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DOYENS HONORAIRES :

1962 — 1969 : Docteur Abdelmalek FARAJ

1969 — 1974 : Professeur Abdellatif BERBICH

1974 — 1981 : Professeur Bachir LAZRAK

1981 — 1989 : Professeur Taieb CHKILI

1989 — 1997 : Professeur Mohamed Tahar ALAOUI
1997 — 2003 : Professeur Abdelmajid BELMAHI

ADMINISTRATION :

Doyen : Professeur Najia HAJJAJ

Vice Doyen chargé des Affaires Académiques et estudiantines
Professeur Mohammed JIDDANE

Vice Doyen chargé de la Recherche et de la Coopération
Professeur Ali BENOMAR

Vice Doyen chargé des Affaires Spécifiques a la Pharmacie
Professeur Yahia CHERRAH

Secrétaire Général: Mr. El Hassane AHALLAT

PROFESSEURS :

Février, Septembre, Décembre 1973

1. Pr. CHKILI Taieb Neuropsychiatrie

Janvier et Décembre 1976
2. Pr. HASSAR Mohamed

Pharmacologie Clinique

Mars, Avril et Septembre 1980

3. Pr. EL KHAMLICHI Abdeslam Neurochirurgie
4, Pr. MESBAHI Redouane Cardiologie

Mai et Octobre 1981

Pr
Pr
0. Pr

BHOoo~NoO

. MAAZOUZI Ahmed Wajih
. SBIHI Ahmed
. TAOBANE Hamid*

Mai et Novembre 1982

11. Pr
12. Pr

. ABROUQ Ali*

. BENOMAR M’hammed

Pr. BOUZOUBAA Abdelmajid Cardiologie
Pr. EL MANOUAR Mohamed Traumatologie-Orthopédie
Pr. HAMANI Ahmed* Cardiologie

Chirurgie Cardio-Vasculaire
Anesthésie —Réanimation
Chirurgie Thoracique

Oto-Rhino-Laryngologie
Chirurgie-Cardio-Vasculaire



13.  Pr. BENSOUDA Mohamed
14.  Pr.BENOSMAN Abdellatif
15.  Pr. LAHBABI ép. AMRANI Naima

Novembre 1983

16. Pr. ALAOUI TAHIRI Kébir*

17. Pr. BALAFREJ Amina

18. Pr. BELLAKHDAR Fouad

19. Pr. HAJJAJ ép. HASSOUNI Najia
20. Pr. SRAIRI Jamal-Eddine
Décembre 1984

21.  Pr. BOUCETTA Mohamed*

22. Pr. EL GUEDDARI Brahim El Khalil
23. Pr. MAAOUNI Abdelaziz

24. Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi

25. Pr. NAJI M’Barek *

26. Pr. SETTAF Abdellatif

Novembre et Décembre 1985

27.  Pr.BENJELLOUN Halima

28. Pr. BENSAID Younes

29.  Pr. EL ALAQOUI Faris Moulay El Mostafa
30. Pr. IHRAI Hssain *

31.  Pr.IRAQI Ghali

32. Pr. KZADRI Mohamed

Janvier, Février et Décembre 1987

33. Pr. AJANA Ali

34. Pr. AMMAR Fanid

35.  Pr. CHAHED OUAZZANI Houria ép. TAOBANE
36. Pr. EL FASSY FIHRI Mohamed Taoufiq
37. Pr. EL HAITEM Naima

38. Pr. EL MANSOURI Abdellah*

39. Pr. EL YAACOUBI Moradh

40. Pr. ESSAID EL FEYDI Abdellah

41. Pr. LACHKAR Hassan

42.  Pr. OHAYON Victor*

43. Pr. YAHYAOUI Mohamed

Décembre 1988

44.  Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib
45, Pr. DAFIRI Rachida

46. Pr. FAIK Mohamed

47. Pr. HERMAS Mohamed

48. Pr. TOLOUNE Farida*

Décembre 1989 Janvier et Novembre 1990

49.  Pr. ADNAOUI Mohamed
50.  Pr. AOUNI Mohamed
51. Pr. BENAMEUR Mohamed*

Anatomie
Chirurgie Thoracique
Physiologie

Pneumo-phtisiologie
Pédiatrie
Neurochirurgie
Rhumatologie
Cardiologie

Neurochirurgie
Radiothérapie

Meédecine Interne
Anesthésie -Réanimation
Immuno-Hématologie
Chirurgie

Cardiologie

Pathologie Chirurgicale

Neurologie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-Faciale
Pneumo-phtisiologie
Oto-Rhino-laryngologie

Radiologie

Pathologie Chirurgicale
Gastro-Entérologie
Pneumo-phtisiologie
Cardiologie
Chimie-Toxicologie Expertise
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Médecine Interne
Médecine Interne
Neurologie

Chirurgie Pédiatrique
Radiologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Médecine Interne

Meédecine Interne
Médecine Interne
Radiologie



52.
53.
54,
55.
56.
57.
58.
59.
60.
61.
62.

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

BOUKILI MAKHOUKHI Abdelali
CHAD Bouziane

CHKOFF Rachid

FARCHADO Fouzia ép.BENABDELLAH
HACHIM Mohammed*
HACHIMI Mohamed
KHARBACH Aicha

MANSOURI Fatima

OUAZZANI Taibi Mohamed Réda
SEDRATI Omar*

TAZI Saoud Anas

Février Avril Juillet et Décembre 1991

63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.
76.
77.
78.
79.
80.
81.
82.
83.

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

AL HAMANY Zaitounia
ATMANI Mohamed*
AZZOUZI Abderrahim
BAYAHIA Rabéa ép. HASSAM
BELKOUCHI Abdelkader
BENABDELLAH Chahrazad
BENCHEKROUN BELABBES Abdellatif
BENSOUDA Yahia
BERRAHO Amina

BEZZAD Rachid
CHABRAOUI Layachi
CHANA EIl Houssaine*
CHERRAH Yahia
CHOKAIRI Omar

FAJRI Ahmed*

JANATI Idrissi Mohamed*
KHATTAB Mohamed

NEJMI Maati

OUAALINE Mohammed*
SOULAYMANI Rachida ép.BENCHEIKH
TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

84.
85.
86.
87.
88.
89.
90.
91.
92.
93.
94,
95.
96.
97.
98.
99.

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

AHALLAT Mohamed
BENOUDA Amina
BENSOUDA Adil

BOUJIDA Mohamed Najib
CHAHED OUAZZANI Laaziza
CHRAIBI Chafiq

DAOUDI Rajae

DEHAYNI Mohamed*

EL HADDOURY Mohamed

EL OUAHABI Abdessamad
FELLAT Rokaya

GHAFIR Driss*

JIDDANE Mohamed
OUAZZANI TAIBI Med Charaf Eddine
TAGHY Ahmed

ZOUHDI Mimoun

Cardiologie

Pathologie Chirurgicale
Pathologie Chirurgicale
Pédiatrique
Médecine-Interne
Urologie

Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Neurologie
Dermatologie
Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Néphrologie

Chirurgie Générale
Hématologie

Chirurgie Générale
Pharmacie galénique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Biochimie et Chimie
Ophtalmologie
Pharmacologie
Histologie Embryologie
Psychiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie
Anesthésie-Réanimation

Meédecine Préventive, Santé Publique et Hygiene

Pharmacologie
Chimie thérapeutique

Chirurgie Générale
Microbiologie
Anesthésie Réanimation
Radiologie
Gastro-Entérologie
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Anesthésie Réanimation
Neurochirurgie
Cardiologie

Médecine Interne
Anatomie

Gynécologie Obstétrique
Chirurgie Générale
Microbiologie



Mars 1994

100. Pr. AGNAOU Lahcen

101. Pr. AL BAROUDI Saad

102. Pr. BENCHERIFA Fatiha

103. Pr. BENJAAFAR Noureddine
104. Pr. BENJELLOUN Samir

105. Pr. BEN RAIS Nozha

106. Pr. CAOUI Malika

107. Pr. CHRAIBI Abdelmjid

108. Pr. EL AMRANI Sabah ép. AHALLAT
109. Pr. EL AOUAD Rajae

110. Pr. EL BARDOUNI Ahmed
111. Pr. EL HASSANI My Rachid
112. Pr. EL IDRISSI LAMGHARI Abdennaceur
113. Pr. EL KIRAT Abdelmajid*
114. Pr. ERROUGANI Abdelkader
115. Pr. ESSAKALI Malika

116. Pr. ETTAYEBI Fouad

117. Pr. HADRI Larbi*

118. Pr. HASSAM Badredine

119. Pr. IFRINE Lahssan

120. Pr.JELTHI Ahmed

121. Pr. MAHFOUD Mustapha

122. Pr. MOUDENE Ahmed*

123. Pr. OULBACHA Said

124. Pr. RHRAB Brahim

125. Pr. SENOUCI Karima ép. BELKHADIR
126. Pr. SLAOUI Anas

Mars 1994

127. Pr. ABBAR Mohamed*

128. Pr. ABDELHAK M’barek

129. Pr. BELAIDI Halima

130. Pr. BRAHMI Rida Slimane
131. Pr. BENTAHILA Abdelali
132. Pr. BENYAHIA Mohammed Ali
133. Pr. BERRADA Mohamed Saleh
134. Pr. CHAMI llham

135. Pr. CHERKAOUI Lalla Ouafae
136. Pr. EL ABBADI Najia

137. Pr. HANINE Ahmed*

138. Pr. JALIL Abdelouahed

139. Pr. LAKHDAR Amina

140. Pr. MOUANE Nezha

Mars 1995

141. Pr. ABOUQUAL Redouane
142. Pr. AMRAOUI Mohamed

143. Pr. BAIDADA Abdelaziz

144. Pr. BARGACH Samir

145. Pr. BEDDOUCHE Amoqgrane*
146. Pr. BENAZZOUZ Mustapha

Ophtalmologie

Chirurgie Générale
Ophtalmologie
Radiothérapie

Chirurgie Générale
Biophysique

Biophysique

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Gynécologie Obstétrique
Immunologie
Traumato-Orthopédie
Radiologie

Médecine Interne

Chirurgie Cardio- Vasculaire
Chirurgie Générale
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique
Meédecine Interne
Dermatologie

Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique
Traumatologie — Orthopédie
Traumatologie- Orthopédie
Chirurgie Générale
Gynécologie —Obstétrique
Dermatologie

Chirurgie Cardio-Vasculaire

Urologie

Chirurgie — Pédiatrique
Neurologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Gynécologie — Obstétrique
Traumatologie — Orthopédie
Radiologie

Ophtalmologie
Neurochirurgie
Radiologie

Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Urologie
Gastro-Entérologie



147.
148.
149.
150.
151.
152,
153.
154,
155.
156.
157.
158.
159.
160.
161.

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

CHAARI Jilali*

DIMOU M’barek*

DRISSI KAMILI Mohammed Nordine*
EL MESNAOQOUI Abbes

ESSAKALI HOUSSYNI Leila
FERHATI Driss

HASSOUNI Fadil

HDA Abdelhamid*

IBEN ATTYA ANDALOQOUSSI Ahmed
IBRAHIMY Wafaa

MANSOURI Aziz

OUAZZANI CHAHDI Bahia

RZIN Abdelkader*

SEFIANI Abdelaziz

ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

162.
163.
164.
165.
166.
167.
168.
169.
170.
171.
172.
173.
174.
175.

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

AMIL Touriya*

BELKACEM Rachid
BELMAHI Amin
BOULANOUAR Abdelkrim
EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
EL MELLOUKI Ouafae*
GAOUZI Ahmed
MAHFOUDI M’barek*
MOHAMMADINE EL Hamid
MOHAMMADI Mohamed
MOULINE Soumaya
OUADGHIRI Mohamed
OUZEDDOUN Naima

ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

176.
177.
178.
179.
180.
181.
182.
183.
184.
185.
186.
187.
188.
189.
190.
191.
192.
193.
194.
195.

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

ALAMI Mohamed Hassan
BEN AMAR Abdesselem
BEN SLIMANE Lounis
BIROUK Nazha
BOULAICH Mohamed
CHAOUIR Souad*
DERRAZ Said

ERREIMI Naima
FELLAT Nadia
GUEDDARI Fatima Zohra
HAIMEUR Charki*
KANOUNI NAWAL
KOUTANI Abdellatif
LAHLOU Mohamed Khalid
MAHRAOUI CHAFIQ
NAZI M’barek*
OUAHABI Hamid*

SAFI Lahcen*

TAOUFIQ Jallal

YOUSFI MALKI Mounia

Médecine Interne

Anesthésie Réanimation

Anesthésie Réanimation

Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie

Gynécologie Obstétrique

Médecine Préventive, Santé Publique et Hygiéne
Cardiologie

Urologie

Ophtalmologie

Radiothérapie

Ophtalmologie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
Génetique

Réanimation Médicale

Radiologie

Chirurgie Pédiatrie
Chirurgie réparatrice et plastique
Ophtalmologie

Chirurgie Générale
Parasitologie

Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie Générale
Médecine Interne
Pneumo-phtisiologie
Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie

Cardiologie

Gynécologie-Obstétrique
Chirurgie Générale
Urologie

Neurologie

O.RL.

Radiologie
Neurochirurgie
Pédiatrie

Cardiologie

Radiologie

Anesthésie Réanimation
Physiologie

Urologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Cardiologie

Neurologie

Anesthésie Réanimation
Psychiatrie

Gynécologie Obstétrique



Novembre 1998

196.
197.
198.
199.
200.
201.
202.
203.
204.

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

AFIFI RAJAA

AIT BENASSER MOULAY Ali*
ALOUANE Mohammed*
BENOMAR ALl

BOUGTAB Abdesslam

ER RIHANI Hassan
EZZAITOUNI Fatima
KABBAJ Najat

LAZRAK Khalid (M)

Novembre 1998

205. Pr. BENKIRANE Majid*

206. Pr. KHATOURI ALI*

207. Pr. LABRAIMI Ahmed*

Janvier 2000

208. Pr. ABID Ahmed*

209. Pr. AIT OUMAR Hassan

210. Pr. BENCHERIF My Zahid

211. Pr. BENJELLOUN DAKHAMA Badr.Sououd
212. Pr. BOURKADI Jamal-Eddine
213. Pr. CHAOUI Zineb

214. Pr. CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
215. Pr. ECHARRAB EIl Mahjoub
216. Pr. EL FTOUH Mustapha

217. Pr. EL MOSTARCHID Brahim*
218. Pr. EL OTMANYAzzedine

219. Pr. GHANNAM Rachid

220. Pr. HAMMANI Lahcen

221. Pr. ISMAILI Mohamed Hatim
222. Pr. ISMAILI Hassane*

223. Pr. KRAMI Hayat Ennoufouss
224. Pr. MAHMOUDI Abdelkrim*
225. Pr. TACHINANTE Rajae

226. Pr. TAZI MEZALEK Zoubida
Novembre 2000

227. Pr. AIDI Saadia

228. Pr. AIT OURHROUI Mohamed
229. Pr. AJANA Fatima Zohra

230. Pr. BENAMR Said

231. Pr. BENCHEKROUN Nabiha
232. Pr. CHERTI Mohammed

233. Pr. ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
234. Pr. EL HASSANI Amine

235. Pr. EL IDGHIRI Hassan

236. Pr. EL KHADER Khalid

237. Pr. EL MAGHRAOUI Abdellanh*
238. Pr. GHARBI Mohamed El Hassan

239.

