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Article abstract

Recent unexpected observations in adult rodents that stem/progenitor cells
located in the bone marrow, but also in other tissues, could, after their
transplantation to an irradiated host contribute to the regeneration of
damaged organs such as brain, liver, pancreas or muscle, have raised much
hope for future therapeutic applications. These data have also initially been
interpreted as a proof of a possible transdifferentiation or plasticity of adult
stem cells located in these tissues. Additional experiments rigorously analyzed
have tempered initial enthusiasm, by showing that if marrow cells do migrate
in damaged muscles and liver, their contribution to organ repair is low, and in
some cases, explained by cell fusion. Nevertheless, among bone marrow cells,
two categories of stem cells now emerge that have a potentially tremendous
interest in cell therapy, if we succeed in understanding how to purify, amplify
and differentiate these more efficiently and reproducibly.
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> La médecine classique ne sait pas réparer les tis-
sus vitaux comme le foie, le cerveau, les muscles
ou le pancréas lorsqu’ils sont atteints par un pro-
cessus pathologique ou une dégénérescence liée a
I’dge. Méme si ces tissus contiennent des cellules
souches, celles-ci ne remplissent pas cette mis-
sion de réparation spontanément, et on ne sait ni
les isoler, ni les activer ex vivo. On comprend donc
I’enthousiasme soulevé par I'observation selon
laquelle les cellules de la moelle osseuse - qui
contient entre autres les cellules souches hémato-
poiétiques utilisées en transplantation depuis des
décennies - participaient a la formation d’autres
tissus, dont le foie, le muscle et le cerveau, et bien
d’autres encore. C’était le début de la fulgurante,
mais éphémeére, carriere de deux mots, « plasti-
cité » et « transdifférenciation », mais également
d’une campagne médiatique imprudente et source
de grande confusion, promettant pour demain la
régénération de tous nos organes, espoir déguisé
d’immortalité. Maintenant que les mécanismes
sous-jacents G ces observations commencent a
€tre mieux compris, que la réalité d’une applica-
tion thérapeutique efficace immédiate s’estompe,
on peut tenter de faire, dans la sérénité, le point
sur ces acteurs virtuels que sont les cellules
souches, sur ce que nous disent réellement les
expériences, et pourquoi elles ont entrainé tant de
controverses. <

Une histoire surprenante

Cellules souches
tissulaires adultes:
seing is not being

Laure Coulombel
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€n janvier 1999, une publication tonitruante de Bjornson
dans Science prétendait que des cellules de « neuro-
sphéres » - agrégats cellulaires sphériques résultant de
la prolifération in vitro de progéniteurs immatures issus
du cerveau (striatum) de souris adultes - produisaient
des cellules sanguines fonctionnelles lorsqu’elles étaient
injectées par voie intraveineuse a une souris irradiée [1].
C’était le brain to blood, mettant au grand jour une pos-
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nichée dans un tissu

donné n’engendre que les seules cellules spécialisées de
ce tissu, et ne peut pas adopter dans sa descendance le
destin de deux feuillets embryonnaires différents. Depuis
15 ans, on sait que les cellules souches mésenchyma-
teuses cotoient les cellules souches hématopoiétiques
dans la moelle osseuse et, depuis 1997, on avait
quelques soupgons sur la participation de cellules de la
moelle osseuse a de nombreux tissus, cellules gliales
dans le cerveau [2, 3], mais aussi cellules musculaires
[4,5] (+). Mais il semble que Iarticle de Science ait joué
le role de catalyseur entre 1999 et 2002, inaugurant une
série de descriptions inattendues: marrow to liver [6-8],
marrow to muscle [9], muscle to blood [10, 11] et blood
to brain [12, 13].

Le plus surprenant est de n’avoir fait ces observations
que récemment, alors que le protocole expérimental uti-
lisé est celui, fort simple, d’une transplantation, par voie
intraveineuse, de cellules de la moelle osseuse (ou d’un
autre tissu) d’un donneur mdle & un receveur femelle
généralement irradié. Plusieurs semaines ou plusieurs
mois aprés la greffe, les tissus du receveur sont analysés
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par immunohistochimie, a la recherche de cellules issues
du donneur et co-exprimant des marqueurs spécifiques
des tissus étudiés. La surprise a été de constater, apres
transplantation médullaire, la présence dans plusieurs
organes comme le foie [7, 9, 14], le cerveau [12, 13] ou
le muscle [4, 5, 8] (»), et maintenant beaucoup
d’autres, en particulier ceux ayant une composante épi-
théliale (poumon, intestin, rein...) [15-17] (=), de cel-
lules spécialisées de ce tissu mais provenant du donneur,
et donc d’un tissu, la moelle, qu’on ne soupgonnait pas
étre investie d’un tel potentiel. Aussi stupéfiant, I'éta-
blissement d’un chimérisme hématopoiétique a été mon-
tré aprés greffe de cellules provenant du muscle [10, 11]
ou du cerveau [1]. Ces observations, faites initialement
chez le rongeur, puis, pour certaines, confirmées chez
I’lhomme (examen post-mortem de tissus de receveurs de
greffes de moelle osseuse), démontraient donc que des
cellules souches présentes dans un tissu donné, et dont
on pensait le potentiel restreint a ce seul tissu, étaient
capables d’en exprimer un autre, pour peu qu’elles soient
exposées a un environnement différent. Cest ce que
désignaient les termes « plasticité » et/ou « transdiffé-
renciation ». Malgré des mises en garde précoces [18,
19] contre une interprétation imprudente et peu rigou-
reuse d’observations expérimentales tres préliminaires et
incompletement explorées, leur exploitation médiatique
a un temps investi ’lhomme du privilege des salamandres
(=), c’est-a-dire d’une possible autorégénération facile
de ses organes malades [20, 21].

