003 ; ZHANG et al., 2003). Ces
cellules ostéoblastiques fusiformes sont N-Cadhérinet+ et CD45-. Elles sont nommeées cellules
ostéoblastiques fusiformes N-cadhérine positives (spindle-shaped N-cadherin-positive osteoblastic
cells ou cellules SNO). La co-culture in vitro des HSCs avec des ostéoblastes montre le lien entre
ces deux types de cellules : la prolifération de la population des ostéoblastes entraine celle des HSCs
et, a contrario, leur diminution entraine une perte de tissu hématopoiétique. Ces études ont également
identifi¢ un complexe d’adhérence de type N-cadhérine/ B-caténine entre les HSCs et les cellules
ostéoblastiques. Il semble de plus que I’expression de JAGGED-1 par les cellules ostéoblastiques
influence les HSCs par le biais d’un récepteur NOTCH. Et enfin, elles ont démontré que le nombre
de cellules SNO controle le nombre des HSCs. D’autres études portant sur la migration des HSCs
apres leur marquage par la GFP et leur transplantation chez des souris, ont également montré que la
surface endostée de 1’os jouait un role de niche (LI et XIE, 2005).

Il semblerait de méme que les HSCs soient situées a proximité des vaisseaux sinusoides
(MORRISON et SPRADLING, 2008). Ces vaisseaux sont spécialisés puisqu’ils permettent le
passage de cellules dans la circulation et vice versa. Il s’agit 1a d’une niche périvasculaire. Il reste a
déterminer si cette niche est indépendante de celle située sur la face endostée de 1’os ou s’il existe
des liens entre les deux niches.
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Un modele de niche pour les HSCs est reporté sur la figure 14 (LI et XIE, 2005). On voit sur
cette figure la localisation de la niche, les cellules la constituant et les facteurs assurant le lien entre
les HSC:s et les cellules SNO.

Figure 14 : Illustration de la niche des HSCs (d’apres LI et XIE, 2005)
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4. La niche : un role de soutien

La premiere fonction d’une niche est I’ancrage et le maintien des cellules souches. En plus des
N-cadhérines, il existe d’autres types de molécules d’adhésion incluant les intégrines. Les N-
cadhérines sont des cibles clés de la voie Angiopoiétine-1 (ANG-1)/TIE-2 permettant le maintien
des HSCs quiescentes (LI et XIE, 2005). TIE-2 est exprimée par les HSCs et ANG-1 par les
ostéoblastes (MIMEAULT et BATRA, 2006).
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En ce qui concerne la niche périvasculaire, il y a une association entre les HSCs, par le biais
des intégrines VLA-4 (very late antigen-4) et LFA-1 (lymphocyte factor A-1), et les cellules
endothéliales, par le biais des VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) (MIMEAULT et
BATRA, 20006).

5. De nombreux signaux entre les HSCs et 1a niche

Bien que 1’étude des interactions entre les cellules stromales de la niche et les cellules souches
n’en soit qu’a son commencement, 1’étude des génes exprimés par les HSCs a permis de déterminer
quels signaux les HSCs recevaient potentiellement.

On a ainsi pu déterminer le réle de SHH (sonic hedgehog ou SHH), WNT, NOTCH et TGF-p
(transforming growth factor-f)/ BMP (LI et XIE, 2005). Par exemple, la voie WNT/ B-caténine est
importante dans 1’auto- renouvellement des HSCs (LI et XIE, 2005). La voie NOTCH est requise
pour maintenir les HSCs a un stade indifférencié¢ (LI et XIE, 2005). BMP joue un role dans le
contréle du nombre des HSCs.

I1 faut signaler que les voies sont différentes selon que 1’on a affaire a I’hématopoiese classique
ou a une hématopoicse activée suite a un stress. Par exemple, WNT et NOTCH sont nécessaires a
I’hématopoiese suivant un stress, alors qu’elles ne le sont plus dans le cadre de I’hématopoicse
physiologique chez 1’adulte. La voie SDF-1/CXCR4 (stromal derived factor-1/CX chemokine
receptor-4) semble quant a elle jouer un role dans le maintien dans la moelle osseuse des HSCs ainsi
que dans leur différenciation (MIMEAULT et BATRA, 2006).

Malgré toutes ces avancées, il reste a I’heure actuelle encore beaucoup d’inconnues. Par
exemple, le mécanisme par lequel les cellules de la surface endostée, comme les ostéoblastes et les
ostéoclastes, influencent le nombre des HSCs reste encore inconnu : s’agit-il d’un contact direct
entre les cellules ou y a-t-il sécrétion de facteurs agissant a distance au sein de la niche et des niches
voisines (MORRISON et SPRADLING, 2008) ?

6. La présence de niches hématopoiétiques facultatives

I1 a été démontré I’existence de niches facultatives pour les HSCs. Cette existence semble li¢e
au fait que le systetme hématopoiétique est capable d’une expansion extraordinaire lorsqu’il est
sollicité. Le foie et la rate ne font que trés peu d’hématopoiese dans les conditions normales chez
I’Homme. Mais lors d’un stress, 1’hématopoiese extra-médullaire dans ces organes peut étre plus
importante. Par exemple, les hémopathies, entrainant une destruction du systéme hématopoiétique
dans la moelle osseuse, provoquent 1’apparition d’'une hématopoiese dans ces organes. Lorsque cela
survient, il est possible de trouver un trés grand nombre de HSCs dans ces organes.

Le foie et la rate, niches facultatives chez I’Homme, peuvent maintenir au long-terme les
HSCs et donc soutenir une hématopoiese (MORRISON et SPRADLING, 2008). La nature précise de
ces niches reste largement inconnue mais comme pour la moelle osseuse, les HSCs semblent se
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localiser dans les capillaires sinusoides de la rate soulevant la possibilité de I’existence d’une niche
périvasculaire.

Chez la Souris, il a également été possible d’identifier une hématopoiése cutanée en plus de
celle du foie et de la rate. Ce phénomeéne rare a été rencontré lors de défaillance de la moelle osseuse,
lors de maladie myéloproliférative ou encore lors de stress de I’hématopoicse (SACKSTEIN, 2004).
Un chimérisme cutané (identification de cellules épithéliales du génotype du donneur) a été observé
a la suite de transplantation de moelle osseuse chez des souris.

Les HSCs mises en évidence par la présence du marqueur CD34, se retrouvent également dans
le sang périphérique et prennent alors le nom de cellules souches dérivées du sang périphérique
(peripheral-blood stem cells ou PBSCs) (TARNOWSKI et SIERON, 2006). L’avantage de ces
cellules circulantes est que leur prélévement est bien plus simple et consiste en une prise de sang. De
plus il semblerait que les PBSCs aient un taux de survie supérieur aux HSCs in vitro et se greffent in
vivo plus rapidement qu’elles (ASAHARA et al., 2000).

¢) Le « homing »

A la suite de I’utilisation du sang périphérique pour la régénération de 1I’hématopoicse, il a été
mis en évidence que les HSCs avaient la capacité de migrer dans des sites ou il y avait besoin d’elles.
Ce phénomene est appelé le « homing » (HO et PUNZEL, 2003). Dans la majorité des expériences,
les HSCs étaient injectées dans une veine périphérique et entrainaient quand méme une guérison du
receveur. Cela veut dire que les HSCs injectées dans le sang veineux sont capables de migrer
jusqu’au site défectueux (HO et PUNZEL, 2003).

Le homing posséde un support moléculaire. Pour migrer dans un tissu, toute cellule circulante
doit étre capable d’adhérer a la surface de I’endothélium avec suffisamment de force pour
contrecarrer le flux sanguin. Ce procédé est défini comme le « rolling ». Il a été décrit a partir de
I’étude de la migration des lymphocytes (SACKSTEIN, 2004). Les facteurs exprimés par les cellules
endothéliales des vaisseaux de la moelle osseuse sont principalement des sélectines du genre E-, P- et
L-; SDF-1 et VCAM. En ce qui concerne les HSCs, elles expriment HCELL (Hematopoietic cell E-
/L-selectin Ligand) et VLA-4 (SACKSTEIN, 2004).

Un des facteurs prépondérant pour le homing est le gradient SDF-1/CXCR4 (LI et XIE, 2005 ;
MIMEAULT et BATRA, 2006). CXCR4 est situé a la surface de la cellule en migration. Il s’agit du
récepteur du SDF-1 exprimé quand a lui a la surface des cellules du tissu cible. Il semblerait ainsi
que le recrutement et le maintien des HSCs dans un site donné soient dus a un gradient de SDF-1.
SDF-1 est retrouvé dans de nombreux tissus mais il est surexprimé en cas d’inflammation ou
d’ischémie. Ce facteur est un des facteurs principaux du homing: il est augmenté lorsqu’un
recrutement de HSCs est nécessaire. Ainsi si on bloque I’interaction de SDF-1 et de CXCR4, on
abolit le homing et la greffe des HSCs dans un tissu (JUNG et al., 2000).

Le facteur limitant le homing des HSCs dans des sites extra-médullaires est la capacité qu’ont
les cellules en circulation a dépasser la premiére étape d’attachement aux cellules endothéliales.

En effet, cela est essentiel pour que les HSCs soient ensuite sensibles au SDF-1.
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Il existe également des facteurs de synergie avec le SDF-1 comme des chémokines et des
facteurs chimiotactiques permettant d’orienter la migration des HSCs dans les tissus cibles.

L’ensemble des molécules exprimées par les HSCs et le tissu cible, a savoir la moelle osseuse,
est représenté sur la figure 15.

Figure 15 : Composants moléculaires de l'interaction entre les cellules endothéliales des
vaisseaux de la moelle osseuse et les HSCs (d’aprés SACKSTEIN, 2004)
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Il s’en suit une cascade d’événements aboutissant au passage des cellules sanguines au travers
des vaisseaux sanguins dans les tissus et donc au homing (Figure 16) : la cellule s’attache a une ou
deux cellules endothéliales des vaisseaux sanguins (1a) puis y adhére et subi le rolling (1b) induisant
le contact de nombreuses molécules d’adhésion. Ensuite la cellule s’active (2) en augmentant ses
liaisons avec 1’endothélium créant une adhésion forte (3). Elle finit par migrer a travers
I’endothélium (4) et se diriger par chimiotactisme vers le lieu ou elle doit se rendre (5).
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Figure 16 : Migration des HSCs selon un modéle multi-étapes (d’aprés SACKSTEIN,
2004)
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Pour que le homing des HSCs ait lieu, il faut qu’elles soient dans le sang. Pour cela, il existe
de nombreux facteurs favorisant leur passage. Ces facteurs sont le facteur de stimulation des colonies
de granulocytes (granulocytes-colony stimulating factor ou G-CSF), le facteur de stimulation des
colonies de granulocytes et de macrophages (granulocytes and macrophages-colony stimulating
factor ou GM-CSF), le facteur des cellules souches (stem cell factor ou SCF), le facteur de
croissance des hépatocytes (hepatocytes growth factor ou HGF) et I’érythropoiétine (EPO) (LIAO et
al., 2007). SCF est un facteur hématopoiétique ligand de KIT, régulant la prolifération, la
différenciation et la survie des cellules souches de la moelle osseuse.

2) Les cellules SP

Il a été découvert la présence d’une population de cellules souches nommeées les cellules de la
« side population » (side population cells ou cellules SP) dans la moelle osseuse (HERZOG et al,
2003). Ces cellules sont dites hautement enrichies en HSCs : elles sont obtenues aprés une
purification poussée des HSCs. On les nomme cellules SP parce que, quand on les observe lors de
I’analyse au FACS, elles se regroupent en une population séparée, ¢loignée du reste des autres
cellules et fluorescent dans le spectre bleu plutdt que dans le rouge avec le colorant Hoechst 33342
(cadre A, figure 17) (CHALLEN et LITTLE, 2006). Pour cela, elles ont I’'unique capacité d’éliminer
le colorant de Hoechst. Ce colorant se fixe aux zones riches en nucléotides A-T sur ’ADN. Les
cellules SP expriment le transporteur ABCG2, une protéine transmembranaire, qui leur permet
d’¢éliminer activement le colorant. Elles-sont donc moins marquées que les cellules dites de la
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population principale. Apres 1’ajout de Vérapamil bloquant la protéine de transport, les cellules SP
ne sont plus observées sur 1’analyse au FACS (cadre B, figure 17) (CHALLEN et LITTLE, 2006).

Figure 17 : Tri par FACS des cellules de la moelle osseuse de souris par addition du
colorant de Hoechst (d’aprés CHALLEN et LITTLE, 2006)
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Les cellules SP ont également été retrouvées dans d’autres tissus comme le muscle squelettique
ou le rein (TARNOWSKI et SIERON, 2006). Deux théories s’opposent quant a leur origine dans ces
tissus: les cellules SP sont des cellules souches tissus-spécifiques de ces organes ou ce sont des
cellules souches dérivées de la moelle osseuse engagées dans un autre lignage que le lignage
hématopoiétique dans ces tissus (HERZOG et al., 2003). Des études complémentaires ont apporté
des preuves en faveur de I’origine médullaire de ces cellules (BARILE et al, 2007 ; HO et
PUNZEL, 2003).

Au niveau de leur marqueur, elles n’expriment pas les marqueurs de différenciation : ni de
cellules endothéliales matures (FLT-1, VE-cadhérine, facteur de Won Willebrand et facteur VIII), ni
de cellules du muscle lisse (SM-a-actine, calponine et SM22a) et ni de cellules du muscle cardiaque
(a-actinine et desmine) (HIRSCHI et GOODEL, 2002). Mais elles expriment des génes partagés par
les cellules précurseurs vasculaires et hématopoiétiques embryonnaires comprenant le PE-CAM-1 et
le TAL-1 (HIRSCHI et GOODEL, 2002). Etonnamment, d’autres marqueurs spécifiques des cellules
précurseurs sanguines et endothéliales ne sont pas exprimés par les cellules SP comme le FLK-1
(HIRSCHI et GOODEL, 2002). Cependant I’expression du ligand de FLK-1, le VEGF-A, est
présente (HIRSCHI et GOODEL, 2002). Elles sont ¢galement KIT-positives et SCA-1 positives
(TARNOWSKI et SIERON, 2006).
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3) Les cellules précurseurs des vaisseaux sanguins

Depuis toujours, 1’angiogenése physiologique ou pathologique a été définie comme provenant
de la prolifération de cellules endothéliales préexistantes (endothelial cells ou ECs) (ASAHARA
et al., 2000). Cependant, la transplantation de cellules endothéliales différenciées ne parvient pas a

rétablir la circulation dans des zones ischémiées.

Durant ’embryogenése, les hémangioblastes dérivés du mésoderme splanchnique sont des
cellules souches donnant les HSCs et possiblement les cellules précurseurs des endothéliums
(endothelial progenitor cells ou EPCs) (Figure 18) (KUBO et ALITALO, 2003 ; RISAU et
FLAMME, 1995). Les EPCs pourraient également provenir directement des HSCs (KUBO et
ALITALO, 2003).

Figure 18 : Schéma possible du lien entre les HSCs et les EPCs chez I'embryon puis chez
I'adulte (d’aprés KUBO et ALITALO, 2003)
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Les précurseurs endothéliaux ont tout d’abord été isolés a partir du sang périphérique et
seraient capables de se greffer dans des endothéliums vasculaires & un taux de 10% (HIRSCHI et
GOODEL, 2002). Les EPCs possédent des marqueurs communs avec les HSCs comme CD133 et
CD34 mais elles expriment en plus un marqueur endothélial a savoir le FLK-1 (LIAO et al., 2007).
A T’heure actuelle, on considére plutét que, tout comme les cellules SP, les EPCs sont une sous
population de HSCs ayant la capacité particuliere d’acquérir un phénotype endothélial (LIAO et al.,
2007). Les EPCs sont extrémement peu nombreuses dans le sang périphérique et dans la moelle :
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leur utilisation en médecine régénérative passerait obligatoirement par leur mobilisation in vivo et/ou
leur expansion ex vivo, ce qui présente ainsi une limite a leur utilisation (NAKAGAMI et al., 2006).

4) Intérét des cellules souches hématopoiétiques : traitement des troubles

sanguins et immunitaires

Les premicres greffes de moelle osseuse réussies pour le traitement de patients atteints
d’immunodéficience acquise ou de leucémie aigiie datent de la fin des années 1960/début des
années 1970 (BACH et al., 1968). Ce sont les premiéres utilisations des cellules souches.

Les HSCs sont utilisées chez ’Homme comme chez I’animal pour le traitement des désordres
du systéme hématopoiétique et des déficits du systéme immunitaire. En effet, les HSCs sont a
I’origine du lignage des cellules my¢loides et lymphoides. L’injection de HSCs ou de moelle osseuse
hématopoiétique complete réalisée au niveau de la veine porte, d’une veine périphérique ou
directement dans la moelle osseuse permet ainsi la régénération du lignage cellulaire
hématopoiétique.

De plus, la capacité qu’ont les HSCs a se greffer dans un nouvel organisme et a rétablir un
systtme hématopoiétique en fait des cibles idéales pour la thérapie génique par vecteur pour
corriger des maladies congénitales ou acquises affectant le systéme hématopoiétique et le systeme
immunitaire (ASAHARA et al., 2000). Théoriquement, les défauts génétiques portant sur un seul
géne affectant la fonction des cellules sanguines matures (comme chez I’'Homme les
hémoglobinopathies, les immunodéficiences, les maladies de surcharge et les défauts de
fonctionnement des plaquettes), pourraient €tre traités en introduisant le géne manquant ou
défectueux dans une HSC autologue (ASAHARA et al, 2000 ; CAVAZZANA-CALVO et al.,
2000).

A T’heure actuelle, il a été rapporté qu’un grand nombre de cellules souches CD34+ hautement
purifiées pourrait redonner un systéme immunitaire efficace chez un enfant atteint d’une anémie
sévere réfractaire aux traitements (MIMEAULT et BATRA, 2006).

Chez le Chien, de nombreuses greffes de moelle osseuse ont été pratiquées pour traiter les
maladies du systéme hématopoiétique et du systéeme immunitaire. L’étude de CARTER et al. (1992),
portant sur la transplantation de cellules souches hématopoiétiques autologues génétiquement
identifiées par un rétrovirus a permis de montrer, sur 9 chiens, 1’efficacité de la transplantation de
HSCs sans irradiation au préalable. Les cellules souches ainsi marquées ont été¢ retrouvées avec
succes dans la moelle osseuse des chiens traités.

Les cellules SP sont bien entendu capables de régénérer le lignage hématopoiétique au
complet puisqu’elles sont hautement purifiées en HSCs (TARNOWSKI et SIERON, 2006).
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5) La plasticité des cellules souches hématopoiétiques

Les HSCs sont capables de se différencier en de multiples lignages cellulaires autres que le
lignage hématopoiétique (HO et PUNZEL, 2003). Elles se différencient selon les modalités décrites
précédemment a savoir la transdifférenciation et la fusion cellulaire principalement. Les modalités
dépendent en partie du tissu cible.

Un choix volontaire a été effectué¢ afin de ne privilégier que les intéréts les plus importants et
les mieux décrits pour le moment. Cette partie n’est donc, en aucun cas, exhaustive.

a) Les HSCs et la réparation du muscle cardiaque

Les HSCs ont un rdle dans la régénération du muscle cardiaque (MIMEAULT et BATRA,
2006 ; YE et al, 2006). En effet, dans une étude menée par ORLIC et al. (2001a), des HSCs LIN-
/KITH+, issues de souris transgéniques transfectées par la GFP, ont été directement injectées dans le
myocarde de souris, venant de subir un infarctus par ligature d’une artére coronaire. Neuf jours apres
la transplantation, les régions injectées présentaient un nombre important de cellules KIT+/GFP+.
Ces cellules exprimaient également la myosine cardiaque et certaines mémes (75%) exprimaient les
marqueurs de cardiomyocytes immatures a savoir 1’actine a-sarcomérique et 1’a-actinine.

De nombreux groupes d’étude ont observé la transdifférenciation des HSCs en
cardiomyocytes (TARNOWSKI et SIERON, 2006 ). Cependant d’autres études ont plutét démontré
que la fusion cellulaire serait la principale responsable (LIAO et al., 2007 ; YE et al., 2006).

Dans tous les cas, il semblerait que la différenciation des HSCs en cardiomyocytes ne soit pas
le seul facteur responsable de I’amélioration de la fonction cardiaque. En effet, les effets bénéfiques
amenés par la transplantation de HSCs sont disproportionnés par rapport au degré de régénération
physique du myocarde : le seul fait que les HSCs participent a la régénération du myocarde ne peut
pas contribuer a lui tout seul a I’amélioration de la fonction cardiaque. Il semblerait que les HSCs
aient en plus un réle paracrine sur les cellules locales : on a ainsi pu observer une sécrétion de
facteurs atténuant 1’apoptose des cardiomyocytes endogenes et des cellules endothéliales suite a
I’ischémie et favorisant 1’angiogenése et/ou I’activation des cellules souches cardiaques résidentes
(LIAO et al., 2007 ; TORELLA et al., 2005).

Ils ont également souligné I’importance des facteurs de mobilisation des HSCs comme le G-
CSF, le GM-CSF ou encore le SCF. En effet, en injectant du G-CSF plusieurs jours avant et apres un
infarctus expérimental chez des souris, il a été possible d’observer une diminution de la taille de
I’infarctus et une diminution de la mortalit¢ par rapport au groupe témoin. Ces facteurs de
mobilisation sont retrouvés dans tous les modeles d’ischémie cardiaque chez la Souris (HERZOG et
al., 2003 ; HO et PUNZEL, 2003). Les HSCs sont passées dans la circulation sanguine puis ont
migré dans le myocarde grace au SDF-1 et a la E-sélectine et enfin elles se sont différenciées en
cellules matures cardiaques.
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Le myocarde 1ésé sécrete de lui-méme ces facteurs pour stimuler la prolifération des HSCs et
entrainer leur passage dans la circulation sanguine. Les facteurs les plus importants lors d’infarctus
du myocarde sont le G-CSF et le couple SCF/KIT. Il exprime de la méme maniere les facteurs du
homing comme le SDF-1, intervenant dans la voie SDF-1/CXCR4.

La figure 19 est une représentation schématique de I’intervention des cellules souches
cardiaques résidentes mais surtout du homing des cellules souches de la moelle osseuses lors de
1ésion d’ischémie.

Figure 19 : Représentation schématique de la réparation du myocarde, basée sur les
cellules souches (d’apres LIAO et al., 2007)
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De nombreuses études n’ont pas montré d’effets secondaires a 1’injection d’HSCs
directement dans le muscle cardiaque comme des arythmies, des périodes d’ischémie per-opératoires
ou des complications post-opératoires (YE et al., 2006).

Cependant, elles ont montré que les HSCs n’exprimaient pas de protéines de jonction GAP :
les HSCs ne sont ainsi pas intégrées dans le tissu cardiaque. En effet, les jonctions GAP sont
nécessaires a la coordination des myofibres entre elles. Si les jonctions GAP ne sont pas présentes
dans les nouvelles myofibres formées par les HSCs, ces myofibres seront incapables de fonctionner
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de maniere synchronisée avec les autres myofibres et seront donc incapables de créer une force
motrice cardiaque.

Les cellules SP pourraient également donner naissance a de nombreuses cellules différenciées
comme des myocytes cardiaques. Dans I’é¢tude de HIRSCHI et GOODEL (2002), des cellules SP
ont été transfectées par le LacZ et ont été injectées par transplantation de moelle osseuse, apres un
infarctus cardiaque chez des souris. Ces cellules se sont retrouvées au niveau de la moelle osseuse
hématopoiétique mais également dans le myocarde sous forme de cellules musculaires cardiaques
exprimant I’a-actinine et sous forme de cellules endothéliales au niveau des endothéliums des
vaisseaux sanguins. Il y a eu parallelement une amélioration de la fonction cardiaque par une
régénération de la zone ischémiée. Les cellules SP ont donc migré vers le site du traumatisme : elles
sont donc capables de homing tout comme les autres cellules de la moelle osseuse.

On retrouve des cellules SP dans le myocarde dans des conditions physiologiques : ces
cellules proviennent bien de la moelle osseuse mais résident a temps complet dans le muscle
cardiaque. Elles sont donc considérées dans ce cas comme des cellules souches cardiaques
(BARILE et al., 2007).

