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DOYENS HONORAIRES :

1962 — 1969 : Professeur Abdelmalek FARAJ

1969 — 1974 : Professeur Abdellatif BERBICH

1974 — 1981 : Professeur Bachir LAZRAK

1981 — 1989 : Professeur Taieb CHKILI

1989 — 1997 : Professeur Mohamed Tahar ALAQOUI
1997 — 2003 : Professeur Abdelmajid BELMAHI
2003 — 2013 : Professeur Najia HAJJAJ — HASSOUNI

ADMINISTRATION :

Doyen : Professeur Mohamed ADNAOQUI

Vice Doyen chargé des Affaires Académiques et estudiantines
Professeur Mohammed AHALLAT

Vice Doyen chargé de la Recherche et de la Coopération
Professeur Taoufig DAKKA

Vice Doyen chargé des Affaires Spécifiques a la Pharmacie
Professeur Jamal TAOUFIK

Secrétaire Général : Mr. El Hassane AHALLAT

1- ENSEIGNANTS-CHERCHEURS MEDECINS
ET
PHARMACIENS

PROFESSEURS :

Mai et Octobre 1981
Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajih Chirurgie Cardio-Vasculaire
Pr. TAOBANE Hamid* Chirurgie Thoracique

Mai et Novembre 1982
Pr. BENOSMAN Abdellatif Chirurgie Thoracique

Novembre 1983
Pr. HAJJAJ Najia ép. HASSOUNI Rhumatologie

Décembre 1984
Pr. MAAOUNI Abdelaziz Médecine Interne — Clinique Royale




Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi
Pr. SETTAF Abdellatif

Novembre et Décembre 1985

Pr. BENJELLOUN Halima

Pr. BENSAID Younes

Pr. EL ALAOUI Faris Moulay El Mostafa
Janvier, Février et Décembre 1987
Pr. AJANA Ali

Pr. CHAHED OUAZZANI Houria
Pr. EL YAACOUBI Moradh

Pr. ESSAID EL FEYDI Abhdellah
Pr. LACHKAR Hassan

Pr. YAHYAOUI Mohamed

Décembre 1988

Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib
Pr. DAFIRI Rachida

Pr. HERMAS Mohamed

Décembre 1989

Pr. ADNAOUI Mohamed

Pr. BOUKILI MAKHOUKHI Abdelali*
Pr. CHAD Bouziane

Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda

Janvier et Novembre 1990
Pr. CHKOFF Rachid

Pr. HACHIM Mohammed*
Pr. KHARBACH Aicha
Pr. MANSOURI Fatima
Pr. TAZI Saoud Anas

Février Avril Juillet et Décembre 1991
Pr. AL HAMANY Zaitounia

Pr. AZZOUZI Abderrahim

Pr. BAYAHIA Rabéa

Pr. BELKOUCHI Abdelkader

Pr. BENCHEKROUN Belabbes Abdellatif
Pr. BENSOUDA Yahia

Pr. BERRAHO Amina

Pr. BEZZAD Rachid

Pr. CHABRAOUI Layachi

Pr. CHERRAH Yahia

Pr. CHOKAIRI Omar

Pr. KHATTAB Mohamed

Pr. SOULAYMANI Rachida

Pr. TAOUFIK Jamal

Décembre 1992
Pr. AHALLAT Mohamed
Pr. BENSOUDA Adil

Anesthésie -Réanimation
pathologie Chirurgicale

Cardiologie
Pathologie Chirurgicale
Neurologie

Radiologie
Gastro-Entérologie
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Meédecine Interne
Neurologie

Chirurgie Pédiatrique
Radiologie
Traumatologie Orthopédie

Médecine Interne —Doyen de la FMPR
Cardiologie

Pathologie Chirurgicale

Neurologie

Pathologie Chirurgicale
Médecine-Interne
Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique

Anesthésie Réanimation —Doyen de la FMPO
Néphrologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Générale

Pharmacie galénique

Ophtalmologie

Gynecologie Obstétrique

Biochimie et Chimie

Pharmacologie

Histologie Embryologie

Pediatrie

Pharmacologie — Dir. du Centre National PV
Chimie thérapeutique

Chirurgie Générale
Anesthésie Réanimation



Pr. BOUJIDA Mohamed Najib Radiologie

Pr. CHAHED OUAZZANI Laaziza Gastro-Enterologie

Pr. CHRAIBI Chafiq Gynecologie Obstétrique
Pr. DAOUDI Rajae Ophtalmologie

Pr. DEHAYNI Mohamed* Gynecologie Obstétrique
Pr. EL OUAHABI Abdessamad Neurochirurgie

Pr. FELLAT Rokaya Cardiologie

Pr. GHAFIR Driss* Médecine Interne

Pr. IDDANE Mohamed Anatomie

Pr. TAGHY Ahmed Chirurgie Générale

Pr. ZOUHDI Mimoun Microbiologie

Mars 1994

Pr. BENJAAFAR Noureddine Radiothérapie

Pr. BEN RAIS Nozha Biophysique

Pr. CAOUI Malika Biophysique

Pr. CHRAIBI Abdelmijid Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Pr. EL AMRANI Sabah Gynécologie Obstétrique
Pr. EL AOUAD Rajae Immunologie

Pr. EL BARDOUNI Ahmed Traumato-Orthopédie

Pr. EL HASSANI My Rachid Radiologie

Pr. ERROUGANI Abdelkader Chirurgie Générale- Directeur CHIS
Pr. ESSAKALI Malika Immunologie

Pr. ETTAYEBI Fouad Chirurgie Pédiatrique

Pr. HADRI Larbi* Médecine Interne

Pr. HASSAM Badredine Dermatologie

Pr. IFRINE Lahssan Chirurgie Générale

Pr. JELTHI Ahmed Anatomie Pathologique

Pr. MAHFOUD Mustapha Traumatologie — Orthopédie
Pr. MOUDENE Ahmed* Traumatologie- Orthopédie Inspecteur du_SS
Pr. RHRAB Brahim Gynécologie —Obstétrique
Pr. SENOUCI Karima Dermatologie

Mars 1994

Pr. ABBAR Mohamed* Urologie

Pr. ABDELHAK M’barek Chirurgie — Pédiatrique

Pr. BELAIDI Halima Neurologie

Pr. BRAHMI Rida Slimane Gynécologie Obstétrique
Pr. BENTAHILA Abdelali Pédiatrie

Pr. BENYAHIA Mohammed Ali Gynécologie — Obstétrique
Pr. BERRADA Mohamed Saleh Traumatologie — Orthopédie
Pr. CHAMI Ilham Radiologie

Pr. CHERKAOQUI Lalla Ouafae Ophtalmologie

Pr. EL ABBADI Najia Neurochirurgie

Pr. HANINE Ahmed* Radiologie

Pr. JALIL Abdelouahed Chirurgie Générale

Pr. LAKHDAR Amina Gynécologie Obstétrique

Pr. MOUANE Nezha Pédiatrie

Mars 1995

Pr. ABOUQUAL Redouane Réanimation Médicale

Pr. AMRAOUI Mohamed Chirurgie Générale

Pr. BAIDADA Abdelaziz Gynecologie Obstétrique



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BARGACH Samir

CHAARI Jilali*

DIMOU M’barek*

DRISSI KAMILI Med Nordine*
EL MESNAOQOUI Abbes
ESSAKALI HOUSSYNI Leila
HDA Abdelhamid*

IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
OUAZZANI CHAHDI Bahia
SEFIANI Abdelaziz
ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AMIL Touriya*

BELKACEM Rachid
BOULANOUAR Abdelkrim

EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
GAOUZI Ahmed

MAHFOUDI M’barek*
MOHAMMADI Mohamed
OUADGHIRI Mohamed
OUZEDDOUN Naima

ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ALAMI Mohamed Hassan
BEN SLIMANE Lounis
BIROUK Nazha
CHAOUIR Souad*
ERREIMI Naima
FELLAT Nadia
HAIMEUR Charki*
KADDOURI Noureddine
KOUTANI Abdellatif
LAHLOU Mohamed Khalid
MAHRAOUI CHAFIQ
OUAHABI Hamid*
TAOUFIQ Jallal

YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AFIFI RAJAA
BENOMAR ALI
BOUGTAB Abdesslam
ER RIHANI Hassan
EZZAITOUNI Fatima
LAZRAK Khalid *
BENKIRANE Majid*
KHATOURI ALI*
LABRAIMI Ahmed*

Janvier 2000

Pr.

ABID Ahmed*

Gynécologie Obstetrique
Médecine Interne

Anesthésie Réanimation — Dir. HMIM
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie
Cardiologie - Directeur ERSM
Urologie

Ophtalmologie

Genétique

Réanimation Médicale

Radiologie
Chirurgie Pédiatrie
Oﬁhtalmolo gie

irurgie Genérale
Pédiatrie
Radiologie
Médecine Interne
Traumatologie-Orthopédie
Neéphrologie
Cardiologie

Gynécologie-Obstétrique
Urologie

Neurologie

Radiologie

Pédiatrie

Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Pédiatrique
Urologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Neurologie

Psychiatrie

Gynécologie Obstétrique

Gastro-Enterologie

Neurologie — Doyen Abulcassis
Chirurgie Générale

Oncologie Medicale
Néphrologie

Traumatologie Orthopedie
Hématologie

Cardiologie

Anatomie Pathologique

Pneumophtisiologie



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AlIT OUMAR Hassan

BENJELLOUN Dakhama Badr.Sououd
BOURKADI Jamal-Eddine

CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
ECHARRAB EI Mahjoub

EL FTOUH Mustapha

EL MOSTARCHID Brahim*

ISMAILI Hassane*

MAHMOUDI Abdelkrim*
TACHINANTE Rajae

TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AIDI Saadia

AIT OURHROUI Mohamed
AJANA Fatima Zohra
BENAMR Said

CHERTI Mohammed
ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
EL HASSANI Amine

EL KHADER Khalid

EL MAGHRAOQUI Abdellah*
GHARBI Mohamed EI Hassan
HSSAIDA Rachid*

LAHLOU Abdou

MAFTAH Mohamed*
MAHASSINI Najat
MDAGHRI ALAOUI Asmae
NASSIH Mohamed*

ROUIMI Abdelhadi*

Décembre 2000

Pr.

ZOHAIR ABDELAH*

Décembre 2001

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABABOU Adil

BALKHI Hicham*
BENABDELJLIL Maria
BENAMAR Loubna
BENAMOR Jouda
BENELBARHDADI Imane
BENNANI Rajae
BENOUACHANE Thami
BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUMDIN EIl Hassane*
CHAT Latifa

DAALI Mustapha*

DRISSI Sidi Mourad*

EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid

Pédiatrie

Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Traumatologie Orthopédie
Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Médecine Interne

Neurologie

Dermatologie

Gastro-Entérologie

Chirurgie Générale

Cardiologie

Anesthésie-Reéanimation

Pédiatrie

Urologie

Rhumatologie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Anesthésie-Reéanimation

Traumatologie Orthopédie
Neurochirurgie

Anatomie Pathologique

Pédiatrie

Stomatologie Et Chirurgie Maxillo-Faciale
Neurologie

ORL

Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Neurologie

Néphrologie
Pneumo-phtisiologie
Gastro-Enterologie
Cardiologie

Pediatrie

Rhumatologie
Anatomie

Radiologie

Radiologie

Chirurgie Générale
Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

EL MADHI Tarik

EL OUNANI Mohamed
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*
HRORA Abdelmalek
KABBAJ Saad

KABIRI EL Hassane*
LAMRANI Moulay Omar
LEKEHAL Brahim
MAHASSIN Fattouma*
MEDARHRI Jalil
MIKDAME Mohammed*
MOHSINE Raouf
NOUINI Yassine
SABBAH Farid

SEFIANI Yasser
TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia

Décembre 2002

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AL BOUZIDI Abderrahmane*
AMEUR Ahmed *

AMRI Rachida

AOURARH Aziz*

BAMOU Youssef *
BELMEJDOUB Ghizlene*
BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia
BERNOUSSI Zakiya
BICHRA Mohamed Zakariya*
CHOHO Abdelkrim *
CHKIRATE Bouchra

EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
EL HAOURI Mohamed *

EL MANSARI Omar*

FILALI ADIB Abdelhai

HAJJl Zakia

IKEN Ali

JAAFAR Abdeloihab*
KRIOUILE Yamina
LAGHMARI Mina
MABROUK Hfid*
MOUSSAOUI RAHALI Driss*
MOUSTAGHFIR Abdelhamid*
NAITLHO Abdelhamid*
OUIJILAL Abdelilah

RACHID Khalid *

RAISS Mohamed

RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
RHOU Hakima

SIAH Samir *

Chirurgie-Pédiatrique

Chirurgie Générale

Pédiatrie

Neuro-Chirurgie

Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Médecine Interne

Chirurgie Générale

Hématologie Clinique

Chirurgie Générale

Urologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Vasculaire Périphérique
Pédiatrie

Anatomie Pathologique
Urologie
Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Dermatologie
Gastro-Enterologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Chirurgie Pédiatrique
Dermatologie
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie
Urologie
Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie
Ophtalmologie
Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Médecine Interne
Oto-Rhino-Laryngologie
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Néphrologie
Anesthésie Réanimation



Pr. THIMOU Amal
Pr. ZENTAR Aziz*

Janvier 2004

Pr. ABDELLAH EIl Hassan

Pr. AMRANI Mariam

Pr. BENBOUZID Mohammed Anas
Pr. BENKIRANE Ahmed*

Pr. BOUGHALEM Mohamed*
Pr. BOULAADAS Malik

Pr. BOURAZZA Ahmed*

Pr. CHAGAR Belkacem*

Pr. CHERRADI Nadia

Pr. EL FENNI Jamal*

Pr. EL HANCHI ZAKI

Pr. EL KHORASSANI Mohamed
Pr. EL YOUNASSI Badreddine*
Pr. HACHI Hafid

Pr. JABOUIRIK Fatima

Pr. KHABOUZE Samira

Pr. KHARMAZ Mohamed

Pr. LEZREK Mohammed*

Pr. MOUGHIL Said

Pr. OUBAAZ Abdelbarre*

Pr. TARIB Abdelilah*

Pr. THAMI Fouad

Pr. ZARZUR Jamila

Janvier 2005

Pr. ABBASSI Abdellah

Pr. AL KANDRY Sif Eddine*
Pr. ALAOUI Ahmed Essaid
Pr. ALLALI Fadoua

Pr. AMAZOUZI Abdellah

Pr. AZI1Z Noureddine*

Pr. BAHIRI Rachid

Pr. BARKAT Amina

Pr. BENHALIMA Hanane
Pr. BENYASS Aatif

Pr. BERNOUSSI Abdelghani
Pr. CHARIF CHEFCHAOUNI Mohamed
Pr. DOUDOUH Abderrahim*
Pr. EL HAMZAOUI Sakina*
Pr. HAJJI Leila

Pr. HESSISSEN Leila

Pr. JIDAL Mohamed*

Pr. LAAROUSSI Mohamed
Pr. LYAGOUBI Mohammed
Pr. NJAMANE Radouane*
Pr. RAGALA Abdelhak

Pr. SBIHI Souad

Pr. ZERAIDI Najia

Pédiatrie
Chirurgie Générale

Ophtalmologie

Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngologie
Gastro-Enterologie
Anesthésie Réanimation
Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
Neurologie
Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique
Radiologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Cardiologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Gynécologie Obstétrique
Traumatologie Orthopédie
Urologie

Chirurgie Cardio-Vasculaire
Ophtalmologie

Pharmacie Clinique
Chirurgie Générale
Cardiologie

Chirurgie Reparatrice et Plastique
Chirurgie Générale

Microbiologie

Rhumatologie

Ophtalmologie

Radiologie

Rhumatologie

Pédiatrie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo Faciale
Cardiologie
Ophtalmologie
Ophtalmologie
Biophysique
Microbiologie
Cardiologie
Pédiatrie
Radiologie
Chirurgie Cardio-vasculaire
Parasitologie

Rhumatologie

Gynecologie Obstétrique
Histo-Embryologie Cytogénétique
Gynécologie Obstétrique

(mise en disponibilité)



Décembre 2005
Pr. CHANI Mohamed

Anesthésie Réanimation

Avril 2006

Pr. ACHEMLAL Lahsen* Rhumatologie
Pr. AKJOUJ Said* Radiologie
Pr. BELMEKKI Abdelkader* Hématologie
Pr. BENCHEIKH Razika O.R.L

Pr. BIY1 Abdelhamid* Biophysique

Pr. BOUHAFS Mohamed EI Amine
Pr. BOULAHY A Abdellatif*
Pr. CHENGUETI ANSARI Anas

Chirurgie - Pediatrique
Chirurgie Cardio — Vasculaire
Gynécologie Obstétrique

Pr. DOGHMI Nawal Cardiologie

Pr. ESSAMRI Wafaa Gastro-entérologie

Pr. FELLAT Ibtissam Cardiologie

Pr. FAROUDY Mamoun Anesthésie Réanimation
Pr. GHADOUANE Mohammed* Urologie

Pr. HARMOUCHE Hicham Médecine Interne

Pr. HANAFI Sidi Mohamed* Anesthésie Réanimation
Pr. IDRISS LAHLOU Amine* Microbiologie

Pr. JROUNDI Laila Radiologie

Pr. KARMOUNI Tariq Urologie

Pr. KILI Amina Pédiatrie

Pr. KISRA Hassan Psychiatrie

Pr. KISRA Mounir Chirurgie — Pédiatrique
Pr. LAATIRIS Abdelkader* Pharmacie Galénique
Pr. LMIMOUNI Badreddine* Parasitologie

Pr. MANSOURI Hamid* Radiothérapie

Pr. OUANASS Abderrazzak Psychiatrie

Pr. SAFI Soumaya* Endocrinologie

Pr. SEKKAT Fatima Zahra Psychiatrie

Pr. SOUALHI Mouna Pneumo — Phtisiologie
Pr. TELLAL Saida* Biochimie

Pr. ZAHRAOUI Rachida Pneumo — Phtisiologie
Octobre 2007

Pr. ABIDI Khalid Réanimation médicale
Pr. ACHACHI Leila Pneumo phtisiologie

Pr. ACHOUR Abdessamad* Chirurgie genérale

Pr. AIT HOUSSA Mahdi* Chirurgie cardio vasculaire
Pr. AMHAJJI Larbi* Traumatologie orthopédie
Pr. AMMAR Haddou* ORL

Pr. AOUFI Sarra Parasitologie

Pr. BAITE Abdelouahed* Anesthésie réanimation
Pr. BALOUCH Lhousaine* Biochimie-chimie

Pr. BENZIANE Hamid* Pharmacie clinique

Pr. BOUTIMZINE Nourdine Ophtalmologie

Pr. CHARKAOUI Naoual* Pharmacie galénique
Pr. EHIRCHIOU Abdelkader* Chirurgie genérale

Pr. ELABSI Mohamed Chirurgie générale



Pr. EL MOUSSAOQOUI Rachid
Pr. EL OMARI Fatima

Pr. GANA Rachid

Pr. GHARIB Noureddine

Pr. HADADI Khalid*

Pr. ICHOU Mohamed*

Pr. ISMAILI Nadia

Pr. KEBDANI Tayeb

Pr. LALAOUI SALIM Jaafar*
Pr. LOUZI Lhoussain*

Pr. MADANI Naoufel

Pr. MAHI Mohamed*

Pr. MARC Karima

Pr. MASRAR Azlarab

Pr. MOUTAJ Redouane *

Pr. MRABET Mustapha*

Pr. MRANI Saad*

Pr. OUZZIF Ez zohra*

Pr. RABHI Monsef*

Pr. RADOUANE Bouchaib*
Pr. SEFFAR Myriame

Pr. SEKHSOKH Yessine*

Pr. SIFAT Hassan*

Pr. TABERKANET Mustafa*
Pr. TACHFOUTI Samira

Pr. TAJDINE Mohammed Tarig*
Pr. TANANE Mansour*

Pr. TLIGUI Houssain

Pr. TOUATI Zakia

Décembre 2007

Pr. DOUHAL ABDERRAHMAN
Décembre 2008

Pr ZOUBIR Mohamed*
Pr TAHIRI My El Hassan*

Mars 2009

Pr. ABOUZAHIR Ali*

Pr. AGDR Aomar*

Pr. AIT ALI Abdelmounaim*
Pr. AIT BENHADDOU El hachmia
Pr. AKHADDAR Ali*

Pr. ALLALI Nazik

Pr. AMAHZOUNE Brahim*
Pr. AMINE Bouchra

Pr. ARKHA Yassir

Pr. AZENDOUR Hicham*

Anesthésie réanimation
Psychiatrie

Neuro chirurgie

Chirurgie plastique et réparatrice
Radiothérapie

Oncologie médicale
Dermatologie

Radiothérapie

Anesthésie réanimation
Microbiologie

Réanimation médicale
Radiologie

Pneumo phtisiologie
Hématologique

Parasitologie

Médecine préventive santé publique et hygiéne
Virologie

Biochimie-chimie

Médecine interne

Radiologie

Microbiologie

Microbiologie

Radiothérapie

Chirurgie vasculaire périphérique
Ophtalmologie

Chirurgie générale
Traumatologie orthopédie
Parasitologie

Cardiologie

Ophtalmologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale

Médecine interne

Pédiatre

Chirurgie Générale
Neurologie

Neuro-chirurgie

Radiologie

Chirurgie Cardio-vasculaire
Rhumatologie
Neuro-chirurgie

Anesthésie Réanimation



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BELYAMANI Lahcen*
BJIJOU Younes
BOUHSAIN Sanae*
BOUI Mohammed*
BOUNAIM Ahmed*
BOUSSOUGA Mostapha*
CHAKOUR Mohammed *
CHTATA Hassan Toufik*
DOGHMI Kamal*

EL MALKI Hadj Omar
EL OUENNASS Mostapha*
ENNIBI Khalid*

FATHI Khalid
HASSIKOU Hasna *
KABBAJ Nawal

KABIRI Meryem
KARBOUBI Lamya
L’KASSIMI Hachemi*
LAMSAOURI Jamal*
MARMADE Lahcen
MESKINI Toufik
MESSAOUDI Nezha *
MSSROURI Rahal
NASSAR Ittimade
OUKERRAJ Latifa
RHORFI Ismail Abderrahmani *
ZOUHAIR Said*

PROFESSEURS AGREGES :

Octobre 2010

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ALILOU Mustapha
AMEZIANE Taoufig*
BELAGUID Abdelaziz
BOUAITY Brahim*
CHADLI Mariama*
CHEMSI Mohamed*

DAMI Abdellah*

DARBI Abdellatif*
DENDANE Mohammed Anouar
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La therapie cellulaire et la médecine régéneratrice inondent actuellement les publications
scientifiques et méme les medias. Le domaine le plus sollicité est la thérapie par les cellules
souches. Elle a commencé a envahir le monde des traitements a cause de leur capacité aussi

bien a s'auto-renouveler qu’a s'engager dans une ou plusieurs voies de différenciation.