Les analyses plus rigoureuses effectuées depuis, y com-
pris par les auteurs des publications initiales, ont
confirmé la solidité de « vieux concepts » qui ne s’en
laissent pas conter, et n’ont trouvé aucune preuve de
« transdifférenciation » stricto sensu, dont la réalité
s’estompe. €n revanche, clin d’ceil au « clonage théra-
peutique », la formation d’hétérocaryons par fusion cel-
lulaire, un événement fréquent chez I'adulte, offre un
autre exemple de transfert nucléaire et de re-program-
mation aux effets bénéfiques, mais dont I'exploitation
thérapeutique est également trés incertaine.
Heureusement, il nous reste a confirmer I"existence d’une
nouvelle cellule souche et a tirer au clair d’autres obser-
vations dont la possibilité d’un potentiel hématopoié-
tique extra-médullaire. Ironie rassurante, tous ces tra-
vaux ne doivent rien a la technologie, mais tout aux
approches « ancestrales » de biologie cellulaire ol I’ ceil,
Iimagination et le temps sont irremplacables.

Qu’est-ce qu’une cellule souche?

A I’exception des embryologistes et des scientifiques
s’occupant de plantes (=) ou de « mouches » (=), ceux
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d’entre nous qui étudient les cellules souches adultes
n’en ont jamais vu. Elles sont rares et n’expriment aucun
marqueur de surface spécifique [22, 23]. Elles partagent
certains antigénes (CD34, Thy-1, (D133, FIk-1, Sca-1, c-
kit) qui ne leur sont pas spécifiques. Deux propriétés les
distinguent de leur descendance plus mature: beaucoup
sont capables d’exclure le colorant vital Hoechst (Ho)
33342, qui se fixe sur les molécules d’ADN et, de ce fait,
permet d’analyser le cycle cellulaire. Mais si I’analyse de
I’émission de fluorescence du Ho excité dans I'ultravio-
let (350 nm) est faite simultanément dans deux lon-
gueurs d’onde (450 et 675 nm), on peut identifier une
petite population de cellules trés faiblement fluores-
centes, appelées SP (side population) [24]. Ces cellules
SP expulsent le colorant grace a I’expression de transpor-
teurs de la famille ABC (ATP-binding cassette transpor-
ter) ou MDR (multidrug resistance) et sont, dans plu-
sieurs tissus, trés enrichies en cellules souches. Enfin, la
quiescence des cellules souches, identifiable par leur
capacité de rétention d’intercalants de I’ADN comme le
BrdU (administré a animal ou aux cultures), est souvent
utilisée pour les reconnaitre sur coupes histologiques
(LRC, label retaining cells), notamment dans 'épiderme,
I'intestin ou le cerveau, et les distinguer de leurs descen-
dants immédiats, les transit-amplifying cells, ou progé-
niteurs en phase proliférative [25].

Dans certains tissus ol les cellules souches sont profon-
dément enfouies, leur localisation anatomique tres pré-
cise et leur rétention de BrdU permettent de les repérer
histologiquement et d’en suivre le devenir (Figure 1).
Ainsi, les cellules souches communes aux kératinocytes
et aux composants du poil se nichent au niveau de I'im-
plantation du muscle érecteur du poil [26], les cellules
souches intestinales presque au fond de la crypte intes-
tinale [27], les cellules progénitrices du muscle dans la
zone bordant la fibre musculaire, d’ou leur nom de satel-
lites [28], les cellules souches neurales dans la zone
sous-ventriculaire du plancher du 1V® ventricule et dans
le gyrus denté de I’hippocampe (=) [25], et les cellules
ovales au niveau des canaux de Hering [29]. Mais il en va
différemment pour les cellules souches hématopoié-
tiques et mésenchymateuses, accessibles a la purifica-
tion, car la moelle osseuse est un tissu « fluide » et que
les premieres circulent en grand nombre [30] (Figure 1).
Cette absence de critéres de reconnaissance spécifiques
et leur difficile acces tissulaire expliquent I'impossibilité
de purifier a homogénéité les cellules souches, et donc les
limites de I"analyse transcriptionnelle de ces populations.
Aucun transcrit spécifique ne distingue cette fonction
« souche », comme le montrent plusieurs analyses
récentes du transcriptome de cellules enrichies en CSH
(cellules souches hématopoiétiques), NSC (neural stem



cells) ou €S (cellules souches embryonnaires), mais une  qu’écrivait déja Chris Potten en 1990 [22] (voir encadré,

communauté de génes dont la transcription est particu-  page suivante). La fonction des cellules souches est de

lierement active a ce stade immature et qui controlent le  proliférer et de créer chez ’embryon, ou pérenniser chez

métabolisme des ARN, la réparation de I’ADN, les voies de  I'adulte, la diversité des compartiments fonctionnels

signalisation en aval du récepteur Notch, des récepteurs  d’un tissu durant la vie de I’individu, en produisant un large spectre de
de cytokines, et les effecteurs du cycle cellulaire [31, cellules différenciées.

