pour, ensuite, en tirer parti : cette ambition se déploie également

en ce qui concerne les cellules souches embryonnaires.

Des cellules intrinsequement empreintes de dualité : elles sont en effet
capables de se multiplier a I'infini a I'état indifférencié, mais aussi,
dans certaines conditions, de se différencier en des types cellulaires
variés. Quelles sont les clés de ce balancier? Des souris a 'homme,

un début de réponse se dégage peu a peu (p. 28). Enfin, cap

sur cellules souches et médecine; retour aux greffes de moelle osseuse
citées plus haut (p.32). Des freins auxquels leur utilisation

s'est heurtée, aux solutions trouvées pour les desserrer,

autant d'éléments susceptibles de faciliter, un jour peut-€tre,
I'utilisation de tous les types de cellules souches.

Le surprenant potentiel
des cellules adultes

On croyait les cellules souches adultes d’un tissu donné condamnées
a n’engendrer que les types cellulaires correspondant a ce tissu.

Or, elles semblent pouvoir s’affranchir de ces limitations.

Un constat qui bouleverse certains concepts fondamentaux,

et ouvre d’'inespérées (mais lointaines) perspectives thérapeutiques.
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Une souris femelle a recu
une greffe de cellules
souches hématopoiétiques
males. Plusieurs mois aprés,
certaines cellules épithéliales
de ses poumons portent un
chromosome Y! Trois petits
points vert pale révélateurs.
© D. Krause et al.

Comment définir la nature « souche » de certaines
cellules? Classiquement, par leur capacité a générer
des cellules différenciées, d'une part, et par leur capa-
cité a s'autorenouveler, d'autre part. Ces cellules pré-
servent ainsi I'intégrité et la fonction du tissu auquel
elles appartiennent. C'est au niveau de la production
des cellules du sang, désignée par le terme « hémalo-
poigse», que la notion de cellules souches a principale-
ment été étudiée. On sait que la moelle osscuse pro-
duit un grand nombre de cellules ayant des fonctions
diverses, comme les globules rouges (transport d'oxy-
géne), les plaquettes (coagulation) et les leucocytes
(fonction anti-infecticuse). Ces cellules, parfaitement
bien caractérisées sur le plan morphologique depuis
de nombreuses années, ont cependant une durée de
vie limitée : cent vingt jours pour les globules rouges,
sept jours pour les plaquettes et vingt-quatre heures
pour les leucocytes. C'est donc en permanence qu'elles
sont produites dans la moelle osseuse d'un individu :
deux milliards de globules rouges par kilogramme de
poids corporel par jour — soit I'équivalent du volume
sanguin tous les mois. A l'origine de ce renouvelle-
ment? Une classe de cellules primitives capables de
donner naissance aux différentes lignées de cellules du
sang par une activité de différenciation régulée. Dés
les années 1960, des expériences de transplantation

de moelle osseuse chez la souris ont montré qu'il exis-
tait une cellule souche commune aux globules rouges,
aux globules blancs et aux plaquettes, résultats plus
tard confirmés dans les cellules humaines par l'étude
de certaines pathologies®. On sait par ailleurs qu'il
existe des cellules & potentialité « souche » dans
d'autres tissus, comme I'épithélium intestinal ou I'épi-
derme. Le dogme qui élait élabli a la lumiére des expé-
riences réalisées dans ces systemes postulait I'existence,
dans chaque tissu postnatal, de cellules souches spé-
cifiques de ce tissu, y permettant le maintien & long
terme de cellules différenciées et fonctionnelles en
quantité constante. Il était également établi que, dans
certains organes comme le cerveau, l'activité des cel-
lules souches cessait a I'dge adulte.