La mobilisation des EPCs a 1’aide de cytokines permet 1’augmentation de ces cellules dans le
sang périphérique (LIAO et al., 2007). Mais, en plus des facteurs de mobilisation bien connus pour
les HSCs comme le G-CSF, le SCF, le VEGF et I’EPO, des statines ont été identifiées comme
facteurs de recrutement. Ces EPCs interviendraient ensuite dans I’amélioration de la fonction
cardiaque par amélioration de la vascularisation.

b) Différenciation des HSCs en cellules musculaires striées squelettiques

Les HSCs ont la capacité de régénérer le tissu musculaire une fois injectées, que ce soit apres
une lésion musculaire ou dans le cadre de myopathies (HO et PUNZEL, 2003). L’injection de
HSCs dans le muscle entraine 1’expression par ces cellules de genes spécifiques des myocytes
comme |’actine et la myosine (HERZOG et al., 2003). Des études sur des souris mutantes mdx (X-
linked muscular dystrophy), modéle de la myopathie de Duchenne, ont montré qu’a la fois la
transplantation des cellules de la moelle osseuse et le recrutement in vivo des HSCs augmentaient les
performances musculaires (HO et PUNZEL, 2003). Ainsi, les HSCs peuvent restaurer une faible
expression de dystophine (HERZOG et al., 2003).

Il y a également présence de cellules SP dans le muscle squelettique (HO et PUNZEL, 2003).
Bien qu’ayant une origine médullaire, ces cellules sont considérées comme des cellules souches
musculaires et sont donc traitées comme telles.

¢) Différenciation des HSCs en hépatocytes

De nombreuses études sur le Rat et la Souris ainsi que chez I’Homme ont montré que les HSCs
pouvaient se différencier en hépatocytes aprés leur transplantation aidant a la régénération du foie
(HERZOG et al., 2003 ; HO et PUNZEL, 2003 ; JUNG et al., 2006 ; TARNOWSKI et SIERON,
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2006). L’intérét de 1’utilisation des cellules souches dans la régénération du foie est lié au manque
crucial d’organe pour les transplantations.

L’utilisation des hépatocytes matures est chose courante : en effet, ce sont des cellules inter-
mitotiques qui ont conservé un potentiel de croissance. Le probléme majeur est qu’ils n’ont qu’une
croissance limitée in vivo et in vitro.

Dans I’é¢tude de JUNG et al. (2006), aprés une injection de tétrachlorure de carbone entrainant
une atteinte hépatique importante chez des souris, ces chercheurs ont fait une transplantation de
cellules de la moelle osseuse marquées CD34+. Ils ont alors observé une réduction de I’hépato-
splénomégalie induite par le tétrachlorure de carbone, une augmentation de preés de 45 fois du
nombre de cellules CD34+ dans le foie, une augmentation significative de I’expression du SDF-1 par
le foie 1ésé, une augmentation significative du nombre de cellules exprimant le récepteur CXCR4 au
SDF-1 dans le foie et une normalisation du taux d’enzymes hépatiques. Ceci permet de mettre en
¢vidence le homing des HSCs dans le tissu 1és¢é et la régénération des fonctions de cet organe. Apres
une atteinte du foie, celui-ci se met a augmenter la sécrétion des facteurs du homing comme le SDF-
1 (JUNG et al., 2006). Ceci est nécessaire et indispensable au homing des HSCs au niveau du tissu
1€sé : sans cela, les HSCs iraient en priorité dans leur niche principale a savoir la moelle osseuse et
dans la rate chez les souris.

Dans I’é¢tude de LAGASSE et al. (2000), ces chercheurs ont montré que des HSCs s’étaient
mises a exprimer des marqueurs et des protéines ainsi que des fonctions d’hépatocytes apres une
greffe de moelle osseuse chez des souris. En ce qui concerne le moyen de différenciation, la fusion
cellulaire a été trouvée dans une étude (WANG ef al., 2003) tandis que la transdifférenciation a été
démontrée dans deux études (ISHIKAWA et al., 2003 ; NEWSOME et al., 2003). La méthode de
différenciation est encore a 1’heure actuelle controversée.

L’expression des génes spécifiques des hépatocytes c'est-a-dire I’Albumine et le CK-18 par des
HSCs CD34+ a été démontrée comme étant induite en culture par le HGF (FIEGEL et al., 2006). De
nombreux stimuli sont nécessaires pour la différenciation des cellules souches in vitro en
hépatocytes : 1’addition d’hormones de croissance et de cytokines dans le milieu de culture,
I’utilisation de récipients de culture couverts avec des molécules de la matrice extra-cellulaire et la
nécessité d’une co-culture avec d’autres types de cellules (FIEGEL et al, 2006). Par exemple,
’utilisation d’un milieu de culture couvert d’hépatocytes et supplément¢ en HGF et en EGF
(epidermal growth factor) permet la différenciation des HSCs en hépatocytes.

Cependant, il reste encore un probleme a I’heure actuelle : en effet, il est nécessaire pour
régénérer un foie de régénérer a la fois le tissu hépatique et a la fois les canaux biliaires. Il faut donc
que les cellules utilisées pour la thérapie cellulaire soient capables de se différencier en au moins
deux types cellulaires. Or, d’apres FIEGEL ef al. (2006), les HSCs n’exprimeraient en culture que le
phénotype des hépatocytes et non celui des canaux biliaires a savoir CK-19. Ceci limite donc
I’utilisation des HSCs.
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d) Un role des cellules SP et des EPCs dans la régénération rénale

La présence de cellules SP a ét¢ mise en évidence au niveau du rein (HISHIKAWA et
FUIJITA, 2006). Elles sont tout comme celles du myocarde ou du muscle squelettique considérées
comme des cellules souches endogeénes a ces organes. Elles sont donc traitées dans la partie
correspondante aux cellules souches rénales.

Les EPCs semblent avoir un role dans le traitement de Dinsuffisance rénale aigue en
augmentant la vascularisation rénale (HISHIKAWA et FUJITA, 2006).

Les HSCs sont donc des cellules relativement bien caractérisées et largement utilisées dans le
traitement des dégénérescences de la moelle osseuse et des déficits immunitaires. C’est par ce biais
qu’elles furent découvertes et c’est pour le moment leur mode d’utilisation principal. Mais ces HSCs
possedent une certaine plasticité permettant ainsi d’envisager le traitement de maladies cardiaques,
hépatiques et musculaires. Il reste encore des inconnues dans le domaine de leur plasticité, mais les
envisager sous cet angle permet d’accroitre leurs intéréts thérapeutiques.

Les cellules SP sont moins bien caractérisées mais semblent posséder un potentiel équivalent
aux HSCs. Les EPCs sont encore moins caractérisées mais il semble que leur role dans la
néovascularisation soit non négligeable. On le verra par la suite mais les cellules SP sont retrouvées
dans d’autres organes comme le rein ou le muscle et on un réle important dans la régénération
physiologique et pathologique de ces organes.

B. Les cellules souches de I’épithélium intestinal

Ces cellules souches font partie des cellules souches épithéliales des tissus a renouvellement
rapide comprenant 1’épiderme, la cornée et 1’épithélium intestinal. Ce sont des tissus dont
I”épithélium est exposé a I’environnement extérieur. Le premier role de ces tissus est la protection
sous forme de barriére avec le milieu extérieur. C’est pour cela que leur épithélium est rapidement
remplacé et que les cellules TA obtenues a partir des cellules souches résidentes sont en constante
prolifération.

Ces tissus ont des niches extrémement bien définies physiquement entrainant la formation
d’une hiérarchie tres stricte au sein des cellules souches et d’un support protecteur trés important
(RIZVI et WONG, 2005).

1) Nature de ces cellules et facteurs de régulation

Les cellules souches intestinales (intestinal stem cells ou ISCs) résident dans les cryptes ou
glandes de Lieberkiihn.

Leurs marqueurs cellulaires semblent étre Musashi-1 (MSI-1), CD-24 et KIT (REYA et
CLEVERS, 2005).
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Sur la figure 20, il est possible de voire les ISCs, leurs descendants et leur disposition au sein
des villosités et des cryptes.

Les ISCs sont multipotentes et donnent naissance a 4 principales lignages cellulaires : les
entérocytes ayant un role d’absorption, les cellules mucipares caliciformes, les cellules entéro-
endocrines sécrétant les hormones peptidiques, et les cellules de Paneth. Les trois premiers lignages
se différencient en migrant vers I’extrémité des cryptes sur les villosités en 3 a 5 jours. Arrivées en
haut des villosités, ces cellules subissent 1’apoptose et desquament dans la lumiére intestinale. La
quatrieme lignée, celle des cellules de Paneth, se différencie en migrant vers la base de la crypte. Ces
cellules sont impliquées dans I’immunité et sécrétent de nombreuses protéines, incluant le facteur de
nécrose tumorale (tumoral necrosis factor ou TNF), des lysozymes et des cryptines. Les cellules de
Paneth ont une durée de vie plus longue que les autres types cellulaires et survivent de 18 a 23 jours
avant d’étre phagocytées par les cellules environnantes.

Figure 20 : Structure histologique cellulaire de I’épithélium des villosités et des cryptes de
I'intestin gréle (d’aprés RIZVI et WONG, 2005)
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2) La niche des cellules souches intestinales

L’¢épithélium de I'intestin est extrémement bien organisé et peut étre divisé en deux régions :
une région fonctionnelle abritant les différents types cellulaires (villosités) et une région de

prolifération (cryptes de Lieberkiihn). Toutes les cellules formant les villosités proviennent des
cryptes. Les ISCs sont localisées en 4°™ ou 5°™

(MORRISON et SPRADLING, 2008).

position au dessus des cellules de Paneth

En ce qui concerne le nombre de cellules souches par crypte, deux théories s’opposent.

La premiere théorie affirme qu’il n’y a qu’une seule ISC par crypte et se base sur une théorie
monoclonale (WINTON et al., 1988 ; WONG ef al., 2000). Cela a été mis en évidence par le suivi de
mutation génétique au cours des divisions : en induisant une mutation stable chez la supposée cellule
souche mere, ils se sont rendus compte que la mutation était conservée dans tous le lignages
cellulaires signifiant alors que toutes les cellules différenciées obtenues provenaient de la méme
cellule souche mére.

La deuxiéme théorie affirme qu’il y a au moins 5 a 6 cellules souches par crypte (POTTEN et
al.,, 1990). Cela a été observé par des techniques de méthylation de I’ADN dans les cellules des
cryptes, par irradiation chez des souris. Les chercheurs ont suivi I’index des méthylations au cours du
temps et ont ainsi déterminé que les premicres cellules touchées devaient étre les ISCs car ce sont
des cellules en division active ; et qu’elles semblaient étre plusieurs par crypte.

Il y a cependant une idée en commun dans ces deux théories: il semblerait qu’il n’y ait qu’une
seule cellule souche ancestrale par crypte qui devient quiescente immédiatement aprés avoir donné
naissance a un grand nombre de cellules souches actives. Ces cellules souches actives sont ensuite
responsables du renouvellement rapide de la population des cellules intestinales en produisant les
cellules TA. Ces dernieres, au nombre de 20 a 30 par crypte, sont engagées dans le développement
des différents lignages cellulaires.

La niche des ISCs comporte comme toute niche une structure de base mésenchymateuse :
celle-ci est composée de la matrice extra-cellulaire, des neurones entériques, des vaisseaux sanguins,
des lymphocytes intra-épithéliaux et des fibroblastes péri-cryptaux (RIZVI et WONG, 2005). Il y a
une communication permanente entre ces cellules et les ISCs.

La communication entre les cellules de la niche et les ISCs est représentée sur la figure 21. A
I’heure actuelle, les facteurs responsables de cette communication ne sont pas bien identifiés. Il
semblerait que les fibroblastes sécrétent des facteurs comme HGF, TGF-B et KGF (keratinocyte
growth factor). 1l existe des récepteurs pour ces facteurs sur les cellules épithéliales adjacentes.
D’autres facteurs sécrétés par des cellules environnantes semblent jouer un rdle dans le
renouvellement de 1’épithélium : le facteur de croissance dérivé des plaquettes (platelet-derived
growth factor ou PDGF), SHH et plus particulicrement le SHH intestinal ou IHH (intestinal
hedgehog), le BMP-4, le facteur Forkhead-6 (FKH-6), WNT, NOTCH et le facteur de transcription
nucléaire NKX3-3 (RIZVI et WONG, 2005). Il semblerait également que les cellules entéro-
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endocrines en sécrétant le glucagon stimulent les ISCs vers leur prolifération et leur différenciation
(RIZVI et WONG, 2005).

Figure 21 : Modele du réseau de communication définissant la niche des ISCs et régulant
le gradient de prolifération et de différenciation (d’aprés RIZVI et WONG, 2005)
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Ce gradient de concentration des différents facteurs crée un microenvironnement permettant
I’adhésion des ISCs, la prolifération des cellules TA et la différenciation en cellules épithéliales.

3) Les ISCs : un role dans le renouvellement de I’épithélium intestinal

Le remplacement de 1’épithélium intestinal est un processus fréquent apparaissant tous les 2 a 7
jours dans les conditions physiologiques : les ISCs sont a I’origine de ce renouvellement.

Les ISCs présentes peuvent également permettre un renouvellement de 1’épithélium dans des
conditions pathologiques. Celles-ci surviennent lors d’inflammation ou d’abrasion (MIMEAULT et
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BATRA, 2006). Elles sont capables de régénérer toutes les cellules épithéliales de 1’ensemble
cryptes-villosités.

On pourrait ainsi les utiliser dans le traitement des entérites hyporégénératives ou des maladies
inflammatoires de I’intestin chez I’Homme et 1’animal.

Les ISCs sont donc des cellules souches multipotentes permettant la régénération de
I’épithélium intestinal dans des conditions physiologiques et pathologiques. Elles sont situées dans
une niche bien définie et hautement organisée. Les cellules de la niche communiquent avec les ISCs
pour promouvoir leur quiescence ou leur activation. Les signaux de cette niche ne sont pas encore
totalement caractérisés, mais leur connaissance permettra de considérer les ISCs dans le traitement
de nombreuses maladies digestives chez I’Homme ou chez 1’animal.

C. Les cellules souches de I’épiderme

Comme 1’épithélium intestinal, la peau représente une barriére physique avec le milieu
extérieur. L’épiderme est en permanence sollicit¢é par de nombreux traumatismes et donc
constamment en renouvellement. Chez I’Homme, il est renouvelé entierement en 14 a 21 jours alors
que chez la Souris, il ’est en 10 a 14 jours (RIZVI et WONG, 2005).

1) Structure de I’épiderme et du follicule pileux

L'épiderme est constitué¢ de 5 couches (Figure 22) : une couche basale, une couche épineuse,
une couche granuleuse, une couche claire et une couche cornée constituée de cellules mortes (RIZVI
et WONG, 2005).

Figure 22 : Peau et couches de I'épiderme
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Chaque follicule pileux est composé d’une portion permanente, incluant les glandes sébacées et
le bulbe folliculaire sous-jacent, et une portion en renouvellement, subissant des cycles de phase
anagene (croissance), catageéne (apoptose et rétraction du bulbe) et télogeéne (repos) (Figure 23). Le
bulbe folliculaire est irrigué et innervé par la papille dermique (dermal papilla ou DP).

Figure 23 : Cycle du follicule pileux (d’apres SINCLAIR, 1998)
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2) Les cellules souches de I’épiderme et leur localisation

Les kératinocytes, constituant la couche basale de I’épiderme, doivent étre en renouvellement
fréquent. Ils doivent remplacer les cellules de la couche cornée aprés que celles-ci aient subi la
desquamation.

Il existe ainsi une petite population de cellules souches multipotentes exprimant des marqueurs
spécifiques comme la K15 (keratin 15), capables d’auto-renouvellement et exprimant une grande
quantit¢ de molécules d’adhésion comme des Pl-intégrines, des E-cadhérines et des B-caténines.
Elles sont nommées cellules souches des kératinocytes (keratinocyte stem cells ou KSCs) (WATT,
2002). Ces KSCs ont un taux d’auto-renouvellement faible et donnent rapidement des cellules TA
qui se détachent de la membrane basale et se différencient.

La présence de ces KSCs, localisées au niveau de la couche basale (Figure 24), a été supposée
en observant 1’expansion continue des kératinocytes de la membrane basale pour le renouvellement
des cellules de I’épiderme. Les chercheurs ont alors identifi¢ ces KSCs comme étant des cellules
souches des kératinocytes et des cellules différenciées de I’épiderme. On a ainsi des KSCs au niveau
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de la couche basale associée a des cellules TA, des cellules TA dans la couche épineuse, des cellules
différenciées dans la couche granuleuse et des cellules mortes dans la couche cornée.

Chaque KSCs est en réalité issue d’une autre cellule souche multipotente nommée cellule
souche de I’épiderme (epithelial stem cell ou ESC). Ces cellules ont pour marqueurs le CD34, le
KS et la a6-intégrine (MIMEAULT et BATRA, 2006). Ces cellules sont a I’origine des KSCs donc
a l’origine du renouvellement ou de la réparation de I’épiderme ; mais elles donnent également
naissance aux cellules progénitrices de la matrice du follicule pileux, aux cellules de la papille
dermique et aux cellules progénitrices des glandes sébacées. Elles ont ét¢ différenci¢es des KSCs
étant donné que ces cellules souches donnent naissance a la fois aux cellules de 1’épiderme et a la
fois aux cellules progénitrices de la matrice du follicule ; alors que les KSCs ne donnent naissance
qu’aux cellules épidermiques.

De nombreuses études ont démontrées que les ESCs se situaient dans une niche localisées dans
I’enveloppe du follicule pileux, nommée « bulge area» ou région du bulge (Figure 24)
(MORRISON et SPRADLING, 2008).

Figure 24 : Localisation des cellules souches de la peau (d’aprés RIZVI et WONG, 2005)
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La peau contient également des cellules souches pluripotentes épidermiques issues de la
créte neurale (epidermal neural crest stem cells ou eNCSCs). Ces cellules souches ont été
découvertes en 2003 par LI ef al.: la Nestine (marqueur des cellules de la créte neurale) a été
marquée par la GFP chez des souris transgéniques et les cellules ainsi marquées ont été retrouvées en
partie au niveau du bulge du follicule pileux. Ces cellules auraient comme marqueur CD34 et THY-
1. Les eNCSCs peuvent se différencier en de multiples lignages cellulaires incluant des
mélanocytes, des neurones et des cellules de Schwann (MIMEAULT et BATRA, 2006). Elles
pourraient également se différencier en cellules de Merkel en exprimant comme marqueur le K8
(SIEBER-BLUM et GRIM, 2004).

Les eNCSCs semblent localisées au bulge du follicule pileux (Figure 24) mais leur
localisation varie suivant le cycle folliculaire : en phase télogéne et au début de la phase anagene,
elles se situent principalement au niveau du bulge ; et en milieu et fin de phase anagene, elles se
situent au niveau de la gaine externe de la tige pilaire et au niveau du bulge (LI ef al., 2003).

3) La niche des cellules souches de I’épiderme

La couche dermique, sous le bulge, est composée de cellules mésenchymateuses et joue le
role de niche (Figure 25).

Figure 25 : Illustration de la niche des cellules souches épidermiques (d’apres LI et XIE,
2005)
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Ainsi les ESCs expriment des molécules d’adhésion pour créer un lien avec cette niche et de
nombreux facteurs (Figure 25) comme TGFp, BMP, WNT, DKK, SFRP et WIF (LI et XIE, 2005) ;
et des composants des voies SHH et NOTCH, facteurs contribuant a la maintenance et/ou a la
régénération des follicules pileux.

On retrouve ici un modéle comparable a celui de I’épithélium intestinal, ces deux tissus
étant des épithéliums a renouvellement rapide. WNT et BMP sont des facteurs indispensables au
controle du comportement des cellules souches : WNT contrdle I’activation et la différenciation des
cellules souches, et BMP controle leur différenciation et inhibe le signal WNT pour éviter un
débordement de leur prolifération (LI et XIE, 2005).

L’épiderme est formé de multiples petites unités. Chez la Souris comme chez ’Homme, il y a
présence d’unités nommées unités de prolifération épidermique (epidermal proliferative units ou
EPUs): chaque EPU est responsable de la formation de 1 a 10 colonnes de cellules en maturation. La
figure 26 représente des EPUs dans I’épiderme de I’'Homme (GHAZIZADEH et TAICHMAN,
2005). Des études ont montré que des KSCs étaient présentes dans chaque EPU au niveau de la
couche basale de la peau. Il semblerait que I’expression tres élevée des fl-intégrines et de NOTCH
soit responsable du peu de mobilité de ces cellules dans 1’épiderme (LI et XIE, 2005).

Figure 26 : Schéma des EPUs de I'épiderme chez I'Homme (d’aprés GHAZIZADEH et
TAICHMAN, 2005)

Une EPU a partir d’une
KSC \’

=== Circuit emprunté depuis les

KSCs par les cellules TA puis les

cellules différenciées. Chaque fleche
représente une ou plusieurs colonnes
nommeées EPUs.

KSCs au niveau de

la couche basale

55




4) Intéréts de utilisation des cellules souches de I’épiderme

Les ESCs sont responsables du renouvellement permanent de la peau et des follicules pileux.
Elles sont également responsables de la réparation de la peau aprés une blessure. Ces cellules
souches présentent donc un intérét majeur dans la reconstruction cutanée aprés des cicatrices ou des
brulures.

I1 faut cependant noter que les cellules différenciées de 1’¢pithélium cutané sont déja utilisées
dans la création de la peau in vitro. En effet, ces cellules sont douées d’une capacité de prolifération
relativement importante et permettent ainsi la régénération de 1’épiderme. Cependant, ces cellules
différenciées n’ont pas les capacités des cellules souches a savoir une multiplication pendant de trés
longues périodes et la capacité de régénérer a la fois I’épiderme et les follicules pileux.

La figure 27 représente une greffe de lambeau d’épiderme issue de KSCs génétiquement
modifiées chez ’'Homme (MEZEY, 2000). Ces KSCs ont ét¢ modifiées grace a un rétrovirus pour
exprimer Lam-5 (Laminin-5), géne défectueux entrainant 1’épidermolyse bulleuse de I’Homme. La
LAM-5 est un composant de la membrane basale nécessaire pour 1’attachement de I’épiderme au
derme. Aprés 8 jours, les chercheurs ont observé une prise du greffon parfaite et aucune
complication n’est apparue un an apres la chirurgie. Les KSCs représentent donc un avenir dans le
traitement des maladies cutanées.

Figure 27 : Greffe d’épiderme issue de KSCs génétiquement modifiées pour le traitement
d'une épidermolyse bulleuse chez I'Homme (d’aprés MEZEY, 2000).
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Mis a part le renouvellement de la peau, il a été possible de montrer que les eNCSCs étaient
capables de régénérer du tissu nerveux. Dans I’¢tude de HOFFMAN (2005), des eNCSCs marquées
par la GFP ont été injectées en sous-cutané chez des souris. Il a alors retrouvé des neurones GFP+ au
site de I’injection.

Ces cellules sont en effet, capables de se transformer en neurosphére en culture tout comme
les cellules souches nerveuses. Selon 1’étude de AMOH et al. (2005), ces cellules, injectées entre les
deux parties du nerf sciatique sectionné chez des souris, ont permis de régénérer ce nerf. Le
mécanisme de la régénération passe par la différentiation en cellules de Schwann des eNCSCs
permettant ainsi la reformation de la gaine de myéline entourant les axones. Il y a alors une
croissance axonale et une union des deux extrémités. Par la suite, ce nerf a été stimulé et il y a eu
apparition d’une contraction musculaire : la souris a donc pu récupérer une marche fonctionnelle.

Ces eNCSCs présentent des avantages considérables : elles sont facilement disponibles sur
n’importe quel sujet, elles sont facilement cultivables in vitro, elles sont pluripotentes, elles
permettent la régénération nerveuse et elles ne posent pas de probléme éthique. Elles pourraient
facilement étre utilisées chez I’Homme mais surtout chez I’animal : on pourrait ainsi régénérer de la
moelle épiniere chez des chiens ayant subi un traumatisme. En effet, il y a nécessité en médecine
vétérinaire que les cellules souches soient faciles d’acceés pour diminuer les coiits. La peau en tant
que source de cellules souches nerveuses est une perspective extrémement intéressante en
médecine vétérinaire et en médecine humaine.

