Les Cellules souches hématopoïétiques (CSH)
Définition

Fonctions et develloppement 

CSH et therapies

Niches et motilité

I - Définition

Ce sont les 1er que l’on a decouvert et c’est grace a elle que l’on a définit et caractérisé une cellule souche

Il y a plusieurs types de cellules souches :

-Embryonnaire elles sont dites pluripotentes car elles peuvent se differencier en toutes les c de l’embryon

- Les CSH elles sont multipotentes car elles se differencient que dans les types cellulaires du système hématopoiétique, les cellules souches sont en état de quiescence, elle ne prolifere pas, donc en culture ne vont pas proliferer, un très faible nombre et un accès difficil pour les trouver

Une CSH peut se differencier et donner lieu à toutes les cellules du système hématopoïétique

Cette differenciation se fait dans la moelle osseuse et nécessite des facteurs de croissance.

C’est une representation simplifié du système

C’est un continuum de cellules qui vont peut a peut au cours des divisions acquerir des caractères particuliers il va y avoir une cinquantaine de division entre la c souche et la c hématopoétique

4 compartiments :

-Les plus primitives sont les vrais c souches elles sont multipotentes capacité de se differencier et de s’autorenouveller, c’est un compartiment qui contient tres peu de c (0,003% de c souche)

- Le compartiment des progéniteurs elle garde une certaine capacitée d’autorenouvellement mais sont déjà engagés dans une voie de différenciation , elles sont très proliférative, elles prolifèrent pour assurer l’hématopoiese et les cellules souches vont proliférer de 

- Les precurseurs elles ne pourront donner plus qu’un type cellulaire, elles on perdu la qualité de multipotence

- Le compartiment des c différenciées plus de proliferation pas tout a fait arriver a maturation, vont quitter la moelle osseuse pour aller finir leur maturation dans un autre orange hématopiétique (thymus, rate, gg)

L’expression des recepteurs va indiquer le type de cellule auquel on a affair. Pour les cellules différencier on connait les marqueurs pour differencier les cellules matures

CD 34 est un marqueur qui va s’éteindre au fur et à mesure des divisions cellulaires et de la maturation et va apparaitre petit a petit des recepteurs de différenciation

CD34 presente chez les c souches et progénitrices dnc CD34 il y a aussi des c multipotentes pas que des plutipotentes, on les caractérise aussi par l’absence de marqueur des c différenciés. Par ex CD34+, CD38-

II – Fonction et dévelloppement

Expérience de till et mac culloch

On prend une souris irradié qui va détruire toutes les c du SH et vont injecter de la moelle aosseuse par voie intraveineuse de souris saine.

Au bout de 10 jours ils ont tuer et observe la rate il y avait des gros amas cellulaire et quand ils ont étudié il y avait des c hématopoétiques.

Plus ils injecter de moelle osseuse plus ils avaient de colonies nodules)

Pour montrer la clonogéniciter ils ont marqué les c de facon individuelle ils avaient irradié s des cellule (faible dose) mais ca va induire des cassures au niveau de l’ADN  mais chaque c aura des cassures differents de l’ADN chaque colonie présnte la même cassure donc une cellule (qui devait etre une c souche) qui était à l’origine de plusieurs type cellulaire (car il y avit GR, GB) 

Autorenouvellement ils ont injecter des c du noduledans une autre souris irradié quand ils ont injecter les c d’un seul nodule ils ont induit la presence de nouveau nodule dans la nouvelle souris implaisue propritété de renouvellement 

Cette experience à definit les propriétés des cellules souches. 

En faite ces c sont pas des c souches pure et dure ct des progéniteurs car ne pourront pas donner des lymphocytes donc elle est deja engage dans une voie, ctdonc des progéniteurs

QQ années plus tard on a démontré que les c caractérises est une c CFU-GEMM.

A l’heure actuelle on a pas identifié des marqueurs spécifiques.

On a identifié certains marqueurs non spécifique qui sont différents chez l’homme et la souis

On peut marquer les c de la moelle osseuse par des Ac

On ne connaît tjs pas un facteur qui pourrait maintenir l’autorenouvellement.

Une CSH definit une fonction et pas une morphologie donc on pourra dire que c une CSH qu’apres des tests de fonctions donc a posteriori.

Cette experience pourra determiner les progéniteurs masi les essais ne sont pas assez long pour determier les vrais c souches (les c souches multipotentes).

Pour les determiner il faut passer par un modèkle animal (souris) c’est un test de reconstitution

Pour détermienr une vrai c souche elle se différencie en tous les types cellulaires complet et 2eme exigence il faut qu’elle se fasse à long terme, si c a court terme ce sont des progéniteurs.