Pr.

HSSAIDA Rachid*

Gastro-Entérologie
Pneumo-phtisiologie
Oto-Rhino-Laryngologie
Neurologie

Chirurgie Générale
Oncologie Médicale
Néphrologie

Radiologie

Traumatologie Orthopédie

Hématologie
Cardiologie
Anatomie Pathologique

Pneumophtisiologie
Pédiatrie
Ophtalmologie
Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Chirurgie Générale
Cardiologie

Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Meédecine Interne

Neurologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Chirurgie Générale
Ophtalmologie
Cardiologie
Anesthésie-Réanimation
Pédiatrie
Oto-Rhino-Laryngologie
Urologie

Rhumatologie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Anesthésie-Réanimation



240. Pr. LACHKAR Azzouz

241. Pr. LAHLOU Abdou

242. Pr. MAFTAH Mohamed*
243. Pr. MAHASSINI Najat

244, Pr. MDAGHRI ALAOUI Asmae
245. Pr. NASSIH Mohamed*

246. Pr. ROUIMI Abdelhadi
Décembre 2001

247. Pr. ABABOU Adil

248. Pr. AOUAD Aicha

249. Pr. BALKHI Hicham*

250. Pr. BELMEKKI Mohammed
251. Pr. BENABDELJLIL Maria
252. Pr. BENAMAR Loubna

253. Pr. BENAMOR Jouda

254. Pr. BENELBARHDADI Imane
255. Pr. BENNANI Rajae

256. Pr. BENOUACHANE Thami
257. Pr. BENYOUSSEF Khalil
258. Pr. BERRADA Rachid

259. Pr. BEZZA Ahmed*

260. Pr. BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
261. Pr. BOUHOUCH Rachida
262. Pr. BOUMDIN EIl Hassane*
263. Pr. CHAT Latifa

264. Pr. CHELLAOUI Mounia
265. Pr. DAALI Mustapha*

266. Pr. DRISSI Sidi Mourad*
267. Pr. EL HAJOUI Ghziel Samira
268. Pr. EL HIJRI Ahmed

269. Pr. EL MAAQILI Moulay Rachid
270. Pr. EL MADHI Tarik

271. Pr. EL MOUSSAIF Hamid
272. Pr. EL OUNANI Mohamed
273. Pr. EL QUESSAR Abdeljlil
274. Pr. ETTAIR Said

275. Pr. GAZZAZ Miloudi*

276. Pr. GOURINDA Hassan

277. Pr. HRORA Abdelmalek

278. Pr. KABBAJ Saad

279. Pr. KABIRI EL Hassane*
280. Pr. LAMRANI Moulay Omar
281. Pr. LEKEHAL Brahim

282. Pr. MAHASSIN Fattouma*
283. Pr. MEDARHRI Jalil

284. Pr. MIKDAME Mohammed*
285. Pr. MOHSINE Raouf

286. Pr. NABIL Samira

287. Pr. NOUINI Yassine

288. Pr. OUALIM Zouhir*

289. Pr. SABBAH Farid

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Neurochirurgie

Anatomie Pathologique
Pédiatrie

Stomatologie Et Chirurgie Maxillo-Faciale

Neurologie

Anesthésie-Réanimation
Cardiologie
Anesthésie-Réanimation
Ophtalmologie
Neurologie

Néphrologie
Pneumo-phtisiologie
Gastro-Entérologie
Cardiologie

Pédiatrie

Dermatologie
Gynécologie Obstétrique
Rhumatologie

Anatomie

Cardiologie

Radiologie

Radiologie

Radiologie

Chirurgie Générale
Radiologie

Gynécologie Obstétrique
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Radiologie

Pédiatrie
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Médecine Interne
Chirurgie Générale
Hématologie Clinique
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Urologie

Néphrologie

Chirurgie Générale



290. Pr.SEFIANI Yasser Chirurgie Vasculaire Périphérique

291. Pr. TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia Pédiatrie

292. Pr. TAZI MOUKHA Karim Urologie

Décembre 2002

293. Pr. AL BOUZIDI Abderrahmane* Anatomie Pathologique
294. Pr. AMEUR Ahmed * Urologie

295. Pr. AMRI Rachida Cardiologie

296. Pr. AOURARH Aziz* Gastro-Entérologie

297. Pr.BAMOU Youssef * Biochimie-Chimie

298. Pr.BELMEJDOUB Ghizlene* Endocrinologie et Maladies Métaboliques
299. Pr. BENBOUAZZA Karima Rhumatologie

300. Pr.BENZEKRI Laila Dermatologie

301. Pr.BENZZOUBEIR Nadia* Gastro-Entérologie

302. Pr. BERNOUSSI Zakiya Anatomie Pathologique
303. Pr. BICHRA Mohamed Zakariya Psychiatrie

304. Pr.CHOHO Abdelkrim * Chirurgie Générale

305. Pr. CHKIRATE Bouchra Pédiatrie

306. Pr. EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair Chirurgie Pédiatrique
307. Pr. EL ALJ Haj Ahmed Urologie

308. Pr. EL BARNOUSSI Leila Gynécologie Obstétrique
309. Pr. EL HAOURI Mohamed * Dermatologie

310. Pr. EL MANSARI Omar* Chirurgie Générale

311. Pr. ES-SADEL Abdelhamid Chirurgie Générale

312. Pr. FILALI ADIB Abdelhai Gynécologie Obstétrique
313. Pr. HADDOUR Leila Cardiologie

314. Pr.HAJJI Zakia Ophtalmologie

315. Pr. IKEN Ali Urologie

316. Pr. ISMAEL Farid Traumatologie Orthopédie
317. Pr.JAAFAR Abdeloihab* Traumatologie Orthopédie
318. Pr. KRIOULE Yamina Pédiatrie

319. Pr. LAGHMARI Mina Ophtalmologie

320. Pr. MABROUK Hfid* Traumatologie Orthopédie
321. Pr. MOUSSAOUI RAHALI Driss* Gynécologie Obstétrique
322. Pr. MOUSTAGHFIR Abdelhamid* Cardiologie

323. Pr. MOUSTAINE My Rachid Traumatologie Orthopédie
324. Pr. NAITLHO Abdelhamid* Médecine Interne

325.  Pr. OUJILAL Abdelilah Oto-Rhino-Laryngologie
326. Pr.RACHID Khalid * Traumatologie Orthopédie
327. Pr.RAISS Mohamed Chirurgie Générale

328. Pr.RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha* Pneumophtisiologie

329. Pr. RHOU Hakima Néphrologie

330. Pr.SIAH Samir * Anesthésie Réanimation
331. Pr. THIMOU Amal Pédiatrie

332. Pr.ZENTAR Aziz* Chirurgie Générale

333. Pr.ZRARA Ibtisam* Anatomie Pathologique
PROFESSEURS AGREGES :

Janvier 2004

334. Pr. ABDELLAH EIl Hassan Ophtalmologie

335. Pr. AMRANI Mariam Anatomie Pathologique



336. Pr. BENBOUZID Mohammed Anas
337. Pr. BENKIRANE Ahmed*
338. Pr. BENRAMDANE Larbi*
339. Pr. BOUGHALEM Mohamed*
340. Pr. BOULAADAS Malik
341. Pr.BOURAZZA Ahmed*
342. Pr. CHAGAR Belkacem*
343. Pr. CHERRADI Nadia

344. Pr. EL FENNI Jamal*

345. Pr. EL HANCHI ZAKI

346. Pr. EL KHORASSANI Mohamed
347. Pr. EL YOUNASSI Badreddine*
348. Pr. HACHI Hafid

349. Pr.JABOUIRIK Fatima

350. Pr. KARMANE Abdelouahed
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L'hématopoiese est I'ensemble des phénomenes qui concourent a la fabrication
et au remplacement continu et réegulé des cellules sanguines. Elle se déroule
dans un microenvironnement unique qui favorise I’autorenouvellement et
soutient la différenciation des progéniteurs. Chacune de ces activités requiert
différents facteurs de croissance et protéines d’adhérence, apportés aux cellules
souches hématopoiétiqgues dans des compartiments spécifiqgues du
microenvironnement médullaire. Les cellules stromales de la moelle osseuse
constituent une source de facteurs de croissance intervenant dans le processus de
I’hématopoiese. Le stroma hématopoiétique est composé de multiples types
cellulaires comprenant des cellules endothéliales, des fibroblastes, des

macrophages, et des adipocytes.

La cellule endothéliale est 1'un des constituants cellulaires du
microenvironnement médullaire et possede des rapports privilégiés avec les
cellules hématopoiétiques, du moment qu’elle assure un microenvironnement
propice a la différenciation et a la prolifération des cellules hématopoiétiques, en
sécretant des cytokines comme le GM-CSF, le G-CSF, L’11-6, qui ont pour ro0le,

la stimulation de I’hématopoiese.

Chez I'adulte, les cellules endothéliales délimitent les sinus veineux de la moelle
osseuse. Elles forment une monocouche de cellules jointives dont les jonctions
sont faites d'une juxtaposition cellulaire avec une discréte superposition des
bords cytoplasmiques. Les cellules hématopoiétiques entrant dans la moelle ou
migrant hors de cette derniere doivent négocier cette barriére anatomique. Les
cellules endothéliales apparaissent ainsi comme un partenaire essentiel a la
migration des cellules hématopoiétiqgues matures dans la circulation et a la

domiciliation médullaire des progeniteurs hématopoiétiques en particulier apres
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greffe de moelle osseuse, et cela grace a la présence au niveau de la surface

endothéliale des molécules d’adhérence et des chimokines.

Ce travail va projeter la lumiére sur le réle que joue la cellule endothéliale dans
le microenvironnement médullaire, en tant que cellule stromale, ainsi que sur
son implication dans les phénomenes de migration transendothéliale a savoir le
phénomeéne du « Homing » (passage des cellules hématopoiétiques du sang vers
la moelle osseuse) et du diabase (passages des cellules hématopoiétiques de la

moelle osseuse vers le sang).



|. L hématopoiese :

A) Principes généraux de ’hématopoiése :

1) Définition de I’hématopoiese :

L’hématopoiese représente I’ensemble des mécanismes qui concourent a la
fabrication et au remplacement continu et régulée des différentes cellules

sanguines.

Elle permet de maintenir les cellules sanguines, qui ont une durée de vie limitée,
en nombre constant. De plus, elle est soumise a une régulation pour s’adapter
aux situations pathologiques de la vie (production d’un nombre accru de

leucocytes pour lutter contre une infection, par exemple) [108,79].

L’hématopoieése est un processus pyramidal (figurel) obtenu par divisons
successives : un tout petit nombre de cellule souches identiques entre elles, est a
I’origine de nombreuses cellules sanguines trés variées. Pour y parvenir, les
cellules doivent donc a la fois se multiplier et se différencier pendant
I’hématopoiese.

Les cellules ainsi formées appartiennent a des catégories différentes :

e Les plaquettes,

e Les hématies,

e Les leucocytes :
Les polynucléaires : neutrophiles, éosinophiles et basophiles.
Les Monocytes,
Les Lymphocytes.



Ces catégories sont désignées sous le terme générique de « lignée » :
érythrocytaire pour les hématies, mégacaryocytaire pour les plaguettes,

granuleuse pour les polynucléaires, etc.
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Figure 1 : Schéma de I’hématopoicse [133].



2) Les compartiments de I’hématopoiése :

Les cellules médullaires intervenant dans 1’hématopoiése sont hiérarchiqguement
classées en quatre compartiments d’importance inégale selon leur stade

d’évolution :

e Les cellules souches,

e Les progéniteurs hematopoiétiques,
e les précurseurs hematopoiétiques,
e Les cellules matures.

La dur¢e de ’hématopoiese varie selon la lignée cellulaire concernée.

Les cellules souches : sont extrémement peu abondantes et possedent quelques

caractéristiques tres spécifiques : elles sont multipotentes, c'est-a-dire capables
de donner naissance a toutes les cellules du sang, pourtant tres différentes. Elles
sont capables d’auto-renouvellement: aprés division, seule 1’'une des deux
cellules ainsi obtenues s’engage dans 1’hématopoicse, tandis que 1’autre cellule
est exactement similaire a la cellule mére, ce qui permet de préserver le capital
de cellules souches medullaires. Il est impossible de reconnaitre

morphologiquement une cellule souche [108,79].

Les progéniteurs hématopoiétiques : ils constituent la descendance directe des

cellules souches. Ils perdent progressivement la capacité d’auto-renouvellement
que celle de donner naissance a toutes les lignées sanguines (multipotence). Pour
cela, ils passent successivement par un stade de pluripotence (plusieurs lignées),
puis bipotence (deux lignées) pour s’engager dans une seule lignée. Les
progéniteurs sont tous localisés dans la moelle osseuse, a I’exception des

progéniteurs lymphocytaires T. Les progeniteurs  forment des colonies



cellulaires lorsqu’on les cultive sur un milieu semi solide. On utilise cette
propriété pour les mettre en évidence car leur reconnaissance morphologique est
impossible. On estime que les progéniteurs représentent environ 1% des cellules

hématopoiétiques (CH) médullaires [108,79].

Les précurseurs hématopoiétiques et les cellules matures :

Le compartiment des précurseurs de I’hématopoiése succede a celui des
progéniteurs. A ce stade les cellules déterminées dans une lignée achévent leur
maturation tout en se multipliant considérablement : le compartiment des
précurseurs représentent ainsi 99% des cellules médullaires. Contrairement aux
cellules souches et aux progeéniteurs, chacun des précurseurs a une morphologie
parfaitement identifiable au microscope. A la fin de ce processus de maturation,
les précurseurs sont devenus des cellules matures et fonctionnelles qui peuvent
alors traverser la circulation sanguine afin d’y accomplir leurs fonctions
[108,79].

3) Capacité productive de ’hématopoiése :

L hématopoiese assure donc une production quantitativement trés importante :
chaque jour et chez un individu adulte en bonne santé, I’hématopoiese produit
approximativement 10" nouvelles cellules de sang, exemple production de plus

de 2 milliards de globules rouges/jour.

Cette considérable activité de production est assurée par une petite population de

cellule de la moelle osseuse appelée cellules souches hématopoietiques (CSH).



4) Localisation de I’hématopoiése :

» Durant la vie intra-utérine :

On distingue plusieurs stades de développement de I’hématopoicse feetale chez

I’homme (tableau I).

> Apres la naissance :

L hématopoiese est assurée exclusivement par la moelle osseuse.



Tableau 1 : Principaux stades de I’hématopoiése au cours du développement

embryonnaire [135].

Stade de développement

Caractéristiques

Le stade primitif mésodermique

durant les 5 premieres semaines de la
gestation.

différenciation des ilots sanguins
primitifs de Wolf et Pander.
Production des érythroblastes.

Le stade hépatosplénique

du troisiéme au sixiéme mois feetal.
Production  des érythroblastes de
taille plus réduite.

Production de quelques granulocytes
et mégacaryocytes.