Il existe plusieurs types de cellules souches autant intéressantes les unes que les autres
mais avec leurs lots d’avantages et d’inconvénients. Bien que la plupart des projets sur ces
cellules souches soit encore au stade expérimental, leur utilisation est entreprise pour pallier
a plusieurs pathologies comme I’insuffisance cardiaque, le diabéte, la maladie de

Parkinson, la maladie de Huntington, des brilures, etc...

La maladie de Parkinson est une pathologie frequente. Elle arrive en deuxiéme position des
affections neurodégénératives, apres la maladie d’Alzheimer. Sa fréquence ne fait que
s’élever d’années en années a cause du vieillissement de la population. Il existe plusieurs
traitements aussi bien médicamenteux que neurochirurgicaux pour cette maladie, cependant
aucun ne semble étre complétement efficace contre la pathologie. C’est sans doute ce qui a
motivé les chercheurs a se pencher sur le traitement par la thérapie cellulaire, plus

précisément par les cellules souches.

Notre étude qui est une revue de la littérature qualitative, a pour objectif de faire 1’état
de I'utilisation de la thérapie cellulaire dans la maladie de Parkinson. Elle ne peut étre bien

faite qu’en passant:

e d’abord par une présentation explicite des cellules souches qui fera I’objet de la
premiére partie de notre travail ;

e puis une explication de la thérapie cellulaire et ses applications actuelles qui
seront la deuxieme partie ;

e et aussi une présentation de la maladie de Parkinson qui sera faite dans la

troisiéme partie.

L’objectif principal de notre étude sera donc abordé dans la quatriéme partie de notre travail.
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I. Préambule

Notre corps est composé de plusieurs dizaines de milliards de cellules, quantité
maintenue constante, malgré le phénoméne d’apoptose: suicide cellulaire normal.
L’exemple le plus palpable est celui des globules rouges estimés entre 4 et 5 millions par
mm? de sang alors que la durée de vie de chaque globule rouge est de 120 jours. Ce stock
de cellules est donc nécessairement renouveler en permanence pour assurer 1’oxygénation
des tissus ; mais ou et comment ? Ces questions ont conduit les histologistes a la conclusion
que la moelle osseuse est «l’usine a fabriquer les cellules sanguines», et la rate

également.[1]

Mais il fallut les événements tragiques d’Hiroshima et de Nagasaki pour comprendre ce
qui se passait. Les pauvres gens qui avaient échappé a la mort immédiate au moment de
I’explosion, mourraient une dizaine de jours apres, quand ils avaient été exposes aux
rayonnements, dans un état d’aplasie (plus de cellules dans leur moelle osseuse et leur rate
réduite). C’est a partir de ce sinistre constat et de la comparaison avec la biologie

d’individus normaux que des travaux scientifiques plus poussés ont conduits :

= au concept de cellules « souches », capables de se diviser en cas de diminution du
taux des cellules circulantes et de donner des lignées de cellules filles. Par un
message intercellulaire, chaque division de cellule souche permet de maintenir
constant le capital global des cellules et celui des cellules souches. [1, 2]

= au concept de capacité de régénération cellulaire de la peau et du foie en
particulier. [2]

= au concept de transfert par transfusion des cellules souches médullaires [3]

Il. Le développement biologique de I’homme

L’embryologie est la science qui étudie le développement de 1’étre vivant depuis la
fécondation de I’ceuf jusqu’a la fin du stade embryonnaire (fin du 2°™ mois chez I’étre

humain), qui marque 1’acquisition de la forme definitive. [5]
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L’ceuf humain nait de la fusion de deux cellules : le spermatozoide et I’ovule. Il subit une
série de divisions produisant d’abord des cellules qui se répartissent en deux groupes, les
uns formant I’embryon, et les autres les annexes protectrices et nourricieres (futur placenta,
cavité amniotique, cordon ombilical). A la troisieme semaine apparait une cavité
liquidienne : les annexes forment sa paroi, et I’embryon est un bouton, puis un disque
accroché a la paroi, suspendu dans le liquide. Le disque se creuse, individualisant deux
feuillets, puis trois, a partir desquels les différents organes s’ébauchent au cours de
transformations complexes (organogenése). A la huitiéme semaine, 1’embryon est devenu

un feetus. [5]

Figure 1 : Le développement de 1’ceuf [4]

A. La fécondation

C’est la formation d’un ceuf ou zygote par ’'union d’un ovule et d’un spermatozoide. Il
s’agit une interaction complexe qui a lieu le plus souvent dans le tiers externe de la trompe
de Fallope quelques heures aprés I’ovulation. La pénétration d’un spermatozoide a travers

la paroi de I’ovule entraine une cascade de réactions qui aboutit a la fusion des noyaux ou
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pronuclei male et femelle et a la formation d’une cellule ceuf @ 2n chromosomes dite

totipotente car a I’origine d’un nouvel individu humain. [6, 7]
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Figure 2 : Les étapes de la fécondation humaine [8]

B. Lasegmentation

Dans les 24 heures qui suivent la fécondation, le zygote commence a subir une série de
divisions mitotiques au cours de sa migration dans la trompe utérine dont I’ensemble est
appelé segmentation. Ce processus porte aussi le nom de clivage, terme parfaitement
évocateur puisque le zygote n'augmente pas, ou peu, de volume au cours de ces premieres
divisions successives et reste inclus dans la zone pellucide. Les cellules-filles obtenues

portent le nom de blastomeres. [6, 8]

La premiere division partage le zygote suivant un plan perpendiculaire a I’équateur et
dans I’alignement des globules polaires. La seconde division dans un plan vertical et
perpendiculaire a la premiere est achevée a peu pres 40 heures apres la fécondation et fournit
quatre blastomeéres égaux. Aprés 3 jours, I’embryon compte environ 8 cellules et apres 4
jours, 16 a 32. A ce stade, il ressemble a une petite mdre et est appelé morula (du latin
morum, mare). Les cellules de cette morula sont non seulement a 1’origine de I’embryon et
de ses membranes mais également du placenta et ses structures annexes. Pour initier cette

6
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différenciation a partir du stade 8 a 16 cellules va s’opérer la compaction. Elle génére une
nouvelle répartition des blastomeres de la future morula en sollicitant leurs éléments

cytosquelettiques (figure 3):

= les cellules périphériques vont subir une polarisation et se répartissent en une
couche qui entoure toute la surface de I'ccuf fécondé. Ces cellules polarisées
constituent le trophoblaste primitif. [8]

= les cellules plus internes et initialement non polarisées se regroupent pour
constituer la masse de l'embryoblaste. A la fin du quatrieme jour apres la
fécondation, la morula commence a se creuser d'une cavité a contenu liquidien
(futur blastoccele). [8]

Les cellules obtenues les 3 premiers jours sont capables chacune d’aboutir au
développement d'un individu complet a condition d'étre place in-vivo pour permettre une
orientation de I'embryon impossible in-vitro ; elles sont donc totipotentes. A partir du stade
de morula, les cellules sont pluripotentes, elles sont donc capables de se différencier en
tout type cellulaire qui compose 1’organisme, mais elles ne peuvent plus donner les annexes

embryonnaires. [7, 9, 10]

Figure 3 : Segmentation- blastulation - gastrulation [11]



Approche de la thérapie cellulaire : Cas de la maladie de Parkinson

C. La  Dblastulation : formation du blastocyste et

implantation utérine

Le 5™ jour, la cavité & contenu liquidien devient plus grande et permet d’obtenir un
blastocyste précoce encore dans la zone pellucide (figure 3). Avant I'implantation, le 6™
jour la zone pellucide se rompt par le forage enzymatique d’un orifice et I'embryon est alors
libéré. Des phénomeénes de transferts ioniques et liquidiens provoquent une augmentation
de volume du blastoccele. L'embryon devient alors le blastocyste ou blastula. Le

blastocyste est caractérisé par :

= une couche de cellules périphériques jointives et en couronne : c'est le
trophoblaste, il est la premiere source des membranes du placenta

= une cavité centrale volumineuse résultant de I'augmentation de volume au cours
de la transformation de la morula en blastocyste : le blastoccele

= une masse de cellules regroupées a un péle du blastoccele c'est I'embryoblaste ou

bouton embryonnaire.
A
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Figure 4 : Le blastocyste tardif [8]

Le blastocyste va s'implanter dans la paroi utérine et se différencier en embryon

didermique au cours de la 2éme semaine. [8]
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Figure 5 : De la fécondation a I’implantation [6]

D. Lanidation et la pré-gastrulation

Au septieme jour intervient la fixation du blastocyste a 1’épithélium de I’endométre par

son pdle embryonnaire. Le trophoblaste va proliférer a partir du point de fixation:

= Des divisions nucléaires successives interviennent sans division cytoplasmique
aboutissant a un syncytium dérivé du trophoblaste : le syncytiotrophoblaste. Il va
envahir progressivement la totalit¢é de la paroi de I’endométre et permettre la
pénétration complete de I’embryon. [12]

= La couche des cellules internes (les plus proches du centre du blastocyste) reste
compacte et les cellules sont bien individualisées et forme le

cytotrophoblaste.[12]

Par la suite le cytotrophoblaste, le syncytiotrophoblaste et une composante du
mésoderme extra-embryonnaire formeront des expansions: les villosités choriales

pénétrant les sinus sanguins maternels, a I'origine de formation du placenta. [8]
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Au méme moment I'embryoblaste se différencie en 2 couches distinctes : I'épiblaste, le
plus proche du cytotrophoblaste et I'nypoblaste, en regard direct du blastoccele. Un peu
plus tard, I'épiblaste prolifere latéralement puis s'incurve pour former une couche de cellules
(cellules amnioblastiques) en contact avec le cytotrophoblaste. Une nouvelle cavité se
creuse et s'agrandit éloignant I'embryoblaste du cytotrophoblaste : la future cavité
amniotique. Dés la formation de la cavité amniotique, le disque embryonnaire didermique
est parfaitement individualisé (épiblaste + hypoblaste) entre cavité amniotique et
blastoccele. L hypoblaste quant a lui va proliférer pour fournir une couche de cellules
(membrane de Heuser) qui vont tapisser le blastoccele. Le blastoceele se transforme alors
en vésicule vitelline primitive. La succession des événements aboutit a la formation au
11%™ jour du mésoderme extra-embryonnaire, au 12°™ jour de la cavité choriale, au
13%™ jour de la vésicule vitelline définitive et au 14°™ jour a I’individualisation de

I’embryon en disque embryonnaire didermique (deux feuillets). [6, 8, 12]

Syncytiotrophoblast Syncytiotrophoblaste
ynoyt RIS Lacune du trophoblaste

Formation de la
memorane de Heuser

Glande

- . utérine
Cavité amniotique

Cavité .‘ =
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amniotique |

Amnioblastes
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Capillaire maternel
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Figure 6 : La nidation du blastocyste [6]
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Figure 7 : Disque embryonnaire didermique au 14°™ jour [13]

E. Lagastrulation

La gastrulation constitue un évenement majeur de la troisieme semaine. Il s'agit d'un
mécanisme complexe, programmeé dans le temps et dans I'espace, associant prolifération et
migration cellulaires a partir de I'épiblaste. La gastrulation détermine I'orientation future de

I'embryon et sa symétrisation. [8]

Au cours de cette phase, se fait la mise en place d’un 3°™ feuillet : le mésoderme intra-
embryonnaire, le disque embryonnaire devient donc tridermique, I'épiblaste et I'hypoblaste
précédemment formés deviennent respectivement ectoderme et endoderme. En outre la
gastrulation se poursuit par la mise en place de la chorde et par la neurulation.
Simultanément, et des la mise en place de la chorde, le mésoblaste intra-embryonnaire va

se segmenter dans le sens cranio caudal par un processus de métamérisation. [6, 7, 8]

La gastrulation représente davantage qu’une conversion du disque embryonnaire
didermique en un disque embryonnaire tridermique, elle permet de rapprocher des sous-
groupes de cellules qui peuvent agir les unes sur les autres, par induction, et donner
naissance aux précurseurs tissulaires ou aux ébauches embryonnaires a 1’origine des
organes du corps [6]. A ce stade, les cellules sont multipotentes, car elles se sont engagées

dans un feuillet précis, leur potentialité de différenciation est donc plus basse. [14]

11
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Figure 8 : Différenciation des trois feuillets en différents tissus humains [14]

F.

Elle s’étend de 1a 4™ 3 la 8™ semaine. La formation d

L’organogeneése

au cours du développement de 1’embryon. Elle nécessite

es organes se fait progressivement

une parfaite coordination dans la

différenciation. La majorité des cellules durant cette étape perdent leur potentialité ; elles

deviennent unipotentes, c'est a dire qu’elles ne peuvent se différencier qu’en un seul type

cellulaire. Durant cette étape, les annexes embryonnaires se mettent en place ; elles

permettent le développement de 1I’embryon, elles donnent le futur placenta et le cordon

ombilical. Des cellules souches sont présentes dans ces deux structures, et sont pour la

plupart multipotentes.
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A la 8°™ semaine, I'embryon est constitué. 1l a déja acquis les caractéristiques de I'espéce
humaine (membres, face), tous les organes sont formés mais ils doivent maintenant se
développer pour devenir veritablement fonctionnels. A partir de ce moment on passe de

I’embryon au feetus. [7, 8, 15]

% Avec la période feetale, on entre dans une phase de maturation et de croissance
volumique. Les mécanismes spécifiques de I'embryologie (hyperprolifération cellulaire,
migrations cellulaires, différenciation cellulaire a partir de cellules souches) tendent a

s'estomper méme si certains perdureront toute I'existence. [8]

I11. Les cellules souches
A. Définitions
1. La cellule

La cellule est I’é1ément constitutif fondamental de tout étre vivant. Il s’agit de la structure
de base du corps, le plus petit élément ayant les attributs de la vie. Sa taille varie de 7
micromeétres (hématies) a plus de 1 metre (neurones). Elle se compose de plusieurs éléments

dont trois principaux [5, 16]:

= Le noyau (a I’exception des Procaryotes, et quelques cellules particulieres tels
les globules rouges), qui contient la majorité de I’information genétique

= Le cytoplasme, matiere fluide contenant de nombreux organites (mitochondries,
ribosomes...) impliqués dans toutes les activités fonctionnelles (métabolisme) de
la cellule

= La membrane cellulaire, enveloppe externe qui separe la cellule du milieu

extérieur et joue un rdle majeur dans les échanges

Un étre humain est composé d’environ cent mille milliards de cellules, appartenant a
environ deux cent types différents, dont la plupart ne se divise plus, alors que, a peu pres

vingt millions de cellules de notre organisme se divisent pour maintenir constant le nombre

13
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de cellules (remplacement des cellules disparaissant par vieillissement ou par lésion), ces

cellules sont appelées : cellules souches. [17]

2. Cellules souches

Le corps est fait de divers types de cellules spécialisées qui sont organisées en tissu, sang
et organes. Toutes les cellules spécialisées proviennent de populations de cellules non
specialisées appelées « cellules souches ». Bien que les cellules souches n’accomplissent
pas de fonctions cellulaires spécifiques comme telles, elles ont le potentiel de devenir des
types de cellules spécialisées matures qui orchestrent des fonctions cellulaires spécifiques
du corps. [18]

Une cellule souche est donc une cellule non spécialisée capable de s’auto renouveler
indéfiniment par division cellulaire et de donner naissance sous certaines conditions
physiologiques ou expérimentales a plusieurs types de tissus différencies. La division d'une
cellule souche produit une nouvelle cellule souche ; cellule de « réserve » et une cellule qui
acquiert une morphologie et une fonction spécifiques du tissu (différenciation). Une cellule

souche n’exprime, quant a elle, aucune spécialisation, on la dit “ indifférencié¢e . [19, 20]

Auto-renouvellement
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i »
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Figure 9 : Auto-renouvellement et différenciation d’une cellule souche [19]
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B. Caracteristiques des cellules souches

Les cellules souches sont définies par deux propriétés caractéristiques: 1’auto-

renouvellement et la différenciation. (Figure 9).

L’auto-renouvellement est le processus ou, par I’entremise de la mitose, une cellule
souche se divise pour produire au moins une cellule fille qui demeure une cellule souche
indifférenciée. On a deux types de divisions possibles : une classique donnant naissance a
deux cellules souches indifférenci¢e (en cas de forte demande par 1’organisme) et une
asymétrique aboutissant a une cellule différenciée et une cellule souche indifférenciée. Par
I’entremise de 1’auto-renouvellement, on peut élargir ou maintenir une population de
cellules souches tout au long de la vie d’un organisme. Par exemple, quand notre corps a
besoin de plus de globules blancs pour combattre une infection, nos cellules souches
sanguines s’auto-renouvellent pour fabriquer plus de cellules souches sanguines qui

peuvent alors se différencier en globules blancs spécialisés.

La différenciation est le processus par lequel des cellules non spécialisées acquiérent des
traits cellulaires spécifiques, qui les convertissent en types de cellules spécialisées. Par
exemple, une cellule souche sanguine a la capacité de se différencier en tous les types de
cellules spécialisées de la lignée de cellules sanguines : les globules rouges, les globules
blancs, les plaquettes (figure 10)...De stade en stade de la différenciation, les cellules
deviennent plus restreintes dans les types de cellules spécialisées qu’elles peuvent
engendrer. Au fur et a mesure que les cellules souches se différencient, on dit qu’elles
deviennent déterminées, ce qui signifie qu’elles ne peuvent plus se différencier en des types
de cellules a I’extérieur de la lignée spécifiée. Le nombre de types différents de cellules

spécialisées que peut engendrer une cellule souche définit sa potentialité.
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Figure 10 : Différenciation des cellules souches hématopoiétiques [18]

Suivant leur potentialité de différenciation, on distingue :

> Les cellules souches totipotentes (toti = tout, potentes = puissantes): présentes dans

les quatre premiers jours de I’embryon, elles sont les seules a permettre le développement

d’un organisme entier (embryon et annexes embryonnaires). Si, a ce stade, ’embryon se

sectionne, les cellules totipotentes peuvent continuer de se développer normalement afin de

mener a de vrais jumeaux (ou Jumeaux monozygotes). Elles survivent seulement quand

elles sont in vivo.
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» Les cellules souches pluripotentes (pluri = plusieurs, potentes = puissantes): présentes
du 5e au 7e jour suivant la fécondation, elles ont le potentiel de se différencier en toutes les
cellules de I’embryon proprement dit, mais pas en cellules des tissus de soutien extra-
embryonnaires. Cependant, comparativement a d’autres populations de cellules souches, on
considere que le potentiel de développement des cellules souches pluripotentes n’a pas de
restrictions car elles conservent la potentialité de se spécialiser en tous les types de cellules
de I’organisme adulte mature. Ce stade de pluripotence est normalement transitoire, et les
potentialités des cellules embryonnaires se restreignent progressivement au cours de
I’embryogenése, alors que se forment les feuillets ; puis elles deviennent des cellules
souches un peu plus spécialisées.

> Les cellules souches multipotentes (multi = beaucoup, potentes = puissantes): Ce sont
les cellules souches feetales et adultes pouvant se différencier en un grand nombre de types
de cellules spécialisées d’un organisme, mais pas tous. La potentialité de développement de
ces cellules souches comporte des restrictions, puisqu’elles peuvent produire toutes les
cellules spécialisées du tissu ou elles résident, mais pas les cellules d’un autre type de tissu.

» Les cellules souches unipotentes: ne pouvant engendrer que des cellules
différenciees d'un seul type tissulaire mais conservent néanmoins certaines capacités

d'auto-renouvellement et de prolifération. [18, 20, 34]

C. Les types de cellules souches

Selon leur origine, on distingue :

1.  Les cellules souches embryonnaires
a)  Définition
Chez ’Homme, les cellules souches embryonnaires (ES) proviennent de la masse

cellulaire interne du blastocyste préimplantatoire, aussi appelée bouton embryonnaire.
(Figure 4) [21, 22]

Au stade de blastocyste (5éme jour de développement), chacune des cellules de la masse

interne du blastocyste (ES) est pluripotente, puisqu’elle peut produire tous les feuillets
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embryonnaires (mésoblaste, endoblaste, ectoblaste) et les tissus qui en dérivent, ainsi que

les cellules germinales. (Figure 8 et 11)

Par culture des cellules souches pluripotentes dans une boite de Pétri et dans les bonnes
conditions, on peut les guider vers une différenciation en divers types de cellules
spécialisées de 1’organisme (érythrocytes, cardiomyocytes...). Pour cette raison, les
scientifiques se servent de cellules souches pluripotentes comme outil pour comprendre le
processus de la différenciation cellulaire et avec un peu d’espoir, pour les utiliser comme

source renouvelable de cellules spécialisées pour les thérapies cellulaires.

