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Les cellules souches hématopoiétiques :
une population beaucoup plus hétérogene qu’il n’y parait

Une série d’expériences publiées par
Norman J. Wolf et al. (université de
Washington, Seattle, USA) dans le
numéro de mai 1993 d’Experimental
Hematology apporte de tres intéressan-
tes informations confirmant la hiérar-
chie des cellules souches dans la
moelle osscuse de souris [1].

Le systeme hématopoiétique peut étre
présenté comme une pyramide au
sommet de laquelle se trouve la
population des cellules souches et
dont la base est constituée par les cel-
lules sanguines différenciécs. Entre
ces deux extrémes se positionne toute
une cascade de progéniteurs hémato-
poiétiques qui, progressivement, se
différencient dans les divers lignages
hématopoiétiques tout en perdant
leurs capacités de prolifération (m/s
n° 6, vol. 6, p.569, [2]). La notion de
cellules souches est apparue rapide-
ment, partant de la simple évidence
que I’hématopoiése se maintient
durant la vie de I'individu, avec un
nombre considérable de cellules dif-
férenciées produites a chaque instant :
nous disposons donc d’une population
de cellules pouvant a la fois se diffé-
rencier dans tous les lignages héma-
topoiétiques et s’automaintenir, deux
propriétés qui servent a définir la cel-
lule souche. La ¢onséquence de cette
définition est que lorsqu’une cellule
souche est transplantée dans un rece-
veur conditionné, elle doit pouvoir
repeupler tous les organes hémato-
poiétiques, myéloides et lymphoides,
et assurer a I'infini la survie du rece-
veur greffé.

Ce sont les travaux pionniers de Till
et McCulloch a I’Ontario Cancer Ins-
titute (Toronto, Canada) en 1961 [3]
qui semblérent matérialiser I’existence
des cellules souches hématopoiétiques.
Il était connu que l'injection de cel-
lules de moelle osseuse a un receveur
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syngénique irradi¢ le protege de la
mort par déplétion hématopoiétique,
cc qui, tout en confortant les carac-
téristiques fondamentales des cellules
souches, ajoutait a leur potentiel celui
de la transplantabilité [4]. Till et
McCulloch constatérent que I’injec-
tion d’un nombre réduit de cellules
de moelle provoquait dans la rate des
receveurs irradiés I’apparition en sept
a huit jours de nodules hématopoié-
tiques, nodules fréquemment consti-
tués de plusieurs lignages hémato-
poiétiques. Il fut démontré ultérieu-
rement que ces colonies spléniques
étaient d’origine clonale [5], qu’elles
contenaient plusieurs lignages cellulai-
res [6] et que leur transplantation
chez des receveurs secondaires don-
nait a nouveau des colonies spléni-
ques [7]. Les cellules a I’origine de
ces colonies spléniques (et dénommées
pour cela colony forming unit in spleen ,
CFU-S) furent considérées pendant
des années comme représentant la
cellule souche, unique, multipotente
et douée d’auto-renouvellement.
L’utilisation de substances qui détrui-
sent les cellules en phase de synthese
de P’ADN (hydroxyurée, 5-fluoro-
uracile,...) a permis de montrer que
la majorité des cellules souches héma-
topoiétiques sont quiescentes. Le
maintien en GO des cellules souches
peut dépendre de la présence dans le
micro-environnement de facteurs inhi-
biteurs 8, 9]. Ainsi, le tétrapeptide
Ac-Ser-Asp-Cys-Pro peut empécher
I’entrée en phase S des CFU-S [10]
tout comme la macrophage inflammatory
protein-1a [11].

Par ailleurs, 1’étude de la sensibilité
des cellules souches hématopoiétiques
a des agents cytotoxiques a apporté
la premiére entorse a la théorie de la
population de cellules souches uni-
ques et multipotentes. Rosendaal et

al. (Cancer Institute, Melbourne,
Australia) [12] démontrérent ainsi
quec les colonies spléniques obtenues
aprés transplantation de moclle
osseuse de souris traitées par
I’hydroxyurée sont plus grosses et
contiennent un taux de CFU-S plus
élevé que celles obtenues a partir de
moelle osseuse normale. Cette obser-
vation a conduit les auteurs a propo-
ser une structure hiérarchisée de la
population des cellules souches héma-
topoiétiques qui s’ordonneraient sclon
leur age relatif, les plus immatures,
hors cycle, ayant le plus fort poten-
tiel de prolifération et d’auto-
renouvellement (generation age-hypothe-
5is).