L’hématopoiese splénique est
accessoire.

Le stade médullaire

vers le quatriéme mois feetal.
I’apparition du cartilage, le début de
’ossification.

La différenciation des granulocytes,
puis des érythroblastes et des
mégacaryocytes.
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B) Régulation de I’hématopoiése :

1) La Moelle osseuse : Siége de I’hématopoiése :

La moelle osseuse, lieu principal de I’hématopoiése, est un organe disperseé sur
le plan anatomique, étant constitué de multiples sous-unités fonctionnelles
réparties dans 1’ensemble des 206 piéces osseuses du squelette. Néanmoins, en
dépit de sa dispersion anatomique, elle présente une unité structurale et
fonctionnelle justifiant la réunion des différents territoires intra-osseux qui la
composent (et qui ne sont pas nécessairement contigus) en un seul et méme

organe hématopoiétique [14, 53, 6].

Sur le plan macroscopigue :

L’aspect de la moelle osseuse est variable, mais on distingue deux

principaux types de moelle osseuse :

e La moelle rouge, sicge de 1I’hématopoicse, qui est riche en cellules
myeloides, en vaisseaux mais qui est pauvre en adipocytes ;

e La moelle jaune, a I’inverse, est riche en adipocytes et pauvre en
cellules myéloides. Elle est donc inactive sur le plan hématopoiétique,
néanmoins elle conserve la capacité de reprendre une activité
hématopoiétique en cas de besoin, en se retransformant en moelle rouge

par un processus appelé reconversion médullaire [61].
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Sur le pan histologique :

La moelle osseuse occupe les espaces situés entre les travées d’os spongieux. A

I’intérieur de la moelle osseuse, on individualise plusieurs compartiments :

Le compartiment osseux ;

Le compartiment vasculaire et la barriere medullosanguine ;

le stroma médullaire;

le parenchyme médullaire : les progéniteurs ; les précurseurs ; et les
cellules sanguines matures [128].

2) Structure de la moelle hématopoiétique :

a) Unité structurelle médullaire :

La moelle hématopoiétique peut étre interprétée comme la juxtaposition d’unités
élémentaires, centrées sur un groupe de sinusoides anastomosees, structurées par
un réseau de cellules stromales disposées de maniére adjacente, en cordons,
autour d’une artériole et entourées par des sinus (figure2). Les ponctions-
aspirations de la moelle osseuse hématopoiétique humaine montrent ces unités
élémentaires sous forme de grains, amas cellulaires cohésifs correspondant
chacun a un groupe de CH en cours de différenciation adhérant a un réseau de
cellules du tissu de soutien. Ces unités structurelles élémentaires restent plus
difficiles a mettre en évidence sur les coupes histologiques, mais 1’analyse
morphométrique de coupes de biopsies medullaires montrent que la moelle
hématopoiétique humaine a une structure de type fractal, la taille de chaque
unité structurelle ¢lémentaire étant déterminée par la dimension de I’espace de

diffusion locale des facteurs de croissance nécessaires a 1I’hématopoiése [135].
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b) Réseau vasculaire médullaire :

La vascularisation est 1’élément clé central de la microstructure médullaire,
permettant le passage des substances stimulantes et cellules souches, et la
libération des cellules matures. Le réseau vasculaire médullaire a surtout éte
étudié par injection vasculaire avec microradiographie des os longs des
rongeurs : les observations ne sont que partiellement transposables aux os
hématopoiétiques spongieux de 1’homme, les artéres nourricieres de 1’os
donnent des ramifications centrales, satellites des plus gros sinus, puis des
arterioles dirigées vers la périphérie des cavités osseuses, prolongées par des
capillaires le plus souvent situés dans la corticale osseuse et qui se transforment

en sinusoides lorsqu’ils pénétrent a nouveau dans la moelle.

Ces capillaires sont fréquemment anastomosés dans la région de 1’endoste avec
des capillaires issus du réseau périosté et traversant obliguement la corticale par
les canaux de Havers. Ainsi, une partie du sang artériel irriguant la moelle a
préalablement irrigué 1’0os. Les sinusoides qui prolongent les capillaires
(diamétres de 50-75 p) sont d’abord contournées et présentent de multiples
divisions et anastomoses. lls sont collectés dans les sinusoides droites, puis dans
les sinus centraux et dans les veines émergentes de 1’os. Chaque bouquet de
sinusoides contournées se jetant dans le méme segment de sinusoide droit est le

lieu des migrations cellulaires transendothéliales (figure 3) [135].
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Unité structurale élémentaire hématopoiétique
Réseau sinusoidal

Artériole médullaire

Sinus veineux médullaire Travées osseuses

Figure 2 : Représentation trés schématique de 1’unité structurelle élémentaire
médullaire [135].
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Figure 3 : La microvascularisation médullaire [135].
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3) Le stroma ou tissu de soutien médullaire :

La moelle osseuse hématopoiétique assure la différenciation des cellules
sanguines grace aux particularités de sa vascularisation et a sa richesse en
cellules stromales, cellules mésenchymateuses stimulant 1’hématopoiése. Le
stroma est la structure essentielle de 1’hématopoiése : hautement organisé, il
forme les niches adhésives pour le logement et la survie a long terme des CSH
[135], ce microenvironnement particulier réglemente ainsi le destin de ces
cellules, en termes de quiescence, auto-renouvellement et différenciation
[62,96].

Les cellules stromales délimitant et structurant les logettes hématopoiétiques
(figured) sont de plusieurs types: cellules réticulaires fibroblastiques,
adipocytes, cellules endothéliales (CE) et ostéoblastes. Elles dérivent d’une
cellule souche différente de la cellule souche totipotente hématopoiétique. Il s’y
associe des molécules de la matrice extracellulaire (collagene, laminine,
fibronectine, protéoglycanes, etc), et des cytokines ancrées sur les membranes

cellulaires et la matrice.

Les cellules stromales régulent 1’hématopoiése soit en réagissant directement
(contacts de cellule a cellule) avec les CH, soit en sécrétant des molécules
régulatrices qui modulent I’hématopoi¢se de maniere positive ou negative [135],
dont les facteurs de croissance hématopoiétiques (figure5) jouent un réle
prépondérant [108, 79]. De plus, elles constituent un soutien physique pour
les précurseurs par 1’intermédiaire de 1’expression de molécules d’adhérence

exprimeées a leurs surfaces et par la sécrétion de la matrice extracellulaire.
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Figure 4: Organisation et composition du stroma médullaire [97].
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I1. Place de la cellule endothéliale dans le microenvironnement médullaire :

La CE est I'un des constituants cellulaires du microenvironnement médullaire et
possede des rapports privilégiés avec les CH. Chez l'adulte, les CE délimitent
les sinus veineux de la moelle osseuse. Elles forment une monocouche de
cellules jointives dont les jonctions sont faites d'une juxtaposition cellulaire avec
une discrete superposition des bords cytoplasmiques. Les CH entrant dans la
moelle ou migrant hors de cette derniere doivent négocier cette barriere
anatomique. Elles apparaissent ainsi comme un partenaire essentiel a la
migration des CH matures dans la circulation et a la domiciliation médullaire

des progeéniteurs hématopoiéetiques en particulier apres greffe de moelle osseuse.

1) Description histologigue de la cellule endothéliale :

Les CE sont un composant important de la paroi vasculaire, plus précisément de
la couche interne : I’intima (figure6). Ainsi toutes les artéres et les veines de
I’organisme humain sont bordés de ces cellules, la couche étant appelée
I’endothélium. Chez I'adulte, I'endothélium des sinus veineux médullaires
constitue une barriére anatomique entre I'espace vasculaire et le parenchyme

médullaire. Les CE forment une monocouche tapissant ces sinus [109].

Les différents modéles estiment le nombre total de CE chez I’homme a 10% soit

un poids de 1,5 kg et une surface de 4000 & 7000 m?[109].
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Les CE sont a l’interface entre les éléments du sang circulant et la paroi
vasculaire. Ce sont des cellules aplaties d’environ 0,5u d’épaisseur, 100 p de
longueur et 10 de largeur. Elles sont de forme losangique et leur juxtaposition
forme un tapis arrangé en mosaique, leur grand axe est orienté dans le sens de
I’écoulement du sang. Elles reposent sur une membrane basale riche en
collagéne et en glycoprotéines. D’emblée on entrevoit le role complexe de ces
cellules qui, d’un c6té doivent favoriser la circulation du sang et de ’autre,
reposent sur un feuillage de collagene, puissant activateur des plaquettes et de la

coagulation [109].

Les jonctions entre les cellules se présentent sous différents aspects :
juxtaposition, chevauchement ou imbrication, de telle sorte que 1’étendue de la
frontiere entre deux cellules est trés variable et permet, au mieux, de s’adapter

au passage régulé des protéeines du plasma [109].

La surface luminale des CE est recouverte d’un manteau trés fin et fragile,
appelé le glycocalix. Identifie au cours des années 1960, avec ’apparition de la
microscopie  électronique, il  est constitué de  glycoprotéines, de

glycosaminoglycanes et de protéoglycanes [105].
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Figure 6 : Structure schématique de la paroi vasculaire [134].
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Le manteau glycalique a un réle plus global dans la coagulation puisque grace a
sa charge électrique négative il repousse les plaquettes circulantes et interagit
avec les facteurs de la coagulation vitamine-K-dépendants dont il catalyse les
actions [109].

Le glycocalix, en formant un réseau enchevétré et dense est une premiére
barricre devant I’endothélium et participe a la régulation du trafic cellulaire et
macromoléculaire. Plusieurs travaux chez [’animal ont montré que la
dégradation du glycocalix, de fagon enzymatique entre autres, s’accompagne
d’une augmentation de la perméabilite capillaire [98]. 1l régule aussi
I’interaction entre 1’endothélium et les leucocytes circulants. Chez la souris au
niveau des veinules du muscle crémaster, 1’injection d’héparatinase dégrade le
manteau riche en glycosaminoglycanes et s’accompagne d’une forte adhésion

des leucocytes a 1’endothélium intact mais « denudé » [64].

La microscopie électronique a mis en évidence, au niveau cytoplasmique, deux
éléments caractéristiques du phénomene endothélial, les vésicules de pinocytose
(figure7) et les corps de Weibel-Palade. Les vésicules de pinocytose
correspondent soit au transport transcellulaire de vésicules depuis le pdle
luminal vers le pdle basal soit a des sections répétées d’un méme canal tortueux
qui traverse la cellule de part en part. Les corps de Weibel-Palade qui
apparaissent denses et multiples, sont des vésicules de stockage de protéines
comme le facteur de von Willebrand (FvW) et la P-Sélectine. Ces deux

protéines sont impliquées, dans I’hémostase primaire [109].
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2) Caractérisation de la_cellule endothéliale médullaire :

a) Les caractéres structuraux :

Les CE des capillaires sinusoidales médullaires régulent le trafic des cellules
souches et progénitrices hématopoiétiques et la sortie des cellules sanguines
matures. Elles sont facilement observables sur les coupes en paraffine : les
anticorps anti-facteur VIII, BNH9, ou anti-CD31, couramment utilisés en
immunohistologie, facilitent leur identification sur les coupes en paraffine de
moelle humaine. Les CE de la moelle osseuse humaine sont marquées par la
lectine ULex Europaeus Agglutinine-1 (UEA-1). Elles n’expriment pas la
glycoprotéine endogline, a la différence de 1’endothélium vasculaire de tous les
autres tissus. Elles sont isolables et cultivables a partir d’aspirations de moelle
osseuse humaine aprés sélection positive, elles restent positives en
immunofluorescence pour le FVYW et conservent leur marquage cytoplasmique
morphologique caractéristique, les corps de Weibel-Palade montrés par la
microscopie électronique. Elles expriment aussi les molécules ICAM-1
(intercellular adhesion molecule), VCAM-1(Vascular cell adhesion molecule),
selectine-E, BMA120 (Anticorps monoclonal). Elles expriment la molécule
CD34, en particulier dans la moelle osseuse du feetus [135].

La microscopie électronique montre que les CE forment une barriére
endothéliale continue, mince de 2 a 3 nm d’épaisseur, excepté dans les régions
périnucléaires ou le cytoplasme plus volumineux est riche en organites (appareil
de Golgi) et fait saillie dans la lumiére des sinusoides. La basale des sinus n’a
pas la structure d’une basale normale : discontinue, non fibrillaire, elle a ’aspect

d’une condensation irréguli¢re d’aspect floconneux [135].
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L’endothélium est traversé¢ par les CSH passant du sang dans les niches
d’hématopoicse extravasculaire (homing) et par les cellules sanguines matures
passant sélectivement de la moelle dans le sang (diabase) par des orifices
transendothéliaux faisant communiquer les territoires extravasculaires et la

lumiere du vaisseau [135].

L’absence de la lame basale continue extravasculaire et la dispersion des
cellules adventitielles favorisent le passage des cellules myéloides matures de la
moelle vers le sang. Les orifices de migration sont situés dans une zone
particuliere du cytoplasme endothélial, a proximité des jonctions inter-

endothéliales (a 1,5 nm environ de I’extremité de la CE) [135] (figure 8).
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Figure 8 : Coupe transversale d’une sinusoide médullaire [135].
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b) Les caractéres de synthese :

Une des explications aux relations privilégiées entre les CE et progéniteurs
hématopoiétiques est que la CE pourrait fournir un environnement en facteurs de
croissance, permissif, autorisant la survie, la prolifération et la différenciation
des progéniteurs. La CE a la propriété de biosynthétiser un grand nombre de
cytokines dont la plupart de celles connues pour jouer un roOle dans

I'nématopoiése [14].

Le modeéle le plus largement utilisé a été la CE issue de la veine ombilicale. Le
(tableau Il) résume des données concernant la production de facteurs de
croissance hématopoiétiques par la CE. L'IL-1(interleukinl) et le TNF-a (tumor
necrosis factor-a) semblent jouer un rble particulier de stimulation de la
production de la grande majorité de ces cytokines. A [linverse, les
glucocorticoides ont une activité assez générale d'inhibition de cette production
[14].

Les CE de la veine ombilicale sont capables de promouvoir la prolifération et la
différenciation des progéniteurs hématopoiétiques, que ce soit dans des systéemes
experimentaux de co-culture en contact ou sans contact, les deux populations
cellulaires étant séparées par un filtre, et ce en I'absence de cytokines exogeénes.
Les cellules amplifiées appartiennent essentiellement aux lignées granuleuses et
monocytaires, un faible nombre de cellules expriment des marqueurs
plaquettaires. Les CE de la veine ombilicale ne peuvent pas promouvoir la
différenciation des progeéniteurs lymphoides et érythroides, ceci étant peut-étre
en rapport avec l'absence de production d'érythropoiétine et d'IL-7, de méme que

les CE des microvaisseaux médullaires [14].
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Des expériences d'inactivation des cytokines a lI'aide d'anticorps neutralisants ont
permis de montrer que cette capacité a promouvoir la prolifération et la
différenciation des progéniteurs hématopoiétiques par la CE était en relation
directe avec la production de ces cytokines . Enfin, il a pu étre montré que la CE
du cordon ombilical produisait des facteurs potentialisant I'action d'une
combinaison complexe de cytokines comprenant : SCF (stem cell factor), LIF
(Leukemia Inhibitory Factor), TPO (thrombopoiétine), IL-1, IL-3, IL-6, IL-11,
G-CSF(granulocyte colony stimulating factor) et GM-CSF (granulocyte-
macrophage colony stimulating factor) , et M-CSF (macrophage colony
stimulating factor), résultats qui suggéraient la présence dans le surnageant de

ces cellules de facteurs additionnels de croissance [14].

