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> Les cellules souches/stromales mésenchyma-
teuses sont une population cellulaire capable
d’agir sur la réparation et la régénération tissu-
laires par différents mécanismes allant du rem-
placement cellulaire a la modulation des répon-
ses immunitaires et inflammatoires. Du fait de
leurs différentes potentialités, les CSM ont été
utilisées des 1995 d’abord dans un contexte
hématologique pour aider au soutien de I’héma-
topoiése, puis pour traiter la réaction du greffon
contre I’hote. Leur potentiel de différenciation
explique également leur utilisation dans un but
de réparation osseuse. Depuis plus de 15 ans les
champs d’application potentiels étudiés dans
des essais cliniques se sont étendus a des indi-
cations aussi variées que les lésions cutanées
au cours des brillures ou les accidents vascu-
laires cérébraux. Le but des textes regroupés
dans cet article n’est pas de donner une vision
exhaustive de I’ensemble des indications poten-
tielles en cours d’évaluation, mais de montrer
ce que peuvent étre des applications combinant
les différents moyens d’action des CSM dans
quatre domaines particuliers: les pathologies
dysimmunitaires, la réparation osseuse, la régé-
nération vasculaire et I’ophtalmologie. <

Nous faisons le point dans cette série d’articles sur
les multiples applications thérapeutiques des cellules
souches mésenchymateuses (CSM) : maladies auto-
immunes dont le diabéte, le lupus, la sclérose en
plaques et la maladie de Crohn; affections cardio-
vasculaires ; régénération des tissus ostéoarticulai-
res et prévention de la GVHD (graft versus host
disease). Plus de 140 essais cliniques utilisant ces
cellules sont actuellement répertoriées sur le site
clinicaltrials.gov dont 22 concernent les maladies
auto-immunes. Beaucoup de ces essais sont en cours,
les résultats ne sont pas encore tous publiés mais leur

m/sn° 3, vol. 27, mars 2011

Article disponible sur le site ou

Les cellules souches
mésenchymateuses

Actualités thérapeutiques

Christian Jorgensen, Frédéric Deschaseaux,
Valérie Planat-Benard, Eric Gabison

C. Jorgensen:

Unité Inserm U844,
Montpellier, France.
christian.jorgensen@inserm.fr

F. Deschaseaux :

€FS Pyrénées-Méditerranée,
Toulouse CNRS/UPS UMR5273
STROMALab - Inserm U1031,
Toulouse, France.
frederic.deschaseaux@
efs.sante.fr

V. Planat-Benard : CNRS/UPS
UMR5273 STROMALab -

Inserm U1031, Toulouse, France.

nombre témoigne d’une activité
croissante dans ces indications. Les
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peux mais présentes dans la plupart
des tissus adultes, y compris les
muscles, le tissu synovial, le tissu
placentaire et, récemment, les
dents. Les indications thérapeuti-
ques des CSM reposent sur deux concepts. Le premier concept utilise
les CSM dans I’ingénierie tissulaire, par création de tissus osseux,
cartilagineux ou musculaire en combinaison avec des biomatériaux
adaptés, comme I"exposent Frédéric Deschaseaux
(voir plus loin ) et Claire Vinatier et al. (=) mais

(=) Voir P’article
de C. Vinatier et
al., page 289 de ce

peut étre aussi cardiovasculaire (V. Planat- y
numero

Benard, voir plus loin).
Un concept thérapeutique plus récent repose sur leurs propriétés para-
crines, liées a la sécrétion de nombreux facteurs de croissance dont
HGF (hepatocyte growth factor ), IGF (insulin growth factor ), TGF-B
(transforming growth factor beta ) mais également des molécules
anti-inflammatoires incluant des cytokines,
IL-1ra (antagoniste du récepteur de I'interleu-

(=») Voir Particle de
C. Ménard et K. Tarte,
kine 1), IDO (indoleamine 2,3-dioxygénase) et page 269 de ce numéro
HLA-G5 (=).

Ueffet immunomodulateur des CSM sur les cellules dendritiques et/
ou sur les lymphocytes T et B suggeére effectivement leur utilisation
potentielle dans les maladies dysimmunitaires, mais aussi leur
intérét dans les maladies cardiovasculaires (V. Planat-Benard, voir

plus loin) ou ophtalmologiques (€. Gabison, voir plus loin).

275


http://www.medecinesciences.org
http://dx.doi.org/10.1051/medsci/2011273275

276

Les cellules souches mésenchymateuses

dans les maladies dysimmunitaires
Christian Jorgensen

Les capacités immunosuppressives des CSM décrites en détail par
C. Ménard et K. Tarte (=) ont été évaluées dans des modeles expéri-
mentaux de maladies auto-immunes dont I'experi- (=) Page 269
mental autoimmune encephalopathy (EAE), le diabéte, & e numéro.
I’arthrite ou le lupus. Dans un modele de diabéte auto-immun, I'injec-
tion de CSM a induit une diminution de I’épaississement mésangial et

de linfiltration macrophagique du pancréas.
Maladie lupique

Dans la maladie lupique, caractérisée par I’hyperactivité lymphocytaire
B, la production d’auto-anticorps sous forme d’anticorps antinucléai-
res, anti-ADN et anti-SM!, quatre études sont en cours. Une premiére
étude chinoise a été publiée portant sur 82 patients traités avec des
doses de 1 a 10 millions de cellules par kg de poids [1]. Il s’agit de
cellules mésenchymateuses d’origine allogénique, issues de la moelle
osseuse et amplifiées en culture. C’est une étude ouverte non contrdlée
qui confirme la bonne tolérance de I'injection systémique de cellules
mésenchymateuses mais ne permet pas d’affirmer un bénéfice clinique.
Vingt-deux pour cent des patients sont répondeurs sur les critéres BILAG
(British Isles lupus assessment group ) qui est utilisé pour évaluer clini-
quement ces patients. Enfin, deux cas de lupus réfractaire traités par
CSM autologues ont été publiés dans une autre étude [2]. Ces patients
ont bénéficié d’injection de cellules mésenchymateuses d’origine
médullaire autologues mais la encore sans bénéfice thérapeutique. Une
des patientes a développé une insuffisance rénale liée au lupus. La tolé-
rance des injections était acceptable et les auteurs ont pu constater une
augmentation modeste des lymphocytes T régulateurs circulants.