Ces travaux furent confirmés ultérieu-
recment par Magli et al. au Basel Ins-
titut fiir Immunologie (Bale, Suisse) [13]
qui démontrerent que les colonies
spléniques observées au 8¢ jour
n’étaient plus visibles au 12¢-13¢ jour
alors que pouvaient étre observées
des colonies spléniques non détectées
au 8¢ jour. Il fallait donc conclure a
I’existence de deux populations de
CFU-S qui furent définies sur la base
des criteres expérimentaux comme les
CFU-S 8j et CFU-S 12j. Cette défi-
nition de I’hétérogéneité de la popu-
lation des cellules souches se trouva
confortée par les observations de
Ploemacher et Brons a I'université
Erasmus (Rotterdam, Pays-Bas) [14]
montrant qu’il existe une population
de cellules souches pré-CFU-S capa-
bles de produire les CFU-S 12).
Enfin la question semblait se compli-
quer encore quand il fut observé que
des retransplantations systématiques
de cellules médullaires d’un receveur
a l'autre, espacées d’un mois, abou-
tissaient a la perte progressive des
capacités de repeuplement [15], alors

que des transferts plus espacés per- e
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Figure 1. Schéma du protocole de fractionnement des populations de cellules souches utilisé par Wolf, et
al [1]. FACS = fluorescence activated cell sorter.

mettaient le maintien des capacités de
repeuplement [16].

Finalement, c’est le manque de défi-
nition expérimentale de la cellule sou-
che hématopoiétique qui entretient la
confusion. Les auteurs s’accordent
maintenant sur le fait que les CFU-
S 8j ou 12 ne sont pas les cellules
souches les plus immatures. Cepen-
dant, nombre d’expérimentateurs uti-
lisent comme critére expérimental,
soit le test de reconstitution hémato-
poiétique a long terme chez des ani-
maux irradiés, soit des essais clonaux
révélant des cellules trés immatures
qui engendrent des colonies hémato-
poiétiques géantes (HPP-CFC ou
highly proliferative potential-colony forming
cell)

msmm [.’obtention d’anticorps monoclonaux
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reconnaissant des antigénes portés par
les cellules souches et I’identification
de colorants vitaux discriminant les
cellules selon leur activité cyclique a
permis a de nombreux groupes d’iso-
ler, par cytofluorométrie, des frac-
tions cellulaires treés enrichies en cel-
lules satisfaisant aux critéres choisis
des cellules souches. Pour une revue
plus exhaustive, le lecteur peut se
référer aux articles récents de Span-
grude et al. (université de Stanford,
CA, USA) [17] et Bartelemez et al.
(Fred Hutchinson Cancer Research,
Seattle, USA) [18].

Apres avoir éliminé les lymphocytes B
et T, les macrophages, les granulocy-
tes et les cellules de la lignée éryth-
roide a I’aide d’anticorps spécifiques,
la purification peut consister en le tri

des cellules exprimant faiblement
Thyl et marquées positivement par un
anticorps reconnaissant |’antigéne
Scal [19]. Vingt de ces cellules, enri-
chies de surcroit en cellules exprimant
le recepteur c-kit du SCF (stem cell fac-
tor), peuvent repeupler aussi bien les
lignages myéloides que lymphoides B
et T des souris irradiées [20].

Une autre possibilité réside dans le
marquage des cellules Thyl™*Lin-
par le colorant Hoechst 33342 qui se
fixe de facon réversible et vitale a
’ADN [21] ou la rhodamine 123 qui
reconnait les membranes mitochon-
driales [22]. L’expérience a prouvé
que la sélection des cellules faible-
ment marquées par Hoechst 33342
[1] ou par la Rh123 [23] aboutissait

a un enrichissement considérable en
m/s n® 8-9 vol. 9, aoiit-septembre 93



cellules capables de restaurer I’héma-
topoiese de souris irradiées. Bien évi-
demment de nombreuses expériences
ont été rapportées qui croisent sélec-
tion antigénique et sélection tincto-
riale, et aboutissent a un enrichisse-
ment considérable en cellules sou-
ches.