32]. Quel que soit le tissu considéré, faute de critéres de  Bien avant d’en prouver 'existence expérimentalement, on avait intuitive-
reconnaissance spécifiques, les cellules souches ne peu-  ment postulé I'existence de cellules souches multipotentes chez I"adulte pour
vent donc étre identifiées que par leur fonction [33], ce  expliquer le renouvellement permanent et rapide (environ tous les mois) d’au
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moins trois de nos tissus: la

peau, I'intestin et le tissu
A CELLULES SOUCHES DES TISSUS A RENOUVELLEMENT RAPIDE hématopoiétique. La pro-
priété  d’autorenouvelle-
ment, qui colle historique-

o2

Lumiére

ment au terme « cellule

E'piderme F *
'

go <

Figure 1. Localisation anato-

SYNTHESE

mique des cellules souches dans
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pilleux ’g % Fond
de la crypte

nisme. A. Trois tissus ont un

renouvellement rapide (1-2

mois): les cellules souches y
Epiderme Intestin Cellules sanguines fonctionnent ainsi en perma-
(30 jours) (108 cellules/jour) (1012 globules/jours) nence pour renouveler les cel-
lules de la peau (et du systéme
B  CELLULES SOUCHES DES TISSUS NE SE RENOUVELANT PAS OU PEU pileux), des villosités intesti-
nales et du systeme hémato-
poiétique. Dans la peau et la
crypte intestinale, les cellules
souches ont été localisées de

Hépatocytes
e fagon précise (pointes de fleche

rouges) sur coupes histolo-
Cellule souche
interstitielle
Cellule SP?

giques, notamment grdce a leur

capacité de rétention d’un inter-

A _ Celluleovale calant de PADN (BrdU). Les
Cellule satellite

& fleches vertes indiquent les
-

- et directions de la migration des
Muscle Foie cellules vers la surface épider-
Fibre

mique et la lumiére intestinale

multinucléee

Plancher du IV€ lors de leur différenciation. B.

ventricule Dans les tissus quiescents, a

faible renouvellement, des cel-

29 lules souches sont présentes,
F
Cellule leur localisation est également
souche

précise, mais leur fonction est

moins bien définie. On en dis-
Hippocampe

tingue deux types dans le muscle
Cerveau Coour (les cellules satellites, peut-étre

distinctes des cellules intersti-

tielles SP) ainsi que dans le foie (les cellules ovales et les hépatocytes, si I'on admet que les hépatocytes ont une fonction de cellule souche). Dans le cerveau, le
marquage BrdU a localisé des cellules souches dans le plancher du IV¢ ventricule et dans le gyrus denté de ’hippocampe. Quant au ceeur, on peut se poser la ques-

tion de la signification d’une cellule souche.
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Attributes of stem cells

(from Potten and Loeffler, 1990 [22])

Stem cells are defined by virtue of their functional
attributes. This immediately imposes difficulties since
in order to identify whether a cell is a stem cell or not
its function has to be tested. This inevitably demands
that the cell must be manipulated experimentally
which may actually alter its properties.

The second problem is that adjectives must be used to
describe a function and such words may be open to
various interpretations.

We would define the stem cells as undifferentiated
cells capable of (1) proliferation, (2) self mainte-
nance, (3) production of a large number of differen-
tiated functional progeny, (4) regenerate the tissue
after injury, (5) flexibility in the use of these options.

souche », mais reste le plus souvent invérifiable [34], avait

I’avantage d’expliquer comment un si petit nombre de cel-
lules pouvait fonctionner si longtemps (une seule cellule souche épidermique
peut reconstituer une « unité » épidermique, moins de 4-5 cellules souches
intestinales I’ensemble d’une villosité intestinale et une CSH I'ensemble des
lignées sanguines). Aucune de ces deux propriétés - multipotence, et autore-
nouvellement - n’est absolument requise pour affirmer le caractere
«souche » d’une cellule ; celle-ci doit en revanche fonctionner a long terme,
et donc étre capable d’un

exigences: I'une est de placer cette cellule souche dans des
conditions qui permettent I'expression de toutes ses capaci-
tés de prolifération et de différenciation [33], ce qui n’est pas
simple, compte tenu de la multiplicité des « environnements »
cellulaires requis pour chaque voie de différenciation, de leur
spécificité, et de leur fréquente incompatibilité. La seconde
exigence est d’analyser les cellules individuellement, par la
manipulation de cellules uniques ou le suivi d’'un marqueur de
clonalité [23, 35, 36]. Cette analyse clonale est imposée par
I’hétérogénéité des tissus de départ et par I'impossibilité
d’une purification a homogénéité des cellules souches, un
phénotype n’étant jamais le reflet fidéle d’une fonction. Si ces
contraintes expérimentales ne sont pas satisfaites, il est
impossible de définir avec certitude le potentiel des cellules
analysées, et donc a plus forte raison de conclure a leur
« transdifférenciation ». Or, ces contraintes sont rarement
satisfaites, ce qui devrait nous inciter a plus de prudence dans
nos conclusions: comment étre stir que les conditions expéri-
mentales choisies permettront a une CS d’exprimer ’'ensemble
de ses potentiels, puisqu’on ne les connalt pas a priori?
Comment étre s{ir aussi qu’on n’altere pas ces propriétés par
la manipulation des cellules ou des animaux receveurs?

Cellules souches vraies,

cellules souches virtuelles ?

Les cellules souches hématopoiétiques représentent
peut-étre le seul exemple de cellules souches multipo-

grand nombre de divisions

cellulaires. Cest cette pro-
priété qui distingue une cel- AT >
lule souche de ses descen- Cellules

a tester + Avantages sélectifs

dants directs, les « progéni-
teurs », dont le nombre pos- A e
sible de divisions et le %g’
potentiel sont amputés en

comparaison de ceux de la .1

cellule parentale. Pourtant, - """°> |.. Seq I

I'usage a abusivement réuni

Reconstitution environnement tissulaire

A
2-6 mois Contribution tissulaire
— " z (reconnaissable

par analyse histologique
ou par la fonction)

Durée longue

5-10 semaines “') Production de cellules
' ' " différenciées

(analyse par cytofluorométrie

ces deux catégories cellu- Cytokines + cellules stromales ) ou par la fonction)

laires sous la méme appella-

tion de « cellule souche ». Identifcation des cellules souches a posteriori

Toute la difficulté est donc

d’ordre expérimental.  Figure 2. Identification expérimentale des cellules souches. U'identification d’une cellule souche ne peut se faire
Acquérir la preuve qu’une  que de maniére rétrospective et indirecte, par la mise en évidence de ses propriétés de prolifération et de diffé-
cellule est «souche » néces-  renciation. Uexpression de ces propriétés in vitro ou in vivo (aprés transfert a I’animal) sera reconnue par la pro-
site de caractériser sa des-  duction de cellules différenciées identifiables par leur phénotype (cytométrie, histologie) ou par leur fonction.