Les cellules souches de I’épithélium cutané sont des cellules trés facile d’acces et capables de
régénérer non seulement 1’épiderme mais aussi les follicules pileux. Elles peuvent également étre
génétiquement modifiées pour traiter des maladies génétiques comme 1’épidermolyse bulleuse chez
I’Homme. Ces cellules souches possédent également d’autres capacités comme la régénération
nerveuse. Les études sur le sujet ne sont pas encore tres développées mais ceci ouvre une perspective
extraordinaire pour le traitement des maladies nerveuses. L’avantage non négligeable de ces cellules
souches par rapport a d’autres, est leur grand nombre et leur facilité d’acces.

D. Les cellules souches de I’épithélium pulmonaire

L’existence de cellules souches multipotentes résidant dans I’épithélium pulmonaire,
capables de se différencier en cellules ciliées et en cellules mucipares des glandes sous-muqueuses, a
rapidement été supposée par les chercheurs (MIMEAULT et BATRA, 2006). En suivant cette voie,
KIM et al. (2005) ont identifi¢ des cellules souches bronchio-alvéolaires multipotentes
(bronchioalveolar stem cells ou BASCs) capables d’auto-renouvellement, localisées a la jonction
bronchio-alvéolaire (Figure 28) (ENGELHARDT, 2001). Ces BASCs contribuent certainement au
maintien des cellules bronchiques de Clara et des cellules alvéolaires distales du poumon.

Les cellules de Clara sont déja définies comme des cellules « souches » pour les cellules
épithéliales pulmonaires ; et les pneumocytes de type 2, comme les cellules « souches » des
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cellules alvéolaires. En effet, les pneumocytes 2 sont capables d’auto-renouvellement en nouveaux
pneumocytes 2 mais ils sont aussi capables de se différencier en pneumocytes de type 1 (HERZOG
et al., 2003). 11 semblerait ainsi que les BASCs soient a 1’origine de ces cellules : les cellules de
Clara et les pneumocytes 2 seraient alors considérés comme des cellules TA.

Figure 28 : Composition de la niche des BASCs de I’épithélium broncho-alvéolaire (d’apres
ENGELHARDT, 2001)
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L’EGF (epidermal growth factor) et le SHH au niveau de I’épithélium pulmonaire semblent
contribuer a ’homéostasie tissulaire du poumon en stimulant la prolifération et la différenciation des
BASCs. Ils semblent également contribuer a la réparation de I’épithélium pulmonaire aprés une
Iésion (MIMEAULT et BATRA, 2006).

Enfin, des lésions inflammatoires étendues au niveau de I’épithélium pulmonaire sont
responsables d’une hypersécrétion de mucus comme dans les bronchites chroniques, 1’asthme, la
fibrose kystique et les cancers (MIMEAULT et BATRA, 2006). En inhibant la prolifération de ces
BASCs, on pourrait peut-&tre limiter ces réactions inflammatoires excessives et ainsi réduire 1I’impact
destructeur de ces phénomenes.

E. Des cellules souches au niveau de la cornée et de la rétine

1) Nature de ces cellules souches

L’¢épithélium de la surface des yeux comprend la cornée, le limbe, et I’épithélium stratifié
conjonctival (Figure 29). Etant exposé au milieu extérieur, il subit des agressions et doit donc
réguliérement se régénérer.



Figure 29 : Structure de la partie antérieure d'un ceil de Souris (d’aprés PAJOOHESH-GANJI
et STEPP, 2005)
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Des recherches récentes ont identifiées des cellules souches au niveau de la cornée appelées
cellules souches de I’épithélium cornéen (corneal epithelial stem cells ou CESCs). Ces cellules
sont localisées au niveau de la couche de cellules basales a la périphérie de la cornée et plus
particulierement au niveau du limbe dans des cryptes épithéliales (Figure 30) (LAVKER et al.,
2004 ; PAJOOHESH-GANII et STEPP, 2005).

Figure 30 : Niche limbique des CESCs chez la Souris (d’aprés PAJOOHESH-GANJI et

STEPP, 2005)
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Les CESCs sont responsables de la formation de cellules TA puis de cellules différenciées de
la cornée (Figure 31) (LI et al, 2007 ; PAJOOHESH-GANIJI et STEPP, 2005).

Figure 31 : Division asymétrique des CESCs et obtention de cellules TA puis de cellules
différenciées (d’apres PAJOOHESH-GANJI et STEPP, 2005)
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Ces cellules souches expriment de nombreux marqueurs incluant le p63, I’ABCG2, les a9- et
B1-intégrines, ’EGF-R, le K19, I’a-énolase, et le CD71 (LAVKER et al., 2004).

Il existe également une petite population de cellules souches neurales quiescentes située dans
I’épithélium ciliaire, une région adjacente a la rétine chez les mammiféres, qui pourrait proliférer a
la suite d’un traumatisme de la rétine in vivo ou apreés stimulation par des facteurs de croissance in
vitro (DAS et al., 2005). Ces cellules souches sont aussi désignées sous le terme de cellules souches
rétiniennes (retinal stem cells ou RSCs). Elles sont capables de s’auto-renouveler et d’exprimer de
multiples marqueurs comme la télomérase, la Nestine et PAX-6, spécifique des cellules précurseurs
de la rétine (DAS et al., 2005).

La prolifération et la différenciation de ces RSCs sont régulées par de nombreux facteurs et
voies de signalisation incluant FGF (fibroblast growth factor), EGF, SHH, KIT ou encore NOTCH
(DAS et al., 2005).
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2) Intéréts de Dutilisation de ces cellules

Les CESCs possédent la capacité de reconstituer in vivo un épithélium cornéen intact et
fonctionnel. Elles donnent ainsi naissance a des cellules progénitrices capables de migrer au niveau
de I’épithélium cornéen. Ces cellules progénitrices possédent un taux de prolifération inférieur aux
CESCs in vitro et correspondent & une population de cellules basales impliquées dans le
renouvellement des cellules cornéennes, dont la durée de vie est estimée a moins d’un an.

Il a été rapporté que les CESCs, isolées au niveau de leur niche, entre les cellules de
I’endothélium cornéen et le réseau trabéculaire, étaient aussi bien capables de donner naissance aux
cellules de I’endothélium cornéen qu’au trabéculum (MIMEAULT et BATRA, 2006).

La découverte dans I’ceil adulte des CESCs et des RSCs possédant des propriétés de cellules
¢épithéliales et neurales immatures, offre la possibilité de les utiliser pour la réparation des lésions
de la cornée ou de la rétine.

Ainsi des traitements ont été testés sur des modeles animaux puis mis en place chez I’Homme.
Ils sont basés sur la transplantation de CESCs limbiques et la création in vitro de surfaces
oculaires artificielles pour le remplacement de surfaces oculaires endommagées. Le choix du
traitement dépend de plusieurs facteurs comprenant la sévérité de la destruction cornéenne et le degré
de perte en CESCs.

Dans une situation ou le limbe cornéen est détruit, comme dans la pemphigoide oculaire ou les
brulures séveres, la greffe de CESCs combinée avec une transplantation de membrane amniotique
peut étre utilisée. Une nouvelle technique est proposée chez ’Homme pour le traitement des déficits
en CESCs limbiques: il s’agit de réaliser une biopsie du limbe au niveau de I’ceil sain du donneur
afin de récupérer des CESCs puis de les cultiver in vitro sur une membrane amniotique humaine
(prélevée a la naissance d’enfants sur les membranes placentaires). Cette culture permettra de les
faire proliférer et migrer sur la membrane qui sera ensuite greffée sur I’ceil atteint du donneur. Il
s’agit donc 1a d’une greffe autologue (NAKAMURA et al., 2004).

De récentes observations ont permis de considérer les RSCs comme une source de cellules
précurseurs rétiniennes pour le traitement de diverses maladies dégénératives de la rétine incluant
le glaucome, et de certaines maladies associées a la formation de cicatrices rétiniennes (MIMEAULT
et BATRA, 2006).

D’autres méthodes sont en cours d’expérimentation et notamment la stimulation in vivo des
CESC:s et des RSCs pour la récupération de la fonction visuelle (MIMEAULT et BATRA, 2006).

La greffe de CESCs représente une alternative intéressante a la perte des CESCs lors de
traumatismes, de brilures ou de défaut congénital. Les RSCs, quant a elle, pourraient tre utilisées
dans le traitement des maladies rétiniennes comme les dégénérescences de la rétine : les recherches
sont extrémement actives sur le sujet a ’heure actuelle.
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F. Des cellules souches dans des organes ou des tissus ayant conservé une

certaine capacité de renouvellement

Il y a dans I’organisme des tissus a renouvellement possible mais non permanent. Ainsi,
certains tissus peuvent se renouveler si des conditions physiologiques ou pathologiques 1’imposent.
La présence de cellules souches dans le foie, les muscles et les reins a donc fortement été suspectée.

1) Les cellules souches hépatiques

a) Définitions

Dans des conditions physiologiques, le foie est au repos. Aprés un traumatisme ou aprés une
infection, il répond rapidement en initiant sa régénération. Il y a trois types de cellules responsables
du renouvellement du foie.

Les cellules intervenant en premicre ligne sont les hépatocytes et les cholangiocytes ou
cellules des canaux biliaires : ces cellules sont inter-mitotiques et peuvent donc, aprés stimulation,
entrer en division cellulaire. Ceci peut suffire pour des lésions mineures mais ne permet pas une
régénération plus importante.

Les chercheurs se sont alors focalisés sur la recherche de cellules souches. Ils ont ainsi
découvert une région susceptible d’étre une niche pour des cellules souches : il s’agit des canaux
biliaires dans la région péri-portale nommés canaux de Hering. En effet, a ce niveau les cellules ont
un phénotype intermédiaire entre les hépatocytes péri-portaux et les cellules des canaux biliaires
(TARNOWSKI et SIERON, 2006).

Ils ont par la suite mis en évidence a cet endroit, une petite population de cellules souches
nommées cellules ovales hépatiques (hepatic oval cells ou HOCs). Elles sont responsables de la
régénération du foie sous certaines conditions : par exemple, apres des dégats tissulaires importants,
elles donnent naissance a la fois aux hépatocytes et aux cellules des canaux biliaires, in vitro et in
vivo (MIMEAULT et BATRA, 2006).

Ces cellules ovales hépatiques seraient issues soit d’hépatoblastes eux mémes issus de cellules
précurseurs endodermiques ; soit des cellules précurseurs endodermiques directement (Figure 32)
(WALKUP et GERBER, 2006).

Le marqueur OV-6 (ovalbumine-6) est le marqueur spécifique des HOCs (TARNOWSKI et
SIERON, 2006). Ces cellules expriment également les marqueurs des hépatocytes immatures et des
cellules des canaux biliaires comme le CK18, I’a-fétoprotéine (aFP), la y-glutamyl-transférase,
I’albumine (ALB), le CK19, et I’OC.2 ainsi que des marqueurs de cellules hématopoiétiques comme
CD34, THY-1, FLT-3 et KIT. Les facteurs intervenant dans la régulation de la prolifération et de la
différenciation de ces cellules durant la régénération hépatique sont : HGF, EGF/TGF-a, VEGF
(vascular endothelium growth factor), SCF, WNT/B-caténine, TGF-f, et SDF-1.
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Figure 32 : Représentation schématique de 1'origine possible des cellules ovales hépatiques et
de leur différenciation (d’aprés WALKUP et GERBER, 2006)
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Selon I’étude de LAGASSE et al. (2000), ces HOCs auraient une source extra-hépatique : la
moelle osseuse. Ainsi, la transplantation de moelle osseuse ou d’HSCs chez des modeles animaux,

avec une atteinte hépatique, a permis de restaurer le pool de HOCs et par la méme, de restaurer la
fonction hépatique. Il semblerait que le foie, lors d’atteinte, se mette a surexprimer le facteur SDF-1
entrainant le homing des cellules souches hématopoiétiques (TARNOWSKI et SIERON, 2006).

La transdifférenciation des HSCs en HOCs en conditions pathologiques ou physiologiques
semble étre un évenement rare. La fusion cellulaire entre une cellule souche de la moelle osseuse et
une cellule hépatique semble étre plutdt le mode principal (FIEGEL et al., 2006).

b) Intéréts de Dutilisation de ces cellules

L’utilisation de cellules ayant un potentiel de prolifération infini est trés intéressante pour la
régénération du foie. On utilise a I’heure actuelle des matrices avec des HOCs pour la régénération
hépatique sous forme tri-dimensionnelle.

Une matrice tri-dimensionnelle a déja été utilisée pour servir de support a la culture cellulaire
et a la transplantation d’hépatocytes matures (FIEGEL et al., 2006). L’utilisation de matrice de
polymeres avec les HOCs permet une formation tri-dimensionnelle d’un néo-tissu. De plus, le
recouvrement de la matrice par des molécules isolées de la matrice extra-cellulaire du foie ou plus
particuliérement par le FGF permet la différenciation des HOCs en cellules hépatiques matures.
L’avantage de cette matrice est que la transplantation des HOCs sur celle-ci permet I’obtention d’un
nombre de cellules suffisant pour permettre la régénération d’un organe entier.

63



L’avantage de I’utilisation des HOCs est leur bipotentialité : elles peuvent se différencier en
cellules hépatiques et en cellules des canaux biliaires.

Cependant, les cellules souches majoritairement utilisées a 1’heure actuelle, dans la
régénération du foie sont les cellules souches mésenchymateuses de la moelle osseuse (JUNG et
al., 2006).

2) Les cellules souches musculaires

a) Définitions

La réparation du tissu musculaire stri¢ squelettique est un processus biologique complexe qui
nécessite absolument 1’activation de cellules souches. Le muscle squelettique contient deux types de
cellules souches différentes (CHRISTOV et al, 2007): 1) des cellules souches myogéniques
nommeées cellules satellites (satellite cells ou SCs) résidant entre deux couches de lame basale, cette
derniére D’entourant, et exprimant a la fois les marqueurs N-CAM (neural cell adhesion
molecule)/CD56 et les marqueurs précoces des cellules musculaires comme la M-cadhérine, PAX-7,
MYO-D (myogenic differentiation) et MYF-5; 2) des cellules souches multipotentes interstitielles
(interstitial mulipotent stem cells ou IMSCs) qui sont des cellules situées a I’extérieur de la lame
basale possédant un phénotype fibroblastique et n’exprimant pas de marqueurs des fibres
musculaires.

Les marqueurs des SCs sont différemment exprimés suivant leur stade: ils varient entre la
quiescence et la différenciation (Figure 33) (ZAMMIT et al., 2006).

Les SCs sont originairement quiescentes dans le muscle squelettique mais elles sont capables
de s’auto-renouveler et suite a une activation (blessure, traumatisme, toxine expérimentale...), de
proliférer, de se différencier en myoblastes compétents et de fusionner afin de permettre la
régénération des fibres musculaires (Figure 34) (CHRISTOV et al, 2007 ; HAWKE et GARRY,
2001).
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Figure 33 : Différenciation des SCs et variation de leurs marqueurs au cours de leur
différenciation (d’aprés ZAMMIT et al., 2006)
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Figure 34 : Différenciation des SCs lors d’une lésion musculaire (d’aprés HAWKE et GARRY,
2001)
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Lorsque les SCs se différencient, elles subissent des changements morphologiques a savoir :
formation de processus cytoplasmiques, réduction de I’hétérochromatine, augmentation du ratio
cytoplasme / noyau et augmentation du nombre d’organelles intracellulaires (Figure 35) (HAWKE et
GARRY, 2001 ; TARNOWSKI et SIERON, 2006).

Figure 35 : Localisation des SCs et modifications morphologiques lors de leur activation
(d’aprés HAWKE et GARRY, 2001)

- = _ g
., - @' ‘o

e actlvee” T
. . B e

-3 i s

B K@ S g
e LY ¥
4:/;3“‘ —ry Processus e
Processus cytoplasmiques cytoplasmiques & ': =

_ ik o T

= - s 5033
SC activée A ‘Q”" BLEL
A

-~

-

SC T.ame bhasale

quiescente

SC quiescente 5:: '.1; ! .

Lame basale

Les SCs sont largement caractérisées comme étant les cellules souches responsables de la
croissance, de la réparation et de la régénération musculaire.

Les IMSCs donnent naissance a de nombreuses lignées cellulaires in vitro et permettent en
méme temps la reconstruction des vaisseaux sanguins (les péricytes, les cellules musculaires lisses
et les cellules endothéliales), des nerfs périphériques (cellules de Schwann) et des cellules
musculaires (SCs et myofibres) (CHRISTOV et al, 2007). Cependant, la participation de ces
IMSCs apparait trés limitée dans la réparation physiologique du muscle squelettique in vivo.

Une autre population de cellules souches a été découverte dans le muscle squelettique : les
cellules SP. Ces cellules proviennent en réalit¢ de la moelle osseuse hématopoiétique
(TARNOWSKI et SIERON, 2006). Elles expriment les mémes marqueurs que les cellules SP de la
moelle osseuse a savoir PE-CAM-1, TAL-1 et VEGF-A (HIRSCHI et GOODEL, 2002). Elles sont
¢galement KIT-positives et SCA-1 positives (TARNOWSKI et SIERON, 2006). Etant résidentes en
permanence dans le muscle, elles sont considérées comme des cellules souches musculaires. 1l
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semble que ces cellules soient capables de se différencier en cellules musculaires mais aussi en SCs
et en cellules endothéliales (HO et PUNZEL, 2003).

b) La niche des cellules souches musculaires

Un des objectifs de 1’étude des cellules souches musculaires est de définir la niche des SCs,
son organisation et les interactions entre les différentes cellules la constituant.

I1 semble que des contacts de cellules a cellules entre les SCs et les myofibres jouent un role
dans le maintien des SCs dans un stade quiescent (CHRISTOV et al, 2007). A proximité de cette
niche quiescente, il existe un compartiment en maturation constitu¢ de cellule progénitrice et de
cellule stromale.

Il a également ét¢ montré que les SCs interagissaient de manic¢re prépondérante avec les
macrophages recrutés au niveau du site musculaire en régénération et recevaient des signaux de
division de ces macrophages.

Certaines études se penchent actuellement sur un autre composant de la niche : la partie
vasculaire. En effet, les cellules endothéliales et les cellules musculaires dérivent d’un précurseur
commun au stade du développement embryonnaire (CHRISTOV et al., 2007). 1l est important de
noter que cette niche périvasculaire existe €également chez d’autres cellules souches comme dans la
moelle osseuse par exemple.

Dans une étude menée par CHRISTOV et al. (2007), il a ét¢ démontré que la niche des SCs
¢tait bien juxtaposée aux vaisseaux (Figure 36), que les SCs restaient en proche contact avec les
capillaires et cela, quelque soit leur stade (quiescence, prolifération, différenciation), et que la
différenciation en cellules musculaires des SCs ¢était spatio-temporellement associée avec la
formation de vaisseaux sanguins.

Sur la figure 36, le cadre A représente une SC étroitement accolée aux cellules endothéliales et
sur le cadre B, on voit que la SC, étant loin de la cellule endothéliale, émet un prolongement
cytoplasmique pour rester en contact avec elle. Cela montre la réelle nécessité d’un contact entre la
SC et les cellules endoth¢liales des vaisseaux sanguins.

Le nombre de SCs varie également d’un type de fibre a 'autre, les fibres musculaires lentes
comportent plus de SCs que les fibres rapides. Les capillaires sanguins sont également plus
nombreux dans les fibres lentes que dans les fibres rapides.
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Figure 36 : Niche périvasculaire des SCs (d’aprés CHRISTOV et al., 2007)
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Dans I’¢tude de EMSLIE-SMITH et ENGEL (1990), ils ont étudié¢ le comportement des SCs
sur un modeéle murin de myopathie atrophiante (atrophic dystophy muscular ou aDM). Cette maladie
est définie comme une perte progressive de vaisseaux sanguins n’entrainant pas de dommage
musculaire massif. Il a ét¢ montré que la perte des SCs était proportionnelle a la perte des
capillaires. Cela signifie que la diminution du nombre de SCs lors d’aDM, est liée a la perte des
cellules endothéliales des vaisseaux sanguins c'est-a-dire a la perte de signaux paracrines provenant
de ces cellules. Ceci est conforté par le fait que les SCs sont plus résistantes a 1’ischémie que les
cellules endothéliales des vaisseaux : c’est donc bien la perte des contacts avec les cellules
endothéliales qui est a I’origine de la perte de muscle et non I’ischémie en elle-méme.

Les cellules musculaires en cours de différenciation sécrétent du VEGF. Dans des conditions
physiologiques, les cellules endothéliales matures des vaisseaux sanguins n’expriment pas de VEGF
mais expriment le récepteur a ce facteur, le VEGF-R1. L’exercice, en induisant une augmentation
de la sécrétion de VEGF, par stimulation de la myogenese, est accompagné d’angiogenése
physiologique. L’expression de VEGF-R1 n’est pas limitée aux cellules endothéliales: on le
retrouve également sur les cellules myogéniques. Ainsi, il a été montré in vitro que le VEGF
stimulait la croissance des cellules musculaires, les protégeait de I’apoptose, stimulait leur migration,
augmentait I’expression de myoglobine et favorisait la création de myofibrilles centro-nuclées
(CHRISTOV et al., 2007). L’angiogenése et la myogenese partagent de ce fait, pour leur activation,
un méme couple ligand/récepteur: le VEGF/VEGF-R1.

¢) Intérét de ces cellules souches dans le renouvellement du muscle

La réparation du muscle stri¢ squelettique aprées un dommage est associée a la fois a
I’augmentation de la vascularisation et a la fois a la régénération des fibres musculaires. Selon le
méme procédé, on a découvert que I’hypertrophie musculaire compensatoire était associée a une

croissance musculaire selon un rapport linéaire entre les fibres et les vaisseaux. Cette relation est
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surement liée a la présence de la niche mettant en contact tous les acteurs de la régénération du
muscle.

Ainsi, un des objectifs de la thérapie cellulaire par les SCs est de recréer un environnement
c'est-a-dire une niche favorable aux cellules souches transplantées. Cela permettrait la régénération
musculaire a partir de ces cellules en les mettant en contact avec des cellules qui normalement les
régulent.

En ce qui concerne I’intérét thérapeutiques de telles cellules, les chercheurs se focalisent sur le
traitement des myopathies et en particulier la Myopathie de Duchenne chez I’'Homme. Ces maladies
extrémement graves, se caractérisent par I’absence ou la diminution de la Dystophine. Le rdle de
cette protéine est de connecter le cytosquelette des fibres musculaires a la matrice extra-cellulaire : la
maladie se traduit donc par une incapacité fonctionnelle du muscle a se contracter en engendrant une
force motrice. Pour I'instant, les expériences utilisant les SCs sont peu convaincantes dans ce
domaine (TARNOWSKI et SIERON, 2006).

En ce qui concerne les cellules SP, elles ont été observées comme pouvant donner naissance a
des myofibres Dystrophine-positives et des SCs apres leur transplantation chez des souris mutantes
mdx (HO et PUNZEL, 2003).

Les SCs peuvent également étre envisagée dans le traitement d’autres maladies des muscles et
notamment les cardiomyopathies. Ainsi, dans de nombreuses études, des SCs ont été transplantées
chez des modeles animaux suite a un infarctus cardiaque expérimental, et ont permis une
amélioration de la fonction cardiaque (NIESLER, 2004). Cependant ces cellules, une fois injectées
dans le myocarde, ne se sont pas couplées ¢é]Jectro-mécaniquement avec les cellules

myocardiques. I semblerait alors que le role des SCs [dans 1’amélioration de la fonction cardiaque

soit plus li¢ a des phénomenes trophiques plutdtqu aune réelle reconstruction du myocarde. Ceci est
confirmé par le fait que dans d’autres études, malgré I’amélioration de la fonction cardiaque apres un
infarctus chez des souris, les chercheurs n’ont pas réussi a observer une quelconque différenciation
des SCs en myocytes cardiaques (REINECKE et al., 2002). L’amélioration serait 1a aussi due a des
phénomenes paracrines. L’utilisation des SCs pour le traitement des infarctus du myocarde est
encore en cours d’exploration.

L’utilisation des cellules souches musculaires n’est pas a I’heure actuelle tres répandue et il
reste encore beaucoup d’inconnues quant a leur mode de différenciation et leur potentiel régénératif.
Leur étude est cependant intéressante puisqu’il pourrait s’agir d’une source de cellules souches facile
d’acceés aussi bien chez ’Homme que chez 1’animal.

3) Des cellules souches au niveau des reins

Il est possible d’observer une régénération des capacités des reins a la suite d’insuffisance
rénale aigue (acute renal failure ou ARF) (HISHIKAWA et FUJITA, 2006). Le rein adulte est
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reconnu comme ayant une certaine capacité de régénération et de réparation (HISHIKAWA et
FUIJITA, 2006).