Sclérose en plaques

La sclérose en plaques est caractérisée par un infiltrat lymphocytaire T
dans le systéme nerveux et une démyélinisation responsable d’épisodes
neurologiques déficitaires récurrents. Dans le modeéle d’encéphalite
expérimentale (EAE), Iinjection systémique de CSM allogéniques montre
un bénéfice quand I'injection se fait avant 'induction de I"encéphalite,
mais elle n’a pas d’effet curatif. On constate alors une régression de
Pinfiltrat lymphocytaire T et une diminution des Iésions neurologiques
centrales qu’accompagne I’amélioration du score clinique [3]. Ce tra-
vail montre que les CSM exercent un effet immunosuppresseur indirect
par effet systémique et non pas par une action locale. Les CSM sont en
effet retrouvées dans 'espace sous arachnoidien mais pas au sein du
systeme nerveux proprement dit. €n revanche, Iefficacité clinique est

!'Sm désigne I’antigene Smith, premier autoantigéne décrit en 1966 au cours du lupus, un complexe de
protéines nucléaires et d’ARN.
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associée a la diminution significative de 'infiltrat monocy-
taire intracérébral et a une réduction de la démyélinisation.
Plusieurs essais sont en cours chez I’lhomme ; ils incluent des
patients ayant des scléroses en plaques sévéeres. Une étude
de phase I-Il a été conduite chez 34 patients, qui ont regu
des doses de 1 a 4 millions de cellules par kg de poids. Ces
patients ont bénéficié d’une injection intrathécale de CSM, et
le score EDSS (expanded disability status score) s’est amé-
lioré, passant de 6,7 a 5,9 avec une amélioration des données
de I'imagerie. Un second travail publié [4] met en évidence
une amélioration partielle du score EDSS chez 7 patients sur
10 [5]. Des études contrdlées sont nécessaires pour démon-
trer un bénéfice par rapport au traitement standard qui
inclut I'interféron.

Maladie de Crohn

La maladie de Crohn, maladie intestinale inflammatoire, se
complique fréquemment d’arthrite, d’uvéite et de fistulisa-
tion. Ces complications locales sont source de géne fonc-
tionnelle majeure et de surinfection. Une étude de phase II,
incluant 49 patients, prospective et randomisée, a montré
I’intérét d’un traitement local par des cellules mésenchyma-
teuses issues du tissu adipeux dans les cas de fistule [6] :
25 patients ont été traités par fibrine seule et 24 patients
par fibrine associée a 20 millions de CSM. Une majorité de
ces derniers (71 %) a montré une cicatrisation contre 16 %
seulement dans le groupe contrdle. U'action bénéfique se
manifeste également par la réduction de I'inflammation et
le raccourcissement du délai de cicatrisation locale. D’autres
études sont en cours dont des études contrdlées de phase Il
qui vont pouvoir comparer des doses de 10 a 90 millions de
cellules en injection locale versus un bras placebo.

Diabete de type 1

Le diabéte de type 1 est une maladie auto-immune carac-
térisée par un infiltrat lymphocytaire T des Tlots pancréati-
ques aboutissant & une destruction des cellules B sécrétri-
ces d’insuline. Dans des modéles expérimentaux de diabete,
les injections de cellules mésenchymateuses humaines
ont amélioré I'état clinique et la survie des animaux, ont
réduit I’infiltrat lymphocytaire T pancréatique et entrainé
une anergie lymphocytaire T. C’est donc a la suite de ces
travaux qu’ont été proposées des injections de cellules
mésenchymateuses allogéniques dans le diabete de type 1.
OSIRIS? est promoteur de cette étude qui compare chez 60
patients répartis en 2 bras, soit 8 millions de cellules par kg,

? Osiris est une compagnie privée américaine qui la premiére a commercialisé des cellules
mésenchymateuses pour des applications thérapeutiques, sous le nom de Prochymal®
(administration intraveineuse) et Chondrogen® pour Iarthrite.



soit placebo. Les patients seront suivis pendant un an sur les marqueurs du
diabete et notamment le taux d’hémoglobine glyquée (Hbalc).

Arthrite expérimentale

Dans I'arthrite expérimentale induite par le collagéne chez I"animal, des tra-
vaux montrent une amélioration de I’inflammation articulaire suggérant un
bénéfice thérapeutique potentiel des CSM dans la polyarthrite rhumatoide.
Néanmoins, les résultats sont discordants entre les études selon le moment
de I'injection des CSM. amélioration clinique ne se voit qu’en cas d’injection
préventive avant 'induction de I'arthrite compleéte. Ainsi, il a été rapporté
qu’une seule injection de CSM primaires issues de moelle osseuse empéche
I’apparition de I’arthrite grave, ce qui a été associé a une diminution dans le
sérum des cytokines pro-inflammatoires et a une augmentation des T régu-
lateurs (Treg) [7]. Des résultats similaires ont été obtenus & partir de CSM
isolées du tissu adipeux (ADSC) qui suppriment la réponse des lymphocytes
T via I'activation des cellules Treg spécifiques de I’antigéne. Néanmoins, si
Iinjection des CSM est trop tardive, leurs effets immunosuppresseurs sont
abolis par I'inflammation locale (TNFQL) et cette derniére en est méme majo-
rée [8]. Il n’y a pas actuellement d’études cliniques chez I’homme évaluant
I’effet des CSM dans la polyarthrite rhumatoide.