Undifferentiated hES cells

Mesoderm

Actine
(muscle lisse)

Ectodarm
B-tubuline III
(neurones)

Endoderm
a—foetoprotéine

(foie)

Figure 11 : La différenciation en feuillets embryonnaires [14]

b)  Obtention des cellules ES
Les cellules souches embryonnaires ont le plus gros potentiel parmi les cellules souches
pluripotentes. Elles peuvent donner naissance a presque tous les types de cellules du corps
humain. Mais elles sont incapables, en I'état actuel des connaissances, de développer un
organisme complet. C’est en novembre 1998, que des chercheurs ont réussi pour la premiere
fois a cultiver des cellules souches embryonnaires humaines. Les cellules souches

embryonnaires sont isolées aujourd'hui de trois manieres différentes [31]:

» Embryons avortés ou expulsés prématurément
18
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On isole des cellules germinales primaires (cellules précurseurs de I’ovule et des
spermatozoides) a partir de feetus expulsés prématurément ou avortés puis on les amene a

donner des cellules souches.
» Embryons provenant de fécondations in vitro

On les isole a partir de blastocystes (I’embryon au stade des 100 cellules) devenus
surnumeéraires lors de fécondations in vitro (en éprouvette). Il s'agit d'embryons qui étaient
destinés a une insémination artificielle mais qui, pour diverses raisons, n'ont pas pu étre

utilisés — peut-étre parce que la femme est tombée malade, décédée ou a changé d'avis.
» Transfert nucléaire (clonage thérapeutique)

On retire le noyau (contenant le matériel genétique) d'un ovule fécondé et on le remplace
par le noyau d’une cellule spécialisée du corps (cellule d'un patient donneur). Une courte
décharge électrique stimule l'ovule a se développer conformément aux instructions
génétiques de la cellule donneuse. Aprés plusieurs divisions cellulaires, I'ovule se sera
transformé en blastocyste a partir duguel des cellules souches embryonnaires pourront étre
isolées. Ces derniéres seront génétiqguement identiques a celles du donneur et ne seront donc
pas rejetées par le systéme immunitaire du patient apres la transplantation. On appelle cette
méthode «transfert nucléaire» ou «clonage thérapeutique» en jargon technique. Elle n'a pas
pour but de reproduire un étre humain complet (le clonage reproductif étant interdit dans le
monde entier), mais d'isoler des cellules souches embryonnaires a des fins thérapeutiques,
par exemple pour le traitement de maladies du systéme hématopoiétique ou pour la

régénération de tissus ou d'organes.

c)  Propriétés des cellules ES
Une fois le blastocyste dissocié, les cellules ES qui en sont extraites perdent toute
possibilité de se développer ultérieurement en un embryon. Cependant, elles peuvent étre
cultivées au laboratoire a I’infini tout en conservant leur caractére de pluripotence et en

gardant un genome intact.
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» Auto-renouvellement : La caractéristique majeure définissant les cellules ES est leur
capacité a se diviser sans se différencier pour obtenir une descendance pluripotente
identique. On parle alors d’auto-renouvellement permanent. Cette propriété confere aux
cellules ES un potentiel prolifératif illimité tout en conservant un phénotype normal et
un caryotype euploide. [22, 23]

» Caryotype : Le caryotype des cellules ES est analysé par la technique de marquage des
bandes « G-banding ». De nombreux rapports montrent qu’apreés la culture de cellules
a long terme, un caryotype normal est maintenu. Rosler et ses collégues ont cultive
pendant une centaine de passages plusieurs lignées de cellules hES, ils ont montré
qu’elles conservaient un caryotype euploide au cours du temps. Cependant, d’autres
auteurs ont rapporté la présence de caryotypes anormaux (aneuploides) dans des lignées
de cellules ES, comme une trisomie 12 et une trisomie 17. La comparaison d’études
cytogénetiques a long terme de lignées de cellules hES euploides et d’autres contenant
des cellules hES aneuploides sera donc nécessaire pour évaluer réellement la stabilité
cytogénetique des cellules ainsi transformées. Les chercheurs aussi se demandent si la
fréquence d’aneuploidie ou le type d’anomalies chromosomiques observées affectent

la capacité des cellules ES a se différencier. [24, 25]
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Figure 12 : Le caryotype des ES apres un certain nombre de passage [24]
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d)  Avantages et inconvénients :

» Les avantages des cellules souches embryonnaires

Une source potentiellement illimitée et aisément accessible : Compte tenu des milliers
d’embryons surnuméraires actuellement disponibles aux laboratoires et de la possibilité
d’obtenir des lignées des cellules extraites de ces embryons donnés a la recherche, les
cellules souches embryonnaires paraissent accessibles et en nombre illimité, permettant
ainsi plusieurs recherches. [23]

Grande capacité de proliférer in vitro : La capacité de prolifération des cellules souches
embryonnaires est grande, ce qui permet d’obtenir des lignées plus facilement qu’avec
les cellules souches adultes. Ainsi les cellules ES offriraient la perspective d’un produit
thérapeutique allogénique immédiatement disponible et de grand rendement autant en
culture qu’en conservation, ce qui représente un avantage certain pour les pathologies
touchant un nombre élevé de patients. [22, 25]

Immortelles en culture : Les cellules ES sont beaucoup plus spontanément capables de
survivre et de se multiplier in vitro de facon illimitée que les cellules souches récoltées
chez des adultes. [25]

Le déclenchement de leur différenciation s’opére a la demande : Les cellules ES se
différencient en tel ou tel tissu grace a I’ajout de molécules régulatrices et des facteurs
de croissance adéquats (cardiomyocytes, hépatocyte, neurones, astrocytes,
oligodendrocytes, cellules hématopoiétiques, kératinocytes, cellules musculaires...)
[26, 27]

Les cellules embryonnaires constituent certainement une source privilégiée de signaux

inducteurs puisque c’est au stade embryonnaire que se décide 1’organogenése, c’est-a-dire
la mise en place des différents organes/tissus qui constitueront 1’organisme adulte. Ces
signaux pourraient étre (chimiquement) identifiés et “ purifiés ” a partir de ces cellules ES
ou de leur descendance, puis utilisés pour la spécification de cellules souches tissulaires
adultes. [62]
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Figure 13 : Potentiel de différenciation des cellules hES et extension thérapeutique [115]

» Les inconvénients des cellules souches embryonnaires

Un questionnement éthique problématique : Ces cellules sont isolées d’embryons
surnuméraires ou issues d’avortements, leur utilisation souléve donc des problémes
d’éthique. Notamment, pour certains groupes, religieux ou non, qui considérent
I’extraction de cellules souches embryonnaires comme une atteinte a 1’intégrité de
I’embryon. La diversité de la réglementation, dans la seule Europe, montre a quel point
cette question est difficile a trancher pour les pouvoirs publics. [28]

L’expression des marqueurs HLA : Les cellules souches embryonnaires, implantées
dans un autre organisme que celui dont elles sont originaires, peuvent induire une
réponse immunitaire car elles sont reconnues comme du non-soi. On peut donc voir
apparaitre des phénomeénes de rejet. [22, 29]

Le risque carcinogéne : Des études sur la souris ont montré que 1’utilisation de ces
cellules ES a engendré I’apparition de tumeurs. En effet, ces cellules possedent une
grande capacité de prolifération qui peut, a terme, étre incontrolable. Le risque de

cancérogenese apres administration de cellules ES pourrait étre proportionnel a leur
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capacité de prolifération. Ce risque proviendrait des possibilités accrues de mutation
lorsque la cellule est plus indifférenciée et qu’elle subit un nombre de divisions élevé.
[22, 30]

Plusieurs problémes ont été soulevés a cause de 1’utilisation des cellules ES. Certains
sont d’ordre éthique et d’autres d’ordre pratique (un rejet immunologique). Ces difficultés
sont en voie d’étre résolues grace a une nouvelle avancée technologique qui a été mise au

point en 20062007 par un chercheur japonais, Shinya Yamanaka [32, 33].

2. Les cellules souches pluripotentes induites

a)  Definition et Obtention
Ces cellules sont obtenues a partir de la reprogrammation de cellules adultes vers un
stade indifférencié. Cette découverte majeure rend possible la «régression» d’une cellule
adulte déja spécialisée vers un état de pluripotence, a I’instar des cellules souches

embryonnaires. [35]

Au début des années 2000, plusieurs groupes de chercheurs se sont poses la question de
savoir quels étaient les génes actifs dans les cellules souches capables de les maintenir dans
I’état de cellules ES. Le groupe de Shinya Yamanaka a identifié vingt-quatre géenes
généralement activés ensemble dans les cellules ES. Une fois introduits dans des cellules
en culture de fibroblastes de la peau de souris adultes a 1’aide de vecteurs rétroviraux,
certaines régions de la culture présentaient des cellules modifiées (rondes au lieu de la forme
allongée des fibroblastes) et en voie de prolifération rapide. Ces cellules isolées présentaient
les caracteres morphologiques des cellules ES. En fait, elles en présentaient aussi les
propriétés : pluripotence, etat indifférencié et auto-renouvellement. Ils les ont appelées

induced Pluripotent Stem Cells, ou iPSC.

Ensuite, les chercheurs du groupe de Yamanaka ont réduit le nombre de genes capables
de produire cet effet a seulement quatre : Oct4, c-Myc, Sox2 et KIf4. Ces quatre genes sont
donc capables de reprogrammer le noyau d’une cellule différenciée en celui d’une cellule

embryonnaire précoce. En 2007, le méme résultat était obtenu avec des cellules
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fibroblastiques humaines. Ces génes sont des facteurs de transcription qui sont capables de
contrdler I’activité d’autres geénes. Il est donc évident que la reprogrammation cellulaire
reste un phénomeéne universel qui peut étre obtenu a partir de cellules des trois feuillets
embryonnaires. [34, 35]

Ces travaux suggerent donc que I’obtention de cellules pluripotentes ne passera peut-étre
désormais plus par le recours aux cellules souches embryonnaires, évitant le probleme
éthique posé par I’utilisation de ces cellules et les problemes de rejet lors des greffes. Une
application des nouvelles cellules souches iPSC a déja été démontrée chez la souris pour
vaincre la drépanocytose [63]. Les premieres lignées de iPSC suscitent déja 1’espoir de
pouvoir traiter, la sclérose latérale amyotrophique ou d’autres maladies génétiques ou

dégénératives [64].

b)  Applications potentielles des iPSC
Il s’agit d’un type de cellule trés prometteur. Ses applications peuvent s’étendre a

plusieurs domaines [116]:

Applications en medecine régénératrice
« Les cellules générées peuvent étre utilisées pour remplacer des cellules l1ésées ou via
la modification des cellules porteuses de maladies
= Une équipe barcelonaise a corrigé des cellules progénitrices hématopoiétiques
porteuses de I’anomalie génétique responsable de I’anémie de Fanconi (Nature,
mai 2009)
« Ces applications, en routine, ne devraient tre disponibles qu’a long terme (dans plus

de dix ans)

Applications en recherche et développement
« Les applications en recherche sont nombreuses via la production de modéles

cellulaires
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= Ces modeles cellulaires peuvent intéresser de nombreux acteurs, aussi bien en
recherche fondamentale qu’appliquée (laboratoires académiques, industries
pharmaceutique et cosmétique)

+ Les iPSC permettront de produire des modeles cellulaires jusqu’alors impossibles a
créer comme des modeles provenant de patients adultes (maladies ne se
déclenchant qu’a 1’age adulte)

+ Les modeles cellulaires générés a partir d’iPSC permettront la réalisation de tests
d’efficacité et de toxicité des molécules

= Ces modeles provenant d’un grand nombre de patients refléteront la diversité
génétique présente dans la population
= Tests cellulaires individualisés préalables a 1’inclusion des patients dans un essai

clinique

c)  Avantages et inconvénients
» Le principal avantage des iPSC est qu’elles peuvent provenir d’un patient adulte. I1
n’y a donc aucun probléme éthique lié @ un travail sur I’embryon et on peut éviter les
problémes de rejet.
> Actuellement, les iPSC humaines ont été générées a partir de divers types cellulaires
adultes (ou embryonnaires) dont
e Des fibroblastes cutanés
o Des Kkératinocytes (des cellules tres différenciées)
e Des cellules progeénitrices sanguines
» Cette possibilité¢ de produire n’importe quelle cellule a partir d’une cellule prélevée
sur un patient laisse envisager de nombreuses applications en médecine
personnalisée : si le patient est porteur d’une maladie génétique, les iPSC peuvent

servir de modeles cellulaires proches de la «realité physiologique» du patient.
Les iPSC présentent deux inconvénients principaux :

» le risque de reprogrammation incompléte
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e Une reprogrammation incompléte risque d’empécher la différenciation des
cellules dans la voie désirée...voire d’accroitre le risque de formation de
tératome

e Il est actuellement difficile d’évaluer précisément si une cellule est
correctement reprogrammée ou non, ce qui engendre la nécessité de cultiver
en paralléle de nombreux clones (co(t important et perte de temps)

> les méthodes les plus efficaces pour produire des iPSC nécessitent une modification
génétique

e Parmi les genes utilisés figure c-Myc, qui est un oncogene

e De méme, I’intégration des transgénes dans le génome peut aussi favoriser le
«réveil» d’autres oncogénes

e L’expression non controlée peut engendrer I’émergence de cancers

3. Cellules souches feetales
a)  Définition
Les cellules souches feetales sont issues de tissus feetaux (cordon ombilical, placenta,
liquide amniotique...) a un stade beaucoup plus tardif (5-9 semaines) que le stade de

blastocyste embryonnaire. Elles sont souvent isolées & partir de feetus résultant

d’avortements. [36]

b)  Classification

On distingue comme cellules souches feetales : [36]

> Cellules somatiques fetales : Ce sont des cellules sont multipotentes. En effet, ces
cellules possedent un caractere plus différencié que les cellules ES. Deux de ces cellules
sont particulierement importantes dans une perspective thérapeutique : Les cellules souches
des zones germinatives du systéeme nerveux central, dans le traitement de certaines
pathologies neurodégénératives (maladie de Parkinson ou de Huntington) [37 ,38] et les

hépatocytes feetaux qui font I'objet d'une recherche active en vue de transplantation [39].
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» Cellules germinales (EG) : Elles proviennent de la lignée germinale de feetus avortés
a la huitieme semaine. En effet, elles sont isolées a partir des cellules germinales primitives
des crétes gonadiques du feetus. Ces cellules sont pluripotentes comme les cellules ES. La
culture des cellules souches feetales est plus difficile que celle des cellules ES car elles ne
présentent pas les mémes propriétés de division et de prolifération que les cellules
embryonnaires. Leur génome est moins stable que celui des ES, ce qui les rend, pour
I’instant, inutilisables dans une perspective thérapeutique, alors qu’elles ouvrent
d’importantes perspectives en recherche fondamentale. [40]

> Le sang de cordon : Le sang présent dans le cordon ombilical du nouveau-né est trés

précieux en méedecine parce qu'il contient les cellules souches. (Figure 14)

Aiguille de prélévement
Sang placentzire
Dit « sang de cordon »

Placenta Cardon

ombilical

Figure 14: Le sang placentaire dit « sang de cordon » [36]

Les cellules souches du cordon se caractérisent d’une part par une potentialité
intermédiaire entre celles de I’embryon et celles de ’adulte, pouvant se différencier en
cellules précurseurs hématopoiétiques qui a leur tour donnent les cellules du sang. Ces
cellules sont d’ailleurs greffées de facon autologue ou allogénique chez 1’enfant mais aussi
chez 1’adulte. Cependant ces cellules ne se divisent pas spontanément et lorsqu’elles se
divisent, elles se différencient et meurent trés rapidement. Leur culture est donc trés difficile
a obtenir. Dans le sang ombilical d'autres cellules souches comme celles du foie, des

muscles, du myocarde, des vaisseaux ou des cartilages ont été découvertes. A I’heure
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actuelle beaucoup d’études sont menées sur ces cellules. I a été montré qu’elles peuvent
proliférer en culture sans perdre de leur pluripotence et se différencier en groupes
homogenes d’adipocytes, hépatocytes, ostéoblastes, chondroblastes, cellules cardiaques et
cellules neurales. Ces résultats sont encourageants ceci a donc incité de nombreux pays a
développer des banques de sang de cordon ombilical qui remplaceraient celles de moelle
car elles offrent des avantages inégales comparés aux registres de moelle, car les greffons
sont recueillis sans risque et conservables pres de 20 ans [41]. Et d’autre part, elles
expriment moins d’antigénes du systéme HLA _a leur surface, évitant ainsi les problemes
de rejet. [42]

> Les cellules souches amniotiques : Des cellules souches peuvent étre isolées a partir
du liquide amniotique dans lequel baigne le bebé. Les cellules souches amniotiques sont
considérées comme représentant un intermédiaire entre les cellules ES et les cellules
souches adultes, exprimant les marqueurs cellulaires de ces deux types de cellules. Elles
peuvent se différencier en un grand nombre de lignées cellulaires (adipocytaires,
endothéliales, hépatiques, neurogénique, ...), et également les lignées germinales
embryonnaires. Ces cellules ont un énorme potentiel de multiplication, restant
phénotypiquement et génétiqguement stable au bout de plus de 250 divisions. Elles
n’induisent pas de tumeurs. Leur prélévement n’implique aucune manipulation de
I’embryon et ne met aucunement en danger la meére et le feetus. I suffit de prélever un peu
de liquide amniotique lors d’examens prénataux, ou de placenta a la naissance, pour
constituer une réserve de cellules souches amniotiques. Les cellules souches amniotiques

ne représentent que 1 & 2 % des cellules présentes dans le liquide amniotique. [44]

c)  Avantages et inconvénients :
Ces cellules comportent assez d’avantages multipliant ainsi les recherches afin de

pouvoir les utiliser dans des protocoles de thérapie cellulaire. [36]

= Leur potentiel de différenciation se rapproche des cellules souches embryonnaires
[43].
= Ces cellules n’induisent pas un développement de tumeur apres transplantation. [30]
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= Dans les cas des greffes de cellules issues de sang de cordon et méme en situation
allogénique, les risques de rejet sont nettement plus faibles en raison de la faible expression
des antigénes HLA a la surface membranaire de ce type de cellules. [42]

= L’utilisation des cellules souches du cordon ombilical ne souléve aucun probléme
d’éthique. [28]

Tres peu de cellules souches sont présentes dans le sang du cordon ombilical. Il est donc
primordial de mieux connaitre ces cellules et leur besoin afin d’améliorer leur rendement et

leur disponibilité pour des fins thérapeutiques. [36]

4.  Cellules souches adultes ou tissulaires
a)  Definition
Les cellules souches adultes sont des cellules indifférenciées présentes au sein de presque

tous les tissus du corps a I’exclusion des tissus germinaux. Elles sont rassemblées dans des

microenvironnements improprement appelés « niches ».

Les cellules souches adultes sont multipotentes ou unipotentes. Elles ont donc un
potentiel de différenciation limité par rapport aux autres cellules souches mais elles

sembleraient doter d’une certaine plasticité. [45, 46]

b)  Fonction
Une cellule souche tissulaire (dite somatique pour la distinguer des cellules souches
germinales) assure 1’homéostasie, ¢’est-a-dire le maintien physiologique d’un organe ou
d’un tissu, en remplacant les cellules mortes, que ce soit naturellement ou apres une Iésion,
assurant ainsi la pérennité de la fonction de ’organe pendant la vie de I’individu. Elle
remplit cette fonction, d’une part en se multipliant a I’identique (ce qui évite le tarissement
du réservoir de cellules souches) et d’autre part en se différenciant, acquérant ainsi les

caractéristiques du tissu a reparer. [45]
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c) Localisation anatomique

Les cellules souches qui ont été identifiées avec certitude chez ’homme sont : les
cellules souches nerveuses, hématopoiétiques, épidermiques, intestinales, osseuses,
pancréatiques, hépatobiliaires, musculaires lisses et musculaires squelettiques [45]. Les
cellules souches du sang, de la peau et de I’intestin ont un renouvellement rapide (1-2 mois):
les cellules souches y fonctionnent ainsi en permanence pour renouveler les cellules de la
peau (et du systéeme pileux), des villosités intestinales et du systéme hématopoiétique. Dans
la peau et la crypte intestinale, les cellules souches ont été localisées de fagon précise
(pointes de fleche rouges, figure 15) sur coupes histologiques, notamment grace a leur
capacité de rétention d’un intercalant de I’ADN (BrdU) [47]. Hormis celles de I’intestin, les
deux autres sont déja utilisées avec succes en thérapeutique. Quant a celles des autres tissus,

elles ne sont activées que lorsque la nécessité d’une réparation se fait sentir. [45]

Dans les tissus quiescents, a faible renouvellement, des cellules souches sont présentes,
leur localisation est également précise, mais leur fonction est moins bien définie. On en
distingue deux types dans le muscle (les cellules satellites, peut-étre distinctes des cellules
interstitielles SP) ainsi que dans le foie (les cellules ovales et les hépatocytes, si I’on admet
que les hépatocytes ont une fonction de cellule souche). Dans le cerveau, le marquage BrdU
a localisé des cellules souches dans le plancher du quatriéme ventricule et dans le gyrus

denté de I’hippocampe... [45, 46]
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Figure 15 : Localisation anatomique des cellules souches dans les différents tissus de

I’organisme. [45]

d)  Caractéristiques
Les trés nombreux travaux expérimentaux réalisés in vitro, ou apres transplantation chez

I’animal, permettent d’attribuer aux cellules souches adultes les caractéristiques suivantes
qui les distinguent des cellules ES : [48]

= Elles ne se multiplient pas a I’infini a 1’état indifférencié

= Elles sont treés hétérogénes, compte tenu de la diversité des tissus de 1’organisme

auxquels elles appartiennent.
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= Certaines sont “multipotentes” : C’est le cas des cellules souches hématopoiétiques,
et nerveuses.

» D’autres sont plutdt “unipotentes”, exemple : les cellules de 1’épiderme qui ne
produisent que des kératinocytes.

= D’autres enfin ont un “potentiel intermédiaire” : c’est le cas des cellules souches
mésenchymateuses, localisées dans la moelle osseuse et qui produisent des cellules
osseuses, cartilagineuses, et peut-étre musculaires ; ou encore des hépatocytes

feetaux, qui produisent des hépatocytes et des cellules biliaires. [49]

= La plasticité

Jusqu’a une date récente, les cellules souches adultes, définies classiquement par leurs
propriétés d’auto-renouvellement et de différenciation, étaient considérées comme étant
spécifiques d’organes. Cette notion a été défiée par des expériences montrant que la greffe
de certains tissus, notamment la moelle osseuse, pouvait générer chez 1’animal 1étalement
irradié, non seulement des cellules hématopoiétiques mais aussi des cellules musculaires,
hépatiques et méme neuronales. Ce phénomene est désigné par le terme de « plasticité ».
[51]
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Figure 16 : La plasticité des cellules souches adultes. [14]
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La plasticité cellulaire est la capacité de certaines cellules a se différencier en types
cellulaires dont le phénotype est différent, voire sans rapport avec celui des cellules de leur
tissu d’origine. On parle de plasticité « orthodoxe » lorsque les cellules souches se
différencient en cellules ayant la méme origine embryonnaire (par exemple : cellules
souches stromales de moelle — adipocyte) et de plasticité « non-orthodoxe » lorsque les
cellules souches se différencient en cellules d’origine embryonnaire différente (cellules

souches stromales de moelle — neurone). [50]

A la lumiére des expériences de greffe, des mécanismes de la plasticité ont été évoqués
dans lesquels sont inclus la pluripotence et la multipotence des cellules souches. [43, 51,
55].

On retrouve principalement trois mecanismes de plasticité des cellules souches adultes :
la trans-différenciation, la dédifférenciation et la fusion cellulaire. [43]

i. Plasticité par trans-différenciation

La plasticité par « trans-différenciation » caractérise le processus par lequel un
précurseur voire une cellule différenciée se transforme en une cellule différenciée d’un autre
type cellulaire. Ce phénomeéne parait peu probable, malgré la documentation des

phénomeénes de trans-différenciation essentiellement in vitro. [51, 53]
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Figure 17 : Le phénomeéne de trans-différenciation. [53]
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ii. Plasticité par dédifférenciation

La dédifférenciation caractérise le processus par lequel une cellule différenciée se

transforme en une cellule différenciée d’un autre type cellulaire a condition qu’elle se

dédifférencie en progeéniteur. [54]
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Figure 18 : Le phénomeéne de dédifférenciation. [54]
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Figure 19 : Mécanismes de la plasticité [51]
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iii. Le mécanisme de fusion cellulaire.

Le mécanisme de fusion cellulaire s’observe couramment dans 1’organisme : par
exemple, les myoblastes fusionnent les unes avec les autres pour constituer des fibres
musculaires possédant un grand nombre de noyaux. Lorsqu’une cellule différenciée
fusionne avec une cellule indifférenciée, celle-ci est comme « reprogrammée » par la cellule
différenciée.

