Cellules souches 3

Partiel : QCM pas de soustraction de point si la réponse est mauvaise + petites questions de une ou deux phrases maximum : mots clés. Pas de piège. Ca dure 2h. 

Aujourd’hui on va parler des cellules souches embryonnaires, je vais un petit peu vous expliquer ce qu’on peut en faire et où on en est. 

DIAPO 2
Rappel : ovocyte fécondé : premier stade du développement embryonnaire où la cellule est totipotente et chacune des cellules a le même potentiel jusqu’au stade  blastocyste  embryon pré implantatoire, avant sa nidation et il y deux types cellulaires : 



1 : couche externe : faite de tropho-ectoderme qui va donner le feuillet extra embryonnaire 




2 : masse interne d’une centaine de cellules qui contient les cellules pluripotentes. Lorsqu’elles sont mises en culture, ces cellules donnent les cellules souches embryonnaires qu’on a isolées en 1981 chez la souris et en 1998 chez l’homme. Il a fallu 17 ans pour trouver des techniques pour passer de la souris à l’homme.

Ces cellules ont le double avantage : c’est que se sont des lignées c'est-à-dire ce sont des cellules qui poussent sans arrêt ad vitam éternam , on peut les garder en culture pendant des semaines, des mois, des années. On peut les garder en état indifférenciée ou bien les pousser dans la voie de la différenciation en tous les types cellulaire qu’on veut puisqu’elles sont pluripotentes. Ca a été aussi bien démontré chez la souris et chez l’homme  qu’on pouvait faire des cellules du mésoderme, de l’ectoderme, de l’endoderme et même des cellules germinales
On peut faire des cellules neuronales, des cellules de la peau, des cardiomiocytes, tous les types cellulaires. 

Cela veut dire qu’a partir d’une lignée de cellules souches humaines donc des cultures, si on peut faire des neurones ou des cardiomiocytes on peut penser qu’on pourra faire de la thérapie cellulaire, c'est-à-dire réinjecter ces cellules pour essayer de soigner des gens qui ont des déficit en ce genre de types cellulaires. Et ce qu’il y a d’extraordinaire c’est que si on peut faire des cellules germinales ( démontré chez la souris et pas encore chez l’homme ) ca veut dire qu’on peut obtenir des ovocytes et des spermatogonies donc en théorie refaire un être humain. 

Chez la souris ca a été fait a moitié c'est-à-dire que des ovocytes ici de cellules ES murines ont été fécondé par des spermatozoïdes de souris mais qui venaient pas de cellules ES, un développement embryonnaire a démarré jusqu’au stade blastocyste. Ils n’ont pas été jusqu'à la reconstruction d’un nouvel organisme peut être parce qu’il y a encore des problèmes de maturation, mais ca veut dire qu’on avance a une vitesse extraordinaire.

Mais on imagine bien les problèmes éthiques que ca peut poser parce que si on prend des cellules humaines et qu’on arrive a en faire un être humain ( problème !
Alors au niveau de l’auto renouvellement (définition d’une cellule souche), cette propriété est sous le contrôle de 3 ou 4 gènes importants et c’est ces 3 gènes qui sont : oct 4, nanog, c-myc,  sox-2  (il y en a d’autre) et une activité télomérase élèvée.
Télomérase : reproduction des télomères qui permet à la cellule cancéreuse par exemple de se diviser indéfiniment et d’échapper à la sénescence (=vieillissement cellulaire)  
Toutes nos cellules sont programmées à l’avance pour subir un nombre de divisions limitées et chaque division, les télomères raccourcissent jusqu'à un certain niveau où ils sont trop petits et à ce moment là la cellule meurt par sénescence (pas par apoptose !)
Et effectivement dans les cas de cancérisation, une des capacités qui s’acquiert c’est la capacité de reformer des télomères par l’activité télomérase. Donc c’est soit  une nouvelle activité télomérase du a réarrangement chromosomique qui va réactiver le gène de la télomérase ; soit par d’autres voies indirectes. En tout les cas ces télomérase est très élevée dans les tumeurs et permet l’immortalisation des cellules dans les tissus qui normalement devraient arriver à sénescence. 

Et la cellule souche embryonnaire à une activité télomérase élevée naturellement ce qui lui permet d’être immortelle. 

Démonstration de l’activité pluripotente des cellules souches embryonnaires : plusieurs techniques.

1. La technique des gouttes pendantes : diapo 2

Une colonies de CES (Cellules souches embryonnaires) qu’on peut laisser à l’état indifférencié c'est-à-dire qu’elle garde leur capacité à se différencier mais elles sont encore un peu naïves. Et tant qu’elles sont naïves on peut les faire pousser indéfiniment. Par contre quant on les mets à différencier et qu’elles deviennent des neurones, c’est fini elles vont plus pousser et ne vont pas aller dans une autre direction.

Donc ce qu’on fait en tous les cas pour des CES de souris, il y a une molécule LIF (leucemia inhibitory factor, famille de IL6) est suffisant pour empêcher les CES  en culture de partir en différenciation. Ca leur garde en était indifférencié. Par contre des qu’on enlève le LIF elles partent en différenciation.

