Cellules souches et cancer

On va regarder les généralités sur les cellules cancéreuses, les définitions,… et on va insérer les résultats que l’on a au labo dans mon équipe, on va montrer ce que l’on fait, l’intérêt de ce que l’on recherche et par rapport à quelle stratégie on travaille.

On va démarrer en faisant des rappels de ce que sont des cellules souches pour arriver à ce qu’est une cellule souche cancéreuse.

Rappels :
Diapo 2 : 

Cellule souche est donc une cellule capable de se différencier à l’identique avec un potentiel quasi infini. Quand elle se divise à l’identique on dit qu’elle fait un cycle de division symétrique pour fabriquer un stock de cellules souches (ce stock n’est pas infini, il y a un certain nombre de divisions symétriques qui donnent un certain nombre de cellules souches). Elles reçoivent ensuite un certain nombre de signaux pour reformer un tissu, pour le réparer ; ceci se fait par des divisions asymétriques qui donnent des cellules qui vont se différencier en cellules qui auront le potentiel qu’il fut pour le tissu donné.
Ici, en l’occurrence, ce que l’on à décrit, c’est la neurogénèse : on voit qu’à partir d’une cellule on peut fabriquer des cellules gliales et des neurones, donc c’est un très fort potentiel car une cellule va donner tout le matériel qu’il faut pour donner un tissu et donc un organe.

Les cellules souches cancéreuses : 

Qu’est ce qu’une cellule souche cancéreuse (CSC) ?

Si on ce calque sur ce schéma : une CSC est une cellule souche qui au lieu de former un tissu va former une tumeur, mais elle pourra former cette tumeur car elle va partager les mêmes propriétés que la cellule souche normale.
Elle peut donner des cellules progénitrices qui vont se différencier et former une masse tumorale.

Ce qu’il est important à savoir est que les CSC qui entrainent des tumeurs sont très peu nombreuses, c’est de l’ordre de  0.5 à 7% de la masse tumorale totale. Mais ces cellules là vont initier la tumeur, vont être responsable de la croissance de la tumeur et du comportement de celle-ci, c'est-à-dire la capacité à envahir, ou sa capacité de résistance au traitement.

Comment peuvent apparaître les cellules cancéreuses ?

Ici, on a un schéma un peu simpliste, mais qui est le seul à aborder plusieurs théories. La première théorie est relativement simple et ce serait une accumulation de mutations qui permettraient de transformer une cellule souche normale. On aurait une transformation cellulaire sauf qu’au lieu de tomber sur une cellule qui est différenciée et qui va mourir, et qui va avoir un renouvèlement (turn over), ça tombera sur une cellule souche qui va enregistrer la mutation mais qui ne va pas mourir, et au fil du temps, si on tombe sur une mutation qui est transformante, la cellule se comportera comme une CSC.
On peut aussi l’avoir au niveau des cellules progénitrices qui peuvent produire des CSC.

Ce qui est relativement intéressant dans cette théorie, c’est que cet état de transformation peut être acquis quand on va faire turner  cet état de division symétrique. 
On a rappelé tout à l’heure qu’une division asymétrique permettait d’avoir une cellule souche et une cellule plus grosse qui est un progéniteur qui va s’engager. Cette cellule est plus grosse car il y a une ségrégation de certains facteurs, certains déterminants dans le cytoplasme, qui vont orienter son plan de division et qui va faire que cette cellule aura ségrégé tout ce qu’il faudra pour se différencier. Quand on perturbe ce mécanisme de division asymétrique (ce qui a été fait chez la drosophile : ils ont muté les protéines qui étaient clé pour ce mécanisme de ségrégation), on aboutit à des divisions symétriques, mais les cellules se divisent sans contrôle, sans régulation, il y a trop de signe de division et on arrive à l’acquisition de mutations au cours du temps. Ces cellules lorsqu’elles sont transplantées, forment des tumeurs. 

· Donc ce mécanisme de transformation peut survenir soit par transformation classique comme les voies de signalisations qui vont être transformantes ou alors parce que l’on a perturbé le mode de division de ces cellules et que l’on a obtenu des mutations qui vont favoriser une division symétrique plutôt que d’avoir une division asymétrique.

Cette dernière théorie est relativement intéressante dans le sens où dans des cas de carcinomes cutanés, une équipe allemande a montrée que lorsque l’on regarde le type de division dans ce carcinome, on a des divisions symétriques, et en rétablissant une béta-caténine normale en terme de niveau d’expression, il favorisait plutôt une division asymétrique et diminuaient la tumorogénicité.

Au niveau des cellules matures, comme au niveau du cerveau une cellule mature comme les astrocytes matures  sont capable de se reprogrammer lorsqu’elle sont exposées à certains facteurs de croissance comme le TGFα.

