I/ Cellules souches somatiques
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2. Régénération d'un tissu blessé
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Les cellules souches s’auto-renouvellent  par division symétrique, donnant une autre cellules souches, mais subit aussi des divisions asymétriques  donnant alors une cellule déjà différente et qui va s’engager dans une voie de différenciation : ce sont les cellules progénitrices, elles vont se diviser 3 ou 4 fois pour donner des cellules différenciées a fonction spécifique.

Les tissus à renouvellement rapide (peau, intestin, cellules sanguines ) nécessitent des cellules souches qui vont produire des cellules différenciées et progénitrice.
Il y a des tissus à renouvellement faible ( muscle, cerveau, foie, cœur ) mais en cas de blessures, ils se restaurent quand même et se régénerent de manière efficace ( à l’exemple du foie).
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La thérapie cellulaire : selon la pathologie on ne donnera pas les mêmes cellules (cellules souches, progéniteurs intermédiaires ou précurseurs matures ).

Ex : - les grands brûlés ( perte de derme profonde ( on donnera des cellules différenciées et des cellules souches ( afin que la greffe de peau puisse le soigner sur du court et du long terme ).

       - Les leucémies ( on les soigne par irradiation pour tuer les cellules atteintes puis on doit lui greffer des cellules souches hématopoïétiques pour régénérer le stock de cellules.

       - Parkinson ( dégénérescence des neurones dopaminergiques, on a besoin de cellules : certains hôpitaux prennent des neurones fœtaux et les injectent dans des cerveaux parkinsoniens à court terme (3, 4 ans) mais il faut 5 fœtus/ patients.
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La Peau est un organe essentiel qui nous protège de l’environnement contre les infections, irradiations.
L’épiderme est un épithélium pluristratifié : la couche basale contient des kératinocytes qui prolifèrent et parmi eux il y a des cellules souches qui vont donner des progéniteurs ==> ils peuvent se détacher de la membrande, emprunter des voies de différenciation ==> + ils montent vers les couches périphériques + ils se différencient puis vient la cornisation : perte du noyau. Durée : 3 à 4 semaines.

Ex : les grands brûlés : la technique utilisée depuis 25 ans est la suivante :

· prélèvement de biopsie d’1 peau protégée

· mise en culture

· prolifération des kératinocytes et au bout de 3 semaines 

· obtention de feuillets épidermiques que l’on va greffer au patient sur support

· on n’obtient pas une peau parfaite car il leur manque les annexes cutanées (poils, cheveux, glandes sébacées, sudoripares ).

Les follicules pileux contiennent beaucoup de cellules souches.

Il s’agit d’une peau qui ne peut pas réguler (pas de cellules sudoripares) et sans sébum (pas de cellules sébacées ) donc pas de lubrifiant àl’origine d’1 peau sèche ou acnéiforme.
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Utilisation des cellules souches hématopoïétiques (de moelle osseuse à l’origine ) qui sont en amont de nombreuses cellules différenciées.

En irradiant une souris, elle meurt sauf si on lui greffe des cellules de la moelle osseuse par 1 donneur de sexe différent (pour diversifier les cellules ) ( on lui sauve la vie à court terme et sur plusieurs mois car les cellules souches prennent le relai et génèrent de nouvelles lignées.
II/ Potentiel des cellules souches 
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La plus grande cellules souches est l’ovocyte, il est totipotent ainsi que les cellules des 3 premiers jours de division ( on peut reconstituer la totalité de l’être humain avec ces cellules : ce sont les cellules totipotentes.
Le blastocyste a 2 couches :

· le trophoblaste en périphérie, à l’origine du placenta.

· Le bouton embryonnaire ( 40 à 100 cellules ) qui peuvent donc refaire toutes les cellules de l’organisme sauf le placenta.

Les cellules du bouton embryonnaire qui mises en culture vont donner les cellules souches sont appelées cellules souches embryonnaires ou cellules pluripotentes.