Dogme mis a bas. Depuis quelques années, ce dogme,
qui attribuait un caractére figé a Iactivité des cellules
souches chez I'adulte, a été défié de plusieurs maniéres.
L'un de ces défis a été la démonstration, chez la sou-
ris, de la persistance de ce type de cellules dans cer-
taines zones du cerveau et de leur capacité a générer
des cellules neuronales : ces régions contiennent des
cellules capables de donner naissance a des neurones
chez la souris adulte par un phénomene de différen-
ciation locale@®. Parallelement, il est devenu clair,
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notamment chez la souris, que des tissus adultes pré-
sentant un phénotype* de différenciation tout a fait
distinct — muscle, cerveau, moelle osseuse... — ren-
ferment des cellules capables de se différencier en
d‘autres types cellulaires. Ainsi, les cellules de moelle
osseuse peuvent générer, aprés transplantation chez
un autre animal, des cellules de type neuronal®), myo-
cardique™ ou hépatique®. Inversement, des popula-
tions cellulaires issues du tissu neural ou de muscle
contiennent apparemment des cellules capables, aprés
transplantation, d'engendrer des cellules spécialisées
de type myéloide (différenciation vers les globules
rouges) et lymphoide (différenciation vers des cellules
présentant les marqueurs T et B, donc pouvant théo-
riquement jouer un réle immunitaire)é7. De plus, ces
mémes cellules souches du cerveau contribuent,
lorsqu'elles sont injectées dans des blastocystes,
la génération de tissus d'origine embryologique
distincte chez les souriceaux qui se développent
a partir de ces embryons®. Ces résultats contri-
buent & malmener fortement un concept fonda-
mental issu des études d'embryologie classique,
celui de « développement dirigé » : une fois qu'une
cellule est engagée, au cours du développement, dans
un lignage donné, elle ne peut étre respécifiée pour
effectuer les fonctions d'un autre lignage (fig. 1). Mais
on sait, depuis les expériences de transfert nucléaire
ayant donné naissance a la brebis Dolly, que la repro-
grammation du noyau des mammiferes est faisable.
Ces inattendus changements de lignée ont soulevé
I'hypothése de la persistance, a I'dge adulte, de cel-
lules souches d'origine embryonnaire, communes a
plusieurs tissus et dont le potentiel de différenciation
serait réactivé en fonction de I'environnement tissu-
laire®. En quelque sorte, des cellules ayant la capa-
cité de générer des cellules filles en trés grande quan-
tité pendant la vie de l'individu, avec le maintien d'un
potentiel d'autorenouvellement... Mais pour prouver
leur existence, encore faudrait-il pouvoir les identi-

Certaines expériences récentes semblent montrer qu’une cellule souche d’un
lignage donné serait capable de donner naissance a des cellules d’un lignage
totalement différent. Par exemple, les cellules souches de la moelle osseuse
engendreraientdes cellules de type neuronal. Inversement, des progéniteurs
neuronaux donneraient naissance a des cellules sanguines. Comment prou-
verirréfutablement ces phénomeénes ? En s’assurant de la pureté des cellules
souches utilisées. En démontrant la fonctionnalité des cellules filles engen-
drées. Comment, ensuite, les expliquer ? Deux théories s’affrontent. Mais, 2
I'heure actuelle, difficile de privilégier I'une plutét que l'autre...
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Figure 1. Tout tissu adulte dérive
de I'un des trois types cellulaires
qui se dessinent trés tét lors

du développement de I'embryon.
Ce sont les trois « feuillets
embryonnaires » : ectoblaste,
mésoblaste et entoblaste. Qu'une
cellule souche hématopoiétique
se différencie en muscle est déja
surprenant. Qu’elle se différencie
en foie I'est bien plus encore,

en raison du saut « interfeuillet »
que cela représente.

MESOBLASTE

* muscles

* cartiloge et os

* sang et vaisseaux

fier par la présence d'un marqueur commun. Or, la
seule propriété qui semble distinguer les cellules
souches présentes dans la moelle et dans le muscle
des autres types de cellules est leur capacité a exclure
certains colorants. Cependant, comme ce critére fonc-
tionnel est loin de caractériser de maniére définitive
une cellule souche, on peut dire quaujourd’hui les
marqueurs de cellules souches « universelles » éven-

LE FRANCHISSEMENT DES FRONTIERES CELLULAIRES

dédifférenciation différenciation
cellule souche embryonnaire,
réservee a I'dge adulte ?
cellule souche P g
neurale
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différengation
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transdifférenciation
différenciation
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Figure 2. Deux hypothéses sont avancées pour
expliquer la capacité des cellules souches adultes
a se différencier en cellules d'un lignage différent.
L'une postule I'existence d’une cellule souche

