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NOUVELLE

Le foie foetal :

source incontournable

de cellules souches hépatiques
pour la thérapie cellulaire

des maladies hépatiques ?

Anne Weber-Benarous, Jean-Etienne Allain

> La transplantation orthotopique est
actuellement le seul traitement de bon
nombre de maladies hépatiques, incluant
les maladies métaboliques et les insuffi-
sances hépatocellulaires. La greffe de foie
est cependant grevée d’une morbidité et
d’une mortalité non négligeables liées au
geste chirurgical lui-méme, ou aux com-
plications vasculaires et biliaires parfois
irréversibles qui lui succedent. Parallele-
ment, il existe un décalage croissant entre
I'offre de greffons humains et la demande.
Ainsi en France, environ 10 % des malades
inscrits sur une liste d’attente en vue d’une
transplantation hépatique décedent avant
de pouvoir étre greffés.

La pénurie de donneurs entrainera obli-
gatoirement une pénurie d’hépatocytes
adultes disponibles pour la thérapie cel-
lulaire, d’autant plus que ces cellules ne
font guere qu’un ou deux cycles de divi-
sion en culture et qu’elles sont difficiles
a congeler.

La transplantation d’hépatocytes a déja
été réalisée chez quelques enfants
atteints de maladies métaboliques ; un
bénéfice clinique limité et transitoire a
été obtenu chez une fillette atteinte
d’une maladie de Crigler-Najjar, ce qui
prouve que I'approche est réalisable. Ces
essais soulévent aussi un certain nombre
de problemes dus aux propriétés intrin-
seques des cellules adultes matures
(taille, formation d’agrégats, absence de
prolifération). D’autres sources de cel-
lules doivent donc étre envisagées. |l
pourrait s’agir d’hépatocytes feetaux,
mais également de cellules souches
issues de tissus adultes ou du foie feetal.
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L'existence de cellules
souches dans le foie
adulte a été postulée des
1951. Aprés des années de
débats, les cellules « ovales », petites
cellules avec un gros noyau et un cyto-
plasme réduit, présentes dans le foie des
rongeurs, sont maintenant considérées
chez ces animaux comme les cellules
souches hépatiques adultes. Cette sous-
population hétérogene de cellules épi-
théliales biliaires, probablement locali-
sées au niveau des canaux de Hering, qui
correspondent aux ramifications les plus
terminales des canaux biliaires, constitue
un compartiment-réserve. Ces cellules
sont bipotentes et expriment un certain
nombre de marqueurs caractéristiques
des cellules hépatocytaires et des cellules
biliaires ; elles expriment aussi des récep-
teurs de facteurs de croissance tels c-kit
(récepteur du stem cell factor) et c-met
(récepteur de I’HGF, hepatocyte growth
factor) [1].

Ces cellules, indétectables dans le foie
normal, sont recrutées dans des situations
ou les hépatocytes normaux sont
détruits et elles proliferent alors pour res-
taurer la masse hépatique : c’est ainsi
qu’elles ont été mises en évidence dans le
foie de rongeurs soumis a des carcino-
génes ou des agents toxiques (comme la
galactosamine), et dans celui de souris
transgéniques pour I'antigene T de SV40
[2, 3]. Mais lorsque la régénération hépa-
tique est induite apres une hépatectomie
partielle, les hépatocytes résidants proli-
ferent dans les lobes restants (hypertro-
phie compensatrice), et la contribution
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des cellules ovales n’est pas nécessaire.
Dans un modele de tyrosinémie, créé chez
la souris par I'invalidation du géne codant
pour la fumaryl-acéto-acétate hydrolase
(souris FAH™), qui provoque I'accumula-
tion de métabolites toxiques pour les
hépatocytes, on a pu montrer grdce a des
transplantations successives d’hépato-
cytes normaux, que la
capacité de prolifération
des hépatocytes excédait
60 divisions [4]. Ainsi,
selon la nature du stress
subi par le foie, il y aurait
deux niveaux de réponses de type « cellule
souche », I’'hépatocyte étant capable de
s’auto-renouveler et de rester différencié.
Il semblerait que ce concept puisse étre
étendu a I’homme, puisque la présence de
cellules ressemblant aux cellules ovales a
été mise en évidence par immuno-histo-
chimie et ultrastructure dans le foie de
patients atteints de diverses maladies
hépatiques dont I’hépatite chronique [5].
La nature de ces cellules reste a confirmer
et elles devront étre isolées, purifiées - ce
que tentent a I’heure actuelle certaines
équipes a partir de tissus hépatiques pro-
venant de patients atteints d’hépatite -
caractérisées in vitro et amplifiées. Enfin,
leur devenir apres transplantation dans
des modeles animaux devra confirmer
leurs potentialités avant d’envisager une
utilisation thérapeutique.