cendance, in vitro et/ou in  ’animal receveur a généralement un avantage sélectif qui facilite le développement des cellules greffées, irra-

vivo: il s’agit donc d’une  diation pour détruire les populations endogenes et libérer les « niches » dans le cas des cellules satellites ou des

identification indirecte et  cellules hématopoiétiques, ou Iésion de I'organe cible. In vitro, la différenciation des cellules souches ne peut se

rétrospective (Figure 2).  faire qu’en présence de molécules appropriées, cytokines ou signaux émanant de cellules stromales, reproduisant
Celle-ci doit répondre adeux  I’équivalent de I’environnement qui prévaut in vivo.
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tentes physiologiques identifiées de facon indiscutable a
I’échelon clonal, in vivo comme in vitro chez I'animal
adulte. Une seule cellule, de phénotype Sca-1"c-kit"Lin®
Thy-1*, injectée a une souris irradiée, ou cultivée in vitro,
peut produire 'ensemble des lymphocytes et des cellules
myéloides différenciées nécessaires a la restauration
définitive d’un statut hématologique normal, mais éga-
lement des cellules souches capables a leur tour de
reconstituer le systeme hématopoiétique d’un receveur
secondaire irradié [23, 35]. Il ne s’agit pas stricto sensu
d’un « autorenouvellement », puisqu’on ne peut pas
démontrer I'identité moléculaire de la cellule fille et de
la cellule parentale, mais d’un autorenouvellement
« fonctionnel » ou plutot d’une capacité de reconstitu-
tion « a long terme » [34]. Chez ’homme, la multipo-
tence lymphoide et myéloide de cellules uniques a été
démontrée in vitro, comme in vivo dans un modele murin,

sans toutefois que I’on puisse affirmer 'identité de ces (=) mss
cellules et de celles qui fonctionnent physiologiquement 2001, n°1,
ou apres greffe [36]. p- 128
Toujours dans la moelle osseuse, une seconde population

parfaitement identifiée est celle des cellules souches
mésenchymateuses, a I’origine des cellules osseuses,
cartilagineuses, stromales, adipocytaires et probable-

ment musculaires (Figure 3); leur multipotence a été

prouvée a I"échelon unicellulaire [37], et elles font déja

partie de "arsenal thérapeutique des orthopédistes [38]

(). Une cellule aux propriétés similaires vient d’étre

décrite dans la membrane synoviale [39].

Une troisieme population, les MAPC (multipotent adult progenitor cell),
dont Iidentification en juillet 2002 constitue la véritable percée de ces
dernieres années, ont un potentiel infiniment plus vaste que celui des
deux précédentes [40], proche cette fois de celui de cellules €S, ce qui
en fait une cible thérapeutique majeure (Figures 3 et 4). Leur localisa-
tion n’est probablement

pas restreinte a la moelle

Hépatocytes ] Endoderme osseuse [41]. In vivo,

Neurones apres leur injection @ un
dopaminergiques | Fetoderme receveur irradié, elles
)

CS MAPC Myoblastes - peuvent coloniser de mul-
squelettiques tiples tissus et adopter
Ostéoblastes Mésoderme leurs  caractéristiques
Chondroblastes phénotypiques et fonc-
Adipocytes i tionnelles,  confirmant
€S mésenchymateuse qu’une cellule adulte peut
adopter le destin de cel-
lules issues pendant la vie

, . Cellules . .
Hémangioblaste e endothéliales embryonnaire de feuillets
embryonnaires différents.
Placée in vitro dans des
conditions adéquates en
cytokines et nutriments,
ces MAPC adoptent un
CS hématopoiétique destin d’hépatocytes
e (endodermiques), de cel-
hématopoiétiques lules endothéliales et

hématopoiétiques (méso-
dermiques) et probable-
ment de neurones et de

oS\ 1
o o

‘ Meg mllques). (Fllgl.lre ,4). In

- vivo, micro-injectée dans

un blastocyste de souris,

cellules gliales (ectoder-

Figure 3. Filiation proposée pour les différentes populations de cellules présentes dans la moelle osseuse. Ce ~ une seule de ces cellules

schéma, qui fait des MAPC (multipotent adult progenitor cell) les ancétres de toutes les populations hémato- ~ contribue a la formation

poiétiques et mésenchymateuses présentes dans la moelle osseuse, est encore spéculatif. €n particulier, la filia- de tous les tissus du nou-

tion des progéniteurs endothéliaux et de I’lhémangioblaste est encore mal définie. CS: cellule souche; GR: globule veau-né, a I'exception du

rouge; PN: polynucléaires neutrophiles; NK: natural killer; Mo: monocytes; Meg: mégacaryocytes; T, B: lympho-  tissu nerveux. Surtout,

cytes T et B; Dend: cellules dendritiques.
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pauvre en sérum additionné de cytokines comme le FGF
(fibroblast growth factor), le PDGF (platelet-derived
growth factor) et le LIF (leukemia inhibitory factor) et
dans des conditions de densité cellulaire faible, une telle
cellule peut proliférer a I’état indifférencié sans subir de
sénescence réplicative pendant plus de 100 doublements
(Figure 4). Ce comportement lui confére un intérét théra-
peutique majeur, parce qu’il permettrait d’accumuler un
nombre important de cellules indifférenciées pouvant
€tre conservées dans cet état, et dont on pourrait induire
la différenciation en fonction du besoin. C’est I'expéri-
mentateur qui, par son choix des conditions de culture, imposerait a la
cellule son devenir. De telles caractéristiques les apparentent fonction-
nellement aux cellules €S embryonnaires, avec lesquelles elles partagent
certains marqueurs moléculaires restreints jusqu’a maintenant aux cel-
lules souches €S (Oct-4, Rex), et donc absents des cellules souches
adultes connues. L'étude a été réalisée a I’échelon clonal, ce qui garan-
tit la réalité de la diversité