L’embryon se développe et il y a formation de cellules embryonnaires :

· cellules fœtales , pluripotentes ou multipotentes.

· cellules souches germinales embryonnaires issues de la partie antérieure de l’embryon.

A la naissance, les cellules souches du cordon sont pluripotentes ou au moins multipotentes.

Chez l’adulte, il y a quelques cellules souches multipotentes ( ce sont des cellules épithéliales ou unipotentes.

Il y a les tératocarcinomes (cellules tumorales testiculaires ) qui vont former des cellules pluripotentes souches et donnent différentes lignées.

On ne sait pas comment se fait la différenciation car si on savait la maîtriser, on pourrait pousser telle ou telle cellule à se différenciers vers telle fonction et maîtriser ainsi l’auto-renouvellement afin de diminuer les tumeurs par exemple.

III/ Identification des cellules souches 
 On utilise des techniques de mise en évidence indirectes. 

1°) Cytométrie de flux
· Les cellules sont détachées du milieu

· Elles sont mises en suspension dans un tube 

· Passage d’un rayon laser qui va détecter la taille de la cellule, sa granulation, le nombre de cellules et enfin si on utilise des anticorps reconnaître la cellule

· On détecte une λ d’1 rayon d’Hoescht qui s’intercale entre les molécules d’ADN et émet une fluorescence à certaines λ 
· On obtien une tâche homogène à 1 endroit mais en dehors de cette population homogène, il y a une population moins intense qui exclue le colorant et qui est différente de l’autre car elles possèdent donc un transporteur qui exclue le colorant ( pour le système hématopoïétique, ces cellules sont les + proches des cellules souches hématopoïétiques.

· Le Vérapamil est un inhibiteur de ce transporteur et quand on le donne à ces cellules la population moins dense disparaît !
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2°) Label-rataining ability = capacité à retenir un isotope
La lame basale est  noire car BRDU dans l’eau de boisson des souris ( le BRDU remplace, dans les cellules qui se divisent, la désoxythimidine. 

Puis on fait un pulse-chaise, c'est-à-dire plusieurs semaines sans BRDU donc on aura moins de cellules basales sauf les cellules semi-quiescentes ( = cellules souches ) donc qui gardent le BRDU plus longtemps car mettent plus longtemps à l’incorporer et donc à l’éliminer. 
In vivo, la cellule souche prolifère beaucoup si elle en a besoin sinon on dit qu’elle est semi-quiescente ;  mais in vitro, elle est semi-quiescente.
[image: image7.png]




3°) Clonogénicité
C’est la capacité d’une cellule souche à proliférer de manière importante. 

· On prélève une biopsie cutanée

· on sépare derme/épiderme

· mise en culture et ensemencement semi diluée

· on regarde les clones produits et donc ce sont des cellules souches = haloclones ; les paraclones proviennent de cellules différenciées, de cellules qui ne se divisent pas .
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Où sont les kératinocytes clonogéniques en dehors de la couche basale ?

On fait un marquage au BRDU : au niveau du bulge du follicule pileux (partie basale de celui-ci ) il y a des cellules semi-quiescentes et dans le bulbe on retrouve une prolifération très importante et pour vérifier que ce sont des cellules souches paraclonogéniques ils ont trouvé que seul au niveau du bulge il y a une forte activité clonogénique.

Bulge = cellules qui n’incorporent pas le BRDU in vivo ; + forte activité clonogénique in vitro.
Bulbe = c’est l’inverse : les cellules incorporent +++ le BRDU ( forte activité mitotique mais plus fable activité clonogénique in vitro.
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4°) Reconstitution in vivo
Expérience de Till et Mc Culloch : irradiation de souris puis injection de cellules souches hématopoïétiques ( reconstitution du stock.
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5°) Marqueurs de surface
Hormis le système hématopïétique, aucun tissus ou organe n’a de marqueurs spécifique de cellules souches et même dans ce système hématopïétique, on ne connaît pas vraiment de marqueurs. I l y a des marqueurs d’une cellule différenciée mais pas un seul spécifique d’une cellule. On les identifie par les marqueurs Anticorps. Il n’y a pas de marqueurs de cellules souches !