La confusion peut donc s’installer entre le phénoméne de la plasticité suspecté et les
phénomeénes de fusions observées. En effet, des cellules souches transplantées ont présenté
une fréquence de fusion élevée avec les cellules du parenchyme tout en acquérant le
phénotype de ces dernicres, donnant I’illusion d’une plasticité ou d’une «trans-
différenciation ». Comme exemple, il s’agit du repeuplement du foie d’une souris malade
par des cellules souches hématopoiétiques d’une souris normale. Néanmoins, les
chercheurs estiment que la fréquence spontanée des phénomenes de fusion cellulaire
apparait tres faible, au moins dans les tissus normaux et ne semble pas en mesure

d’expliquer tous les résultats publiés. [52, 53]
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Figure 20 : Fusion cellulaire [60]
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e) Notion de niche cellulaire

Les cellules souches adultes sont localisées dans des microenvironnements cellulaires
qui les protégent, appelés niches. Ces niches sont composées non seulement des cellules
souches elles-mémes, mais également d'autres types cellulaires de soutien qui générent un
environnement riche en facteurs et molécules servant a maintenir I'état indifférencié des
cellules souches. Cependant, dans des conditions nécessitant une régénération tissulaire ou
une réparation tissulaire, les facteurs dans la niche favorisent 1’auto-renouvellement afin
d’élargir le nombre de cellules souches qui sont alors en mesure de se différencier en types

de cellules spécialisées.

La plupart des cellules souches adultes sont localisées dans des niches complexes (qu’il
s’agisse des cellules stromales de la moelle osseuse, ou des cellules des cryptes
intestinales) tandis que certaines ne sont pas entourées de cet environnement cellulaire
particulier. On cite les cellules satellites du muscle adulte, qui sont quiescentes et se

positionnent sous une membrane basale accolée a la fibre musculaire. [18, 78]

Les cellules souches cancéreuses partagent certaines propriétés avec les cellules souches
normales : elles s’auto-renouvellent et donnent naissance a des progéniteurs hautement
prolifératifs. On sait que la niche inhibe les divisions des cellules souches : une mutation
qui les rendrait insensibles au contrdle de la niche ou une modification des signaux émis

par la niche pourraient peut-étre contribuer au développement d’un cancer. [78]
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Figure 21 : Cellules souches et leur niches [78]

Chaque niche est tres spécifique du lignage cellulaire auquel elle appartient et donc a
certains types de cellules souches. Il est possible de dégager les caractéristiques communes

d’une niche malgré leur grande diversité [79]:

* Elle est constituée par un groupe de cellules dont le role est le maintien des cellules
souches. La composition de ces cellules est variable d’un tissu a 1’autre.

e Laniche aunr6le de support physique et nutritif, également un réle dans le maintien
de la vitalité des cellules souches. C’est elle qui sécréte les facteurs responsables de la

dégénération d’une cellule souche en cas de dommage au niveau de I’ADN.
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* Elle sécrete des facteurs extrinséques qui contrélent le devenir des cellules souches
et leur nombre. Ces facteurs sont tres nombreux. Certaines molécules se retrouvent chez
tous les mammiferes comme BMP (bone morphogenic protein). Les cellules souches sont
ainsi régulées a la fois par un programme intrinséque et a la fois par des facteurs
extrinséques provenant de la niche. Les programmes intrinséques contrdlant 1’auto-
renouvellement et la différenciation des cellules souches sont tres variés.

e Chez les invertébrés comme chez les vertébrés, la niche possede une structure
asymétrique. A la suite d’une division, une cellule est maintenue dans la niche et devient
une cellule souche (auto-renouvellement) tandis que I’autre cellule quitte la niche, prolifére
et s’engage dans une voie de différenciation.

* Dans les conditions normales, la niche, en contrélant le renouvellement et donc la
division des cellules souches, a un rdle anti-tumoral. Cependant, en cas de mutations des
cellules souches, devenant ainsi réfractaires aux signaux envoyés par la niche, il peut y avoir
apparition d’une tumeur. De la méme fagon, si c’est la niche qui devient anormale, c’est

elle qui entrainera la formation d’une tumeur en dérégulant les cellules souches.

I1 est aussi a noter que certaines cellules souches peuvent migrer d’une niche a 1’autre ou

se localiser provisoirement dans des niches dites facultatives. [80]

f) Les differentes cellules souches adultes

i. Les cellules souches adultes mises en évidence

La moelle osseuse renferme une diversité de cellules souches adultes et représente donc

une source précieuse de ces cellules.
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Figure 22: Populations de cellules souches dans la moelle osseuse [45]
> Les cellules souches hématopoiétiques (HSCs)

Elles sont les plus connues. Elles sont capables de se différencier en globules blancs, en
globules rouges et en plaquettes. Les cellules souches hématopoiétiques sont prélevées dans
la moelle osseuse, dans le sang périphérique ou le sang du cordon ombilical. On peut
envisager la méme pratique a partir d’un donneur apparenté ou non, et mieux a partir de

sang de cordon.

Elles peuvent étre utilisées pour rétablir des lignées cellulaires sanguines perturbées par
certaines pathologies malignes comme celles du sang (lymphomes, leucémies...) ou se
manifestant par des tumeurs solides. Elles représentent aujourd’hui la majorité des cellules
souches adultes utilisées dans la pratique médicale courante ou les essais cliniques. Les
premiéres greffes consistaient a ponctionner les os et a les retirer de la moelle osseuse mais
a partir des années 90, il est devenu possible d’utiliser un facteur de croissance (G-CSF ou
Granocyte® ou Neupogen®) qui incite les cellules souches a se détacher de la moelle
osseuse, a se relocaliser et a circuler dans le sang. C’est la mobilisation des cellules

souches. Leur collecte se fait ensuite par technique d’aphérése.
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De nouvelles potentialités thérapeutiques apparaissent, telles que la restauration du tissu
musculaire du ceeur en post infarctus, qui restent néanmoins a valider dans le cadre d’essais
cliniques. De plus les chercheurs ont mis en évidence le fait que ces cellules peuvent
engendrer du muscle, du foie ou des cellules nerveuses. [14, 45, 53, 118]

Nalutalmer@
(NK) cel
Bone Tiymphocytes
‘ %\‘ lymphold c&
‘ v ptogennu
| call ¥

stem cel _’@ﬂ

Muttipotential Myelold
stem cell progenttor
cell

UL
Vi Y o /Sooma Bone (or cartilage) Hematopoletic

Hepatocyte stem cell?

Figure 23 : Les cellules souches hématopoiétiques. [14]

» Les cellules souches mésenchymateuses (MSCs)
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Ces cellules se trouvent dans le tissu qui sert de soutien aux autres tissus du corps (moelle
0sseuse), en assurant leur nutrition et en participant au mécanisme de défense immunitaire
de I’organisme. Ce sont des cellules d’origine embryonnaire. Elles proviennent de cette
structure particuliére de I’embryon que 1’on appelle le mésenchyme, elles ont été
découvertes également récemment dans le cordon ombilical lui-méme. A la différence des
cellules hématopoiétiques, les MSCs ne circulent pas dans le sang périphérique. Elles
stimulent la formation des vaisseaux sanguins, produisent des chimiokines et facteurs de
croissance, et inhibent fortement 1’activation des lymphocytes T, cellules essentielles pour
le systeme immunitaire, notamment impliquées dans le rejet d’organes. Cette derniére
propriété a encouragé 1’utilisation des MSCs pour la lutte contre les maladies auto-immunes
comme la maladie de Crohn. Ces cellules peuvent aussi se différencier en différents tissus
tels que le muscle, le tissu conjonctif ou le sang. On sait aussi depuis un article publié en
1999, qu’elles peuvent engendrer du cartilage, de I’os, des tendons et méme du tissu adipeux

et permettre la reconstitution du microenvironnement médullaire. [45, 58, 115, 116].
» Les progéniteurs des cellules endothéliales

Il semble aussi que des progéniteurs des cellules endothéliales aient été identifiés dans
la moelle. Néanmoins, un nombre d’expériences chez 1’animal confirment les possibilités
ouvertes pour leur utilisation. Ainsi, chez 1’animal, I’injection des cellules souches
médullaires, contenant par conséquent ces progéniteurs endothéliaux, s’est montrée
bénéfique pour favoriser la revascularisation, soit le rétablissement de la circulation

sanguine, dans des lésions cérébrales, rétiniennes et cardiaques. [45 ,59]
> Les précurseurs de cellules épithéliales de la peau et du systeme digestif

La peau illustre parfaitement 1’activité de régénération permanente de notre organisme.
La couche superficielle de la peau, I’épiderme, fait I’objet d’une régénération rapide qui
part d’une population de cellules souches localisées dans la couche la plus profonde de
I’épiderme et les bulbes pileux. Ces cellules souches ont un potentiel de prolifération

important qui s’éléve a 1,7x10%. Elles ont pour réle de renouveler non seulement les
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cellules défectueuses de 1’épiderme mais aussi celles des glandes sudoripares, des glandes
sébacées et des phanéres (poils, ongles). Certains kératinocytes, appelés kératinocytes
clonogéniques (Keratinocyte colony-forming cells, K-CFCs), sont capables de former des
clones en culture. Cette propriété est utilisée pour fabriquer les épithéliums de culture qui
sont transplantés chez les grands brilés. Les kératinocytes clonogéniques sont présents dans
1'épiderme et les follicules pileux. C’est & partir des cellules souches de la peau que le
Professeur Yamanaka a obtenu les iPSC en 2007. [34, 45]

La population de cellules qui renouvelle I'épithélium de l'intestin gréle est localisée dans
les cryptes intestinales (des invaginations profondes dans la paroi de I'intestin). Les cellules
des cryptes sont souvent considérées comme des cellules souches ; et peuvent s’organiser
en « grappe » de cellules appelée unité structurelle proliférative [14, 69]. La présence des
cellules souches dans la muqueuse de I’intestin permet probablement la régénération des

entérocytes, des glandes muqueuses et des autres structures de 1’intestin. [45]
> Les cellules souches qui renouvelent le muscle

A ce jour, au moins trois populations de cellules souches du muscle squelettique ont été
identifiés: les cellules satellites, les cellules de la paroi de I'aorte dorsale, et les cellules SP

dites "side population cells". [14]

Les cellules satellites, qui ne sont pas a proprement parler des cellules souches sont
immédiatement activées en cas de lésion traumatique ou pathologique, et représentent un
moyen de réponse a ces traumatismes tres rapide et tres efficace, dans la mesure ou elles
sont déja déterminées vers la voie de différenciation musculaire. Par contre, leur capacité
proliférative, qui diminue avec I'age et surtout en pathologie dégénérative, reste toujours
limitée. Le nombre de divisions disponible reste suffisant pour assurer leur fonction chez
un individu "normal” tout au long de sa vie, et ce malgré I'allongement de I'espérance de
vie. Par contre, il n'est pas suffisant pour répondre soit a des situations pathologiques ou des

cycles de régénération successifs sont necessaires ou a un choc septique. [65, 66]
> Les cellules souches dans le foie et le pancréas
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Le statut de cellules souches dans le pancréas adulte et le foie n’est pas encore tres clair.

Les capacités de régénération des hépatocytes adultes, des progéniteurs du foie et des
cellules souches sont actuellement en étude et suscitent un grand intérét pour pallier a la
transplantation de 1’organe lui-méme [46]. Il a été montré que la masse du foie est restaurée
principalement par I'activation des hépatocytes, suggérant que les hépatocytes matures
pourraient servir eux-mémes de précurseurs physiologiques. Il a été découvert une région
susceptible d’étre une niche pour des cellules souches : il s’agit des canaux biliaires dans la

région péri-portale nommés canaux de Hering. [67, 68]

Les cellules souches dans le pancréas adulte se produisent dans les canaux pancréatiques
ou dans les Tlots eux-mémes. Plusieurs rapports récents indiquent que des cellules souches
qui expriment la nestine, qui est habituellement considéré comme un marqueur de cellules
souches neurales, peuvent générer tous les types de cellules dans les ilots [14, 70]. Les
recherches montrent que les meilleures sources de cellules souches ou progénitrices
pancréatiques adultes sont : les cellules canalaires, le tissu exocrine, les cellules
progénitrices nestine—positives dérivées des Tlots, les cellules neurogénine -3- positives, et

les cellules B matures [46]
> Les cellules souches de I’il

L’¢épithélium de la surface des yeux comprend la cornée, le limbe, et I’épithélium stratifié

conjonctival.

La cornée humaine est claire et transparente et ne contient aucun vaisseau sanguin pour
sa nutrition. Ce sont les cellules souches de la cornée qui se différencient et se déplacent
vers le centre de la cornée afin d’assurer le renouvellement tous les quatre mois. Ces cellules
sont localisées au niveau du limbe, qui est entre la partie colorée et la partie blanche de
I’ceil. Elles jouent un réle unique et important dans le maintien de la fonction de la cornée
et interviennent pour la réparation de divers traumatismes. En cas de déficience limbique
de cellules souches, soit en raison de blessures ou de maladies, la réparation et la
régenération de la cornée oculaire reste impossible. [46]
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Il existe également une petite population de cellules souches neurales quiescentes située
dans 1’épithélium ciliaire, qui pourrait proliférer a la suite d’un traumatisme de la rétine in
vivo ou apres stimulation par des facteurs de croissance in vitro. Ces cellules souches sont
aussi désignées sous le terme de cellules souches rétiniennes et sont capables de s’auto-
renouveler et d’exprimer de multiples marqueurs comme la telomérase, la Nestine et PAX-

6, spécifique des cellules précurseurs de la rétine. [71]
ii. Des découvertes récentes et recherches en cours

Poumon : L’existence de cellules souches multipotentes résidant dans 1’épithélium
pulmonaire, capables de se différencier en cellules ciliées et en cellules mucipares des
glandes sous-muqueuses, a été supposée trés tot par des chercheurs. Ceci a permis plus tard
I’identification des cellules souches bronchio-alveolaires multipotentes (bronchioalveolar
stem cells ou BASCs) capables d’auto-renouvellement, localisées a la jonction bronchio-
alvéolaire. Ces BASCs contribuent certainement au maintien des cellules bronchiques de

Clara et des cellules alvéolaires distales du poumon. [72]

Rein : Le rein adulte est reconnu comme ayant une certaine capacité de régénération et de
réparation. Il faut alors déterminer si cette réparation est due a une simple prolifération de
cellules in situ ou/et s’il y a intervention de cellules souches adultes rénales ou extrarénales.
Dans la plupart des modeles, il semblerait qu’il y ait intervention a la fois des cellules

différenciées et a la fois des cellules souches rénales et extra-rénales. [73]

Cceeur : Des observations des myocytes ont prouvées I’existence de plus d’'un mécanisme
de formation des myocytes dans le coeur adulte. Ces données ainsi que des expériences de
transplantations cardiaques de male a femelle ont permis d’identifier des cellules souches
cardiaques (cardiac stem cells ou CSCs). La découverte des CSCs résidant dans le
myocarde et donnant naissance aux myocytes, aux cellules musculaires lisses des vaisseaux
et aux cellules endothéliales du cceur a permis la création d’une nouvelle perspective
concernant la biologie du cceur et les mécanismes de son homéostasie tissulaire et de sa

régenération[74]. Néanmoins les essais cliniques actuels pour trouver une thérapeutique a
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des maladies cardiaques tel que I’infarctus, utilisent des cellules souches adultes de moelle

osseuse. [75]

Cerveau : La neurogenese survient dans deux zones du cerveau : le gyrus dental (dental
gyrus DG) de I’hippocampe et la zone sub-ventriculaire (SVZ) du ventricule latéral. Il
existe une hypothése selon laquelle les nouvelles cellules nerveuses sont obtenues a partir
de cellules souches neurales (neural stem cells ou NSCs) dans le cerveau adulte. Ces NSCs
ont été démontrées comme étant multipotentes puisque les trois grands phénotypes de
cellules nerveuses a savoir les neurones, les astrocytes et les oligodendrocytes peuvent étre
générés a partir d’une seule NSC. Ces cellules sont également capables d’auto-
renouvellement. Il existe deux types de cellules dérivées des NSCs : les cellules
progeénitrices neurales (neural progenitor cells) et les cellules progénitrices gliales (glial
progenitor cells) qui sont des cellules indifférenciées avec une capacité de prolifération

limitée et une incapacité a s’auto-renouveler.

- Auto-

Cellule souche . | renowvellement | .
{ \ T
@ (@) R
Cellules l l
i, - LR 7 | Cellules progenitrices
progénitrices Cellules progénimices (™ ) ( ‘ ) eliales
neurales ey ™ - -

Cellules
differenciees

| Olizgodendrocyte

Figure 24 : Différenciation des NSCs [76]
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L’isolement social, I’alcoolisme, le stress et le manque de sommeil diminuent la
neurogenese. Le taux de renouvellement dans le DG et la SVZ décroit également avec 1’age.

[76]

Tissu adipeux : Les chercheurs se sont intéressés aux cellules souches stromales du tissu
adipeux. Il y a effectivement des cellules souches dans le tissu adipeux qui prennent le nom

de cellules stromales dérivées du tissu adipeux (adipose tissue-derived stromal cells). [77]

g) Des cellules souches adultes au potentiel pluripotent

Récemment, des cellules souches tres primitives de type embryonnaire qui correspondent
a la définition d’une cellule souche « somatique » ont été découvertes dans plusieurs tissus
chez la souris et dans la moelle osseuse humaine. La pluripotence de ces cellules souches
adultes semble avoir été mise en évidence par un certain nombre d’équipes. Les résultats
les plus notables sont ceux obtenus par 1’équipe d’une biologiste belge a 1’université de
Minneapolis, Catherine Verfaillie. Dans un article paru en 2002, son équipe démontre qu’il
existe dans la moelle osseuse, voire dans tous les organes, un type de cellules précurseurs
qui ne peuvent pas vraiment étre distinguées des MSCs. Ces cellules souches, ne sont pas
seulement multipotentes mais bien pluripotentes, comme les cellules souches
embryonnaires. Elles ont été nommées donc les Multipotent Adult Progenitor Cells
(MAPC).

A la différence des MSCs, elles peuvent se multiplier indéfiniment dans des milieux de
culture relativement pauvres. Les MAPCs sont capables d’un potentiel d’amplification
majeure avec la possibilité de réaliser in vitro 120 doublements et de générer ainsi
théoriquement, 1036 cellules. Lorsqu’elles sont analysées apres plusieurs doublements, ces
cellules possédent des télomeres longs et surtout expriment des quantités faibles de Rex-1

et d’Oct-4, facteurs de transcription caractéristiques des cellules souches embryonnaires.

Cette découverte bien que trés difficilement reproductible a suscité un vif intérét dans la

communauté scientifique, militant en faveur de la recherche sur les cellules souches adultes
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dont les potentialités sont peut-étre plus importantes que prévu. Elles représentent donc

de formidables perspectives pour la médecine régénératrice dans 1’avenir. [53, 60, 81, 82]

Plus récemment un autre type de cellule souche a été identifié : il s’agit de cellules
dérivées de la moelle osseuse adulte pouvant, grace a une induction, donner une multitude
de lignées cellulaires in vitro (marrow-isolated adult multilineage inducible ou MIAMIS).
Ces cellules expriment la télomérase, oct-4 et rex-1 et peuvent se différencier en cellules

d’origine mésodermique ainsi qu’en cellules neurales. [82]

h)  Avantages et inconvénients :

Les cellules souches adultes ont un potentiel de remplacement et pourraient s’avérer étre

le meilleur choix pour la thérapie cellulaire, vu leurs multiples avantages :

» Une meilleure tolérance immunitaire dans certains cas : L’utilisation de cellules
souches d’organes peut se concevoir : de facon autologue (les cellules provenant du
patient lui sont administrées) ou de facon allogénique (les cellules provenant d’autrui
sont administrées au patient). Tout processus de greffe allogénique de cellules souches
adultes comporte des risques de rejet mais la greffe autologue n’en présente pas. [29]

» Une plus grande stabilité chromosomique : Les cellules souches embryonnaires
possedent un fort potentiel régénérateur mais leur instabilité chromosomique tolérée
pose un probléme pour I’efficacité thérapeutique. Les cellules souches adultes ne se
heurtent pas aux mémes difficultés du fait de leur plus grande différenciation. Il est
techniquement plus facile de maitriser leur évolution. [83]

> Des réticences ethiques moins problématiques : Les techniques de récolte comme
les lieux d’obtention de la majeure partie des cellules souches adultes ne posent pas
probléme : les procédures d’application étant codifiées, le prélévement de telles cellules
reléve 1également du don d’un adulte informé et consentant. [28]

» Possibilités de reprogrammation des cellules souches adultes : leur plasticité
représente un atout majeur. Il existe aussi la possibilité de les reprogrammer pour qu'elles

abandonnent leur spécialisation et redeviennent des cellules souches (iPSC). [43]
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L’utilisation des cellules souches adultes se heurte a une série de difficultés non
négligeables liée a I’insuffisance des connaissances sur leurs propriétes biologiques comme
sur leurs mécanismes de différenciation, de spécialisation etc... qui seront donc les grands

défis de la recherche dans 1’avenir :

> Les difficultés de localisation des cellules souches dans les tissus et les organes : La
difficulté premiere posée par la récolte des cellules souches adultes  concerne leur
localisation et leur rareté. L’absence de marqueurs spécifiques de ce type de cellules
complique leur identification. Méme si 1’on pré suppose leur présence dans 1’ensemble
des organes du corps humain, les recherches sont encore dans I’impossibilité¢ de le
démontrer. [45]

> La faible capacité de prolifération in vitro : Il apparait trés difficile, a ce jour, de
produire de bons milieux favorables a la prolifération des cellules souches adultes. Ces
cellules perdent, en culture ex vivo une part de leur potentiel d’auto-renouvellement mais
aussi de leur caractere multipotent. Elles sont, en plus, tres difficiles a conserver.

» Une moindre efficacité : Elles ne permettent pas de couvrir 1’ensemble des
pathologies potentiellement accessibles a la thérapie cellulaire ; elles paraissent efficaces
pour traiter des lésions peu étendues mais elles se révelent décevantes pour les maladies
neurodégénératives graves. Elles ont une faible capacité de homing (aptitude des cellules
greffées et redifférenciées a se diriger et a se localiser dans les zones tissulaires ou
organiques a traiter). Elles diminuent en nombre au fur et a mesure du vieillissement du
sujet. [45, 84]

> Unrisque cancérigene faible mais présent : Le risque de développement d’un cancer
apres greffe autologue de cellules souches est souvent lié leur culture : la probabilité de
faire apparaitre en culture des cellules cancéreuses est vraisemblablement
proportionnelle au nombre de divisions successives auxquelles on doit soumettre ces
cellules pour en récolter des nombres suffisants pour 1’action thérapeutique envisagée.
La cancérogenese dépend peut étre de I’emballement incontrélé de cette multiplication.

