Qu’est ce qu’une cellule souche

*Reproduction a l’identique (autorenouvellement)
+Sous controle de son environnement (niche)
*A la source des cellules différentiées (progéniteurs).

Progéniteur

cytokines

Molécules
d ’adhésion

! Auto-renouvellement

&M

Prolifération
Différentiation
.

NICHE
Environnement tissulaire approprié

Cellules spécialisées
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Définition de la cellule souche
* Auto renouvellement/ Différentiation

— Mise en évidence chez la souris

@ ’ Cellule Souche Hématopoiétique
Irradiation

|

Différentiation : o _
N N Injection par voie
Reconstitution intraveineuse
de
® I’hématopoiese.
— ))—t

' Cellule Souche Hématopoiétique
Osawa et al. J Immunol. 1996
Jordan et al. Genes Dev. 1990 Irradiation

A partir d’'une cellule souche : Reconstitution successive de
I’lhématopoiése chez plusieurs receveurs
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Totipotence conduit a la formation d’un organisme entier)
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Propriétés des cellules souches

Pluripotence

*Cellules pouvant donner tous types cellulaires :
*‘Mésoderme et ectoderme et endoderme.

*Cellules embryonnaires *@ ‘ fd"

o7 %: Cellules
Ectoderme Mésoderme Endoderme  germinales
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Propriétés des cellules souches
Multipotence

*Cellules spécialisées dans un genre tissulaire
(mésoderme ou ectoderme ou endoderme)

*Cellules souches hématopoiétiques (CSH) de la moelle osseuse, a I'origine de toutes
les cellules sanguines (globules rouges, blancs, plaquettes, etc).

" SC lymphoide /Lympho'T
e% " o) = N

50\{:;/‘ -) S Lympho.B
= ¥

CFU-GEMM @ w—r ©\_’@ PNN
/ M monocyte
w7 T\ o B

=sCFU-MK @ “Eo X .
Osawa et al. J Immunol. 1996 a v ‘ ’ ‘

Jordan et al. Genes Dev. 1990 GR plaq | P.Eo | P-Bas ‘ macrophage H CD ‘

Suppression de
I’lhématopoiése
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Propriétés des cellules souches

Unipotence

Les cellules souches unipotentes ne peuvent former qu‘une
sorte de cellules différenciées.

Ectoderme

'Y

(kératinocytes de la peau).
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Propriétés des cellules souches

® Zygote

Blastocyte
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Cellules souches
Weiss Sd et al; J Neurosci 1996

Vescovi et al Cells Tissues Organs. 2002 Hématopoiétiques Mésenchymateuses

Cellules souches
nerveuses

& o

Médul'aires Mezey E et al Science2000

Brazelton et al Science 2000;
Mezey E et al PNAS 2000
Wagers et al. Science 2002;
Vallieres et al.J Neurosci 2003.

Neurones

As_trocytes L Foie Muscle
Oligodendrocytes  Hématopoiése
Stroma Nerveuses =P Hématopoiétique
Cellules souches Hématopoiétique —p Nerveuses
- -9/32 IRSN DRPH SRBE alain.chapel@irsn. fr 0158359546 irst |

Proprietés des cellules souches

Trans-différentiation Souris transgénique GFP

ou plasticité In Vivo

(Brazelton et al Science 2000)

Cellules médullaires GFP+

NeuN*
NF-H*

N 1.‘- ._ ~
Cellules souches =¥ Hématopoiétiques —p Nerveuses
IRSN DRPH SRBE alain.chapel@irsn. fr 0158359546 irRst




Propriétés des cellules souches

Trans-différentiation || Dé-différentiation Multiple-cellules Pluri potence Fusion

®
v\ |7\
®

® ®

Wagers AJ & Weissman |, Cell 2004, 116, 639-648
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2 3’\9

Htl Ce”ules totipotentes J Les toutes premiéres cellules

t < ‘ . peuvent donner naissance a

un organisme entier

Cellules multipotentesg

Elles se multiplient a volonté
et peuvent donner tout
les types cellulaires

Cellules pluripotentes ou unipotentes

Cellules souches
spécialisées dans un genre
tissulaire (méso, ecto,
endoderme)
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Les différents types de cellules souches

Les cellules souches embryonnaires

Thomson et al. Science 1998
Gerecht-Nir et al.Transplantation Immunol 2004

Différentiation
en tous types cellulaires

Ectoderme !f_@
i g

Endoderme ;% source inépuisable du blastocyte
= de cellules multipotentes

Hwang et al. Science 2004
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Les différents types de cellules souches )
Les cellules souches embryonnaires