Le grand intérét de I’étude récente de
Wolf et al. [1] est d’avoir fractionné
la moelle osseuse de souris selon une
séquence de ces diverses méthodes et
d’avoir alors étudié pour chaque frac-
tion le taux de CFU-S 8j et 12j, de
HPP-CFC et de cellules reconstituant
I’hématopoieése a long terme. Pour
cela, les cellules de faible densité de
la moelle de souris ont été d’abord
recueillies sur gradient de densité,
puis les cellules différenciées ont été
éliminées par un cocktail d’anticorps,
et les cellules blastiques sélectionnées
par cytofluorométrie en fonction de
leur taille et de leur complexité struc-
turale (forward et right angle scatter) ,
enfin, les cellules présentant une fai-
ble fluorescence aprés marquage par
Hoechst 33342 (3 % des cellules) sont
encore séparées en trois fractions
selon ’intensité de la fluorescence
aprés marquage par la rhodamine
123 en cellules faiblement, moyenne-
ment et fortement fluorescentes. Les
différentes étapes de cet enrichisse-
ment sont représentées dans la figure
1. L’étude des potentialités de ces
trois populations révele des caracté-
ristiques tout 2 fait intéressantes. Pla-
cées en culture in vitro en agar et en
présence d’une combinaison d’IL3,
IL1, CSF-1 et SCF, les cellules de
ces trois fractions forment des colo-
nies de type HPP-CFC de tres
grande taille avec une efficacité de
repiquage ou de clonage de 50 a
100 %, pour les trois populations.
Mais, lorsqu’est testée la capacité de
ces cellules a former des colonies splé-
niques en 8 ou 12 jours chez des ani-
maux irradiés, on constate alors que
la population des CFU-S 8; disparait
rapidement des fractions les moins
marquées par la rhodamine alors que
les CFU-S 12) sont bien préservées.
Lorsque 1’on suit la survie des ani-
maux a 30 jours, 200 des cellules des
diverses fractions assurent une survie
totale. Lorsqu’on réduit le nombre
des cellules injectées apparait un phé-
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nomene trés caractéristique et déja
noté par d’autres auteurs : 150 cel-
lules de la population Rh123hsh pré-
servent 70 % des animaux alors
qu’aucun receveur de 150 cellules
Rh123™ ne survit. La différence
entre les deux populations est donc
criante. Comment expliquer ce phé-
nomene ? L’explication fournie est
simple : les cellules souches
Rh123%"v  particulierement immatu-
res, ne peuvent assurer la prise de
greffe immédiate (contrairement aux
cellules souches Rh123%eh) et les
animaux meurent de déplétion héma-
topoiétique ou d’infection dans les
jours qui suivent I’irradiation et la
greffe. La vérification de cette expli-
cation tient dans I’expérience sui-
vante, réalisée par les auteurs en uti-
lisant la technologie mise au point
par Szilvassy et al. (Terry Fox Labora-
tories, Vancouver, Canada) [24] : des
femelles irradiées regoivent 20 cellu-
les de la fraction Rh123"™" provenant
de donneurs males et 3x10¢ cellules
médullaires de femelles « altérées ».
L’altération consiste a passer chez
deux receveurs successifs (secondaires
et tertiaires) des cellules de moelle
d’un donneur normal, I’intervalle de
transfert étant de trois semaines a un
mois. Cette opération a pour résul-
tat la perte des cellules souches les
plus immatures (qui n’ont pas le
temps de rétablir leur nombre nor-
mal) et la préservation des progéni-
teurs les plus mirs. Ces progéniteurs
vont donc assurer dans les premiéres
semaines la survie des animaux gref-
fés, temps nécessaire a l’expression
des cellules souches plus primitives,
dont la descendance est évaluée par
la présence du chromosome Y. Les
résultats sont tres clairs : 5 a 10 mois
apres la greffe, aussi bien les cellules
de moelle des receveurs que leurs cel-
lules B et T présentent a 100 % le
caryotype méile. Quand la méme
expérience est réalisée avec les cellu-
les Rh123heh le caryotype maéle est
faiblement représenté (et dans ce cas,
pas dans les trois lignages), voire non
détecté.

Ces expériences démontrent donc
clairement que la population des cel-
lules souches est hétérogéne dans ses
parametres physiques mais surtout
dans ses propriétés biologiques. Cer-

taines peuvent assurer une reconsti-
tution rapide apres transplantation,
d’autres ne le font que tardivement.
La filiation des diverses cellules sou-
ches avec leurs principales caractéris-
tiques est représentée dans la figure 2.
La connaissance de la structure pyra-
midale de la population des cellules
souches revét un caractére fondamen-
tal chez I’homme : la manipulation
des cellules a greffer ne doit pas
aboutir a I’élimination de telle ou
telle population au risque de perdre
la capacité de ces cellules a assurer
la reconstitution précoce et/ou tar-
dive. Ces expériences démontrent
également que le progéniteur de type
HPP-CFC, dont la population est
également hétérogene, est trés voisin
de, sinon identique a la cellule sou-
che. Cela n’est pas sans intérét dans
la mesure ou, pouvant étre caracté-
risé in wvitro, il peut étre étudié
facilement.