On va prendre nos cellules

+ ajoute de la trypsine => enz qui permet couper certaines protéines d’adhérences cellules-cellules ou cellules- matrice extra embryonnaires.
Trypsine=> destruction de ces interactions et donc les cellules vont se décoller de la boite.

On les comptes et on va mettre à peu près 100 cellules dans un petit volume qu’on va mettre sur un couvercle de la boite de culture. On retourne le couvercle et le mettre sur la boite de culture, donc c’est pour ca que votre goutte va pendre.

Et là ce qui se passe c’est que ces gouttes contiennent 100 cellules qui vont commencer à s’agréger entre elles et elles vont vraiment démarrer un développement embryonnaire exactement  comme démarrerait la division d’un ovocyte fécondé. C’est à dire que vraiment elles agrègent et elles vont former entre elles un corps embrioide : comme un embryon qui va  developper un ectoderme, un mésoderme, un endoderme. En fait il y a comme des signaux suffisants pour ces cellules quant elles s’agrègent entres elles pour avoir l’impression qu’elles sont comme une morula, début de développement embryonnaire.
Donc ca c’est pendant 3 jours en suspension parce qu’on les mets dans une boite qui sont traitée de telle façon que les cellules ne peuvent pas adhérer donc elles restent en suspension sans adhésion, et ensuite on les mets en adhésion.

Et durant tout ce processus là elles vont former un corps embrioide très compact qui si on le coupe en morceaux, on voit différent feuillets et une cavité intérieur comme on verrait dans un debut de dev embryonnaire. Et on retrouve toutes les cellules que l’on pourrait retrouver dans un organisme : ecto meso et endoderme.

Et si on laisse pousser de manière spontanée cette culture en adhésion, on pourra retrouver des cardiomiocytes, des cellules neuronales, des cellules pancréatiques…De manière spontanée tt va s’organiser par forcément comme il faut, donc on n’aura pas un être vivant.

Ca a été aussi bien démontré chez les CES murines qu’humaines.

2. Les souris transgéniques, que ca soit des souris transgénique ou des souris KO :diapo 3
On prend une CES, et elle a une particularité en plus : capacité à faire de la recombinaison homologue.

Recombinaison homologue : 
ADN génomique avec deux allèles, pour un même gène x. 






Maintenant on va modifier le gène x en lui enlevant une petite partie pour que ce gène ne puisse plus marcher.

Ce qu’on fait c’est qu’on prend un ADN qui va contenir les mêmes séquences à gauche qu’à droite sauf au niveau du gène x qu’on veut modifier. Donc on fait une délétion. 
On va introduire cet ADN dans les CES et c’est les seules cellules qui sont capable de faire la recombinaison homologue. C'est-à-dire que cet ADN va reconnaitre son homologue et il va y avoir un échange pour un allèle. 

Et on va se retrouver en fait du avec une cellule qui aura un allèle normal et un allèle muté, donc hétérozygote.

On aura introduit aussi des gènes de sélections a coté des fragments  homologues (par exemple de la puromycine ).

On pourra sélectionner les cellules qui auront fait la recombinaison homologue en  sélectionnant avec la puromycine, on va tuer toutes les cellules  qui n’ont pas recombiné et seules les cellules qui auront intégré l’ADN modifié vont être résistantes à la puromycine.

On amplifie les cellules recombinées ( population clonale (on aura fait pousser la même cellule en grand) 

On va injecter quelques cellules modifiées  dans un blastocyste normale, chacune de ces cellules va participer au développement embryonnaire. 
Donc on va prendre ce blastocyste, on va le mettre dans une femelle porteuse (femelle a qui on a injecté des hormones pour lui faire croire qu’elle est enceinte). 
A la naissance on a  une souris chimérique : parce que ces cellules modifiées vont se retrouver au hasard dans certains tissus. Toutes les cellules ne sont pas modifiées ! Seules quelques cellules modifiées vont se retrouver un peu partout au hasard dans certains tissus. 

Transmission dans les  générations futures : une cellule modifiée se retrouve dans la cellule germinale. 

Si on croise la souris chimérique avec une souris normale, on a  un des embryons qui vont  contenir un ADN muté  et un ADN normale.

Si on a la chance d’avoir  deux embryons comme ca qui naissent(hétérozygote), si on les croise on aura une descendance  25 % qui auront les deux gènes mutés homozygotes. Et c’est là qu’on va voir en quoi l’absence de ce gène va modifier la physiopathologie de cette souris. Et vous verrez son incidence sur le developpement embryonnaire.

Souris transgénique : on prend les CES on injecte en plus un gène, après le reste est le même.
Le fait qu’on retrouve les cellules modifiées un peu partout prouve bien que ces cellules sont pluripotentes.

Technique très utilisée qui a permis de voir les différentes fonctions de nombreux gènes en les inactivant.

3. Ces CES ont la particularité que si on les injecte en sous cutanée dans une souris NUDE (sans thymus, sans SI, sans poil, immunodéficiente donc pas de système de rejet de greffe allogénique) on obtient des tératomes : diapo 4
Tératomes : tumeurs bénignes  formés à partir des CES et qui se différencient en tous les types cellulaires. On va avoir une espèce de tumeur avec à l’intérieur de laquelle il y aura tous les types cellulaires  de l’organisme ou la plupart (poils, dents, intestins…) 

Démonstration même de la pluripotence.