Injection de moelle osseuse par voie intraveineuse dans une souris irradié et on va attendre

1er chose : si la c survie ou non (si elle survie 10 j) Cette survie est essentiellement du au progéniteur car ils peuvent proliférer rapidement et se différencier

Les vrais CSH se sont eux qui vont maintenir se système car les progéniteurs vont s’épuiser. Elle va permettre au souris de survivre plusieurs mois

La 2eme chose est la prise de greffe

La souris irradié garde qq c socuhes à elle et vont pouvoir etre activé et proliférer et differencié elle meme donc il faut faire un % de chimérisme plus le % est élevé mieux la greffe est prise

On peut s’arreter la mais si on est plus exigeant on peut faire autre chose on rpend la MO de la cellule irradié et reconstitué et on li’injecte a nouveau on peut faire 2 3 4 transplantations successives en attendant 6 mois entre chaque transplantation et si on maintient 

Ca c definit comme le seul vrai test

On le fait pas a chaque fois car long bcp de souris mais quand on a une population de c qu’il faut définir il faut passer par la

Hématopoïèse fœtal se fait dans des organes différents :

- Le sac vittelin est le 1er lieu ou on a une hémato. Il y a paarition des hémangioblastes se sont des c souches elles peuvent se différencier en angioblastes etc hématopoétique 

Ils vont former des amas et vont formet des ilots sanguins et ensuite autour se differencier en vaisseaux et à l’intérieur en érytrocytes (mais GR primitif car noyau).

Ce ne sont pas des CSH se sont des erythrocytes primitifs (elle garde encore leur noyau, ils sont temporaires ils vont disparaître 

- La région aorte gonade mésonephros 

CSH sont multipotentes par rapport au c souche embryonnaire et quand on regarde que le système hématopoétique on peut dire qu’elles sont pluripotentes

C la 1er fois ou l’on peut observer l’apparition de c pluripotentes, il y en a mais très peu, mais ce sont des CSH pluripotents. A ce stade la il n’y a pas de différenciation in situ. Ce sont les mêmes c que l’on retrouvera dans la MO. On va les garder toutes la vie.(elles vont de differencier proliferer)

- Ces cellules vont migrer et allez voir le foie fœtal ou se fait toute l’hémato de l’embryon

C la que se constitue notre reserve de CSH que l’on gardera toute notre vie.

C l’oragne dans lequel on peut voir les 1er differenciation des CSH.

Une fois que cette hémato est faite il va y avoir une 2eme migration des CSH thymus, rate mais surtout la Mo foetale et adultes et à partir de ce moment la (en général fin de gestation, debut de la naissance) l’hémato va se faire jusqu a la fin de la vie.

Au niveau du placenta independemme de la region AGM il y aurait apparition de CSH.

La division cellulaire des CSH

Il y a un équilibre entre l’autorenouvellemet et la différenciation car si que autorenouvellement y aura pas de différenciation et si que différenciation le pool s’épuise

1er modèle

Division asymétrique 1 c engagé dans la différenciation et une c pareil que la c souche. Donc le nombre de c souche ne va pas bouger et c ce qui se passe au niveau de la moelle osseuse car le pool ne doit pas augmenter juste rester constant

Il y a un autre type que l’on appel division symétrique qui va se diviser soit en c souce soit en c différencier avec ce schéma on peut augmenter le nombre de c souceh, c’est ce qui se passe au niveau du foie fœtal. Car modèle qui donne lieu à une augmentation des c souches

Apres une chimio ou transplantation de MO on a besoin d’une expansion on aura ce modèle la

un modèle combinatoire modèle qui regroupe les 2 ca c pour les besoins diverse

La niche des c souches sont des environnements ultra spécialisés êrmettent ede maintenir la fonction et le phénotype des c souches

Ca doit etre un site bien localisé au niveau d’un organe

Elle doit maintenri les fonctions du CSH (quiescence, autorenouvellemetn différenciation)

Inhibition de la différenciation (ou modulation en fonctiond es besoins)

Contrôle strict du nombre de c souche (car on veut pas trop ni plus)

Constitutions de la niche aurait une capacité de réversion (?) (une c différencié se transforme en c souche) tres contreversé.

Elles existent au niveau du bulge (niche pour épiderme)

Intestin on a la crypte intestinal dans lequel il y a un endroit 

Dans la MO la niche est bcp moins definit on est pas tres sur de la localisation exacte des c souches, on estime qu elles osnt localisé a proximite de lEndostéum (sous l’os ou il y a uen region avec ostéoclaste t ostéoblaste)  mais aussi des vaisseaux sanguins.

Les ostéoblastes sont essetiels à la niche des CSH elle sécrète une molécule importante SDF1 c une cytokine c elle qui va maintenir les CSH ds la moelel osseuse son recepteru est CXCR4.Les ostéoblastes ont la capacités de maintenir le nombre de CSH si on augmente le nbre d’ostéoblastes de on augmente le niombre de CSH si on diminue le nbre d’ostéoblaste

La parathormone agit sur les ostéoblastes si on injecte de la parathormone on active les ostéoblastes et on augment l’activité ostéoblastique et  une augmentation du nombre de csh

Si on inhibe le recepteur a la parathormone implique une diminution du nbre de c souche.

Il y a des facteurs solubles.

Il y aurait aussi une niche vasculaire

Plasticité des CSH

Elle pourrait se transdifférencier elels auraient donc une activité pluripotentes

Elles pourraient donner des c du muscle et du foie t inversement c muscle ou cerveau pourrait donner des CSH 

Mais ce n’est pas reconnu.