CSM et cellules progénitrices des chondrocytes

Il a également été proposé que les CSM puissent étre utilisées comme des
cellules progénitrices des chondrocytes pour la régénération du cartilage
[9]. Caplan et al. ont montré que, aprés leur implantation dans le condyle
fémoral, les CSM incluses dans une matrice collagéne régéneérent en partie
le cartilage 1ésé mais il existe une discontinuité entre les nouveaux tissus
et ceux de I’hdte [10]. Les CSM autologues ont été injectées par voie
intra-articulaire apres Iinduction d’une arthrose expérimentale. Apres 26
semaines, les auteurs ont constaté une prévention des Iésions chondrales
mettant en évidence les propriétés paracrines des CSM [11]. Des études
cliniques phase 1/2 contrélées contre placébo sont en cours par injection
intra-articulaire de CSM allogéniques (produit Prochymal®d’Osiris).

On peut s’attendre a des études de faisabilité dans des indications de
maladies auto-immunes rares comme les vascularites systémiques, la
sclérodermie, la maladie de Gougerot-Sjogren. &n effet, un bénéfice thé-
rapeutique peut étre attendu en raison de I'effet pro-angiogénique des
CSM et des effets antifibrosant, anti-inflammatoire et immunosuppres-
seur induits par ces cellules.

GVHD

Dans la GVHD (graft versus host disease ), une étude
préliminaire utilisant des CSM fait état d’une réduc-
tion significative de la mortalité a 2 ans [12] (=).

(=») Voir P'article de
C. Ménard et K. Tarte,
page 269 de ce numéro

Ces résultats prometteurs ont conduit a une étude plus large randomisée,
contrdlée contre placebo, mais les résultats n’ont pas permis de confir-
mer I'efficacité des CSM comme traitement en premiére ligne pour traiter
la GvHD corticorésistante. Le traitement a cependant entrainé une amé-
lioration significative chez les patients ayant une atteinte hépatique ou
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gastro-intestinale dans le cadre de la GVHD et une amélio-
ration cliniquement significative par rapport aux témoins
dans une population pédiatrique [13].

Conclusion

La régénération de tissus endommagés dans différen-
tes situations pathologiques et inflammatoires est un
objectif majeur a atteindre dans un proche avenir et elle
pourrait bénéficier des propriétés réparatrices et immu-
nomodulatrices des CSM. La régénération compléte d’un
tissu est en effet un objectif difficile a atteindre et com-
prend I'intégration du tissu nouvellement régénéré au
sein des tissus receveurs et la récupération de sa capa-
cité fonctionnelle. Dans le cas de la thérapie cellulaire
des maladies dysimmunitaires, les CSM sont les meilleurs
candidats. Enfin, les données récentes montrent que le
bénéfice thérapeutique repose sur les propriétés paracri-
nes médiées par les facteurs sécrétés. Afin de progresser
dans ces applications thérapeutiques, une collaboration
pluridisciplinaire est indispensable afin d’optimiser la
production des CSM, les doses, le suivi in vivo des cellules
injectées et IYidentification des mécanismes physiopa-
thologiques impliqués. ¢
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Cellules souches mésenchymateuses

et régénération du tissu osseux
Frédéric Deschaseaux

Formation du tissu osseux a partir des CSM

Le tissu osseux se forme lors de la squelettogenése qui débute par
la condensation de cellules mésenchymateuses. Puis selon le type
d’os a construire, os long ou os plat, la formation osseuse progresse
via deux mécanismes différents nommés ossification membranaire
ou endochondrale. Lossification membranaire se fait en une seule
étape de différenciation directe des cellules condensées en ostéo-
blastes alors que I'ossification endochondrale se fait en deux éta-
pes: la formation de cartilage précede la néo-ostéogenese. Ces
deux mécanismes s’appliquent aux cellules multipotentes, les CSM,
qui donneront donc les cellules du cartilage (chondrocytes) et les
cellules capables de synthétiser la matrice osseuse, les ostéoblastes
(pour revue, voir [1]). Ces CSM sont visibles lors de la squeletto-
geneése en périphérie des structures condensantes (périchondrales
ou ostéales). Cette capacité d’ossification endochondrale et mem-
branaire est conservée tout au long de la vie d’un individu du stade
feetal au stade adulte, y compris chez le sujet méme tres dgé (bien
qu’avec semble-t-il une moindre efficacité). Ainsi, il est possi-
ble d’utiliser les CSM comme cellules réparatrices dans certaines
pathologies du tissu osseux comme I'ostéoporose (qu’elle soit liée
a I’dge ou non), les défauts de consolidation apres une fracture, les
pertes importantes de substance osseuse (post-traumatique ou a
la suite d’une exérése tumorale), les maladies d’origine génétique
comme "ostéogeneése imparfaite (0l ou maladie des os de verre),
les ostéonécroses, etc. Le but est donc de reconstituer un tissu
osseux fonctionnel assurant pleinement ses différents roles dans le
métabolisme du calcium, le support d’organes et comme niche d’un
certain nombre de cellules souches et progéniteurs adultes (cellules
souches hématopoiétiques, progéniteurs endothéliaux, progéniteurs
vasculaires).

