Cours de cellule souche du 16 Mai
Les cellules souches hématopoïétiques
C'est un type de cellule souche qui est extrêmement exploré et c'est grâce a elles qu'on a pu définir ce qu'était une CS.

Plan du cours :

· Définition
· Fonction et développement
· CSH et thérapie

· Niche et mobilité

1. Définition

Il y a plusieurs types de CS :

· Embryonnaire, dérivées des stades précoces de l'embryon : elles sont pluripotentes. On peut les isoler et les cultiver en labo, elles ont des capacités très prolifératives.

· CS somatiques sont des cellules qu'on retrouve dans l'organisme à l'état adulte. Ya les CSH dedans, les CS nerveuses, de la peau, du foie…Elles sont multipotentes : c'est la capacité de se différencier  en un certains nombre de type cellulaires définis qui sont restreints à un système donné.

Une caractéristique des CS adulte est qu'elles sont à l'état quiescent. En culture elles ne vont pas proliférer et elles sont en faible nombre.

Une CSH est une C qui va pouvoir se différencier et donner lieu à la production de toutes les C du système Hématopoïétique. Cette différenciation se fait dans la moelle osseuse grâce à la présence de facteurs de croissance.

Ce système est basé sur un continuum de division, on ne passe pas des progéniteurs a la cellule définitive en une étape, on a en général une cinquantaine d'étapes différentes.

Pour caractériser ce système on a 4 compartiments :

· Le primitif, CS multipotentes : elles se renouvellent et se différencient. Elles sont très peu nombreuses = 0,03% des C de la MO

· En dessous, compartiment des progéniteurs. Ce sont des cellules primitives déjà engagées dans un processus de différenciation. Elles sont extrêmement prolifératives.

· Des cellules précurseurs, déjà très engagées dans la voie de différenciation, ne peuvent se différencier que dans un seul type de C = il n'y a plus de multi potence ici

· Les cellules Différenciées qui n'ont plus de capacité de différencier. Elles quittent la MO à un stade de différenciation bien défini pour aller la finir dans des organes secondaires comme le thymus ou la rate.

Ces cellules on peut les marquer grâce à des récepteurs aux molécules CD (lymphocytes CD4...)
Au niveau des cellules souches on utilise un marqueur assez répandu, c'est la molécule CD34 qui au fil de la différenciation va disparaître. A l'inverse on aura de plus en plus de CD38.

Expériences de Till et McCulloch.

C'est la première fois qu'on à isoler des CS.

Ils ont identifié des cellules multipotentes en prenant une souris irradiée létalement. Ils ont injecté des CS de moelle osseuse d'une souris saine dans le sang de la souris irradiée. Ils ont sacrifié la souris une dizaine de jour après et ils ont observé la rate. Sur cette rate ils ont vu des amas de cellules blanches. C'était des cellules hématopoïétiques. Ils en ont déduits que ca venait de l'injection. Plus ils injectaient de MO plus il y avait d'amas blanc sur la rate.

Ensuite ils ont marqué les cellules qu'ils injectaient de manière individuelles (par irradiation, cassure de l'ADN). Et là ils ont observés de nouveau l'apparition des nodules au niveau de la rate et quand ils ont observé les différentes colonies, ils ont vu que les cellules avait les mêmes cassures au niveau de l'ADN. Ils ont donc conclus que c'était une cellule souche qui avait donné après différenciation toutes ces cellules.

3ème expérience : bla bla ? j'ai perdu le fil donc faut le récupérer ailleurs, désolé !
Ces CS ont été définis par T et Mc comme des cellules pluripotentes, mais en fait elles ne pouvaient pas se différencier en lymphocyte donc ce n'était pas de vrais cellules souches. C'était des progéniteurs (compartiment 2).
Les méthodes expérimentales de caractérisations des CSH

· La difficulté réside dans le fait qu'on n'a pas trouvé de marqueurs qui pourraient identifier de façon spécifique. Et aussi la différenciation spontanée et l'absence d'expansion des CSH in vitro car le facteur d'auto renouvellement n'est pas connu.

· L'identification se fait par sa fonction A POSTERIORI. On ne pourra identifier la population qu'après avoir fait un test fonctionnel. L'inconvénient de ces essais in vitro c'est qu'ils sont trop courts pour dire qu'il s'agit de CSH pures, pour ca il faut refaire un cycle Hématopoïétique entier in vivo chez une souris.
· Le vrai test pour définir une CS multipotente c'est le test de reconstitution in vivo. Il faut :

· Que la cellule puisse régénérer un système H en entier a LONG TERME.

· Injection par IV d'une population chez une souris irradiée.

· Si la souris survie c'est bon (résultat court terme) 'est surtout le compartiment des progéniteurs qui jouent un rôle là dedans. Les CSH elles font maintenir ce système au bout de quelques semaines.

· Le deuxième résultat c'est la prise de greffe. (pourcentage de chimérisme ? pas tout saisi..)

· Pour aller encore plus loin on fait une transplantation en série, car une CSH doit pouvoir maintenir le système durant toute la vie. Elles pourront donc reconstituer des systèmes dans d'autres souris. Si ca marche c'est des CSH multipotentes.

Développement embryonnaire des CSH

Ce qui caractérise l'H fœtale est qu'elle se fait dans différents compartiments.