Cette capacite des CE a promouvoir la prolifération et la différenciation des
progéniteurs hematopoiétiques humains est une propriété plus genérale des CE
de différentes origines, comme par exemple les CE des microvaisseaux
médullaires, les CE des microvaisseaux du cerveau du porc ou dans un systéeme
entierement murin, les lignées obtenues a partir de CE de la vésicule ombilicale
[14].

Les CE médullaires contribuent a la stimulation de 1’hématopoi¢se par
I’élaboration de facteur de croissance : IL6, ligand de c-kit (stem cell factor),

G-CSF et GM-CSF [3] et LIF [14]. Ces cellules semblent produire de grandes
quantités de ces cytokines, quand cette production est comparée par exemple a
celle des CE de la veine ombilicale, ce qui pourrait correspondre a une
spécialisation fonctionnelle dans la production de cytokines. Les CE des
microvaisseaux meédullaires pourraient étre une des sources importantes de

cytokines dans le microenvironnement medullaire. Comme les CE de la veine
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ombilicale, elles sont capables par elles-mémes et sans I'adjonction de cytokines
exogenes de soutenir la prolifération et la différenciation des progéniteurs

granuleux, monocytaires et mégacaryocytaires [14].
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Tableau Il : Production des facteurs de croissance par la cellule endothéliale
[14].

Facteurs de croissance Meédiateurs induisant et ou stimulant
la production

GM-CSF LPS, IL-1,TNFa, ON,IL-4

G-CSF LPS, IL-1, TNFa, ON,IFN-g

M-CSF IL-1,LPS

TGFb TPO,plasmine

IL-6 LPS, IL-1, TNFa, , ON,IL-4, protéine C
activée

1L-8 LPS, IL-1, TNFa,Histamine, 11-3,
protéine C activée

LIF IL-1

SCF LPS-IL-1, Thrombine,LPS
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c) Méthodes d’isolement de la cellule endothéliale médullaire :

L'intérét de I'étude de la CE des microvaisseaux médullaires pour la
compréhension du trafic médullaire des progéniteurs hématopoiétiques ainsi que
I'appréciation de son rdle en tant que cellule productrice de cytokines dans le
microenvironnement médullaire a expliqué I'important effort de recherche visant

a isoler ces cellules a I'nomogeéneite.

Plusieurs groupes ont rapporté des protocoles d'isolement de ces cellules. Ces
protocoles résultent de I'adaptation de techniques utilisées pour l'isolement des
CE a partir de différents organes et utilisent tous l'existence de marqueurs de
surface ou de caracteristiques fonctionnelles et morphologiques de la CE

comme par exemple [14] :

1) la morphologie caractéristique de ces cellules,

2) I'expression du récepteur pour les LDL-acétylées,

3) I'expression du CD31,

4) I'épitope reconnu par l'anticorps monoclonal S-endol,

6) I'expression de sites de fixation de la lectine UEA-1.

Les CE des microvaisseaux médullaires ont pu étre isolées a partir de la moelle

osseuse du rat de la souris ou de I'nomme (tableau I1I).

Il faut souligner la difficulté d'un phénotypage rigoureux des CE. Le probleme
est compliqué par leur hétérogénéité : non seulement les CE de type capillaire
(comme dans la moelle) ont des propriétés tres différentes des CE bordant les

vaisseaux de gros calibre, mais elles expriment une specificité tissulaire : ainsi
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les cellules de la barriere méningée expriment un phénotype différent de celui

des cellules postcapillaires du ganglion [14].
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Tableau 111 : Cellules endothéliales des microvaisseaux médullaires : Méthodes

d’isolement [14].

Principes de la méthode utilisee

Moelle osseuse du rat

Caractéristiques physiques
(Centrifugation sur gradient de Percoll /
élutriation)

Moelle osseuse de la souris

Phagocytose différentielle de billes
magnétiques.

Moelle osseuse humaine

Sélection sur des billes magnétiques
recouvertes de la lectine UEA-1.

Moelle osseuse humaine

Digestion a la collagénase + sélection
sur billes magnétiques recouvertes de la
lectine UEA-1.

Moelle osseuse humaine

Centrifugation sur Ficoll pour obtenir
les cellules mononucléées puis
sélection sur billes magnétiques

recouvertes d’anticorps monoclonal S-
ENDO1 ou BNH9.
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Les cellules souches sont présentes dans la plupart des tissus et assurent
I’homéostasie des différents organes. Le renouvellement cellulaire des tissus
différenciés n’est concevable sur des périodes prolongées que si la production de
cellules souches est capable de s’autorenouveler. Cette fonction est assurée via
une division asymetrique : la cellule souche entrant en mitose donne naissance a
une cellule fille qui va s’orienter vers la différenciation. Le meilleur exemple
est celui des CSH. Elles ont été largement caractérisées en modéle murin et chez
I’homme. La reconstitution d’une hématopoicse a long terme chez un hote
irradié peut étre obtenue avec une seule CSH. Cette extraordinaire efficacité est
sous la dépendance du microenvironnement medullaire qui est spécifiqguement

adapté et joue le role de « niche » hématopoiétique.

3) Notion de la niche hématopoiétique :

On désigne sous le nom de niche : un site anatomique contenant un ensemble de
cellules souches qui entrent en division symétrigue ou asymétrique, ou restent
quiescentes en réponse a des signaux provenant du microenvironnement
immédiat, constitué par les autres cellules de la niche ainsi que des facteurs
systématiques [129,110]. Ce concept suppose non seulement un support
physique, mais aussi une sorte de code résultant de ’ensemble des facteurs

pouvant interagir avec la cellule souche [137].

Le concept de la niche hématopoiétique a été d'abord proposé par Schofield en
1978.Cependant, ce n’est que depuis le début des années 2000 qu’un
faisceau d’arguments expérimentaux concourt a la démonstration de son
existence [130]. Elle I’est I'une des niches les plus étudiées. Les CSH peuvent

initialement étre détectées chez I’embryon dans la région aorto-gonadique, puis
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elles migrent dans le foie feetal et ensuite dans la moelle osseuse aprés la

naissance [137].

Durant le développement, les CSH font 1’objet d’une expansion, mais
deviennent ensuite largement quiescentes. La proportion des CSH quiescentes
est précisément régulée tout au long de I’existence. De trés nombreux facteurs
régulant les CSH ont été décrits, mais les données les plus solides indiquent un
rle majeur du microenvironnement [84,131]. Cette régulation passe
principalement via P’architecture spécifique de la niche hématopoiétique. La
niche est constituee de cellules spécifiques sécrétant des molecules de surface
interagissant avec les CSH, modulant leurs divisions asymétriques, leur
quiescence et leur mobilisation. Deux types de niches ont été identifiés : La

niche ostéoblastique et la niche vasculaire.
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a) La niche ostéoblastique :

Les premiers indices d’une localisation préférentielle des CSH dans des régions
médullaires datent des années 1970. Les CH les plus indifférenciées se localisent
dans les régions sous-endostéales, les plus differenciées étant isolées le long de
I’axe central de la moelle osseuse. Il a été déemontré que les CSH les plus
primitives pouvaient de méme &tre localisées a la surface de 1’endoste

trabéculaire, via ’interaction par les N-cadhérines (molécules d’adhésion)
[137].

Parmi les différentes cellules composant la région trabeculaire, les ostéoblastes
bordant la ligne d’ossification ont été proposées comme riches en N-cadhérine et
dénommeées simple-shaped-N-cadherine+CD54-osteoblastic cells (SNO) [65]
(figure9). Les ostéoblastes produisent des facteurs ayant la capacité de réeguler la
quiescence et la persistance des CSH tels que : I’angiopoiétine, 1’ostéopontine,
la TPO et la chimiokine CXCL-12 (SDF-1=stromal cell-derived factor-1). Les
ostéoblastes sont capables d’assurer la culture in vitro des cellules capables de
repopulation hématopoiétique,a long terme: LTC-IC (Long-termed culture
initiating celld), principalement via leur production de G-CSF et d hepatocytes
growth facor. Au contraire, les ostéoblastes activés par le receptor activator of
NK-Kappa B ligand (RANK-Ligand), qui peuvent résorber 1’0s, induisent une
mobilisation hors des CSH de la niche [137].
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Figure 9 : Schéma de la niche ostéoblastique [99].
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b) La niche vasculaire :

La nécessit¢ d’une intégration par la niche des signaux de rétrocontrdle
provenant de la circulation sanguine pour réguler I’hématopoi¢se a fait poser
I’hypothese qu’au moins une partie de la niche hématopoiétique contenant des
progeéniteurs et certains CSH devait se situer dans une région tres vascularisée,

constituée par la paroi des sinusoides médullaires.

Les régions d’hématopoicse extramedullaire chez la souris, telles que le foie ou
la rate ne comportent pas d’ostéoblaste, ce qui suggere que la présence de

structure osseuse et osteéogénique n’est pas indispensables a la niche [137].

La constatation que des CSH pouvaient étre identifiées dans des régions
médullaires a distance de 1’endoste a conduit a I’identification d’un phénotype
particulier de ces cellules. Celles-ci expriment une combinaison de marqueurs
de la famille dite signalling lymphocyte activator molecule (SLAM) (CD150"
CD244° CD48- CD41-) .Cette découverte a permis de mettre en évidence une
autre localisation des CSH, autre que la niche endostéale. Ainsi il a été démontré
que les 2/3 des CSH SLAM dans la MO sont localisées a proximité immédiate

des cellules endothéliales sinusoides [137].

Les sinusoides médullaires sont composés, comme tout vaisseau, de CE. Celles-
ci semblent jouer un role important dans la niche hématopoiétique. En effet dans
la moelle osseuse, les CE sinusoidales ont été révélés comme une niche
alternative des CSH appelée niche vasculaire (Figure 10). La niche vasculaire a
été récemment identifiée [54]. En conséquence, les molécules associées
impliquées dans la regulation des CSH au sein de cette niche demeurent en

grande partie inconnues.
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Les sinusoides médullaires sont entourés de cellules réticulaires qui sécretent
inhabituellement des quantités importantes de CXCL12, dénommées CXCL12
abundant reticular (CAR) [137].
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Figure 10 : La niche vasculaire [90].
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La niche vasculaire favorise la prolifération et la différenciation des CSH [86].
Effectivement il a été démontré a 1’aide d’'un mod¢le murin mutant pour la
thrombopoiétine (TPO-/-), une hormone stimulant la thrombopoiese, que la
reconstitution de la thrombopoiése en situation de stress implique le recrutement
des CSH a la surface endothéliale sinusoidale. Cette action implique la MMP-
9(Matrix metallopeptidase 9), qui médie la libération du ligand soluble Kit
(sKitL). Dans cette étude les CSH quittaient la niche ostéoblastique et
transloquaient vers la niche vasculaire, et s’y différenciaient en progéniteurs des
mégacaryocytes pour promouvoir la maturation des mégacaryocytes ainsi que la

libération des plaquettes [86,68].

Des ¢tudes suggerent que I’endothélium sinusoidal favorise la prolifération et la
différenciation des cellules souches cellules progénitrices et en fournissant un
microenvironnement plus riche en éléments nutritifs, avec des concentrations

plus élevées de facteurs de croissance et d'oxygene [86,66].

Une autre fonction plausible pour la niche vasculaire, est d'aider les CSH dans la

migration transendothéliale, pendant le homing et la mobilisation [87, 91].
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c) Collaboration des deux niches hématopoiétiques :

La niche hématopoiétique peut étre modélisée de la maniére suivante [92]. La
surface de I’endoste de 1’0s est recouverte de cellules stromales. Les ostéoblastes
qui interagissent avec les N-cadhérines servent de niche en maintenant les
CSH quiescentes, bloguent la différenciation, et maintenant le réservoir de CSH

sur le long terme.

En réponse a un traumatisme, les CSH quiescentes sont activées et recrutées
au niveau de la niche endothéliale. La CSH se divise alors par division
asymétriqgue en une CSH qui alimentera le réservoir de CSH a la niche
ostéoblastique et en progéniteurs multipotents, a I’origine des lignages

hématopoiétiques et ainsi assurer I’homéostasie du tissu hématopoiétique.

Ensemble, les niches ostéoblastique et endothéliale (figure 11) cooperent de
maniere forte pour contréler la quiescence et 1’auto-renouvellement des CSH,
ainsi que la production de progéniteurs précoces pour maintenir I’hnoméostasie

du tissu ou réparer aprés un traumatisme.
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4) La migration transendothéliale, diabase et « homing » :

Dans les niches hématopoiétiques, les CSH restent a I'état indifférencié et
quiescent dans les périodes d'équilibre hématopoiétique. Les cellules du stroma
médullaire et parmi elles, les CE médullaires, par la matrice extracellulaire et
par les cytokines qu'elles produisent ainsi que par les molécules d'adhésion

qu'elles expriment, jouent un role majeur dans le devenir des CSH.

a) Le phénomene de Diabase : Passage des cellules de la moelle vers le
sang :

Un phenomeéne soulignant la position centrale de la CE dans I'hnématopoiése est
celui de la migration des CH matures de la moelle dans la circulation (diabase).
Cette migration peut étre schématiqguement divisée en trois séquences
d'événements :
1) modulation des interactions adhésives entre CH et cellules du
microenvironnement médullaire,
2) migration dirigée vers les sinus veineux,
3) sortie a travers la membrane basale de ces derniers et la monocouche des
CE.
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La derniére de ces étapes implique un contact avec la membrane basale et les CE
des sinus veineux médullaires et pourrait faire intervenir un passage
transcytoplasmique par l'intermédiaire de pores endothéliaux comme cela a pu
étre montré pour la migration des précurseurs myéloides par exemple ou des
progéniteurs de la lignée rouge (figurel?) (le passage transendothélial apparait

aussi étre un facteur essentiel a I'énucléation des progéniteurs érythroides) [14].
L'interaction CE / progeéniteurs et CH matures au cours de cette sortie de la

moelle fait probablement intervenir les différentes familles de molécules

d'adhésion exprimees par la CE et mentionnees dans (le tableau 1V [14]).
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Tableau IV : Couples récepteurs ligands impliqués dans 1’adhésion des
progéniteurs hématopoiétiques aux cellules endothéliales des microvaisseaux

médullaires [14].