C’est un neurologue dans un  laboratoire à Paris qui met les cellules en culture obtenues à partir de fragments de cerveau, et qui a montré que lorsqu’on baigne un astrocyte mature dans du TGFα en culture adhérente, au bout d’un certain temps (de 1 mois à 6 mois), on a formation de sphères qui sont typiques de cellules souches (celles-ci aiment bien se mettre en sphère et se décollent car elles se suffisent à elles mêmes quand elles forment une sphère). De plus ces cellules se mettent à exprimer des marqueurs de cellule souche. Quand on différencie ces cellules, à partir de cet astrocyte qui c’est reprogrammé en souche, il peut donner des oligodendrocytes, des astrocytes et des neurones. 
=> Donc finalement ces cellules sont capables de se reprogrammer donc pourquoi cela ne se ferait pas in vivo et pourquoi on ne pourrait pas accumuler aussi au cours de ce processus là des mutations et se serait un faisceau de circonstances qui feraient que cette cellule serait capable de se reprogrammer, et le patient aurait alors des mutations transformantes qui favoriseraient l’apparition d’une CSC.   
Mais cela on n’en sait rien, on a des résultats qui montrent que la reprogrammation de cellules néo différenciées en tout cas existe.
Ce qui est intéressant avec l’expérience de ce neurologue, c’est que dans les glioblastomes qui est une tumeur cérébrale qui est dramatique, il se rend compte c’est qu’à un moment donné au début, ils ont une forte sécrétion de TGFα donc ça pourrait favoriser une certaine reprogrammation des cellules vers quelque chose.
On a parlé des cellules souches adultes et des CSC, mais pourquoi ces cellules restent elles souches ?
 Parce qu’elles sont dans un environnement qui leur permet de rester souche et elles se divisent pour donner des cellules différenciées lorsqu’elles reçoivent des signaux, puis sont expulsées de la niche. Dans le cas de la première théorie de tout à l’heure, la cellule cancéreuse va être expulsée de la niche et va être capable de reformer sa niche à l’intérieur de la tumeur car elle va être capable d’attirer les cellules à elle d’une part (quand on met les cellules dans une boite de culture, ces cellules vont se chercher et être capable de former une sphère), et sécrètent d’autre part des facteurs d’angiogénèse qui lui permettent de former une néo vascularisation.
· Donc la cellule quitte une niche pour en reformer une car elles ont besoin d’un certain environnement pour rester souche.

Ce qui est important à savoir au niveau des CSC c’est que tout à l’heure on a vu le schéma des cellules souches adultes qui pouvait se transformer et devenir cellule cancéreuse et on a dit que la cellule progénitrice pouvait se transformer et devenir cellule cancéreuse, on a dit aussi que les cellules différenciées pouvaient faire des tumeurs par cette possibilité de différenciation entre autre. Par contre ces cellules différenciées sont dites différenciées mais ce n’est pas dit qu’elles ne se soient pas reprogrammées. Mais ce qui est certain c’est qu’une CSC est capable comme une cellule souche normale de donner des cellules filles progénitrices jusqu’à la cellule différenciée pour faire le potentiel de la tumeur mais il n’y a que les cellules souches qui vont être capable de reformer une tumeur après transplantation. 
Mais se qui se passe au niveau de la progression tumorale, c’est que l’on a d’abord une première catégorie de CSC qui sont capable d’acquérir de nouvelles mutations qui vont leur permettre d’acquérir de nouvelles propriétés pour faire une invasion. Donc on a non seulement les cellules qui sont capable d’initier une tumeur mais après au cours du processus, certaines cellules souches peuvent encore évoluer et acquérir des propriétés de migration pour faire une invasion. 

C’est ce que l’on voit, on a la cellule souche de départ qui tant qu’elle reste souche si on la retransplante peut redonner une tumeur, mais on a besoin d’acquisition d’autres événements pour pouvoir acquérir des CSC dites métastasiques ou invasives et pour ça il faut qu’elles expriment d’autres marqueurs, d’autres chimiokines, d’autres récepteurs comme les CXCR4 qui sont des récepteurs des chimiokines et qui sont très fortement impliqués dans la migration.
Ensuite elles peuvent coloniser la circulation et coloniser différents organes.

Ces cellules souches peuvent elles être distinguées avec des marqueurs ? 

Oui : il y a des marqueurs, mais ils ne sont pas absolus, souvent il s’agit d’un enrichissement de marqueurs par rapport à des cellules mais on arrive aussi à des marqueurs qui ne vont être exprimées que dans certaines cellules. Mais le problème c’est que certains marqueurs comme le CD133, qui est censé marquer les souches va marquer les cellules souches normales aussi, et on sait maintenant que certaines CSC sont négatives pour le CD133, ce qui ne veut pas dire qu’elles ne sont pas souche cancéreuses.
Si il faut retenir quelques marqueurs finalement, ce sont : 

                                  - les ? qui est exprimé par les cellules souches cancéreuses et qui sert à faire l’étude de drogue car elles sont très résistantes aux traitements car elles métabolisent et elles détruisent très facilement les drogues.
                                  -La LDH1 qui est exprimé au niveau du cancer du sein.

                                  -Le CD24 aussi exprimé dans le cancer du sein.

                                  -CD44

                                  -CD90 aussi marqué, mais est un peu moins connu.

                                  -Le CD133 qui est exprimé dans pas mal de CSC : les principales sont les cancers du cerveau, mais il y a aussi les cancers colorectaux. Par contre se n’est pas un facteur déterminant dans le cancer du sein.

                                  -??? c’est la capacité de ces cellules à retenir un marqueur qui marque l’ADN.
 Pourquoi ? Car ces cellules se divisent beaucoup moins que les cellules progénitrices qui vont se différencier. 
Par exemple dans la peau on a un compartiment proliférateur qui est la couche basale de l’épiderme et dans lesquelles on a des cellules progénitrices et qui sont de moins en moins progénitrices au fur et à mesure qu’elles vont s’engager vers la différenciation. Mais la cellule souche à l’origine de ces cellules ne se divisent que très peu. Donc du coup, si on fait un marquage, la cellule souche qui se divise très peu va rester marquée longtemps.
Ca c’est juste pour donner une idée du nombre de cellule souche que l’on peut sortir d’une tumeur et dans quel type de tumeur on les trouve.