· Le premier compartiment ou on détecte l'H c'est le sac vitellin, on détecte rapidement un type de cellule qui peuvent se différencier en C endothéliales et en Cellules H : ce sont les HEMANGIOBLASTES. Ensuite ils vont se différencier en ilots sanguins et on a l'apparition pour la premier fois de cellules a caractères hématopoïétiques. Ce ne sont pas des CSH ! ce sont des érythrocytes primitifs ils sont important car ils vont induire l'oxygénation au niveau de l'embryon. Ils sont temporaires et vont disparaître au cours du développement. Les 3 caractéristiques de cette étape :

· Pas de CSH

· Erythrocytes primitif (ca donne des GR avec noyau)

· Ne participent pas à l'hématopoïèse adulte.

· La région aorte gonade mésonéphros (AGM) :

· C'est la première fois qu'on verra des CSH

· On a des CSH en faible nombre (multipotentes)

· Il n'y a pas de différenciation in situ

· Elles participent à l'hématopoïèse adulte.

· Une fois qu'elles sont là elles vont migrer et aller coloniser une autre région :

· Le foie fœtal : 

· C'est le premier site de l'Hématopoïèse complète

· Il y a une expansion des CSH (c'est le pool pour toute la vie)

· La différenciation y est importante

· Ces cellules du foie migrent ensuite vers :

· Le thymus fœtal

· La rate fœtale
· Et surtout dans la Moelle Osseuse fœtale et adulte. Elle va reprendre l'activité du foie (qui lui va la perdre) après la naissance. Ce sera le site de l'Hématopoïèse pour toute la vie.

Division cellulaire et CSH

· Le dilemme des CSH :

· Auto renouvellement
· Génération de différentes cellules. 

· Il y a donc plusieurs théories sur leur mode de division !

· La division asymétrique. La CS donne 2 cellules fille : 

· Une qui est la même

· L'autre qui est engagée dans une voie de différenciation

· On estime que dans la MO ca se fait comme ca.

· La division symétrique : Les 2 cellules filles sont identiques, soit des CS soit des C différenciées. Ca serait une expansion du nombre de C souche. On estime que c'est ce qui se passe au niveau du foie fœtal. On pense que c'est aussi ce qui se passe après destruction des cellules souches (chimio)

· Le modèle combinatoire : c'est un mix des deux un peu orienté par des facteurs environnementaux.

Les niches des cellules souches : des environnements ultra spécialisés. 5 caractéristiques :

· Ca doit être un site bien localisé

· Elle doit maintenir les fonctions des CSH 

· Le processus d'auto renouvellement  des CS se fait par un processus d'activation inhibition.

· Un contrôle du nombre de CSH

· La niche aurait une capacité d'induire une réversion. Très controversé, le dogme dit qu'on ne peut pas revenir en arrière.
On pense que les CSH sont localisées dans l'os spongieux trabéculaire
Les constituants de la niche :

· Les cellules : 

· Les ostéoblastes qui secrètent SDF 1, ils contrôlent le nombre de CSH. Si on en rajoute on aura plus de CSH ! par exemple la parathormone. Si par contre on baisse les apports le nombre de CSH baissera aussi.

· Les cellules stromales (Cellules réticulaires..)

· Les cellules endothéliales

· Les facteurs solubles : cytokines, hormones...

· La matrice extracellulaire.

Les différentes Niches : pourquoi ? On peut penser qu'ils y en a pour la quiescence, pour la prolifération…

La plasticité : encore obscure mais les CSH auraient la capacité de trans-différenciation (par exemple donner des cellules du foie). Pour l'instant il n'y a pas de preuves formelles que ce phénomène existe.

CSH et thérapie cellulaires

Ce sont a l'heure actuelle les seules CS qu'on utilise en thérapie, les transplantation de CSH sont maintenant courantes.

LES TRANSPLANTATIONS : fonctions :

· Restaurer une fonction chez des patients avec mutations génétiques 

· Cancers (leucémies)
· Maladies génétiques (immuno..)

· Allogreffes

· Conserver et re injecter les CSH saines après traitement :

· Tumeurs solides

· Lymphomes et certaines leucémies

· Autogreffe

3 propriétés pour la prise de greffe :

· La pluripotente

· L'auto renouvellement

· Le Homing, c'est la capacité des cellules de retourner dans la moelle osseuse car on les injecte en IV

Sources de CSH pour les transplantations :

· La moelle osseuse (environ 1L, ca fait beaucoup / anesthésie générale)

· Le sang périphérique par cytaphérèse
· Le sang du cordon ombilical

www.dondemoelleosseuse.fr  << et ca c'est bon pour la vie des gens.
Les autres thérapies : Elles sont expérimentales

· CSH dans la réparation cardiaque. On injecte au niveau de la lésion cardiaque et ces cellules vont favoriser l'angiogenese. L'efficacité n'est pas encore vraiment démontrée

· Les thérapies géniques. Chez un patient qui a une mutation induisant des maladies, on va réparer les CSH avec gène muté, et une fois qu'on les a corrigé on les ré injecte ce qui va permettre de guérir le patient.

Migration des cellules souches

On a la situation clinique ou on aura une migration du sang vers la moelle osseuse.

A l'inverse on aura une migration de la MO jusqu'au sang lors du prélèvement.

On a démontré que c'était SDF1 qui attire les CSH. Cette attraction se fait selon le gradient de cette molécule. Le récepteur de SDF1 sur les CS est CXCR4.

Stratégies actuelles pour améliorer les transplantations

· Augmenter la mobilisation des cellules souches

· Expanseion du greffon

· Le homing

· La rétention et l'auto renouvellement

Les CS pluripotentes iPS

Ce sont des CS qui ont été reprogrammées et qui peuvent devenir d'(autres CS (une de peau peut devenir une CS  nerveuse..) 

Il suffit de sur exprimer 4 gènes