Cette hiérarchie fonctionnelle peut
étre déduite d’un autre type d’expé-
riences qui ont apporté, de surcroft,
des informations fort surprenantes sur
le fonctionnement individuel des cel-
lules souches. Les cellules souches
peuvent étre infectées, comme beau-
coup d’autres cellules, par des rétro-
virus défectueux pour la réplication et
porteurs d’un marqueur génétique,
en 'occurrence le géne bactérien néo
qui confere la résistance a la néomy-
cine. L’intégration de ’ADN viral
(apres transcription inverse) se réalise
de fagon aléatoire dans I’ADN cellu-
laire : chaque cellule souche infectée
sera donc caractérisée par le site
d’intégration de ’ADN viral, aisé-
ment reconnaissable par la taille des
fragments de restriction auxquels le
site d’intégration peut donner nais-
sance. Il est donc possible de suivre
a la trace les cellules provenant de
telle ou telle cellule souche apres
greffe a un receveur irradié. On a pu
ainsi démontrer une expression
séquentielle de certains clones ; par-
fois méme, un clone reste dormant
chez le receveur primaire mais est
détecté chez les receveurs secondaires
[25]. Les quatre a six premiers mois
qui suivent la greffe sont marqués par
une fluctuation dans la prolifération
des marqueurs, traduisant la mise en

activité et I'arrét de certaines cellu- m——————
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Figure 2. Filiation des différentes populations de cellules souches. Le schéma indique la capacité de ces cellules
soit a reconstituer I’"hématopoiése de receveurs irradiés a court ou a long terme, soit a donner, in vitro, des colonies
géantes de macrophages HPP-CFC (highly proliferative potential-colony forming cell), des colonies blastiques CFU-BI
ou des colonies de cellules différenciées sous l’effet de facteurs de croissance appropriés. Figurent enfin les principa-
les propriétés immunologiques et tinctoriales de ces diverses catégories cellulaires. CFU-S = colony forming unit in
spleen. GM-CFC = granulocyte-monocyte colony forming cell ; BFU-E = burst forming unit-erythroid ; Meg-CFC =

megacaryocyte-colony forming cell.

les souches. Graduellement, toutefois,
un systeme stable s’établit, dominé
par un petit nombre de cellules sou-
ches [26].

Dans un autre systeme, Van Zant et
al. (Texas Tech University, Health
Sciences Center, Lubbock, Texas,
USA) [27] avaient observé que les
souris DBA-2 ont une part impor-
tante de leurs CFU-S en cycle con-
trairement aux souris C57Bl/6. Les
populations sanguines de souris chi-
meres DBA-2-C57Bl/6 sont initiale-
ment DBA-2 puis C57 Bl/6. La greffe
de moelle allophénique* donne
d’abord une hématopoiese DBA/2
puis C57BI/6. La greffe de la moclle

* Allophénique : souris née de la fusion de deux blas-

s (0cystes de souches différentes.
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de ce receveur primairc a des rece-
veurs secondaires montre alors la
réapparition de I’hématopoiése de
type DBA/2 qui, a nouveau, s’éteint
avec le temps [28]. La encore, tou-
tes les cellules souches ne sont pas
mises a contribution simultanément.

Conclusion

Les résultats rapportés ici permettent
de jeter quelque lumiére dans cette
boite noire qu’était, et est encore, la
population des cellules souches
hématopoiétiques.

Le concept qui prévaut aujourd’hui
est que la population des cellules sou-
ches est organisée, hiérarchisée,
comme l’est celle des progéniteurs.

Le sommet de la hiérarchie est
occupé par une population de cellu-
les dont on connait quelques proprié-
tés physiques et antigéniques : ces
cellules souches sont apparemment
responsables de la prise de greffe a
long terme, mais ne peuvent assurer
la prise de greffe immédiate. Ces pro-
priétés sont raisonnablement en
accord avec leur nature de cellules
souches primitives. Il est donc fort
probable que cette population soit « la
vraie population » de cellules souches.
Plus mire, mais présentant naturel-
lement les propriétés de cellules sou-
ches (autorenouvellement, pluripoten-
tialité), se trouve une population de
cellules souches assurant la prise de
greffe immédiate. L’extinction de leur
activité résulte-t-elle de leur épuise-
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ment par le bas de la population ou
d’un mécanisme de rétro-contrdle se
mettant en place lorsque se différen-
cient (tardivement) les cellules sou-
ches issues de la cellule souche pri-
maire ? La réponse ne peut étre don-
née pour le moment.

L’autre hypothese est que toutes les
cellules souches d’une population
donnée ne sont pas en activité simul-
tanément. Lorsque 1’hématopoiese a
retrouvé son niveau d’équilibre, un
faible nombre de cellules souches
assurent la production hématopoiéti-
que. Faut-il en conclure que la péren-
nité de la population des cellules sou-
ches résulte en fait d’une utilisation
minimale de ses capacités de produc-
tion et que le nombre des cellules
souches est largement surdimensionné
par rapport aux besoins, ou que cette
pérennité est assurée par un auto-
renouvellement systématique de la
cellule en division, ’'une des cellules
filles retournant a I’état initial ? Les
expériences a venir devraient étre tres
instructives dans ce domaine W
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