On voit ici par exemple du sein, cerveau, colon, un adénocarcinome, le pancréas, le poumon, le foie, le mélanome. Ce sont les différents marqueurs que l’on a évoqué à l’instant. Par exemple le cancer du sein on voit (LDR5 ?), puis surtout CD44, CD24 (il y a CD24 low et CD24-).
Dans le cerveau se sera essentiellement CD133, comme le colon, mais il y a aussi le marqueur CD44. Finalement c’est assez redondant. Ce qui est intéressant c’est la différence de quantité de cellule : par exemple les cellules de la diapo représentent 11 à 35% de la masse tumorale, ce pourcentage dépend de la tumeur.
Dans l’évolution des tumeurs cérébrales on va commencer avec des tumeurs de bas grade (qui vont évoluer au cours du temps) dans lesquels il y a très peu de marqueur CD133+, en revanche il y en a beaucoup dans les tumeurs de haut grade. On se rend alors compte que ce fier à ce marqueur pour déterminer le grade est presque plus efficace que les données de l’anatomo-pathologie car finalement se sont des tumeurs tellement compliquées en interprétation histologique que l’interprétation de l’un peut être différente de celle d’un autre : la tumeur est très difficile à cernée.
Donc les marqueurs moléculaires sont relativement importants car ça permet de savoir se situer vers un certain niveau d’agressivité. D’ailleurs beaucoup d’études se font vers l’étude génétique et le statut de la méthylation, car c’est aussi en fonction du méthylome et de l’expression de certains gènes que l’on peut déterminer si une drogue, une radio ou une chimiothérapie, ou une radio-chimiothérapie en cas de glioblastome, sera plus ou moins efficace.
Tests que l’on peut faire quand on veut déterminer si les cellules que l’on a isolé sont des CSC : 

                  - Le premier test est de vérifier le caractère clonogénique, car elle va rendre compte de la capacité d’auto renouvellement. 
NB : auto renouvellement : une cellule est capable d’en donner une colonie. Si je dissocie cette colonie et je prends une des cellules, celle-ci doit être capable de redonner une colonie, et ainsi de suite de façon quasi infinie.

                  - Un deuxième test est la formation de colonies dans du matrigel ou simplement sur du plastique. Dans le cas des cellules nerveuses neuronales sur un support, ça ne fait rien de plus que de se mettre en suspension, ça n’adhère pas. Sur le matrigel (support nutritif solide) il y formation de colonies. Le problème de se test est que l’on ne peut pas faire la différence entre une cellule souche et un produit.
Après ce qui est important pour tester la tumorogénicité c’est de récupérer un certain nombre de cellule, et de faire une injection. Dans le cas des tumeurs cérébrales avec des CSC qui viennent de glioblastomes, on injecte dans le cerveau et on regarde si par exemple 200 cellules sont capables de reformer une tumeur. Une cellule différenciée ne refera pas une tumeur, ou alors en injecter une énorme quantité qui fait que l’on ne sait pas si on aura introduit une cellule souche dans la quantité de cellule que l’on aura injectée.

Pour limiter l’utilisation d’animaux, les labos dans lequel travaille Mr Virolle essayent de développer des modèles de tumorogénicité in vitro. Donc au lieu de sacrifier des souris KO, ou des souris new born, on récupère des cerveaux, on fait des coupes (de300 microns par ex.) et on dépose des CSC dessus et on regarde si ces cellules sont capables d’envahir un peu l’organe. 
La deuxième technique (dont on ne sait pas encore si elle marchera) c’est d’utiliser des cellules souches embryonnaires humaines ou des cellules souches neuronales normales adultes et de faire un tissu cérébral en 3D et après de déposer nos CSC dessus et voir si elles sont capable d’envahir une cellule organique. Les essais sont en train d’être fait au labo et si ça fonctionne on n’aura plus besoin de sacrifier beaucoup d’animaux pour vérifier la tumorogénicité des cellules et surtout de travailler sur comment éradiquer ces cellules souches.
 Diapo 8 : Les glioblastomes

En radiologie ça donnera une tache.
En histologie on voit une zone de nécrose, par contre on voit un front d’invasion avec des cellules proliférantes. 
L’anatomopathologiste va nous donner l’état de prolifération.

Le problème de ce cancer c’est que c’est une tumeur primitive du cerveau, c'est-à-dire qu’elle apparaît dans le cerveau (ce n’est pas une métastase), elle est relativement rare mais dramatique.
 Le problème de ces cancers c’est que quand le neurologue a diagnostiqué cette tumeur il sait déjà qu’il y a des zones qui ont été infiltrées dans le cerveau donc il y a un risque de récidive. C’est pour ça que quand le chirurgien a enlevé la tumeur, il y a un traitement radiothérapie, chimiothérapie pour essayer de tuer les cellules qui se seront infiltrées. Le problème est que ça ne fonctionne pas très bien et on a souvent une récidive dans les quelques mois qui suivent et les cellules seront alors plus résistantes au traitement.
Diapo 9 : les enjeux thérapeutiques

Dans une tumeur on va avoir la masse tumorale, les vaisseaux sanguins et les CSC et ce sont ces dernières qu’il va falloir cibler.