Ce risque semble moins élevé avec des cellules souches adultes différenciées, qu’avec

48



Approche de la thérapie cellulaire : Cas de la maladie de Parkinson

des cellules souches embryonnaires. En situation de greffe allogénique adulte, il existe
un risque carcinogene spécifique se traduisant par la transmission au receveur de cellules

malades éventuellement présentes auparavant chez le donneur. [30]

Totipotentes Pluripotentes (ES) Multipotentes Unipotentes
[ssues des premiéres Dans la masse interne de |Hébergées dansles  |Hébergées dans les
Site d'herbergement T:I:'w:isiloﬂs de I'ceuf l'embrvon au sta_u:le \ tissus fcetat.tx, zang de|tissus foetaux, fsa.ng
jusqu'a [4 blastocyste ([5-]7) aprés la |cordon ou tissus de cordon ou tissus
fécondation) adultes adultes
Pouvoir de donner la Pouvoir de donner la Pouvoir de générer  |Pouvoir de générer
naissance at: naissance atx > Plusieurs tvpes de  |un type de cellule
Capacites de >3 feuillets » 3 feuillets cellules dans un tissu
différenciation * Cellules zerminales » Cellules germinales donné
* tissus placentaires
Capacité de donnerun  |Ne peut pas donnerun  |Spécifiques d'un trpe |Spécifiques d'un
individu complet individu complet de tissu tvpe de cellule
d'auto-renouvellement
Capacite de
porrenin. | e
H5Cs:
Ivmphocvtes; Ervthroblaste
monocyies;
granilocvtes; Mrvéloblaste
rouges; plaquettes;
N5Cs:
EXE]IIP].E! Neurones,
oligodendrocvtes,
astrocytes
Cellules ovales:
hépatocvtes, cellules
des canaux biliaires
MAPC

Tableau I : Récapitulatif sur les types de cellules souches [18, 20, 34]

IVV. Chronologie et dates des importantes recherches.

Quelques dates importantes ont marqué 1’avancée spectaculaire de la recherche sur les

cellules souches humaines :
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1860-1920 : Déduction de I'existence des cellules souches a partir de lI'analyse du
développement des embryons et de la microscopie de la moelle osseuse (Allemagne).
[97]

1948-1958 : Déduction des mécanismes des cellules souches a partir du
développement des spermatozoides et du remplacement de I'épithélium intestinal
(Canada). [3]

1956 : Reéalisation de la premiere greffe de moelle osseuse par le Dr E. Donnall
Thomas (New York). [98]

1961 : Etablissement de I'existence et des propriétés des cellules souches greffables
dans la moelle osseuse de souris et instauration de la premiere méthode de
dénombrement des colonies. Cette découverte ouvre la voie a la recherche actuelle sur
les cellules souches adultes et embryonnaires (Canada). [3]

1964 : Découverte de cellules souches dans les carcinomes embryonnaires. [85]
1969 : Premiére application des techniques de séparation des cellules pour analyser la
hiérarchie des cellules souches de moelle osseuse (Canada). [97]

1978 : Découverte de cellules souches greffables dans le sang ombilical humain
(Etats-Unis). [97]

1981 : Obtention de cellules embryonnaires a partir de la masse cellulaire interne de
blastocystes de souris (Royaume-Uni, Etats-Unis). [86]

1992 : Reconnaissance des cellules souches nerveuses dans le cerveau humain adulte
(Canada). [97]

1993 : Démonstration de la pluripotence des cellules souches embryonnaires par la
reproduction de souris uniquement derivee de cellules souches embryonnaires
(Canada). [97]

1994 : Séparation des cellules souches de la majorité des autres cellules cancéreuses
(Canada). Traitement de patients ayant des cornées endommagées a l'aide de cellules
souches de cornée (Taiwan). [97]

1994 : Isolement de cellules de la masse cellulaire interne (ICM) de blastocystes

humains et leur maintien en culture. [87]

50



Approche de la thérapie cellulaire : Cas de la maladie de Parkinson

1995 : Isolement des lignées de cellules souches embryonnaires de primate. Ces
cellules souches embryonnaires sont diploides et ont un caryotype normal. Elles sont
pluripotentes et se différencient en types cellulaires dérivés de tous les trois feuillets
primordiaux. On constate que les cellules souches embryonnaires de primates
ressemblent aux cellules souches de carcinomes embryonnaires humaines et
permettent de penser qu’il pourrait étre possible de produire et de maintenir en vie
des cellules souches embryonnaires humaines in vitro. [88]

1996 : Clonage d'un mammifére; naissance de la brebis Dolly (Ecosse). [97]

1998 : Production des cellules souches embryonnaires humaines a partir de la masse
cellulaire interne d’un blastocyste humain cédé par un couple ayant eu une FIV. Les
cellules ainsi obtenues sont cultivées et subissent plusieurs passages en conservant un
caryotype normal, préservant un taux €leveé d’activité télomérasique et exprimant une
variété de marqueur typique de cellules carcinomes embryonnaires humaines et de
cellules souches embryonnaires de primates [21]

2000 : Production de cellules souches embryonnaires humaines a partir de
blastocystes humains. Ces cellules se différencient spontanément en lignées
cellulaires somatiques issues des trois feuillets primordiaux et forment des tératomes
quand on les injecte dans des souris immuno-déficientes. [89]

2000 : Production de cellules souches embryonnaires humaines et leur différenciation
en neurones. [90]

2003 : Production de cellules souches embryonnaires humaines a partir de dents de
lait humaines tombées naturellement. [91]

2004 : Cellules souches embryonnaires humaines ont été obtenues par transfert du
noyau d’une cellule somatique d’une femme dans son ovule anucléé. [92]

Juin 2004 : L’ancien ministre de la Santé, Mohamed Cheikh Biadillah, a inauguré a
Casablanca, le premier laboratoire de Cryobiologie au Maroc, spécialisé dans le
traitement et la conservation des cellules souches. [95]

Juillet 2004 : Premiére greffe de moelle osseuse réussie réalisée au CHU Ibn Rochd
de Casablanca. [96]
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= 2006 : Obtention de cellules souches embryonnaires humaines a partir d’embryons
humains considérés comme morts naturellement [93].

= 2006 : Démonstration de I'existence de cellules souches mammaires normales chez la
souris adulte (Australie, Canada, Etats-Unis) [97]. Obtention de cellules souches
pluripotentes (iPSC) en reprogrammant des cellules épidermiques de souris adultes.
Les iPSC modifiées ont des caractéristiques semblables a celles des cellules souches
embryonnaires (Japon). [34]

= 2008 : Production de lignées de cellules souches par transfert nucléaire et activation
par parthénogénese d'ovocytes de souris pour le clonage thérapeutique [94]

= 2008 : Sam Weiss recoit le Prix Gairdner pour la découverte de cellules souches
nerveuses (Canada). [97]

= 2009 : Création d’iPSC avec une altération genomique résiduelle minimale (Canada).
[97]

= 2010 : Reprogrammation de cellules adultes directement en neurones, en cellules
musculaires cardiaques et en cellules sanguines (Canada, Etats-Unis). Premiers essais
cliniques sur des cellules souches embryonnaires humaines pour le traitement des
Iésions de la moelle épiniére (Etats-Unis). [97]

= 2010 : Isolement de cellules souches sanguines pluripotentes humaines capables de

former toutes les cellules du systéme sanguin (Canada) [97]

Les recherches menées actuellement portent sur les mécanismes de communication
intercellulaire, sur les mécanismes de différenciation et de spécialisation cellulaire. On
étudie également les conditions de récolte de ces cellules souches, leur mise en culture, leur
prolifération, et leur administration locale ou systémique. Ces travaux visent la maitrise du
potentiel régénérateur de ces cellules pour que de nombreuses applications thérapeutiques
majeures puissent voir le jour et permettent des réparations tissulaires et organiques

potentiellement vitales. C’est le fondement de la médecine régénératrice. [3]
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Deuxieme Partie :
La thérapie
cellulaire
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I. Deéfinitions
La médecine régénératrice est un domaine de la médecine qui vise a traiter les maladies

chez les humains en remplacant le tissu endommage par des cellules ou des tissus créés a

partir de cellules souches ou de matériaux biologiques modifiés.

La thérapie cellulaire peut étre définie comme une approche qui utilise un produit
biologique a effet thérapeutique issu de préparation de cellules vivantes humaines ou
animales. En pratique, la thérapie cellulaire consiste en 1’injection de cellules humaines
dans le but de prévenir, traiter ou atténuer une maladie. 11 s’agit de réparer des tissus 1ésés
grace a de nouvelles cellules qui vont les reconstruire. On peut utiliser des cellules isolées
ou cultivées pour réparer des tissus endommages, ou des cellules transformées pour apporter

dans des tissus diverses molécules manquantes.

Thérapie cellulaire en Exemples :

médecine régénératrice = Transfert de cellules pour reconstruire un tissu
défaillant, par exemple le cozur

Champs d'investigation B Matrices contenant des cellules appliquées aux
de cette étude plaies pour faciliter leur résorption

Médecine Thérapie
régénératrice cellulaire
- | 4

Ingénierie tissulai Aut thérapi lulai

Implantation de substituts biologiques Utilisation de cellules en tant qu outil

construits in vitro thérapeutigue mais sans visée

Ces dispositifs médicaux ne régénératrice (principalement en

contiennent pas de cellules vivantes oncologie)

Exemples : Exemples :

m Matrices de biopolyméres contenant des = Suppaorts hématopoiétiques en
facteurs de croissance pour favoriser la oncologie comme les greffes de cellules
reconstruction tissulaire souches hématopoiétiques (CSH)

u Greffons d'os décellularizés = Immunothérapies o0 les cellules

immunitaires sont € éduquéas » ax vivo
pour cibler les cellules tumorales

Figure 25 : Thérapie cellulaire et médecine régénératrice [116]

Les types de cellules utilisées en thérapie cellulaire sont les cellules différenciées

(matures) et fonctionnelles provenant d’un organe, les cellules précurseurs issues de
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cellules souches qui ont acquis un certain degré de spécialisation et les cellules souches.
Parce qu’elles présentent les meilleures capacités de différenciation et de prolifération, les
cellules souches sont au centre de la recherche et du développement de nouveaux

traitements en thérapie cellulaire. [98, 116]

1.  Enjeux et perspectives
De nombreuses maladies entrainent une destruction cellulaire pour laquelle la seule
solution serait une greffe. Mais cette solution est confrontée aux problémes de compatibilité
et la faible offre de greffons par rapport au nombre de personnes malades. La thérapie
cellulaire constituerait une alternative aux greffes d’organes et de tissus : Si on arrivait a
produire des tissus a partir de cellules souches adultes provenant de la personne elle-méme
(cellules «autologues»), on résoudrait le probleme du donneur et on écarterait les risques de

rejet. La finalité de ce projet est tout aussi simple qu’ambitieuse :

o Greffer des cellules plutot que remplacer des organes ou des tissus
e Eviter les phénomenes de rejet et de liste d’attente de dons d’organes

e Préserver un capital fonctionnel...

Les principales difficultés rencontrées sont communes a toutes les équipes qui travaillent

a cette technique, quel qu’en soit le domaine d’application :

e La maitrise de la culture et I'utilisation des cellules souches.
e L’induction de la bonne transformation des cellules souches, qualitativement et
guantitativement.

e La mise au point d’une technique d’injection qui garantira la survie des cellules

implantées.

Les avancées déja realisees sont nombreuses, celles attendues et espérées le sont plus
encore. On peut s’attendre a un développement encore plus considérable de la thérapie
cellulaire dans les prochaines années, malgré qu’elle offre déja des possibilités
thérapeutiques pour plusieurs pathologies graves. [99, 100]
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Il. Les cellules souches en therapie cellulaire

A. Principe et procédeé de thérapie cellulaire

Le principe de la thérapie cellulaire implique que des greffons de cellules soient
prélevés, et étre soient directement réinjectés chez le patient ou dans la plupart des cas
subir des manipulations au laboratoire (tri, amplification, sélection ou déplétion de
certaines populations cellulaires). Certains greffons cellulaires peuvent également étre
conservés et stockes a trés basse température dans des banques de cellules souches, ensuite

décongelés en cas de besoin et mis a la disposition du thérapeute cellulaire. [101]

Quel est le principe de la thérapie cellulaire:

Prélevement des
cellules soit chez
le patient & traiter,

Si besoin, purification
des cellules prélevées
pour ne garder qu’un

Si besoin, modification des cellules si elles
proviennent d’un patient dont I'origine de la
maladie est génétique. Dans ce cas, les cellules

prélevées devront étre «corrigées » par transfert
de géne. Cette opération combine thérapie
génique et thérapie cellulaire (aussi appelée
Réimplantation des thérapie génique ex-vivo

cellules chez le malade
au niveau du tissu ou 1
aroupe cellulaire qui A V'essai : greffe de cellules souches

dysfonctionne. adultes musculaires (les myoblastes) pour
le traitement de I'insuffisance cardiaque
(par exemple aprés un arrét cardiaque)

soit chez un donneur seul type cellulaire

Amplification
des cellules

Quelles cellules
prélever ?

\l\ B « cellules souches adultes: naturellement présentes

dans les organes, elles participent au renouvellement et

4 la réparation des tissus adultes. Exemples de thérapie

cellulaire avec ce type de cellules:

- greffe de moelle osseuse: aprés traitement de certains
cancers ou dans certaines maladies, la moelle osseuse
est détruite ou ne fonctionne plus. Pour y remédier, il est
possible de greffer des cellules de moelle osseuse provenant
soit du patient avant traitement soit d’un donneur compatible.

« cellules différenciées

adultes: par exemple -
la transfusion sanguine est

la premiére thérapie cellulaire.

Elle utilise des cellules adultes

déja spécialisées (globules

rouges et/ou globules blancs

et/ou plaquettes).

« cellules différenciées foetales:
pour la maladie de Huntington
(maladie neurodégénérative),
certains patients ont regu une greffe
de neurones foetaux, aprés quoi 1’état
clinique des patients s’est amélioré.

w'z\éve"neh’ )

Réinjecter dans le sang:
les cellules recolonisent
la moelle osseuse et
redonnent les différentes
cellules du sang.

» cellules souches

embryonnaires e
- greffe de peau pour les grands brules

Culture in vitro Greffe sur
des cellules pour les zones

8 g amplification A traiter
- y § "
i 3

Prélévement
de fragments
de peau saine

Figure 26 : Principe de la thérapie cellulaire. [102]
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B. Présentation d’un laboratoire de thérapie cellulaire

Un laboratoire de thérapie cellulaire se doit de renfermer : un laboratoire de production,
un laboratoire de recherche et de développement, une chambre froide, un local de
congélation, et une biothéque ou sont conservés les greffons cellulaires en azote liquide. Un
monitoring des conditions d'environnement (concentration en oxygéne, température des
espaces de stockage, niveaux d'azote liquide) est nécessaire pour le bon déroulement des

procédés de thérapie cellulaire. [101, 103]

La manipulation des cellules a usage clinique impose toutefois le respect des bonnes
pratiques de fabrication qui vise a assurer la sécurité sanitaire des greffons cellulaires, des
personnes et de I’environnement, ce qui implique notamment 1’utilisation des systémes
clos ; dont I’objectif est d’empécher, ou tout au moins, de limiter la contamination
particulaire et microbiologique de I'air et des surfaces depuis le prélevement du donneur

jusqu’a la réinjection au patient.
Ce systeme clos repose sur 1'utilisation :

= Des poches servant aux prélevements et a la manipulation des divers produits

= Des poches de culture faites d’un plastique spécial permettant les échanges gazeux
entre les cellules et I’atmosphére de I’étuve

= D’un systeme de connexions stériles, permettant de relier les différentes poches
grace a des tubulures que I’on peut couper et rabouter stérilement par soudure a 320

°C.
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/" S

Figure 27 : Exemple de manipulations dans un systeme clos [101]

L’utilisation d’un systéme clos pour la production des lots thérapeutiques des produits
cellulaires a montré son efficacité en ce qui concerne les risques de contamination

bacterienne ou fongique. [101]

C. Sources et prélevements des cellules souches

1. Sources des cellules souches embryonnaires.
Les cellules souches embryonnaires humaines sont des candidates majeures a la thérapie
cellulaire en tant que source illimitée de cellules. Elles sont isolées aujourd’hui de trois

manieres différentes :

= A partir d'embryons avortés ou perdus en fausses couches précoces
= Par transfert nucléaire ou clonage thérapeutique
= ParFIV
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Une utilisation de la FIV a des fins de recherche, est éthiquement inacceptable
puisqu’elle revient a constituer une industrialisation d'embryons. Cependant, la loi de
bioéthique rend possible d’utiliser les embryons surnuméraires systématiquement
produits lors des FIV, ou des avortements, et qui ne font plus I'objet d'un projet parental et
avec, bien sir, 1’accord des géniteurs. Il ne s’agit pas de créer des embryons mais de

travailler sur les cellules de ces embryons surnuméraires. [31, 104]

. Tmmp RS
. \ Individu
| e
Destruction Banque
Lignée de d’embryons
cellules ES congelés

Figure 28 : FIV, source de cellules ES [104]

2. Sources des cellules souches feetales

Les cellules souches fcetales sont recueillies apres une interruption volontaire de
grossesse VG ou aprés un avortement a un stade beaucoup plus tardif (5-9 semaines) que
le stade de blastocyste comme rapporté plus haut, elles proviennent donc de tissus feetaux,
du cordon ombilical ou du placenta. [36]

Prélevement : Le sang du cordon ombilical et du placenta est recueilli aprés que le
cordon a été sectionné du nouveau-né. Le sang peut étre collecté alors que le placenta est
encore dans l'utérus, (méthode dite in utero) ou apres que le placenta a été expulsé de
I'utérus (méthode dite ex utero). Aprés désinfection, une aiguille connectée a un sac est

insérée dans la veine du cordon. Le sang de cordon est recueilli par gravité dans un dispositif
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de collecte similaire a celui utilisé lors de don de sang. Aprés la recherche d’éventuels
agents infectieux et 1’élimination des globules rouges, le sang du cordon est stocké et

conservé par cryopréservation. [119]

3. Sources des cellules souches adultes

L’organisme adulte possede toujours des cellules souches. Leur prélevement sur les
tissus adultes ne présente aucun probléme éthique. Des recherches d’autres tissus

renfermant des cellules souches sont toujours en cours. [45]
Exemple de prélevement des cellules souches sanguines : [98]
e Identification des cellules souches :

Toutes les cellules du corps possedent a leur surface des structures associées a leur
fonction propre et qui définissent un type particulier de cellule. Une de ces structures, dans
le cas de ces cellules souches, est I’antigéne CD34. La mise en évidence de la présence de
I’antigeéne sur la cellule est faite par une molécule complémentaire a I’antigene : I’anticorps
attaché a une substance fluorescente. La liaison de I’anticorps fluorescent a son antigéne
rend la cellule visible lorsqu’elle est analysée par cytométrie de flux. Dans le cas d’un
prélevement par aphérése, ce test sert a déterminer si le prélevement doit ou non avoir lieu :
en effet la réponse au médicament pour la mobilisation des cellules souches varie selon le
patient ; on évalue sur 1’échantillon de sang si le seuil est atteint. En dega de ce seuil, la

récolte de cellules souches est prouvée inefficace.

e Lacaractérisation du greffon :

En plus de déterminer le nombre de cellules souches et progénitrices présentes, les tests
effectués sur les échantillons de greffon permettent de s’assurer de la qualité du produit en
¢tablissant le nombre total et la viabilité des cellules, de confirmer 1’absence de
contaminants, de vérifier la concordance du groupe sanguin avec celui inscrit au dossier et
de dresser le portrait des autres populations cellulaires présentes. Dans certains cas, un essai

fonctionnel est réalisé afin de confirmer le pouvoir progéniteur des cellules souches.
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e L’entreposage :

Dans certains cas, le greffon est immédiatement infusé au patient apres la caractérisation
ou dans les 24 a 72 heures suivant son prélévement. Dans d’autres cas, il peut s’écouler
plusieurs semaines : surtout dans les autogreffes, ou apres le prélevement de cellules
souches, le patient subit de la chimiothérapie et de la radiothérapie pour complétement
éliminer son cancer. Dans de telle situation, on passe a une cryopréservation des cellules

souches.

La cryopréservation consiste a congeler les cellules dans des conditions ou leur fonction
et leur viabilité sont gardées intactes. Les cellules sont placées dans un milieu s’apparentant
le plus possible a leur environnement physiologique. Un agent cryoprotecteur est ajouté afin
de protéger les cellules de la formation de cristaux de glace qui pourraient endommager et
méme tuer les cellules durant la congélation. La température est ensuite abaissée lentement
et de facon controlée jusqu’a -90°C, puis les greffons sont transférés dans des congelateurs
refroifis a I’azote liquide et conservés a une température inférieure a -150°C jusqu’a
utilisation. Ce type de congelation et d’entreposage permet une conservation des cellules en

bon état jusqu’a plus de 10 ans.

Le mélange visant a favoriser Ia survie des cellules au cours Le sac est ensuite placé dans une cassette métalli'que qui
de la ion est introduit lent: t, a froid et avec agitation. protégera le produit et facilitera son ent une fois

Les produits sont placés dans une chambre de congélation a Les produits cellulaires cryopréservés sont transférés dans des

température contrdlée. La courbe de température est progr él s refroidis a I'azote liquide. Les cassettes sont insérées

pour optimiser la survie des cellules. dans des supports identifiés de fagon a permettre le maintien d’un
inventaire et le repérage rapide des produits.

Figure 29 : La cryopréservation [98]
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4.  Le clonage thérapeutique

Le clonage thérapeutique est la création, par fusion in vitro, du noyau d'une des cellules
du patient (candidat a la greffe) avec un ovule anuclée. Un stimulus chimique ou électrique
va activer le développement de I’embryon. Lorsque 1’embryon aura atteint le stade du
blastocyste, il sera possible de retirer les cellules souches embryonnaires et de les mettre en

culture.

Ce type de clonage est utilisé pour soigner des patients ayant besoin d’une greffe, et qui
font des rejets. Les cellules greffées au patient ont la méme histocompatibilité ; il n’y a
théoriqguement pas de rejet. L’utilisation des cellules embryonnaires génétiquement, et
donc immunologiquement, identiques a celles du receveur, facilite considérablement ces

greffes et renforce leur efficacite. [31, 105, 106]
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Figure 30 : Le clonage thérapeutique [106]
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D. Culture et amplification des cellules souches

L’obtention et I’établissement d’une population de cellules souches suit les régles de la
mise en culture de cellules animales. Les primo cultures sont obtenues soit par migration
des cellules a partir d’explant tissulaire, soit par dissociation (le plus souvent par traitement
protéasique) d’un tissu suivi par la mise en culture de la suspension cellulaire ainsi obtenue.
Certaines cellules de la suspension adhérent, plus ou moins rapidement, au plastique des
poches de culture, puis proliferent sous I’effet des facteurs de croissance du sérum. Les
subcultures (repiquages ou passages) a partir de la primo-culture sont dénommeées cultures

secondaires.

La population cellulaire obtenue proliférera de facon exponentielle en effectuant un
nombre restreint de doublements de population cumulés (DPC) jusqu’a I’entrée dans la
phase de « crise ». La « crise » se caractérise d’abord par un ralentissement (présénescence)
puis par I’arrét définitif de prolifération (sénescence) de la population cellulaire. Le nombre
de DPC maximum, ou limite de Hayflick, que peuvent effectuer les cellules en culture avant
d’atteindre la crise dépend entre autres : de 1’espéce, du tissu/organe mais surtout de 1’age

du donneur.