Il faut alors déterminer si cette réparation est due a une simple prolifération de cellules in situ
ou/et s’il y a intervention de cellules souches adultes rénales ou extrarénales. Dans la plupart des
modeles, il semblerait qu’il y ait intervention a la fois des cellules différenciées et a la fois des
cellules souches rénales et extra-rénales (Figure 37) (CANTLEY, 2005). Selon le méme mod¢le que
dans le muscle strié¢ squelettique, les cellules souches rénales seraient positionnées sous la membrane
basale de I’épithélium rénal.

Figure 37 : Illustration des mécanismes possibles de réparation d'une lésion rénale par les
cellules différenciées des tubules rénaux et par les cellules souches rénales et extra-rénales
(d’aprés CANTLEY, 2005)
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Des cellules souches dites « a faible taux de division » ont été découvertes trés récemment au
niveau de la papille rénale. Ces cellules ont été découvertes par ’utilisation du BrdU (Figure 38)
(OLIVER et al., 2003): seul I’interstitium de la papille rénale contenait en trés grand nombre des
cellules marquées par le BrdU apres ’injection du produit & des souriceaux et a des ratons. Comme
le montre la figure 38, on voit trés nettement la forte proportion de cellules BrdU positives dans le
cadre D représentant I’interstitium de la papille rénale. Des chercheurs ont aussi découvert que lors
d’ischémie rénale, le marquage BrdU disparaissait trés rapidement de I’interstitium de la papille
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rénale, traduisant une entrée active en division de ces cellules. Elles ne sont a I’heure actuelle pas
mieux caractérisées (HISHIKAWA et FUJITA, 2006).

Figure 38 : Cellules retenant le BrdU dans le rein chez un rat de 2 mois (d’aprés OLIVER et
al., 2003)

A : Cortex externe : peu de cellules retenant B : Cortex moyen : peu de cellules retenant
le BrdU le BrdU

C : Médulla : quasiment aucune cellule D : Papille : énormément de cellules
retenant le BrdU retenant le BrdU

La présence de cellules SP a ¢galement été mise en évidence au niveau du rein (HISHIKAWA
et FUJITA, 2006). Ces cellules sont localisées au niveau de I’interstitium rénal. Elles peuvent étre
stimulées vers la différenciation en cellules interstitielles rénales et en néphrocytes en présence de
LIF (leukaemia inhibitory factor). De plus ces cellules SP rénales sont régulées dans leur
fonctionnement par le MYOR (myogenic repressor), qui est un facteur basique de type hélice-tour-
hélice et qui est nécessaire au maintien des cellules SP. Elles sont considérées comme des cellules
souches endogénes au rein, méme si elles sont en réalit¢ issues de la moelle osseuse
hématopoiétique ct résident en permanence dans I’interstitium rénal (HISHIKAWA et FUJITA,
2006).

On a trouvé également des cellules CD133+ dans l'interstitium du rein (HISHIKAWA et
FUIJITA, 2006). CD133+ est un marqueur des cellules progénitrices endothéliales, des HSCs et des
cellules souches neurales. Ces cellules expriment de plus PAX-2, qui est un marqueur précoce du
rein au cours du développement, et de nombreux marqueurs des cellules souches de la moelle
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osseuse (mais ni CD45 ni CD34). In vitro, ces cellules sont pluripotentes et ont la capacité de se
différencier en néphrocytes.

On a enfin isolé¢ des cellules rKS56 (HISHIKAWA et FUJITA, 2006). Ces cellules ont été
découvertes lors de la culture de néphrons de rats adultes. Ces cellules expriment des marqueurs de
cellules rénales immatures et des marqueurs de cellules tubulaires matures. Elles ont une capacité
d’auto-renouvellement, sont multipotentes et sont capables de se différencier en cellules matures
des tubules exprimant les aquaporines 1 et 2 dans certaines conditions. La localisation de ces
cellules n’est pas encore déterminée a 1’heure actuelle.

I1 est important de noter que des questions se posent quant a savoir si toutes ces cellules ne sont
pas en réalit¢ une seule et méme cellule mais isolée en culture de manieres différentes
(HISHIKAWA et FUJITA, 2006).

Dans tous les cas, I’injection de ces cellules dans le rein permet une augmentation de la
réparation du rein aprés une ARF (HISHIKAWA et FUJITA, 2006). La réparation des dégats
causés lors d’une insuffisance rénale chronique (chronic renal failure ou CRF) semble moins
¢vidente : cependant, il ne faut pas arréter dans cette direction puisque déja deux groupes de
recherche ont réussi a le faire (FIORETTO et al., 1998 ; ZISBERG et al., 2003).

A T’heure actuelle, les cellules souches rénales sont utilisées pour le traitement des ARFs chez
I’Homme et pourrait potentiellement étre utilisées chez 1’animal. Il reste cependant de nombreuses
inconnues dans leur identification et leur mode de différenciation. Le traitement des CRFs, quant a
lui, est moins avancé mais reste un domaine de recherche extrémement actif : il ouvre en effet la
perspective d’une possible réversibilité des 1ésions de CRFs. Jusqu’a maintenant, le traitement d’une
CREF reste la greffe chez ’Homme et le traitement palliatif chez I’animal.
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III. Découverte de nouvelles cellules souches adultes dans des organes

J&D} .

déja identifiés comme en contenant et dans des organes ou leur

r 14

présence était beaucoup moins évidente. Nouvelles possibilités

thérapeutiques associées.

Avec I’évolution des technologies, de nouvelles cellules souches ont été découvertes dans des
tissus ou des organes dans lesquels leur présence n’était pas évidente. De méme, les chercheurs ont
pu découvrir de nouvelles indications possibles pour des cellules souches déja connues.

A. Une diversification des intéréts thérapeutiques liés a 1a moelle osseuse

Depuis le début de 1’¢re des cellules souches, les HSCs ont été les cellules les plus étudiées et
les mieux identifiées. Mais la moelle osseuse n’avait pas encore révélé toutes ses capacités. Les
chercheurs ont ainsi pu mettre en évidence de nouvelles cellules souches : des cellules souches non
hématopoiétiques. La découverte de ces nouvelles cellules a relancé 1’étude sur la moelle osseuse et a
permis d’¢largir son panel thérapeutique.

1) Découverte de nouvelles cellules souches non hématopoiétiques : les cellules
souches stromales

Le stroma de la moelle osseuse est une structure complexe richement vascularisée contenant
des cellules souches mésenchymateuses (mesenchymal stem cells ou MSCs) et une matrice
extracellulaire support de I’hématopoicse (MIMEAULT et BATRA, 2006). Ces MSCs ont été
identifiées en utilisant des techniques différentes mais qui ont toutes révélé que ces cellules se
multipliaient in vitro en adhérant fortement au support plastique de la culture, et avaient une durée
de vie assez limitée in vitro (HERZOG et al., 2003). Cette courte durée de vie in vitro semble étre
due soit a une sénescence progressive par manque d’activité télomérase soit a un engagement
précoce dans les lignages de cellules différenciées (ULLOA-MONTOYA et al., 2005). Ces MSCs
sont physiologiquement des cellules quiescentes avec un faible taux de renouvellement in vivo
(ASAHARA et al, 2000) et sont présentes en tres faible nombre dans la moelle de 1’ordre de
10/10000 a 10/1000 du total des cellules nucléées, soit 10 fois moins que les HSCs (LIAO et al,
2007).

Leurs marqueurs ne sont pas bien définis a I’heure actuelle. Il a été rapporté chez I’Homme
qu’elles possédaient de nombreux marqueurs comme STRO-1 (stromal-1), CD13, CD49a et CD49b,
CD29, CD44, CD71, CD73, THY-1, VCAM-1 et CD124 (HERZOG et al., 2003). Elles ne semblent
pas posséder de marqueurs des HSCs comme le CD45, le CD34 et le CD14 chez I’Homme, mais
elles expriment le CD45 chez la souris (KOLF ef al., 2007 ; LIAO et al., 2007). STRO-1, CD73 et
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VCAM-1 sont les marqueurs les plus utilisés chez I’Homme car ce sont a priori les plus spécifiques
(KOLF et al., 2007).

La population des MSCs du stroma médullaire donne naissance aux cellules
mésenchymateuses stromales matures et elles sont ainsi capables de régénérer le
microenvironnement de la moelle osseuse.

Ces MSCs ont été localisées dans une niche correspondant a une région périvasculaire dans le
tissu de la moelle osseuse (Figure 39) (KOLF et al., 2007). Cette niche est un milieu hypoxique
contenant un grand nombre de facteurs solubles encore peu identifiés a I’heure actuelle. Elle repose
sur une matrice extra-cellulaire classique. Le contact des MSCs avec les cellules environnantes -qui
sont les mémes que pour les HSCs- a un role trés important dans leur régulation. Les mécanismes des
contacts entre ces cellules sont identiques a ceux des HSCs.

Les MSCs présentent enfin un avantage certain sur d’autres cellules : elles sont immuno-
privilégiées (FORTIER, 2005). En effet, il semblerait que ces cellules inhibent la prolifération et la
maturation des cellules lymphoides T par des mécanismes de contact direct et de sécrétion de
facteurs solubles.

Figure 39 : Modéle de la niche des MSCs (d’aprés KOLF et al., 2007)
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Au milieu de ces MSCs, les chercheurs ont découvert d’autres cellules souches : des cellules
précurseurs mésodermiques (mesodermal progenitor cells ou MPCs) et des cellules précurseurs
adultes multipotentes (multipotent adult progenitor cells ou MAPCs) qui ont été co-purifiées avec
d’autres cellules souches stromales qualifiées de cellules stromales de la moelle osseuse (bone
marrow stromal cells ou BMSCs) (MIMEAULT et BATRA, 2006). Plus récemment un autre type

de cellule souche a été identifié : il s’agit de cellules dérivées de la moelle osseuse adulte pouvant,
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grace a une induction, donner une multitude de lignées cellulaires in vitro (marrow-isolated adult
multilineage inducible ot MIAMIs) (ULLOA-MONTOYA et al., 2005).

Les MAPCs ont été isolées de la moelle osseuse adulte tout d’abord chez I’Homme puis chez
des souris et des rats (HERZOG et al., 2003 ; ULLOA-MONTOYA et al., 2005). A la différence des
MSCs, elles peuvent se multiplier indéfiniment dans des milieux de culture relativement pauvres
(ULLOA-MONTOYA et al., 2005). Cependant, la nécessité pour ces cellules de croitre avec une
faible densité cellulaire in vitro afin de garder leur multipotence, fait de leur culture un vrai
challenge.

Les BMSCs sont des cellules souches ayant une grande plasticité (HERZOG et al., 2003).
Leur origine n’est pas encore bien admise : il pourrait s’agir d’une population de cellules enrichies en
cellules pré-hématopoiétiques conservant une pluripotentialité supérieure aux HSCs ou une
population issue de la transdifférenciation des HSCs. Elles n’expriment pas OCT-4 et ne subissent
pas de modification dans la longueur de leurs télomeres apreés 120 cycles de division (ULLOA-
MONTOYA et al., 2005).

Les MIAMIs expriment la télomérase, OCT-4 et REX-1 (ULLOA-MONTOYA et al., 2005).

2) De nouvelles différenciations

Les MSCs donnent naissance aux lignées d’ostéocytes, d’adipocytes et de chondrocytes de
méme qu’a des cellules neurone-like ou gliales comme cela a pu étre observé pour les MPCs in vivo
et in vitro dans des milieux de culture bien définis (MIMEAULT et BATRA, 2006). Les MSCs
peuvent aussi se différencier en cellules du muscle squelettique que ce soit in vitro ou in vivo
(ULLOA-MONTOYA et al, 2005), en cellules épithéliales (NAKAGAMI et al., 2006) et en
cardiomyocytes (LIAO et al, 2007). L’addition de FGF et de BMP dans des milieux de culture
contenant des MSCs stimulent respectivement la prolifération et la différenciation en lignées
ostéoblastiques. A I’inverse, I’activation du EFG empéche de manicre réversible la différenciation de
ces cellules en adipocytes, ostéocytes et chondrocytes.

Les MAPCs peuvent se différencier en cellules exprimant les marqueurs des trois feuillets :
ectoderme, endoderme et mésoderme (HERZOG et al, 2003). Pour I’instant, il a été¢ possible de
mettre en évidence que la transplantation de MAPCs entrainait une greffe et une différenciation de
ces cellules en cellules hématopoiétiques dans la moelle osseuse, le sang et la rate et en cellules
épithéliales dans le foie, le poumon et I'intestin de souris mutées non-irradi¢ées (MIMEAULT et
BATRA, 2006 ; HERZOG et al., 2003).

Les MAPC:s et les MSCs ont été observées comme ayant une capacité de migration au travers
de la circulation sanguine (MIMEAULT et BATRA, 2006). Elles ont ainsi une capacité¢ de homing
selon les mémes critéres que pour les HSCs.

Les MPCs peuvent se différencier en de multiples types de cellules mésenchymateuses et
ainsi participer activement a la formation de la matrice extra-cellulaire calcifiée. Elles donnent
naissance aux ostéocytes, aux ostéoblastes et aux chondrocytes, ainsi qu’aux adipocytes
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(MIMEAULT et BATRA, 2006). Elles semblent également capables de se différencier en d’autres
lignages cellulaires comme des myoblastes, des cellules endothéliales, des hépatocytes, des cellules
neurone-like, et le lignage hématopoiétique in vitro et in vivo (MIMEAULT et BATRA, 2006).

Les BMSCs sont pluripotentes comme les MAPCs (HERZOG et al, 2003 ; ULLOA-
MONTOYA et al., 2005).

Les MIAMISs peuvent se différencier en cellules d’origine mésodermique ainsi qu’en cellules
neurales (ULLOA-MONTOYA et al., 2005).

3) De nouvelles indications thérapeutiques

La grande plasticité et ’immense potentiel migratoire des cellules souches stromales de la
moelle osseuse offrent une possibilité de les mobiliser in vivo ou de les injecter dans la circulation
pour régénérer des tissus autre que les tissus de la moelle osseuse (MIMEAULT et BATRA, 2006).

a) Régénération de I’os, du cartilage, des tendons et du tissu adipeux

I1 a été rapporté que les cellules souches stromales de la moelle osseuse étaient impliquées dans
le remodelage osseux permanent mais aussi dans la régénération osseuse lors de traumatisme, et
dans la formation de cartilage (MIMEAULT et BATRA, 2006).

Les MSCs peuvent recréer du cartilage in vivo (KOLF et al. , 2007). Dans un modele
d’ostéoarthrite chez la Chevre, la thérapie par les MSCs a permis une régénération des tissus
méniscaux et un retardement du processus arthrosique (MURPHY et al, 2003). Les articulations
traitées par thérapie cellulaire ont ainsi subi une régénération du cartilage par implantation des MSCs
et une réduction de la dégradation du cartilage, de la production d’ostéophytes et de la sclérose de
1’0s sous-chondral.

En se basant sur la réussite de ’utilisation des MSCs dans le traitement de 1’ostéoarthrite chez
le Cheval (DAHLGREN et al., 2006), les vétérinaires commencent a les utiliser chez le Chien
(GINGERICH et al., 2007).

Les facteurs BMP (en particulier le BMP-2 et le BMP-6) stimulent fortement 1’ostéogenése des
MSCs (KOLF et al., 2007). Les facteurs GDF (growth and differentiation factor) stimulent la
formation de tendons in vivo a partie des MSCs (KOLF et al., 2007).

Treés récemment, dans I’é¢tude de HIYAMA et al. (2008), ces chercheurs ont transplanté des
MSCs chez des chiens qui avaient subi une ablation du disque intervertébral. On sait déja que
I’utilisation des MSCs diminue la dégénérescence du disque intervertébral chez les petits animaux
comme le Rat et la Souris ; mais on en sait trés peu quand a leur potentiel chez I’Homme ou chez les
plus grandes especes. FAS-L, exprimé dans les tissus immunoprivilégiés comme le placenta ou la
cornée par exemple, est exprimé au niveau du disque intervertébral et plus particulierement au
niveau du noyau pulpeux. C’est une protéine qui permet de shunter le syst¢tme immunitaire : elle
induit I’apoptose des lymphocytes. C’est pour cela que la disparition du FAS-L, comme dans
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certaines dégénérescences du disque, entraine une forte inflammation due a I’activation du systéme
immunitaire. Maintenir une expression importante de FAS-L dans le disque intervertébral est donc
trés important. Pour étudier ceci, ces chercheurs ont implanté des MSCs dans des disques atteints de
dégénérescence chez des Beagles adultes, 4 semaines apres une ablation du noyau pulpeux. Ils ont
ensuite suivi les chiens pendant 12 semaines : ils ont observé que les MSCs permettaient bien la
régénération des disques intervertébraux et exprimaient bien le Fas-L a un niveau protéique. Les
résultats de cette étude indiquent que la transplantation de MSCs peut contribuer a une régénération
du disque a sont état d’origine.

Cela ouvre les portes du traitement chez I’animal des hernies discales dégénératives de type
Hansen 1 chez les races chondrodystrophiques. L’utilisation des MSCs permettrait bien stir de traiter
toutes les pathologies du disque qu’elles soient infectieuses ou dégénératives.

b) Régénération d’autres tissus et organes distants

1. La cornée et la rétine

Les MSCs ont été utilisées pour la reconstruction de la surface de la cornée chez des rats a la
suite de briilure chimique. Elles ont pour cela été prélevées sur un donneur sain et multipliées sur une
membrane amniotique humaine. Il semblerait cependant que [’effet thérapeutique de cette
transplantation soit plus li¢ a une inhibition des processus inflammatoires et de ’angiogenése qu’a
la différenciation des MSCs en cellules cornéennes (MA et al., 2005).

Les cellules souches stromales de la moelle osseuse pourraient également servir comme une
source alternative de cellules progénitrices rétiniennes afin de traiter diverses maladies
dégénératives comme le glaucome, et certaines maladies associées a des cicatrices sur la rétine
(HAYNES et DEL RIO-TSONIS, 2004).

2. La peau

On se trouve actuellement dans la nécessité d’accélérer la cicatrisation des blessures aigiies et
chroniques qui répondent trés mal aux traitements mis en place. La thérapie cellulaire par les cellules

souches devient donc un domaine actif de la recherche pour le traitement des blessures a cicatrisation
difficile.

Il existe des preuves selon lesquelles les fibroblastes dermiques résidants dans des 1ésions
guérissant mal, possedent un phénotype anormal et entrainent ainsi une mauvaise réparation
tissulaire (FALANGA et al., 2007). En effet, les fibroblastes issus de 1ésions non cicatrisantes ne
répondent pas, en culture, a I’action de certains facteurs de croissance comme PDGF et TGF-B1. De
ce fait, incorporer des cellules souches a ces 1ésions semble tres prometteur étant donné leur capacité
de différenciation cellulaire: elles pourraient prendre le relais des fibroblastes devenus
incompétents.

77



Il y a un grand challenge a I’utilisation des MSCs dans la cicatrisation des plaies : il faut
pouvoir les administrer dans une préparation restant au contact du lit de la Iésion et les maintenir
viables dans un milieu souvent hostile. Ensuite, il faut que les cellules migrent dans la plaie pour y
exercer leur action. Dans I’étude de FALANGA et al. (2007), ils ont réussi a cultiver et a faire
proliférer des MSCs de moelle osseuse chez ’'Homme pour ensuite les appliquer de manicre
autologue et sous forme topique sur des plaies (Figure 40). L’établissement des cultures cellulaires
s’est avéré rapide et la caractérisation du phénotype des MSCs évidente et stable en culture. Cela a
¢t¢ permis par [’utilisation de la morphologie de ces cellules, de la cytométrie de flux, de
I’immunomarquage et d’essais fonctionnels. Ils ont ainsi montré que ces MSCs pouvaient étre
appliquées sur le lit d’une plaie en utilisant un systéme de spray de fibrine (cadre A et B, figure 40).
Pour cela, ils ont modifié les concentrations du fibrinogene et de la thrombine pour délivrer un spray
fin se polymérisant automatiquement en fibrine au contact du lit de la plaie. Les MSCs sont alors
viables et capables de migrer dans cette matrice de fibrine.

Figure 40 : Application de MSCs sur une plaie chez I'Homme a I'aide du spray de fibrine
(d’aprés FALANGA et al., 2007)

- ¥| A Spray de fibrine : les fleches

montrent le corps de la seringue
séparé en deux parties contenant
de la thrombine et les MSCs
dans du fibrinogeéne. Le tube en
plastique visible est 1’arrivée de
CO2 pour mettre en spray le
mélange des MSCs.

B : Application des MSCs sur la
plaie.

C: Etat de la plaie 6 semaines
plus tard: on voit un
comblement important de la
surface de la plaie.

D: cicatrisation totale 7
semaines aprés l’application du
spray de fibrine.

Les MSCs permettent une diminution significative de la taille de la plaie (cadre C et D, figure
40) et cela avec une bonne corrélation avec le nombre de cellules appliquées par cm” de blessure. Il a
été déterminé qu’une concentration de 1x10° cellules par cm® était nécessaire pour diminuer
significativement la taille de la plaie.
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Le principal avantage des MSCs de la moelle osseuse est leur transplantation autologue et leur
disponibilité chez tous les individus. Les principaux avantages du spray de fibrine sont 1’apport d’un
support protecteur maintenant les MSCs dans un état stable et viable et la stimulation de
I’attachement cellulaire ainsi que la dissémination des cellules dans les marges de la plaie.

Ce mécanisme est observé chez ’Homme et chez la Souris et cette technique de spray de
fibrine pourrait étre appliquée chez les carnivores domestiques méme si le colt du traitement
semble étre un obstacle important.

3. Le myocarde

La premiére transplantation de moelle osseuse pour le traitement des infarctus du myocarde
chez I’animal a été menée par ORLIC et al. (2001a).

Dans cette étude, la transplantation intracardiaque de MSCs a permis une augmentation de
la fonction cardiaque par régénération de la zone infarctée.

Les MSCs agissent d’au moins trois manicres : elles augmentent la vascularisation en se
différenciant en cellules endothéliales ; elles réparent le myocarde en se différenciant en myocytes
cardiaques ; et elles produisent des cytokines et autres facteurs stimulant la réparation du
myocarde et empéchant I’apparition de la fibrose (ORLIC et al., 2001a).

I1 est important de noter ici que les cellules souches extracardiaques n’ont en aucun cas un
role dans le renouvellement physiologique du myocarde (BARILE et al, 2007). Elles
n’interviennent qu’en cas de 1ésions.

Les méthodes d’utilisation des cellules souches non hématopoiétiques sont les mémes que pour
les HSCs : injection directe en intracardiaque, injection intraveineuse ou mobilisation interne par des
facteurs de croissance (LIAO et al., 2007 ; NIESLER, 2004). Cependant, la transplantation de moelle
osseuse in toto entraine une inflammation notable en liaison avec la présence de cellules
inflammatoires dans la moelle (YE et al.,, 2006). Aprés I’injection en intracardiaque de MSCs, les
chercheurs n’ont pas mis en évidence d’arythmies, d’inflammation du myocarde et d’augmentation
de la taille de la cicatrice (YE et al., 2006). Par contre, il est arrivé que les MSCs se différencient en
fibroblastes plutdét qu’en myocytes cardiaques et que des calcifications apparaissent au point
d’injection, 2 semaines apres la transplantation de MSCs chez des rats (YOON et al., 2004).

La mobilisation in vivo de HSCs, de MSCs et de leur descendance depuis la moelle osseuse
vers la circulation par I’utilisation de cytokines comme le G-CSF, et I’augmentation de leur homing
dans le myocarde 1ésé par I'utilisation de facteurs de croissance comme le VEGF, représente une
stratégie extrémement attractive pour induire la régénération du myocarde et des vaisseaux
coronaires (MIMEAULT et BATRA, 2006). Il semblerait plus particuli¢rement que MMP-9, SCF et
KIT aient un role trés important dans I’initiation de la mobilisation des cellules souches de la moelle
osseuse (NIESLER, 2004). Le homing des MSCs est régi par les mémes facteurs que ceux vus pour
les HSCs a savoir les facteurs du rolling et le gradient SDF-1/CXCR4 (NIESLER, 2004). L’étude
de ORLIC et al. (2001b) a ainsi permis de montrer que les facteurs SCF et G-CSF étaient capables
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d’augmenter le pool circulant de MSCs de plus de 40 fois et ainsi d’améliorer la fonction cardiaque
apres un infarctus.