Cette technique est utilisée pour les CES humaines et par contre la technique d’avant ne peut pas l’être parce qu’on ne peut pas prendre un blastocyste humain et ensuite le faire porte par une mère porteuse …
C’est la seule technique que l’on puisse utiliser pour les CES humaines.

Ces tératomes ne sont pas à priori invasifs mais ils sont une des raisons pour lesquelles dans le monde entier  il y a beaucoup de réticences à utiliser des CES en thérapie cellulaire.

Beaucoup de débat sur l’éthique de l’utilisation de CES. 

Les deux raisons pour lesquelles il y a une grande réticence à utiliser des CES humaines : 



-éthique : pour certains pays ou certaine sensibilité parce qu’il faut les prélever d’un embryon donc même si c’est un embryon surnuméraire ca pose des problèmes d’ordre religieux soit dans certain pays aussi. Donc il y a des pays qui ont interdit l’utilisation des CES humaines d’autres qui l’ont autorisé. La France a mis beaucoup de temps à l’autoriser et sous certaines conditions extrêmement restrictives, d’autres pays ont complètement autorisé etc



-si ca peut faire des tératomes, attention ca peut être dangereux parce si vous traitez quelqu’un qui a Parkinson et lui injectant des CES dans le cerveau, vous allez soigner Parkinson mais vous allez lui induire une tumeur au cerveau.   

Ce sont les débats actuels et les choses ne sont pas tranchées.

Embryon surnuméraire : embryons issus de fécondation in vitro qui n’ont pas été utilisés. 
La fécondation in vitro est une technique qui a une quarantaine d’année. Au début l’efficacité de réimplantation était extrêmement faible donc on préparait énormément d’embryons pour pouvoir les réimplanter et pour les congeler pour pouvoir essayer  de les implanter une fois suivante parce qu’en fait ces techniques là ne marchait pas très bien. Maintenant ca marche mieux même si c’est  encore loin d’être parfait. Donc souvent il y avait besoin de retenter plusieurs fois parce que l’embryon commençait à se développer mais se réimplanter pas. 
Et donc sur ces 30 ou 40 années , rien qu’en France il y a plus de 50 000 embryons surnuméraires congelés pour lesquels il y a aucun projet parental. 
La loi en France est assez ancienne, disait que normalement ces embryons surnuméraire devraient  rester 5 ans dans l’azote liquide et au bout de 5 ans, on devrait les détruire si il  n’y a plus de projet parental. Ils n’ont jamais été détruits parce que les médecins ont considéré qu’on sait jamais etc..
 Et depuis 1998 que les CES humaines ont été dérivées à partir d’embryons surnuméraires, c’était une équipe américaine israélienne qui ont réussi à le faire ensemble.

On s’est rendu compte que ces embryons surnuméraires représentaient un potentiel énorme puis qu’on pouvait fabriquer des CES humaines à partir de ca. Donc il y a des pays qui en ont profité parce que leur éthique  ou leur moral l’autorisait et d’autres pays qui ont été plus restrictif.

Deux exemples relativement hypocrites :


-USA : il y a eu autorisation d’utiliser des embryons surnuméraires  pour fabriquer des CES humaines mais les recherches sur les CES humaines ne seraient autorisées que sur des fonds privés et pas sur des fonds publics. Ca complique la vie des laboratoires avec séparation des paillasses selon origine des fonds !


-France : Les premières lois de bioéthique d’il y a 6 ans interdisait l’utilisation de CES humaines et leur dérivation (prendre les embryons surnuméraires, récupérer les cellules, les mettre en culture) mais on peut aussi récupérer d’un autre pays des CES embryonnaires déjà dérivées donc c’est ce qui s’est passer en France. On n’a pas le droit de dériver, on n’a pas le droit de travailler sur des CES humaines mais on peut recevoir des dérogations exceptionnelles. Il fallait faire une demande officielle et toutes les demandes ont été acceptées. Mais la vraie hypocrisie c’est que  pour nous il est inacceptable de dériver des lignées par contre c’est acceptable d’autre le fasse pour nous.
On ne veut pas dire les choses.

Mettons qu’une découverte d’une importance majeure soit faite a partie d’un embryon qui n’a pas encore reçu de dérogation est-ce que les pouvoirs publics ont les moyens de geler les fonds du 

Laboratoire de telle manière que l’on ne puisse pas exploiter cette découverte ?