Il y a une combinaison de marqueurs !!!

Comment identifier la pluripotence :

Ex : le follicule pileux : les cellules du bulge qui sont des cellules souches sont-elles capables de refaire le follicule pileux ou l’épiderme, le derme… ?
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Expérience : on prend un follicule pileux d’une souris transgénique ( gène E = β-glactosidase intégré de manière stable et transmis de manière stable dans le génome des descendants) : si elles boivent du x-gal (substrat de la β-gal), ces souris deviennent bleues.

On prend alors le bulge de cette souris et on le met dans une autre souris. En lui donnant du x-gal, elle ne va devenir bleue qu’au niveau des structures produites par les cellules du bulge car cettte souris-là n’exprime pas la β-gal.

Ils l’ont injecté dans une souris gestante, dans son embryon ( le fœtus reconnaît le greffon comme étranger ( transfert du greffon sur une souris nude ( coloration ( les zones bleues correspondent à du derme, de l’épiderme, ou des glandes sébacées donc les cellules du bulge sont multipotentes.

Ex : utilisation d’un rétrovirus qui exprimait la β-gal :
On gratte la peau, on enlève les poils, on infecte toutes les cellules de la peau par un rétrovirus qui à court terme devient bleu mais à long terme, les cellules qui vont différencier vont devenir normales non bleues mais les cellules souches qui ont intégrées le rétrovirus resteront bleues ainsi que les cellules différenciées à partir de ces cellules et les progéniteurs sont bleues aussi.
IV/ Concept de Niche 
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niche = environnement dans lequel se trouve la cellule souche.
La cellule souche produit elle-même son environnement, sa niche avec des fibroblastes et d’autres cellules environnementales : il existe des interactions.

De nombreuse voies de signalisation ont été mises en évidence :

· Wnt

· C-Myc

· BMP

· Notch

La cellule issue de la cellule souche par division va perdre le contact avec la niche donc va se différencier ( entrée en différenciation ( devient cellule progénitrice.
Cette cellule progénitrice va migrer, va entrer en contact avec une nouvelle niche et ce contact va lui permettre de se différencier dans une voie spécifique mais on ne sait pas si cette cellule progénitrice qui quitte la niche initiale est pluripotente ou destinée à une seule voie = unipotente !!
V/ La cellule souche : cible privilégiée de la cancérogénèse ?
Dans le cycle cellulaire, il y a différentes phases avec de nombreuses protéines qui surveillent l’intégrité du génome !

p53 = gardienne du génome, activée quand il y a des dommages au niveau du checkpoint au niveau duquel soit réparation soit la cellule se met en apoptose = suicide.
Mais çà ne marche pas toujours car il peut y avoir une mutation de p53 ==> la majeure partie des cancers sont dus à une mutation de p53 ==> accumulation de mutations à l’origine d’instabilités télomériques ( productions de télomères, donc pas de senescence ( cancer ).

Dans les zones exposées de notre corps, il y a bcp de cellules mutées sur p53 (par exposition au soleil par ex ) et la répartition de ces cellules mutées est différente :

· cellule différenciée mutée ( meurt, on s’en débarrasse.

· cellule progénitrice mutée ( on ne s’en débarrasse pas.

· cellule souche mutée donne des cellules filles mutées ( on se débarrasse des filles mais pas de la souche.


Mais une ou 2 mutations ne suffisent pas, il faut aussi une expansion clonale qui va amplifier le nombre de cellules avec mutations et accumulation d’autres mutations.


Les cancers cutanés sont très souvent liés aux cellules souches ( ce sont les cancers les + fréquents ) :
· le mélanome = le + grave, très invasif

· le carcinome spineux cellulaire, mutation sur RAS, p53 et provient de cellules souches basales mutées.

· Adénome sébacé provient du bulge.