(= source inépuisable de cellules multipotentes)

V4
Tumorisation

Ethique

Les cellules ES
ne sont pas des cellules capables a
elles seules de donner un embryon

- -14/32
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Les différents types de cellules souches

Utilisation des cellules souches foetal dans le traitement de la Chorée de Huntington

Anne-Catherine Bachoud and Marc Peschanski
The Lancet, 2000,
Lancet Neurol. 2006

Maladie de Huntington Remplacer les cellules
dégénérescence des neurones n
affectant les fonctions motrices, abimées par des cellules
Cellules souches cognitives, comportementales foetales
nerveuses
foetales

/

|
+ 5 patients
+ Amélioration de leurs capacités intellectuelles et motrices sur 2 ans en moyenne
IRSN DRPH SRBE alain.chapel@irsn. fr 0158359546 irst |
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Les cellules souches adultes

FE Tentrw o] v v e -
ol _ cerveau | r(rh'ﬂ ) Jones DL et al. Nat Rev Mol Cell Biol. 2008
e i 1| cornée
BT | rétine
4 y

=

S il A

! oo . kg
Doetsch '8t al “CeH 1999 tube dlgest‘l

Palmer et al. J. Comp. Neurol
000"

= cardiaque

| ancr R

(e P € "ll‘ Follicule o)
’ :

| pileux

il I'* I‘
Wy b A testin |
T o -4 Ovaire y s S
F A ".
k ;ﬂ moelle osseuse)

B ] | L W o
Potten tal. it . Exp! Pathol. 1997 '. |J '| I| sﬁ - . Test]cu le
/ I .' f v S
FF—va tmo mnmm T I' | . i Hegd I -ﬁ.
| | (99 b iy "‘.5‘::':‘
mece M || S0 |

: o
| Xie etal Cell 1998 | ] vamamas

r: . !
f 9 squelettique, |
g ' .graisse
i ) o Chiarini-Garcia et al. Na|
e Lo | [ Reproduction-2003
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« induced Pluripotent Stem’ (iPS) cells”
Reprogrammer des cellules adultes en cellules possédant des
propriétés similaires a celles des cellules souches embryonnaires

AL, etencegeie Oct3/4, Sox2, LIN28 et
H &nas
& ﬁ cmpmg%mﬁhu&eurm NANOG

SN, Lo cenuie soune s
transforme en cellule
&8 rpluripotenia
Indultas, capakis
de donnes nalesance
& differents iypes
de fissus

Cellule adufle de pasu

mustio |

La recette de la reprogrammation CSI 2007

Intéréts :
y EYlter les resefves ethqu?S Okita,. Et al Nature 2007
*Eviter les problemes de rejet Wernig,. Nature 2007
. i s Maherali,et al. Cell Stem Cell 2007
immunitaire Thomson et al, Science 2007

: H 2 Yamanaka et al Science 2007,
Tumorisation 7 Jaenisch et al Cell 2007
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Homeéostasie tissulaire

Perte cellulaire - Production cellulaire
3 %Itiplication

Différenciation
Cellul Cellules
) eliu esu Souches du
onctu:nne es tiSS\U
matures
a durée de vie limitée /

Remplacement
Cellules Souches Stress

Objectif : rétablir ’homéostasie tissulaire
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Cellules Souches et médecine régénérative Académie vétérinaire de France 21 féwier 2008
Principe de la Médecine régeneérative par les cellules

souches adultes
Cellules
souches tr:.,j; e

Multiplication et Pré-Différentiation in vitro || Multiplication
W ) o e Mobiliser,

directement
Cellules souches . .
B la migration

=5 des cellules
cﬁ‘ souches vers
.‘: J ~di le tissu lésé

[

E;HEH”I.!'--' <1 g

Cartilage o5 Muscle Stroma Tendon Adipocyte

Cellules Immatures (unipotentes) Cellules souches
Orienter leur différenciation dans une voie tissulaire spécifique (pluripotentes)

— et e ———

-%\Greffe locale ou systémique (migration au site lésé)

«Les cellules souches obstacles majeurs a |’utilisation en thérapie cellulaire
*1) rares
«2) absence de marqueurs spécifiques connus permettant de les purifier
«3) conditions permettant de les faire se multiplier in vitro mal connues
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Application de la Médecine régénérative par les cellules souches
S;iorl‘l‘srtgri:cﬁve m Maladie du SNC
J'!::uhf -, Moelle osseuse
T ;