Des résultats récents ont montré qu’une
sous-population de cellules issues de la
moelle osseuse, isolées dans la méme
fraction phénotypique que les cellules
souches hématopoiétiques, et transplan-
tées dans le sinus rétro-orbitaire de souris
létalement irradiées, pouvaient donner
naissance a des hépatocytes, ce qui sug-
gére que la moelle osseuse pourrait étre
une troisieme source de cellules souches
hépatiques [6]. Cependant, il faut noter
qu’une telle reconstitution hépatique a été
mise en évidence dans une situation expé-
rimentale totalement artificielle, apres
une transplantation « non convention-
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nelle », que la population de cellules
souches n’était pas clonale et qu’il pour-
rait s’agir d’une sous-population localisée
dans la moelle osseuse, mais dont le des-
tin hépatique serait déja « pré-
déterminé ». De fait, des résultats tres
récents montrent que la différenciation de
cellules de la moelle osseuse en hépato-
cytes matures est tres inefficace dans des
conditions physiologiques [7].

L'utilisation de cellules souches isolées a
partir d’organes feetaux représente une
alternative thérapeutique plus immédiate
a celle de cellules souches adultes comme
I’a récemment démontré I’étude de la
greffe de neurones feetaux chez des
patients atteints de maladies neurodégé-
nératives [8]. Cette approche semble par-
ticulierement prometteuse pour le foie. €n
effet, les cellules feetales ont des avan-
tages sur les hépatocytes adultes dans
une optique de transplantation. Elles sont
environ deux fois plus petites (de I’ordre
de 15 PUm par rapport a 30-35 Pm). De ce
fait, I'injection des cellules via la veine
porte devrait étre mieux tolérée et leur
migration a travers les sinusoides et dans
le parenchyme facilitée. €n effet, les
hépatocytes adultes, y compris chez le
primate, restent localisés aux environs des
espaces périportaux [9]. étant donné leur
capacité de proliférer, un effet thérapeu-
tique identique a celui obtenu avec des
hépatocytes adultes pourrait étre obtenu

avec un nombre moindre de cellules.

Figure 1. Phénotype bipotent des cellules souches hépatiques
feetales de primate immortalisées. Chaque cellule prolifére et
donne naissance a un clone de cellules qui co-expriment "albu-

mine (vert) et la CK19 (rouge). Les noyaux sont colorés au Dapi

(bleu).
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Des études réalisées a partir de foies
foetaux de rats ont montré que les hépato-
blastes, cellules souches bipotentes,
expriment des protéines spécifiques d’hé-
patocytes (albumine, O-feetoprotéine,
HepPar 1) et de cellules biliaires (cytoké-
ratines 19 et 7). Aprés transplantation
chez le rat, les hépatoblastes sont
capables de se différencier non seulement
en hépatocytes mais aussi en cellules
biliaires lorsqu’ils sont localisés a proxi-
mité des canaux biliaires [10].

Notre laboratoire, dont I’objectif est de
développer des modéles pré-cliniques de
thérapie génique ex vivo et cellulaire de
maladies hépatiques chez le primate
adulte et feetal, a défini les conditions
adéquates d’isolement, de cryopréserva-
tion et de transduction des cellules hépa-
tiques feetales de macaques. Ce modéle
de macaque est en effet particulierement
approprié, car 'anatomie du foie, comme
celle du systéme utéro-placentaire, est
tres similaire a celle de ’homme. Il en est
de méme pour la vascularisation hépa-
tique, et une telle similitude n’existe que
chez ce mammifeére, a la différence des
autres gros mammiféres - porc, mouton,
chien - ce qui est fondamental dans une
perpsective de transplantation.

