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Résumé

Les cellules souches (CS) et progéniteurs adultes sont des cellules
aux potentiels prolifératifs et différenciatifs importants. Ce sont
donc des cellules professionnelles de la régénération tissulaire. La
moelle osseuse chez un homme adulte comporte plusieurs types de
cellules souches et progéniteurs : les CS hématopoiétiques et non-
hématopoiétiques dont font partie les cellules souches mésenchy-
mateuses (CSM). Ces CSM générent in vivo toutes les cellules du
squelette. Elles sont sélectionnées in vitro via un processus d’adhé-
rence et d’expansion. Ainsi, a partir de 1ml de MO, on peut obtenir
plusieurs millions de cellules.

Les CSM cultivées ont des caractéristiques phénotypiques et fonc-
tionnelles qui leur sont propres et donc nécessaire a leur caractérisa-
tion. Leur potentiel régénératif a été montré pour I’os, le cartilage et
le stroma de support a I’hématopoiese et plusieurs études cliniques
ont été rapportées. Certaines avaient pour but d’utiliser ces poten-
tiels pour améliorer le tableau clinique d’enfants atteints d’osteoge-
nesis imperfecta, d’autres pour combler des défauts osseux impor-
tants, pour la reconstitution du cartilage du genou, mais aussi pour
régénérer les zones infarciées du cceur. Par ailleurs, nous savons
aujourd’hui que ces CSM sont également capables d’inhiber la
réponse immunitaire contre le rejet et d’intenses investigations sont
encore en cours pour en évaluer I’efficacité et les mécanismes in
vivo.

Toutes ces potentialités font des CSM syngéniques ou allogéniques
un outil incontournable pour la régénération de tissus lésés ou mala-
des et leur pouvoir immunomodulateur permet aussi d’étendre leur
utilisation comme médicament immunosuppresseur de rejet d’orga-
nes allogreffés.

Mots clés : Cellules souches adultes / moelle osseuse / médecine
régénérative / Iésions osseuses / transplantation.

Les cellules souches mésenchymateuses (CSMs) sont des
cellules souches adultes qui sont a I’origine des cellules
des lignages ostéoblastiques, chondroblastiques, adipocy-
taires, stromales et ténoblastiques. Des études ont montré
gu’elles pouvaient générer des myoblastes et des neuro-
nes mais cela reste encore sujet a discussion [1].

Les CSMs sont situées dans la moelle osseuse mais on en
trouve aussi dans le tissu adipeux. La méthode de réfé-
rence d’enrichissement des CSMs est une méthode indi-
recte faisant intervenir a la fois I’adhérence des CSMs
aux plastiques et la culture cellulaire. Aprés séparation

Abstract

Mesenchymal stem cells and osteoregeneration.

Adult stem and progenitor cells have strong proliferation and differ-
entiation potentials allowing them to regenerate damaged tissues. In
the human adult bone marrow, two types of stem and progenitor
cells can be found: hematopoietic stem cells and non-hematopoietic
stem cells such as mesenchymal stem cells (MSCs). These MSCs
are the origin of all connective tissue cells. Therefore, they have the
ability to regenerate cartilage, bone, muscle, tendon, ligament and
fat. They are isolated in vitro by using their adhesion capacities on
plastic of the culture flasks and by their strong proliferation poten-
tials. Using this protocol, it is possible to obtain several million
cells from 1ml of bone marrow.

Cultured MSCs were used in clinical studies for assessing their
osteo-chondrogenic potentials. They were injected to improve the
osteogenesis imperfecta disease, to fill bone defects or to regenerate
cartilage. Several reports have also shown a potential to regenerate
or to preserve vascular cells and cardiomyocytes after ischemia.
Besides, MSCs are able to immunosuppress the allogenic T lym-
phocyte responses in vitro as well as in vivo.

In conclusion, MSCs are stem cells easy to obtain and to expand
with strong regeneration potentials in allogenic and syngenic set-
tings.

Key words: Adult stem cells / bone marrow / regenerative medi-
cine / bone injury / transplantation.

par gradient de densité, les cellules mononucléées de
moelle osseuse sont cultivées dans un milieu spécifique.
Au bout de 2 semaines, il y a formation de colonies de
type fibroblastique ou CFU-f. Ces CFU-fs sont ensuite
amplifiées dans le méme milieu pendant au moins 3 au-
tres semaines. C’est de cet « amplifia » que sont préle-
vées les cellules utilisées pour leur potentiel différenciatif
[2, 3]. Cependant, ce processus ex-vivo fait que les CSMs
natives ne sont pas connues, contrairement aux CSMs
cultivées.

Pour connaitre les CSMs natives il faut utiliser des mé-
thodes d’enrichissement directes via des marqueurs spéci-
fiques de ces cellules souches. Il y a au moins 3 mar-
queurs connus utilisés par ce type de méthode :

e la molécule CD49a (sous unité alpha-1 de I’intégrine
VLA-1) [4, 5]
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¢ |’antigéne reconnu par I’anticorps (Ac) Stro-1 [6, 7]
o le récepteur du Nerve Growth Factor (NGF-R) [8].