Le mode de différenciation des MSCs en cardiomyocytes reste encore sujet a controverse
(TARNOWSKI et SIERON, 2006) ; et pour ’instant trés peu de groupes ont réussi a mettre en
¢vidence une transdifférenciation des cellules souches stromales de la moelle osseuse en
cardiomyocytes (LIAO et al., 2007). En effet, elles ne remplissent pas deux conditions : elles sont
incapables de se coupler électriquement avec les cellules cardiaques locales et incapables de
générer une force mécanique active (BARILE et al., 2007) : elles n’expriment pas de protéines de
jonctions GAP comme la connexine 43.

I1 semblerait alors que les effets bénéfiques des cellules souches stromales soient basés sur leur
réle paracrine sur les cellules endogeénes et sur un réle de promotion de I’angiogenése. En effet,
les MSCs sont capables de produire des facteurs angiogéniques comme VEGF, FGF, des facteurs
chimiotactiques comme MCP-1 (monocytes chemotactic protein-1) et PGF (placental growth factor).
Cela entrainerait un recrutement des monocytes et une stimulation de 1’angiogenése au niveau de la
Iésion myocardique. Ce rdle paracrine semble vraiment étre prépondérant dans I’amélioration de la
fonction cardiaque (TORELLA et al., 2005).

Une expérience intéressante a été réalisée chez le Chien sur un modele d’insuffisance
cardiaque chronique par BARTUNEK et al. (2006). Dans cette étude, ils ont utilisé 30 chiens sur
lesquels ils ont créé expérimentalement un infarctus du myocarde par ligature d’une artére coronaire.
Ils ont ensuite prélevé de la moelle osseuse dans la créte iliaque de chaque chien et isolé les MSCs
sur le principe de leur adhérence sur le plastique en culture. Les MSCs ont ensuite été cultivées dans
un milieu contenant des facteurs de croissance cardiomyogéniques a savoir du FGF, du BMP-2 et de
I’ISL-1 (insulin like-1) pendant 6 jours. Une fois I’obtention de cellules prédifférenciées, ils les ont
injectées directement dans la zone de I’infarctus, 3 semaines post-infarctus, chez le chien a partir
desquelles elles avaient été prélevées. En paralléle, ils ont injectés des MSCs non prédifférenciées a
un groupe de chiens témoins.

Ils ont alors observé qu’il n’y avait aucune modification de la morphologie du myocarde lors
de I’injection de MSCs non prédifférenciées mais qu’il y avait une augmentation significative de
I’épaisseur du myocarde visible jusqu’a 12 semaines apres 1’injection de MSCs prétraitées. Ils ont
donc conclu aux choses suivantes : 1) le prétraitement de MSCs autologues avec des facteurs de
croissance myocardique est réalisable et entraine leur différenciation en cardiomyocytes et 2) les
effets fonctionnels et biologiques sur la régénération cardiaque aprés un infarctus sont bien
supérieurs lors de I’injection de MSCs prédifférenciées que lors d’injection de MSCs non
prédifférenciées.

I1 a enfin été avancé que le prétraitement des MSCs permettait d’éviter des effets indésirables
comme leur différenciation en fibroblastes et I’apparition de calcifications par métaplasie osseuse.

Cette modalité est donc intéressante et est a considérer pour le traitement des infarctus du
myocarde chez le Chien et bien siir chez I’Homme.
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Les MSCs ont également été utilisées chez le Chien, comme vecteur du Hcen?2
(Hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated potassium channel 2), pour recréer un
pacemaker biologique (ROSEN et al, 2004). Les pacemakers électroniques sont fiables et
entrainent trés peu de morbidité. Ils sont utilisés en premicre intention chez I’Homme pour traiter les
blocs atrio-ventriculaires complets et les dysfonctions du nceud sinusal. Cependant ils possédent de
nombreux aspects négatifs comme leur absence d’adaptation a I’effort; la nécessité de maintenir des
¢lectrodes au niveau du cceur, et la nécessité de changer la batterie. Ces problémes ont entrainé le
développement de pacemakers biologiques.

Dans I’étude de ROSEN et al. (2004), les auteurs ont décidé de travailler avec le Hen2 codant
pour les canaux responsables de 1’activité électrique du nceud sinusal. Ils ont donc pour cela,
transfecté des MSCs humaines par électroporation avec le Hen?2 et les ont introduites dans la branche
gauche du réseau de Purkinje chez des chiens. Ils se sont rendu compte que les MSCs transfectées se
mettaient a produire du courant spontanément et cela de maniére autonome pendant la durée de
I’expérimentation soit 3 mois. Un probléme persiste cependant : les MSCs se dépolarisent bien
spontanément mais comme on 1’a vu, elles sont incapables de se coupler avec les cardiomyocytes :
elles n’entrainent pas le fonctionnement synchrone du cceur. Les chercheurs ont donc conclu que
ces cellules pourraient étre dans 1’avenir utilisées comme pacemaker biologique, une fois qu’on
réussirait a les coupler avec les autres cellules cardiaques.

Les cellules souches de la moelle osseuse sont principalement utilisées cliniquement, chez
I’Homme pour améliorer la réparation du myocarde apres un infarctus (NIESLER, 2004) mais
aussi chez 1’animal expérimentalement, pour le traitement des cardiomyopathies non-ischémiques
(comme la myocardiopathie dilatée) (FEDAK ef al., 2003).

4. Le muscle squelettique

L’injection de cellules souches de la moelle osseuse dans un muscle endommagé entraine
I’expression des génes spécifiques des myocytes par les cellules médullaires (HERZOG et al.,
2003).

La transplantation de moelle osseuse restaure ainsi un faible niveau d’expression de
Dystrophine dans les muscles de souris mutées mdx (GUSSONI ef al., 1999).

Les cellules souches de la moelle osseuse sont capables d’intégrer la niche juxtaposée aux
vaisseaux des SCs et de se différencier en SCs exprimant alors leurs marqueurs précoces
(CHRISTOV et al., 2007). Cependant, ces SCs ont moins de capacité de prolifération que les SCs
résidentes.
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5. Le foie

L’existence de cellules souches hépatiques dans la moelle osseuse a pour la premiere fois été
¢tudiée par PETERSEN et al. (1999). Dans leur étude, ils ont montré que la transplantation de
moelle osseuse chez des souris mortellement irradiées entrainait la greffe des MSCs dans le foie et
leur différenciation en HOCs ou en hépatocytes matures.

Dans une étude démontrant le potentiel de plasticit¢ hors du commun des MSCs, une
transplantation de cellules KIT+ THYlow LIN- SCA-1+ (KTLS) issues de la moelle osseuse a
permis de corriger un déficit congénital en fumarylacétoacétate hydrolase (FAH) chez des souris
irradiées (LAGASSE et al., 2000). Les cellules du donneur ont été identifiées par manipulation des
cellules de la moelle osseuse de souris par une recombinaison homologue avec insertion de LacZ
dans un exon. Le géne correspondant a 1I’exon est alors inactivé mais comme les souris utilisées sont
hétérozygotes pour ce gene, elles expriment a la fois LacZ et le géne d’origine. LacZ code pour la -
GAL, enzyme donnant un produit coloré bleu indigo au contact avec du X-GAL. L’intérét de cette
¢tude est que les hépatocytes issus des MSCs ont pu étre identifiés comme fonctionnels puisque
pour étre révélés, ils ont du exprimer la B-GAL et donc étre actifs. Dans cette expérience, il semble
que les nouveaux hépatocytes soient obtenus par fusion cellulaire. Cette capacité de fusion cellulaire
avec les hépatocytes est maintenant bien démontrée (ALBERA et al., 2005).

La différenciation des MSCs en HOCs est stimulée par des facteurs comme le HGF par
I’intervention notamment du récepteur C-MET (FIEGEL et al., 2006). En ce qui concerne les
marqueurs, des MSCs chez le rat, suite a leur culture en présence d’hépatocytes, se mettent a
exprimer le marqueur CK19, spécifique des canaux biliaires, et 1’albumine, spécifique des
hépatocytes. Ces MSCs sont donc capables de se différencier en deux types cellulaires
responsables de la régénération réelle du foie.

Les BMSC:s ont été identifiées chez ’Homme, le Rat et 1a Souris comme capables de se greffer
au niveau de lésions hépatiques, lors d’hépatites par exemple, lors de transplantations de moelle
osseuse de male a femelle (HERZOG et al., 2003). La technique de FISH sur le chromosome Y a
permis de démontré que les hépatocytes obtenus étaient bien issus des BMSCs.

Les MAPCs ont également la capacité de régénérer le foie (ULLOA-MONTOYA et al., 2005).
Leur différenciation nécessite comme facteurs le FGF-4 et le HGF et elles ont été identifiées en

culture comme exprimant les marqueurs des cellules hépatiques a savoir I’albumine, CK18 et aFP
(FIEGEL et al., 20006).

A la grande différence des MSCs, toutes les autres cellules souches stromales de la moelle
osseuse ne peuvent exprimer in vitro que les marqueurs des hépatocytes et non ceux des canaux
biliaires (FIEGEL et al., 2006). Les MSCs sont donc les meilleures candidates sans aucun doute
pour la régénération hépatique.

Le milieu de culture in vitro des cellules souches de la moelle osseuse pour leur
différenciation en cellules hépatiques est maintenant bien déterminé (FIEGEL et al., 2006). 11 faut :
apporter des facteurs de croissance et des cytokines dans le milieu de culture ; apporter au milieu
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de culture des molécules extraites de la matrice extra-cellulaire ; et enfin cultiver les cellules
souches avec d’autres types cellulaires appartenant a notre objectif de thérapie. Ainsi, il est
important de mettre des hépatocytes dans le milieu de culture des cellules souches de la moelle
osseuse pour obtenir une différenciation de ces derniéres en hépatocytes: ceux-ci ont une influence
majeure sur la différenciation de ces cellules souches par la sécrétion de facteurs de différenciation.

Pour I’administration in vivo des cellules obtenues, le meilleur modéle semble étre la matrice
de fibrine (FIEGEL et al., 2006). Il s’agit d’éponges hautement poreuses fabriquées a partir de
polymeres d’acides lactiques et d’acides glycoliques. Elles servent a la fois de support pour la culture
des cellules, et a la fois de support pour leur implantation in vivo. Ces éponges ont été utilisées pour
la culture d’hépatocytes et leur transplantation chez des animaux de laboratoire. Cette technique peut
totalement étre utilisée pour la culture de cellules souches hépatiques.

6. Le rein

Un effet bénéfique des MSCs a été mis en évidence dans des modeles d’ischémie rénale chez
des souris dans lesquels les MSCs se sont différenciées en cellules des tubules rénaux
(HISHIKAWA et FUJITA, 2006). Les cellules du donneur ont été identifiées par manipulation des
cellules de la moelle osseuse de souris par une recombinaison homologue avec insertion de LacZ
dans un exon. LacZ code pour la B-GAL, enzyme donnant un produit coloré en bleu indigo au
contact avec du X-gal. Les chercheurs ont alors retrouvé des cellules exprimant la B-GAL au niveau
des cellules tubulaires. Ils n’ont pas pu identifier le mode de différenciation des MSCs.

Des études supplémentaires ont montré la greffe de BMSCs sous forme de cellules
mésangiales non-épithéliales et de cellules interstitielles dans le rein.

Dans I’é¢tude de ANJOS-AFONSO et al. (2004), les chercheurs ont transfecté des MSCs de
souris avec un vecteur lentiviral porteur du géne codant pour la GFP. Ils ont ensuite injecté ces
MSCs GFP+ chez des souris irradiées sans lésion rénale. Dans les reins, les cellules GFP+ ¢étaient
localisées de manicre éparse dans tout le rein et ont été retrouvées sur 2 des 13 souris utilisées, a
raison de 5 a 10 cellules par section de rein. Cette étude montre donc que les MSCs de la moelle
osseuse sont capables de se greffer dans le rein en I’absence de lésion rénale. Mais de nombreuses
autres ¢études n’ont pas réussi a mettre en évidence la présence de MSCs apres transplantation de
moelle dans le rein en I’absence de Iésion rénale (HISHIKAWA et FUJITA, 2006). Méme si ce
phénoméne existe bien, il semble que ce soit un phénomene rare qui ne possede pas un role
prédominant dans la régénération physiologique de 1’épithélium tubulaire ; le réle majeur étant
donné aux cellules souches rénales.

Les MSCs sont également capables de se greffer dans le rein en présence de Iésion d’ischémie
par exemple chez des souris. Le mécanisme des effets bénéfiques des cellules souches de la moelle
osseuse n’est pas a I’heure actuelle bien défini : elles pourraient soit fusionner avec des cellules
différenciées rénales, soit se différencier en cellules souches rénales résidentes, soit avoir un role

paracrine de protection des cellules résidentes, soit un rdle paracrine de stimulation de la
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prolifération des cellules souches résidentes et des cellules différenciées (Figure 41) (CANTLEY,
2005).

Figure 41 : Possibles roles des cellules souches de 1a moelle osseuse dans la régénération
rénale aprés une lésion (d’aprés CANTLEY, 2005)
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7. Le poumon

La greffe de BMSCs a ¢été observée dans de nombreuses expériences sous forme de
pneumocytes 2. Elles ont ainsi entrainé la réparation de Iésions pulmonaires chez des souris
(HERZOG et al., 2003). Afin d’étudier les possibilités thérapeutiques de la moelle osseuse, les
chercheurs ont spécifiquement sélectionné une seule cellule souche dérivée de la moelle, une
BMSC, selon sa taille, son absence de marqueur de lignage, et sa capacité¢ de homing extrémement
rapide dans la moelle osseuse. Elle seule a ensuite été transplantée chez une souris mortellement
irradiée selon une transplantation de male a femelle (KRAUSE et al., 2001). Cette unique BMSC ne
s’est pas seulement implantée dans le tissu hématopoiétique mais s’est également implantée en tant
que pneumocytes 2 dans les poumons (et en tant que cellules épithéliales dans la peau et le tractus
digestif).

Les MSCs peuvent aussi contribuer a la réparation de I’épithélium pulmonaire apres une lésion
par exemple de type inflammatoire. Apreés une injection de MSCs chez des souris ayant subi une
atteinte pulmonaire, elles se sont retrouvées sous forme de pneumocytes 1 dans les poumons
(HERZOG et al., 2003).
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En réalité, on a découvert que toutes les cellules souches non hématopoiétiques de la moelle
osseuse a savoir les MSCs, les BMSCs, les MPCs, les MAPCs et les MIAMIs pouvaient se
différencier en cellules épithéliales pulmonaires (ALBERA et al., 2005). Elles sont recrutées dans
la circulation aprés avoir été stimulées lors de lésion du poumon. Elles vont alors se greffer au
niveau de 1’épithélium pulmonaire et le régénérer conjointement avec les cellules souches locales.

La différenciation par fusion cellulaire a ét¢ montrée in vitro mais n’a pas été mise en
¢vidence chez I’Homme lors de transplantations male a femelle (ALBERA et al., 2005). A contrario,
des expériences in vivo chez des souris ont mis en évidence une transdifférenciation de cellules
souches de la moelle osseuse en cellules épithéliales (HARRIS et al, 2004). Le mode de
différenciation est encore en exploration a I’heure actuelle.

L’utilisation de cellules souches de la moelle osseuse par le biais de transplantation est
actuellement envisagée pour le traitement de la mucoviscidose chez ’Homme (ALBERA et al,
2005). Une autre optique d’utilisation serait I’introduction de géne dans ces cellules souches afin de
remplacer un geéne défectueux au niveau du poumon : des expériences chez 1’animal ont montré que
lorsque ces cellules souches intégraient 1’épithélium pulmonaire, elles ne perdaient pas 1’expression
du transgéne (ALBERA et al., 2005).

8. Le systéme nerveux central

Dans une ¢étude, des souris adultes mortellement irradiées, ayant recu une greffe de moelle
osseuse compléte en intraveineuse, ont développé des cellules nerveuses, dérivées des cellules du
donneur, portant les antigénes NeuN et B-tubuline de classe 3, deux marqueurs neuronaux
(BRAZELTON et al., 2000). Dans une autre étude, des cellules de la moelle osseuse, aprés avoir été
injectées chez des souriceaux irradié¢s, ont migré dans leur cerveau ou elles se sont mises a exprimer
le marqueur NeuN (MEZEY et al., 2000).

Les MSCs peuvent alors s’avérer utilisables dans le traitement des maladies du systéme
nerveux central comme cela a été fait sur un modele murin de la maladie humaine de Niemann-Pick
(JIN et al., 2002). 1l s’agit d’une maladie de surcharge en lysosomes entrainant un déficit en cellules
de Purkinje. Les souris recevant la greffe sont des souris mutées acide-sphingomyélase nulle de 3
semaines. Leur mort a été retardée apres I’injection dans 1’hippocampe et le cervelet, de MSCs
génétiquement modifiées par un rétrovirus pour surexprimer la sphingomyélase et marquées par la
GFP. Les chercheurs ont identifiées chez les souris receveuses mutantes nulles, des cellules de
Purkinje exprimant la sphingomy¢lase dérivées de la moelle osseuse de la souris donneuse donc
GFP+. Il s’agit 1a d’une preuve de la différenciation en cellules nerveuses fonctionnelles de cellules
de la moelle osseuse.

Les MSCs peuvent également étre utilisées dans le traitement des traumatismes de la moelle
épiniére (HERZOG et al., 2003). Il semble cependant que 1’effet bénéfique des transplantations de
MSCs soit indirect. Une différenciation en oligodendrocytes in vivo n’a pas pu clairement étre
identifiée dans les axones mais il semblerait que les MSCs servent plutot de cellules de support pour
la reconstruction axonale. Un rdle trophique et paracrine des MSCs a été mis en évidence dans des
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nombreuses études chez les rats sur des traumatismes de la moelle osseuse (GINGERICH et al.,
2007 ; STEINDLER, 2007): il semblerait que les MSCs se mobilisent jusqu’au site de la lésion, se
mettent a exprimer des cytokines et des facteurs de croissance qui stimulent la réparation par les
cellules souches locales ou activent des mécanismes compensateurs.

L’utilisation de cellules souches de la moelle osseuse dans le traitement des traumatismes
médullaires serait trés intéressante en médecine vétérinaire car le prélevement est relativement
facile et la prévalence des traumatismes extrémement élevée.

¢) Traitement des déficiences du systeme immunitaire, sanguin et de la coagulation

Il a été rapporté que I’injection de BMSCs modifiées avec le géne humain du facteur de
coagulation IX (hFIX) chez des souris immunodéficientes sévéres, avait permis la synthése
biologique de hFIX active dans leur circulation (MIMEAULT et BATRA, 2006).

Les MSCs ont été définies comme de treés bons véhicules pour le remplacement de génes
responsables de déficience en protéines circulantes (ASAHARA et al, 2000). Des essais
thérapeutiques ont ainsi été menés chez ’Homme pour le traitement de I’hémophilie B ou des formes
séveres d’ostéogenese imparfaite : des MSCs humains ont été modifiées avec un geéne codant pour le
facteur IX ou pour le collagéne de type I (ASAHARA et al., 2000).

La moelle osseuse est donc une source incroyable de cellules souches : les HSCs, les cellules
SP, les EPCs mais aussi toutes les cellules souches stromales a savoir les MSCs, les MPCs, les
MAPCs, les BMSCs et les MIAMIs. Les HSCs et les cellules SP ont comme role principal la
régénération du lignage hématopoiétique. Mais ces cellules souches possédent aussi une grande
plasticité. C’est aussi le cas pour les cellules souches stromales qui non seulement régénérerent les
constituants de la moelle osseuse et des os mais sont également capables de régénérer le muscle
cardiaque ou squelettique ou encore 1’épiderme et la cornée. La moelle osseuse est la premiere
source de cellules souches découverte et utilisée ; et ses possibilités thérapeutiques sont bien plus
incroyables que ce que I’on imaginait.
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B. Les cellules souches cardiaques : une présence insoupconnée mais

d’intérét majeur pour le traitement des infarctus (et autres troubles

cardiaques)

1) Le tissu cardiaque peut se régénérer

Le cceur a toujours été considéré comme un organe constitué¢ de cellules post-mitotiques
incapables de se régénérer. Ce dogme a largement conditionné la recherche clinique et fondamentale
en cardiologie depuis ces 30 derni¢res années. Selon cette hypothese, les cardiomyocytes subissent
des hypertrophies cellulaires et ne peuvent pas é&tre remplacés. L’unique réponse des
cardiomyocytes au stress est I’hypertrophie et/ou la mort.

I1 existe un second dogme selon lequel, durant la période embryonnaire, les cellules souches
cardiaques s’engagent dans le lignage des cellules cardiaques et entrainent ainsi une perte
irréversible des capacités de renouvellement du tissu cardiaque chez ’adulte (ANVERSA et al.,
20006).

Chez I’adulte, les myocytes différenciés (d’un volume d’environ 25000 pm’ par cellule)
conservent une capacité de division. Le volume des cellules en mitose avant la cytokinése serait
alors estimé a 50 000 pm’ et chaque cellule donnant 2 cellules filles, on aurait 1’obtention de cellules
filles de 25 000 pm’ de volume. Etonnamment, chez I’'Homme, les myocytes en mitose ont une taille
variant de moins de 1000 pm® 4 5000 pm’ au maximum, prouvant ainsi qu’un autre mécanisme de
formation des myocytes est nécessaire dans le cceur adulte. Ces données ainsi que des expériences de
transplantations cardiaques de male a femelle ont permis d’identifier des cellules souches
cardiaques (ANVERSA et al., 2006).

La découverte de cellules souches cardiaques (cardiac stem cells ou CSCs) résidant dans le
myocarde et donnant naissance aux myocytes, aux cellules musculaires lisses des vaisseaux et aux
cellules endothéliales du cceur (Figure 42) (ANVERSA et al., 2006), a permis la création d’une
nouvelle perspective concernant la biologie du cceur et les mécanismes de son homéostasie
tissulaire et de sa régénération.

Le nombre de cardiomyocytes dans le coeur adulte n’est donc pas défini a la naissance : le
dogme selon lequel les cardiomyocytes définissent 1’age du cceur et de ’organisme s’effondre. De
méme, le dogme selon lequel les cellules musculaires lisses et les cellules endothéliales des
vaisseaux se renouvellent par elles mémes en entrant de nouveau dans des cycles de division est
remis en question. Ces cellules seraient obtenues, dans le cceur, par division de cellules souches
cardiaques.

Un nouveau concept est né : le tissu cardiaque est capable d’auto-renouvellement et les
myocytes sont régénérés durant toute la vie de I’organisme (ANVERSA et al., 2006 ; BARILE et al.,
2007). De méme, les CSCs ne s’engagent pas irréversiblement en se différenciant : elles sont, méme
apres la naissance, capables d’auto-renouvellement.
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Figure 42 : CSCs, niche et renouvellement du myocarde (d’aprés ANVERSA et al., 2006)
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Les myocytes sont les descendants des CSCs résidant dans des niches. Les niches controlent le
renouvellement des cellules myocardiques, mais aussi la croissance, la migration et ’engagement de
cellules précurseurs. Ces derni¢res quittent alors la niche et migrent dans le tissu cardiaque pour
remplacer les cellules mortes. Chez ’adulte ce renouvellement existe dans le coeur sain méme en
I’absence de 1ésion (ANVERSA et al., 2006).

2) Nature des cellules souches cardiaques

Les informations sur le phénotype des CSCs sont encore incomplétes. La nomenclature est
imprécise et souvent, des cellules ayant des comportements de prolifération différents sont
identifiées de la méme maniére.

Les CSCs sont des cellules indifférenciées, LIN- possédant un potentiel de prolifération
important (ANVERSA et al., 2006). Elles sont capables d’auto-renouvellement, de clonogénicité et
de se différencier en cellules matures in vitro et in vivo. Le nombre actuel de CSCs reste
controversé. Des études chez ’Homme, le Rat, la Souris et le Chien indiquent qu’il y a une cellule
souche pour environ 8 000 a 20 000 myocytes (ANVERSA et al., 2006).

Un classement en 4 classes des cellules immatures a été proposé¢ et est représenté sur la figure
43. On a les CSCs, les cellules progénitrices, les cellules précurseurs et les cellules en
différenciation. Sur la figure 43, on voit que la CSC originelle, se divise asymétriquement pour
donner une cellule fille CSC et une cellule fille nommée cellule progénitrice (CPg). Cette cellule
progénitrice donnent naissance a une cellule progénitrice de myocytes (MPg) et une cellule
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précurseur de myocytes (MP); une cellule progénitrice d’endothélium (EPg) et une cellule
précurseur d’endothélium (EP) ; et enfin, une cellule progénitrice de muscle lisse (SMPg) et une
cellule précurseur de muscle lisse (SMP). Les précurseurs deviennent des cellules en différenciation
qui aboutissent a la formation de myocytes matures, de cellules endothéliales et de cellules du
muscle lisse des vaisseaux sanguins.