En effet, plus le donneur est jeune et plus le nombre de DPC réalisables pour un type
cellulaire donné sera élevé. Concernant les cultures de cellules souches, si les conditions
trophiques nécessaires au maintien de la population souche sont réunies, alors des DPC trés
élevés pourraient étre comptabilisés sans signes majeurs de sénescence ou de dérives telles
que des engagements ou la transformation, et si au contraire les conditions de cultures ne
sont pas optimales, passage apres passage, le pourcentage de cellules souches au sein de la

population s’amenuise inévitablement. [107, 108, 109]

1.  Les conditions optimales pour la culture

Les conditions de culture optimales doivent étre mieux définies et standardisées, pour
permettre d’établir des cultures plus reproductibles pouvant étre maintenues dans de

multiples laboratoires. De plus, ces conditions devront permettre aux cellules de conserver

63



Approche de la thérapie cellulaire : Cas de la maladie de Parkinson

un caryotype et un phénotype stables, ainsi que la capacité de se différencier. [49, 110,
111]

a)  Densité d’ensemencement
La densit¢ d’ensemencement est un paramétre critique afin d’assurer un taux
d’expansion optimal ainsi qu’un maintien du potentiel de différenciation des cellules.
L’équipe de Prockop a montré que le développement des cellules souches les plus
immatures se faisait a de faibles densités d’ensemencement. L’augmentation de la densité

d’ensemencement par unité de surface conduit a une diminution des taux d’expansion. [110]

b)  Le nombre de passages

C’est un moyen simple de limiter le volume de prélevement chez le donneur. Chaque
passage est I’occasion d’augmenter la surface de culture, le passage consiste a détacher les
cellules de leur support de culture, le plus souvent par I’action d’un enzyme protéolytique
(trypsine), puis de les réensemencer sur un nouveau support a une densité moindre, les
passages successifs suffisent a assurer, au final, la pureté des cellules souches grace a la
disparition d’autres cellules adhérentes initiales (macrophages, cellules endothéliales).
Cette technique a bien sdr ses limites puisque les passages successifs alterent le potentiel
des cellules et peuvent les conduire a la sénescence [111].

c) Le milieu de culture et les facteurs de croissance
Il est important de considérer I'utilisation finale des cellules souches afin de définir les
milieux de culture et les facteurs de croissance adéquats pour 1’application désirée. Par
ailleurs, de nombreuses publications montrent que chaque équipe « personnalise » ses

milieux de culture. [110]

2. Les limites de culture des cellules souches

a)  Sénescence cellulaire.

La sénescence est un état cellulaire particulier, distinct de la quiescence ou de I’apoptose.
Le phénotype des cellules sénescentes a été décrit par la machinerie de réplication de I’ADN
nucléaire étant incapable de terminer la synthese des néo-brins aux extrémités télomériques,
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cycle apres cycle, les chromosomes se raccourcissent inévitablement. Ce raccourcissement
des chromosomes est percu par la cellule comme un stress génotoxique. Le
raccourcissement des télomeres et les autres dommages que subit le genome nucléaire au
fil des générations cellulaires (mutations ponctuelles, cassure double brin de I’ADN, etc.
...) entrainent I’activation de la protéine suppresseur de tumeur p53 (famille des genes
proto-anti-oncogenes). La protéine p53 entrainera la mise en « pause » momentanée du
cycle cellulaire en phase G1 afin que les systémes de réparation de I’ADN corrigent les
dommages avant la duplication des chromosomes. Si les dommages sont trop importants,
la surexpression prolongée de la protéine p53 entrainera la sortie definitive du cycle

cellulaire, et la mise en sénescence, voire I’apoptose de la cellule. [108, 112]

b)  Différents stades de transformation.
Plus les cellules proliférent, et plus elles accumulent des mutations qui peuvent entrainer
leur transformation. Des tests fonctionnels permettent d’évaluer le degré de transformation

d’une population cellulaire. (Tableau II)

Ces tests doivent étre systématiquement appliqués aux cultures secondaires dans
lesquelles on suppose la présence de cellules souches. L'amplification des cellules souches,

in vitro, peut conduire a leur transformation et a 1’altération des propriétés « souches ».

[113]

Tests Descriptions

Etablissement Il est impératif de mener les expériences fonctionnelles sur une
de la limite de | culture « saine » c’est-a-dire avant la crise, pour cela on évalue le
Hayflick nombre de DPC (en fonction des passages en pratique). On peut ainsi
établir une courbe tri phasique qui donnera accés aux phases | de
latence (culture primaire), phase 11 exponentielle (culture secondaire)

et phase Il crise (présénescence ou sénescence) de prolifération.
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|

E 04 Phase i
(senescance)

Zone verte : risque de transformation

Figure 31 : Etablissement de la limite de Hayflick

Activité B-

galactosidase a
pH 6

La sénescence cellulaire peut étre révélée par I’expression de ’activité
B -galactosidase endogene a pH6. Plus le pourcentage de cellules

présentant cette activité sera éleve, et plus la culture sera sénescente.

Sensibilite aux
régulateurs de
cycles

cellulaires

Indépendance vis-a-vis des facteurs de croissance

Les cellules normales, mises en culture proliférent en réponse aux
facteurs de croissance présents dans le sérum jusqu'a ce qu’elles
atteignent la confluence. Ces facteurs de croissance, via notamment la
signalisation engendrée par des récepteurs a activité tyrosine kinase,
permettent la progression des cellules a travers la phase G1 du cycle
cellulaire. Expérimentalement, un test consiste & abaisser ou enlever le
sérum dans le milieu de culture, si les cellules continuent de proliférer
dans ces conditions on peut alors « supposer » 1’existence de mutations

de type gain de fonction d’oncogéne au sein de la population cellulaire.

Perte de l'inhibition de contact

A la confluence, les molécules d’adhésion établies entre les cellules
provoquent 1’inhibition des divisions cellulaires (inhibition de
contact). Cette inhibition fait intervenir des cascades de signalisation
intracellulaires partant de ces protéines (notamment les cadhérines et

les seléctines) et aboutissant sur des protéines répresseurs de la
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prolifération cellulaire. Si les cellules continuent de proliférer aprés la
confluence (ce qui se caractérise par la formation de foyer cellulaire
multicouche) on peut supposer la présence de mutation de type perte

de fonction d’anti-oncogene.

Test de
dépendance

d’ancrage

Toutes les cellules des vertébrés, excepté les cellules sanguines,
nécessitent un support solide pour leur survie, leur migration, leur
prolifération et leur différenciation. La perte de cette nécessité
d’ancrage solide peut refléter une transformation assimilable a
I’invasion métastatique des cellules cancéreuses in vivo. Le test
consiste a ensemencer les cellules sur de I’agar semi solide, puis
d’évaluer la capacité¢ de ces cellules a proliférer et a former des

colonies sur ce support.

Caryotype

Une culture secondaire de cellules souches doit étre normale, par
conséquent les cellules doivent avoir un caryotype euploidie a 2n
chromosomes. Le test le plus pertinent est la realisation du caryotype
par la technique « COBRA-FISH » qui permet de mettre en évidence

les anomalies de faible envergure.

Tumorigénicité

in vivo

Ce test consiste a vérifier la capacité des cellules a former une tumeur
in vivo apres transplantation chez des souris immunodéprimés (de type

Nod/Side irradiées ou les souris rag).

Tableau Il : Les tests d’évaluation de la transformation cellulaire. [113]

3.

Cas de culture des cellules souches adultes

Certaines cellules souches adultes se multiplient trés efficacement en culture, en

conservant intact leur potentiel, c’est le cas des cellules souches nerveuses, épidermiques,

et mésenchymateuses. D’autres n’ont pas ce pouvoir, soit parce qu’elles perdent leur

potentiel en se divisant (cellules souches hématopoiétiques), ou qu’elles proliférent tres

peu in vitro (cellules souches musculaires). [45]
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En revanche il apparait trés difficile, a ce jour, de produire de bons milieux favorables a
la prolifération de ces cellules, elles sont de plus trés difficiles & conserver, mais les

recherches continuent toujours pour remédier a tous ces problémes.

4.  Cas de culture des cellules souches embryonnaires

Comme pour les cellules souches adultes, la mise au point du milieu de culture adéquat

reste un sujet de recherche majeur.
* Premier étape : produire des cultures humaines de cellules ES.

On récupere des cellules de la masse intérieure d'un blastocyste humain, les conditions

de culture doivent favoriser:

1. L’état non différencié de ces cellules : pour cela on ajoute du LIF (Leukemia inhibitor
factor) qui empéche efficacement la différenciation. De plus leur culture se réalise sur une
monocouche de fibroblastes dont les mitoses sont arrétées. Ceci permet 1’étalement des

cellules et leur maintien dans un état indifférencié.

2. La multiplication de ces cellules, en répondant a leurs exigences nutritionnelles

importantes. [25]
= Deuxiéme étape : produire des cellules différenciées a partir des cellules ES

L’approche la plus largement répandue pour diriger la différenciation des cellules ES est
la modification spécifique des conditions de culture, par I’ajout de facteurs de

différenciation.

68



Approche de la thérapie cellulaire : Cas de la maladie de Parkinson
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Figure 32 : Production de cellules différenciees a partir des cellules ES. [117]

E. Banque des cellules souches

Les banques de cellules sont des centres de stockage de lignées et d’échantillons de
cellules souches embryonnaires, feetales et adultes. La création de ces banques autorise
un acces rapide aux différentes lignées pour leur usage thérapeutique en situation d’urgence
mais surtout surmonter la barriere immunologique en matiére de lignées des cellules

souches embryonnaires humaines qui couvrent tout le spectre des combinaisons HLA
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possibles. Donc pour chaque malade, il serait possible de choisir la lignée de cellules ES

la plus compatible avec le receveur. [114]

Enfin ces banques pourront peut-étre un jour remplacer aussi les banques d’organes et
ainsi remédier a la pénurie d’organe pour les greffes. La premiere banque de cellules a été

ouverte au Royaume-Uni en mai 2004,

a)  Banque des cellules ES.

De nombreuses lignées de cellules souches embryonnaires sont conservees dans des
banques de cellules souches a but non lucratif qui sont accessibles aux chercheurs du monde
entier. Par ailleurs, les lignées cellulaires existantes font I'objet d'échanges sans frais entre
laboratoires dans le cadre de programmes de recherche soumis a des contréles juridiques

rigoureux.

Les embryons surnuméraires abondent surtout dans les pays ou les FIV sont pratiquees
pour les procréations médicalement assistées (a peu pres 400 000 embryons aux Etats-Unis,
et 24 000 en France). [114]

b)  Banque des cellules souches feetales.
Le sang de cordon ombilical constitue une source facile pour obtenir les cellules souches
hématopoiétiques, lesquelles sont de plus en plus utilisées, a titre de solution de rechange a

la moelle osseuse ou aux cellules souches périphériques.

Les banques privées, a but lucratif, réservent le cordon congelé a ’'usage exclusif du
nouveau-né dont il est issu (greffon autologue). En avril 2006, on reléve environ 134
banques privées dans le monde, réunissant au moins 240 000 unités. Ces banques privées

sont encore interdites dans certains pays comme la France ; I’Italie et I’Espagne.

Les banques publiques sans but lucratif et financées par la santé publique, stockent des
greffons gratuits et non dirigés (greffon allogénique). 1l y aurait, dans le monde, 54 banques

publigues conservant 230 000 unités. [114]
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Le laboratoire de cellules souches et thérapie cellulaire de 1’Institut Pasteur Maroc ceuvre
a la création de la banque marocaine de cellules souches issues du sang placentaire depuis
2008. Le seul obstacle culminant pour cette mise en ceuvre est la révision de la loi relative

au don d’organes et I’autorisation des essais cliniques. [134]

c)  Banque des cellules souches adultes.
Il n’y a pas actuellement de données sur les banques de moelle osseuse mais il est connu

qu’il existe une compétition entre banques de moelle osseuse et de sang de cordon
ombilical. [114]

En conclusion, il est actuellement possible de produire dans des conditions d’efficacité
et de sécurité adéquates des cellules souches embryonnaires et adultes pour un usage
clinigue. Le challenge est maintenant de conduire des essais cliniques qui permettront de

valider les indications.

1. Applications

A. Les différents domaines thérapeutiques visés

Conceptuellement, il n’y a pas de domaine « interdit » a la thérapie cellulaire, cependant
I’extréme complexité structurelle et fonctionnelle des cellules, des tissus et des organes de
notre corps nuance les perspectives. Les domaines thérapeutiques dans lesquels les
perspectives d’utilisation de la thérapie cellulaire semblent réalistes sont nombreux :
hématologie, dermatologie, rhumatologie, cancerologie, ophtalmologie, maladies

neurodéegenératives, cardiologie, hépatologie... [120]

Cellules souches transformées | Domaines d’applications vises:

en:

Cellules nerveuses spécialisées Maladie de Parkinson, maladie d’Alzheimer et

(Neurones, cellules gliales, ...) | autres maladies neurodégéneératives, traumatismes

de la moelle épiniere, sclérose en plaques...
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Cellules du muscle cardiaque

Infarctus du myocarde, insuffisance cardiaque,

(llots de Langerhans)

(cardiomyocytes) consolidation du muscle cardiaque
(cardiomyoplastie) dans des malformations
cardiaques.

Cellules produisant de I’insuline | Diabéte

Cellules du cartilage
(chondrocytes)

Arthrite, arthrose

Cellules sanguines

Cancer, immunodéficiences, leucémie, maladie

sanguine génetique

Cellules du foie (hépatocytes)

Hépatite aigué ou chronique, cirrhose, cancer du

foie

Cellules de la peau

Bralures, cicatrisation des blessures

Cellules osseuses

Pertes osseuses (tumeurs, métastases), fractures,

Ostéoporose

Cellules de la rétine

Dégeénérescence maculaire liée a 1’age, cécités

Héréditaires

Cellules des muscles

squelettiques

Dystrophie musculaire, amyotrophies, pertes

musculaires de diverses causes ...

Tableau 111 : Les principales applications en thérapie cellulaire. [120]

B. Les travaux réalisés

I.  Accomplissements depuis 2007 influencés par I’avanceé de

la therapie cellulaire

Plusieurs domaines ont connu des mouvements [116]:
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< Développements cliniques :
> Autorisation du premier essai clinique utilisant des cellules souches embryonnaires
= Essai clinique du produit GRNOPC1 pour soigner des patients atteints de lésion
de la moelle épiniére par la société américaine Geron. Accord de la FDA en
janvier 2009 pour un essai de phase | multicentrique
> Greffe de vaisseaux sanguins produits a partir de cellules de patients (essai
commencé en 2004 et suivi depuis par la société Cytograft, publié dans The Lancet
en avril 2009)
> Essai de Phase 11 réussi en immunothérapie cancéreusel. Essai IMPACT utilisant
Provenge™ développé par Dendreon, résultats préliminaires publiés en avril 2009
> 2015 : Nouvelle approche thérapeutique cellulaire pour SLA obtient l'autorisation
de la FDA pour les premieres études chez les patients
= Q Therapeutics Inc. (un développeur de stade clinique de nouvelles thérapies
cellulaires pour les maladies du systeme nerveux central) a annoncé que la U.S.
Food and Drug Administration (FDA) a autorisé sa demande de médicaments
nouveaux pour le début d'essais cliniques de Phase 1/2 avec Q-Cells® chez les
patients atteints de la sclérose latérale amyotrophique (SLA) [122]
< Stratégie industrielle: implication des BigPharma dans la thérapie cellulaire
> Création du Département de Médecine régénératrice chez Pfizer en 2008
> Collaboration entre GSK et le Harvard Stem Cell Institute en 2008
> Partenariat Sanofi-aventis et du SalklInstitute: “Sanofi-aventis Regenerative
Medicine Program” lancé en 2009
< Réglementation: harmonisation européenne de la réglementation des médicaments de
theérapie cellulaire
> Création en janvier 2009 du Comité pour les Thérapies Innovantes (CAT) de
I’EMEA avant la mise en ceuvre du Reéglement «Médicaments de Thérapie
Innovante» adopté en 2007
> Suppression des restrictions de financement fédéral aux recherches sur les cellules

issues d’embryons humains par le Président américain Barack Obama (mars 2009)
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> ChondroCelect® de TiGenix, premier produit de thérapie cellulaire a obtenir une
autorisation de mise sur le marché européen (centralisé) en octobre 2009

> L’Office Européen des Brevets a statué en novembre 2008 que la brevetabilité des
cellules souches embryonnaires humaines et des produits dérivés va a I'encontre du
droit européen

< Routine clinique: augmentation de 1’utilisation du sang de cordon ombilical pour la

greffe de cellules souches hématopoiétiques

> Lesang de cordon ombilical permet la réalisation de greffes hématopoiétiques a tous
les patients

> D’ou une politique d’amplification des dons de sang de cordon et la création de cinq

nouvelles banques en France en 2008 et 2009

2. Applications medicales courante

a)  Encancérologie

Lorsque les patients sont traités par chimiothérapie pour éradiquer les cellules tumorales,
des cellules normales sont également détruites, en premier lieu les cellules souches capables
de générer les cellules du sang : globules rouges, plaquettes et globules blancs. La
génération des cellules du sang a lieu dans la moelle osseuse. Afin de pouvoir augmenter la
dose de chimiothérapie injectée pour détruire un maximum de cellules tumorales, les
cellules souches hématopoiétiques du patient sont collectées avant chimiothérapie
intensive, congelées, et greffées au patient aprés chimiothérapie intensive. Ces cellules
souches hematopoiétiques décongelées permettent de réparer l'ensemble des tissus
hématopoiétiques et lymphocytaires. Ce processus peut également avoir lieu avec des

cellules souches non plus du patient, mais provenant de donneurs. [115]

b)  Greffe de peau
Pour les grands bralés, 1l est possible de générer en dehors de I'organisme (*'in vitro™) un
épiderme fonctionnel qui, greffé au malade, permet de restaurer une barriere épithéliale

essentielle pour la survie du patient. Un petit fragment de peau saine de quelques
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centimetres carrés est cultivé pendant plusieurs semaines a grande échelle en présence de
milieux de culture et de facteurs de croissance pour générer plusieurs m?de peau. Une limite
est que seul I’épiderme est restauré, ce qui donne une peau avec une grande fragilité. Ces
biothérapies cellulaires de génération d’un épiderme sont développées par quelques sociétés
privées, et colitent cher. Une solution d’avenir est de générer ces cellules de la peau a partir
de cellules souches pluripotentes, embryonnaires ou induites, et de reconstituer a la fois

I’épiderme et le derme. [115]

c)  Greffe du cartilage
Il est possible de réparer des lésions localisées du cartilage, notamment chez les grands
sportifs. La méthodologie consiste a mettre en culture des cellules de cartilage sain, appelées
chondrocytes, pendant une a deux semaines. Les cellules chondrocytaires amplifiées sont
greffées et reconstituent la matrice cartilagineuse. Ces stratégies seraient trés utiles pour

réparer des disques vertébraux avec plusieurs essais therapeutiques a grande échelle. [115]

d)  Greffe d’ilots de Langerhans
Une perspective qui concerne un grand nombre de patients atteints de diabete est la
possibilité¢ de réparer les cellules béta du pancréas produisant de 1’insuline. Il existe deux

types de diabéte :

- le diabéte de type I, caractérisé par une destruction des cellules béta
produisant de I'insuline, par le systeme immunitaire du patient.
- le diabéte de type Il, caractérisé par une insensibilité progressive des cellules

de I'organisme a I’insuline.

Dans les deux pathologies, le taux de glucose circulant augmente, entrainant de multiples
problémes de toxicité notamment sur les vaisseaux sanguins et lymphatiques. Le traitement
du diabéte de type | consiste a injecter de I'insuline pour restaurer le déficit de production
par les cellules béta. Cependant chez certains patients, I'injection d'insuline ne permet pas
de controler de fagon efficace les taux de glucose ce qui entraine des chocs

hyperglycémiques ou hypoglycémiques, et les complications associées. Depuis une dizaine
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d’années se sont développees les stratégies de greffe d’ilots pancréatiques pour les patients
avec diabéte de type 1 instable. L’insuline est produite de fagon gluco-dépendante par les
ilots greffés et les patients deviennent indépendants d’injection d’insuline. Ces patients
insulinorésistants dont le devenir médical posait un gros probleme peuvent ainsi bénéficier
de conditions de vie sans injection d'insuline et en contrélant les toxicités associées aux

hyperglycémies et hypoglycémies. [115]

La greffe d’ilots de Langerhans purifiés de pancréas de sujets en
coma dépassé permet une production d'insuline et une régulation
du glucose.

Injection des ilots* e e Cogtien
de Langerhans snuadite
dans la veine a
porte du foie oo

insulino indépendant

Une limite majeure est
I'obtention de cellules
du pancréas

Pancréas

Figure 33 : Greffe d’ilots de Langerhans dans la veine porte du foie [115]

e)  Muscle cardiaque

Les cardiopathies sont la premiére cause de mortalité. Plusieurs stratégies de réparation
du muscle cardiaque sont en cours de mises au point. Les stratégies en développement
clinique consistent a injecter la moelle osseuse du patient prélevée quelques jours apres
I’infarctus. Le principe actif est probablement les précurseurs des cellules formant les
vaisseaux, présents dans la moelle osseuse, qui implantés dans la zone affectée contribuent
a la revascularisation du muscle cardiaque. Dans des modéles animaux, on a pu montrer que
des cellules souches embryonnaires ou des cellules souches pluripotentes adultes sont
capables lorsqu'elles sont implantées dans le muscle cardiaque, de se différencier en

cardiomyocytes restaurant une fonction cardiaque efficace. L'application de ces techniques
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chez I'nomme pourrait étre envisagée dans les prochaines années, sous réserve des

conditions de sécurité. [115]

3. Lesavancées de la thérapie cellulaire

a)  Cas d’un paraplégique
Aprés avoir subi une opération qui combine la neurochirurgie et la chirurgie ORL (oto-
rhino-laryngologique) réalisée par des médecins britanniques et polonais, Darek Fidyka,
un polonais paralysé de la taille aux pieds a retrouvé 1’usage de ses jambes en 2014. C’est
le premier cas d’une telle guérison document¢ sur le plan clinique. Ce pompier polonais de
40 ans, avait subi une agression a I’arme blanche qui lui avait sectionné tous les nerfs de sa
moelle épiniere, le rendant paraplégique. Cing mois plus tard la régénération des fibres

nerveuses est bien visible sur sa radiographie (figure 35)

preop.