Non en fait de toute façon l’UE a décidé d’interdire tt brevet sur l’embryon. Donc indirectement il n’y pas de valorisation sur les CES humaines non plus. Par contre on peut déposer des brevet sur des applications, sur des dérivés. C’est très compliqué.
 De toute façon la loi est extrêmement encadré en France c’est a dire qu’on ne peut pas travailler dessus si on n’a pas l’autorisation et cette autorisation vous l’obtenez que si vous avez déposé un dossier.  Il y a interdiction  en France de travailler sur les CES humaines sauf dérogation mais la dérogation ne peut être donné que pour un projet qui aura au bout de 5 ans une application en thérapie. Ce qui est absolument impossible, vous  ne pouvez pas lorsque vous démarrez une recherche  savoir en combien de temps vous allez la faire et si vous allez déboucher  sur un avantage thérapeutique. Donc  en fait ca bloquer complètement les gens qui se sont rendu compte qu’ils ne pouvaient pas travailler, qu’il ne pouvait pas être en compétition avec les autres donc en fait les législateurs ont dit ok et on va quand même donner des dérogations…

Il y a interdiction de création d’embryon a but de recherche donc on reste aux embryons surnuméraires.  
Diapo 5

Depuis 1998 et la découverte qu’on pouvait dériver des CES humaines, on s’est rendu compte qu’on pouvait faire un peu tout les types cellulaire et donc il y avait un potentiel thérapeutique énorme théoriquement. 

Depuis on se rend compte que c’est plus compliqué, qu’il va falloir des années  pour essayer de nous en convaincre. 
Je vais essayer  de vous montrer certaines expériences qui montrent que vraiment on n’était pas loin de pouvoir utiliser les CES humaines en thérapies. Cette année il y a 2 essais cliniques : le premier va se dérouler aux USA et en France sur  le cœur. Deux équipes vont injecter des CES humaines pour essayer de soigner  des IDM ou des cardiopathies sévères.  Le deuxième aux USA dans les maladies neurodégénératrices donc on avance. 

Diapo 6

Ce qu’on peut voir en  culture. On prend des CES humaines ou murines, vous les mettez en culture, de manière spontanée (technique des gouttes pendantes) vous obtenez tous types cellulaires dont des champs qui battent. Ce sont des centaines de cardiomiocytes qui se reunissent entre eux avec des jonctions, des connéxines, des canaux, et qui vont battre de manière synchrone et assurer la fonction cardiaque. C’est une des premières fonctions qui a lieu en culture et d’ailleurs on sait  que chez l’embryon le premier tissu ; le premier organe qui est formé c’est le cœur. 
Alors les applications, on peut d’abord les démontrer chez l’animal. Il a beaucoup de laboratoires qui essais de démontrer les faisabilités d’utiliser les CES soit de souris soit humaines pour des thérapies. Beaucoup de modèles de rats et de souris ont été développés qui récapitulaient soit des IDM soit des problèmes de neurodégénérescence (myéline) soit des problèmes de motoneurones soit des  souris diabétiques avec des problèmes de sécrétion d’insuline par les cellules du pancréas etc…

Diapo 9, 10

Je vous vous donnez l’exemple d’une expérience qui a été faite il y maintenant 6 ans. C’est justement  dans l’objectif de soigner des maladies neurodénératrices comme la maladie de parkinson qui est due à la perte de neurone dopaminergique dans des parties extrêmement particulières du cerveau. Ce genre de pathologie nécessite de restaurer cette fonction. 

Il y a des différents marqueurs comme la tyrosine hydroxylase  qui sont des marqueurs des neurones dopaminergiques. Donc ce que les laboratoires ont crée un modèle animal de la maladie de Parkinson par la destruction des neurones dopaminergique dans le striatum  par l’administration de 6-hydroxy dopa. 
Le rat se comporte comme le patient atteint de la maladie de Parkinson : tremblements, problèmes moteurs…
En parallèle, ils ont pris des CES de souris et ils ont rajouté un promoteur spécifique des neurones mur1 avec  un gêne de sélection  et ils ont rajouté différents coktails pour induire la différenciation neuronale des CES. 

Ils ont obtenu un certain nombre de neurones (5 à 10 %) dans leur différenciation et quant ils ont fait agir leur antibiotique ils ont tué toutes les cellules qui ne sont pas devenu des neurones pour arriver à isoler un maximum de cellules neuronales dopaminergiques qui avait le promoteur mur 1 positif. 

Ils ont injecté des cellules dans le striatum de rats normaux ou de rats dans lesquels les neurones dopaminergiques ont été détruits. Ils sont partis du principe que si les cellules fonctionnent comme il faut je devrais restaurer une fonction.
En tout cas la première chose qu’ils ont fait :

A B C sont les lieux d’injection

DEFG sont les endroits où ils ont coupé pour voir si les neurones qu’ils avaient injectés envoyaient des prolongements comme tt neurones.

Ils ont fait des tests d’immunofluorescence avec un anticorps dirigé contre la tyrosine hydroxylase qui reconnait les neurones dopaminergiques in situ.

Aux lieux d’injection on voit bien les corps des neurones injectés

Et même jusqu'à FG on voit des prolongements de neurones. 

Ce qui prouve qu’au moins à ce niveau là que l’injection de neurones dopaminergiques issus  de CES sont capable de ne pas être dégradé et sont capable d’envoyer leur prolongements comme on attend  de tout neurone.
 C'est-à-dire que l’environnement a compris que ces cellules était des cellules neuronales dopaminergiques  et leur à permis en sécrétant différents facteurs d’aller ou elles devaient aller. 