tence » ? Doit-on exiger la création d’une diversité fonc-
tionnelle en principe terminée & la naissance? (voir la
Nouvelle de M. Lemasson et P.M. Lledo, p. 664 de ce
numéro). Les « neurosphéres », expression de la prolifé-
ration clonale et de I’autorenouvellement de cellules
mutipotentes, qui pour certains représentent des progé-
niteurs et non pas des cellules souches, constituent un
« artéfact » de culture qui n’a aucune contrepartie in
vivo [47]. La dérive de ces cellules, qui proliférent « a
I’infini » en réponse a des cytokines puissantes comme le
FGF ou I'€GF (epidermal growth factor), pourrait expli-
quer qu’elles aient pu acquérir un potentiel aberrant a
I’origine des observations de Bjérnson en 1999, observa-
tion qui n’a pour I'instant jamais été reproduite [48].

Le foie constitue un cas a part: d’apres les criteres énon-
cés ci-dessus, il ne serait pas faux de qualifier les hépa-
tocytes, dont on connaft la remarquable (et unique)

des potentiels, mais il
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capacité de réparation du tissu hépatique, de « cellules
souches ». Quant aux cellules ovales (voir 'encadré de Y.
Laperche, p. 697 de ce numéro), trés rares, encore mys-
térieuses, elles constitueraient une sorte de réserve de
« cellules souches/progéniteurs » prenant le relais si les
hépatocytes ne pouvaient remplir leur mission de répara-
tion [29]. La cellule souche pancréatique adulte reste
quant & elle une énigme (voir ['encadré de R.
Scharfmann, p. 695 de ce numéro). Enfin, dans le muscle,
les cellules satellites sont indiscutablement capables, en
cas de besoin, de donner naissance a des myoblastes qui
fusionneront en myotubes, mais leur capacité de prolifé-
ration est limitée et leur potentiel restreint aux cellules
musculaires (voir I’encadré de V. Mouly, p. ?2?). Dans les
espaces situés entre les fibres musculaires, on identifie
un autre progéniteur, de phénotype CD45°CD34"Sca-1°,
peut-étre proche des cellules SP excluant le Hoechst, et
dont le potentiel dépasse la seule lignée musculaire et
serait proche de celui des cellules mésenchymateuses
[49]. Cellules ovales et satellites sont peut-&tre plus
proches de progéniteurs déja spécialisés que de cellules
souches véritables [28]. Il est enfin intéressant de
constater que les hépatocytes peuvent étre tétraploides
normalement et que les cellules différenciées du muscle,
les myotubes, sont des cellules multinucléées, dont la
genése implique une étape de fusion cellulaire, un pro-

cessus qui est a 'origine de beaucoup des données abu-
sivement interprétées comme une « transdifférencia-
tion » (voir plus loin).

Pour certains organes, comme le cceur ou le rein, dont la
fonction impose, plus que la spécialisation d’un seul
type cellulaire, 'organisation tridimensionnelle com-
plexe de cellules épithéliales, endothéliales et muscu-
laires, on peut s’interroger sur la notion de cellule
souche. 'amélioration de la performance ventriculaire
post-infarctus apres administration de précurseurs
endothéliaux et/ou musculaires (y compris squelet-
tiques) qui n’ont pas de spécificité cardiaque en sont
une illustration.

La moelle osseuse: une caverne d’Ali-Baba?

La moelle osseuse, comme tous les tissus, contient de

multiples cellules souches et progéniteurs. L'expression

« cellules souches médullaires » ne désigne pas une

entité unique, et la méconnaissance de cette hétérogé-

néité a beaucoup contribué aux fausses interprétations qui ont pu étre

données des expériences récentes de transplantation médullaire.

Il'y a dans la moelle osseuse (Figure 5) un compartiment extra vascu-

laire contenant des cellules souches trés minoritaires ayant chacune un

potentiel de différenciation spécifique et, pour certaines d’entre elles,

leur descendance, progéniteurs (cellules dont le potentiel de proliféra-
tion et de différenciation

Innervation

Progéniteurs
tissulaires
circulants

Périoste

Cellules souches mésenchymateuses + descendance

Figure 5. Anatomie de la moelle osseuse. Le tissu médullaire présent dans la cavité médullaire des os longs est tres
vascularisé (vaisseaux représentés en rouge), et de nombreuses populations cellulaires, dont des cellules souches,
y circulent en permanence et contaminent inévitablement tout prélevement médullaire. Dans le parenchyme extra-
vasculaire, on trouve au moins trois populations de cellules souches, les MAPC (multipotent adult progenitor cell),
les cellules souches mésenchymateuses et les cellules souches hématopoiétiques. Ces cellules sont extrémement

minoritaires par rapport a leur descendance, représentée par les progéniteurs et les précurseurs.
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est déja restreint) et pré-
curseurs (différenciés et
0Os spongieux reconnaissables morpho-
logiquement). Mais la
moelle est tres vasculari-
sée et, a ces populations

présentes dans le paren-

MAPC +
descendance
chyme extravasculaire, il
¥oscularisation faut ajouter celles qui cir-
culent en intravasculaire,
mais ne résident pas dans
Cellules souches
hématopoiétiques
+descendance

la moelle osseuse [30];
elles contaminent les pré-
levements de moelle os-
seuse (ou tout autre tissu,
musculaire, par exemple).
Peut-étre est-ce le cas
des de type
« ovales hépatiques »

cellules

dont la présence vient
d’étre décrite dans la
moelle osseuse [50] ?