« embryonnaire » qui serait préservée a I'dge
adulte dans tous les tissus. L'autre s’affranchit
d’une telle cellule, et avance I'idée

d’'un phénomeéne direct de transdifférenciation.

tuellement présentes dans plusieurs tissus restent a
découvrir. Lhypothése alternative postule, quant a
elle, I'existence d'un phénomeéne de « transdifféren-
ciation » : une cellule souche d'un lignage donné, sys-
teme nerveux par exemple, pourrait se différencier en
cellules d'un autre lignage — hématopoiétique...
(fig. 2). La encore, le micro-environnement de ces cel-
lules exercerait probablement un impact majeur sur
leur devenir. Mais comment une cellule peut-elle a
la fois rester « souche » et donner naissance a des cel-
lules différenciées? Lhypothése la plus probable est
qu'elle se divise selon un mode asymétrique, avec
génération d'une cellule fille différenciée d'un coté,
et d'une cellule qui reste « souche » de l'autre — on
connait d'ailleurs certaines molécules capables de
controler ce type de divisions cellulaires au niveau
des cellules souches hématopoiétiques.

cellule souche
hématopoiétique



Figure 3. La stratégie mise en ceuvre est simple : la moelle d'une souris

transgénique exprimant dans toutes ses cellules un marqueur facilement

détectable est greffée a une souris dont la moelle a été préalablement
détruite par irradiation. La survie de I’'animal receveur témoigne de la
réussite de la greffe. La détection du marqueur dans des cellules autres

que les lignées sanguines témoigne, elle, d’une possible transdifférenciation
des cellules greffées. Sur la photo, des cellules souches hématopoiétiques
sélectionnées ont été greffées a une souris dépourvue d’une enzyme hépatique

vitale. Aprés cette greffe, le marqueur d’origine a été détecté dans

quelques flots cellulaires du foie de I’héte (en bleu, sur la photo de gauche).
Mieux encore, ce fut aussi le cas de I'enzyme initialement absente (rouge
sombre, a droite), enzyme qui s’est révélée fonctionnelle. La souris a survécu

a sa pathologie d’origine®. @ . Lagasse et al.

Choix cornélien. Choisir entre les deux hypothéses pré-
citées est impossible en I'état actuel des techniques.
Pour acquérir une certitude, il faudra pratiquer des
expériences de transplantation a l'échelon clonal,
c'est-a-dire avec des cellules parfaitement homogeénes.
En effet, montrer qu'un tissu comme le muscle pos-
séde un potentiel de génération de cellules hémato-
poiétiques ne signifie pas qu'une cellule souche mus-
culaire soit a l'origine de cette différenciation. Ce
pourrait tout aussi bien étre une cellule souche
hématopoiétique circulant dans le sang irriguant
l'organe. 1l est donc impératif de disposer de mar-
queurs cellulaires permettant de sélectionner des types
cellulaires précis au sein d'un tissu donné et de dis-
poser également de trieurs de cellules trés performants.
C'est pourquoi ce type d'expériences n'a pu, jusqu'a
présent, étre réalisé que dans un cas bien précis : des
cellules souches provenant de la moelle osseuse de
souris et sélectionnées par la présence, a leur surface,
de marqueurs hématopoiétiques, ont ensuite été gref-
fées a d'autres souris. Elles ont donné naissance a des
cellules tres diverses — cellules de I'épithélium pul-

Un marqueur universel
pour les cellules souches adultes?