III - CSH et thérapie cellulaire

1) les transplantations 

-Restorer une fonction chez les patients avec mutations génétiques 

(cancer du système hémato (leucémies)

maladies génétiques (immuno, métabo)

On aura recourt en général à une allogreffe car ne doit pas avoir la mutation les c

injecté doivent etre saine sinon maladie revient 

- Conserver et reinjecter les CSH saine du patient apres ttt

par ex tumeur solide on irradie pour la tumeur ou certain lymphomes ou leucémie   myelome donc pas de mutation des csh on va prelever CSH et une fois traité on va les reinjecter (on les aura prelever avant la ttt).

Pour que la greffe marche il faut 3 choses :

Des c pluripotentes pour obtenir tous les types cellulaires (donc des CSH)

L’autorenouvellement permet le long terme

La caacité de Homing on injecte par voir intraveineuse donc c la capacité a retourner dans la MO, il y a des signaux qui va permettre cela caractéristique importante

CSH important mais Progéniteurs sont aussi important quand on fait greffe on injecte tout

Progéniteur important pour reconstitution à court terme.(evite les risques dinfection et de rechute.

Les trasnplantations on les fait depuis les années 60.

Sources d CSH en transplantations

La moelle osseuse (ponction sous AG) il faut environ 1L donc important il peut y avoir une transplantation sans lien donneur receveur mais plus de risque de rejet.

Sang périphérique par cytaphérèse au bout de 5j traitement avec G-CSF on passe de 0,05% à 5%de CSH et on va injectr CSH et on reinjecte chez donnur plaquette etc.

Le sang de cordon ombilical.

Etape de la transplantation de CSH

Conditionnement (irradiation ou chimio pour donenr la placa au nouvaeau CSH qui vont arriver).

Transfusion veineuse des CSH (homing vers la moelle osseuse) (autogreffe ou allo)

Ttt adjuvant  pour optimiser 

Reconstitutio hémato (1mois) et immuno 

2) Réparation cardiaque

Injecté au niveau de la lésion cardiaque apres infarctus

Les CSH agissent en activant l’angiogénèse

Efficacité pas encore démontrée

CSH et thérapie génique

On va essayer de corriger le gène muté

On rpend des CSH qui on la mutations ds le gène essayer de faire un transfert de gène une fois fait on fait transplantation de moelle osseuse et va donner une nouveau système fonctionnel.

On maintient les c 24h en culture grace au cytokine il faut allez vite car elle se différencie vite en culture et transfert de gène grace au virus

Le virus va s’integer au hasard dans l’ADN et si s’integre au niveau d’un oncogène peut entrainer des cancers dans les essais fait on a eu des leucemies car gene inserer au gene LMO2 qui est un oncogene des leucemies

IV - Migration

SDF 1 est sécrété ds la moelle osseuse par les ostéoblastes qui va attirer par chimioattraction des CSH cette attraction se fait selon le gradient de concentration.se deplace vers l’endroit ou la molecule est en grande qté : la moelle osseuse.le recepteru est CXCR 4 

On a demontre ca en bloquant des recepteurs CXCR4 ds CSH qu ona  injecter a la souris

Mais ds autre exp on a bloquer SDF 1 grace a AC 

On attend qq jours et on verifie combien de c humaine on a ds la moelle osseuse

Si plus c 2 molécules la greffe ne prendra pas elles n’iront pas ds la MO.

Action de G CSF

Activation des ostéoclastes protéases qui va dégrader SDF 1 .

On peut augmenter la mobilisation inhibiteur de CXCR 4 donc ne seront plus en contact des ostéoblastes et donc de la niche et bouge si on injecte juste AMD3100 en 1h les c sont mobilisé alors que G CSF 5j

La mobilisation améliore la collecte.

Expansion du greffon 

Des protocoles qui vont accelerer le homing

Inhibition de CD 26 qui degrade SDF 1 et une augmentation de CXCR 4

Rétention autorenouvellement (activer signaux de la niche : parathormone (augment les ostéoblastes).

Les C souches pluripotentes iPS (pas au contrôle)

C’est la reprogrammation de c souceh à partir de c somatique

On prend une c et on fait une reprogrammation vers une c souche pluripotente

Ca se fait facilement en exprimant 4 facteurs importants Il suffit juste d’exprimer ces 4 gènes ds une c pour que ca transforme cette c en c dedifferencier qui va ensuite en c souche 

IPS on peut ensuite les differecier en type cellualaire 

Idée pvoir utiliser ces iPS en thérapie

Par ex on prend des cellules de peau et les transfomer en neurone chez les patients

On aurait des c autologues et pourrait traiter sans utiliser les c souches embryonnaires qui pose bcp de pb ethqiue.

Si on injecte iPS chez souris implique un tératome

Pour la thérapie il faut qu on soit sur que toutes les c soit différencie s’il en reste une on aura teratome chez patient

Pb a résoudre utilisation des virus pour inserer les 4 gènes 

Protocole de différenciation.