Stratégies d’utilisation des CSM
pour la reconstruction osseuse

Les atouts des CSM natives

Pour ce faire, il existe plusieurs approches qui dépendront de I’indi-
cation clinique. La premiére est une approche basée sur un tri (par
cytométrie de flux ou colonnes magnétiques) direct de CSM a partir
d’échantillons de moelle osseuse ou de tissu adipeux. Grdce a la
connaissance d’un (ou plusieurs) marqueur moléculaire spécifique-
ment exprimé a la surface des membranes des CSM, il est possible
de concevoir des billes magnétiques recouvertes d’anticorps mono-
clonaux dirigés contre ce marqueur. Les CSM pourraient alors étre
retenues (sélection positive) sur des colonnes apposées contre un
aimant (ce principe est utilisé en hématologie pour trier des cellules
souches hématopoiétiques CD34" utilisées dans le traitement de cer-
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taines hémopathies). Cela permettrait d’obtenir des
greffons tres riches en CSM de type natif (contrairement
aux CSM cultivées) qui pourraient étre injectés aux
patients a traiter. L'obstacle principal auquel se heurte
cette démarche est le faible nombre de cellules obtenu
apres ces tris, ce qui peut sérieusement limiter leur
utilisation en clinique humaine. €n effet, on estime la
fréquence des CSM a 1/10° cellules mononucléées dans
la moelle osseuse chez I’adulte, donc trés inférieure a
la fréquence des cellules hématopoiétiques CD34" que
I’on utilise pour certaines greffes en hématologie [2].
Tres récemment, des CSM natives ont été isolées chez
la souris et transplantées dans des souris irradiées
létalement. Contrairement aux CSM cultivées, les CSM
natives ont repeuplé efficacement la moelle osseuse
et le tissu adipeux. De plus, dans ces expériences,
elles ont reconstitué les tissus méme apres plusieurs
transplantations en série, ce qui prouve leur capacité
d’autorenouvellement [3]. Ainsi, le faible nombre de
CSM natives pourrait étre compensé aprés transplan-
tation par leur plus forte capacité régénérative. Mais
il reste que les CSM natives sont encore peu connues et
des laboratoires de recherche tentent actuellement de
les caractériser tres précisément. Il faut quand méme
noter que certains protocoles cliniques - notamment
dans le retard de consolidation ou la pseudarthrose des
os longs qui survient apres une fracture - utilisent la
moelle osseuse fraiche concentrée (donc débarrassée
d’une bonne partie de son contenu en globules rouges).
Concentrer la moelle osseuse revient a enrichir un peu
un greffon en CSM natives ayant une capacité de répa-
ration ostéogénique. Historiquement, Connolly en 1989
a montré chez I’animal une corrélation positive entre
la capacité ostéogénique de la moelle osseuse et sa
concentration cellulaire [4]. Healey (1990) et Connolly
(1991) rapportaient des observations de consolidation
de pseudarthroses induite par la seule injection de
moelle osseuse autologue [5, 6]. Cette technique a
été améliorée par Hernigou en 1997, qui a centrifugé
la moelle osseuse prélevée et a réinjecté seulement la
portion contenant les cellules nucléées. Dans un article
publié en 2005, Hernigou démontrait que la consolida-
tion d’une pseudarthrose était fonction du nombre de
cellules ostéoprogénitrices injectées (sous-entendu les
CSM natives) [7, 8]. Plus le nombre de colonies issues de
CSM ou de CFU-F (colony forming unit-fibroblast) était
élevé dans la moelle osseuse concentrée, plus impor-
tant était le taux de consolidation des pseudarthroses.
Cela démontre que les CSM natives, dont sont issues
les CFU-F, peuvent étre suffisamment concentrées par
des techniques simples pour induire la guérison d’une
pathologie de I’os.



Les atouts des CSM cultivées

Les CSM cultivées offrent plusieurs aouts : la  (5)voirparticle
de L. Sensebé et

P. Bourin, page 297

population est pure et il est possible d’obtenir

un trés grand nombre de cellules dans des condi- Y
de ce numéro

(=») Voir Particle

de C. Vinatier et

al., page 289 de ce

numéro

tions sécurisées de grade clinique [9, 191 (). Les
expériences invitro comme invivo chez I'animal
démontrent qu’elles sont capables de régénérer le
tissu osseux seules ou accompagnées de supports
biocompatibles [20] (=).

Cependant, les études chez I’lhomme se font plus rares et une bonne
partie étaient compassionnelles. Parmi les études, il faut retenir
celle effectuée en plusieurs étapes par I’équipe d’Horwitz pour
traiter des enfants atteints d’ostéogenése imparfaite [10, 11]. Ces
enfants ont d’abord été traités par injection de moelle osseuse allo-
génique puis ultérieurement par des CSM cultivées et génétiquement
modifiées pour intégrer un géne rapporteur. A chaque traitement,
des améliorations significatives du tableau clinique des patients
ont été observées : augmentation de croissance, augmentation de
la densité osseuse et diminution des fractures. Ce type de protocole
a également été utilisé pour traiter un feetus de 32 semaines atteint
d’0l, les CSM allogéniques amplifiées ex vivo étant injectées in utero
[12]. Cet enfant, @ 2 ans, a une croissance similaire a celle d’un
enfant sain de méme dge.

Un élément qui doit étre pris en compte est la dureté du tissu osseux.
La perte, méme partielle, de ce matériel doit étre compensée par un
apport de biomatériaux capables de servir de support aux cellules
mais capables aussi de supporter certaines contraintes mécaniques.
La perte de substance osseuse peut étre compensée par I’ajout simul-
tané de biomatériaux et de CSM cultivées, ou de cellules ostéoblasti-
ques (issues de CSM dont la différenciation a été induite in vitro). Le
premier essai chez I’homme a été réalisé chez trois patients ayant eu
des pertes de substance osseuse a la suite de divers traumatismes.
Des CSM autologues amplifiées in vitro ont été ajoutées a un bioma-
tériau (hydroxyapatite) puis greffées, ce qui a permis aux patients
une bonne reconstitution des membres atteints [13].