Figure 43 : Hiérarchie et différenciation des CSCs (d’aprées ANVERSA et al., 2006)
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Les CSCs n’expriment pas les marqueurs de différenciation des différents lignages et
expriment les marqueurs SCA-1, MDRI1, et/ou KIT. Les cellules progénitrices expriment les
marqueurs de cellules souches et les facteurs de transcription des cellules cardiaques mais ne
montrent pas de protéines plasmatiques spécifiques. Les cellules précurseurs ne posseédent pas les
antigénes des cellules souches mais possédent les facteurs de transcription et les protéines
plasmatiques spécifiques des myocytes, des cellules endothéliales ou des cellules de muscle lisse.
Les cellules en différenciation portent tous les marqueurs de leur lignage spécifique mais sont
négatives pour les autres marqueurs.
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La reconnaissance de ces cellules reste complexe et délicate. L’analyse par FACS est
extrémement efficace pour séparer des cellules en catégories spécifiques selon 1’expression des
épitopes de surface. Cependant, la distinction entre les cellules LIN- et les cellules engagées requiert
I’analyse des protéines nucléaires et cytoplasmiques. Ceci ne peut étre obtenu que par la fixation des
cellules les rendant ainsi perméables pour la détection des composants intracellulaires (ANVERSA et
al., 2006). Le probléme est que les marqueurs KIT, MDR1 et SCA-1 sont exprimés non seulement
sur les cellules primitives mais aussi sur les cellules TA. Ceci complique grandement leur
identification et meéne a des problémes dans leur classification.

Les cellules KIT positives sont des cellules de petite taille n’exprimant pas les marqueurs
spécifiques de lignage comme CD34, CD45, CD20, CD45-RO (marqueur des lymphocytes O
activés) et CD8 (BARILE et al., 2007). Dans une étude de BELTRAMI et al. (2003), ces cellules ont
¢été marquées par la GFP puis injectées dans le bord de la zone d’un infarctus expérimental chez des
rats. Une bande de myocarde régénéré GFP+ a été observée au microscope chez 19 des 20 rats. Les
cellules marquées expriment les protéines du sarcoméres et sont plus petites que les myocytes
matures, mais elles ont une striation visible et expriment la connexine 43. Une augmentation de la
densité en artérioles et en capillaires a aussi été observée par contribution des cellules GFP+ a la
genése des vaisseaux sanguins. Il y a bien sir eu une augmentation des performances
cardiaques. L hypoth¢se de la fusion cellulaire comme mode d’apparition a été proposée mais selon
BELTRAMI et al. (2003), trés peu d’indices dans leurs expériences permettent de confirmer ceci : en
effet, le nombre de myocytes obtenus est bien supérieur au nombre de myocytes injectés et les
nouvelles cellules sont diploides et non tétraploides.

Les CSCs KIT positives sont localisées dans une niche propre au cceur (ANVERSA et al,
2006). Les cellules de cette niche permettent de séquestrer les cellules souches dans un
microenvironnement stable les protégeant ainsi des signaux de différenciation, d’apoptose, et
d’autres signaux pouvant diminuer la réserve des cellules souches. La niche protége aussi le cceur
contre une production excessive de cellules et donc potentiellement contre le cancer. Les CSCs
sont principalement regroupées dans les atria, [’apex mais sont aussi détectables dans les
ventricules (ANVERSA et al., 2006).

Les CSCs SCA-1 sont des cellules progénitrices qui n’expriment pas les marqueurs CD45,
CD34, LMO2, GATA-2 et TAL (BARILE et al., 2007). Elles expriment la télomérase, les marqueurs
cardiaques précoces comme GATA-4, MEF-2 et TEF-1 mais n’expriment pas le NKX2.5 ou des
genes codant pour les protéines des sarcoméres. Elles sont multipotentes. L’injection intraveineuse
de ces cellules chez des souris aprés un infarctus expérimental, a montré qu’elles se retrouvent au
niveau du myocarde atteint et se différencient en cardiomyocytes en exprimant [’a-actine
sarcomérique et la connexine 43 (BARILE et al,, 2007).

Le potentiel régénératif des cellules KIT et SCA-1 aprés un infarctus ou une Iésion
d’ischémie-reperfusion différe de maniere significative : on obtient une réponse régénérative robuste
avec les cellules KIT positives alors que les cellules SCA-1 positives se greffent mal sur le site de la
Iésion et provoque peu de régénération au long terme (ANVERSA et al., 2006).
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Il existe de plus des cellules SP dans le cceur qui expriment les marqueurs SCA-1, KIT et
CD34 mais qui n’expriment pas le marqueur CD45 (BARILE et al., 2007); et qui sont présentes dans
le ceeur de ’'Homme a un taux de 2% environ (ANVERSA et al., 2006). 11 y a une cellule SP pour
30 000 cellules cardiaques dans le cceur de souris (ANVERSA et al., 2006). Les cellules SP sont
dites hautement enrichies en HSCs : elles sont obtenues aprés une purification poussée des HSCs et
proviennent donc de la moelle osseuse hématopoiétique. Etant résidentes permanentes dans le tissu
cardiaque, elles sont considérées comme des cellules souches cardiaques. Elles ont comme propriétés
de se regrouper en une population séparée, ¢loignée du reste des autres cellules a I’analyse par FACS
et de fluorescer dans le spectre bleu plutét que dans le rouge avec le colorant Hoechst 33342
(CHALLEN et LITTLE, 2006). Pour cela, elles ont I'unique capacit¢ d’éliminer le colorant de
Hoechst.

Un dernier type de cellules souches cardiaques a été isolé par I’utilisation de Isl-1 (BARILE et
al., 2007). ISL-1 se retrouve sur des cellules ayant un role important dans la formation du cceur
embryonnaire chez ’Homme et les rongeurs. Ces cellules perdent ensuite ce marqueur en rentrant
dans la voie de la différenciation des cardiomyocytes. On ne devrait donc pas les observer a 1’age
adulte. Cependant, des cellules ISL-1 positives ont été identifiées dans le cceur adulte des Hommes et
des rongeurs, dans lequel, elles restent a un stade indifférencié. Elles sont majoritairement localisées
au niveau des atrias et du ventricule droit. Elles expriment NKX2.5 et GATA-4 mais n’expriment
pas SCA-1, CD31 et KIT. Ces cellules peuvent se différencier en myocytes cardiaques in vivo et in
vitro (BARILE et al., 2007) : en effet, lorsqu’elles sont cultivées en présence de cardiomyocytes
matures, elles se mettent a exprimer des marqueurs de myocytes cardiaques matures ainsi que leurs
caractéristiques ¢électro-physiologiques (incluant leur réponse au systeéme sympathique) (BARILE et
al., 2007). Cependant ces cellules n’ont été isolées que chez des organismes trés jeunes et leur
nombre décroit rapidement avec 1’age (BARILE ef al., 2007). 1l reste donc a voir si ces cellules sont
bien présentes chez I’adulte tout au long de sa vie.

Dans une étude, une population hétérogene de CSCs a été isolée du myocarde de ’Homme et
cultivée ex vivo : elles se sont spontanément mises a former des masses de multiples cellules
nommeées cardiospheres (CSps) dans des cultures en suspension (Figure 44) (BARILE et al., 2007).

Ces CSps sont constituées de CSCs KIT positives en leur centre et des cellules en
différenciation exprimant des marqueurs de cellules endothéliales et cardiaques a la périphérie. Ces
CSps deviennent par la suite partiellement différenciées en lignée cardiaque.

I1 semblerait que leur différenciation soit modulable : en effet, lorsqu’on les soumet en culture,
pendant cinqg jours & un champ magnétique de trés basse fréquence, elles modulent leur
différenciation en passant de la cardiogenese a I’angiogenese (BARILE et al., 2007).
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Figure 44 : Cardiosphéres humains de 25 jours, 12 jours aprés la collection de CSCs
(d’aprés BARILE et al., 2007)

Cette formation en CSps est indispensable car elle imite la structure tri-dimensionnelle du
tissu cardiaque : cela permet les contacts cellules a cellules et ainsi la reconstruction de I’anatomie
normale de la niche des CSCs.

L’activation de la prolifération et de la migration des CSCs semble due & I’activation des
récepteurs C-MET et IGF-R1 par leur ligand respectifs HGF et IGF (insulin growth factor)
(MIMEAULT et BATRA, 2006). Il y a également d’autres facteurs impliqués dans la cardiogencse
et I’angiogenese dans le cceur comme VEGF, HGF, EPO, TGF-B, HIF-1a (hypoxia inducible factor-
la) et IL8§ (MIMEAULT et BATRA, 2006).

Les chercheurs, a I’heure actuelle, ont encore des doutes sur une origine éventuelle
extracardiaques de ces CSCs (BARILE et al,, 2007). En effet, il existe un pool de cellules souches
circulantes qui intervient dans la régénération du myocarde. La principale source serait donc la
moelle osseuse. Ceci est aussi conforté par le fait que certaines CSCs expriment le marqueur KIT,
marqueur de nombreuses cellules souches dont les HSCs. Le rdle de la moelle osseuse a de plus été
largement démontré dans la régénération cardiaque suite a une Iésion.

Les CSCs ont ét¢ isolées a partir du cceur du Chien (LINKE ez al., 2005). En adéquation avec
les résultats obtenus chez le Rat, la Souris et ’Homme, les CSCs canines exprimant 3 antigénes de
surface (KIT, MDR1, SCA-1) constituent la population prévalente (environ 60%) ; celles exprimant
2 des 3 antigénes, la deuxieme population (environ 25%) ; et celles n’exprimant qu’un seul antigéne
parmi les 3, la derniere population (environ 15%).
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3) CSCs et homéostasie cardiaque

Les chercheurs de 8 laboratoires ont montré que des cellules souches étaient présentes dans le
cceur adulte des petits et des gros mammiferes (ANVERSA et al., 20006).

Cependant, le nouveau dogme d’un cceur capable de régénération a encore du mal a étre
accepté et ceci parce que cela nécessite de répondre a 4 questions (ANVERSA et al., 2006) : 1) Est-
ce que les CSCs sont responsables de 1’homéostasie du tissu cardiaque et donc du remplacement
physiologique des cellules cardiaques incluant les cardiomyocytes ? 2) Est-ce que le pool de CSCs
est activé apres une 1ésion et si c’est le cas est ce que cela permet une augmentation significative du
nombre de myocytes et de vaisseaux sanguins ? 3) Si elles sont bien activées, est-ce que les CSCs
sont capables de migrer au niveau du site de la 1ésion et de se différencier pour régénérer le
myocarde ? 4) En considérant que le cceur posseéde une réserve de croissance importante, est-ce que
le vieillissement et I’insuffisance cardiaque chronique réduisent le pool de CSCs et, si c’est le cas,
une réduction drastique des CSCs est-elle responsable des stades de décompensation terminale ?
C’est en répondant a toutes ces questions que les chercheurs pourront effondrer le dogme du cceur
« statique », incapable de régénération.

L’homéostasie cardiaque est un juste balancement entre régénération et mort cellulaire.
Comme on I’a vu, les CSCs sont localisées au niveau des atrias et de I’apex mais sont également
présentes au niveau du myocarde ventriculaire (ANVERSA et al., 2006). La régénération et la mort
des cellules se fait de maniére équilibrée sur tout le myocarde. Chez I’Homme, on estime qu’il y a
environ 5x10° myocytes dans le ventricule gauche et le septum interventriculaire. Environ 3x10°
myocytes sont générés par jour par I’engagement et la prolifération des CSCs, et le taux de
nécrose /apoptose des myocytes est d’environ 3x10° myocytes par jour. Ce degré de prolifération
indique que le coeur humain se renouvelle complétement tous les 4,5 ans : il remplace toute sa
population cellulaire environ 18 fois au cours d’une vie hors maladie cardiaque.

L’homéostasie cardiaque touche aussi bien les myocytes que les vaisseaux sanguins c'est-a-
dire les cellules musculaires lisses et les cellules endothéliales (ANVERSA et al., 2006). 11 a été
possible d’identifier des cellules progénitrices de ces cellules dans le myocarde de I’Homme, la
Souris, le Rat et le Chien (ANVERSA et al., 2006). Ce sont les CSCs KIT positives qui donnent
naissance aux myocytes, aux cellules endothéliales et aux cellules musculaires lisses des vaisseaux
(BARILE et al., 2007). 11 semblerait que 1’angiogenese ait également lieu par I’entrée des cellules
endothéliales et musculaires lisses différenciées dans de nouveaux cycles de division.

En résumé, le coeur adulte n’est pas un organe statique mais plutot dynamique dont
I’homéostasie est gouvernée par un compartiment de CSCs qui repeuple continuellement le
myocarde en remplacant les cellules cardiaques et vasculaires ayant subi 1’apoptose ou la nécrose. Le
ceeur a donc une réserve de croissance pouvant restaurer un grand nombre de myocytes et
reconstituer son compartiment plusieurs fois au cours d’une vie.
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Le vieillissement et la mort du myocarde semblent étre dus au manque de télomérase dans les
CSCs induisant un raccourcissement des téloméres et donc une mort cellulaire (ANVERSA et al.,
2006). On retrouve ceci dans le vieillissement cardiaque normal mais aussi dans 1’insuffisance
cardiaque terminale.

4) CSCs et réparation cardiaque

Les CSCs offrent plus de potentiel a créer du myocarde que les autres cellules souches : elles
sont sur place, elles expriment fréquemment des facteurs de transcription des cellules progénitrices
cardiaques, et elles sont capables de se différencier in vivo et ex vivo en lignées cardiaques
(BARILE et al., 2007). Leur utilisation pour le traitement des maladies cardiaques est donc une
opportunité exceptionnelle : elles peuvent étre utilisées selon un mode autologue, elles sont plus
cardiogéniques que toutes les autres cellules souches et elles ont un role majeur dans 1’angiogenése.
Les CSCs peuvent soit étre stimulées localement soit étre injectées. Les modes d’injection des CSCs
sont intra cardiaque, intra veineux et percutanée (BARILE et al., 2007). Des injections dans les
coronaires sont également possibles (LIAO et al., 2007).

Les conséquences d’un infarctus sont identiques d’un organe a 1’autre : la formation d’une
cicatrice. Cette évolution est dictée par 2 facteurs primordiaux : 1) les cellules souches présentes
dans la région de I’infarctus meurent comme toutes cellules privées d’oxygene et 2) les cellules du
tissu sain ne peuvent pas migrer dans le tissu 1és¢, s’ancrer, proliférer et se différencier pour
remplacer les cellules mortes (LINKE et al, 2005). Ainsi, des CSCs mortes sont communément
rencontrées dans la zone de I’infarctus ainsi qu’une prolifération des CSCs viables et une division
amplifiée des myocytes dans le myocarde sain (ANVERSA et al., 2006).

La question est: est-ce que le pool de CSCs viable est capable de régénérer le myocarde
restant, pour permettre le maintien de la fonction de I’organe ?

Chez I’Homme, la formation de myocytes est extraordinairement amplifiée en cas
d’insuffisance cardiaque aigue et chronique (ANVERSA et al, 2006). Cette augmentation de
production de myocytes est permise par l’augmentation de la division et de I’entrée en
différenciation des CSCs. Un ventricule ayant subi un infarctus, peut régénérer, dans la zone saine,
environ 2,2x10* myocytes par jour (ANVERSA et al., 2006). Cette valeur est 70 fois supérieure au
taux de renouvellement basal du cceur. En cas de cardiomyopathie a un stade terminal aprés un
infarctus, le renouvellement est de 1’ordre de 11 fois le renouvellement basal. A ceci, il faut rajouter
que le nombre de myocytes mourant dans le myocarde survivant est de 1,8x10° juste aprés un
infarctus et d’environ 10® au stade final de ’insuffisance cardiaque aprés un infarctus. Sur la base de
ces observations, la quantité de myocytes produite est légérement supérieure a la quantité¢ de
myocytes détruite juste aprés 1’infarctus ; mais leur production est beaucoup moins importante par
rapport a leur perte sur le long terme. C’est ainsi qu’au long terme, on obtient une diminution de la
masse de myocarde.

Les CSCs sont vraiment utiles juste aprés un infarctus. Dans ce sens, des études ont été
menées chez la Souris et chez le Chien (ANVERSA et al., 2006). L’activation locale de facteur de
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croissance des CSCs dans le myocarde peut sauver une Souris avec un large infarctus au long terme,
grace a une reconstruction de la paroi du ventricule atteint, une normalisation du rapport chambre-
paroi du ventricule, et une acquisition d’un phénotype adulte par des myocytes nouvellement
constitués.

Des expériences menées sur des souris immunodéficientes séveres ont montré que
I’administration de CSCs humaines ou de cellules issues de ces CSCs dans le myocarde suite a une
Iésion, provoque une migration, une greffe et une régénération du myocarde et permet ainsi une
amélioration du fonctionnement du ventricule (BARILE et al., 2007). L’injection intra coronaire de
CSCs KIT positives, 4 heures aprés une occlusion des vaisseaux coronaires de cceurs de rats d’une
durée de 90 minutes, a permis de limiter 1’extension de la zone de I’infarctus, d’atténuer le
remodelage cardiaque et d’améliorer la fonction cardiaque cinq semaines apres 1’infarctus (DAWN
et al., 2005).

Une ¢étude menée par BARILE et al. (2007) sur les CSps, a permis de montrer que I’injection
de CSps dans la zone entourant 1’infarctus chez des souris permettait une amélioration significative
de la fonction cardiaque avec une greffe solide des CSps dans le cceur. Il a également démontré que
I’injection de 10 CSps entraine la méme amélioration de la fonction cardiaque que I’injection de
10 000 CSCs (ANVERSA et al.,, 2006 ; BARILE et al., 2007).

Un des problémes majeurs lors de la régénération cardiaque est le couplage des cellules
nouvellement formées entre elles, notamment par 1’expression de la connexine 43, comme pour les
cellules souches de la moelle osseuse. En effet, en I’absence de couplage électro-physiologique, les
nouveaux cardiomyocytes ne peuvent pas adhérer aux autres cardiomyocytes et fonctionner
simultanément. Cependant, a la fois les CSCs et les CSps expriment la connexine 43 en culture
tri-dimensionnelle ou en monocouche (BARILE et al., 2007). Cela signifie qu’elles sont capables de
se coupler électro-physiologiquement avec les autres cardiomyocytes.

Des études complémentaires sur le porc ont montré que les cellules issues de ces CSps
(cardiosphere-derived cell ou CDCs) émettaient des potentiels d’action répétitifs spontanément
apres six jours en culture avec des cellules nodales (SMITH ef al., 2005). Elles pourraient donc étre
raisonnablement envisagées comme un pacemaker biologique qui, a la différence de celui obtenu
avec les cellules de la moelle osseuse, entrainerait le fonctionnement synchrone du cceur et la
création d’une force mécanique.

Dans une étude menée sur le Chien par LINKE et al. (2005), il a également ét¢ montré que ces
CSCs étaient capables de régénérer le myocarde et d’améliorer la fonction cardiaque apres un
infarctus.

Les CSCs sont donc des cellules souches a haut potentiel de régénération cardiaque et offrent
une perspective de thérapie tres intéressante pour les insuffisances cardiaques aigues et chroniques
chez ’'Homme et chez 1’animal. Les cellules KIT positives sont les clés de la régénération
cardiaque. Leur prélevement semble quant a lui délicat étant donné la nécessité de pratiquer cela a
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cceur ouvert. Il faudrait que I’on soit capable de stimuler le passage dans la circulation sanguine de
ces cellules pour pouvoir les prélever par simple prise de sang par la suite.

C. Des cellules souches dans le systéme nerveux central : une perspective

sur le traitement de nombreux troubles nerveux

Il existe depuis toujours un dogme selon lequel le cerveau ne peut pas se renouveler par lui
meéme et que le nombre de neurones est décroissant tout au long de la vie de I’individu.

Mais dans les années 1960, des études sur des rongeurs, utilisant 1’autoradiographie a la 3H-
thymidine ont rapporté qu’il y avait une neurogenése dans certaines zones du cerveau adulte de
mammifeéres (ALTMAN, 1963 ; ALTMAN, 1969 ; ALTMAN et DAS, 1965). Des études dans les
années 1970 et 1980, ont confirmé qu’il y avait de la neurogenéese au niveau de I’hippocampe et de
la zone subventriculaire du ventricule latéral (subventricular zone ou SVZ) chez des rongeurs
(BAYER, 1982 ; KAPLAN et HINDS, 1977). La neurogenése a tout d’abord été considérée comme
infime chez les rongeurs et impossible dans le cerveau des primates. Mais dans les années 1990, avec
I’arrivée de nouvelles méthodes de marquage comme le marquage rétroviral ou le marquage par le
BrdU, les chercheurs ont découvert que la neurogenése avait bien lieu dans le cerveau des primates
adultes et de ’'Homme (KUHN et al., 1996 ; LUSKIN, 1993 ; SEKI et ARAI, 1993).

1) La neurogenése a bien lieu dans le cerveau des mammiferes adultes

La neurogenése survient en premier lieu dans deux zones du cerveau : le gyrus dental (dental
gyrus ou DG) de I"hippocampe et la SVZ (TAUPIN, 2006b). Dans le DG, les nouvelles cellules
neuronales sont obtenues au niveau de la zone sub-granulaire (subgranular zone ou SGZ) puis elles
migrent dans la couche des cellules a granules d’ou elles se projettent dans I’aire CA3 de la corne
d’Amon. Les nouvelles cellules neuronales obtenues dans la SVZ migrent jusqu’au bulbe olfactif
(olfactory bulb ou OB), a travers la voie rostro-migratoire (rostro-migratory stream ou RMS), ou
elles se différencient en inter neurones (Figure 45).
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Figure 45 : Illustration de la neurogenése dans le cerveau adulte des mammiféres

(d’aprés TAUPIN, 2006b)
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(RMS), ou elles se différencient en inter
neurones.

La SVZ et la SGZ sont les deux régions responsables de la majorité de la neurogenése dans le

cerveau adulte, et la SVZ est celle ou la neurogenése est la plus importante (LI et XIE, 2005 ;
TARNOWSKI et SIERON, 2006). 11 est estimé que 9000 nouvelles cellules neuronales sont créées
par jour dans le DG des rongeurs, contribuant ainsi au renouvellement de 3,3% des cellules
granuleuses par mois.

La neurogenése a été rapportée comme survenant dans d’autres zones du cerveau mais a un

3" ventricule chez les

rongeurs, ainsi que dans le néo cortex chez les primates non humains (TAUPIN, 2006b).

niveau beaucoup plus faible, comme dans I’aire CAl, le corps strié¢ et le

2) Des cellules souches et précurseurs neuraux résident dans le systéeme nerveux
central des mammiféres adultes

Il existe une hypothese selon laquelle les nouvelles cellules nerveuses sont obtenues a partir de
cellules souches neurales (neural stem cells ou NSCs) dans le cerveau adulte. Ces NSCs ont été
démontrées comme étant multipotentes puisque les trois grands phénotypes de cellules nerveuses a
savoir les neurones, les astrocytes et les oligodendrocytes peuvent étre générés a partir d’une seule
NSC (Figure 46) (TAUPIN, 2006b). Ces cellules sont ¢galement capables d’auto-renouvellement.
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Figure 46 : Différenciations des NSCs
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Il existe deux types de cellules dérivées des NSCs : les cellules progénitrices neurales (neural
progenitor cells ou NPCs) et les cellules progénitrices gliales (glial progenitor cells ou GPCs) qui
sont des cellules indifférenciées avec une capacité de prolifération limitée et une incapacité a s’auto-
renouveler (TAUPIN, 2006b).