Vérification si neurones sont fonctionnelles :  diapo 11 12
Reproduction d’un phénomène qui peut être réverté qui illustre l’absence de fonction dopaminergique. 
C’est la rotation de l’animal autour de lui-même  induit par l’administration d’amphétamine. 
Le rat tourne à 800 tours par 70 minutes ce qui fait 1 rotation toutes  les 5 sec sans arrêt ! 

Ensuite on leur injecte soit des CES normales indifférenciées soit des cellules différenciées en cellules neuronales (vert) 

Avec les cellules différenciées en neurones on voit : une réduction massive du nombre de rotation, puis tt d’un coup on voit qu’ils tournent de l’autre coté car il y eu nu déséquilibre. On a injecté tt d’un coup une quantité de neurones dopaminergiques importante dans l’hémisphère droit et du coup il y en a plus que dans l’hémisphère gauche donc on crée un déséquilibre parce qu’en fait c’est ce déséquilibre qui provoque une rotation. Ce qui veut dire aussi qu’il faut faire attention au dosage.

Injection de cellules indifférenciée : au bout d’un certain temps il y a une chute importante du nombre de rotation car les cellules se sont différenciées in situ dans le cerveau.
 Elles ont reçu des signaux qui leur ont dit, en tt cas pour une partie, de se différencier en cellules neuronales dopaminergiques.  Diminution de moitié le déséquilibre. 

C’est une preuve de principe qu’il peut y avoir une application thérapeutique des CES dans  des pathologies de déficits en fonction.

Dans leur cas a eux il n y a pas eu de tumeur. 
Mais ce qui est très étonnant c’est que dans d’autres études qui ont été faites  avec le même principe le même genre d’approche, certains ont obtenu des tumeurs.  
On ne sait pas pourquoi mais visiblement  tout dépend de l’environnement dans lequel la cellule se trouve. 

Tout dépend si la cellule reste indifférenciée ou pas parce qu’en fait ce qu’on sait maintenant  c’est que le tératome ne se forme que si il reste des cellules non différenciées. 
Une des règles en thérapie c’est de ne pas injecter des cellules indifférenciées. Ce qui voudrait dire ici, si il n’y a pas eu de tumeurs c’est soit que les cellules indifférenciées ont été détruites soit qu’elles se sont toutes différenciées par forcément en cellules neuronales (cellules endothéliales, cellules musculaires parce qu’en fait dans le cerveau il y a énormément de types cellulaires).

 Un autre groupe qui a publiée le même genre d’expérience mais qui montrait qu’il y avait formation de tératomes.
Diapo 13
Là c’est une autre approche avec un autre groupe qui ont montré qu’en fait ils obtenaient des tumeurs : 18 rats sur 22 ont fait des tumeurs, puis 2 sur 8 et ensuite 0.

En fait ce qu’ils ont montré c’est que une des facteurs déclenchant des tératomes c’est le nombre de passages des cellules en cultures au moment ou elles se différencie c'est-à-dire que lorsqu’on prend des CES en cours de différenciation et qu’on les passe un certain nombre de fois. 

Si elles n’ont fait qu’un seul passage presque tous les rats font des tumeurs, par contre si on les passe deux fois, presque plus et si on les passe 3 fois, plus aucun rats ne font des tumeurs. 
Comme si une sélection se faisait en culture et qu’on se débarrasser des cellules indifférenciées, en tout les cas la raison qu’il y a une telle différence entre deux passages n’est pas encore clair.

On peut noter qu’il n’y a pas de rejet lorsqu’on injecte des cellules neuronales dans le cerveau car celui-ci est immuno privilégié relatif même en cas de xénogreffe comme le cas précédent.

Cause non connue.
Diapo 14 15
Expérience 2004 : qui montre la plasticité extraordinaire des cellules souches embryonnaires capable de ressentir des appels de très loin, qui répondent. Très sensible à des facteurs diffusibles qui vont venir de l’organisme et la cellule va répondre.

Il a été montré qu’il y a 3 gênes : Id1 Id2 et Id3 qui viennent de la même famille de gêne. Ils ont montré qu’il suffisait d’inactiver ces 3 gênes chez un embryon pour qu’ils meurent in utéro de malformations cardiaques très sévères. 
Pas de trabéculations au niveau du cœur et c’est due à l’absence de ces 3 gènes et l’embryon de souris meurt à environ 13 jours et demi alors que son développement in utéro dure 21 jours.

Sur le schéma tout est désorganisé, c'est-à-dire qu’il y a un problème de désorganisation des myocites, endocarde aussi.
 En fait ce qu’ils ont fait : 

-injecter des CES  avec le gêne de la béta galactosidasedans le blastocyste d’un embryon préimplantatoire qui provenait de male et femelle qui était hétérozygotes pour les 3 inactivations de gênes car pour inactivation totales de ces gênes il faut qu’il soit homozygotes pour l’inactivation de ces 3 gènes. 


-  vont avoir des embryons dont ¼ vont porter de manière homozygote les mutations sur les 3 gènes. Et si on prend un blastocyste qui normalement porte ces 3 mutations homozygotes, ce blastocyste devrait mourir au jour 13. 
Mais quand ils injectent des CES non différencié dans ce blastocyste, ils obtiennent une rescue complète.