Des publications sorties il y a 3-4 ans ont montré que quand on prenait ces cellules et qu’on les faisait évoluer en cellule différenciées, on perdait le potentiel tumorogénique et du potentiel d’auto renouvellement (c’est pour ça que la cellule ne peut plus grossir et que l’on perd la tumorogénicité. C’est très important car ça veut dire que si on trouve le moyen de faire évoluer ces CSC donc d’utiliser leur processus de plasticité pour se différencier, pour bloquer leur processus d’auto renouvellement et les faire se différencier, on aura réussit à rendre ces cellules quasi inoffensives et on pourra les éradiquer.
Donc ça, c’est le premier challenge !

Le 2ème challenge, est de trouver la molécule qui sera efficace, car on se rend compte que toutes les cellules ne répondent pas de la même façon aux molécules que l’on va donner : certaines vont être résistantes, d’autres vont être plus sensibles.

On peut avoir un mécanisme plus ou moins commun qui va assurer et réguler cette plasticité de ces cellules là.
Le but est d’arriver à un traitement personnalisé : l’idée ce serait de prendre la tumeur, de mettre les cellules en culture et d’essayer différentes chimies et de regarder lesquelles peuvent tuer ces cellules (mais qui serait quand même assez dangereux en terme de dommages collatéraux) ou de regarder lesquelles permettent de faire évoluer ces cellules en cellules non dangereuses donc différenciées.

· Donc le but est de trouver des marqueurs moléculaires qui pourront prédire la réponse au traitement, de trouver des molécules qui seront capable de faire évoluer cette cellule en cellule différenciée, et enfin de comprendre le mécanisme de plasticité pour arriver à forcer la cellule à se différencier.
Si on réussit à faire évoluer la cellule en cellule différenciée il faut aussi réussir à maintenir la cellule dans cet état de différenciation.

Quand on aura réussi à rendre les cellules différenciés on aura aussi réussi à rendre ces cellules sensibles au traitement.

Comme au labo ils travaillent avec des cellules souches embryonnaires, des cellules souches adultes normales ou des IPS (cellules souches reprogrammées), on testera toutes les drogues et toutes les molécules que l’on aura identifiées dans la régulation de ce phénomène là sur ces cellules là, ce qui nous permettra d’évaluer d’une part les dommages collatéraux sur les cellules normales et d’autre part, si on avait aussi la chance de trouver les cellules qui sont aussi capable de promouvoir la formation de neurones, ça pourrait servir aussi pour les maladies neurodégénératives.
Il y a 2 façons d’aborder le problème : 

· le premier est de comprendre comment marche cette plasticité, comment cette cellule est capable de réguler son engagement en cellule différenciée et son retour en arrière, si elle le peut.
Qu’est ce que  cette cellule va exprimer après avoir été stimulé par certain signaux pour se différencier ou pour rester souche. Dans ce contexte là on s’intéresse aux micro-ARN et aux facteurs de transcription.
· on va identifier des mécanismes cellulaires qui sont extrêmement important car on pourra après peut être définir des drogues, des molécules pour agir au niveau de ces voies qui permettent de contrôler la plasticité.

On développe en même temps une autre stratégie qui va directement s’intéresser au résultat.

Il existe des banques de molécules chimiques, des extraits de plante, des extraits d’algues marines,… ou on a trouvé des propriétés intéressantes (comme des propriétés anticancéreuses) mais dont on ne sait pas quelle application on peut faire de ces cellules.
Donc nous, quand on a le modèle de CSC qu’on est capable de différencier, on se dit maintenant on va cribler des molécules, et on va regarder si on est capable de différencier les cellules, si on est capable de suivre ces cellules. Préférence pour les extraits de plante, car  en plus on peut arriver vers des produits qui seraient moins toxiques que la pharmaco classique, car on éviterait les dommages collatéraux et les effets secondaires.

Diapo 12 : 

Sur la photo on voit le bloc opératoire avec le chirurgien qui va opérer, on va ensuite obtenir la tumeur, dont une partie va partir vers les labo d’anapath, une autre partie va servir à faire l’analyse des gènes, l’état de méthylation, et les protéines sécrétées, et une autre partie va être mise en culture : on va dissocier les cellules et on les met dans des milieux appropriés pour des CSC. On obtient alors des sphères non adhérentes, flottantes et qui satisfont aux différents critères c'est-à-dire qu’elles sont non adhérentes, elles sont en prolifération et s’auto renouvellent (puisqu’à partir d’une cellule on forme une colonie).
Dans la littérature ils avaient montré que l’on pouvait les différencier avec du BMP4 qui est un morphogène et que cette différenciation permettait la tumorogénicité. On alors essayé de faire pareil et ça n’a pas marché : les cellules traitées avec du BMP4 ne se différenciaient pas, restaient en sphère ; les cellules restent souche.
Ici on a des sphères non adhérentes : il suffit d’ajouter du sérum (0.5% de n’importe quel sérum) pour qu’elle se différencie complètement. 
Donc le sérum fait changer le comportement des cellules, la sphère va adhérer, et à partir du moment ou elle a adhérée, les cellules ne vont pas repousser, mais elles vont vider la sphère, elles vont migrer en faisant des prolongements et des points d’ancrage labile juste pour se déplacer. 
Diapo 14 et 15 : 

