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Les cellules souches
pluripotentes humaines

Un outil-clé pour décrypter les
mécanismes physiopathologiques

Yves Maury, Morgane Gauthier, Marc Peschanski, Cécile Martinat

Les cellules souches pluripotentes humai-
nes sont communément associées a des
applications de médecine régénératrice
pour des maladies dégénératives. Elles
présentent toutefois un tout autre poten-
tiel qui peut offrir de nombreuses possibi-
lités en santé publique : étre utilisées pour
permettre une meilleure compréhension
des mécanismes de certaines pathologies
humaines et, consécutivement, le déve-
loppement de stratégies thérapeutiques
adaptées. Grdce a leurs capacités d’auto-
renouvellement et de pluripotence, les
cellules souches pluripotentes humaines
représentent une source illimitée de cellu-
les dont on peut induire la différenciation
« a la demande » dans I"ensemble des
types cellulaires de I'organisme. Lutili-
sation de cellules souches pluripotentes
porteuses de la mutation causale d’une
maladie humaine peut donc permettre de
suivre "apparition et la progression des
processus physiopathologiques, en favo-
risant notamment I’identification de nou-
veaux acteurs cellulaires et moléculaires.

Modélisation de maladies humaines :
deux approches cellulaires

Bien que des travaux aient déja apporté
des résultats prometteurs en montrant
que I’on pouvait répliquer dans des cel-
lules dérivées de lignées de cellules
souches pluripotentes des signes patho-
logiques connus, I’identification de
mécanismes pathologiques jusqu’alors
inconnus n’avait pas encore été démon-
trée. Notre équipe vient de relever dou-
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blement ce défi en révélant les mécanis-
mes moléculaires a I’origine d’anomalies
fonctionnelles jusque-la ignorées de la
maladie de Steinert, a I’aide de cellules
souches embryonnaires humaines (CS€h)
porteuses de la mutation causale [1].

'obtention de ces cellules repose actuel-
lement sur deux méthodes : (1) la déri-
vation de CSEh a partir d’embryons obte-
nus par fécondation in vitro et écartés du
programme de procréation a la suite d’un
diagnostic pré-implantatoire (DPI) car por-
teurs de la mutation causale d’'une maladie
monogénique ; (2) la conversion de cellules
somatiques en cellules souches pluripoten-
tes (hiPS, pour induced pluripotent stem
cells) par manipulation génétique. £n 2007,
Nissim Benvenisty et ses collaborateurs ont
été les premiers a démontrer que certains
mécanismes moléculaires du syndrome de
I’X fragile (X-Fra) pouvaient étre reproduits
dans les CSEh portant la mutation respon-
sable [2]. A la suite de Pidentification des
techniques de reprogrammation génique
[3], plusieurs équipes ont tenté de repro-
duire de la méme fagon les mécanismes
de pathologies monogéniques a I'aide de
lignées hiPS (Tableau I). Les hiPS partagent
les propriétés cardinales des CSEh, 'immor-
talité et la pluripotence, mais des travaux
récents démontrent que le processus de
reprogrammation entraine des modifica-
tions génétiques distinguant ces deux types
cellulaires [4-6], ce qui complique parfois
I'interprétation des données. 'équipe de
Benvenisty en a donné un exemple précis
en révélant I'incapacité d’iPS provenant de
patients X-Fra a répliquer les mécanismes
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pathologiques pourtant présents dans les
cellules dérivées de CSEh [7].

Nos études fondées sur des cellules
dérivées d’embryons issus du DPI s’ins-
crivent dans ce cadre général du déve-
loppement du champ de la modélisation
pathologique in vitro.

Preuve de concept de I'utilisation
des cellules CSEh pour déchiffrer
de nouveaux mécanismes
physiopathologiques

La maladie de Steinert ou dystrophie
myotonique de type 1 (DM1) est la plus
fréquente des dystrophies musculaires
héréditaires de 'adulte, avec une préva-
lence estimée a 1/8 000. Elle se carac-
térise principalement par un retard a la
décontraction musculaire apres stimula-
tion nerveuse (myotonie), souvent associé
a une atrophie musculaire, des troubles
cardiaques, endocriniens, cognitifs, etc. A
I'origine de cette maladie, on trouve une
répétition anormale de triplets CTG dans
la région 3’ transcrite non traduite du géne
codant pour la myotonine ou DMPK (dys-
trophic myotonic protein kinase). Cette
mutation est responsable de la formation
d’inclusions intranucléaires ribonucléopro-
téiques qui séquestrent des protéines nor-
malement impliquées dans les processus
de maturation d’ARNm. Ainsi, des défauts
de transcription, d’épissage et de stabilité
de certains ARNm ont été associés a plu-
sieurs signes cliniques [8]. Cependant, la
physiopathologie de cette maladie reste
encore mal comprise, en particulier en ce
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Pathologie/syndrome