·  ils retrouvent  ces cellules un peu partout dont dans le cœur de manière un petit peu diffus aussi bien dans l’endocarde que dans le myocarde etc… et ils montrent que le cœur de cas embryons triplement Ko étaient normales et que ces embryons survivaient.

Ceci est due à la présence de CES normales qui se sont différenciées in situ en myocarde en cellules endotéliales et ils ont montré que la production de WINT par les cellules va permettre la sécrétion IGF 1 facteur qui peut diffuser dans la voir systémique pour provoquer  la prolifération  des myocites.

Les CES ont assuré le travail que ne faisait plus les cellules KO, c'est-à-dire qu’elles ont remplacé ce qu’il manquait.
 Il y a plus ID1 ID2 ID3 , il faut donc trouver une voie parallèle. C’est ce que les cellules ont fait donc elles ont secrété ceux pour quoi ID1 ID2 ID3 était prévu de faire dans le cœur, c a d produire WINT 5 et produire IGF1. IGF1 est produit normalement par les cellules cardiaque pour leur prolifération et pour le maintient de l’endotélium. SI IGF1 n’est pas là et Wint non plus il n’y a pas de formation cardiaque.

Le plus extraordinaire c’est qu’ensuite ils sont allés beaucoup plus loin, ils ont pris une femelle avant qu’elle soit mis en présence du male, elle était porteuse des 3 gènes déficients et ils ont injecté dans son péritoine, des CES indifférencié ou de IGF1.

La femelle n’était pas enceinte, ensuite ils l’ont mis en présence d’un male qui était porteur aussi des 3 mutations hétérozygotes et ils ont fait  des embryons dont 1/4 étaient censé être triple KO et devaient mourir  in utéro.

Hors tous les embryons sont nés normaux avec un cœur normal. Et en fait ce que ces auteurs ont montré c’est que ces cellules  dans le péritoine de la femelle ont sécrété IGF1  qui a permis de surpasser l’absence de ID1 ID2 ID3 dans la formation cardiaque.

CA veut dire que les CES ont la capacité de ressentir un stress très loin et réponde à ce stress. Potentiel énorme à répondre à l’environnement. 

Certainement les cellules en formation cardiaque qui n’arrivaient à produire les molécules qu’il fallait qui ont envoyé des signaux de détresse dans le voie systémique et les cellules qui y ont répondu ce sont les CES.

 Diapo 16
Les CES humaines ont un potentiel énorme en médecine régénératrice même si il y a beaucoup de choses à faire. Elles peuvent être aussi utiliser pour créer des modèles cellulaires c'est-à-dire en culture reproduire un peu ce qu’il se passent in utéro. Elles peuvent être aussi utiliser pour des tests toxicologiques parce que de plus en plus il y a des pressions pour éviter d’utiliser des animaux dans les laboratoires pour tester des médicaments dont des produits cosmétiques. L’UE va passer une loi qui interdira à toutes les boites cosmétologiques au moins d’utiliser des animaux pour tester les produits, donc il faudra des modèles cellulaires qui pourront remplacer ces animaux.

Diapo 17

Révolution en biologie qui a eu lieu il ya deux ans :

CES, un des problèmes de ces cellules est le fait qu’elles sont allogéniques donc on ne sait pas ce que ca va donner. IL y a beaucoup de travaux qui sont en cours pour essayer de voir quel est immunogénicité des CES humaines parce que les premiers travaux qui ont été fait semble indiquer qu’elles sont très peu immunogènes, induisent peut être même une tolérance (comme les cellules mésenchymateuses)  en réduisant l’activation de cellules lymphocytaires.
Un groupe japonais a découvert  qu’il suffit de prendre des cellules adultes les mettre en cultures et on rajoute 4 gênes qui ont été identifiés comme étant important pour l’auto renouvellement des CES humaines : OCT-4  SOX-2  KLF4 et CMYC 

Ils ont testé de manière excessive systématique des combinaisons de 3 ou 4 gènes d’à peu près 300 gènes différents potentiellement intéressant. 

Pour voir si on ne pouvait pas les convaincre de redevenir pluripotente, comme des CES, de récapituler le développement  embryonnaire.

Technique : préparer des vecteurs (rétrovirus qui intègrent leur ADN dans le génome au hasard) 


-on prend ces 4 gênes là et on infecte les cellules fibroblastiques en partant déjà de condition optimale pour que les  4 gènes s’expriment dans la même cellule. 

-cultive les cellules, et on attends 2 ou 3 semaines.

- Au bout des 3 semaines, ils ont eu la surprise de voir qu’ils ont des colonies de cellules qui ne  ressemblaient plus du tout à des fibroblastes mais à des CES.

-amplification


-  ils ont regarder la morphologie, l’expression des gênes et ils ont vu que celle-ci était exactement similaire au CES, plus du tout comme des fibroblastes et surtout qu’elles pouvaient faire des tératomes comme des Ces et qu’elles pouvaient de différencier en tous les types cellulaires. 
Ca a était fait chez la souris puis ca a été fait chez l’homme, ca a provoqué un boum énorme 
Intérêts : 

-plus besoin des embryons surnuméraires

- pas de rejet car ca vient des cellules du patient

-on va avoir accès à des modèles cellulaires pour des pathologies pour lesquels on a aucune idée des raisons pour laquelle on a ces pathologies.

