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I. INTRODUCTION

Hématopoiése : ensemble des mécanismes qui assurent le remplacement
régulé et continu des cellules sanguines

Sang : cellules matures des différentes lignées a taux constant et
ayant une durée de vie limitée
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L’hématopoiese se déroule a partir d’une population

de cellules rares et indifférenciées :

—— Les cellules souches hématopoiétiques (C.S.H.)

_, ATorigine de toutes les lignées sanguines




Utilisation potentielle des CSH
en médecine régénérative

Transplantation de CSH: traitements de maladies dues
a des désordres hématopoiétiques

- Apporter un systéme immunitaire fonctionnel a des individus atteints
d’une immunodéficience

- Remplacer un systéme hématopoiétique défectueux par un systéme
fonctionnel dans le cas de maladies génétiques (drépanocytose)

- Restaurer le systéme hématopoiétique de patients atteints de cancer et
traités par des agents cytotoxiques

- Utilisation des CSH en thérapie génique (intéressant car les CSH sont

capable d’autorenouvellement ce qui permet d’éviter 1’injections

périodiques de cellules matures)

Les compartiments hématopoiétiques

4 compartiments:

LES CSH
Multipotentes

Cellules engagées dans un lignage cellulaire

LES PRECURSEURS

Cellules qui se divisent et se maturent

Cellules fonctionnelles qui
passent dans le sang

I1. Les Cellules Souches Hématopoiétiques

Deux propriétés fondamentales

a/ L’autorenouvellement : capable de se diviser a 1’identique
sans se différencier

——— maintien du pool de CSH
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b/ Multipotence: capacité de se différencier en n’importe

quelle cellule du sang
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Caractéristiques des cellules souches hématopoiétiques

- Cellules tres rares (0,01% a 0,1% des cellules de la m.o.)
- Cellules indifférenciées

- Pas de marqueurs spécifiques

- Non reconnaissable morphologiquement

- 90% en GO (stade quiescent)

Engagement dans une voie de différenciation
par division asymétrique
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III. MISE EN EVIDENCE DES C.S.H.

Premicre mise en évidence de cellules multipotentes
chez la souris : Expérience de Till et Mc Culloch (1961)

Chaque colonie est issue d’une seule cellule de la m.o appelée
CFU-S : Colony Forming Unit in the Spleen
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Mise en évidence des CSH par culture des cellules de m.o.
en milieu semi-solide (Methylcellulose).
Expérience de Metcalf (1966)
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Mise en évidence des CSH chez ’Homme

Apport de la pathologie: clonalité des tumeurs

Exemple de la L.M.C. (leucémie myéloide chronique)

— toutes les cellules de la lignée my¢loide
(GR-PN-macrophage-Megacaryocytes) et les lymphocytes B
présentent la méme anomalie chromosomique :

Le chromosome Philadelphie qui résulte d’une translocation

entre le chr 9 et le chr 22.

Reconstitution de I’hématopoiése.

Utilisation des souris SCID

(severe combined immunodeficiency)
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Reconstitution multi-lignées
Reconstitution définitive

Caractérisation phénotypique des CSH
de la moelle osseuse

Chez la souris : Expérience d’l. Weissman
Utilisation d’anticorps monoclonaux et du tri cellulaire par cytométrie en flux
Prélevement des cellules de la m.o
— ¢limination des cellules matures:
- Ac anti CD4, anti-CDS et anti CD3: lymphocytes T
- Ac anti B220: Lymphocytes B
- Ac anti-Mac-1: Macrophages et cellules NK
- Ac anti-GR20: granulocytes
- Ac anti-Ter 119: Globules rouges

—* Cellules sans marqueurs de différenciation : cellules LIN-




Utilisation d’autres anticorps
— Permet d’isoler un population de cellules
Thyl*- Scal* ¢KIT* LIN-
— 0,02% des cellules de la m.o.= CSH
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Potentialité de reconstitution A > B > C

Les cellules A (Macl- CD4- CKIT" Sca 1" Thyl * LIN-) : véritables

CSHs,

seule population capable d’autorenouvellement
et de reconstituer définitivement les territoires hématopoiétiques

d’une souris irradiée (production de toutes les cellules du sang)

Compartiments hématopoiétiques
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IV. Les territoires hématopoiétiques

Territoires ou se déroule I’hématopoicse

— Variation au cours du développement

Prenatal | Postnatal

Bone marrow

Cellularity (%)

1 234567839 10 20 30 40 5 60 70
Fetal months Age in years

Ou sont générées les CSH chez I’embryon?