Cellules endothéliales Progeniteurs

Sélectines
E-sélectine (CD62E) Sle (sialyl Lewis x ;CD15s) ou autres
P-sélectine (CD62P) oligosaccharides sialylés en fucosylés

présents sur les glycoprotéines de
surface (PSGL-1 par exemple)

Ligands oligosaccharidiques sialylés, L-sélectines (CD62L)

fucosylés et sulfatés exprimés sur des

glycoprotéines de surface (CD34)

Couples intégrines/ molécules de la

superfamille des

immununoglobulines

ICAM-1 (CD45) LFA-1 (CD11a/CD18)
CR3-Mac-1 (CD11b/CD18)

VCAM-1 (CD106) VLA-4 (CD49d/CD29)

PECAM-1 (CD31) PECAM-1 (CD31)
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Les mécanismes de migration cellulaire sont complexes et il est probable que
ces classes de molécules d'adhésion soient concernées dans des processus
séquentiels et/ou coopératifs, comme c'est le cas pour les leucocytes dans des

modeles bien étudiés d'inflammation (figure 13).

e Le role des molécules adhésives endothéliales :

Les molécules adhésives impliquées dans le trafic moelle-sang des cellules
souches et des progeéniteurs hématopoiétiques sont en grande partie celles qui
jouent un role dans les mouvements des leucocytes vers les sites inflammatoires.
Elles ont été initialement décrites sur les différentes classes de leucocytes et sur
les CE de I'ensemble de I'arbre vasculaire. L'extravasation des granulocytes, des
monocytes et des lymphocytes au site de l'inflammation se fait grace a des
sélectines et a leurs ligands, a des intégrines et a des molécules de la
superfamille des immunoglobulines présentes sur les CE et les leucocytes. La L
sélectine (CD62L) sur les leucocytes ainsi que la E sélectine (CD62E) et la P
sélectine (CD62P) sur les CE reconnaissent des residus carbohydrates et medient
le contact cellulaire initial réversible ou rolling des leucocytes avec

I'endothélium vasculaire [67].

Des molécules d’adhésion, en particulier les intégrines VLA-4 et VLA-5(very
late antigen-let 5) (B;1) et LFA-1(lymphocyte function associated antigen-1)
(B2) et Mac-1(macrophage-1 antigen), et leurs ligands respectifs de la
superfamille des immunoglobulines, VCAM-1 et ICAM-1/2 (figure 14 et 15),
mais aussi les sélectines E, P et L et leurs ligands permettent 1’adhésion des CH

au cellules du stroma et a I’endothélium sinusoidal [67].
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recrutement des leucocytes circulants [133].
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Des expériences in vivo montrent la part importante que joue le couple VLA-
4/VCAM-1, dans la migration hors de la moelle des progéniteurs
hématopoiétiques. L'administration d'anticorps neutralisants anti- VLA-4 a des
macaques est responsable d'une mobilisation dans le torrent circulatoire des
progéniteurs hématopoiétiques. Dans la méme étude, les auteurs montrent que
I'administration d'un anticorps anti-B2 intégrine n'a pas cet effet.
L'immobilisation de certaines cytokines par les protéoglycanes dont la CE est
une source importante pourrait contribuer a diriger la migration cellulaire dans

ce processus d'émigration moelle/circulation [14].

Les CE des organes hématopoiétiques adultes et feetaux humains expriment de
facon constitutive la E sélectine et VCAM-1,qui ne sont pas ou que peu
exprimées a I'état basal par les autres CE de I'organisme ou leur expression est
induite ou augmentée par des cytokines comme le TNF-a, I'IL-1B, I'IL-4 et

I'interféron y [67].

La mobilisation des cellules CD34" est associée a une inactivation fonctionnelle
de l'intégrine VLA-4. Ces modifications de I'expression de VLA-4 sur les
CD34" des CSH sont associées a une adhésion diminuée in vitro au stroma
médullaire et a la fibronectine et sont réversibles quand les cellules sont remises
en culture en présence de cytokines proches, en composition et en concentration,

de celles qui sont trouvees dans les cultures de cellules stromales [14].
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Des données montrent que les E et L sélectines, VCAM-1 et les intégrines VLA-
4 et LFA-1 jouent un réle dans la mobilisation des CH de la moelle vers le sang.
Un certain nombre de données expérimentales et cliniques viennent le
confirmer. Tout d'abord, il a été montré que les CH de souris Bl se
differencient normalement mais ne migrent pas normalement. Une mobilisation
de CSH chez des souris ou des primates non humains peut étre induite par

I'injection intraveineuse d'un anticorps anti-VLA-4 ou anti-VCAM-1[67].

Enfin, d'autres molécules d'adhésion comme PECAM-1(CD31) (Platelet-
endothelial cell adhesion moleule) et CD44 sont probablement impliquées dans
la mobilisation des cellules hématopoietiques. Une diminution de I'expression de
CD44 par les cellules CD34" du sang a été rapportée et un anticorps bloquant
anti-CD44 induit la mobilisation de CSH chez la souris [67].
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Des cytokines endogenes cooperent pour permettre le détachement et la
migration des CSH vers la circulation, en particulier, le SCF (stem cell factor),

en se fixant a son ligand C-Kit a la surface des CSH.

e Lerbledu Stem cell factor SCF :

Le SCF ou kit ligand induit ses effets biologiques en se fixant au récepteur c-kit
(figurel4). Il est produit de fagon constitutive par les CE et aussi par les
fibroblastes et son expression est trés peu modulée par les cytokines de
I'inflammation. Les cellules du stroma médullaire présentent la forme
transmembranaire de la cytokine a leur surface mais sécrétent aussi la forme
soluble. Il a été montré réecemment montré chez la souris que, au cours de la
mobilisation des CSH, la métalloprotéinase-9 (MMP-9) coupe le SCF

membranaire et libere le SCF soluble [48].

Le traitement par le SCF de lignées hématopoiétiques augmente initialement
(pendant 30 a 60 minutes) leur adhésion a VCAM-1 et a la fibronectine, puis la
diminue pendant 24 heures. Cette augmentation d'adhésion est associée a une
augmentation d'affinité de VLA-4 et VLA-5 pour VCAM-1 [15,3].

Une diminution de I'expression de c-kit est observée dans une moelle normale de
souris apres mobilisation par des anticorps anti-VLA-4. Ce qui montre que la
mobilisation par anti-VLA-4/VVCAM-1 requiert une signalisation qui concerne la
voie du SCF/c-kit [21].
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Une étude a analysé la relation entre la mobilisation des CSH sanguines, évaluée
par le nombre de cellules CD34 + circulantes, la concentration de SCF dans la
circulation et la concentration de l'isoforme soluble de VCAM-1 dans la
circulation de patients (45 sujets porteurs de myélome et 29 de cancers du sein)

ayant recu un traitement de mobilisation par chimiothérapie et G-CSF.

Il est intéressant de noter que I'isoforme soluble de VCAM-1 est présente dans le
surnageant de CE stimulées par des cytokines et en concentration importante
dans la circulation chez I'nomme. la concentration du SCF était corrélée
négativement avec le nombre de cellules CD34" circulantes dans le groupe des
cancers du sein et les concentrations de SCF et de VCAM-1 étaient correlees
entre elles dans les deux groupes de malades [44]. Ceci peut s'expliquer par la
fixation du SCF soluble a son récepteur sur les CH. Cette fixation du SCF
soluble et l'internalisation du complexe SCF-récepteur pourraient expliquer,
d'une part, la tres importante diminution de I'expression de c-Kkit sur les cellules
CD34" sanguines par rapport aux cellules de la moelle non stimulée et, d'autre
part, la corrélation inverse trés nette entre la quantité de cellules

CD34" prélevées et I'expression de c-kit par ces cellules [16].

L'ensemble de ces données permet donc de penser que le SCF endogéne pourrait
jouer un réle dans la mobilisatiion des CH par I'intermédiaire d'une activation
croisée des voies SCF/c-kit et VCAM-1/VLA-4, y compris chez ’homme
(figure 14).
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e Role des facteurs angiogéniques VEGF :

Les facteurs de la famille des vascular endothelial growth factors (VEGF), les
angiopoiétines (Ang) et les éphrines sont considérés comme des facteurs de
croissance spécifiques de l'endothélium vasculaire. Des modéles murins de
souris éteintes ou transgéniques ont permis d'établir le role de ces différents
facteurs dont les effets biologiques complémentaires et coordonnés permettent
une vasculogenese et une angiogenese normales [67].

Des souris SCID (several combined immune deficiency) injectées par voie
intraveineuse avec un vecteur adénoviral exprimant I'isoforme 165 du VEGF-A
humain (AdVEGF 165) et/ou avec un vecteur adénoviral exprimant le gene de
I'Ang-1 ont été étudiees pour la mobilisation de leurs progéniteurs
hématopoiétiques (CFU-M, CFU-GM, BFU-E, CFU-GEMM et CFU-S) et de
leurs CSH capables de reconstitution a long terme. Apres l'injection
d'’AdVEGF165, un pic sanguin du VEGF est observé a 24 heures et le retour au
niveau de base est observé a J28. Une mobilisation des progeéniteurs
hématopoiétiques est observee a J5 (x 20 pour les CFU-S). Le pic d'Ang-1 est
observé a J3, associé a une mobilisation retardée des progéniteurs

hématopoiétiques [67].

Ces deux facteurs angiogéniques mobilisent également des CSH multipotentes.
Simultanément, des progéniteurs endothéliaux (angioblastes) sont mobilisés.
L'AdVEGF189 qui exprime une isoforme du VEGF liée a la matrice
extracellulaire n'a pas d'effet sur la mobilisation des CSH et des angioblastes et
un anticorps bloquant anti-VEGFR-2 bloque la mobilisation induite par le
VEGF 165.
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Le VEGF 165 et I'Ang-1 endogénes sont donc capables de mobiliser des CSH
qui expriment le VEGFR-2 et le Tie2 ou TEK (tyrosine kinase receptor),
suggeérant gque l'activation des voies de signalisation par le VEGF/VEGFR-2 et
par I'Ang-1/Tie-2 peuvent intervenir pour la mobilisation des CSH et des

angioblastes [67].

le VEGF-A, d'une part, induit la production de GM-CSF par les cellules
endothéliales médullaires et, d'autre part, agit de fagon synergique avec le SDF-

1 pour induire la migration transendothéliale des cellules CD34"[67].

De plus, le VEGF-A induit in vitro I'expression de la E sélectine par les CE
médullaires qui, in vivo, expriment cette molécule d'adhésion [33]. Il y a donc
des arguments expérimentaux sérieux pour penser que des facteurs
angiogéniques endogeénes, et en particulier le VEGF-A, jouent un rdle important
dans la régulation du microenvironnement médullaire et du trafic des CSH et des

progéniteurs hematopoiétiques [67].
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b) Le « Homing » des progéniteurs transplantés vers la moelle osseuse :

L'hématopoiése chez I'homme adulte est, dans des conditions physiologiques,
localisée a la moelle osseuse, en situation extravasculaire dans les espaces
délimités par les sinus veineux. Une localisation ectopique, par exemple au
niveau du foie ou de la rate, ne se rencontre que dans certaines situations
pathologiques comme dans le de la myélofibrose primitive ou secondaire, les
cellules sanguines fuient la moelle et migrent vers les tissus hématopoiétiques
embryonnaires (la rate ou le foie). La specificité de la localisation de
I'nématopoiése est soulignée de maniéere frappante par le fait que les
progéniteurs hématopoiétiques transplantés apres greffe de moelle vont
recoloniser précisément leur environnement d'origine, la moelle osseuse, ce qui

suggere qu’ils sont douées d’une mémoire cellulaire.

Ces observations suggerent qu'il existe des signaux positionnels permettant
I'extravasation et la domiciliation spécifique des progéniteurs hématopoiétiques
au niveau meédullaire. Lors de leur transit dans la circulation médullaire, les
progéniteurs hématopoiétiques viennent neécessairement au contact de
I'endothélium des sinus veineux médullaires. Ce dernier représente une barriére
anatomique, lieu de passage obligé entre le compartiment sanguin et le tissu
hématopoiétique.

La CE jouerait donc un role actif de premiere importance dans la localisation de
I'hnématopoiese. Un tel modele dans lequel des cellules circulantes quittent le
torrent circulatoire pour se domicilier spécifiguement (homing) (figure 16) dans
un tissu particulier, est par exemple bien connu pour les lymphocytes. Ces
derniers adhérent a I'endothélium des veinules post-capillaires des organes

lymphoides (HEV, high endothelial venule), par I'intermédiaire de molécules
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d'adhésion spécifiques. Les lymphocytes entrent dans les organes lymphoides en
reconnaissant et en traversant cet endothélium spécialisé. L'analyse des
mécanismes moléculaires du homing des lymphocytes a permis de montrer qu'il
faisait intervenir tout un ensemble de molécules d'adhésion sous la forme d'une
cascade multimoléculaire d'interactions séquentielles entre lymphocytes et HEV
[14].

Les couples L-sélectine et ses ligands, les couples intégrines et leurs ligands de
la superfamille des immunoglobulines, interviennent par exemple dans les
interactions spécifiques entre lymphocytes naifs et HEV [8]. L'interaction entre
la L-sélectine et ses ligands oligosaccharidiques représente un exemple
remarquable de l'importance des glycosylations dans [I'établissement d'une
reconnaissance spécifique cellule/cellule. La L-sélectine reconnait son ligand
par son domaine lectine N-terminal. Un ligand bien caractérisé de la L-sélectine
est CD34, l'interaction se faisant au niveau de déterminants oligosaccharidiques

sialylés, sulfates et probablement fucosyles [14].

L'intervention de la L-sélectine a été suggérée chez I'homme par I'analyse
comparative, apres greffe, de la récupération hématopoiétique et de I'expression
de différentes molécules d'adhésion sur les progéniteurs greffés. Une corrélation
significative a pu étre trouvée en particulier entre le nombre des cellules CD34"
transplantées exprimant la L-sélectine et la vitesse de la récupération
plaquettaire aprées greffe [7].
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Figure 16 : Les étapes du Homing des cellules vers la Moelle osseuse [111].

60




Les couples VLA-4/VCAM-1 et LFA-1/ICAM-1 jouent sans doute un réle
important pour assurer la stabilisation de l'interaction adhésive [2]. L'intégrine
Bl VLA-4 et les intégrines B2 LFA-1 et Mac-1 sont exprimées a la surface des
progéniteurs CD34" [1]. Leurs ligands respectifs VCAM-1 et ICAM-1 sont
exprimés a la surface des CE des microvaisseaux médullaires. Dans un modele
murin de greffe de moelle, le prétraitement du greffon par un anticorps dirigé
contre VLA-4 ou celui du receveur par un anticorps anti-VCAM-1 réduit

significativement I'adressage médullaire des progéniteurs transplantés [4].

Les CE des microvaisseaux médullaires expriment la E-sélectine, le
prétraitement de ces cellules par un anticorps anti-E-sélectine inhibe lI'adhésion
des cellules CD34" [9] et l'inactivation des génes codant pour les E- et P-
sélectines chez la souris s'accompagne d'une perturbation de I'hématopoiese avec

une importante polynucléose neutrophile [10].

61



e Le role dela Chimiokine SDF1 dans le « homing »:

Le SDF-1 est une chimiokine de la famille CXC (CXCL12 dans la nouvelle
nomenclature) produite par les cellules stromales de la moelle, et qui se fixe au
récepteur CXCR4. La fixation du SDF1 a son récepteur CXCR4 sur des cellules
CD34" médullaires induit une signalisation impliquant JAK2 et aboutissant a
une réorganisation des protéines du cytosquelette. Le SDF-1 est chimiotactique
et chimiokinétique pour les cellules CD34" médullaires, un gradient de SDF-

1 induisant leur migration vers les fortes concentrations de la cytokine [41].