Cest en ayant a I’esprit
cette structure tissulaire
que doivent étre interpré-
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tées les observations, faites chez I’animal comme chez
’lhomme, démontrant I'origine médullaire de cellules
ovales et d’hépatocytes, de cellules musculaires (satel-
lites et myotubes), de neurones ou de cellules épithé-
liales contribuant a des tissus aussi divers que I’épithé-
lium buccal, le rein ou les poumons. Quelle est, dans la
moelle osseuse, I'origine de ces cellules? S’agit-il de
progéniteurs hépatiques ou musculaires spécifiques rési-
dant ou transitant dans la moelle osseuse, ou s’agit-il de
I’expression du potentiel d’une cellule souche multipo-
tente? Dans ce dernier cas, s’agit-il d’'une CSH, d’une
MAPC ou d’une cellule souche mésenchymateuse? Ou,
comme cela est maintenant démontré, d’un hétéroca-
ryon résultant de la fusion, in situ, d’une cellule hémato-
poiétique différenciée (probablement un macrophage
tissulaire issu naturellement de la moelle osseuse) avec
une cellule tissulaire différenciée?

L'implication des CSH classiques dans la production
d’hépatocytes et de neurones est maintenant écartée, et
elle I'est dans le cas du foie par le groupe de Weismann
qui avait initialement suggérée. Deux arguments plai-
dent en cette défaveur. Des cellules de phénotype Lin”
Sca-1"Thy-1*c-kit* provenant de souris transgéniques
pour le géne GFP, et injectées individuellement par voie
intraveineuse a des souris irradiées, reconstituent I’en-
semble des lignées hématopoiétiques, mais ne partici-
pent qu’exceptionnellement a des tissus non hémato-
poiétiques [35]. Pourtant, cette méme équipe avait
décrit, dans un modéle murin de cytolyse hépatique
grave (modéle de tyrosinémie par déficit en fumaryl acé-
toacétate hydrolase, FAH), la restauration de la fonction
hépatique apres transplantation d’un petit nombre de
cellules médullaires ayant un phénotype de CSH, et la
présence d’hépatocytes exprimant des marqueurs du
donneur [7] (=). Il s’avere aujourd’hui que ces « hépa-
tocytes » d’origine médullaire étaient des hétérocaryons
créés par la fusion entre des probables cellules de
Kupffer provenant des CSH greffées et des hépatocytes
malades; le fait remarquable est que cette fusion induit
une reprogrammation des noyaux de macrophages que
traduit la synthese de FAH par les hétérocaryons, et que
ces hépatocytes polyploides restaurent la fonction
hépatique de receveurs Fah”~ secondaires, voire ter-
tiaires [45, 46] ().

D’autres groupes ont également décrit la contribution de
cellules d’origine médullaire a des tissus épithéliaux
aprés transplantation: dans les expériences de Krause,
également réalisées avec des cellules uniques, la restau-
ration hématopoiétique est complete, et la descendance
des cellules injectées colonise des tissus épithéliaux tels
que le poumon, I’intestin ou la peau, et y expriment des
marqueurs épithéliaux [15] (=). Mais les équipes de
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Krause et Weismann ne travaillaient pas avec la méme
population de cellules médullaires. La premiére utilisait
des cellules sélectionnées sur leur capacité de homing,
dont on ne connaissait pas le phénotype immunologique:
elles provenaient en effet de la moelle osseuse de rece-
veurs primaires ayant recu 48 heures auparavant des cel-
lules de moelle osseuse Lin™. Il est donc vraisemblable
que les populations utilisées dans les deux études soient
différentes fonctionnellement, et que celles de I’équipe
de Krause soient proches des MAPC de I’équipe de
Verfaillie, ces cellules ayant le potentiel le plus large
aprés transplantation [40]. La contribution d’une fusion
cellulaire a ces observations n’a pas été mesurée.

Nous serions donc en présence de trois populations rares
de cellules souches, toutes issues de la moelle osseuse,
toutes multipotentes, toutes identifiées a I’échelon clo-
nal, peut-étre apparentées, et dont aucune n’a le méme
potentiel! C'est I'illustration de la difficulté qu’ont les
biologistes cellulaires a comparer les propriétés de
populations sélectionnées sur des critéres différents,
analysées in vivo dans des modeles animaux différents,
avec des critéres d’évaluation différents (la controverse
récente publiée dans Science en février 2003 a propos des
artéfacts liés a I'utilisation des traceurs comme la GFP ou
LacZ en est une illustration), et interprétés dans des
laboratoires différents.

Différenciation épithéliale ou fusion cellulaire, le pro-
bléme est posé ici aussi. Les cellules mésenchymateuses
de moelle osseuse peuvent fusionner avec les cellules
épithéliales de I'arbre respiratoire dans une proportion
qui peut atteindre 25 % [44], ou avec des myoblastes,
contribuant a la constitution de myotubes. Mais dans le
cas du chimérisme de I’épithélium buccal observé apres
greffe de cellules de moelle osseuse, qui atteint parfois
des proportions importantes (jusqu’a 12 % [16]), les
auteurs ont pris grand soin d’éliminer la possibilité d’une
fusion et I'affirment haut et fort. Une différenciation
épithéliale de cellules d’origine médullaire est donc pro-
bable. Que celle-ci soit facilitée par des signaux émis en
réponse a une |ésion tissulaire est suggéré, et méme par-
fois démontré. C'est ainsi le cas du muscle, dans lequel
les cellules de moelle osseuse migrent dans les niches des
cellules « satellites » et y restent quiescentes jusqu’a
leur induction par une Iésion musculaire [8]; ce réle a,
en revanche, été infirmé dans le cas du foie [51]. Plus
que la lésion, c’est peut-étre 'activité proliférative du
tissu qui explique I'importance du chimérisme dans cer-
tains tissus, par exemple au niveau de I’épithélium buc-
cal qui est en constant renouvellement [16]. €nfin, il ne
faut pas négliger 'impact de irradiation du receveur,
pratiquement constante, qui accroit la perméabilité vas-
culaire et facilite la pénétration tissulaire.