Les capacités de régénération chez les invertébrés sont importantes car existence d’1 pool de cellules souches totipotentes .

Chez les vertébrés, comme la salamandre, elle peut reformer un membre ou un organe par un phénomène de cicatrisation puis de dédifférenciation puis blastème puis différenciation = comme durant l’embryogénèse ( capacité de régénération importante.
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L’homme n’a pas perdu ces capacités mais ne les utilisent pas bien car il n’a pas une bonne balance entre régénération et destruction.
VI/ Transdifférenciation ( plasticité )
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Brain to blood : cellules nerveueses transformées en cellules hématopoïétiques = précurseurs neuronaux d’1 cerveau de rat et où on a pris une souris nude et on les lui injecte ( reconstitution  du stock de cellules hématopoïétiques dans une niche particulière ( plasticité beaucoup plus importante que ce que l’on pensait dautant plus qu’il y a 10 ans que le cerveau ne se régénère pas !!!

Les cellules de la moelle osseuse peuvent donner des cellules neuronales , des cellules endothéliales donc on dit qu’on peut tout faire à partir de tout ==> on peut donc être comme l’hydre ou la salamandre !!

2002 : à partir de cellules de la moelle, elle extraie une population qu’elle met en culture et après plusieurs semaines, elle obtient des cellules pluripotentes MAPC qui vont donner presque toutes les lignées après différenciation et on l’injecte dans l’organe déficitaire avec l’avantage que ce serait une autogreffe à partir de la moelle osseuse du même sujet. Cette MAPC a une capacité de différenciation beaucoup plus importante que la cellule hématopoïétique = mère de toutes les cellules souches ( thérapie cellulaire possible mais on c’est rendu compte que les travaux faits ont été réalisés à partir de cellules contaminées c'est-à-dire que les auteurs vérifié l’homogénéité des cellules qu’ils prélevaient ( peut-être était-ce des cellules neuronales + des cellules circulantes et pas que neuronales ) donc il a fallu refaire les expériences à l’échelon clonal et çà n’a pas marché.
De plus, on a découvert des capacités de fusion cellulaires : un hépatocyte peut fusionner avec une cellule neuronale et exprimer des marqueurs neuronaux mais n’ont pas toutes les capacités d’une cellule neuronale.

VII/ Fusion
Les cellules neuronales sont mises en culture avec des cellules souches  (cellules ES ), les cellules ES vont peut-être induire les cellules neuronales à devenir embryonnaire ??

On va les marquer avec des marqueurs très spécifiques : oct 4 = marqueur de la cellule ES ,qui disparaît dès la première différenciation.
Donc ils ont pris le promoteur du gène oct 4 ( dans les cellules neuronales, ce gène n’est pas actif donc le promoteur est inactif mais il l’est dans les cellules ES.

Si oct 4 devient actif dans une cellule neuronale en culture avec des cellules ES c’est que l’expérience aura donc marché.

Ils ont donc mis le promoteur oct 4 en amont du gène gfp fluorescent avec un antibiotique, la puromycine, et si les cellules neuronales auront un oct 4 actif fluorescent donc les cellules ES les ont rendu totipotentes elle seront résistantes à la puromycine mais les cellules ES n’ont pas réussi ( pas de fluorescence et pas de résistance.

Pour être sûr de l’expérience ils ont mis de l’hygromycine et une thymidine kinase contre laquelle agit du ganciclovir.
Dans la culture, ils ont injecté de la puromycine, les cellules ES meurt car elle n’est pas résistante à la puromycine et certaines cellules ont survi donc ce sont des cellules neuronales qui sont devenues pluripotentes et en + fluorescentes.
Ils ont injecté l’hygromycine qui permet aux cellules ES de pousser et là on a vu que toutes les cellules sont résistantes à l’hygromycine alors que le ganciclovir tue toutes les cellules et on a vu que les cellules qui sont résistantes à la pyromycine par électrophorèse avaient les 2 génomes donc il y a eu fusion. 
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