La moelle osseuse est sans doute le tissu le mieux caractérisé au niveau des mar-
queurs qui permettent d’identifier des cellules souches, notamment chez la sou-
ris. Chez cette derniére, les techniques de greffe de cellules identifiées par cer-
tains marqueurs définis permettent aujourd’hui de reconstituer I’ensemble des
cellules de moelle et du sang d’une souris irradiée avec un nombre trés faible de
cellules, voire des cellules uniques! Ainsi, les cellules ayant des marqueurs de sur-
face comme Scal et c-kit ont un potentiel de prolifération et de différenciation
hématopoiétique majeur aprés greffe chez la souris. Ces cellules ont été rappor-
tées comme étant également a I'origine d’une différenciation hépatique. Plus
récemment, d'autres marqueurs ont pu étre identifiés par la capacité d’exclusion
de certains colorants vitaux, grace a I'expression a la surface de ces cellules d’'une
pompe qui exclut activement cette substance. Ces cellules dites « SP » sont égale-
ment pluripotentes et ont été identifiées dans plusieurs tissus, comme le foie, la
moelle et le muscle, ainsi qu’au niveau des cellules souches embryonnaires. Le défi
majeur pour le futur sera d’identifier un marqueur universel permettant d’identi-
fier'ensemble des cellules souches, marqueur dont I'existence... reste a démontrer!

souris transgénique exprimant
un marqueur donné dans toutes ses cellules

D

prélevement
de moelle osseuse. ..

... injectée

en intravosculaire

4 une souris
préalablement irradiée

on repere, gréce au marqueur,
quels sont les types cellulaires
auxquels ont donné naissance
les cellules injectées

——

monaire ou gastrique, cellules hématopoiétiquesto. ..
Ces résultats permettent de valider non seulement la
notion de plasticité cellulaire, mais aussi celle de plu-
ripotentialité, puisqu'une seule cellule greffée peut
générer, apres plusieurs divisions, des cellules de phé-
notypes treés différents. Encore faut-il rappeler que le
phénotype d'une cellule se rapporte non seulement a
sa morphologic, mais aussi & sa fonction. En la matiére,
les seules expériences vraiment convaincantes de
I'existence d'un vrai changement de phénotype sont
celles qui ont consisté a injecter, a une souris, des cel-
lules hématopoiétiques médullaires sélectionnées en
fonction de la présence de marqueurs bien précis, et
a démontrer la génération de cellules hépatocytaires
permettant de corriger un déficit enzymatique héré-
ditaire® (fig. 3). La possibilité de générer des cellules
exprimant des fonctions différentes de celles de la cel-
lule d'origine représente probablement la preuve que
le phénoméne de transdifférenciation cellulaire n'est
pas simplement une curiosité de laboratoire, mais pré-
sente une réelle signification au niveau de la biologie
du développement en général.

Au-dela de ces apports majeurs sur le plan fonda-
mental, la découverte du phénomene de plasticité cel-
lulaire ouvre des perspectives thérapeutiques
majeuresV, On sait, par exemple, depuis de nom-
breuses années, que des greffes de moelle et de cel-
lules souches sanguines circulantes sont applicables
chez I'homme (voir I'article de Dominique Thierry,
p. 32). Elles sont devenues un standard thérapeutique
dans certaines indications en cancérologie. Dans
toutes ces applications, le but recherché est de rem-
placer la moelle de la personne atteinte par 'utilisa-
tion de cellules prélevées dans la fratrie (allogreffe)
ou chez le patient en période de rémission (autogreffe).
Avec la démonstration de la possibilité d'obtenir
d'autres types tissulaires a partir de cellules souches
de moelle osseuse, le champ d‘application de ce type
de greffes pourrait s'élargir de mani¢re considérable.
Ainsi, les cellules de moelle osseuse pourraient étre
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utilisées pour réparer des tissus nerveux chez les
patients atteints de maladies neurales dégénératives,
contre lesquelles il n'existe aucun traitement & I'heure
actuelle. De méme, elles pourraient étre mises a pro-
fit pour générer des cellules de foie chez les malades
atteints d'insuffisance hépatocellulaire. Cependant,
plusieurs étapes devront étre franchies avant 'appli-
cation de ce type de stratégies chez I'homme. D'abord,
le phénomene de plasticité tissulaire devra étre opti-
misé et rendu efficace. En effet, la possibilité d'obte-
nir un effet thérapeutique par utilisation de cellules
souches hématopoiétiques chez un enfant atteint de
myopathie, par exemple, est tres faible si le pourcen-
tage de cellules générées reste en dessous de 1 %-
59%. Or, c'est ce type de résultats qui a été obtenu dans
le modele murin utilisé12. En fait, le pourcentage de
« conversion phénotypique » au sein d'une popula-
tion de cellules souches adultes données est inconnu.
Et si seule une fraction d'entre elles était capable de
se redifférencier? On peut également imaginer qu'elles
aient toutes le méme potentiel de changement, mais
que ce dernier soit trés faible. Ou encore, qu'il soit
élevé dans l'absolu, mais limité dans la pratique par
le tissu receveur. Une meilleure caractérisation des cel~
lules injectées, ainsi que le développement de tech-
niques de culture ex vivo de ces cellules sera donc