(sd)

Déficit immunitaire combiné
sévere par déficit
en adénosine désaminase

Sd de Shwachman-Bodian-
Diamond

Maladie de Gaucher type IlI
Maladie de Duchenne

Dystrophie musculaire de
Becker

Parkinson

Huntington

Diabete de type 1

Sd de Down - trisomie 21

Sd de Lesch-Nyhan

Amyotrophie spinale
infantile

Dysautonomie infantile

Sclérose latérale
amyotrophique

Syndrome de Rett

B-thalassémie

Hutchinson—Gilford-progeria

Sd du QT long

Phénotype pathologique présent

Non vérifié

Non vérifié
Non vérifié

Absence de dystrophine dans des tératomes dérivés d’iPS

Non vérifié

Non vérifié

Non vérifié

Inconnu

Densité microvasculaire plus faible

Non vérifié

Diminution de SMN (survival motor neuron) et défaut d’épissage de I’exon 7

Le nombre et la taille des motoneurones diminuent au cours de la culture et de la
maturation

Défaut d’épissage alternatif du gene IKBKAP (inhibitor of kappa light polypeptide gene

enhancer in B-cells, kinase complex-associated protein). Atteinte de la différenciation
et de la migration neuronales

Inconnu

Mutation du gene MeCP2 (methyl-CpG-binding protein 2), défauts (morphologiques et

électrophysiologiques) des cellules neurales

Non vérifié

Mutation du gene LMNA (codant les lamines de types A et C)

Dans les cellules du lignage mésodermique issues de ces iPS, présence de progérine

et LMNA, augmentation des dommages de I’ADN et défaut morphologique des noyaux,
apparition du phénotype sénescent dans des cellules du muscle lisse

Mutation du géne KCNQI (code pour un voltage-gated potassium channel, sous-famille Q) :
défaut de conduction dans les cardiomyocytes dérivés d’iPS

Mutation du géne KCNH2 (code pour un voltage-gated potassium channel, sous-famille H) :
défaut de conduction des cardiomyocytes dérivés d’iPS. Potentiel d’action prolongé
Mutation du canal calcium de type L Cav1.2 : contraction irréguliere des cardiomyocytes
dérivés d’iPS. Influx excessif de calcium et potentiel d’action prolongé
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Tableau I. Liste des lignées de cellules souches pluripotentes (iPS) humaines générées depuis 2007 a partir de cellules de patients.

qui concerne les mécanismes impliqués
dans le syndrome myotonique.

Nous avons pu utiliser deux lignées CSEh
dérivées a I’AZ-VUB (Academisch Zieken-
huis van de Vrije Universiteit, Bruxelles)
a partir d’embryons distincts porteurs de
la mutation causale de DM1. Nous avons,
dans un premier temps, différencié les
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cellules CSEh en motoneurones grace a un
protocole d’induction neurale par cocul-
ture des CSEh avec des cellules stromales,
suivi d’une spécification motoneuronale
a I'aide d’agents induisant un phénotype
caudal (acide rétinoique) et ventral (sonic
hedgehog). Dans ces conditions, nous
avons obtenu 30 % a 40 % de neurones

présentant une morphologie et un phéno-
type de motoneurones exprimant le mar-
queur nucléaire Hb9 (Figure 1A-B). Deux
signes moléculaires caractéristiques de
DM1, la présence des inclusions ribonucléi-
ques et une anomalie d’épissage du gene
codant pour le récepteur au glutamate de
type NMDA, étaient présents tout au long
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Figure 1. Anomalies phénotypiques des
motoneurones issus des cellules CSEh
DMI1. On observe une augmentation
anormale de I'arborisation neuriti-
que entrainant des défauts dans la
capacité des motoneurones a inte-
ragir avec leur cible musculaire. A.
Représentation schématique du pro-
tocole de différenciation des CSEh en
motoneurones. La premiére étape de
ce protocole se base sur une coculture
entre les CSEh et des cellules stro-
males permettant I'induction neurale.
Les précurseurs neuraux ainsi obtenus,
sous la forme de rosettes neurales,
sonttraités pardel’acide rétinoique ou
Sonic hedgehog, deux facteurs connus
pour leur role dans la différenciation
cholinergique. La maturation termi-
nale des motoneurones est ensuite
induite, pendant 1 a 2 semaines, en
maintenant les cellules en présence
de facteurs de survie tels que le BDNF
(brain-derived neurotrophic factor),
le GDNF (growth-derived neurotro-
phic factor) et I'acide ascorbique. B.
Une proportion (30 %) des neurones
(détectés par immunomarquage pour
Tu)I) expriment le marqueur nucléaire
spécifique des motoneurones Hb9 (en
rouge). C. Détection par hybridation in
situ des inclusions ribonucléoprotéi-

ques (en rouge) au niveau des neuro-

nes détectés par immunomarquage pour le marqueur Tujl (en vert). Un exemple est illustré par la fleche blanche. D. La détection du marqueur pan neuronal