L'endothélium des sinusoides médullaires exprime constamment en immuno-
histochimie une quantité importante de SDF-1. Le SDF-1 endothélial active les
intégrines VLA-4, VLA-5 et LFA-1 a la surface des CH, les faisant passer du
stade derollingau stade d'adhésion ferme dans le sens duhoming et
inversement, probablement, dans le sens de la mobilisation. Il existe, en effet,
des arguments expérimentaux pour penser que le SDF-1joue un rble non
seulement dans le homing mais aussi dans la mobilisation des cellules

hématopoiétiques [48, 41].

On observe une relation inverse entre la quantité de CH collectées par
cytaphérese et leur expression de CXCR4. Le nombre de cellules
CD34" mobilisées décroit de fagon exponentielle avec l'augmentation de leur
expression de CXCR4 [45]. L'élévation du taux plasmatique de SDF-1 par
injection d'un vecteur adénoviral exprimant SDF-1 chez la souris SCID induit

une mobilisation des CSH et des progéniteurs hématopoiétiques [46].
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Il a été rapporté une association entre certains polymorphismes du SDF-1 et
I'efficacité de mobilisation des progéniteurs hématopoiétiques [47]. Ainsi, le
SDF-1 endogene jouerait un role dans la mobilisation des CSH depuis le stroma
médullaire vers le sang, par I'établissement d'un gradient de concentration de la
moelle vers le sang, par I'activation des CH dont le cytosquelette se réorganise et
par l'activation des intégrines a leur surface. De plus, il vient d'étre montré que
du SDF-1 exogeéne fait exprimer la MMP-9 par les cellules stromales et les CSH

chez la souris [48].

Une étude qui s'est attachée a étudier la production de cytokines endogenes chez
des donneurs sains traités par le G-CSF pendant cing jours a mis en évidence
une augmentation de I'lL-8 sanguine, maximale a J5. Cette concentration d'IL-
8 était corrélée avec le nombre de cellules CD34" circulantes et avec la quantité
de CH prélevees par cytapherése. En revanche, les taux de TNF-a, d'TFN-y et de
MIP1lo (Macrophage inflammatory protein-/«) n'étaient pas modifiés [30]. La
sécrétion d'IL-8 endogene pourrait donc jouer un role dans la mobilisation des

CSH et des progéniteurs induite par le G-CSF.
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e Le couple SDF1/ CXCR4 : Nouvelles cibles thérapeutigues :

Le role central de I’interaction entre la chimiokine SDF1/CXCL12 et son
récepteur CXCR4 dans Le phénomeéne de la mobilisation en a fait une cible
intéressante pour des agents pharmacologiques ; le plerixafor est le prototype de
ces nouveaux agents, et a récemment recu une autorisation de mise sur le
marché de la part des autorités sanitaires nord-américaines puis européennes ;
cette autorisation a été accordée sur la base des résultats cliniques positifs
enregistrés lorsque le plerixafor est associe au rhG-CSF (rh :recombinant
human) pour mobiliser les CSH chez des patients atteints d’hémopathies

lymphoides et candidats a une intensification thérapeutique avec autogreffe

[132].

L’inhibition de I’interaction entre CXCR4 et SDF-1 par un anticorps anti-
CXCR4 ou par un inhibiteur pharmacologique blogue le homing des CSH dans
la moelle ; a I’inverse, 1’expression forcée de CXCR4 dans les progéniteurs

hématopoietiques augmente leur capacité de homing [30, 70].

e L’introduction du plerixafor dans les stratégies de mobilisation des

progéniteurs hématopoiétiques en vue de préléevements par cytaphérese :

La possibilité de moduler les phénoménes de migration cellulaire au travers des
interactions SDF-1/CXCR4 a fait ’objet de beaucoup d’attention de la part des
biologistes cellulaires depuis une dizaine d’années. Plusieurs molécules
structurellement différentes ont été décrites dont certaines font 1’objet de
développements pharmaceutiques. L’autorisation de commercialisation accordée
récemment (en 2009) aux Etats-Unis puis en Europe, au plerixafor, premier

médicament dans cette classe, auparavant connu comme AMD-3100, vient
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renouveler I’'intérét des cliniciens dans le domaine de la mobilisation et de

la greffe de cellules souches hematopoiétiques [132].

Le plerixafor a été initialement développé comme thérapeutique potentielle de
I’infection a VIH, dont le CXCR4 est un corécepteur. Ce développement a été
arrété en raison des effets indésirables associés a une administration
chronigue, mais a permis de noter une hyperleucocytose chez les sujets traités
[34,55].

La démonstration de la capacité du plerixafor a mobiliser les cellules souches
et progénitrices hématopoietiques [56, 88] mais également des progéniteurs avec
d’autres potentialités de réparation tissulaire [132] a rapidement été apportée
suite a ces premieres observations. Les autorisations de mise sur le marché
(AMM) ont été largement accordees sur la base des résultats obtenus au cours
de deux études de phase Il essentiellement conduites aux Etats-Unis et au
Canada, la premiére pour des patients atteints de lymphomes malins non
Hodgkiniens, la seconde pour des patients atteints de myélome multiple
[118, 119], toutes deux conduites en premiére ligne (lors de la premiéere

tentative de collecte d’un greffon sanguin autologue) [132].

Dans les deux cas, un regime de mobilisation associant le plerixafor au rhG-CSF
etait supérieur a un régime de mobilisation associant le G-CSF avec un placebo
pour tous les critéres de jugement : proportion de patients atteignant le nombre
optimal de progéniteurs CD34+ collectés (5 x 106/kg), proportion de patients
atteignant le nombre minimal de progéniteurs CD34+ collectés (2 x 106/kg),
proportion de patients recevant une chimiothérapie intensifiée sous couvert

d’une autogreffe. . . Il est toutefois a remarquer que les patients du bras contréle
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montraient dans cette étude des résultats sensiblement moins bons que ceux

enregistrés par la plupart des programmes de greffe Européens [132].

Les patients du bras contréle qui n’avaient pas pu étre collectés lors du
traitement par rhG-CSF seul, ont largement pu I’étre lors du traitement de
sauvetage incluant du plerixafor, confirmant ainsi 1’efficacité de ce médicament
chez les mauvais mobilisateurs, efficacité qui avait été démontrée dans des
etudes de phase Il [112]. Il n’existe pas d’étude de phase III publiée pour
les patients atteints de maladie de Hodgkin, une autre indication admise de
chimiothérapie intensifiée sous couvert d’autogreffe, mais seulement une étude
de phase Il [113] avec des conclusions identiques a celles obtenues pour

d’autres indications.

La capacité du plerixafor a ameliorer la mobilisation des progéniteurs
hématopoiétiques chez des patients ayant peu ou pas répondu a un régime
classique incluant du rhG-CSF a depuis été démontrée dans de nombreuses
études [120]. L’addition du plerixafor au rhG-CSF induit une augmentation du
nombre des progéniteurs CD34+ circulants par un facteur allant de 2 a 3 [100].
L’AMM européenne autorise 1’usage du plerixafor pour des patients atteints
d’hémopathies lymphoides, candidats a une intensification thérapeutique avec
autogreffe, et mobilisant mal en réponse a un traitement bien conduit par
rhG-CSF ; elle est donc restrictive, mais concerne néanmoins les indications les

plus fréquentes d’autogreffes [132].
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e Autres indications cliniques potentiels pour les agents ciblant
CXCR4 :

Bien que son usage dans ce contexte ne fasse pas aujourd’hui [’objet
d’une AMM, le plerixafor a été évalué pour sa capacité a mobiliser les
CSH chez des donneurs volontaires sains en vue d’une greffe allogénique.
L’¢évaluation d’une petite cohorte de 25 donneurs a récemment été publiée et a
montré, suite a 1’administration d’une dose unique de plerixafor sans
I’administration de G-CSF, la possibilité de collecter une dose suffisante de
progéniteurs hématopoiétiques, une prise de greffe ainsi que I’établissement
d’un chimérisme total chez les 20 receveurs évalues [89, 144]. Dans le
contexte de la greffe allogénique, 1’évaluation précise des propriétés
phénotypiques et fonctionnelles de cellules immunocompétentes qui sont
collectées chez les donneurs mobilisés sera importante pour évaluer si les
greffons collectes sous G-CSF et/ou plerixafor sont a 1’origine d’une allo-

réactivité identique ou modifiée [132].

Les études précliniques [121,71] et cliniqgues montrent que les propriétés
fonctionnelles et phénotypiques des CSH mobilisées en réponse au plerixafor
different de celles mobilisées en réponse au rhG-CSF, et sont probablement plus
immatures. Si ces propriétés sont confirmées, les CSH obtenues apres
mobilisation par le plerixafor pourraient constituer une population cellulaire
attractive pour le transfert de géne in vitro et la thérapie génique. Par ailleurs,
I’usage médical restrictif proposé par I’AMM du plerixafor ne doit pas masquer
le spectre d’activité¢ plus large de cette molécule. En effet, des études

fonctionnelles montrent que des cellules angiogéniques ou des progeéniteurs
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endothéliaux sont aussi mobilisés par I’administration concomitante de thG-CSF

et de plerixafor a des donneurs sains [132].
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Dans les cas de leucémies ou de lymphomes, des cellules tumorales immatures
se retrouvent prématurément dans la circulation et peuvent infiltrer la majorité
des tissus de I'organisme (extravasation). La migration des cellules
hématopoiétiques normales et la dissémination métastatique de cellules
tumorales issues de tumeurs hématopoiétiques ou solides impliquent des
mécanismes communs, ainsi I’étape de 1’extravasation exige que la cellule

tumorale adhére et migre au travers 1’endothélium vasculaire du tissu cible.

VI-Implication de la cellule endothéliale dans I’hématopoiése pathologique

1) Raole de la cellule endothéliale dans les métastases :

La progression tumorale dépend du pouvoir prolifératif et du pouvoir
métastasiant. Apres une phase locale, les métastases (du grec “métastasis”:
déplacement) font toute la gravité de la maladie cancéreuse. Les métastases sont
des foyers cancéreux secondaires, développés a distance de la tumeur primitive,
et dont la croissance est autonome, indépendante de celle de la tumeur primitive
[71].

Lorsque la tumeur primaire augmente en taille de plus de 1 mm?, elle ne peut
plus obtenir de l'oxygéne et les nutriments par diffusion et lance donc le
processus d'angiogenése. Par conséquent, de nombreux types de cancers
sécretent des facteurs angiogéniques tels que le facteur de croissance de
I’endothélium vasculaire (VEGF) et le facteur de croissance des
fibroblastes (FGF) et stimulent la formation vasculaire autour de la tumeur
[49].
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En général, les cellules cancéreuses acquierent leur propriété invasive a
un stade relativement précoce, au cours duquel de nombreuses cellules
tumorales ne cessent de répandre dans le systéme circulatoire chez les patients
[49]. Les cellules tumorales qui survivent a I'environnement hostile et atteignent
finalement les organes éloignés ont encore besoin de s'extravaser pour établir
une secondaire colonisation. Cependant, deux mécanismes possibles ont été
proposés. L'un est 1’arrét des cellules tumorales au niveau des capillaires [57].
Les cellules tumorales souvent agregent avec les plaquettes, et en raison de la
taille de leur masse, elles sont physiquement «piégées» dans les capillaires

desorganes éloignes [101].

L'autre mécanisme proposé de l'extravasation de cellules tumorales imite
I'infiltration de leucocytes au site inflammatoire , et ce processus exige la
propriété  adhésive des cellules tumorales de se lier aux CE des

vaisseaux sanguins [101].

Parce que de nombreuses cellules cancéreuses expriment des
molécules similaires d'adhésion qui sont également exprimés pendant la
migration des leucocytes, on pense que les cellules cancéreuses utiliser une

stratégie similaire d'adhésion aux CE au cours de métastases [101].

Des études initiales [101], pour démontrer la propriété adhésive des cellules
cancéreuses aux CE ont été faites dans les systemes de culture tissulaire
qui étaient essentiellement des systemes statiques dépourvus de forces
de cisaillement associées au débit sanguin physiologique. Dans ce systéme in

vitro les cellules cancéreuses ont été ajoutées aux monocouches de CE et le
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nombre de cellules adhérées a été quantifié en présence et en absence de divers
facteurs [101].

I1 a été trouvé qu’il y avait une augmentation marquée de 1’adhérence de cellules
cancéreuses aux CE en présence de cytokines comme (II-1p), (IL-1) et le
(TNF-a) qui sont connus pour induire I'expression de molécules d’adhésion. Par
conséquent, ces données servent de preuves que les cellules cancéreuses en
effet se lient aux CE [101].

Cette interaction de cellules cancéreuses- CE est médiée par différents
molécules d’adhésion exprimées a la fois sur les cellules cancéreuses et les
cellules endothéliales. La E-sélectine qui est exprimee sur les CE se lie a son
ligand sialyl Lewis X-(SLE) ou a un antigene exprimé sur les cellules

cancéreuses du colon et le carcinome a cellules rénales [101].

Parmi la superfamille des immunoglobulines, le (VCAM-1) exprimé sur les
CE était également trouvé li€ aux intégrines a4 exprimés sur le carcinome
des cellules rénales et a4 Bl exprimé sur le mélanome. Les molécules
d’adhésion comme I’ntégrine a6 induit ’adhésion de a6 Bl sur les cellules
du mélanome métastatique a la surface luminale. Ainsi, diverses molécules
exprimées sur les CE allant de sélectines, des intégrines a la superfamille des
immunoglobulines, sont necessaires pour adhérer aux cellules cancereuses pour

leur migration et la formation ultérieure de tumeurs métastatiques [101].

Le succés d’une métastase ne dépend pas seulement du potentiel de la cellule
cancéreuse, mais aussi de toutes les interactions qui seront  créées avec

I’environnement de 1’hdte. Ainsi, I’approche thérapeutique anticancéreuse doit
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non seulement viser la cellule cancéreuse, mais également tous

les mécanismes de I’hote qui favorisent la réussite d’une métastase.

Plusieurs travaux montrent que les cellules cancéreuses interagissent avec
les CE spécifiguement par I’intermédiaire de la sélectine E, ainsi cette
glycoprotéine a fait 1’objet de cible thérapeutique dans le cadre de

nouvelles therapies anticancéreuses.
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2) Ciblage de la sélectine E dans les nouvelles thérapies anti

CanCcereuses :

L’importance des sucres dans le développement du cancer a été révélée
par 1’observation d’une glycosylation anormale des cellules tumorales qui
expriment a leur surface le SleX et/ou le SleA. Dans les années 1990, le SleX
et le SleA ont ¢té definis comme des ligands de la sélectine E, d’ou
I’hypothése que la sélectine E, en permettant 1’adhésion des cellules
cancéreuses a I’endothélium, était impliquée dans le développement des
métastases. Le SleX et le SleA sont alors devenus des marqueurs tumoraux avec
des applications possibles dans le diagnostic et le suivi des tumeurs apres
traitement [72].