45, Reconstruction du micro
=4 environnement

de la moelle osseuse
Fouillard et al. Transplantation 2003, 2007
Délivrance de génes (Bensidhoum et al. Blood 2004)

s .
Nécrose myocardique RS————
Wang et al J Thorac Cardiovasc Surg 2000 Coeur = ,F E ; 1 )
Katritsis et al., Cath. Cardiov. Interv., 2005 =

Maladie vasculaire
(atherosclérose)

Peau

Bartholomew et al. Exp Hematol. 2002

Lataillade et al 2007 'h"'Reconsfruc‘rlon osseuse

-Bruder et al J Cell Biochem 1994
Haynesworth et al Bone 1992

~~ Ostéogéneése imparfaite
Horwitz et al,Blood, 2001

Arthrose
(cartilage)

Grande et al. Tissue Eng 1995)

Reconstruction
cartilagineuse

Wakitani et al., Osteoarthritis and Cartilage, 2002

| e . .
£ & Reconstruction tendineuse
1] Young et al. Trans Orthop Res Soc 1997
Risbud et al., Spine. 2004
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Type de cellule Maladies

Cellules nerveuses Maladie de Parkinson, Maladie d’Alzheimer, traumatisme de la moelle épiniére,
sclérose en plaques

Cellules du muscle cardiaque Infarctus, insuffisance cardiaque

Cellules de P’insuline Diabéte

Cellules du cartilage Arthrite, arthrose

Cellules sanguines Cancer, immunodéficiences, leucémie, Maladie sanguine génétique

Cellules du foie Hépatite, cirrhose

Cellules de la peau Brulure, cicatrisation des blessures

Cellules osseuses Ostéoporose

Cellules de la rétine Dégénérescence maculaire

Cellules des muscles squelettiques  Dystrophie musculaire
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Type cellulaire requis :

Capable d’étre isolé (assez) facilement

En grande quantité (amplification in vitro)

Capable d’intégrer le tissu cible et d’y d’étre fonctionnel

Sources de cellules souches adultes utilisables
- Muscle (Infarctus du myocarde Menasché et al., The Lancet 2001)
- Tissu adipeux (Maladie de Crohn, Garcia-Olmo, Dis Colon Rectum. 2005 )
- Moelle (Ostégénése imparfaite, Horwitz Proc Natl Acad Sci U S A. 2002)
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La moelle osseuse étant facilement accessible chez tout individu, ce
tissu est une source de cellules réparatrices pour nombre de tissus

£ 0 Timmn oot | iy Wi

- Les CSM (Friedenstein et al. Transplantation 1968)
*Possibilité de pouvoir utiliser la moelle osseuse du patient comme source de
cellules souches réparant le tissu lésé => élimine:
o le risque de rejet (Le Blanc et al. Scand J Immunol 2003, Lancet 2004)
« le recours aux imMMUNOSUPPresSeUrs e et al. Transplantation 2003)
«Possibilité de créer des * banques ” de cellules souches compatibles
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Application des cellules souches
Sources: Muscle et moelle

Menasché et al., The Lancet 2001 Orlic et al.. Nature 410: 701: 2001
Hagége et al., The Lancet 2003, 361: 491-492 rie ef at., fatre = /5 UL

Jackson et al. J Clin Invest 107:1395, 2001

thomon 29ue bone e f_é%

ey _ )/ /3) “ RSN DRPH SRBE alain.chabel@irsn.fr 0158359546



Application clinique des CSM

Ostéogéneése imparfaite

{18
-1 6 enfants
CSM
Injection "
?J;- Systémique g i
P § . Allogreffe @
-y L W iy .r
o W F |
& ' Expansion > i
des CSM i L
Reprise de la croissance/ 2 ans
Horwitz . 2 o A € ﬁ :
Proc Natl Acad Sci U S A. 2002 Moins de 1% | - 'f ‘ & ?
de Cellules R i ,
du donneur - : !
- -25/32 IRSN DRPH SRBE alain.chapel@irsn.fr 0158359546

Atteintes et régénération de la peau par injection de
CSM %
r - (Frangois et al. Annal of Hematology 2006) @

(Francois et al. Stem Cells 2005) { |y
Yy

L’injection de CSM
* limite la Iésion
favorisent la cicatrisation.