Les vieux concepts ont encore cours

A ’heure oll ce texte est rédigé, nous n’avons pas une
compréhension encore claire de tous les mécanismes mis
en jeu. Mais il n’y aura probablement pas de révolution
« conceptuelle » majeure. Nous sommes loin de "axolotl
et de I’hydre d’eau douce, deux petits organismes qui
régénerent facilement une partie sectionnée de leur
corps [21, 52] en stimulant une réserve de cellules
souches indifférenciées (hydre) [52] ou en déclenchant
la dé-différenciation puis la re-différenciation de cel-
lules différenciées (salamandre) [21]. Chez les rongeurs,
modele animal le plus souvent utilisé, et probablement
chez 'homme, I’hétérogénéité tissulaire peut expliquer
beaucoup des données exposées ci-dessus, et la situa-
tion est peut-étre relativement simple: chaque tissu,
dont la moelle osseuse, hébergerait trois types de cel-
lules « souches ». €n premier lieu, des cellules souches
spécialisées qui ne peuvent emprunter qu’une voie de
différenciation, celle qui aboutit aux cellules du tissu
dans lequel elles résident (cellules SP et cellules satel-
lites du muscle, cellules ovales du foie, CSH, cellules
souches épidermiques, cellules souches sous-ventricu-
laires du systéme nerveux central, SNC). Certaines de ces
cellules peuvent étre vraiment qualifiées de « cellules
souches » si elles engendrent une diversité fonctionnelle
dans leur descendance (c’est le cas pour les CSH et les
cellules neurales) et/ou peuvent fonctionner a long
terme. |l existerait aussi dans de nombreux tissus des
cellules souches multi-tissulaires, de type MAPC, dont on
pourrait peut-étre rapprocher les cellules souches
mésenchymateuses, présentes également hors de la
moelle osseuse et dont le potentiel est fort large [39].
Enfin, un prélévement tissulaire peut étre contaminé par
des cellules souches circulantes présentes dans le com-
partiment vasculaire irriguant le tissu donné, et qu’il est
souvent impossible d’éliminer (=).

Cette contamination explique peut-étre la reconstitu-
tion hématopoiétique observée aprés transplantation de
cellules du muscle squelettique. Les cellules satellites et
autres progéniteurs musculaires sont trés minoritaires
dans un prélévement de muscle, et il est possible, mais
peut-€tre pas systématique, qu’une contamination par
une CSH circulante, une CSH résidant dans le muscle
(comme I’a démontré Ogawa [53, 54]) ou encore une
cellule de type MAPC explique les résultats. Travailler
avec des cellules individuelles est infiniment plus com-
pliqué dans le cas du muscle que dans le cas de cellules
médullaires [8].

Enfin, on sait que certaines cellules hématopoiétiques
(notamment les macrophages) migrent dans tous les tis-
sus, et plusieurs articles récents ont confirmé qu’un
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mécanisme de fusion cellulaire est bel et bien respon-
sable d’une partie du chimérisme observé aprés greffe de
moelle osseuse. Deux articles parus dans la revue Nature
avaient semé le doute en 2000 en révélant la réalité du
processus de fusion s’opérant entre cellules embryon-
naires €S et cellules adultes en culture et conférant aux
premiéres les propriétés des secondes [42, 43]. Ce
mécanisme contribue effectivement au chimérisme
observé apres greffe de moelle osseuse dans des organes
comme le cerveau [55, 56] ou le foie [45, 46]. Il semble
que ce processus fusionnel suffise a lui seul a expliquer la
restauration de la fonction hépatique des souris FAH"
apres greffe de moelle; ce ne serait pas le cas dans le
cerveau, le muscle ou d’autres épithéliums, ou un autre
mécanisme interviendrait également; mais les difficul-
tés techniques rencontrées dans I’évaluation de la ploi-
die des noyaux incitent a la prudence.

Cellules souches: réalité thérapeutique ?

Soulignons d’emblée qu’il importe de distinguer deux
situations trés différentes: la premiére est celle des
maladies dégénératives disséminées, ou touchant un
organe essentiel, que I'on pouvait espérer améliorer
grace a des cellules souches ayant le pouvoir intrinseque
de reconstituer I’ensemble des populations constituant
I’organe. Une seconde situation, beaucoup plus réaliste,
et d’ailleurs déja exploitée, consiste a utiliser non pas
des cellules souches, mais des progéniteurs ou des pré-
curseurs déja engagés dans une voie de différenciation
et capables de réparer efficacement et rapidement un
dégdt limité (Figure 6).

Thérapies cellulaires utilisant des progéniteurs

Contrairement aux cellules souches, les progéniteurs
sont fonctionnels en quelques divisions, mais ont une
durée de vie limitée et ne peuvent donc théoriquement
pas fonctionner a long terme et réparer un organe de
fagon définitive. Cela ne constitue pas un handicap dans
le cas d’un tissu a renouvellement lent, ou dans une
situation transitoire avant une réparation endogene,
mais n’est pas applicable a la réparation d’un tissu a
renouvellement rapide. Beaucoup de ces progéniteurs
sont présents dans la moelle osseuse, accessible chez le
patient, réalisant une situation de greffe « autologue »
tres favorable. C'est le cas des progéniteurs mésenchy-
mateux, déja utilisés par les orthopédistes, ainsi que des
progéniteurs endothéliaux, dont I'origine est incertaine
(hémangioblaste médullaire, dont I’existence méme
n’est pas prouvée expérimentalement, MAPC ou cellule
souche mésenchymateuse), mais qui sont bien caracté-
risés phénotypiquement et fonctionnellement [57], et
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dont I'utilité dans le remodelage vasculaire des patholo-
gies ischémiques [58] et de I'infarctus du myocarde [59,
60] a été récemment reconnue. On peut également en rap-
procher deux démarches exceptionnelles, les greffes de
neurones feetaux dans certaines maladies neurodégéné-
ratives comme la maladie de Hungtington [61], ou celles
des flots B du pancréas dans le diabéte insulino-dépen-
dant [62].