REYNOLD et WEISS (1992) ont effectué le premier isolement et la premicre caractérisation
des NSCs in vitro. Ces chercheurs ont isolé, depuis ’aire striée contenant la SVZ du cerveau de
souris adultes, une population de cellules indifférenciées exprimant la Nestine et se différenciant en
neurones, en astrocytes et en oligodendrocytes. Les cellules ainsi isolées se développent sous la
forme de neurosphéres (Figure 47) in vitro dans un milieu contenant de ’EGF. La Nestine est un
filament intermédiaire qui a été défini comme le marqueur des cellules souches neuro-épithéliales et
des cellules du systéme nerveux central durant le développement embryonnaire. Les cellules souches
formant ces neurosphéres expriment aussi de nombreux autres marqueurs comme LEX/SSEA-1,
ACI133 et NG2 (TARNOWSKI et SIERON, 2006).
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Figure 47 : Neurosphére humaine (d’aprés TARASENKO et al., 2004)

GAGE et al. (1995) ont isolé et caractérisé in vitro une population de cellules ayant des
propriétés similaires dans I’hippocampe de cerveau de rats adultes. Les cellules isolées ont été
cultivées en monocouches en présence de FGF-2. D’autres études in vitro ont démontré que cette

population de cellules contenait des NSCs multipotentes capables d’auto-renouvellement (TAUPIN,
2006Db).

Depuis ces études, de nombreuse NSCs ont été isolées dans le cerveau adulte mais aussi dans
des zones comme la moelle épiniére chez de nombreuses espéces y compris I’Homme (LI et XIE,
2005 ; TAUPIN, 2006b). Elles sont a I’origine a la fois des neurones et a la fois des cellules gliales
(STEINDLER, 2007).

Il y a a ’heure actuelle 3 théories pour 1’origine des cellules souches potentielles dans le
cerveau de souris adultes (TAUPIN, 2006b).

La premiere théorie repose sur le fait que les nouvelles cellules neuronales proviennent de
cellules épendymaires exprimant la Nestine dans la SVZ. En effet, il semblerait que les cellules
ciliées de 1’épendyme soient multipotentes et capables d’auto-renouvellement in vitro. Une origine
épendymaire des nouvelles cellules neuronales a été rapportée plus récemment au niveau du 3™
ventricule dans le cerveau des rongeurs adultes.

La deuxiéme théorie identifie les cellules a 1’origine des nouvelles cellules neuronales comme
des cellules astrocyte-like exprimant la protéine fibrillaire gliale (glial fibrillary acidic protein ou
GFAP) dans le SVZ et la SGZ.

La troisieme théorie identifie les NSCs comme des cellules n’exprimant pas la GFAP.
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Jusqu’a présent, le fait que les cellules épendymaires soient des NSCs n’est toujours pas
confirmé aussi bien in vivo qu’in vitro (TAUPIN, 2006b). Par contre, ’origine gliale des NSCs a
recu plus de support méme si de nombreuses recherches penchent pour une existence de NSCs
GFAP-négatives (TAUPIN, 2006b).

On retient donc que les NSCs astrocyte-like GFAP+ sont les candidates les plus probables
pour la neurogenese dans le cerveau adulte que ce soit dans la SVZ ou la SGZ (LI et XIE, 2005). Ces
cellules sont également retrouvées sous le nom de cellules souches astrocytaires multipotentes
(multipotent astrocytic stem cells ou MASCs) (STEINDLER, 2007).

Dans la SVZ issue du ventricule gauche (left ventricular ou LV) (Figure 48), les NSCs
astrocytes-like reposent sur une couche de cellules épendymaires. Ces NSCs donnent naissance a
des cellules TA qui produisent par la suite des neuroblastes principalement. Ces cellules TA sont
¢galement nommées cellules de type C ; et se situent bien au niveau de la SVZ (TARNOWSKI et
SIERON, 2006). Ces cellules sont immatures, proliférent trés rapidement et n’expriment pas de
caractéristiques ni des neuroblastes ni des cellules gliales. Certains auteurs rapportent en plus que ces
cellules sont plus que des cellules progénitrices puisqu’elles conservent certaines propriétés des
cellules souches (TARNOWSKI et SIERON, 2006). Les cellules endothéliales des vaisseaux
sanguins restent en contact avec les astrocytes et régulent leur auto-renouvellement et leur
prolifération par différents types de signaux.

Dans la SGZ (Figure 48), les NSCs astrocytes-like reposent directement au contact des
vaisseaux sanguins et regoivent des signaux directs des cellules endothéliales afin de stimuler leur
auto-renouvellement, leur prolifération ou leur différenciation. Elles sont a I’origine principalement
des neurones a granules.

Dans ces deux niches, les cellules endothéliales formant les vaisseaux sanguins, les
fibroblastes, les macrophages et la lame basale spécifique faite de collagéne de type 1 sont des
composants essentiels de la niche des NSCs (MIMEAULT et BATRA, 2006). Ces cellules
endothéliales donnent un soutien et un attachement aux NSCs de la SVZ et de la SGZ et génerent de
multiples signaux qui contrdlent 1’auto-renouvellement et la différenciation de ces cellules. Ces
signaux sont BMP, NOGGIN, FGF, IGF, VEGF, TGFa et BDNF (brain dervived neurotrophic
factor) (LI et XIE, 2005). BMP favorise la différenciation en lignage astrocytaire en inhibant le
lignage neuronale. A I’inverse, NOGGIN inhibe le signal BMP et favorise donc la neurogenése. Une
jonction adhérente composée de B-caténines et de cadhérines joue aussi un role dans le maintien des
cellules souches (LI et XIE, 2005). La surexpression des P-caténines entraine 1’expansion des
cellules souches ; cela a priori par la voie WNT. Les facteurs EGF et FGF sont capables de stimuler
I’expansion des NSCs in vitro, de méme que les voies NOTCH et PTEN/PI3K. Les NSCs répondent
¢galement a ’activation de SHH en proliférant (MIMEAULT et BATRA, 2006).

Il semblerait enfin que les astrocytes et les cellules épendymaires forment des canaux
spécifiques de migration nommés tubes gliaux (TARNOWSKI et SIERON, 2006). Dans ces tubes,
les astrocytes apportent un support trophique aux cellules en migration et permettent un isolement de
ces cellules par rapport aux signaux chimiques et électriques du parenchyme environnant.
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Figure 48 : Illustration de la niche des NSCs (d’aprés LI et XIE, 2005)
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Dans la SVZ issue du ventricule gauche (LV), les NSCs astrocytes-like (B)
reposent sur une couche de cellules épendymaires (E). Ces NSCs donnent naissance a
des cellules TA (C) qui produisent par la suite des neuroblastes (A). Les cellules
endothéliales des vaisseaux sanguins restent en contact avec les astrocytes et régulent
leur auto-renouvellement et leur prolifération par différents types de signaux.

Dans la SGZ, les astrocytes (B) directement au contact avec des vaisseaux
sanguins recoivent des signaux directs des cellules endothéliales stimulant 1’auto-

renouvellement, la prolifération (D) ou la différenciation des NSCs (G).
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3) Les conditions de la neurogenése dans le systéme nerveux central

La neurogenése dans le DG et le bulbe olfactif du cerveau adulte est modulée par de nombreux
stimuli environnementaux et selon des conditions physiopathologiques (TAUPIN, 2006b).

En ce qui concerne ’environnement, de nombreuses formes d’exercice comme la course
volontaire, la course forcée et la nage ont été rapportées comme augmentant la neurogenese dans
I’hippocampe des rongeurs. Cette neurogenése est dépendante du rythme circadien vu qu’elle ne
survient que lorsque les rongeurs ont acces a une roue durant la nuit, période normale de leur
activité.

L’isolement social, I’alcoolisme, le stress et le manque de sommeil diminuent la neurogenése.
Le taux de renouvellement dans le DG et la SVZ décroit également avec 1’age, aussi bien chez des
animaux de laboratoires que chez des animaux vivants en liberté.

Il y a également des preuves sur le fait que la neurogenése survient aussi dans les processus de
mémoire et d’apprentissage chez I’adulte ; mais la contribution des nouvelles cellules formées a ces
mécanismes n’est pas encore bien déterminée (TAUPIN, 2006b).

Dans des conditions pathologiques, comme les maladies neurologiques et les traumatismes du
cerveau, la neurogenese est augmentée dans le DG et la SVZ et de nouvelles cellules neurales ont été
retrouvées au niveau des sites de la 1ésion (TAUPIN, 2006b). II est rapporté que 0,2% des cellules
nerveuses dégénérées au niveau des sites de la Iésion sont remplacées au niveau du corps strié apres
I’occlusion expérimentale d’une artére moyenne chez des rongeurs. Des marquages cellulaires ont
montré que les nouvelles cellules formées proviennent de la SVZ et migrent jusqu’aux sites de la
Iésion en partie par la voie rostro-migratoire.

4) Utilisation des NSCs dans le traitement des maladies nerveuses

La thérapie par les cellules souches du systéme nerveux central passe par la stimulation in vivo
et la transplantation (TAUPIN, 2006b). L’avantage de la greffe des NSCs est qu’elle peut se faire
selon un mode autologue a la différence d’autres cellules (TAUPIN, 2006a).

La stimulation de la neurogenése in vivo, par I’apport de facteurs de croissance et de
cytokines tels que G-SCF et SCF, constitue une nouvelle stratégie prometteuse pour restaurer les
fonctions défectueuses dans les zones du cerveau endommagées, aprés par exemple une ischémie,
des convulsions, un traumatisme ou aprés une maladie dégénérative (MIMEAULT et BATRA,
2006). Ainsi, il a été rapporté que I’injection intraventriculaire de FGF et d’EGF stimule le
recrutement des cellules progénitrices neuronales et permet une régénération massive des neurones
pyramidaux de I’hippocampe apres une lésion d’ischémie chez des rats WISTAR (NAKATOMI et
al., 2002). De méme, I’injection de NSCs ou de cellules progénitrices directement dans des régions
du cerveau pourraient représenter une stratégie attractive dans le traitement des maladies
neurologiques, comme 1’épilepsie, ou dans certains troubles neuro-dégénératifs comme les maladies
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de Huntington, de Parkinson et d’Alzheimer ainsi que dans les lésions de la moelle épiniere
(MIMEAULT et BATRA, 2006).

Préserver les oligodendrocytes et donc la myéline pourrait résulter en une amélioration
significative de I’issue d’un traumatisme de la moelle épiniére, étant donné que la cause majeure des
Iésions neurologiques, dans de tels cas, est la mort des oligodendrocytes (MIMEAULT et BATRA,
2006). 11 a ainsi été rapporté que 1’ajout de facteurs permettant la genése d’oligodendrocytes tels que
SHH, FGF et PDGF, entraine une différenciation des NSCs en cellules progénitrices
d’oligodendrocytes (oligodendrocyte progenitor cells ou OPCs) in vitro. Malheureusement le taux
de différenciation ne serait que de I’ordre de 10%. Selon certaines études, la transplantation de ces
OPCs en association au facteur SHH chez des rats adultes aprés un traumatisme de la moelle
épiniére, pourrait conduire a une amélioration de leur fonctionnement nerveux (BAMBAKIDIS et
MILLER , 2004).

Il est possible de modifier génétiquement les NSCs avant de les réimplanter : on peut ainsi
orienter la différenciation des NSCs vers un type cellulaire en particulier (ASAHARA et al., 2000).
On peut également modifier les cellules souches pour leur faire exprimer des protéines ou des
enzymes manquantes : on utilise pour cela des vecteurs associés a des adénovirus. Ainsi des NSCs
ont ét¢ génétiquement modifiées pour exprimer le facteur de croissance nerveuse (nerve growth
factor ou NGF) et ainsi limiter les conséquences de la mort des neurones de 1’aire striée chez des rats
adultes apres une ischémie focale (ASAHARA et al., 2000).

Il a récemment ét¢ montré que les cellules souches neurales et les cellules progénitrices
neurales résistent bien aprés le décés de 1’organisme : on pourrait donc utiliser des cerveaux de
cadavres d’hommes ou de souris pour récupérer ces cellules souches (STEINDLER, 2007).

La présence de NSCs ouvre les portes a la régénération du systéme nerveux central. Cette
découverte est capitale en médecine humaine étant donné 1’'importance des maladies neurologiques.
En médecine vétérinaire, ces NSCs seraient surtout extrémement intéressantes dans la régénération
de la moelle épiniére apres des traumatismes étant donné la prépondérance de ces affections.

D. Des cellules souches dans le tissu adipeux : une découverte majeure

1) Nature de ces cellules souches

Récemment, les chercheurs se sont intéressés aux cellules souches stromales du tissu adipeux.
En effet, ce tissu est abondant, faciles d’accés et considéré comme une potentielle source de
cellules pour des transplantations autologues.

Il y a effectivement des cellules souches dans le tissu adipeux qui sont équivalentes a des
MSCs comme celles que 1’ont retrouve dans la moelle osseuse mais qui prennent le nom de cellules
stromales dérivées du tissu adipeux (adipose tissue-derived stromal cells ou ADSCs)
(NAKAGAMI et al., 2006).
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De nombreux groupes d’étude ont démontré que les cellules mésenchymateuses au niveau du
stroma vasculaire du tissu adipeux sous cutané étaient multipotentes. Ces cellules sont des ADSCs

mais leur nomenclature est encore trés mal définie et il n’y a pas encore de consensus quand a leur
définition (NAKAGAMI et al., 20006).

Les ADSCs ont beaucoup de similitudes avec les MSCs de la moelle osseuse. Les deux types
de cellules sont isolées d’une fraction de cellules stromales obtenue a partir d’un amas adipeux : le
tissu sous cutané pour les ADSCs et la moelle osseuse pour les MSCs. Cet isolement est possible
dans les deux cas, par leur adhérence au plastique en culture in vitro (NAKAGAMI et al., 2006).
L’identification de leurs marqueurs n’en est qu’a son début. Selon NAKAGAMI et al. (2006), ces
cellules expriment SCA-1 et CD44 mais pas les marqueurs KIT, CD11b, CD31, CD34 ou CD45 ;
ceci pour des ADSCs de souris. Ces marqueurs sont conservés aprés de nombreuses divisions
cellulaires en culture. Au microscope, ces cellules ressemblent a des fibroblastes et peuvent se
différencier non seulement en adipocytes mais aussi en lignées ostéoblastiques et
chondroblastiques in vitro.

Comme il est bien connu le tissu adipeux sécrete un grand nombre de cytokines, NAKAGAMI
et al. (2006) se sont intéressés a la sécrétion de cytokines reliées a I’angiogenése par les ADSCs.
Selon une étude par PCR (polymerase chain reaction), ils ont découvert qu’elles exprimaient HGF,
VEGF, PGF, TGFB, FGF, ANG-1 et ANG-2. Il a de plus ét¢ montré¢ qu’elles exprimaient des
facteurs angiogéniques comme le VEGF et le HGF a des niveaux les rendant bioactives. Ils se
trouvent que de nombreux genes exprimés par les ADSCs ont des similitudes avec ceux des MSCs
de la moelle osseuse.

Un groupe d’étude a identifi¢é chez I’Homme une sous population au sein des ADSCs
exprimant 3 marqueurs de cellules souches : CD34, CD133 et ABCG2 ; et il a montré que 90% des
ADSC:s étaient positives pour CD34 (PLANAT-BENARD et al., 2004). Cela signifie que certaines
ADSCs fraichement isolées sont positives pour les marqueurs des lignages hématopoiétique et
endothélial (CD45, CD14, CD144, CD34) et décroissent trés rapidement apreés 3 a 5 jours en
culture.

2) Intéréts thérapeutiques

L’angiogenese thérapeutique, une stratégie pour traiter I’ischémie tissulaire en stimulant la
prolifération des vaisseaux collatéraux, est considérée comme la thérapie la plus prometteuse jusqu’a
présent. Récemment, la transplantation autologue de BMSCs et de EPCs a entrainé une stimulation
de Dl’angiogenese et une augmentation du flux sanguin périphérique; et ces cellules se sont
retrouvées greffées au niveau des sites d’ischémie dans la jambe, la rétine et le myocarde (RAFII et
LYDEN, 2003).

NAKAGAMI et al. (2006) ont crée un modele d’ischémie de la jambe chez des souris et ont
¢valué I’effet thérapeutique d’une injection d’ADSCs comparé a une injection de moelle osseuse. Ils
n’ont trouvé aucune différence entre les deux types de cellules et dans les deux cas, il y a eu
augmentation du flux sanguin.
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Comme on I’a dit auparavant, il y aurait deux populations de ADSCs: celles de type
hématopoiétique et celles de type mésenchymateux. Il semble que ces deux types de cellules
peuvent restaurer le flux sanguin aprés une ischémie mais par des mécanismes différents. Celles de
type hématopoiétique se différencient en cellules endothéliales et participent ainsi a la
néoangiogenese ; alors que celles de type mésenchymateux stimulent 1’expression des cytokines
favorisant I’angiogeneése.

De récents rapports ont également montré que les ADSCs avaient la capacité de se différencier
en myocytes cardiaques, tout comme les cellules de la moelle osseuse, ce qui pourrait étre une
excellente thérapie cellulaire pour les insuffisances cardiaques (NAKAGAMI et al., 2006).

Un des avantages les plus important des ADSCs est qu’elles peuvent étre facilement
prélevées chez un patient par une méthode simple et trés peu invasive, et qu’elles sont treés
facilement cultivables (1x10° cellules a partir d’une Souris et de 20 mL de lipoaspiration chez un
Homme) (NAKAGAMI et al., 2006). De plus les ADSCs proliférent plus rapidement en culture
que les cellules de la moelle osseuse (multiplication par 10 en 1 semaine) et au long-terme, les
ADSCs conservent leur multipotentialité avec 1’expression de SCA-1 et CD44.

Il semblerait également que les ADSCs soient capables de se différencier en neurones
(TAUPIN, 2006a). Cela permettrait leur utilisation pour le traitement des maladies du systeme
nerveux central.

Les vétérinaires utilisent les ADSCs autologues depuis 2003 pour traiter les Iésions
tendineuses et ligamentaires ainsi que les 1ésions articulaires chez les chevaux (GINGERICH et al.,
2007). Sur un mod¢le équin de tendinite, DAHLGREN et al. (2006) et BLACK et al. (2007) ont mis
en évidence leurs effets bénéfiques. Ces cellules ont également été testées sur d’autres espéces,
comme le lapin et la chevre, pour leurs effets bénéfiques sur les 1ésions tendineuses et ligamentaires
ainsi que sur les Iésions articulaires (GINGERICH et al., 2007).

Chez le Chien, ces ADSCs sont en voie d’étre utilisées dans le traitement des maladies
dégénératives chroniques de ’articulation coxo-fémorale (GINGERICH et al., 2007). Les MSCs
de la moelle osseuse, tout comme les ADSCs, ont la capacité de se différencier en ostéocytes, en
chondrocytes et en adipocytes. Cependant les ADSCs sont beaucoup plus avantageuses surtout chez
les animaux. En effet, ’accés facile et répétable au tissu adipeux sous cutané, la procédure
d’isolement facile, et le nombre trés important d’ADSCs dans le tissu adipeux en font des candidates
trés avantageuses. Pour les isoler du tissu adipeux, ils ont utilisé une digestion par des collagénases
puis une centrifugation. Les amas obtenus sont remis en suspension et utilisés en 1’état pour les
traitements. Ces amas contiennent un mélange de fibroblastes, de péricytes, de cellules endothéliales,
de cellules sanguines circulantes et d’ADSCs.

L’arthrose est la premicre cause de douleur chronique chez le Chien avec plus de 20% de la
population canine soit 10 a 12 millions de chiens atteints aux Etats-Unis (GINGERICH et al., 2007).
Cette pathologie est caractérisée par la dégénération du cartilage articulaire avec une perte de la
matrice, une fibrillation du cartilage et une formation de fissures dans le cartilage. Les chondrocytes
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supportent 1’homéostasie de la matrice extra-cellulaire via la sécrétion de nombreux composants
comme le collagéne, les glycosaminoglycanes et 1’acide hyaluronique. Dans I’arthrose, il y a une
surproduction de médiateurs pro-inflammatoires entrainant une augmentation du catabolisme du
cartilage et donc sa destruction.

Les traitements médicaux courants ne permettent pas un soulagement complet de la douleur. A
la différence de ces traitements, la thérapie cellulaire ne se base pas que sur une cible, comme un
récepteur ou une voie de signalisation. Les ADSCs fonctionnent de maniere trophique en sécrétant
des cytokines et des facteurs de croissance, en recrutant des cellules endogenes vers le site de la
Iésion et en se différenciant en cellules résidentes (GINGERICH et al,, 2007). Dans 1’étude de
GINGERICH et al. (2007), ces chercheurs ont traités 18 chiens par injection intra-articulaire
d’ADSCs et ont obtenu une amélioration clinique constatée par les vétérinaires traitants et par les
propriétaires.

Les cellules souches du tissu adipeux représentent une optique de thérapie extrémement
intéressante chez les animaux puisque leur prélévement est facile, qu’elles croissent bien en culture
et qu’elles sont multipotentes. Ainsi, un des problémes majeurs en médecine vétérinaire qu’est le
colit du traitement, serait moindre avec ces cellules souches plutot qu’avec d’autres cellules comme
celles de la moelle osseuse ou du cceur.

E. L’utilisation des cellules souches dans le traitement du diabéte : de

nouvelles avancées technologiques

1) Le diabéte : une maladie importante touchant aussi bien ’Homme que

I’animal

Le pancréas comprend une partie exocrine et endocrine. La partie exocrine est composée
d’acini, produisant les enzymes digestives et de canaux sécréteurs, permettant le passage des
enzymes jusque dans le duodénum. Le tissu endocrine (ilots de Langerhans) est quant a lui
constitué de quatre types de cellules: les cellules a, B, 6 et PP. Ces cellules produisent
respectivement le glucagon, I’insuline, la somatostatine et le polypeptide pancréatique (ZHANG et
al., 2005).

En I’an 2000, 150 millions de personnes étaient déclarées diabétiques et ce nombre devrait
doubler en 2025 (SANTANA et al., 2006). 11 existe chez I’Homme deux types de diabéte : le diabéte
de type 1 causé par une destruction auto-immune des cellules B productrices d’insuline et le diabéte
de type 2 présentant des étiologies beaucoup plus complexes (Figure 49). Le diabéte de type 2
affecte 95% des diabétiques : il touche le plus souvent de personnes adultes et il est souvent associé a
des prédispositions génétiques. Mais on le retrouve également associé avec 1’obésité souvent due a
une alimentation déséquilibrée et @ un mode de vie sédentaire. La maladie progresse dans le sens
d’une résistance a I’insuline vers une intolérance au glucose et une destruction des cellules B par
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apoptose. A I’opposé du diabete de type 1 qui présente une évolution rapide et mortelle malgré le
traitement, le diabéte de type 2 peut voir son évolution retardée par des médicaments et un régime
adapté.

Figure 49 : Physiopathologie de I'hyperglycémie et de I'augmentation des acides gras dans les
diabeétes de type 2 chez ’Homme (d’aprés STUMVOLL et al., 2005)
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Les carnivores domestiques, que ce soit le Chat ou le Chien, sont touchés par les diabetes. En
effet il existe chez I’animal deux types de diabétes : le diabete primaire et le diabéte secondaire.

Dans le diabete primaire chez le Chien, on retrouve des diabétes insulino-dépendants vrais
chez certaines races prédisposées comme le Spitz Loup, le Labrador retriever ou le Golden retriever.
Les diabetes de ’adulte sont des diabétes forcément insulino-nécessitants.

Chez le Chat, il n’y a quasiment pas de diabetes juvéniles et les diabétes chez 1’adulte sont
forcément insulino-nécessitants et multifactoriels.

Les diabéetes secondaires sont dus soit a une absence de sécrétion d’insuline soit & une absence
de signal insulinique. On retrouve ainsi, chez le Chien comme chez le Chat, les atteintes
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pancréatiques inflammatoires ou tumorales induisant une absence de production d’insuline. Les
facteurs comme les corticoides, les progestagénes, le syndrome de Cushing, le post-cestrus et enfin
I’obésité chez le Chien; et les corticoides, 1’acétate de mégestrol, I’acromégalie, le syndrome de
Cushing et enfin 1’obésité chez le Chat, induisent un défaut de signal insulinique.

Que ce soit chez ’Homme ou chez I’animal, les conséquences sont les mémes : instauration
d’un état d’hyperglycémie chronique entrainant de nombreux symptdmes et des complications
pouvant étre gravissimes comme des rétinopathies, des hypoglycémies, des maladies cardio-
vasculaires.

Le traitement du diabéte, a savoir 1’injection d’insuline, consiste a diminuer la glycémie dans
des valeurs normales chez ’Homme et dans des valeurs permettant la disparition des signes cliniques
chez I’animal. Il s’agit d’un traitement a vie, extrémement contraignant et de nombreuses rechutes
sont possibles.