Ex : schizophrénie : pathologie multifactorielle (stress, génétique..) aucun idée qu’elles sont ces raisons.
Cellules accessibles, on  a des cellules portant tous les critères de problème que peut avoir un malade et a ce moment là comme on a des cellules pluripotentes on peut redifférencier ces cellules  vers la direction qu’on veut. 

 On sait que la schizophrénie, il y a une augmentation significative  des chances d’avoir une  schizophrénie lorsque la mère au cours de la grossesse  était infectée par un virus. Au moment de la migration des premiers neurones et de leur différenciation dans le cerveau s’il y a eu des infections,  des stress, des réponses inflammatoires, la probabilité d’avoir un enfant schizophrène est augmenté de 50 %.  Attention, c’est un des nombreux facteurs mais ca augmente les chances. 
Ca veut dire que les neurones ont eu des difficultés à se former. 

Si on prend des cellules d’un patient schizophrène, il faut qu’on ait des neurones, des progéniteurs neuronaux, des cellules en cours de différenciation si on peut les reprogrammer en IPS et qu’après on peut les programmer en culture ce que normalement ce fait in utéro c a d la différenciation neuronales, dopaminergiques, en oligodendrocytes etc…on va pouvoir voir peut être des modifications, des différences entre contrôle et malade. 
Et si on fait une statistique sur un nombre important de patients, vous pouvez peut être déterminer quels sont les problèmes et déterminé des thérapeutiques éventuellement.
Dans des pathologies où il est impossible de prélever des cellules (Parkinson..) il est extrêmement intéressant d’avoir un modèle cellulaire de ce neurones dopaminergique issus du patient pour savoir comment il va réagir à des produits, à des médicaments et ca va faire énormément avancer toutes les études de pharmacologie et de toxicologie. Tout ca ce n’est pas encore fait ! C’est tout nouveau !

 On peut reprogrammer beaucoup types cellulaires sur la base des même gênes. N’importe quelle cellule adulte peut se reprogrammer.
Tous les critères qui ont été étudié par les différents laboratoires semblent dire que ces cellules pluripotentes  = IPS  sont très semblables mais est-ce que très semblable veut dire identiques ? on n’en sait rien, on en sait pas  parce qu’ils y a beaucoup de choses qu’on arrive pas à détecter.
Elles font des tératomes, elles se différencient in vitro, elles ont un profil d’expression assez proche, elles ont une morphologie identiques…
Il y a des évidences qu’elles ne sont pas complètement identiques aux CES. Et ce complètement on ne sait pas jusqu’à quel point il sera important dans le long terme dans la thérapie parce qu’il ne faut pas oublier que cette cellule était adultes donc elle est vieille et d’un coup la reprogrammer  elles ont une télomérase accélérée mais malgré tout elles ont subit des mutations, des changements…

Lorsqu’on reprogramme une cellule adulte en IPS, il est possible qu’on efface aussi les défauts qu’elles avaient ! On n’en sait rien !

Un des problèmes évidemment c’est  qu’on utilise des rétrovirus et ces rétrovirus    peuvent être délétère parce que vu qu’ils s’intègrent au hasard dans le génome, ils peuvent activer des oncogènes.
Donc maintenant pas mal de gens se penchent sur d’autres technologie pour intégrer ces  gènes  mais sans intégrer dans le génome ou trouver des molécules diffusible qu’on pourra mettre dans la culture des cellules qui pourront activer ces gènes. 

Epigénétique : modification  de courbure des  chromosomes mais aussi des protéines  qui se fixent  au génome ainsi que des modifications chimiques comme les méthylations. Ces modifications épigénétiques peuvent avoir lieu au cours du temps et qui peuvent se transmettre donc on peut imaginer que les stress, des accidents peuvent induire des modifications epigénétiques chez un patient. 

Maintenant il existe des techniques qui permettent de voir tous les gènes comme ils sont (méthylé, acetylés…) au niveau chromatinien général. Donc on a une image de l’ADN qui évolue au cours de la vie de la cellule. 

Quand on exprime de ces 4 gènes, ils vont être exprimés jusqu’au moment ou la cellule redeviendra pluripotente puis ces 4 gènes vont être méthylés et rendus silencieux et ce sont les gènes endogènes qui vont reprendre le relais.
 Parce qu’en fait les cellules redevient pluripotente comme les CES, elle va exprimer les 4 gènes naturellement. Mais les gènes exogènes sont méthylés car ils n’ont plus besoin d’être là parce que les gènes en générales  dans certaines régions sont méthylés et heureusement  qu’ils le sont parce qi ils étaient exprimé tout le temps on pourrait plus les redifférencier, ca jouerait comme un frein. 

Naturellement ils vont s’éteindre au moment de la différenciation sauf si ce sont des gènes exogènes.