L’expression de la sélectine E a la surface des CE tumorales est induite
par les cellules cancéreuses elles-mémes [73]. Les patients atteints d’un cancer
présentent des taux élevés de sélectine E dans le sérum et son expression est
inversement corrélée a la distance qui la sépare de la tumeur [17]. Les
cellules cancéreuses induisent I’expression de la sélectine E par deux

mecanismes :
- mécanisme direct : par la production d’interleukine-1-f ;

- mécanisme indirect : production d’un facteur humoral non identifi¢ qui
stimule la production d’interleukine-1-f par les leucocytes mononucléaires. Le
mécanisme indirect est le plus fréquent. Les opérations chirurgicales, la
chimiothérapie et la radiothérapie induisent également 1’expression de la
sélectine E vasculaire, alors que les glucocorticoides ont un effet suppresseur de

son expression.
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L’utilisation de la sélectine E dans le traitement du cancer a fait 1’objet

de plusieurs approches thérapeutiques :

1. T’utilisation d’anticorps anti-SleX/A (figure 17) a permis 1’inhibition de

métastases de cancers gastrique et pancréatique chez la souris nude [22,18] ;

2. des mimes du SleX/A ont été testeés, par exemple, un mime du SleA
obtenu par sélection de banques de peptides sur phages a permis d’inhiber la

colonisation de cellules tumorales de poumon exprimant le SleA [36] ;

3. l'utilisation d’ADNc anti-sens, par exemple, un anti-sens du gene de la
fucosyl transférase Il1/VI, en empéchant la synthése du SleX, a permis de

supprimer la colonisation de cellules du cancer du colon [31] ;

4. les molécules classiques comme les inhibiteurs de la cyclooxygénase-2
(Cox-2) permettent de diminuer ’expression du SleA et suppriment les

métastases dans le foie de cellules cancéreuses du colon [50].
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Figure 17 : Inhibition du développement de métastases par le ciblage de la
Sélectine E surexprimée au niveau de 1’endothélium activé des zones tumorales
[80].
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Dés le début du 20°™ siécle, des embryologistes comme Dantchakoff (1908) et
Sabin (1920) ont remarqué I'étroite dépendance qui existe, au plan anatomique,
entre CH et CE émergentes aux premiers stades du déeveloppement. L'hypothese
que les CE vasculaires et hématopoiétiques dérivent d'une méme structure
mésodermique a été formulée par Murray des 1932. Cette structure a été appelée
hémangioblaste. Plus tard, le terme d’hémangioblaste a désigné un progéniteur
hypothétique commun aux CE et CH. Récemment, cette notion a connu un
regain d'intérét, car Eichmann et al.[19] ont identifié et trié dans I'embryon de
caille en fin de gastrulation une population de cellules mésodermiques
exprimant un récepteur du VEGF et capables de donner une descendance de CE
ou CH selon les conditions de culture utilisées. A I'échelle unicellulaire, des
cellules de corps embryonnaires dérivés de cellules ES de souris ont produit une
descendance mixte de CH et CE [97]. La notion d'hémangioblaste était donc

jusqu'a present admise pour les phases précoces de I'embryogenése [43].

Cependant, des études actuelles suggerent que des hémangioblastes seraient
également produits dans la moelle au cours de la vie adulte, et qu'ils donneraient
naissance a des cellules endothéliales ou hématopoiétiques fonctionnelles. Il
s’agit bien de progéniteurs endothéliaux circulants (angioblastes). Ces cellules
peuvent étre utilisées pour développer des modeles d'angiogenése (formation de
nouveaux vaisseaux a partir de vaisseaux existants (figure 18) ou pour

développer des nouvelles voies pour la thérapie génique [43].
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Figure 18 : Le processus de 1’angiogenése [122].
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V. Origine commune des cellules endothéliales et hématopoiétiques au cours

du développement embryonnaire :

Le systéeme vasculaire apparait tres rapidement au cours du développement.
Dans I'embryon humain, dés le 18°™ jour de gestation, des amas de cellules
mésodermiques appelés « Tlots sanguins », situés dans la paroi de la vésicule
vitelline vont se différencier en une structure vasculo-hématopoiétique. Les
cellules situees au centre de ces amas incluent des CSH, tandis que les cellules
de la périphérie s'aplatissent et se différencient en CE primitives. Ces Tlots
sanguins se rapprochent rapidement les uns des autres par bourgeonnement des
structures endothéliales et donnent naissance apres fusion a un réseau vasculaire
primitif qui, par différents processus, s'organise et devient plus complexe
(figurel9) [43].

Plus tard au cours du développement, I'émergence de CSH est détectée dans une
région intra-embryonnaire en position intra-aortique [11,37]. Les CH de cette
région apparaissent sous forme de foyers accolés a I'endothélium sous-jacent, ce
qui suggere l'existence d'une filiation ontogénique entre les deux systemes
[38,42]. Enfin, dans la moelle des os longs ou se situe le site définitif de
I'hnématopoiese, les CH sont localisées au niveau de logettes délimitées par des
CE [43].

L'observation que l'inactivation de certains génes clefs perturbe a la fois les
systemes hématopoiétique et endothélial va dans le sens de I'existence de
I'némangioblaste, et de relations ontogéniques entre vasculogenese et

hématopoiese [43].
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Par exemple, l'inactivation du gene flkl codant le récepteur 2 du VEGF [5]
entraine un blocage de la vasculogeneése et de I'nématopoiése, et la mort des
souris homozygotes a 8 jours de gestation. Cependant, dans ces expériences, la
déficience de I'hnématopoiese pourrait étre liée a la non formation du réseau
endothelial, empéchant des interactions inductives necessaires au

développement de I'hnématopoiese [43].

Compte tenu du faible nombre de cellules disponibles aux stades précoces du
développement et des difficultés a acceder aux stades précédant I'établissement
de la circulation sanguine (moins de 18 j de gestation chez I'homme),
I'identification et la caractérisation des hémangioblastes restent difficiles. C'est
pourguoi la démonstration la plus convaincante de I'existence de
I'hnémangioblaste a été réalisée dans les cellules ES de souris. Ces cellules
souches embryonnaires (ES) totipotentes peuvent étre maintenues
indifférenciées en présence de LIF. En l'absence de ce facteur, elles se
différencient, et les conditions de culture influencent la différenciation vers des

tissus particuliers [43].

Ainsi, le groupe de Keller a montré que des corps embryonnaires issus de
cellules ES, en réponse au VEGF et en milieu semi-solide donnent naissance a
une structure cellulaire transitoire (blast colony forming cells ou BL-CFC)
exprimant les génes SCL, CD34 flk1 et dont I'aspect est similaire a celui des
flots sanguins du sac vitellin. Apres transfert en milieu liquide dans des
conditions de culture appropriées, ces colonies blastiques produisent aussi bien
des CH (érythrocytes primitifs et définitifs) que des CE (exprimant CD31, tie2,
flk1, fltl et incorporant I'AcLDL). Dans ces expeériences, les cellules ES sont

infectées par des rétrovirus comportant des marqueurs génetiques différents. Les
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CE et CH obtenues a partir d'une méme colonie blastique portent toujours le
méme marqueur, ce qui montre que ces cellules ont une origine clonale

commune [24].
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Figure 19 : Formation des premieres cellules hématopoiétiques et endothéliales

dans le sac vitellin des vertébrés supérieurs [43].
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L'équipe de Katsura a montré que des CE (VE-cadhérine’/ CD45/Ter119)
issues de sac vitellin et d/AGM (aorte-gonades-mésonéphros) d'embryons de
souris ont un potentiel lympho-hématopoiétique [25]. Selon ces auteurs, les CSH
émergeant du plancher aortique et du sac vitellin ne proviendraient pas d'un
hémangioblaste, mais seraient produites par des CE différenciées douées d'un

potentiel lympho-hématopoiétique.

Des expeériences realisées chez I'oiseau aboutissent aux mémes conclusions [26].
En effet, pour pouvoir déterminer si les foyers hématopoiétiques du plancher de
I'aorte dérivent des CE sous-jacentes, le réseau vasculaire d'embryon de poulet
au stade E2 (précédant I'émergence de foyers) a été marqué avec du LDL couplé
au Dil. Le devenir des CE ainsi marquées est analysé 24 h plus tard. Aux stades
E3, E4, des cellules hématopoiétiques CD45" qui émergent de I'endothélium

aortique sont également marquées au Dil-LDL.

A I'heure actuelle, il est difficile d'établir si les CE et CH dérivent toutes d'un
hémangioblaste, ou si certaines cellules déja engagées vers lI'une ou l'autre voie
de différenciation conservent la capacité de se réorienter. Ces deux théories ne
sont cependant pas exclusives. Il se peut en effet que la bi-potentialité des
hémangioblastes soit une propriété conservée dans les phases précoces de la
différenciation hématopoiétique ou endothéliale (figure20). Certains tissus
pourraient ainsi contenir de tels progéniteurs, dont la voie de différenciation

serait décidée par les conditions inductives de leur environnement.
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La découverte récente de progéniteurs endothéliaux circulants CD34" dans le
sang périphérique chez I'adulte indique que les relations existant entre les CE et
les CH ne sont pas limitées au développement embryonnaire. Il existe a présent
un faisceau d'arguments qui indique que les progéniteurs endothéliaux circulants

(PECs) proviennent de la moelle osseuse.

V1. Les progéniteurs endothéliaux circulants: PECs

A la fin des années 1990, il était généralement admis que la source de
remplacement de I’endothélium agressé était des CE matures circulantes,

déetachées de la paroi vasculaire et qui adhérent aux vaisseaux lésés.

Cette hypothese découlait des travaux de « Stump et al. » Qui avaient démontré
en 1963 qu’un patch de Dacron, « suspendu » dans la circulation et n’ayant
aucun contact avec 1’endothélium, était recouvert d’ilots de CE matures en sept
jours [102]. Le dogme étant que la formation de CE a partir d’angioblastes
provenant du mésoderme était limitée a la période du développement
embryonnaire, la seule conclusion possible de « Stump » était I’existence de CE

matures circuantes [102].

En 1997, la publication de « Asahara et al. » a mis en fin a ce dogme et a
bouleversé le domaine de la médecine vasculaire [20]. Cette équipe a en effet
montré la source de renouvellement endothélial comme étant une sous-
population de cellules mononuclées porteuses du marqueur hématopoiétique
CD34. « Asahara » a en effet montré que des progéniteurs hématopoiétiques
CD34+ purifiés a partir de prélevement sanguins adultes pouvaient se
differencier dans certaines conditions ex vivo en cellules ayant un phénotype
endothélial mature. De plus, chez le lapin, ces cellules avaient la capacité de

s’incorporer dans les sites ischémiques afin de créer des nouveaux vaisseaux
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[20]. Ces cellules, appelées progéniteurs endothéliaux circulants (PECs),

expriment difféerents marqueurs endothéliaux tels que :

le récepteur de type 2 du (VRGFR2), le CD31, la VE-cadhérine ou le facteur
FvW, et ont la capacité de former des néovaisseaux non seulement in vitro mai

aussi in vivo au niveau des tissus ischémiques [81].

Un an apreés cette découverte, le groupe de « Rafii » confirmait 1’existence de
ces cellules dans le compartiment sanguin et démontrait leur capacite a coloniser
et recouvrir une prothese endovasculaire, permettant d’expliquer I’observation

de « Stump » [81].

Des ¢tudes complémentaires chez DI’animal et chez I’homme ont ensuite
rapidement démontré que, suite a une lésion vasculaire, des progéniteurs
endothéliaux pouvaient étre recrutés a partir de la moelle, entrer dans la
circulation puis migrer vers le tissus endommagé ou elles se différencient en CE
[95].
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a) Caractérisation des PECs :

Les progéniteurs endothéliaux sont initialement localisés dans la moelle osseuse
a proximité des CSH et mésenchymateuses, dans un microenvironnement
spécifique, nécessaire a 1’hématopoiése [58]. Dans des conditions
physiologiques seulement 0,01% de ces cellules entrent dans la circulation
générale pour maintenir la régénération des CE .Conformément a leur définition,
les PECs sont des cellules qui expriment a la fois des marqueurs des CSH
(tableau V) comme les protéines de surface CD33 et CD133 et des marqueurs
des CE tels que le VEGFR1 ou le VEGFR3 [102].

Cependant, CD34 pouvant étre retrouvé en faible quantité a la surface des CE
matures, il est préférable d’utiliser CD133 qui est un marqueur plus spécifique
des cellules souches et qui n’est pas présent ni sur les CE matures ni sur les
monocytes [59]. Ainsi les cellules CD133+VEGFR2+ représentent plus
spécifiquement les CPEs que les cellules CD34+VEGFR2+ qui peuvent
potentiellement étre des CE matures circulantes aprés s’étre détachée de la paroi
vasculaire. Ces protéines de surface (CD34, CD133, VEGFR2) ne sont pas
simplement des identifiants des PECs, elles participent activement a leur
fonctions et permettent d’isoler ces cellules facilement soit par cytométrie de

flux (FACS), soit grace a des colonies contenant des anticorps spécifiques [102].

Malgré ces limites, qui reflétent aussi la diversité des moyens de réparations de
I’endothélium et la jeunesse de ce domaine, et malgré 1’absence de preuves
cliniques directe du role des PECs dans la réparation de 1’endothélium
endommagé, I’'importance de ces cellules comme marqueurs de la sévérité de
certaines pathologies de réanimation par exemple ou comme moyens

thérapeutiques futurs (thérapie cellulaire) est plus en plus certaine [102].
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Tableau V : Marqueurs cellulaires pour définir les PECs [132].
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b) Isolement des progéniteurs endothéliaux en culture : deux entités

cellulaires PECs :

Les cellules progénitrices endothéliales (PEC) peuvent étre isolées a partir de la
moelle osseuse, du sang périphérique adulte, de sang de cordon ombilical, ou
encore a partir de foie feetal ou de tissu adipeux. Les méthodes d’isolement
classiques (figure 21) sont la mise en culture des cellules mononucléées totales
apres séparation sur gradient de Ficoll ou aprés une sélection positive par
’utilisation de microbilles recouvertes d’anticorps spécifiques de marqueurs
d’immaturité (CD133, CD34), endothéliaux (CD146) ou monocytaires (CD14)
[123].
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Les trois principales techniques d'étude des cellules progénitrices endotheliales

Sang total
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Figure 21 : Les trois principales techniques d’étude des cellules progeénitrices

endothéliales [132].
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Les nombreux travaux consacrés a la biologie des PEC au cours des derniéres
années font apparaitre une hétérogénéité phenotypique avec obtention en culture

d’au moins deux types de cellules (figure 22) [74,103] :

— des cellules adhérentes dites « précoces » (early) qui, apres quatre a sept jours
de culture, présentent certaines des caractéristiques phénotypiques des cellules
endothéliales. Leur potentiel de prolifération est faible et elles expriment, en
outre, les marqueurs leucocytaires CD14 et CD45. Cependant, elles sécretent de
nombreuses cytokines qui participeraient a leurs propriétés angiogeniques in
vivo [123] ;

— des cellules « tardives » (late), donnant naissance a des colonies adhérentes
apparaissant en deux a trois semaines, a fort potentiel de prolifération. Les
cellules qui en dérivent apres expansion ont un phénotype endothélial. Ces PEC
tardifs expriment le CD34 et le récepteur du VEGF (VEGFR2 ou KDR).
Selon leur origine, le potentiel de prolifération de ces cellules est différent, ce
qui a conduit Ingram et al. a établir une hiérarchie a I’intérieur de ces
progeéniteurs tardifs, similaire a la classification établie pour les cellules souches

hématopoietiques [75].
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Figure 22 : Caractérisation phénotypique des deux types de progéniteurs
endothéliaux circulants [123].
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c) Origine des angioblastes circulants :

Les PECs sont d’origine médullaire, Hebbel et son équipe [39] confirment cette
hypothése en effectuant chez des patients atteints de leucémie des
transplantations de moelle osseuse provenant d'individus de sexe opposé. Le
sang de ces patients est prélevé 5 a 20 mois aprés la transplantation. Les CE
circulantes sont identifiees grace a l'anticorps P1H12 spécifique des CE, et
présent sur les CE circulantes. Leur génotype (XX ou XY) déterminé par

hybridation in situ montre que ces CE circulantes proviennent du receveur [43].