La recherche d’autres thérapies est a I’heure actuelle en pleine expansion. Chez I’Homme, des
transplantations de pancréas entier sont effectuées mais la technique doit encore faire face a de
nombreux problémes comme le rejet, I’ischémie du greffon et I’activation des enzymes du pancréas
exocrine in situ (SANTANA et al., 2006). La transplantation d’ilots de Langerhans permet
d’outrepasser certains effets indésirables mais il reste encore le probleme de I’effet diabétogene de
certains médicaments immunosuppresseurs, de 1’adéquation du traitement immunosuppressif et du
mangque cruel de donneurs (ZULEWSKI, 2006).

L’utilisation des cellules souches dans ce domaine prend alors un grand intérét. Pour le diabete,
la cellule souche doit étre capable de sécréter de I’insuline mais aussi étre capable d’exprimer tout un
groupe de protéines fonctionnelles nécessaires pour mimer le plus fidélement possible les cellules f.
Ce groupe de protéines comprend tout le systeme de sensibilité au glucose, I’appareil d’exocytose et
la voie de synthése de l’insuline. La sensibilit¢ des cellules au glucose permet de détecter les
variations du taux de glucose extra-cellulaire et ainsi d’adapter la production d’insuline.

2) Les cellules souches du pancréas

a) Nature de ces cellules

Afin de remplacer les cellules B, il a d’abord été logique de rechercher la présence de cellules
souches dans le pancréas. Ainsi certaines études sur des modeles animaux ont permis de montrer la
création de nouveaux ilots par prolifération de I’épithélium des canaux pancréatiques que ce soit
apres ligature partielle du canal pancréatique (WANG et al, 1995), pancréatectomie partielle
(PLACHOT et al., 2001), ou encore apres destruction des cellules B par la streptozotocine (STZ)
(FERNANDES et al., 1997).

Dans cette optique, de nombreux mécanismes ont €té proposés : la geneése a partir de cellules
souches des canaux ou des ilots, la division des cellules B préexistantes et la transdifférenciation de
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cellules du pancréas exocrine. Il existe un pool de cellules B préexistant, mais il semble peu probable
que la production d’insuline soit uniquement permise par un nombre défini de cellules B a la
naissance. L’identification de ce pool est un domaine tres actif de la recherche chez I’Homme.

Certaines ¢études indiquent 1’épithélium des canaux pancréatiques comme une niche
potentielle de cellules souches puisque une structure en ilots a été obtenue in vitro, a partir de ces
cellules, a la fois chez ’Homme et chez I’animal (SANTANA et al., 2006). Des cellules précurseurs
des canaux pancréatiques résideraient dans cette niche dans laquelle elles se différencieraient puis
migreraient pour former de nouveaux ilots. Cela est encore corroboré par le fait que des cellules des
canaux pancréatiques chez I’Homme se différencient en cellules endocrines et que chez la Souris,
une culture de cellules des canaux pancréatiques a permis la création d’ilots fonctionnels contenant
des cellules a, B, et 6 (ZHANG et al., 2005). Il semblerait que ces cellules expriment le CK19 qui est
le marqueur des cellules des canaux différenciées, I’insuline et la Nestine; et durant leur
différenciation, elles exprimeraient PDX-1 qui est normalement exprimé uniquement au niveau des
cellules B et & chez I’adulte (NOGUSHI, 2007).

Il y a eu ensuite isolement de précurseurs multipotents dérivés du pancréas (pancreas-derived
multipotential precursor cells ou PMPs) (SORIA et al., 2005). Ces cellules peu nombreuses,
principalement situées dans les ilots pancréatiques, ont la capacité de proliférer in vitro. Les PMPs
expriment des marqueurs neuronaux comme la synaptophysine, des marqueurs pancréatiques
immatures et matures comme le PDX-1, I’insuline, le glucagon, la somatostatine et le polypeptide
pancréatique, et des marqueurs hépatiques comme 1’aFP. Elles n’expriment pas le CK19 et la
Nestine (ZHANG et al., 2005). On les retrouve chez ’Homme et chez le Chien. Elles possédent un
potentiel de différenciation trés important notamment en cellules a, B, et 6 (SANTANA et al., 2000).
Les cellules B créées de novo a partir de ces cellules sont capables de sécréter de I’insuline sous
dépendance de la concentration de glucose extra-cellulaire. Ces précurseurs restent quiescents dans
le pancréas adultes et sont capables de générer in vitro a la fois des précurseurs neuronaux et
pancréatiques selon la condition de culture (SANTANA et al., 2006).

D’autres cellules ont été identifiées dans le pancréas comme étant des cellules souches
potentielles. Dans I’étude de ZULEWSKI et al. (2001), des cellules Nestine-positives résidant dans
les ilots pancréatiques chez ’Homme comme chez le rat ont été découvertes ; et ont été définies
comme des cellules immatures, hormones-négatives, multipotentes et pouvant proliférer de maniere
extensive in vitro. Elles expriment des marqueurs spécifiques du foie (aFP), des cellules du
pancréas exocrine (amylase), des cellules des canaux (CK19) et des cellules endocrines (ISL-1,
glucagon, PDX-1) (MIMEAULT et BATRA, 2006).

Il semblerait également que certaines cellules du pancréas exocrine soient capables de générer
des cellules B (SANTANA et al., 2006). Ainsi des cellules des acini peuvent se transdifférencier en
cellules sécrétrices d’insuline avec des propriétés de sécrétion similaires aux cellules B natives
(NOGUSHLI, 2007). Cela a été mis en évidence par 1’apparition de cellules transitionnelles exprimant
a la fois I’amylase et I’insuline.
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Des données récentes indiquent également la présence de cellules Neurogénine-3 positives
(NGN-3) dans le pancréas adulte et embryonnaires (SORIA et al., 2005). Ce seraient des cellules
souches de tissu endocrine.

La question se pose de savoir si des cellules souches existent vraiment dans le pancréas : en
effet, le renouvellement des cellules B aussi bien dans des conditions physiologiques que
pathologiques résultent majoritairement de la duplication des cellules p préexistantes (ZHANG et
al., 2005). De plus, les chercheurs ont le plus grand mal a isoler des lignages de cellules
possiblement souches. Ce domaine est encore en recherche active.

L’utilisation des cellules souches pancréatiques chez 1’adulte reste encore peu importante car
peu caractérisée. Cependant d’autres cellules souches adultes peuvent étre utilisées dans le traitement
du diabete principalement les cellules de la moelle osseuse, du foie et du tractus gastro-intestinal
(Figure 50).

Figure 50 : Illustration des différents moyens d'obtention de cellules  du pancréas
(d’aprés SORIA et al., 2005)
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3) Les cellules souches hépatiques et les cellules souches de D’épithélium

intestinal

Le pancréas, le foie et le tractus gastro-intestinal dérivent tous de I’endoderme antérieur et de
nombreuses publications montrent que leurs cellules souches respectives sont capables de se
différencier en cellules sécrétrices d’insuline (NOGUSHI, 2007).

Des HOCs de rat hautement purifiées, capables de se différencier en hépatocytes et en cellules
épithéliales des canaux biliaires, peuvent se différencier en cellules du pancréas endocrine
productrices d’hormone quand elles sont cultivées dans un environnement trés riche en glucose
(YAN et al.,, 2002 ; ZULEWSKI, 2006). De nombreuses expériences rapportent que la transduction
d’HOCs par un vecteur adénoviral porteur des facteurs de transcription spécifiques des cellules f,
comme PDX-1 ou BETA-2/NEUROD, a entrainé une production d’insuline par ces cellules
(SANTANA et al., 2006). Cependant, les vecteurs porteurs de Pdx-I induisent une trés forte
hépatotoxicité non retrouvée avec ceux porteurs de NeuroD.

L’induction d’ISCs immatures de rat par des facteurs comme PDX-1 et/ou ISL-1 a permis leur
différenciation en cellules productrices d’insuline (YOSHIDA et al., 2002). Il a également été
montré que le GLP-1-(1-37) induisait une production d’insuline par des ISCs chez un organisme
feetal en développement et a moindre importance chez 1’adulte in vitro et in vivo (SUZUKI et al.,
2003). Il s’agit surement d’un procédé¢ médié par la stimulation de I’expression de Ngn-3 reli¢e a
Notch. Ces cellules souches intestinales adultes sont aussi de bonnes candidates pour de nouvelles
approches thérapeutiques du diabéte sucré. Cependant, une fois différenciées en cellules B, méme si
elles expriment de nombreux marqueurs de ces cellules, elles sont incapables de sécréter de
I’insuline en s’adaptant a la concentration de glucose sanguin (SANTANA et al., 2006).

4) Les cellules souches de 1a moelle osseuse

La capacité des cellules souches de la moelle osseuse a se différencier en cellules B a été mise
en évidence par des transplantations de méle a femelle chez la Souris réalisées par LECHNER et
al. (2004): un petit nombre de cellules sécrétrices d’insuline dans le pancréas de la souris receveuse
contenaient le chromosome Y des cellules de la souris donneuse.

Selon les études de IANUS et al. (2003) et de ZULEWSKI et al. (2006), les cellules souches
de la moelle osseuse sont capables de migrer, de se greffer dans le pancréas et de se différencier in
vivo en cellules B compétentes et fonctionnelles sans évidence de fusion cellulaire. Cependant,
d’autres études n’ont pas réussi a mettre en évidence une différenciation (NOGUSHI, 2007). Ainsi,
bien que les cellules souches dérivées de la moelle osseuse réduisent la glycémie chez des souris
diabétiques, il semblerait que leur action soit plus liée au fait qu’elles se différencient en cellules
endothéliales et servent ainsi de support protecteur au tissu endogéne pancréatique par rapport aux
agressions subies (HERZOG et al., 2003; NOGUSHI, 2007; SANTANA et al., 2006). Ainsi, elles
font barriere aux agents agressants et diminuent la perte des cellules . Les cellules B restantes
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continuent ainsi a produire de I’insuline et a se diviser pour remplacer les cellules  mortes. Elles
contribuent donc indirectement au maintien de la glycémie dans les normes.

I1 a également été possible d’observer la migration et le homing d’autres cellules de la moelle
osseuse. En effet, des EPCs ont migré jusque dans le pancréas chez des souris, en réponse a une
Iésion pancréatique, et ont stimulé la néo vascularisation pour augmenter la survie des cellules 3
restantes (MATHEWS et al., 2004).

Des MSCs chez ’'Homme ont été identifiées comme exprimant a faible taux le facteur de
transcription des ilots NKX6.1 et ont été capables de se différencier en cellules sécrétrices
d’insuline aprés transduction par un vecteur adénoviral codant pour les facteurs de transcription
IPF-1, HLBX-9 ou FOXA-2 (ZULEWSKI, 2006).

On peut également utiliser des transplantations de cellules souches de la moelle osseuse mais
en les prélevant dans la rate, organe hématopoiétique au méme titre que la moelle osseuse chez les
rongeurs. Dans 1’¢tude de KODAMA et al. (2003), I’injection simultanée de I’adjuvant de Freud et
de cellules de la rate chez des souris NOD (non obese diabetic) a permis le renversement de 1’auto-
immunité anti-ilots et la différenciation des cellules spléniques en cellules sécrétrices d’insuline.

Des cellules souches issues du sang périphérique (PBSCs) ont été exposées a I’'IL-3
(interleukin-3) et au M-CSF (macrophage-colony stimulating factor). Elles se sont ensuite
différenciées en cellules sécrétrices d’insuline par 1’addition d’HGF et de nicotinamide (SANTANA
et al., 2006). Leur transplantation chez des souris diabétiques a permis un bref retour a une glycémie
normale avant leur rejet.

5) Les cellules souches du tissus adipeux

D’autres cellules souches comme les ADSCs peuvent également étre utilisées pour la
génération de cellules productrices d’insuline (NOGUSHI, 2007).

ZULEWSKI et al. (2006) ont isol¢ des ADSCs de 4 donneurs humains et les ont fait proliférer
dans un milieu de culture contenant du FGF. Les ADSCs en prolifération se sont mises a exprimer
des marqueurs de cellules souches comme ABCG2, Nestine, SCF, et THY-1 mais aussi a produire
des ARNs messagers de Isl-1. En utilisant I’immuno-histochimie, ils ont trouvé ISL-1 dans
approximativement 10 % des noyaux des ADSCs en culture. Quand ces cellules ont été mises en
culture dans un milieu sans sérum, ils ont pu observer une surexpression de IPF-1, ISL-1 et NGN-3
ainsi que la production d’insuline, de glucagon et de somatostatine. En parall¢le, ils ont observé
I’apparition apres la différenciation des ADSCs de cellules positives pour le peptide C.

La possibilité d’utiliser les ADSCs dans le traitement du diabéte est une découverte
extraordinaire chez I’Homme mais surtout chez I’animal. En effet, comme cela a été dit, les
ADSCs sont dans le tissu adipeux, un tissu toujours présent, abondant et facile a prélever ; et ce sont
des cellules faciles a manipuler. S’il était possible de les utiliser dans le traitement du diabéte, cela
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serait une réelle révolution par rapport aux traitements actuels qui sont trés contraignants chez
I’Homme, mais qui le sont encore plus chez le Chat ou le Chien.

F. Derniere découverte sur le traitement de la myopathie de Duchenne

chez le Chien : un grand espoir pour la médecine humaine

Dans I’étude de Blot et al. (2006), ils ont étudié 10 Golden Retrievers GRMD (Golden
Retriever muscular dystophy) et ont découvert que des cellules souches dites mésoangioblastes
améliorent le fonctionnement musculaire chez ces animaux.

La myopathie de Duchenne est une maladie génétique incurable qui limite trés séverement la
mobilité¢ et D’espérance de vie des enfants affectés. Le seul modéle animal qui reproduit
spécifiquement les altérations du géne de la Dystrophine et le spectre au complet de la pathologie
humaine est le Golden Retriever GRMD. Ces chiens ont une absence totale de Dystrophine. La
mort survient vers 1 an a la suite d’une défaillance des muscles respiratoires.

Dans cette étude, les chercheurs ont transplanté chez ces chiens, des mésoangioblastes
génétiquement modifiés ou non, associé ou non avec un traitement immunosuppresseur.

Les mésoangioblastes sont isolés chez le Chien, a partir de la paroi des vaisseaux sanguins
issus de petits fragments de tissu obtenus par biopsie musculaire, par leurs marqueurs CD44 et
CD13. IIs sont prélevés sur des chiots de 15 jours. Ces cellules sont trés similaires a celles de la
Souris, proliférent efficacement en culture et montrent un caryotype euploide de 78 chromosomes.
Elles dégénérent au bout de 25 doublements de population. Ces cellules se différencient en
myofibres multinucléées quand elles sont cultivées en présence de myoblastes C2C12 de Souris ou
quand elles sont transfectées avec le MyoD.

[Is ont alors montré que I’injection intra-artérielle de mésoangioblastes entrainait une
expression de la Dystrophine et un retour a un fonctionnement et a une morphologie acceptable des
fibres musculaires (figure 51 et 52). Sur ces figures ont voit trés bien I’amélioration de la structure du
muscle apres le traitement.

Il semblerait que la transplantation hétérologue de mésoangioblastes de phénotype sauvage
conduise a de meilleurs résultats que la transplantation autologue de mésoangioblastes
génétiquement modifiés.
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Figure 51 : Coupe histologique d’une biopsie de muscle tibial cranial chez un des chiens
GRMD (d’apres BLOT et al., 2006)

Figure 52 : Coupe histologique d’une biopsie du méme muscle apreés traitement avec les
mésoangioblastes chez le méme chien (d’aprés BLOT et al., 2006)

Cette ¢étude permet donc de qualifier le mésoangioblaste comme un candidat a une future
thérapie cellulaire de la myopathie de Duchenne. C’est 1a un exemple flagrant et concret de
I’efficacité de la thérapie cellulaire et de son avenir chez I’Homme comme chez 1’animal
(CHAMBERLALIN, 2006).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les cellules souches chez I’adulte sont des cellules indifférenciées, multipotentes mais
plastiques : elles peuvent se différencier en de multiples lignages cellulaires.

Elles sont présentes dans tout organisme adulte et dans la majorité des organes. On les retrouve
ainsi dans des tissus en renouvellement rapide: leur présence a alors rapidement été devinée par les
chercheurs, identifiée puis utilisée. Ces tissus sont 1’épithélium intestinal, 1’épiderme et la moelle
osseuse. La moelle osseuse a été la premicre identifiée comme source de cellules souches et la
premicere étudiée puis utilisée dans le traitement de maladies sanguines aussi bien chez I’Homme que
chez I’animal. C’est avec la moelle osseuse que les chercheurs ont concrétement appliqué la notion
de cellule souche et de thérapie cellulaire.

Les cellules souches adultes ont ensuite été découvertes dans d’autres tissus en renouvellement
comme 1’épithélium pulmonaire, la cornée, la rétine, le muscle squelettique et le rein. Dans tous ces
tissus, les cellules souches sont relativement bien identifiées et sont localisées dans des niches bien
organisées.

Ils ont ensuite, grace aux progres des techniques d’identification, isolé d’autres cellules
souches dans la moelle osseuse et complété les possibilités thérapeutiques des cellules souches déja
connues. La moelle osseuse est a I’heure actuelle une source intarissable de cellules souches que ce
soit les cellules souches hématopoiétiques, dont les intéréts thérapeutiques sont encore loin d’étre
identifiés totalement, ou les cellules souches stromales, possédant des possibilités thérapeutiques
incroyables.

Dans un deuxieme temps, les cellules souches ont été cherchées dans d’autres organes qui, au
premier abord, n’étaient pas de bons candidats. Les chercheurs ont ainsi mis en évidence des cellules
souches dans le cceur, le cerveau et le tissu adipeux.

Le cceur n’est plus a I’heure actuelle considéré comme un organe statique mais bien un organe
dynamique contenant des cellules souches. Cela ouvre de grandes perspectives dans le traitement des
infarctus du myocarde ou des cardiomyopathies. Un autre grand dogme a aussi été renversé : les
mammiféres ne naissent pas avec un nombre défini de neurones. Le cerveau contient des cellules
souches : il s’agit 1a d’une découverte majeure pour le traitement des troubles nerveux. Ce domaine
la est bien sir d’une importance capitale en médecine humaine avec le traitement possible de
maladies comme I’Alzheimer ou la Parkinson, mais aussi de grande importance en médecine
vétérinaire avec un traitement possible des traumatismes de la moelle épiniere. Et enfin, ils ont
découvert des cellules souches dans un endroit inattendu: le tissu adipeux. Cette partie de
I’organisme qui, au premier abord, n’est pas un tissu d’un grand intérét est en réalité une source
inconsidérable de cellules souches mésenchymateuses. Ces cellules souches sont trés similaires aux
cellules souches mésenchymateuses de la moelle osseuse et ont donc des propriétés de
différenciation similaires. Cette niche de cellules souches est une découverte majeure dans le monde
humain mais surtout dans le monde animal : son prélévement est simple, peu couteux, réalisable sur
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tous les chiens adultes et de plus, la culture de ces cellules souches in vitro est trés simple. Cela
pourrait étre a I’avenir une des sources principales de cellules souches en médecine vétérinaire.

On peut également, et il s’agit d’'une avancée extraordinaire, envisager un traitement pour le
diabete. Cette maladie touchant aussi bien ’Homme que 1’animal va enfin pouvoir étre traitée, non
plus par des injections quotidiennes a vie d’insuline, mais par une thérapie cellulaire par les cellules
souches. Les chercheurs ont ainsi identifi¢ des cellules souches pancréatiques mais surtout, ils ont
réussi a utiliser d’autres cellules souches mieux définies ou plus faciles d’accés comme celles du
tissu adipeux, pour former des cellules sécrétrices d’insuline. C’est une découverte incroyable qui
sera surement extrémement prometteuse dans un avenir proche.

Une autre découverte récente va aussi révolutionner le traitement des myopathies : I'utilisation
de cellules souches, les mésoangioblastes, constitue un traitement potentiel des myopathies humaines
et notamment de la myopathie de Duchenne. Cette découverte a été réalisée sur des chiens. On
pourrait donc envisager de la méme manicre un traitement pour les myopathies canines.

Les cellules souches ouvrent également d’autres perspectives et notamment la médecine
régénérative. A I’heure actuelle, on est capable de remplacer par exemple un bras entier : ceci est
permis par la transplantation chirurgicale ou I’implantation de prothése. L’ingénierie tissulaire
s’oriente vers le passage de cellules a tissus en combinant les cellules dans des échafaudages imitant
la matrice extra-cellulaire. De futures approches incluront les cellules souches dans la production de
tissus artificiels, ou I’implantation de matériaux artificiels pour guider le comportement de ces
cellules souches. Le passage de cellule a organe requiére I’identification des « maitres d’ceuvre »
identiques a ceux produisant une jambe enticre ou une régénération d’appendices chez les
organismes inférieurs (FODOR, 2003 ; INGBER et LEVIN, 2007).

La médecine, grace a la recherche, progresse trés rapidement. En effet, la notion de cellule
souche adulte date de 1961 avec la découverte des cellules souches hématopoiétiques et en 2008, on
a découvert un trés grand nombre de cellules souches dans la quasi-totalité des organes des
mammifeéres. La médecine régénérative quant a elle, est déja bien exploitée avec 1’utilisation de
cellules différenciées pour la création de peau ex-vivo, de cartilage, de tendons ou encore de lobules
hépatiques ou de lobules pancréatiques (INGBER et LEVIN, 2007). Il ne reste plus qu’a combiner
ces deux domaines de recherche pour envisager la création d’organe complets ex vivo a partir de
cellules souches.

Il reste une perspective au sujet des cellules souches : le cancer. En effet, les notions de niche
et de cellules souches cancéreuses ont changé ces perspectives.

Ainsi la cellule souche et son auto-renouvellement est une des clés. En effet, les cellules
souches sont par définition capables d’auto-renouvellement indéfiniment. Si elles mutent et ne sont
plus régulées, elles vont alors proliférer anarchiquement : n’est-ce pas la la définition méme d’un
cancer ? Chez Dl’adulte, la niche empéche la cancérogenése en controlant le comportement des

cellules souches et la balance entre leur auto-renouvellement et leur différenciation (LI et XIE,
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2005). Dans ce contexte, toutes mutations induisant les cellules souches a échapper au controle de la
niche pourraient entrainer la formation d’une tumeur. Il est alors possible de dire qu’une des
différences entre une cellule souche et une cellule souche cancéreuse est que cette derniere n’est plus
dépendante des signaux de la niche (MORRISON et SPRADLING, 2008). Selon les oncologues et
les biologistes, il semblerait que les masses cancéreuses contiennent un petit nombre de cellules
possédant les propriétés des cellules souches. Ces cellules seraient responsables de la croissance et
de I’apparition des métastases dans les cancers. A I’heure actuelle, les chercheurs tentent de trouver
les marqueurs pour différencier les cellules souches cancéreuses des cellules souches normales.

Une autre possibilité pour la cancérogenése est qu'un dysfonctionnement de la niche peut
entrainer la formation d’une tumeur (MORRISON et SPRADLING, 2008). C’est ce qui a été
retrouvé dans des cancers comme la neurofibromatose chez I’Homme et les maladies
my¢loprolifératives, ou il y a a la fois des mutations des cellules souches et a la fois des
modifications dans leur niche (WALKLEY et al., 2007). La niche pourrait également jouer un rdle
dans I’apparition des métastases : ainsi, les cellules mésenchymateuses situées autour ou dans la
tumeur augmentent la capacité invasive et métastatique des cellules du cancer du sein (KARNOUB
et al., 2007).

La découverte des cellules souches et de leur niche a donc amené les chercheurs a découvrir les
notions de cellule souche cancéreuse et de niche pro-carcinogéne. Une nouvelle perspective de
traitement du cancer, basée sur la neutralisation de ces cellules souches et de leur niche, est en
train de voir le jour (MORRISON et SPRADLING, 2008).

La thérapie liée aux cellules souches va surement toucher la médecine vétérinaire dans les
années a venir. Cependant, elle est en partie bloquée par une contrainte inhérente a cette médecine :
le colit. La thérapie cellulaire est extrémement prometteuse mais c’est une médecine individuelle
extrémement couteuse. En effet, chez ’Homme, il est déja difficile de la mettre en place. Il est donc
a I’heure actuelle trés difficile d’envisager une telle thérapie a grande échelle en médecine
vétérinaire. Mais la recherche avance trés vite et on devrait voir apparaitre de plus en plus
d’utilisation des cellules souches chez I’Homme dans les années a venir.
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