MAP2 (en rouge) permet de révéler ’augmentation de I'arborisation neuritique dans les cultures neuronales issues des cellules CSh DM1 par rapport aux

CSEh contrdles (€). F. Les neurites des motoneurones DM1 (en vert, marqueur Tu)l) se connectent moins bien aux cellules musculaires (en rouge, marqueur

desmine) que des motoneurones contrdles (G). La fleche jaune illustre un exemple d’interaction neurone-cellule musculaire.

de ce processus de différenciation [9].
Outre cette réplication de caractéristiques
connues, nous avons fait une observation
originale : une croissance anormalement
profuse des prolongements neuronaux
(Figure 1D). Lutilisation d’un systéme de
coculture entre ces motoneurones et des
cellules musculaires humaines a révélé de
plus que cette arborisation exubérante
des neurites s’accompagnait d’une dimi-
nution nette de leur capacité a former des
synapses (Figure 1F). Il est intéressant de
noter que ce phénotype anormal rappelle
quelques observations anatomo-patho-
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logiques réalisées chez des patients DM1
[10-12].

Afin de comprendre les mécanismes
moléculaires associés a ces phénotypes,
nous avons identifié les genes différen-
tiellement exprimés entre les cellules
mutées et controles. Nous avons ainsi
identifié deux genes codant pour des
membres de la famille SLITRK!, connue

! Les produits de ces génes sont des protéines membranaires
intégrales comprenant deux domaines de type amino-termi-
nal leucine-rich repeat (LRR) semblables a ceux des protéi-
nes SLIT, et des régions carboxy-terminales partageant une
homologie avec les récepteurs de neurotrophines (TRK).

pour son role dans la croissance neuriti-
que, dont Iexpression était totalement
effondrée. Nous avons retrouvé ce défi-
cit, jusque-la inconnu, dans des préle-
vements de tissu cérébral provenant de
patients. Nous avons établi le lien causal
entre la perte d’expression des SLITRK et
I"anomalie neuritique en restaurant une
activité normale de ces protéines dans
les cellules DM1, ce qui a normalisé le
défaut fonctionnel, arborisation neu-
ritique excessive (Figure 2). A Pinverse,
I’extinction des genes a 'aide de shARN
dans des cellules sauvages provoquait la
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Figure 2. Lien causal entre le défaut d’arborisation neuritique et le défaut d’expression de deux génes de la

famille SLITRK dans les progéniteurs neuraux issus de cellules CS€h DM1. A. Dans les cultures de neurones

issus de CS€h DM, il y a absence d’expression des génes SLITRK? et SLITRK4, aboutissant a une augmenta-

tion du réseau neuritique. B. La surexpression a I'aide de vecteurs lentiviraux des genes SLITRK? et SLITRK4

dans les cultures neuronales DM1 aboutit a une diminution du réseau neuritique similaire a celui observé
dans les cultures contrdles (€). D. Uextinction, par shARN, de I’expression des genes SLITRK2 et SLITRK4

aboutit dans des cultures neuronales contrdles a une augmentation de I’arborisation neuritique.

pousse neuritique exubérante typique de
la pathologie (Figure 2).

De la recherche fondamentale
a la recherche appliquée

Ces résultats démontrent ainsi le potentiel
offert par les CS€h pour disséquer des méca-
nismes jusque-la inconnus de pathologies
humaines. Ils soulignent en particulier la
possibilité qu’offrent ces cellules d’identifier
des anomalies aussi fines que celles pouvant
affecter la communication intercellulaire.
Le développement de nombreux protocoles
de différenciation permettant d’obtenir un
nombre important de phénotypes cellulai-
res différenciés ouvre largement ce champ
d’exploration des maladies monogéniques,
notamment de celles qui bénéficient d’un
diagnostic pré-implantatoire.

Au-dela de cette recherche fondamentale,
Iapplication directe de cette modélisation
pathologique est la recherche de composés
capables de corriger, ou de compenser, les
anomalies ainsi identifiées. Chacune de ces
anomalies représentatives des pathologies
et que 'on retrouve in vitro dans la descen-
dance des cellules souches pluripotentes
est une cible potentielle pour le criblage
des millions de composés amassés par les
industriels de la pharmacie, a la recherche
des hits a partir desquels pourront étre
développés les traitements appropriés a ces
maladies génétiques qui, pour la plupart,
n’ont pas jusqu’alors bénéficié de ces appro-
ches pharmacologiques a haut débit. ¢
Human pluripotent stem cells: opening key
for pathological modeling

m/sn®4,vol. 27, avril 2011
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