Embryon :

nécessaire, de maniére a augmenter la quantité de cel-
lules disponibles, éventuellement sous le contréle de
certaines molécules exogénes a définir. Enfin, il sera
indispensable de disposer de modeles pathologiques
chez I'animal de laboratoire, pour tester I'efficacité
thérapeutique des traitements envisagés.

Clé décisive, Enfin, le probléme et le défi majeur seront
de découvrir les facteurs qui permettent de réguler le
phénomene de plasticité ou de transdifférenciation. En
effet, on sait que des centaines de protéines ayant une
aclivité inhibitrice ou stimulatrice se fixent sur 'ADN
et contrélent les processus de différenciation, de pro-
lifération et de mort cellulaire. Parmi ces facteurs pro-
téiques désignés sous le terme de facteurs de trans-
cription, il s'agira d'identifier des molécules capables
de diriger le destin d'une cellule hématopoiétique vers
la différenciation hépatique ou musculaire, ou vers la
possibilité de génération d'une autre cellule « souche »,
Peut-étre, alors, trouvera-t-on le facteur qui rend une
cellule souche, vraiment « souche ».

ATH

Pour en savoir plus
@ www.recherche.gouv.fr/rapport/cellules/cellsouches.pdf
o www.stemcellresearch.org/facts.htm

des souris

et des hommes

Multiplication a I'infini et capacité d’engendrer toutes sortes

de types cellulaires : ces deux caractéristiques des cellules souches
embryonnaires leur valent le qualificatif de « pluripotentes ».
Quels sont les facteurs qui gouvernent cet état tres particulier?
Coup d’ceil sur les éléments clés peu a peu découverts.

« Je me souviendrai loujours du moment ott nous avons vu les
premiers blastocystes humains, en 1972 : ils étaient magnifiques
in vilro », se rappelle Robert Edwards, dans une inter-
view accordée a CBS en septembre dernier. Il venait
de recevoir le prestigieux prix Lasker 2001 de biologie
médicale clinique pour ses travaux sur la fécondation
in vitro - travaux qui devaient aboutir a la naissance
du premier « bébé-éprouvette », Louise Brown, en 1978,
Dans cette méme interview, Robert Edwards souligne
l'apport crucial des travaux de FIV dans le développe-
ment d'un champ de recherche déja entrevu a I'époque,
mais laissé de c6té : les cellules souches embryonnaires
humaines. Car, sans blastocystes, pas de cellules
souches. Cest en effet a ce stade du développement —
cing jours — qu'elles sont prélevées. Lembryon se pré-
sente alors sous la forme d'une sphére qui serait tota-
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lement creuse, n'était-ce la présence d'un petit amas
de cellules appelé « bouton embryonnaire » (voir photo ci-
contre). Dés le début de I'implantation dans la paroi
utérine, I'enveloppe de la sphére, ou trophoblaste, évo-
lue pour donner le placenta. Le bouton embryonnaire,
lui, s'engage dans un processus qui aboutira a la for-
mation de tous les tissus du futur enfant.

In vivo, in vitro. C'est en raison de ce formidable
potentiel de différenciation que les cellules qui
constituent le bouton sont dites « pluripotentes ». Mais
pas totipotentes! Car, contrairement a I'ccuf ou aux
cellules issues des premiers stades de sa division,
elles ne peuvent donner un blastocyste capable de
se développer in utero et de donner un étre humain.
Cest en 1998 qu'ont été publiés, dans la revue Science,