Cependant, il n’y a pas eu, dans cette étude, de témoins contrdles
traités par le biomatériau seul, sans CSM. De fagon similaire, des
essais de reconstitution de mdchoire ont été tentés. Notamment,
Warnke et al. ont confectionné un implant ostéorégénératif com-
posé de CSM sur un support titane/hydroxyapatite imbibé de facteur
ostéogénique recombinant humain BMP-7 (bone morphogenetic
protein) [14]. Ce protocole est une résultante de la motivation des
chirurgiens maxillo-faciaux a introduire ces nouvelles technologies
dans leur pratique, notamment pour reconstruire la mdachoire, le tissu
périodontal ou pour I'ostéoplastie de fentes palatines [15, 16].

Dans d’autres études, des CSM cultivées invitro ont été utilisées
pour combler des pertes de substances consécutives a des procédu-
res d’allongement de membres ou de résection de tumeurs [17, 18].
Dans I’ensemble les résultats sont encourageants mais ils restent
insuffisants, notamment dans la conduite d’essais rigoureux, ce qui
rend difficile les analyses a court et a long terme. Le développement
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de protocoles cliniques associant CSM cultivées et bio-

matériaux un peu partout dans le monde, notamment
en Europe, nous permettra sans doute de répondre a

un certains nombre de questions et surtout contribuera
a améliorer notre prise en charge des pathologies du

tissu osseux. ¢
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Les cellules souches mésenchymateuses
de moelle osseuse et du tissu adipeux

en médecine régénératrice cardiovasculaire
Valérie Planat-Benard

Potentiel cardiovasculaire des CSM

Dans le domaine des maladies cardiovasculaires, la thérapie cellulaire
se positionne comme une alternative prometteuse aux traitements
actuels et elle représente en outre une thématique passionnante pour
la recherche. De nombreuses études se sont concentrées sur des popu-
lations cellulaires non sélectionnées de la moelle osseuse - les cellules
mononucléées médullaires ou BM-MNC - et des tissus adipeux - frac-
tion stromale vasculaire ou SVF. Ces fractions cellulaires ont été et
sont encore testées dans des protocoles cliniques de thérapie cellu-
laire pour le traitement de pathologies cardiovasculaires. En effet,
elles représentent des sources abondantes et facilement accessibles
de cellules a potentiel thérapeutique. Cependant, I’hétérogénéité de
ces fractions brutes non purifiées nécessite de grandes quantités de
cellules car les cellules d’intérét y sont diluées, ce qui réduit considé-
rablement Iefficacité thérapeutique. Les cellules souches mésenchy-
mateuses (CSM) présentent une alternative pertinente a ces fractions
cellulaires non triées. Outre les potentiels connus de différenciation
des CSM dans les voies adipogénique, ostéogénique et chondroblasti-
que, les CSM semblent également capables de différenciation en des
phénotypes myocytaires et vasculaires dans des conditions de culture
appropriées. Leur administration semble faciliter la réparation cardia-
que comme la néovascularisation, contribuant a ’'amélioration de la
fonction ventriculaire. Les mécanismes sous-jacents a ces effets

(=) Voir Particle

de P. Charbord et

L. Casteilla, page 261
de ce numéro

bénéfiques semblent majoritairement indirects via
des sécrétions paracrines, et plus modestement
liés a des capacités de transdifférenciation de ces
cellules [36] (=).

Mécanismes cellulaires des CSM
pour la régénération cardiaque

Différenciation des CSM en cardiomyocytes

La premiére démonstration de la différenciation de CSM in vitro en
cardiomyocytes contractiles a été obtenue apres traitement de ces
cellules par la 5-azacytidine, un agent hypométhylant [1, 2]. €n
effet, ce traitement induit dans les cellules une ultrastructure de
cardiomyocyte, de type myotube, et celles-ci expriment de multiples
caractéristiques des cellules cardiaques : expression de facteurs de
transcription (Nkx2.5, GATA4, TEF-1 et MEF-2c), de protéines spécifi-
ques (peptides natriurétiques, myosines, troponines, connexines), de
récepteurs adrénergiques et muscariniques capables de moduler la
rythmicité des contractions, développement de potentiels d’action
caractéristiques. Uobtention d’une différenciation cardiomyocytaire
en I'absence de 5-azacytidine a laquelle on substitue divers facteurs
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de croissance (vascular endothelial growth factor ,
VEGF ; transforming growth factor beta, TGF-3) ou
agents inducteurs (acide butyrique, acide rétinoique)
ne permet qu’une différenciation incomplete et un
phénotype immature, suggérant que les facteurs de
différenciation requis et les mécanismes moléculaires
ne sont pas tous identifiés.

Une autre stratégie permettant de diriger le devenir
des cellules immatures est de les placer dans un sys-
teme de coculture avec les cellules différenciées d’in-
térét. Les CSM, mises en présence de cardiomyocytes
néonatals, adoptent ce phénotype, ce qui a conforté
I’hypothese que des événements de transdifférencia-
tion peuvent survenir in vitro [7-9] ; il faut toutefois
prendre en considération des mécanismes addition-
nels, comme la fusion cellulaire et la reprogrammation
qui peuvent également contribuer a I’émergence de
cardiomyocytes a partir des CSM. Dans ces systemes
de coculture il a été démontré que la sécrétion de
facteurs mais aussi le contact entre les différents
types de cellules sont requis [11, 12]. Toutefois, le
degré de maturité du phénotype cardiaque des cellu-
les obtenues dans ces protocoles de coculture est la
aussi débattu. On pense que les CSM se différencie-
raient plutot en des cellules biphénotypiques intermé-
diaires qui exprimeraient des marqueurs spécifiques
cardiaques tout en conservant un phénotype stromal,
mimant ainsi le cardiomyocyte mais sans acquérir
toutefois "ensemble de ses fonctions [14].