Ce qui est intéressant c’est que l’on a des marqueurs qui permettent de montrer que l’on a des cellules souches comme oct-4. nanog,… et on voit bien sur la diapo 14 par immunofluorescence que l’on a ces marqueurs qui sont très bien exprimés. Par contre lorsque l’on met le sérum on a une régulation très nette de ces marqueurs. Donc les marqueurs de cellule souche sont éteins lorsque l’on les met dans du sérum. 
Et au contraire les marqueurs glioneuronaux comme le GFAP qui marque les cellules gliales, la β3-tub qui marque les neurones et olig-2 qui marque les oligodendrocytes : on remarque que l’on a un certain niveau d’expression dans les sphères de ces marqueurs là qui augmentent très fortement quand on met ces cellules en sérum. Donc on a bien un engagement dans une différenciation en gliome neuronale car on a d’une part les marqueurs de cellule souche qui disparaissent et augmentation des marqueurs de gliomes neuronaux.
Diapo 16 : 

On voit ici la même chose en PCR quantitative : et on voit très bien par exemple que ce ND est down régulé lorsqu’on passe en sérum : on a en blanc ce qui est non différencié et en noir ce qui est différencié par sérum pendant 4 jours. Par contre on a augmentation d’olig2 et Id2 qui est un facteur de transcription qui est impliqué dans la différenciation du gliome neuronal. Il y a aussi augmentation au cours du temps de GFAP. 
Diapo 17 : 

On voit des courbes en fonction du cycle cellulaire. Le premier graphe correspond à un cycle normal.

Lorsqu’on met une cellule en sérum, on a un ralentissement ou un arrêt du cycle en G1, c'est-à-dire juste avant la phase de synthèse. Donc des qu’on les met en sérum, ces cellules s’arrêtent. C’est ici illustré par une diminution du taux de cystéines qui sont des protéines impliquées dans la progression du cycle cellulaire, donc si on n’en a pas le cycle va s’arrêter ou ralentir. C’est une question d’équilibre entre les molécules qui font avancer le cycle et molécules qui inhibent le cycle.
· Donc quand on met les cellules dans 0.5% de sérum, on a 

· diminution des marqueurs souche

· induction des marqueurs gliomes neuronaux

· arrêt du cycle cellulaire

· diminution de la protéine p21 qui est un inhibiteur du cycle mais qui joue dans le contrôle de l’auto renouvellement.

Donc c’était génial, on avait les conditions pour essayer de comprendre comment les cellules et comment on peut différencier les cellules. 
Diapo 18 : 

On s’est dit on va commencer par les micro-ARN, on va mettre les facteurs de transcription de coté, et on a criblé des outils qui nous permettent de mesurer l’expression des micro-ARN et on s’est mis dans cette cinétique là, c'est-à-dire 8 jours de différenciation pour trouver quelles sont les molécules qui sont induites ou réprimées mais aussi à long terme, qui pourrait attester du changement de l’état de la cellule.

 C'est-à-dire qu’est ce qu’il faut comme expression ou inhibition de molécule pour que la cellule ne soit plus souche, qu’elle devienne différenciée et qu’elle le reste ?
On en a trouvé plusieurs, dont un cluster de 5 et on voit que au cours du temps on a une bonne expression de ce cluster et que ce cluster est maintenu jusqu’à 8 jours. Ce qui est intéressant dans ce cluster c’est qu’il n’est pas du tout exprimé dans les souches et il devient exprimé dans les cellules différenciées.

Diapo 19 : Qu’est ce qu’un cluster de micro-ARN ?

Les micro ARN sont des petits ARN qui ne codent pas pour des protéines et sont codé par des gènes. 
Les clusters de micro ARN : c’est lorsqu’on a un très grand ARN que l’on appelle un ARN primordial qui peut contenir plusieurs de ces structures en épingle à cheveu. Ces épingles à cheveu dans le noyau vont être coupées pour être libérées, elles sont expulsées dans le cytoplasme et sont recoupées par d’autres enzymes (les dicer) qui vont couper la petite boucle et donner un ARN double brin inversement complémentaire.
 Mais ce double brin n’est pas strictement complémentaire,  on n’a pas un match parfait entre les 2 brins, c'est-à-dire que l’on a plein de bases qui vont s’apparier et plein d’autres qui ne vont pas s’apparier.
Dicer veut dire hachoir en Anglais donc c’est très facile pour se rappeler que ça coupe la boucle.
Ensuite c’est récupéré dans un autre complexe : le complexe RISC qui contient des protéines qui vont être capable de récupérer le micro ARN, de le désapparier et de l’apparier sur des ARNm. C’est ce qu’on voit sur le schéma : on voit en 5’ de l’ARNm une partie non traduite et une partie traduite.

Il est écrit aujourd’hui que le micro ARN peut fixer la partie 3’ de l’ARNm, bloquer sa traduction ou induire sa dégradation. Ces micro ARN peuvent de part leur composition en base de reconnaître énormément de site et ça peut réguler jusqu’à 50, 200, 300 sites à la fois. C’est donc un potentiel de régulation énorme.
Ce qui est intéressant c’est que nous, on en trouve 5 qui ne sont pas du tout exprimés dans les cellules souches et qui deviennent exprimés dans les cellules différenciées. S’ils sont exprimés dans ces cellules c’est qu’ils ont un rôle et qu’ils apportent une nouvelle fonctionnalité. On les a alors clonés, on a pris ces ARN, on a fait une PCR et on a tout mis dans un lecteur …viral donc on peut maintenant infecter des cellules et avec ce virus on peut induire l’expression artificiellement de ce cluster de micro ARN.
 On obtient en stable une expression qui n’est pas très importante, mais en transitoire on peut monter plus haut. En transitoire signifie que l’on transfecte les cellules mais on ne va pas chercher à faire intégrer dans le génome de la cellule notre ??? c’est-à-dire qu’elle va être exprimée dans la cellule puis va être dégradée, par contre en stable ça va intégrer notre génome et ça pourra être exprimé tout le temps. Donc on a généré au labo des CSC qui expriment tout le temps ce cluster de micro ARN, et on est aussi capable d’induire l’expression transitoire dans ces CSC de ce micro ARN ça dépend des cellules souches que l’on va choisir.