0,15% —

0,10%

percentage of human cells

Faible implantation des CSM (0,2%)
Essentiellement retrouvés au niveau de

I’épiderme 000% L

0,08%

2 3 4 5 6 7 8
weeks after irradiation
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Amolication clinigue
Greffe de CSM apres brilure par irradiation
accidentelle

(Lataillade et a. Regen Med. 2007 Sep;2(5):785-94.)

moelle CSM
Injection
i > —> locale
Expansion Recouvrement / g
des CSM de la plaie @
Autologues par intégra I'.
Zones
irradiées
localement

«Premiere greffe de CSM dans une irradiation accidentelle
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Etude de I'impact d’une greffe de CSM

sur la régénération structurale et fonctionnelle de I’intestin
(Semont et al. 2006)

Prolifération

Apoptose
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e g (Semont et al. Soumis)

P s PO, Eal
ésenteére,
S W T

Sk e
L = 5 0 !
AL “ A |
il vl W1 !
) Y [ .
g p
I

Localisation des CSM dans l'intestin

> Dans le mésentere

» Autour des cryptes de la lamina
propria

v i
: N - 1 » Autour des vaisseaux de la lamina
A= ] \ l ::“:IVaiISfV propria

\, »protection des niches des cellules souches

Mazhari et al. 2007 protection des niches dans la réparation cardiaque

IRsH [

alain.chapel®@irsn.fr 0158359546

Mode d’action

»Comment expliquer un effet majeur avec si peu de CSM implantées dans le tissu?

injection CSM

Altérations intestinales Régénération structurale

‘ et fonctionnelle
-1 I_ )
0

Perte cellulaire

W | -.:j-.li

T Prolifération 444+ - &
' e . I
oo | + Apoptose . ' |-
i

plantation intestinale
des CSM

'»u °

Apoptose réduite
y—N Prolifération augmentée

| B

Injection de CSM = Régénération accélérée
Action sur les cryptes intestinales (niches)
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(Mouiseddine et al soumis)

» Effets indirect des CSM sur le foie

Controle

Cellules apoptotiques

cellules endothéliales &
cellules du canal biliaire

L’injection de CSM a
diminué le nombre de
cellules apoptotiques

=Pas de CSM dansle foie

=MAIS diminution de I’apoptose
IRSN DRPH SRBE alain.chapel@irsn.fr 0158359546
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Apoptose
ASAT, ALAT
albumine, cholestérol
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Intégration CSM ou BM
et fonction sur le
foie(Aurich et al. 2007,
Roomaker et al.

2003, Hito et al. 2001)

Les CSM
s’implantent
dans l’intestin
et I’'intestin
est restauré.

Les CSM ne
s’implantent
pas dans le foie
mais
les effets, sur le
foie, dus a
Iirradiation sont
Apoptose modulés
ASAT, ALAT

alain.chapel®@irsn.fr

IRsH I
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Cellules Souches et médecine régénérative Académie vétérinaire de France 21 février 2008
Médecine régénérative

Application : Traitement de 3 patients d’Epinal

«Surdosage de radiothérapie (20%) survenu au centre hospitalier d’Epinal

*Conséquences gravissimes 24 patients traités pour cancer de la prostate en 2005-6.: rectites et cystites
invalidantes (grade 4)

+3 patients traitement spécifique par injection de CSM a titre compassionnel.

+20 recevront des CSM dans le cadre d’'un Programme hospitalier de recherche clinique (PHRC).

*Hémorragies
*Douleurs

Ash. Clinical Oncology (2007) 19: 614-615
D. Peifferta,*, J.-M. Simonb, F. Eschwege Cancer/Radiothérapie 11 (2007) 309-312
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Tissu lésé

Reprogrammation par
I’environnement

Facteurs de "W Contact

croissance Protection des cellules

de la niche

NICHE
Microenvironnement

Remplacement des

cellules souches

endogénes
Remplacement des

cellules niches

Autres organes

Prolifération
Différentiation

Cellules spécialisées
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Equipe IRSN . Equipe AP . INSERM . CTSA
Dr A Sémont S Bouchet . C Mazurier . Dr M Pratt
. Dr L Fouillard - Dr L Douay . Dr C Doucet
Dr N'Mathieu . p,. g Rouard «  DrJJ Lataillade
Dr S. Francois . Pr NC Gorin . Et toute son équipe
M. Mouiseddine
A. Sache
A. Boutarfa
J. Frick

C. Demarquay

Pr P Gourmelon
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