Des banques de cellules hépatiques
feetales de macaque, cryo-préservées,
sont réalisées a partir de feetus de
macaques a la fin du 2° tiers de la gesta-
tion (90-100 jours), stade auquel la taille
du foie et la proportion de
cellules hépatiques (par
rapport aux cellules héma-
topoiétiques) permettent
d’obtenir un rendement de
plusieurs dizaines de mil-
lions de cellules.

Dans ces conditions expé-
rimentales, les cellules
souches ou hépatoblastes
ne représentent qu’un
faible pourcentage de la
population d’hépatocytes
feetaux.

C’est ainsi qu’in vitro, nous
avons caractérisé, au sein
des hépatocytes feetaux, a

I’aide de marqueurs spécifiques, une
sous-population de petites cellules, parti-
culiéres par leur cinétique de proliféra-
tion, plus rapide que celle des
hépatocytes. Afin de pouvoir isoler et
amplifier une population clonale d’hépa-
toblastes, nous avons utilisé un vecteur
rétroviral exprimant I'antigéne T de SV40
flanqué de sites lox P [11]. Un clone
immortel a été isolé apreés un temps de
latence de 9 mois, ce qui représente une
fréquence faible, de I'ordre de 5x1078, et
illustre la différence entre cellules murines
et cellules de primates. La lignée dérivée,
IPFLS (immortalized primate fetal liver
stem cells), n’a pas les caractéristiques
d’un phénotype transformé in vitro, et
n’exprime pas de potentiel tumoral in vivo
apres transplantation chez la souris athy-
mique. Cette lignée exprime une trés forte
activité télomérase, contrairement aux
cellules primaires d’origine, dans les-
quelles I'activité télomérase disparait
aprés 3 jours de culture. La capacité de
prolifération de ces cellules est a priori
illimitée puisque nous maintenons la
lignée en culture depuis 3 ans. Le phéno-
typique bipotent de la lignée semble
stable puisque les cellules expriment a la
fois des marqueurs hépatocytaires (albu-
mine, O-feetoprotéine, cytokératines
8/18) et de cellules biliaires (CK19) (Figure
1). €nfin, leur caractére immortalisé est
bien di a 'expression de 'antigéne T
puisque son excision, par I'intermédiaire
de la recombinase CRE transférée a I'aide
d’un vecteur viral, entratne I'arrét de
croissance des cellules.

La fonctionnalité de ces cellules a été tes-
tée apres leur transplantation, via la veine
porte, dans le foie de souris athymiques
ayant subi I'ablation de 50 % de la masse
hépatique. La quantité de cellules injec-
tées représente environ 1 % de la masse
hépatocytaire de I"animal. Au bout de 8
jours, ces cellules sont retrouvées essen-
tiellement autour des espaces portes, et
environ 50 % sont intégrées dans le paren-
chyme, ce qui corrobore les données obte-
nues avec les hépatocytes normaux. Les
cellules IPFLS n’expriment plus la CK 19,
témoin d’un phénotype biliaire mais elles
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expriment toujours 'albumine (Figure I).
De plus, un certain nombre d’entre elles
ont perdu leur caractere mononucléé,
caractéristique des cellules feetales, et
acquis celui de cellule binucléée, caracté-
ristique des hépatocytes adultes. Ces
résultats laissent penser que les cellules
souches feetales hépatiques transplantées
dans un foie adulte répriment rapidement
les fonctions feetales.

Trois semaines aprés transplantation, il
s’avere que I'avantage prolifératif de ces
cellules observé in vitro ne leur confére
pas un meilleur avantage intégratif que
celui des hépatocytes normaux in vivo. Ces
résultats sont intéressants en ce qu’ils
suggerent un réle important du microenvi-
ronnement dans un foie quiescent. Cepen-
dant, il faut noter que le devenir des cel-
lules transplantées ne peut étre suivi a
moyen terme dans les souris athymiques.
L'utilisation de souris immunodéficientes
rag”” x Y& /- développées par J. DiSanto
[12] permettra d’analyser le devenir de
ces cellules a long terme et d’évaluer leur
différenciation en fonction de leur distri-
bution dans le parenchyme, en particulier
si les cellules intégrées au voisinage des
canaux biliaires continuent d’exprimer des
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