Une situation considérée comme tres favorable pour
orienter le devenir des cellules vers un phénotype
d’intérét consiste a administrer les cellules in vivo
dans un contexte cellulaire de régénération, par
exemple dans un tissu lésé. Ainsi, les CSM ont été
injectées dans des modeles d’ischémie cardiaque
mais les données sont contradictoires : certaines
sont en faveur de 'acquisition de marqueurs car-
diaques par les CSM, alors que d’autres ne montrent
aucun signe de cardiogenese par transdifférencia-
tion invivo, en particulier a partir de CSM de tissu
adipeux. Compte tenu des incertitudes concernant le
devenir des cellules injectées et la faible quantité de
cellules implantées, la réelle capacité de différen-
ciation des CSM en nouveaux cardiomyocytes in vivo
reste donc trés discutée et des arguments en faveur
de sa réalité restent encore a apporter.

Réle trophique indirect

des CSM dans la réparation cardiaque

L’ensemble des données recueillies dans les mode-
les animaux d’infarctus du myocarde mais aussi
dans des modeles non ischémiques de cardiopathie



dilatée, de cryolésion, d’arythmie ou de défaut des valves car-
diaques s’accordent toutefois a démontrer le bénéfice fonction-
nel et tissulaire associé a I'administration de CSM. Dans les
ceeurs qui ont recu des CSM, la cicatrice fibreuse est de plus
petite taille, la viabilité des myocytes préservée et la néo-angio-
genese augmentée [18-24]. Les modéles animaux ont permis
d’identifier quelles propriétés des CSM contribuaient a améliorer
significativement la fonction ventriculaire. Ainsi, le role trophi-
que des CSM fait intervenir les remarquables capacités sécrétoi-
res de ces cellules : facteurs de croissance capables éventuelle-
ment de mobiliser des progéniteurs cardiaques endogeénes,
chémokines (SDF1 ou CCL12) permettant de recruter des progéni-
teurs circulants, facteurs anti-apoptotiques cardioprotecteurs
(hepatocyte growth factor [HGF], secreted frizzled-related pro-
tein 2 [Sfrp2], Aktl, insulin growth factor I [IGF1]) qui amélio-
rent la survie des myocytes et limitent dans le temps le dévelop-
pement de "insuffisance cardiaque. Les CSM sécrétent aussi des
facteurs pro-angiogéniques (VEGF, fibroblast growth factor
[FGF2], angiopoiétine-1) qui participent a la néovascularisation
du myocarde, ce qui se traduit par une augmentation de la den-
sité vasculaire dans les cceurs traités par des CSM. Les CSM pro-
duisent des métalloprotéases (MMP-9, MMP-3)
actives sur le remodelage matriciel qui limite

(=»)Voir Particle de
C. Ménard et K. Tarte,
page 269 de ce

la fibrose. Enfin les CSM jouent un role-clé ’
numero

dans la résolution de I'immuno-inflammation

par leurs propriétés immunomodulatrices [27, 37] (=).

€n particulier, les CSM diminuent I’expression et la sécrétion de
cytokines inflammatoires (tumor necrosis factor alpha [TNF-a],
IL-6), inhibent la formation de collagéne de types | et Il ainsi que
I’expression des protéines MMP-1 et TIMP-1 (tissue inhibitor of
metalloproteinases). Une augmentation de la germination du nerf
cardiaque a été démontrée dans un modéle porcin d’infarctus du
myocarde, suggérant également la sécrétion de facteurs neurotro-
phiques par les CSM administrées [28].

Mécanismes cellulaires des CSM
pour la régénération vasculaire

lls découlent des modeles d’ischémie in vivo (cardiaque, membre
postérieur, cérébrale ou encore cutanée) qu’'un effet majeur des
CSM est de promouvoir la néo-angiogenése et d’améliorer ainsi la
perfusion tissulaire. La différenciation en cellules de type endo-
thélial a été obtenue in vitro a partir de CSM de moelle osseuse
[29] et de tissu adipeux [30, 31]. Elle se manifeste en culture par
la constitution de réseaux structurés d’alignements cellulaires
caractéristiques et I'acquisition de marqueurs spécifiques, tels
que les récepteurs VEGF-R1 (FLT-1) et VEGF-R2 (KDR ou FIk-1), le
facteur von Willebrand, ou le CD31. Injectées in vivo, les CSM sont
associées @ une augmentation de la circulation cutanée mesu-
rée par doppler laser, du score angiographique et de la densité
capillaire. Des arguments en faveur d’une transdifférenciation en
cellules endothéliales ont été observés in vivo [30-32], suggérant
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que les CSM peuvent directement contribuer a la for-
mation de néo-vaisseaux, méme si ces événements
restent encore une fois modestes et ne peuvent pas
rendre compte a eux seuls de la néo-vascularisation
des tissus ischémiques. Ces effets sont favorisés
par la secrétion paracrine, par les CSM, de facteurs
pro-angiogéniques [33, 34]. Un point remarquable
est que la production de ces facteurs, du VEGF en
particulier, peut étre sensiblement améliorée par
un préconditionnement hypoxique (généralement
une exposition de 24 heures a 1 % d’0,) ou généti-
quement. 'administration comparative de CSM de
moelle osseuse ou de tissu adipeux dans un modéle
porcin d’infarctus du myocarde aigu [21], dans un
modele d’infarctus du myocarde chronique chez le
rat [24] ou dans IYischémie de patte [35] ameéne &
la conclusion que les cellules issues de tissu adipeux
sont plus efficaces pour stimuler la néo-angiogenese
que les cellules issues de moelle osseuse.