Figure 34: Radiographie de la moelle épiniere de Darek Fidyka [121]

En quoi a consisté I’opération : Les chirurgiens ont prélevé des cellules nerveuses de la
muqueuse nasale du patient, appelées cellules olfactives engainantes, puis les lui ont
implantées dans la moelle épiniere, au niveau de la lésion. La, ces cellules ont régéneré les

nerfs, formant une sorte de pont entre les fibres nerveuses a I’endroit ou elles avaient été
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sectionnees. Les cellules olfactives engainantes conservent en effet la capacité de se
régenérer régulierement dans le tissu olfactif des adultes, raison pour laquelle elles ont attiré
I’attention des chercheurs en médecine régénérative, qui depuis une douzaine d’années
recherchent un moyen de les employer pour reconstruire les tissus nerveux. La premiére
équipe a se lancer dans cette voie a été celle du Dr Carlos Lima, a I’hopital Egas-Moniz de
Lisbonne. Depuis juillet 2001, ce chirurgien pionnier a opéré des dizaines de patients, avec

des résultats encourageants. [121]

b)  Ingénierie tissulaire

Les spécialistes de I’ingénierie tissulaire visent a produire des tissus et des organes
artificiels a partir de matériaux biologiques comme les cellules souches qui peuvent
remplacer des tissus endommagés du corps. Afin de créer des patchs tissulaires en
laboratoire, ces spécialistes ont incorporé des cellules dans une structure tridimensionnelle
que I’on appelle « échafaudage ». Il s’agit de structure de soutien temporaire qui recrée la
forme et la structure naturelle des tissus dans le corps. Les échafaudages qui servent a
I’ingénierie tissulaire sont faits de matériaux biodégradables qui se dégraderont lentement
dans le corps aprés que le patch aura été greffé. Les scientifiques testent actuellement
I’utilisation d’échafaudages biodégradables pour générer un grand nombre de types de
tissus, notamment des os, des muscles de la vessie et des muscles cardiaques pour traiter les
traumatismes. Par exemple, les cellules cardiaques qui ont été différenciées a partir de
cellule souches peuvent servir en laboratoire pour fabriquer des patchs cardiaques. Ces
derniers pourraient servir dans le traitement de I’insuffisance cardiaque congestive. Les
patients qui souffrent de cette maladie sont incapables de faire circuler assez de sang dans
le corps, puisqu’une portion des muscles cardiaques a ét¢ endommagée. Le remplacement
du muscle cardiaque endommageé par un patch tissulaire pourrait rétablir la fonction dans le

cceur, lui permettant de faire circuler assez de sang dans le corps. [123]

c)  Thérapie cellulaire et la peau
La thérapie cellulaire a trouvé depuis plusieurs années chez le brllé des applications

cliniques et fait maintenant partie des moyens thérapeutiques disponibles pour prendre en
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charge les bralés les plus graves. Les applications cliniques peuvent étre classées en
fonction de la localisation cutanée ou sont appliquées ces cellules :

- I’épiderme : emploi de culture d’épithélium autologue (CEA) en couches
multiples ; en suspension ou encore sur support de transfert.

- le derme : Plusieurs modéles de substituts dermiques ont été developpés par
I’industrie et certains d’entre eux sont employés de maniere réguliere en pratique
clinique dans les centres de brilés. Ces substituts dermiques participent a la
reconstruction cutanée, soit comme couverture cutanée temporaire ou définitive

- la peau totale a savoir a la fois 1’épiderme et le derme : Les premiers modeles de
peau totale artificielle comprenaient une couche superficielle de kératinocytes et

une couche profonde dermique sans cellule.
Utilisation des cellules souches mésenchymateuses :

L’utilisation des MSCs chez I’homme dans la prise en charge thérapeutique des brdlures
graves a été envisagée pour la premiére fois par le groupe russe de Rasulov et al. Une
patiente présentant des lésions de brdlure grave de degré 111 b touchant 40 % de la surface
corporelle a été traitée par autogreffe de peau combinée a des injections locales de MSCs
médullaires d’origine allogénique. Cette thérapie cellulaire a permis d’améliorer la prise de
greffe et de réduire le temps d’hospitalisation avec une action marquée sur la néo-
vascularisation locale. Cette thérapie cellulaire combinée a ensuite été appliquée sur des
lésions de brdlures radio-induites en 2005. Les MSCs trouvent leur place dans cette thérapie
non pas du fait de leur propriété de multipotence mais plutdt du fait de leur réle trophique.
En effet, elles produisent certaines cytokines et facteurs de croissance qui auraient un réle
bénéfique dans le contrdle des manifestations inflammatoires locales qui caractérisent la

bralure radiologique [124].
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Figure 35: Therapie cellulaire de lésions de brdlure cutanée radio-induite [126]

A. Lésion nécrotique de la face postérieure du bras.

B. Exérése des tissus necrotiques musculo-cutanés.

C. Injection locale de cellules souches médullaires (MSCs) autologues de culture
associée a une autogreffe d’épiderme.

D. Evolution favorable de la lIésion au dixiéme mois.

d)  Thérapie cellulaire et maladie de Parkinson

C’est a elle que nous consacrerons notre derniére partie
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V. Aspects éthiques, juridiques et religieux de la recherche
sur les cellules souches humaines

A. Contexte ethique

Le but de I’éthique en ce qui concerne le domaine scientifique, est de signaler les
différents problémes potentiels mais aussi d’indiquer les objectifs ainsi que les progres
envisageables grace aux expériences. L’éthique doit indiquer a la société quelles sont les
limites et prévenir les applications dangereuses du monde scientifique, mais elle doit
également apporter son soutien a ce qui est raisonnable et nécessaire. Ceci est difficilement
applicable dans la réalité puisque le probleme est justement de savoir ou poser les limites.
[127]

Il est important de rappeler les principes éthiques fondamentaux : [126]

> Le principe du respect de la dignité humaine.

» Le principe de ’autonomie individuelle qui exige 1’obtention d’un consentement
éclairé, et le respect de la vie privée et de la confidentialité des données personnelles.

» Le principe de justice et de bienfaisance plus précisément, sous 1’angle de
I’amélioration et de la protection de la santé.

> Le principe de la liberté de la recherche qui doit étre conciliable avec les autres
principes fondamentaux.

> Le principe de proportionnalité notamment le fait que les méthodes de recherche
soient indispensables aux objectifs poursuivis et qu’il n’existe pas d’autres méthodes

plus acceptables.

Le contexte éthique par conséquent se pose differemment selon le stade de prélevement
des cellules souches ou les principes cités peuvent étres altérés dans un stade plus que

[’autre :
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1. Pour le stade embryonnaire

Les recherches sur I’embryon et sur les cellules souches embryonnaires sont
emblématiques des débats de bioéthiques actuels dans le monde. Les recherches sur les
cellules souches embryonnaires mettent en jeu le statut de I’embryon car il en est la source,
sachant que le prélevement des cellules ES en induit la destruction. Une série
d’interrogations sur le statut de I’embryon et le degré de protection dont il devrait bénéficier,

en découle :
> Les arguments en faveur d’un interdit absolu. [127,128]

Le concept du continuum de la vie : Cette position defend le concept de continuum de la
vie, de la fécondation a la naissance. Elle s’appuie sur I’enseignement d’un certain nombre
de biologistes de la reproduction qui considerent que si le développement embryonnaire et
feetal suit différents stades d’évolution, il serait totalement arbitraire d’en isoler des étapes

plus importantes que d’autres.

L’embryon est protégé par le principe de dignité : Faire de I’embryon un matériel de
recherche ou un produit a finalité thérapeutique revient a I’instrumentaliser et a porter
atteinte a sa dignité. On parle alors d’une « nouvelle forme d’esclavagisme », I’embryon

étant dépossédé de sa destination naturelle au profit de tiers.
> Les arguments en faveur d’une autorisation encadrée des recherches

Face a ces positions restrictives quant a de possibles recherches, s’expriment des
appréciations différentes qui permettent d’envisager, plus ou moins largement, la recherche

sur les embryons et la création de lignées de cellules souches embryonnaires. [127]

L’embryon ne peut étre réduit aux cellules souches embryonnaires . 1l est courant
d’établir une distinction entre I’embryon et les cellules souches embryonnaires, Cette

position affranchit la recherche sur les cellules ES du poids éthique relatif a ’embryon.

Embryon et thérapeutique : Les recherches impliquant [’utilisation des cellules ES

pourraient étre justifiées par leur finalité thérapeutique indépendamment de la nature et du
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statut conférés a I’embryon. C’est la position défendue notamment par quelque chercheurs
qui refusent de voir I’embryon comme un simple « grumeau cellulaire » tout en considérant
les bénéfices potentiels en termes de progres scientifiques et médicaux qui pourraient
permettre de soigner des maladies graves souvent incurables avec nos techniques actuelles

et permettre ainsi de telles recherches.

2. Le préléevement feetal
Les cellules feetales prélevées a I'issue d’interruptions volontaires de grossesse (IVG)
peuvent soulever des questions éthiques, dont les conditions d'obtention peuvent susciter
des interrogations quant au respect du consentement informé de la femme. Il faut en effet
veiller a ce que les informations sur I’'IVG et celles concernant les prélévements sur le feetus,

soient clairement dissociées afin d’éviter tout risque d’influence d’une opération sur

I’autre. [28, 127]

3. Les prelevements post natals ou les CSA

L’utilisation des cellules souches adultes a des fins scientifiques, thérapeutiques ou de
recherche biomédicale, ne souléve pas en soi de probléeme éthique ou juridique majeur.
Cette affirmation se vérifie particulierement dans le cadre de la thérapie cellulaire
autologue. Mais, il est nécessaire d’avoir un protocole ayant I’approbation d’un Comité de
protection des personnes. Lorsque les cellules souches sont prélevées en situation
allogénique, les questions éthiques qui surgissent sont similaires a celles que pose le don
d’¢léments du corps humain. Elles portent essentiellement sur le consentement libre et
éclairé du donneur ainsi que sur le respect de son anonymat. Du point de vue du receveur,
c’est la question de la sécurité sanitaire des interventions et des produits prélevés qui se
posent en premier. Elle peut désormais étre per¢cue comme un droit de la personne malade.
[28, 127]

4.  Le clonage thérapeutique

Cette technique implique d’abord la création des embryons en-dehors de tout projet

parental ce qui est contre les principes d’éthique fondamentaux. Comme elle peut poser
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également de gros problémes d’éthique si elle tombe dans la dérive du clonage reproductif.
Une autre dérive concernant le clonage est la possible commercialisation des ovocytes. En
effet, puisque la technique de clonage a besoin d’ovocytes, le risque est de sombrer dans un
trafic d’ovocytes, par la rémunération et/ou I’exploitation de femmes donneuses. Ce risque

existe tout particulierement pour les femmes des pays en voie de développement. [126, 127]

B. Le contexte juridique

1. Situation juridique du Maroc

Le seul point connu en ce moment concerne les cellules souches issues de sang

placentaire :

La loi n°16-98 relative au don d’organes n’autorise pas le don altruiste, méme gratuit.
Cependant, les prélévements d’organes sur personne en état de mort encéphalique ont
finalement été autorisés pour une éventuelle banque d’organes. Il reste néanmoins que le
préléevement anonyme du sang placentaire, considéré comme « un déchet opératoire », ainsi
gue sa manipulation ex-vivo et son administration extra-familiale sont tout simplement
interdits, méme si le besoin thérapeutique I’impose (absence de donneurs compatibles intra-

familiaux dans le cas des hémopathies malignes).

Les projets de loi présentés dans le plan d’action du ministére de la Santé pour 2012-
2016 sont une lueur d’espoir dans ce domaine de lancement des banques de cellules souches

issues de sang placentaire. [134]

Le ministére de la Santé envisage en deux périodes (court et moyen terme : 2012-2015
et long terme : a partir de 2016) de : [125]

e Prioriser les organes et les tissus dans 1’activité de prélevements et de greffes
e Accompagner le développement du prelevement et de greffe par un encadrement

juridique.
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2. Situation juridique dans les pays européens

Au niveau du conseil de I’Europe, la convention sur les droits de I’homme et la
biomédecine, signée a Oviedo en 1997, prévoit a I’article 18, qu’il appartient a chaque pays
de décider d’autoriser ou non la recherche sur I’embryon. Chaque pays est seulement tenu

au respect de 2 conditions [104, 129] :

e Assurer «une protection adéquate de 1’embryon » c’est a dire adopter une
Iégislation qui fixe les conditions et les limites de cette recherche,

e Interdire « la constitution d’embryons humains aux fins de recherche ».
Différentes législations sont adoptées selon les pays :

» L’Irlande est le seul pays de I’union européenne dont la constitution consacre le droit
a la vie de I’enfant « a naitre », qui est égal au droit a la vie de la mere.

» Certains pays ne disposent d’aucune législation en matiére de recherche sur
I’embryon c’est le cas de la Belgique et des Pays Bas, ou des recherches sur I’embryon sont
toutefois menées. Au Portugal en revanche ou il n’existe aucune législation sur le sujet, il
semble n’y avoir aucune recherche sur I’embryon ; tel semble étre le cas en Italie, méme si
les techniques de reproduction artificielle y sont tres répandues.

> Dans les pays ou la recherche sur ’embryon est régie par une législation, celle-ci
interdit toute sorte de recherche dans ce domaine (Autriche, Allemagne) ou I’autorise sous
certaines conditions (Finlande, Espagne, Suede et Royaume Uni). En France, la recherche
sur I’embryon est toujours interdite, mais la loi autorise les études sur I’embryon sous
réserve qu’elles ne portent pas atteinte a son intégrité. Ainsi la loi du 6 ao(t 2004 relative a
la bioéthique permet que des lignées de cellules souches embryonnaires soient dérivées
d’embryons surnumeraires conservés et ne faisant pas 1’objet d’un projet parental, sous
réserve du consentement informé du couple.

» Dans d’autre pays, des projets de loi prévoient la possibilité de créer des embryons
par transfert nucléaire, aux seules fins de la recherche sur les cellules souches, c’est le cas

en Belgique et au Royaume Uni. Dans ce dernier pays, la Iégislation autorisait la création
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contraception ou a la prévention des maladies genétiques.

3. Situation juridique aux Etats -Unis

La situation aux Etats Unis contraste avec celle de 1I’Europe, 1’une des différences
notables est la nette distinction qui est opérée entre le secteur public et le secteur privé.
Depuis 1995 le congrés américain adopte chaque année une disposition de projet de loi des
finances qui interdit le financement public de la recherche sur I’embryon, de la sorte, les
NIH ne peuvent effectuer de recherche sur I’embryon, recherche qui, faute de législation en

la matiere reste libre dans le secteur privé ou elle continue a échapper a tout contréle.

De nouvelles découvertes sur la culture des cellules souches humaines en 1998 ont
conduit a rouvrir le débat. Le National Bioethics Advisory Commitee a publié un rapport
en septembre 1999 et 2000 et, pour finir le gouvernement américain a propose que, sous
certaines conditions (les cellules doivent étre prélevees sur des embryons surnuméraires
congelés provenant des cliniques spécialisées dans le traitement de la stérilité et destinés a
étre detruits et non pas détruire d’embryons afin d’obtenir les cellules nécessaires), le

financement des recherches pouvait alors étre autorisé.

Toutefois de nouveaux principes directeurs des NIH ont été publiés en aolt 2000 aux
termes desquels la recherche sur les cellules ES humaines peut étre financé sur des

ressources publiques sous réserves du respect des conditions cités plus haut. [129]
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Figure 36: Pays autorisant la recherche sur les cellules souches embryonnaires « en

marron » [130]

C. Contexte religieux

Les points de vue de trois grandes religions Islam, Judaisme et Catholicisme seront

donnés.

1. Islam

La notion sacrée de la personne humaine prime dans I'abord de I'embryon. Elle part du
principe que la vie est un don de Dieu et que nous sommes chargés de I'entretenir et de ne
pas lui porter atteinte. Les juristes musulmans ont par ailleurs introduit des textes qui
complétent le Coran (texte saint) et le Hadith (tradition selon les paroles du Propheéte
Mohammed), afin d'éliminer toute solution figée et d'autoriser le croyant a une position

évolutive face aux nouvelles questions liées aux biotechnologies.

Le musulman doit cependant lui-méme faire face a ses responsabilités et prendre ses
propres décisions. L'attitude du musulman reste donc délicate, vis a vis des questions

bioéthiques. Les savants musulmans interdisent que les cellules souches soient prélevées
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sur des embryons humains directement dans le ventre de leurs meres, car ceci conduit a la
mort de I’embryon. Mais ils acceptent quand les cellules sont issues des avortements
spontanés (non provoqué) ou des avortements provoqués pour sauver la vie de la mére si

I’on a la certitude que I’embryon ne peut étre sauve.

Alors gue pour les embryons surnuméraires issus d’une FIV et plus généralement d’une
procréation médicalement assistée, la position des savants differe, certains estiment que ces
embryons ne doivent pas étre touchés et doivent étre laissés a leur sort. Et d’autres pensent
que si I’islam permet pour la mere « tronc », en cas extréme de nécessité, de perdre 1'enfant
« branche », il vaudrait mieux sacrifier des « branches », ici des embryons surnuméraires,

pour permettre a des «troncs» (des milliers de malades) de guérir. [131, 132]

2. LeJudaisme

Dans le Judaisme ; I'étre humain est considéré dans son unité, c'est a dire que le corps et
I'esprit forment un tout inséparable. Le respect de la vie est donc sacré et absolu. La vie
humaine a une valeur infinie, car elle est un don de Dieu et que I'homme est justement fait

a I'image de Dieu.

Le Talmud détermine néanmoins que le statut entier d'étre humain n'existe pas au
moment de la fécondation. Il ne s'acquiert uniqguement qu'au quarantiéme jour de la
grossesse. Le feetus ne peut donc pas étre considéré comme un étre vivant a part entiere. S'il
ne recoit pas son potentiel de vie grace a I'implantation et a la grossesse, un embryon, hors

de l'utérus, n'a pas de statut juridique.

Par conséquent, cette religion ne condamne pas systématiquement le recours au clonage
thérapeutique, pour autant qu'il ait un caractére bénéfique et qu'il soit envisagé sous un
contrdle strict. Un embryon conserveé in vitro sans perspective d'implantation pourrait donc
étre donné et utilisé pour la recherche a des fins thérapeutiques. Cette utilisation serait

conforme a I'obligation qui prime dans le Judaisme : sauver une vie. [130, 133]
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3.  Le Catholicisme

L'opposition la plus forte dans I'utilisation de I'embryon a des fins thérapeutiques ou de
recherche se rencontre sans doute dans la tradition catholique. Selon les textes bibliques, la
vie est un don de Dieu sacré et inviolable. Chaque Pape a constamment confirmé le respect
de la vie naissante, dés sa conception. Puisque I'étre humain (en devenir et non achevé)
existe dés la fécondation, I'embryon est considéré comme un individu a part entiere qui a
droit a sa propre vie. Par conséquent, I'Eglise catholique accorde une valeur prépondérante
a la dignité de la personne humaine dans son unité corps et esprit. Chaque embryon doit
donc avoir la possibilité de se développer pour parvenir a terme. Cela implique gu'il est
nécessaire de soumettre a un strict contrdle la fécondation des ovules in vitro, et qu'il n'est
pas permis d'utiliser des embryons surnuméraires a des fins thérapeutiques. L'embryon

serait alors assimilé a un pur matériau de recherche. [130, 133]
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CATHOLICISME

Recherche sur les
cellules souches

adultes

Accepté

Accepté car toute
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thérapeutique est un

acte pieux

Accepté car ne met
en jeu la vie
d’aucun étre

humain

Cellules souches
embryonnaires
prélevées sur des
embryons

« surnuméraires »

Accepté pour les

embryons avortés

médicalement ou

perdus en fausses

couches et encore

discuté pour les
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de la FIV
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personne humaine

potentielle

Refusé car cela
entraine la
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étre humain quel
que soit le projet
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Cellules souches Refusé car il s’agit

embryonnaires d’un détournement | Accepté cariln’y a Refusé comme
obtenues par de I’ovule de sa pas utilisation de précedent
clonage voie naturelle spermatozoides

thérapeutique

Tableau IV : L’avis des grandes religions dominantes dans le monde [131, 132]

Aprés avoir abordé I'aspect éthique, juridique et religieux concernant les cellules
souches, nous avons pu constater qu'il est bien difficile de savoir dans quelle mesure il faut
réguler les recherches sur 1'embryon humain. En effet, il s’avere exister une multitude
d'arguments en faveur, tout comme en défaveur, de l'utilisation surtout des embryons a des

fins thérapeutiques.
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Troisieme Partie :
La Maladie de
Parkinson
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I. Historique

La maladie de Parkinson est une maladie neurodégénérative caractérisee par la
destruction d’une population spécifique de neurones, les neurones a dopamine de la

substance noire du cerveau. [137]

La maladie de Parkinson et ses manifestations sont connues depuis longtemps. Elle était
déja référee au systéeme medical indien antique de I'Ayurveda sous le nom de Kampavata.
Elle était alors traitée par une plante, la mucuna pruriens (cf. illustration), aujourd’hui

connue comme source de L-DOPA. [135]

Figure 37 : Mucuna pruriens, plante utilisée dans les sociétés hindouistes antiques dans le
traitement de la Kampavata [135]

Dans le milieu occidental, cette maladie fut découverte en 1817 par Sir James
Parkinson, médecin britannique, il la décrit comme " la paralysie agitante " dans un court
mémoire intitulé « An Essay on the Shaking Palsy ». Dans son bref essai, Parkinson décrit
« un tremblement involontaire avec diminution de la force musculaire dans les parties du
corps au repos et méme lorsque soutenues, avec une propension a courber le tronc vers

I'avant, et de passer de la marche a la course; les sens et l'intellect n'étant pas atteints ».
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C'est Jean Martin Charcot, neurologue francais, en 1872 qui, ajoutait la rigidité a

I'excellente description clinique de Parkinson et proposait le nom de maladie de Parkinson.

[136]

Quelgues dates : [136]

v
v
v

1919 : Découverte du processus Iésionnel dans le locus niger ou substance noire.
1920: Nombreux cas de syndromes parkinsoniens suite a I'encéphalite épidémique.
1954-1958: Les travaux de Carlson, chercheur suédois, sur la réserpine permettent
la découverte de la dopamine. Il s'agit d'un neurotransmetteur. Les neurones qui
fabriquent cette substance dégénérent.

1960-1965: Mise en évidence de l'effondrement du taux de dopamine dans le
striatum des parkinsoniens. C'est ce manque de dopamine qui est responsable des
symptdmes de cette maladie, tremblements, rigidité...

1960-1970: Identification de la voie dopaminergique nigro-striée et confirmation
de sa dégénérescence dans la maladie de Parkinson. Mise en évidence de l'effet
thérapeutique de la L-DOPA, précurseur de la dopamine : c'est la dopathérapie.
Malheureusement, au fil du temps, son effet s'épuise.

1970-2000: Découverte des récepteurs dopaminergiques. Notions d'agonistes et
d'antagonistes dopaminergiques. Les agonistes miment I'action de la dopamine sur
ses récepteurs. Mise au point de I'utilisation des inhibiteurs d'enzymes (COMT et
MAO) intervenant dans le catabolisme de la dopamine.

A partir de 1993 nouvelles orientations : Marc Peschanski et Marc Savasta
réalisent a I'hopital Henri Mondor a Créteil la premiére greffe de neurones feetaux
dans le cerveau d'un malade, les personnes opérées voient leur état s'améliorer.
L'équipe d’Alem-Louis Benabib et Pierre Pollak (INSERM), met au point un
nouveau traitement, I'électrostimulation profonde mais il est couteux: 30 000

euros.