Utilisation de cellules souches

Si on exclut les CSH et les cellules souches épidermiques
déjatrés utilisées avec succes, il faut bien reconnaitre que
les données scientifiques récentes ne vont pas changer la
donne a court terme.

Sur un plan théorique, on peut douter de I'efficacité d’une
utilisation thérapeutique de cellules souches adultes

issues de moelle osseuse (seul tissu concerné) dans un avenir proche: la
contribution de cellules médullaires a la reconstitution d’un foie [51] ou

d’un muscle 1ésé [63] est trop faible dans les expériences réalisées chez le

rongeur pour étre d’un quelconque bénéfice thérapeutique, et personne ne
songe réellement a utiliser cette approche dans les maladies neurodégé-
nératives. Que le chimérisme soit la conséquence d’une fusion cellulaire

introduit une incertitude supplémentaire, et méme si, expérimentale-

ignorons a peu pres tout et dont 'identification constitue
une voie de recherche essentielle. On ne peut qu’insister
sur cette démarche, d’autant qu’une utilisation thérapeu-
tique de signaux activateurs de cellules souches ne se
congoit pas seulement dans le cadre d’une greffe de cel-
lules isolées d’un autre organe, mais aussi dans celui de la
stimulation de cellules souches endogenes.

Cette alternative ne doit en effet pas étre négligée. On
connait depuis longtemps le pouvoir qu’ont les cellules
souches hématopoiétiques endogénes de restaurer tota-
lement le systeme hématopoiétique apres sa destruction
par une irradiation ou une chimiothérapie. On peut donc
envisager une réaction identique pour d’autres tissus dans
lesquels des cellules souches endogénes ont été identi-
fées, en particulier dans le SNC ou le muscle. S'il est irréa-
liste de penser aujourd’hui a les purifier et a les amplifier
ex vivo, il ne I’est probablement pas de les activer locale-
ment [64, 65]. Les succes récents dans les cas d’ischémie
cérébrale (=) ou d’encéphalite auto-immune (=) sont
prometteurs, et devraient stimuler les efforts visant a
identifier les signaux de I’environnement responsables de
I’activation des cellules souches et de leur migration
intratissulaire sur le lieu du déficit. ¢

ment, la « reprogramma-
tion » ainsi créée dans les
hétérocaryons restaure une
fonction hépatique nor-
male, leur instabilité géné-
tique probable compromet
leur avenir thérapeutique.

L'exploitation thérapeu-
tique des propriétés des
cellules de type MAPC reste
en revanche trés sédui-
sante; il reste cependant
nécessaire que d’autres
équipes confirment I'im-
mense potentiel de prolifé-
ration et de différenciation
de ces cellules. Il faudrait
alors apprécier le risque
tumoral, dont on sait qu’il
gréve Iutilisation des cel-
lules €S. Par ailleurs, cela
nécessitera d’apprendre a
maitriser la migration des
cellules greffées dans 'or-
gane et leur activation
locale [8], contrdlées par
des signaux environnemen-
taux probablement indé-
pendants, mais dont nous
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Progéniteurs
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Figure 6. Hiérachie des compartiments de cellules souches et de progéniteurs. La hiérarchie des cellules figure
dans la colonne de gauche: dans tous les tissus, les cellules souches multipotentes, douées d’une grande capa-
cité de prolifération, donnent naissance a des progéniteurs, dont la prolifération et le potentiel sont déja ampu-
tés, mais qui sont encore capables de remplacer efficacement des cellules spécialisées d’un tissu. Ces progéni-
teurs se divisent eux-mémes en précurseurs, souvent morphologiquement reconnaissables, différenciés, mais peu

capables de division et ayant une durée de vie tres limitée. Chacune de ces trois populations peut étre utilisée a

UTILISATION THERAPEUTIQUE

Remplacement permanent de I’ensemble du tissu
Efficacité retardée

- Cellules souches hématopoiétiques

- Cellules souches de la peau

- MAPC?

- Cellules souches mésenchymateuse ?

Remplacement transitoire des tissus

Efficacité rapide

- Précurseurs endothéliaux (infarctus)

- Précurseur flots B de Langherans

- Précurseurs ostéoblastiques/chondroblastiques
- Myoblastes

- Neurones feetaux

Remplacement trés transitoire
Efficacité immédiate
- Transfusion de globules rouges

des fins thérapeutiques: quelques exemples sont indiqués dans la colonne de droite.
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SUMMARY

Adult stem cells: seing is not being

Recent unexpected observations in adult rodents that
stem/progenitor cells located in the bone marrow, but
also in other tissues, could, after their transplantation to
an irradiated host contribute to the regeneration of
damaged organs such as brain, liver, pancreas or muscle,
have raised much hope for future therapeutic applica-
tions. These data have also initially been interpreted as a
proof of a possible transdifferentiation or plasticity of
adult stem cells located in these tissues. Additional
experiments rigorously analyzed have tempered initial
enthusiasm, by showing that if marrow cells do migrate in
damaged muscles and liver, their contribution to organ
repair is low, and in some cases, explained by cell fusion.
Nevertheless, among bone marrow cells, two categories
of stem cells now emerge that have a potentially tremen-
dous interest in cell therapy, if we succeed in understan-
ding how to purify, amplify and differentiate these more
efficiently and reproducibly. ¢
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