La preuve d’une contribution significative des CSM a
la réparation cardiaque et vasculaire a été apportée
dans de multiples modeles précliniques. Cependant
leur capacité a générer des cellules fonctionnelles
capables de remplacer les cardiomyocytes endom-
magés ou détruits et de produire de nouveaux vais-
seaux semble limitée. Leurs effets bénéfiques sont
plutdt associés a un réle « stromal », un role de sou-
tien qui tend a rétablir une homéostasie tissulaire
via des sécrétions paracrines et des mécanismes
régulateurs, afin de préserver la fonction contractile
ventriculaire et une bonne perfusion tissulaire tout
en modulant la réponse inflammatoire délétere.
Les CSM représentent donc des candidats intéres-
sants pour les thérapies cellulaires des pathologies
cardiovasculaires. L'utilisation des CSM de moelle
osseuse est actuellement en cours dans quelques
essais cliniques de thérapie cellulaire. Les CSM de
tissu adipeux sont actuellement testées dans deux
essais de faisabilité et d’innocuité pour le traite-
ment de I'ischémie critique chronique des membres
inférieurs en France et en Espagne. De nombreux
aspects devront toutefois étre optimisés dans un
contexte clinique, comme les modes d’administra-
tion et la survie des cellules aprés transplantation.
La recherche fondamentale doit surtout apporter des
réponses quant au mode d’action de ces populations
de cellules, a la sécurité de leur isolement et de
leur production exvivo [38] (=), sur leur innocuité
et devenir a long terme et enfin sur leurs proprié-
tés immunomodulatrices et (=5)Voir Particle de

L. Sensebé et P. Bourin,
page 297 de ce numéro

leur potentielle utilisation
allogénique. ¢
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Les cellules souches mésenchymateuses
et la médecine régénérative

en ophtamologie
Eric Gabison

Dans le domaine de I"ophtalmologie, les cellules sou-
ches mésenchymateuses représentent une nouvelle voie
de recherche avec des applications possibles dans les
pathologies de la cornée mais également de la rétine et
du nerf optique.

CSM et maladies de la cornée

La cornée, premiere lentille transparente localisée a la
surface de I'ceil, a été I'un des tissus précurseurs dans
le domaine de la thérapie cellulaire. Les opacités cor-
néennes associées aux insuffisances en cellules souches
épithéliales limbiques (ICSL)® ont fait I"objet d’études
chez ’homme dés la fin des années 1990 [1, 2]. Si les
formes strictement unilatérales d’ICSL sont générale-
ment traitées par une autogreffe de limbe provenant de
I'ceil sain, les formes bilatérales ont longtemps été des
impasses thérapeutiques. S’il persiste des cellules pré-
levables sur au moins I'un des deux yeux, les cellules
épithéliales cornéennes peuvent étre amplifiées au
laboratoire, puis les feuillets épithéliaux cultivés gref-
fés, avec des résultats satisfaisants. Dans le cas d’at-
teintes bilatérales, des cellules épithéliales de
muqueuse buccale ont été utilisées, amplifiées puis
greffées sur les cornées lésées, ce qui a permis de res-
taurer une transparence cornéenne compatible avec
’autonomie des patients traités [3]. Cependant, ces
techniques ne sont pas réalisées en routine et le pro-
nostic de ce type de thérapie cellulaire se heurte a de
nombreux échecs, notamment en cas de pathologies
inflammatoires chroniques de la surface oculaire. Les
CSM sont particulierement étudiées in vitro et in vivo
pour leurs propriétés anti-inflammatoires et anti-

fibrotiques ainsi que pour leur

(=) Voir Particle de

C. Ménard et K. Tarte et,
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role de soutien de la croissance
des cellules souches épithéliales
[4,27] ().

Des cellules souches mésenchymateuses ayant de nom-
breuses homologies avec les CSM issues de la moelle
osseuse ont d’ailleurs été identifiées au niveau de la
périphérie cornéenne ol elles pourraient participer au
microenvironnement - & la « niche » - des cellules sou-

¥ Le limbe cornéen est & la jonction de la conjonctive et de la cornée périphérique.
C’est la que se trouveraient les cellules souches épithéliales.
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Les cellules souches mésenchymateuses
et la médecine régénérative

en ophtamologie
Eric Gabison

Dans le domaine de I"ophtalmologie, les cellules sou-
ches mésenchymateuses représentent une nouvelle voie
de recherche avec des applications possibles dans les
pathologies de la cornée mais également de la rétine et
du nerf optique.

CSM et maladies de la cornée

La cornée, premiere lentille transparente localisée a la
surface de I'ceil, a été I'un des tissus précurseurs dans
le domaine de la thérapie cellulaire. Les opacités cor-
néennes associées aux insuffisances en cellules souches
épithéliales limbiques (ICSL)® ont fait I"objet d’études
chez ’homme dés la fin des années 1990 [1, 2]. Si les
formes strictement unilatérales d’ICSL sont générale-
ment traitées par une autogreffe de limbe provenant de
I'ceil sain, les formes bilatérales ont longtemps été des
impasses thérapeutiques. S’il persiste des cellules pré-
levables sur au moins I'un des deux yeux, les cellules
épithéliales cornéennes peuvent étre amplifiées au
laboratoire, puis les feuillets épithéliaux cultivés gref-
fés, avec des résultats satisfaisants. Dans le cas d’at-
teintes bilatérales, des cellules épithéliales de
muqueuse buccale ont été utilisées, amplifiées puis
greffées sur les cornées lésées, ce qui a permis de res-
taurer une transparence cornéenne compatible avec
’autonomie des patients traités [3]. Cependant, ces
techniques ne sont pas réalisées en routine et le pro-
nostic de ce type de thérapie cellulaire se heurte a de
nombreux échecs, notamment en cas de pathologies
inflammatoires chroniques de la surface oculaire. Les
CSM sont particulierement étudiées in vitro et in vivo
pour leurs propriétés anti-inflammatoires et anti-

fibrotiques ainsi que pour leur
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role de soutien de la croissance
des cellules souches épithéliales
[4,27] ().