Diapo 18

En fait reproduction en culture ce qui se fait in utéro au niveau de la différenciation neuroectodermal .
On arrive à reproduire ce qui se passe in utero, c’est à dire qu’on a la formation à partir de cellules pluripotentes et maintenant on fait la même chose avec des IPs , ou on arrive à reproduire la formation de ce qu’on appelle les cellules neuroectodermal. Ce sont des cellules qui sont les précurseurs du cerveau et aussi de la peau…

Sous l’induction d’une molécule qu’on appelle BMP4 c’est un morphogène (molécule qui est produite par une cellule et qui est secrétée  pour aller agir très loin,), elle va décider que le neuroectoderme ne va plus former des neurones mais ne former que des cellules ectodermales qui vont former des cellules de la peau.
Diapo 20 

Ce qu’il y a de très intéressant c’est qu’on voulait voir si on était capable de reproduire vraiment les étapes de la formation de la peau et c’est ce qu’on a fait. 
On a montré qu’à partir de CES, on pouvait récapituler vraiment en culture ce qu’on appelle le dialogue entre l’engagement ectodermale et mésodermal pour fabriquer des cellules fibroblastiques du derme et des kératinocytes de l’épiderme. Ca c’est quelque chose qui se passe durant l’embryogénèse ou tout est une question de dialogue. 
Ces dialogues sont des facteurs diffusibles, des niches, des matrices extracellulaires… Et donc on a récapitulé ca, et lorsqu’on a pris nos cellules issu des CES et qu’on les a mis en situation en 3 dimension = reconstruction organotypique ( on mets nos cellules pour les aider à reformer un tissu en 3 D) et on a obtenu une peau qui  ressemble très fortement à une peau de souris ( CES de souris) 

avec tous les marqueurs qui sont à la place qu’il faut et au niveau de la ME, des jonctions hémidesmosomes qui permet la jonction entre l’épiderme, les kératinocytes et la jonction dermo épidermiques. Ces hémidesmosomes sont rompus dans les pathologies très sévères.

Donc ca c’était la première preuve qu’on pouvait refaire un tissu  à partir des CES, et donc cela représente un gros potentiel notamment pour les grands brulés.

Diapo 21 

On a trouvé les conditions pour convaincre des CES humaines de donner des cellules ectodermales qui sont les progéniteurs des cellules de la peau mais aussi ces cellules de la cornée, glandes mammaires…
 On a montré que quand on différencie les CES on perdait l’expression des gènes de l’auto renouvellement. 
Diapo 22
Les cellules somatiques adultes ont des phases de cycle cellulaire avec des phases de prolifération, des phases de mitoses, phases de synthèse d’ADN) qui sont bien organisé avec à un endroit du cycle ou la cellule va vérifier l’intégrité de son génome. 

Si accumulation de mutation ( arrêt du cycle, vérifie si réparation. Si la cellule a bien répare p53 redémarre le cycle sinon apoptose !

Les CES n’ont pas du tout le même cycle : elles ont une phase G1 extrêmement courte, et n’ont de point de vérification de l’ADN. C’est pour ca qu’elle prolifère plus vite que  les cellules somatiques adultes et elles n’ont pas ce point parce que si elles accumulent des mutations elles n’arrêtent pas leur cycles, elles se différencient !
Un moyen d’échapper aux mutations c’est la différenciation. 

Donc on a regardé si nos cellules issues de CES gardaient ce cycle cellulaire et ce qu’on a vu que les différenciées à partir des CES ont acquises le cycle cellulaire de cellules somatiques adultes .

Et comme elles ont perdus les gènes de l’auto renouvellement  et  qu’elles ont un cycle cellulaire normale, on c’est posé la question si elles avaient aussi perdu la capacité à reformer des tumeurs.

Diapo 23

Injection de cellules indifférenciées dans une souris, on voit  qu’elle fait des tumeurs  alors que les cellules différenciées à partir des CES n’en forment plus.
 On a perdu ce paramètre qui peut être un problème dans les transplantations ou des les thérapies, cette capacité à former des tératomes. On a vu aussi que le caryotype de ces cellules était complètement normal.

Contrairement aux CES, elles arrivent a la sénescence après  un certain nombre de passage, ce qui veut dire qu’elles sont devenus vraiment comme des cellules adultes somatiques.

Ca veut dire qu’on a des cellules issues de CES qui peuvent être transplantées sans grand risque et les cellules ectodermales sont les précurseurs d’un nombre considérable de cellules chez l’adulte dérivées de l’ectoderme mais aussi des épithéliums endodermiques.

On a montré que ces cellules là capable de devenir des kératinocytes, des sebocytes et c’est très important  parce qu’un des grands fléaux des jeunes c’est l’acné et qu’il n’y a pas grand-chose a proposer pour l’instant, on propose des modèles alternatifs qui ont en besoin pour tester leur produits car bientôt ils n’auront plus le droit d’utiliser des animaux.

Ces cellules on leur injecte une molécule particulière comme p63 ( différenciation en cellule kératinocytes avec expression des gènes spécifiques uniquement par l’ajout d’un gène.

On fait  la même chose qui est PAX-6 qui transforme les cellules en cellules de la cornée.