93



Approche de la thérapie cellulaire : Cas de la maladie de Parkinson

v L'avenir : Depuis 2004, I'utilisation de cellules souches susceptibles de se
differencier en cellules sécrétrices de dopamine et la thérapie génique expérimentées

sur des modéles animaux suscitent de nouveaux espoirs.

Il. Les statistiques sur la maladie

La maladie de Parkinson est la deuxieme maladie neuro-dégénerative la plus fréquente

apres la maladie d’Alzheimer dans les pays occidentaux. [137]

Au plan mondial, en 2007 a peu pres 4 millions de personnes étaient touchées par la
maladie de Parkinson. Actuellement les chiffres montent a environ 6,5 millions de
personnes atteintes. La maladie est diagnostiquée chez plus de 300 000 individus chaque
année. Rarissime avant 45 ans, la maladie de Parkinson touche des sujets plus agés, avec un
pic autour de 70 ans : 1 % des plus de 65 ans sont concernés. Néanmoins il existe des cas
de parkinsonisme juvénile avant I’age de 20 ans, et de début précoce entre 20 et 40 ans. En

effet, au moins 5% des cas se déclareraient avant 40 ans. [138]

En France; pres de 150000 malades sont diagnostiqués avec 14 000 nouveaux
diagnostics par an, a un age moyen de 58 ans. En Europe 1,2 million de personnes sont
atteintes, chiffre qui aura doublé en 2050 selon European Parkinson’s Disease
Association. [137, 138]

Aux Etats-Unis, on estime qu’un million de personnes souffrent de la maladie de
Parkinson, qui est la 14e principale cause de déces du pays, selon la Fondation nationale
pour la maladie de Parkinson. Elle affecte plus d'un million de personnes en Amérique du
Nord. [139]

Suite & une étude Canadienne, on a remarqué que : les hommes étaient plus susceptibles
que les femmes d’avoir la maladie de Parkinson : 0,3 % contre 0,2 % dans le cas de la
population a domicile, et 6,6 % contre 4,0 % dans le cas des personnes résidant en

établissement de santé. [140]
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Cette maladie est peu connue au Maroc et n’est pas encore considérée comme une
priorité de santé publique ; mais vu I’augmentation de I’espérance de vie et le vieillissement
de la population, cette maladie neuro-dégénerative sera de plus en plus fréquente. Selon les
estimations épidémiologiques environ 30 000 personnes seraient atteintes de la maladie de

Parkinson, avec environ 4000 nouveaux cas déclarés chaque année. [141]

Il semble que l'incidence soit plus élevée chez la population blanche que chez la

population noire car la maladie migre plus vers les pays industrialisés. [141]

La maladie de Parkinson constitue un enjeu de santé publique mondial car son incidence
augmente au cours du temps en raison du vieillissement de la population. Avec d’autres
maladies neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer, on s’attend a ce qu’elle

dépasse le cancer au deuxiéme rang de la mortalité vers I'année 2040. [137, 138]

I11. Anatomie fonctionnelle des noyaux gris centraux

De nombreuses structures cérébrales jouent un réle primordial dans 1’¢laboration des
mouvements. Les noyaux gris centraux NGC ou ganglions de la base y ont un role de
contréle central, et sont considérés comme des structures motrices qui régulent le démarrage

des mouvements.

Il s’agit d’un ensemble de noyaux reliés en boucle avec le cortex cérébral en passant par

un relais dans le thalamus. Ils comprennent dans chaque hémispheére [142, 143]:

» le striatum (composé du noyau caudé, du putamen et du noyau accumbens),

> le pallidum (composé du globus pallidus interne GPi et externe GPe),

> le noyau sous-thalamique NST ou corps de Luys

> le locus niger ou substance noire (composé de la substance noire pars compacta

SNc et pars reticulata SNr).
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e Complexe VA/VL
Cerveau du thalamus

Cortex frontal

Globus
pallidus,
segments
externe et
interne

Mésencéphale

Substance noire
pars compacta

Substance noire
pars reticulata
Figure 38 : Coupe frontale idéalisée du cerveau ainsi qu’une coupe transversale du

mésencéphale. [144]

Le striatum est considéré comme la porte d'entrée des noyaux gris centraux. Les
neurones du striatum recoivent un grand nombre d’afférences en provenance de diverses
régions corticales (comme le cortex moteur, le cortex somato-sensoriel, le cortex visuel),

du thalamus, du tronc cérébral, etc... [142]
Les afférences sur le noyau caudé et le putamen n’ont pas les mémes origines [145]:

= le noyau caudé recoit les afférences des aires d’association et des aires motrices
du lobe frontal qui contrélent les mouvements oculaires

» le putamen recoit des afférences des aires somesthésiques primaires et
secondaires du lobe pariétal, des aires visuelles secondaires, des cortex moteur et

pré-moteur du lobe frontal, des aires auditives associatives du lobe temporal.
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Ces neurones s’activent lorsqu’un mouvement est prés de se produire. Les
enregistrements extracellulaires montrent qu’ils augmentent leur fréquence de décharge.
Les neurones du putamen ont tendance a décharger juste avant les mouvements du corps

tandis que les neurones du noyau caudé avant des mouvements oculaires [142].

Aire motrice
supplémentaire

Cortex moteur
Cortex somatosensoriel

/Cortex pariétal

Cortex
prémoteur

Fibres
corticostriées

corticales

Noyaux ventral
antérieur et
ventral latéral

Vers le tronc cérébral
et la moelle épiniére

Noyau Globus pallidus:
centromédian Interne E)fterne

Noyau
sous—thal\amiq ue

bty

Thalamus

Substance
noire:

Compacte
Réticulée

Figure 39 : Circuit neuronal formant une boucle fermée entre le cortex cérébral, les

ganglions de la base, le thalamus et le cortex cérébral [146]

La plupart des neurones des NGC produisent un neurotransmetteur inhibiteur le GABA.
Ils sont GABAergiques (ceux du striatum et du pallidium). Un seul noyau gris posséde des
neurones excitateurs, le NST, qui libére du glutamate (glutamatergique). Les neurones de
la SNc synthetisent de la dopamine. La majorité des neurones du striatum sont des neurones

épineux (dendrites recouvertes d’épines). Les axones des neurones epineux moyens
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convergent pour leur part sur les neurones du globus pallidus et de la substance noire pars
reticula, ces deux structures constituant la cible principale des efférences des ganglions de
la base.

Les neurones efférents du GPi et de la SNr donnent tous naissance aux voies principales
qui relient les ganglions de la base aux neurones moteurs du cortex et du tronc cérébral. La
voie destinée au cortex moteur nait pour I’essentiel dans le segment interne du globus
pallidus et fait relais dans les noyaux VA et VL du thalamus dorsal. Ces noyaux thalamiques
projettent directement sur les aires motrices corticales. Les neurones de la SNr font synapse

sur des neurones moteurs du colliculus supérieur, commandant les mouvements oculaires.

Les neurones efférents du GPi et de la SNr, contrairement aux neurones épineux moyens,
ont un niveau €levé d’activité spontanée empéchant ainsi tout mouvement non souhaité en

inhibant de facon tonique le Colliculus supérieur et le thalamus. [142, 145]

(]

Figure 40 : Circuit des NGC indiquant leur action inhibiteur ou excitateur [144]
% Circuit interne de modulation des NGC : la voie directe et indirecte [142, 145, 147]

La voie directe relie le striatum au GPi et sert & lever I’inhibition tonique des neurones

moteurs corticaux ou colliculaires. La voie indirecte quant a elle relie le striatum au GPe,
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ce dernier projette a la fois sur le GPi et le NST qui projette en retour sur le GPi et le SNr.
Elle sert a augmenter le niveau de I’inhibition tonique ; elle freine les effets normaux de la

voie directe.

Chez une personne saine, lorsque le striatum recoit diverses projections afférentes dont
la plupart consistent en des entrées glutamatergique excitatrices en provenance du cortex
cérébral, la SNc module la réponse des neurones striataux a ces influx via le relachement

de dopamine a l'intérieur du striatum.

La dopamine peut exercer un effet excitateur ou inhibiteur sur les neurones

GABAergiques du striatum selon les récepteurs dopaminergiques qu'ils expriment :

En effet, la dopamine facilite la transmission par la voie directe via les récepteurs D1
exprimés par le striatum. Les efférences GABAergiques de ces neurones rejoignent ensuite
le GPi et la SNr qui exercent une hyperpolarisation tonique sur les neurones du thalamus.
Ces deux relais inhibiteurs en série engendrent un mécanisme de désinhibition. Plus
précisément, les neurones striataux de la voie directe inhibent les neurones du GPi et de la
SNr qui cesseront alors d'inhiber les neurones thalamo-corticaux. Une fois l'activité
thalamique désinhibée, les neurones du thalamus sont libres de répondre & des entrées

excitatrices en générant des influx glutamatergiques excitateurs au cortex.

Cortex cérébral Cortex frontal

(4 (transitoire) (transitoire)

Noyau caudé/putamen

(—] (transitoire) =] (tonique)

(transitoire )

Globus pallidus
(segment interne)

Figure 41 : La voie directe avec effet stimulant de la dopamine [144]
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A I'opposé, la dopamine inhibe la transmission par la voie indirecte lorsqu'elle se lie aux
récepteurs D2 exprimés par le striatum. Les efféerences GABAergiques des neurones
striataux de la voie indirecte se terminent dans le GPe et inhibent son activité. Cela provoque
une désinhibition du STN. Les neurones glutamatergiques du STN peuvent ainsi augmenter
leur activité excitatrice sur le GPi et la SNr qui inhiberont davantage le thalamus. Une fois
le striatum inhibé par la dopamine, le GPe est donc activé et exerce son action inhibitrice
sur le GPi et le NST.

Cortex cérébral Cortex frontal

o (transitoire) O (transitoire) o

(transitoire)

-
@ (transitoire) \ @ (transitoire)

: (transitorre)

Globusipalitns. | o, | Globes pallidus
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| “ Sos N =t NN (tonique)

Figure 42 : La voie indirecte avec 1’effet inhibiteur de la dopamine [144]

Le bon fonctionnement des GB repose donc sur un équilibre entre les deux systemes de

projections du striatum.

La dopamine inhibe fortement les neurones striataux de la voie indirecte et excite
faiblement les neurones striataux de la voie directe. Dans les deux cas, ceci facilite I'activité

locomotrice.

100



Approche de la thérapie cellulaire : Cas de la maladie de Parkinson

IV. Physiopathologie et anatomopathologie

Dans la maladie de Parkinson, la dégénérescence de la voie dopaminergique nigro-striée
(substance noire et striatum) est principalement a 1’origine des symptomes moteurs dont le
degré de sévérité corréle avec I’importance de la perte des cellules nerveuses. La sécrétion
de dopamine par la substance noire est progressivement diminuee. N'étant plus inhibée, la
voie indirecte prédomine sur la voie directe qui a perdu sa source excitatrice. Les neurones
striataux a I'origine de la voie indirecte sont donc libres d'inhiber a leur guise les neurones
du GPe. Le STN se trouve complétement désinhibé et il devient hyperactif. Cette
hyperactivité cause une forte excitation des neurones GABAergiques du GPi et de la SNr.
Les structures de sortie des NGC sont ensuite poussées a inhiber davantage les neurones du
thalamus. Sous cette contrainte inhibitrice, les neurones thalamiques pré-moteurs sont dans
I'impossibilité d'exercer leur action excitatrice sur les neurones corticaux impliqués dans
I'initiation et I'exécution des mouvements. Suite a cette cascade d'événements, il est possible

d'observer la bradykinésie ou I'akinésie typique de la maladie de Parkinson. [147, 148]

Dans le schéma : les lignes pointillées et plus €paisses représentent respectivement des
voies hypoactive et hyperactive dans les conditions pathologiques. Le bleu et le rouge

correspondent a des projections inhibitrices et excitatrices, respectivement.
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Figure 43 : Organisation fonctionnelle des NGC dans la maladie de Parkinson [147]

D’autres systemes dopaminergiques ou non différents de celui de la SNc sont aussi

atteints dans la maladie de Parkinson [149]:

= des lésions séveres ont été mises en évidence au niveau du groupe
dopaminergique A8 (du mésencéphale chez des patients présentant un
tremblement sévere.

= |es régions médiale et médio-ventrale (du mésencéphale) qui seraient associées
a la présence d’une détérioration cognitive.

= Lésions des neurones noradrénergiques du locus coeruleus

= Lésions des neurones adrénergiques des régions Cl et C3 de la medulla
oblongata

= Lésions des neurones sérotoninergiques du raphé
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= Lésions des neurones cholinergiques du noyau basalis de Meynert et du noyau
pedonculo-pontin

Les lésions des systemes non dopaminergiques, dont I'intensité semble variable d'un sujet

parkinsonien a l'autre, pourraient expliquer certaines variantes cliniques et aussi la

résistance de certains signes au traitement dopaminergique. [148]

Macroscopiquement, cette atteinte est mise en évidence par une dépigmentation
progressive principalement du locus niger, mais aussi d’autres régions (locus coeruleus,
noyau dorsal du vague). En effet, les neurones producteurs de dopamine dans ces régions

contiennent un pigment, la neuromélanine, qui confere a celles-ci leur coloration sombre.

Microscopiquement, la quantité de neurones dopaminergiques est fortement diminuée,
et de petits dépots extracellulaires de neuromélanine sont relachés par les neurones
apoptotiques. Les neurones restants sont atrophiques et contiennent des inclusions
cytoplasmiques circulaires appelées corps de Lewy. Un certain degré de gliose peut

également étre observé.

Les corps de Lewy résultent en grande partie d’agrégations intracellulaires composées
de la protéine a-synucléine, présente dans ce cas sous forme insoluble et dans une
conformation anormale, mais également de neurofilaments, de parkine et d’ubiquitine. Ces
inclusions intracellulaires éosinophiles et sphériques sont souvent remarquables gréace a leur
centre dense entouré¢ d’un fin halo plus péle. Les corps de Lewy s’accumulent
progressivement dans les neurones, aboutissant lentement a la dégénérescence de ces
derniers. Par la suite, on assiste a une dissémination des corps de Lewy dans diverses
régions du cerveau ; dont le noyau basal de Meynert, de maniére importante ; aboutissant
finalement a un syndrome démentiel caractérisé par la perte de diverses fonctions
cognitives. Ce type de déficit est appelé démence a corps de Lewy ou maladie a corps de
Lewy. [150]

103



Approche de la thérapie cellulaire : Cas de la maladie de Parkinson

Figure 44 : Dépigmentation de la SN et corps de Lewy [150]

= A Substance noire normale
= B Substance noire dépigmentée dans la maladie de Parkinson

= C: Corps de Lewy dans un neurone de locus niger

V. Les etiologies

Malgreé la nature sporadique de la maladie de Parkinson, plusieurs hypothéses ont été

émises sur les causes de cette maladie parmi lesquelles :

A. Les facteurs géenétiques

Déja en 1900, le Docteur Gowers relatait que, parmi les patients qu’il suivait, 15%
d’entre eux présentaient une origine héréditaire de la maladie de Parkinson. De nos jours,

les auteurs s’accordent a dire qu’il existe deux formes génétiques :

e majoritairement, une forme dite « sporadique » ou isolée (sans antécédent
familial)

e dans 5 a 15 % des cas une forme « familiale ».

Dans le dernier cas, une personne ayant un membre de sa famille touché par cette maladie
serait prédisposée a la développer a son tour. Cette forme familiale est particulierement
observée lorsque la maladie débute précocement (entre 35 et 40 ans). Son mode de
transmission est plus fréquemment de type autosomique récessif. Ceci est expliqué par une
mutation du géne de la parkine dans 49% des cas, de DJ-1, de PINK1 et d’ATP13A2. Cette
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forme familiale de transmission autosomique récessive se caractérise par une bonne réponse
au traitement et une évolution lente. Les mutations se trouvant dans les génes de I'a-
synucléine, leucine rich repeat kinase 2 et glucocérébrosidase, transmises de facgon

autosomale dominante, engendreraient la formation de corps de Lewy. [151, 152]

Les génes soupgonneés sont notamment en lien avec la protection contre le stress oxydatif
et avec le métabolisme de la dopamine. D’autant plus qu’une spécificité pour 1’ethnie
caucasienne a ¢t¢ montrée pour des mutations sur certains genes. Il s’agit des geénes de la
monoamine oxydase B (MAO-B), du récepteur D2 de la dopamine (DRD2) et de la
debrisoquine hydroxylase du cytochrome P450 D6 (CYP2D6). La MAO-B est une enzyme
mitochondriale impliquée dans la dégradation de la dopamine et capable d’activer des
molécules neurotoxiques exogenes et la CYP2D6 métabolise plusieurs xénobiotiques.
D’ailleurs, une étude de Barbeau et al. en 1985 a montré une défaillance plus fréquente de
cette enzyme chez les personnes atteintes de la maladie de Parkinson que chez un groupe
de témoins. [153]

Plusieurs autres mutations ont été découvertes dans différents genes dont quelques sont

présentées dans le tableau V.

Transmis Chromaoso

Locus Gene Protéine Fonction
sion me
PARK . . i
. AD 40921-23 SNCA a-synucléine protéine synaptique
PARK _ o
, AR 6025.2-g27 PRKN Parkine E3 Ubiquitine ligase
PARK Aldo-keto )
AD 2013 SPR? Indéterminée
3 reductase?
PARK . exces de a-
AD 4921-23 SNCA a-synucléine .
4 synucléine
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PARK

PARK

PARK

PARK

PARK

PARK
11

PARK
13
PARK
14

PARK
15

B.

AD

AR

AR

AD

AR

AD

AD?

AR

AR

4p14

1p36-p35

1p36

12p11-913

1p36

2q37.1

2pl2

22413.1

22012-913

UCHL1 UCHL1

PINK1 PINK1

DJ-1 DJ-1

LRRK2 LRRK2
ATPase  type
ATP13A2
13A2
GRB10
interagissant
GIGYF2?
avec GYF
protéine 2
OMI/HTR HtrA serine
A2 peptidase 2
A2
PLA2G6 _
phospholipase
F-box protéine
FBXO7

Ubiquitine C-
terminal hydrolase
Mitochondriale
protéine kinase
Protection contre le
stress oxydatif
plusieurs fonctions
dans différents
domaines
Lysosomale

protéine

Indéterminée

Serine protéase +

Remodelage des
phospholipides
Ubiquitination
Phosphorylation

dependante

Tableau V : Loci impliqués dans la maladie de Parkinson [154]

Les facteurs environnementaux

Trois types de facteurs ont ete envisagés: infectieux, traumatique et toxique.

L’hypothése des facteurs infectieux et traumatiques a été infirmée jusqu’a présent.
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Sur le plan toxique, des substances neurotoxiques telles que le MPTP (1-méthyl-4-
phényl-1,2,3,6-tetrahydropyridine) sont suspectées. C’est une toxine qui atteint les neurones
dopaminergiques, et qui a été utilisée par certains toxicomanes, dans les années 80. Elle
entraine des symptémes typiques de la maladie de Parkinson. De plus, des agents chimiques
(insecticides, pesticides, herbicides) comme la roténone, un inhibiteur du complexe 1
mitochondrial et le paraquat, seraient également suspectés comme facteurs favorisant la
survenue de la maladie. Cela expliquerait que la prévalence de la maladie est plus élevée
dans les régions industrialisées (produits chimiques, pesticides) et dans les zones rurales
(usage intensif d’insecticides). Néanmoins, les différents auteurs s’accordent pour dire

qu’aujourd’hui, que leur role n’est pas encore prouvé, avec certitude.

D’autre part, il existerait un lien entre la maladie de Parkinson et la consommation de
tabac, café ou thé. Cependant, les effets de ce type de substances sont controverseés.
Certaines études exposées par les auteurs, émettent I’hypothése que chez les
consommateurs de café, thé et chez les fumeurs, le risque de développer une maladie de
Parkinson serait moins élevé. L utilisation d’une médication anti-inflammatoire a aussi un
effet protecteur. En outre, le cholestérol aurait des effets possibles sur la survenue d’une
maladie de Parkinson. [148, 155, 156]

C. Le stress oxydatif

Les radicaux libres sont des especes chimiques qui possedent un électron, ou plus, non
apparié par conséquent hautement réactifs et potentiellement dangereux pour les tissus
biologiques. Deux principaux types de radicaux libres sont distingués : le radical
superoxyde (O2) et I'anion hydroxyle (OH). Le peroxyde d'hydrogéne (H20-) lui est une
molécule pouvant générer beaucoup de radicaux libres. De puissants systémes protecteurs
sont associes aux radicaux vu leur toxicité. Dans le tissu cérébral, ces systemes reposent
essentiellement sur des enzymes : les superoxydes dismutase, la catalase et la glutathion

peroxydase.
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Un exces de production de radicaux libres ou une diminution des mécanismes protecteurs
contre ces produits toxiques peut augmenter leur concentration tissulaire et ainsi avoir un
effet délétére. C'est le stress oxydatif. C'est dans une telle situation que des dommages

cellulaires surviennent pouvant conduire a la destruction des neurones.

Quatre arguments principaux expliquent que les radicaux libres soient particulierement

suspectés de jouer un rdle dans la pathologie de la maladie de Parkinson :

» Les neurones dopaminergiques sont exposés a de grandes quantités de radicaux
libres oxygénés venant : des deux grandes voies de dégradation de la dopamine ; de
la chaine respiratoire localisée dans la membrane interne des mitochondries de ces
neurones ; du fait de la richesse en fer de la SNc (le fer favorise la formation des
radicaux libres) et de la neuromélanine contenue dans les neurones
dopaminergiques.

» Le réle du stress oxydatif a été montré dans d'autres affections neurodégénératives
et dans certains syndromes parkinsoniens non idiopathiques.

> La sous-population de neurones dopaminergiques la plus exposée de facon
constitutive au stress oxydatif est la plus affectée dans la maladie de Parkinson.

> Chez les patients atteints de maladie de Parkinson, il existe des indices de stress
oxydatif dans la substance noire. [157, 158, 159, 160]

L’apparition de la maladie de Parkinson pourrait donc étre partiellement expliquée par
la combinaison de prédispositions génétiques a une hypersensibilité a certains composés
chimiques et par une exposition a certains produits a risque. Les recherches sont cependant
encore en cours et toutes les réponses aux nombreuses questions que souléve ce domaine

n’ont pas encore été apportées. [148]

V1. Les signes cliniques

La maladie de Parkinson est un trouble neurologique complexe. C’est aussi une maladie
progressive, ce qui signifie que les symptdmes peuvent empirer avec le temps. Dans la

boucle des NGC la fonction du mouvement est contrdlee dans le cerveau par une substance
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chimique, la dopamine, qui véhicule I’information entre les neurones. Les symptdmes du
Parkinson se manifestent lorsque les cellules qui produisent cette dopamine meurent ou sont

endommageées.
» Action de la dopamine dans le cerveau

La dopamine est un neurotransmetteur appartenant aux catécholamines, issu de l'acide
aminé, la tyrosine. Dans le systeme nerveux central, elle active les récepteurs
dopaminergiques postsynaptiques. Elle est principalement produite dans la substance noire