Des cellules souches mésenchymateuses ayant de nom-
breuses homologies avec les CSM issues de la moelle
osseuse ont d’ailleurs été identifiées au niveau de la
périphérie cornéenne ol elles pourraient participer au
microenvironnement - & la « niche » - des cellules sou-

¥ Le limbe cornéen est & la jonction de la conjonctive et de la cornée périphérique.
C’est la que se trouveraient les cellules souches épithéliales.



ches limbiques et avoir une action trophique sur ces cellules. Des étu-
des expérimentales chez I’animal décrivent I'effet bénéfique des CSM
sur la cicatrisation cornéenne apres application de milieu conditionné
de CSM ou méme aprés injection de CSM dans le tissu Iésé [5-9]. €n
dehors de ce role de modulation de la cicatrisation cornéenne et de
protection du microenvironnement des cellules souches épithéliales
cornéennes résidentes, certaines études rapportent la transdifféren-
ciation des CSM (=) [28] en cellules épithéliales in vitro ou méme in
vivo lorsqu’elles sont greffées sur une surface oculaire blessée. De
telles propriétés ont été observées dans des mode-
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CSM pourraient ainsi représenter une nouvelle
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source cellulaire dans le traitement des ICSL séve-
res [10-12].

Les opacités cornéennes du stroma (derme) cornéen pourraient égale-
ment étre traitées par injection de CSM. L'organisation semi-cristalline
de la matrice extracellulaire cornéenne et les propriétés de faible
diffraction de la lumiére des kératocytes (fibroblastes qui synthétisent
cette matrice) concourent a la transparence cornéenne. Si I'injection
de fibroblastes cutanés dans le stroma cornéen est a I'origine d’une
inflammation et d’une perte de transparence cornéenne, des études ont
démontré la survie et la différenciation en kératocytes de CSM médul-
laires injectées au niveau du stroma cornéen et la préservation de la
transparence cornéenne. De plus, dans des modéles murins d’opacités
cornéennes héréditaires, I’injection de CSM humaines a permis la res-
tauration de la transparence des cornées traitées [13-16]. Ces cellules
humaines, injectées dans le stroma de souris déficientes en lumican
(un protéoglycane de la matrice extracellulaire), étaient capables d'y
produire la forme humaine de ce protéoglycane et de rétablir I'organi-
sation matricielle stricte nécessaire a la transmission de la lumiere et a
la transparence cornéenne.

Cellules souches mésenchymateuses et maladies rétiniennes

Les propriétés thérapeutiques des CSM ont également été évaluées
au cours des pathologies rétiniennes. Chez le rat, dans un modéle de
rétinopathie pigmentaire héréditaire, I'injection de CSM dans I"espace
sous rétinien ou par voie intraveineuse a permis de ralentir I’évolution
de la dégénérescence rétinienne [17-21]. Dans le méme contexte, une
autre approche élégante consiste a réaliser des injections intraocu-
laires de CSM génétiquement modifiées pour produire des facteurs de
neuroprotection [22]. Dans ces différents modéles expérimentaux,
I’effet bénéfique rapporté n’était pas constamment associé a la survie
au long cours des CSM. €n effet, si in vitro ces cellules peuvent exprimer
certains marqueurs de cellules de I’épithélium pigmentaire ou méme
de photorécepteurs, la différenciation des CSM en cellules rétiniennes
observée dans certaines études n’est néanmoins pas nécessaire a leur
effet thérapeutique in vivo, soulignant ainsi I'importance de leur rdle
trophique.

Cet effet neuroprotecteur des CSM a également été démontré dans
des pathologies traumatiques ou dégénératives (glaucome chronique
a angle ouvert) du nerf optique, dans des modeles murins. Dans ces
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études, les CSM étaient d’origine humaine ou autologue,
génétiquement modifiées ou non pour la production de
facteurs neurotrophiques [23, 24].

L'intérét croissant pour les CSM en ophtalmologie repose
sur leurs propriétés immunomodulatrices, anti-inflam-
matoires, trophiques et sur leur plasticité. Ces proprié-
tés sont particulierement adaptées au traitement des
pathologies oculaires de la cornée au nerf optique. ¢

SUMMARY

Mesenchymal stem cells: a therapeutic update
Mesenchymal stem cells/multipotent marrow stro-
mal cells (MSC) have the ability to participate in the
reconstruction of tissues both directly by providing
repair cells (essentially those originating from meso-
derm) and indirectly by modulating inflammatory and
immune responses. This wide range of properties makes
these cells very appealing to treat various patholo-
gical conditions. They have been first used in 1995 as
supportive cells to facilitate hematopoietic stem cells
engraftment, and then to minimize the deleterious
consequences of graft versus host disease by their
immunosuppressive function. Their robust osteogenic
differentiation capacity has also been evaluated in
numerous preclinical settings of healing/repair but
more rarely in human clinical trials. During the past
10-15 years, the potential benefit of their paracrine
actions has been tested in various situations such as
to facilitate repair after cutaneous defects after burns
or lower consequences of ischemic strokes. The purpose
of this series of short texts is not to give an exhaustive
panorama, but to discuss some well-identified indica-
tions in four different fields : auto-immune diseases,
bone repair, vascular regeneration and eye lesions such
as corneal and retinal defects. ¢
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Les auteurs déclarent n ’avoir aucun conflit d’intéréts concernant les
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