On essaye de faire différencier des cellules souches et on se rend compte que l’on a générer nos cellules modifiées à première vue, quand on est en milieu de prolifération pour les cellules souches, il ne se passe rien. Par contre quand on se met en quiescence, c'est-à-dire que l’on enlève les facteurs de croissance, les cellules souches ne vont pas se diviser, les cellules contrôle qui ne sont pas cluster restent en sphères non adhérentes alors que les cellules qui expriment le cluster adhèrent et se mettent à se différencier.
 C’est mesquin de la part de ces cellules car si on ne les avaient pas mise en quiescence, on serai passé à coté.

· Donc des que ce cluster est exprimé dans les cellules et qu’on les met en quiescence, elles adhèrent et elles changent de forme.

Question : est ce que c’est parce qu’il y a un équilibre, car quand elles sont réveillées elles sécrètent des facteurs qui sont en équilibre avec ce cluster ?

Oui, ce qu’il se passe, c’est que quand on prend le milieu des cellules souches cancéreuses avec les molécules qui leurs permettent de rester souche (BFGF et le EGF) et que l’on rajoute du sérum dans ce milieu on induit un début de différenciation, mais les cellules repartent ensuite en arrière. Il y a en effet un équilibre entre les signaux du BFGF du EGF et les signaux du sérum et quand on a épuisé les signaux du sérum, les cellules retournent alors en arrière. Parfois même on n’a pas du tout de différenciation. Tant qu’on laisse ces voies de signalisations qui sont dépendantes de BFGF et d’EGF on n’arrive pas à différencier les tumeurs. Donc le cluster, quand il est là, et que l’on a l’EGF et le BFGF, les cellules ne changent pas de phénotype. Mais on va voir que ce n’est pas parce qu’elles n’ont pas changées leur phénotype qu’elles n’ont pas commencées à changer leurs marqueurs.  
Diapo 21 à 25 : 

Ici, on a 2 lignées de CSC : TG1 et TG6. 
Ce que l’on voit c’est que quand on est en milieu NS34+ (milieu qui contient BFGF et EGF), et que l’on a des cellules contrôle qui n’expriment pas le cluster, on voit que l’on a Shh (sonic hedgehog), oct4 et nanog qui sont exprimés ? Lorsque l’on prend les cellules qui expriment fortement le cluster, même en présence d’EGF et BFGF, on a les marqueurs souches qui sont exprimés, qui sont déjà down-régulés. Donc, même si la cellule n’adhère pas et ne prend pas le comportement d’une cellule différenciée, elle a déjà perdue les marqueurs de cellule souche, où en tous cas une partie des marqueurs souche.

Quand on se met en NS34-, ces cellules continuent à exprimer les marqueurs souche.

Au niveau des marqueurs souche l’expression du cluster de micro ARN fait perdre ces marqueurs.

Mais que se passe-t-il au niveau des marqueurs glioneuronaux ?

Quand on est en NS34+, on n’a pas de marqueur glioneuronaux, on n’a pas d’olig2 (marqueur d’oligodendrocyte), et on a de la GFAP.

Quand on les met en quiescence, c’est à dire en NS34- (BFGF- et EGF-), elles adhèrent et commencent à changer de morphologie, on maintient la GFAP, parfois même, on l’augmente, on allume olig2 au 4ème jour tout en maintenant la GFAP, par contre au 8ème jour on a tout perdu. 
On a ça aussi pour les TG6 : augmentation ou maintient de GFAP, allumage d’olig2, puis perte d’olig2 et de GFAP. Par contre on n’a jamais de marqueurs neuronaux. Cela signifie que le marqueur de micro ARN est responsable de la perte des marqueurs souche, il n’est pas capable de donner des marqueurs neuronaux, par contre il est capable de faire une pseudo induction en cellule gliale puisqu’on a un allumage d’olig2 et un maintient de la GFAP. Par contre à long terme, on a une perte de cet engagement qui veut dire que finalement, ce cluster est capable de faire perdre des propriétés souches, capable de faire sortir des cellules de l’auto renouvèlement, de s’engager vers une voie de différenciation, mais n’est pas capable de maintenir dans cette voie de différenciation.

Ceci est très important car on montre clairement que finalement si on exprime ce cluster, on perd les propriétés souches, puisqu’on n’a plus de marqueur de cellule souche. Quand on se met en quiescence on gagne en différenciation, mais surtout on perd les marqueurs d’invalidité donc peut être qu’on a trouvé un cluster de 5 molécules qui pourrait être envisagé pour lutter contre cette déficience là.  
Lorsqu’on regarde la clonogénicité de ces cellules qui expriment le cluster, non seulement les colonies sont très petites mais en plus moins de cellules sont capable de faire ces petites colonies, alors que les contrôles font de grosses colonies. Ceci veut dire que l’introduction de ce cluster baisse le potentiel de différenciation des cellules et une capacité à former des colonies moindre.
Diapo 26 à 29 : 