Apres incubation avec les Ac, les cellules exprimant ces
molécules vont pouvoir étre retenues grace a des Ac se-
condaires anti-primaires conjugués a des billes contenant
du fer et grace a un aimant. Toutes les CSMs natives sont
ainsi comprises dans une petite fraction cellulaire qui,
lorsqu’on les cultive, générent des CFU-fs puis les diffé-
rents lignages mésenchymateux. Aujourd’hui ces métho-
des directes ne servent qu’a la recherche notamment pour
caractériser les cellules natives. Au laboratoire, nous
utilisons a la fois la méthode indirecte et la méthode di-
recte via le NGF-R et via le CD49a, dont nous sommes
les premiers a I’avoir décrite [4, 5].

La méthode directe est plus difficile a mettre en place que
la méthode indirecte puisqu’il faut produire les Ac a
usage clinique mais elle permettrait d’obtenir d’emblée
dans un petit volume un greffon riche en CSMs qui pour-
rait étre injecté in situ ou en intraveineuse.

Comme la méthode indirecte est relativement bien maitri-
sée et comme la population est pure, beaucoup de don-
nées phénotypiques des CSM cultivées ont été obtenues.
Nous savons que les CSMs cultivées n’expriment pas les
marqueurs hématopoiétiques (CD45, CD34, CD14), ni le
CMH de type Il. Par contre, elles expriment d’autres mo-
lécules qui servent a leur identification. De plus, il est a
noter qu’elles n’expriment pas les molécules de co-
stimulation importantes pour la réponse immunitaire [3].
Elles expriment aussi un certain nombre de cytokines
importantes pour la régénération tissulaire comme I’1L-6,
LIF, SCF et VEGF [9]. Dautres molécules comme celles
de la matrice extra-cellulaire (fibronectine, collagéne, ...)
et du cytosquelette (vimentine) peuvent étre utilisées pour
caractériser les CSMs cultivées.

Ce phénotype est bien sdr différent de celui des cellules
natives puisque nous avons publié récemment que les
CSMs natives étaient CD45+, CD34+ et CD133+
(marqueur de cellules souches) [3].

La preuve principale du caractére CSM est la multipoten-
tialité, que ce soit in vivo ou in vitro : les CSMs doivent
donner des ostéoblastes, des chondroblastes et des adipo-
cytes [10].

Dans la littérature, il a été décrit que des cellules de type
CSMs ou MAPC (Multipotential Adult Progenitor cells),
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qui ont été cultivées dans des conditions plus strictes que
celles utilisées dans la méthode de référence (donc plus
difficiles a mettre en place au laboratoire), étaient capa-
bles de pluripotence, puisque les cellules issues des 3
feuillets primordiaux ont été générées. On ne connait pas
encore la relation entre les CSMs et les MAPC ou si I’on
est face a un artéfact de la culture cellulaire [11].

Les CSMs cultivées ont une autre propriété remarquable :
elles sont immuno-suppressives. In vitro, elles sont capa-
bles 1) d’inhiber la réponse de type lymphocyte Thl face
a I’alloantigene, 2) de favoriser la production de lympho-
cytes T régulateurs et 3) d’inhiber les cellules NK. Ces
données semblent étre soutenues par les études in vivo ou
les CSMs n’étaient pas rejetées par I’hdte, voire géné-
raient une certaine tolérance [12]. Ce potentiel est forte-
ment attractif pour la transplantation.

Une des applications premiere des CSMs est le recons-
truction osseuse. Les données recueillies des études por-
tant sur les différentes étapes de I’ostéoreconstruction
apres fracture montrent I’importance de certaines cytoki-
nes et leur séquence d’action. L’importance des cytokines
pro-inflammatoires, des molécules de la famille des TGF
B et des cytokines angiogéniques a ainsi été démontrée
[13]. C’est a partir de ces données qu’ont été développés
des protocoles in vitro pour engager les CSMs dans une
voie de différenciation ou dans une autre.

Mais les cytokines ne suffisent pas. Il faut des supports
ostéoconducteurs comme I’hydroxy-apatite, le triphos-
phate, le corail, ... [14] D’apres les études faites chez
I’animal, I’ostéorégénération la plus efficace est obtenue
quand les 3 facteurs CSMs, bio-matériels et ostéoinduc-
teurs (BMP-7, BMP-2) sont présents [15]. Mais cela reste
a démontrer chez I’humain.

Les applications sont multiples et envisageables notam-
ment grace a leur facilité d’obtention, leur potentiel régé-
nérateur important et leur faculté immuno-régulatrice.
Dans les domaines de I’ostéoreconstruction, les CSMs
cultivées peuvent étre ajoutées a des bio-matériaux pour
reconstruire articulations, pertes de substances, pour I’al-
longement ou pour la chirurgie maxillo-faciale. Mais el-
les peuvent aussi étre utilisées dans des cas de maladies
génétiques comme I’ostéogénése imparfaite. En dehors de
I’ostéoreconstruction, les CSMs cultivées sont utilisées
pour la régénération du tissu cardio-vasculaire [16-19].
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