Travaux réalisés chez le poulet

(Nicole le Douarin et Francoise Dieterlen)

(Eufs d’oiseaux deux régions:

— blanc d’ceuf (I’albumen) et jaune d’ceuf ou se développe 1’embryon
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—— Aires embryonnaires et extra-embryonnaires




Dans I’aire extra-embryonnaire (sac vitellin) apparition des
premiers vaisseaux sanguins —» I[16ts sanguins (ler globules

rouges)

Embryo
Area pellucida
Vascular area

Sinus_
terminalis

Internal
vitelline area

wigl’ltlha;n:rlaa Vaisseaux sanguins, 2,5j

Yolk

Utilisation des greffes caille-poulet (chimeres)

Caille
D’ou proviennent les CSH responsables M

de la formation de ces premiers globules rouges ?

—— Aire embryonnaire ou extra-embryonnaire ?

Poulet




Observations des coupes au microscope :

— 7 &me jour : GR de type poulet
A partir 10 éme jour : GR et lymphocytes de type caille

2 sites de production de CSH qui se succeédent :

- Sac vitellin : hématopoiese primitive

- Embryon qui donne les CSH qui colonisent les organes
hématopoiétiques (foie feetal, thymus)

—— hématopoiése définitive

Territoire embryonnaire = Splanchnopleure para-aortique

Se transforme en un territoire appelé AGM
aorte-gonado-mesonephros

(comprend I’aorte, les ébauches des crétes génitales
et I’ébauche du rein)

Expériences chez la souris réalisées par A. Cumano :

2 générations de CSH qui se succédent au cours de la vie embryonnaire

Embryon de 8,52 9,5 JPC
(10 & 25 somites)
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Mémes successions d’événements chez les mammiferes
avec deux territoires de production des CSH




Les territoires de production des CSH chez ’embryon de souris
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Embryo Fetus Adult
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V. Régulation de ’hématopoiese

1/ Facteurs extrinseques
a/ role du microenvironnement

— niche hématopoiétique :

Dans moelle osseuse

-Ostéoblastes (endostéum)

-Ostéoclastes (endostéum)

- Cellules réticulaires

- Cellules péri-vasculaires (Cellules endothéliales...)

- Matrice extracellulaire

Les niches hématopoiétiques dans la moelle osseuse

Trabecular|
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Medullary
artery

Adult

Stromal calls

Bone




Les interactions niche hématopoiétique-CSH

Ostéoblastes

Implication de la niche dans la quiescence et
I’auto-renouvellement des CSH

Interface between
niche and non-niche

Non-niche mic i microe Niche

Mon-niche microenvironment  Cell-fate A : : Stem cell Self- I : —_— O
provides signals that induce ] | ] PETI '

stem-cell differentiation and
division

| Non-specialized stromal cell ISpec‘ialized niche cell

Plusieurs types cellulaires sont impliqués dans la biologie des CSH
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Hypotheéses sur ’existence d’une niche périvasculaire
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b/ Réle des facteurs de croissance ou cytokines

Glycoprotéines
production locale excepté EPO et la TPO poduites a distance
respectivement par le rein et le foie
— cellules du stroma
— lymphocytes T
— monocytes/macrophages
Action a faible concentration
Action synergique et parfois redondante

Facteurs synergiques : SCF (Stem Cell factor), FLT3-L, IL1,IL6, IL11
LIF(Leukemia inhibitory factor),

Action sur les CSH: Tsurvie, *nb en cycle,

sensibilisent les cellules aux autres FC (expression des récepteurs)

Facteurs multipotents: IL3, GM-CSF (prog. my¢loides)
IL7 (prog. Lymphoides)
Action sur les progéniteurs: t survie, action sur plusieurs lignées,sortie de
I’état de quiescence
Facteurs restreints: G-CSF, M-CSF, EPO, TPO, IL5
Facteurs de différenciation terminale

Facteurs de maturation
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2/ Facteurs intrinseéques
Les facteurs de transcription

Expériences des souris KO
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Pas de myélop / B
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Les facteurs de transcription
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VI. Différenciation des lymphocytes T et B
a partir des CSH




La différenciation intrathymique

Other cell types,
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Les facteurs qui régulent la différenciation T (2)
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