On a regardé les marqueurs moléculaires et ce qui est intéressant c’est que quand on regarde les molécules du cycle et qui sont responsable de la progression du cycle, on voit que E2F est diminué (NB : plus on va vers le noir plus on augmente dans le temps). Au 2ème jour tout a baissé et on se rend compte que l’on a baissé la production d’ARNm  pour le cycle et E2F, et lorsque l’on regarde la cycline A au niveau protéique , on se rend compte que l’on a une répercussion qui est immédiate parce que dans les cellules contrôle on marque très bien ces CyA par contre dans les cellules qui expriment le cluster on a beaucoup moins d’expression. Donc on a les molécules du cycle qui sont altérées, il y en a beaucoup moins et c’est peut être pour ça que quand on est en single cell il y a d’autres molécules qui sont incapable de by-passer le fait qu’on en ai moins alors qu’elles sont capable de le faire en culture.
· Donc ça, il faut le vérifier, mais se qui est certain c’est que l’on a une perte de la clonogénicité et qu’il faut penser à cette prolifération lorsque l’on a du single-cell. C’est ça qui nous intéresse car dans une tumeur, compte tenue du peu de CSC au sein de la tumeur, c’est du single-cell qui se passe.
Finalement on a identifié des micros ARN qui sont capable de sortir de l’état souche, d’engager à court terme une différenciation gliale mais pas de la maintenir à long terme, mais aussi de perdre CXCR4 qui est un facteur d’invasion. Donc les CSC que l’on a modifié en introduisant ce cluster de micro ARN sont complètement différentes des cellules de départ (cellules contrôle) et elles migrent vers un autre phénotype où elles ont perdue la clonogénicité, donc on a des molécules qui pourraient avoir un intérêt biomédicale.
En labo on cherche à montrer que l’on fait beaucoup moins de tumeur quand on a introduit ce cluster. On cherche aussi le véhicule pour introduire le micro ARN dans la tumeur (cathéter pour injection continue dans la tumeur, ou petits sachets avec des molécules ou capable de produire ces molécules et qui seraient placés au niveau de la tumeur,…)
Maintenant on va aborder la dédifférenciation

 Diapo 30 : 

Là on reconnaît des CSC et des cellules qui sont différenciées 3 jours. Dans la littérature, ce qui est défini, c’est que les cellules différenciées sont sensibles au traitement génotoxique, et les cellules souches sont résistantes. Un traitement génotoxique est quelque chose qui va faire une atteinte au niveau du génome et en général lorsque l’on agresse le génome des cellules, la cellule se suicide (apoptose). On a voulu vérifier si les cellules souches étaient capables de résister ou est ce que le modèle que l’on avait au labo colle avec se qui est écrit dans la littérature. 
On a pris un agent activant, le MMS, qui est un agent mimant certaines drogues pour la chimiothérapie mais qui est beaucoup plus fort. 

Manipulation : on a pris les cellules non différenciées (blanc sur le diagramme) et en niveaux de gris, on a le temps de différenciation.
 Ce que l’on voit immédiatement c’est que les cellules différenciées sont de plus en plus sensibles au traitement. Par contre, les cellules souches même si on est capable d’en tuer une partie, la quantité de cellule qui est résistante,  le reste au cours du temps. Cela signifie que même si les cellules sont sensible au traitement, si jamais on a la mal chance d’avoir dans la population des cellules résistantes, celles-ci resteront résistantes, alors que les différenciées diminueront au cours du temps.

On voit des cellules qui sont différenciées 3 jours, quand on les traite on voit qu’à 24 heures on a énormément de perte et à 48 heures on a plus rien. Par contre quand on regarde les 24 à 48 heures, on se rend compte qu’en 2 jours ça a été difficile de diminuer la population cellulaire, c’est après qu’on l’a perdue. On a alors regardé la boite d’un peu plus près et o, s’est aperçu, quand on traitait les cellules différenciées en sérum, que les cellules sont restées adhérentes, mais elles sont devenues toutes rondes, elles n’ont plus de prolongement et certaines reforment des sphères. Alors est-ce un hasard ou changent-elles de morphologie pour ressembler aux cellules souches ?

On a regardé dans la boite 3 jours et on n’a pas du tout ce phénomène là, les cellules sont en train de mourir.

Donc finalement le stress génotoxique nous fait changer la morphologie des cellules et on a l’impression qu’elles redeviennent souche, et comme on sait que les cellules souches sont plus résistantes, on se dit que peut être les cellules différenciées 2 jours essayent de retourner en arrière pour acquérir cette résistance, car elles sont encore capable de le faire. Les cellules différenciés 3 jours, elles, n’en sont plus capables donc meurent très rapidement. Mais ceci reste encore à démontrer, car ça veut dire tout simplement qu’un stress génotoxique pourrait reprogrammer les cellules et les faire redevenir souche, simplement pour échapper à se stress, car les cellules souches sont capable de développer des mécanismes beaucoup plus résistants pour être résistants.

Le problème c’est que quand on étudie ça au cours du temps, les cellules meurent quand même, donc on a du mal à récupérer du matériel en état, des marqueurs, et en plus on superpose des voies de stress aux voies de reprogrammation, donc c’est difficile pour se situer par rapport aux marqueurs. 
Diapo 31 : 

Par contre ce qui est certain, c’est que quand on a traité avec du MMS, la GFAP qui est un marqueur de différenciation, est down-régulé. On a rien vu de particulier sur les autres marqueurs.

Diapo 32 :

On s’est dit que si une cellule, au cours du stress génotoxique serait capable de commencer une certaine reprogrammation, peut être qu’elles ont la capacité en elles de le faire (NB : on parle ici de CSC qui ont donc une certaine plasticité parce qu’elles sont tumorales). 