Les cellules mononucléées du sang périphérique sont ensuite mises en culture
dans des conditions favorisant la prolifération des CE. Au début de la culture,
I'analyse phénotypique des cellules montre que celles-ci proviennent en majorité
du receveur. Ces CE ont un pouvoir prolifératif limité. Cependant, au bout d'un
mois de culture, on constate une expansion cellulaire d'un facteur 100 dans la
culture. L'analyse des cellules montre que ces CE a haut potentiel prolifératif

proviennent du donneur [43].

Ces résultats indiquent que 5 a 20 mois apres la transplantation, la majorité des
CE circulantes présentes dans le sang du receveur, provient de I'endothélium des
vaisseaux et que ces cellules ont un potentiel de prolifération limité tandis que
les progéniteurs endothéliaux d'origine médullaire sont trés peu nombreux mais
doués d'un haut potentiel prolifératif. Ils sont capables de se différencier a long
terme en CE [43].
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d) La fonction des PECs :

D'autres expériences permettent de confirmer que les PECs circulantes
CD34" participent a l'angiogenése. En 1997 Asaharaet al.[102], dans des
systemes de transplantation hétérologues, homologues et autologues mettent en
évidence que les PECs encore dits angioblastes circulants s'incorporent
efficacement dans des sites ou l'angiogenese est active. Ces CE circulantes
étaient isolées du sang périphérique et leur potentiel de différenciation

endothéliale avait été démontré in vitro [43].
Dans les expériences de transplantation hétérologue :

5.10° cellules CD34" humaines préalablement marquées au Dil ont été injectées
a des souris nudes, ayant subi deux jours auparavant l'excision d'une artéere
fémorale, provoquant une ischémie unilatérale du membre inférieur. Six
semaines apres l'injection des cellules CD34°/Dil*, I'analyse histologique montre
clairement une incorporation des cellules Dil” dans le membre néovascularisé,
c'est-a-dire au site de l'ischémie. Les CE (CD31"/Dil") incorporées dérivant des
cellules CD34" injectées, représentent jusqu'a 30 % des CE de ce site

ischémique [43].
Dans le systeme homologue :

104 cellules flk1(VEGFR2)" purifiées a partir de sang périphérique d'une souris
transgénique exprimant constitutivement la beta-galactosidase, sont injectées a
une souris du méme fond génétique, ayant subi une ischémie unilatérale du
membre inférieur deux jours auparavant. Quatre semaines plus tard, les analyses
en immunomarquage montrent l'incorporation de cellules beta-Gal® dans les

capillaires et petites arteres neoformees dans le site ischémique. Ces cellules
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expriment également des marqueurs spécifiques des cellules endothéliales,
comme le CD31 et la lectine BS-1[43].

Pour confirmer ces résultats en systeme autologue : Asahara et son équipe ont
isolé des cellules CD34" du sang périphérique d'un lapin avant d'induire une
ischémie au niveau du membre inférieur. Ces cellules ont été marquées au Dil et
réinjectées au méme animal. Les cellules Dil” sont localisées 4 semaines aprés
I'injection dans la zone néovascularisée et représentent plus de 10 % des cellules
CD31" et lectine BS-1"[43].
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e) Régulation de la production des PECs :

Les modeéles d'ischémie expérimentale ont mis en évidence un lien entre
I'nypoxie des tissus induite par l'ischémie et la mobilisation dans le sang des
progeniteurs endothéliaux suivie naturellement d'une néovascularisation (figure
23). L'hypoxie d'un tissu induit I'expression de certains facteurs de transcription
(HIF-1 et HIF-2) impliqués dans la régulation de facteurs proangiogéniques
comme le VEGF. En cas d'hypoxie, il y aurait alors sécrétion de ces facteurs
angiogéniques, qui recruteraient des CE au niveau du tissu ischémique [40, 12].
On peut alors faire I'nypothése qu'une simple adjonction de VEGF induirait

également une mobilisation des PECs.

Le groupe d'Asahara (1999) a en effet pu montrer que le VEGF module la
cinétique d'apparition des PECs lors d'une néovascularisation postnatale.
L'administration de VEGF chez une souris, a raison d'une injection par jour
pendant 7 j, entraine, dans le sang périphérique, une augmentation du nombre de
cellules mononucléées CD34", flk1®, VEcadhérine®, incorporant lI'acLDL. Ceci
suggere fortement une augmentation du nombre de PECs en périphérie
(mobilisation). Il a été clairement démontré que I'injection de VEGF n'a pas (ou

peu) d'effet sur la prolifération des PECs mais agit sur leur migration [43].

Des expériences démontrent clairement que I'administration de VEGF in
vivo induit une mobilisation des progéniteurs endothéliaux médullaires vers le
site de néovascularisation et, par conséguent, une augmentation de cette

néovascularisation [43].

Dans le méme ordre d'idée, Takahashi [28]et al.ont mené des travaux

démontrant que le GM-CSF, utilise pour mobiliser les CSH a la périphérie,
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mobilise également des progéniteurs endothéliaux capables de contribuer a la
néovascularisation d'un tissu ischémique dans des modeles animaux tels que la

souris ou le lapin [43].
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Figure 23 : Participation des PECs a la néovacularisation [127].
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f) Utilisations thérapeutiques des PECs :

Les données actuelles sur I'existence de PECs et le fait que ces CE participent a
la formation de nouveaux vaisseaux dans différents modeles animaux, ne
manqueront pas davoir des retombées importantes pour la thérapie des

pathologies vasculaires provoquant I'ischémie de certains tissus.

PECs et ’ischémie cardiaque :

Les PECs ont suscité des perspectives en thérapie cellulaire. En effet, la preuve
du concept, obtenue dans un premier temps chez le petit animal, a permis de
valider D’efficacité de ces cellules. Il est a noter que les PECs précoces et tardifs
ont un effet similaire et synergique dans ces modeles [76]. Depuis la mise en
evidence de I’origine médullaire des PECs, de nombreux essais cliniques ont
évalué I’intérét de 1’injection de cellules mononuclées autologues d’origine
médullaire dans 1’ischémie du myocarde, I’insuffisance cardiaque et 1’ischémie
critique. Dans 1’ischémie du myocarde, plus de 20 essais sont publiés a ce jour,
dont pres de la moitié randomisée, qui ont montré un effet globalement positif
[106]. Certains de ces essais ont méme utilisé des cellules triées CD34+ ou
CD133+. Dans I’ischémie critique, le nombre d’études est plus limité depuis
I’’etude princeps de Tateishi-Yuyama [51]. Dans une étude nommée
« OPTIPEC », I’observation de pieces d’amputation de patients ayant recu une
injection locale de cellules médullaires a permis de mettre en évidence un

processus actif de néo-vascularisation [107].
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Sachant que les souris nudes ne font pas de néovascularisation, I'excision de
I'artere provoque genéralement la nécrose du membre suivie d'une
autoamputation. La transplantation de progéniteurs endothéliaux humains de
sang périphérique a permis de sauver le membre ischémique dans 60 % des
animaux testés, contrairement aux souris contrdles transplantées avec des CE
microvasculaires humaines, ou auxquelles a été injecté du milieu conditionné

par des progeniteurs endothéliaux de sang périphérique [115].
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PECs et L’insuffisance rénale chronique :

Les CPEs ont été largement étudiées au cours de 1’insuffisance rénale chronique-
terminale (IRCT). L’augmentation significative de la morbi-mortalité
cardiovasculaire au cours de I’IRCT et de la dialyse ont conduit de nombreuses
équipes a mesurer le nombre de CPE au cours de I’'urémie chronique. Ce sont les
deux premieres techniques qui ont été le plus utilisées dans ces études, souvent
en parallele, a savoir le nombre de cellules CD34+ circulantes, et le compte de
colonies formées par les cellules myeéloides. Le résultat de toutes ces études
montre globalement une réduction du nombre de CPEs au cours de I’'IRCT, avec
comme parametres correlés le KT/V [44], I’age et la phosphatémie [116], ou le
taux de PTH [124].

Par ailleurs, I’utilisation d’EPO [133,134], ou le recours a la transplantation [82]
replace le nombre de PECs a une valeur comparable a celle observée chez les
témoins. Ces résultats vont dans le sens du r6le non-érythropoiétique de I’EPO
[78,52], ainsi que de la dysfonction endothéliale induite par ’ADMA [60],
potentielle cause de défaut de mobilisation des CPEs depuis la moelle. Les
techniques d’épuration extra-rénale influent également sur le compte des CPEs.
Ainsi, I’hémodialyse nocturne améliore le nombre de CPEs, qui est corrélé a la
pression artérielle, et I’hypertrophie ventriculaire gauche [83]. Toutefois, cela
peut étre mis sur le compte d’un KT/V plus élevé dans le groupe recevant une
hémodialyse nocturne. Plus récemment, Jourde- Chiche et al. ont suggeéré
qu’une action toxique directe de certaines toxines urémiques (indoxyl-sulfate,
béta2-microglobuline, ou cresylphosphate) sur les cellules CD34 + CD133+
et les CPEs d’origine myéloide, avec une corrélation négative entre le nombre

de cellules circulantes et le taux de ces toxines [117]. Le méme groupe a montré
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que les microparticules endothéliales circulantes dont le nombre est augmenté
au cours de 1'urémie chronique [141] pourraient participer au risque
cardiovasculaire en induisant une dysfonction des PECs. A notre connaissance,
il existe a ce jour une seule étude clinique ayant mesuré les ECFC chez les
patients dialyés [126]. Les auteurs s’étaient fixé pour objectif de corréler le
nombre ’ECFC au type d’épuration extra-rénale (convection versus
hémodialyse conventionnelle), mais n’ont pu démontrer d’effet de la technique

sur le nombre de colonies [132].

L'ensemble de ces données indique que les PECs pourraient constituer un outil
thérapeutique intéressant pour revasculariser les tissus ischémiques. Deux

stratégies peuvent étre utilisées :
- la mobilisation des PECs par des facteurs de croissance tels que le VEGF [43] ;

- I'injection de PECs dont le tropisme vers les sites de néoangiogenese a été
démontrée. Dans ce contexte, I'amplification in vitro des angioblastes circulants

pourrait constituer un enjeu clinique considérable [32,29].
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Occupant une position stratégique a 1’interface entre le sang et les tissus,
I’endothélium n’est pas une simple barriere inerte mais un « organe »
dynamique qui posséde une grande variété de fonctions.

L’une des fonctions essentielle de la cellule endothéliale est observée au niveau
du microenvironnement meédullaire. Ainsi en tant que cellule stromale, elle
participe grandement au bon déroulement de I’hématopoiese par la sécrétion de
facteurs de croissance hématopoiétiques.

De plus la cellule endothéliale est un élément-clé dans la migration des cellules
hématopoiétiques hors de la moelle osseuse et dans l'adressage spécifique des
progéniteurs du sang vers la moelle osseuse, ceci implique un ensemble
d'interactions entre des molécules d'adhésion exprimées sur les cellules
hématopoiétiques et leurs ligands correspondants sur les cellules endothéliales
des sinus veineux médullaires.

Les interactions cellules hématopoiétiques-cellules endothéliales sont un des
aspects importants de I'hématopoiese, un autre point soulignant  cette
importance est que durant la vie embryonnaire, l'apparition des cellules
hématopoiétiques au niveau de la vésicule ombilicale coincide avec la
géneration des premieres cellules vasculaires. Une proximité anatomique étroite
avec les cellules endothéliales peut par la suite étre observée au niveau des
agrégats de cellules hématopoiétiques associés a lI'endothélium des gros
vaisseaux et dans les logettes déelimitées par les cellules endothéliales des os
long du feetus, ceci est expliqué par la présence d'un précurseur commun entre

cellules endothéliales et progéniteurs hématopoiétiques : I’hémangioblaste.
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Résume

Titre : Les cellules endothéliales et hématopoiése : Revue Bibliographique.
Auteur : ELLOUZI soukaina.

Mots _clés : Hématopoiése, microenvironnement médullaire, cellule
endothéliale, VEFG.

L'hematopoiese est definie comme I'ensemble des mecanismes qui assurent le
remplacement continu et régulé des différentes cellules sanguines. Elle est
maintenue a I’état d’équilibre grace a un systéme complexe de régulation assuré
par le stroma ou microenvironnement médullaire, dans lequel les facteurs de

croissance jouent un rdle prépondérant.

La cellule endothéliale participe grandement a la régulation de I'hématopoiese,
puisqu’elle fait partie des composantes cellulaires du stroma médullaire, elle
assure un microenvironnement propice a la différenciation et a la proliferation
des cellules hématopoiétiques, via la sécrétant des facteurs de croissance et

participe ainsi au bon déroulement de I’hématopoiese.

En plus elle permet la migration des cellules sanguines de la moelle osseuse vers
la circulation (Diabase) et inversement, du sang vers la moelle osseuse

(Homing).

Notre travail consiste a faire le point sur les caractéristiques et les principales
actions de la cellule endothéliale, ainsi que son role dans le déroulement de
I’hématopoicse et dans les deux processus de la migration transendothéliale :

diabase et Homing.
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Abstract:

Title: Endothelial cells and hematopoiesis: Bibliographic review.

Author. ELLOUZI soukaina.

Keywords: hematopoiesis, bone marrow microenvironment, endothelial
cell, VEGF.

Hematopoiesis is defined as the set of mechanisms that ensure the continuous
and controlled replacement of the various blood cells. It is held steady by a
complex control system provided by the bone marrow stromal

microenvironment in which growth factors play an important role state.

Endothelial cell greatly involved in the regulation of hematopoiesis, since it is
part of the cellular components of the marrow stroma, it provides a favorable
microenvironment for the differentiation and proliferation of hematopoietic cells
via secreting growth factors and participates and the smooth running of

hematopoiesis.

In addition it allows the migration of blood cells from the bone marrow into the
circulation (Diabase) and vice versa, from the blood to the bone marrow

(homing).

Our job is to point out the characteristics and the main actions of the endothelial
cell and its role in the development of hematopoiesis in both the process of

transendothelial migration: Homing and diabase.
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