On a pris les cellules que l’on a différenciées 7 jours et on a regardé leurs marqueurs : on observe que l’on n’a plus le ND, mais on a augmenté olig2 et Id2 ; A partir de ce jour là où on les différencie, on enlève le milieu de sérum et on remet le milieu pour les cellules souches qui contiennent le BFGF et finalement, ces cellules ne sont pas figées dans leur état différencié, elles changent de morphologie, de comportement (les cellules se rapprochent pour reformer une sphère). Au 3ème jour les sphères sont formées et les cellules redeviennent non adhérentes, et si jamais je prends une sphère, je la dissocie et je prends une cellule, je refait une colonie. Cela veut dire que l’on a pris des CSC que l’on a différenciées, puis on a enlevé le milieu de différenciation, on remet les cellules avec du BFGF et de l’EGF et finalement on revient aux cellules souches. Ces cellules ont donc une grande plasticité ce qui signifie qu’en cas de traitement par chimiothérapie si des cellules survivent et réussissent à se dédifférencier en cellules souches on pourra voir réapparaitre de nouvelles cellules cancéreuses plus résistantes au traitement. 

En milieu EGF, BFGF on a ND qui remonte, et olig2 et Id2 qui sont inhibés. On a donc bien une carte d’identité des cellules souches.

Diapo 33 et 34 : 

La, on voit se qui se passe au niveau des marqueurs.

On voit que p21 est exprimé dans les cellules souches. Quand on passe en différenciation (avec sérum) on n’a plus de p21, et quand on dédifférencie, p21 revient. P21 est impliqué dans le contrôle de l’auto renouvellement.

Nanog et oct4 sont aussi exprimés dans les cellules souches, sont très fortement exprimés dans les dédifférenciés et reviennent à 48 heures lors de la dédifférenciation.
Au niveau du cycle cellulaire, c’est relativement important aussi. On a dit tout à l’heure que les cyclines, au cours de la différenciation étaient inhibées, puis ils réapparaissent en dédifférenciation.

L’inhibiteur du cycle p27 reste constant, par contre à partir du moment où on reprogramme les cellules en les mettant dans le nouveau milieu, on a une synthèse massive des cyclines qui atteste de l’entrée en auto renouvellement, donc de l’entrée en cycle.

En se reprogrammant et en reformant des sphères, les cellules reviennent en cycle, donc on a une synthèse du matériel nécessaire puis on a une régulation qui ramène le niveau de tous ces protagonistes équivalent à se que l’on avait au départ.

Diapo35 à 40 : 

On a regardé les voies de signalisation qui étaient activent lorsque l’on faisait se changement de milieu et on a tout de suite vu la MAP kinase (nombreuse activités dont régulation du cycle cellulaire)  avec un anti phosphoERK. On voit que l’on a une activation diphasique, c'est-à-dire que l’on a au 2ème jour une phosphorylation.
On s’est dit si la MAPK est activée au cours du processus de dédifférenciation c’est qu’elle doit bien avoir un rôle là dedans. Donc on a mis des inhibiteurs de l’activation de la MAPK et on s’est rendu compte qu’en bloquant la MAPK, on n’était plus capable d’aller vers cette situation et qu’on restait scotché en cellule différenciée. 
Ca veut dire qu’en NS34+, c'est-à-dire avec milieu qui contient tous les signaux nécessaires à l’entretien des CSC, et que l’on a bloqué la MAPK, o, reste en cellule différenciée, ce qui est attesté par les marqueurs puisqu’on a non seulement la morphologie qui est typique des cellules différenciées, mais lorsque l’on fait une dédifférenciation on a bien une remontée de ce ND, diminution d’olig2 et d’Id2 , et lorsque l’on fait une dédifférenciation  et que l’on bloque la MAPK , il n’y a pas du tout de remontée de ND, olig2 est boosté et Id2 est aussi haut que dans le cas des cellules différenciées. 
Donc même avec des signaux de cellule souche, quand on a bloqué la MAPK on reste différencié. On a donc peut être trouvé un moyen d’empêcher un retour en arrière des cellules quand on va faire un traitement anticancéreux. 

Nanog et oct4 sont exprimés dans les souches, sont réprimés dans les cellules différenciées, reviennent au cours de la dédifférenciation, mais ne reviennent qu’un tout petit peu pour nanog et pas du tout pour oct4 quand on a bloqué la MAPK. Ca veut déjà dire qu’au niveau des marqueurs souche, la MAPK est extrêmement importante. 

Au niveau de l’ERK-P on voit qu’il y a un maintien de la phosphorylation de la MAPK donc elle est constamment activée. 

· Donc finalement les cellules ont une plasticité qui est phénoménale, mais on peut la bloquer en jouant au moins sur une voie de signalisation. Donc maintenant on va cribler des micros ARN qui sont modulé et sous le contrôle de la MAPK, ainsi que les facteurs de transcription et les gènes qui sont modulés par MAPK.

Au niveau de la résistance des cellules, on a comparé les cellules souches qui étaient résistantes et les cellules différenciées qui étaient sensibles au ??? , on a identifié des micro ARN, puis on s’est rendu compte qu’au cours du stress génotoxique, dans ce système là, les micro ARN n’avaient pas trop l’air de jouer à grand-chose, par contre les facteurs de transcription étaient fortement sollicités. On a montré aussi qu’une cellule différenciée était capable de se reprogrammer en cellule souche, mais que cette reprogrammation est dépendante de la MAPK.
