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Transplantation 
dans des sites « immuno-

privilégiés »

Différentes possibilités d’induction de tolérance
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« Clonage reproductif »

- statut de l’embryon (âge, droit)
- dignité humaine (statut enfant issu du NT)

- marchandisation du corps de la femme
- espèces hybride (technique et problèmes)

Impossibilité sur l’homme mais: une barrière 
technique ne peut être une réponse à une 
question d’éthique.













p53, le gardien du génome
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Pluripotence des cellules couches embryonnaires (I)
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Pluripotence des cellules couches embryonnaires (II)
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Injection dans le 
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Pluripotence des cellules couches embryonnaires (III)

Tératome: Tumeur bénigne 
ou maligne formée à partir de 
tissus multiples étrangers à la 

région qui l'entoure 

Bone

Gut kidney

neuroectoderm

ES



Utilité et perspectives d’utilisation des cellules ES
Etude des stades précoces du développement:
- Déterminer les conditions de différenciation
- Comprendre les pathologies congénitales. 
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Délivrance de médicaments
production massive de protéines recombinantes ou endogènes… 

Regénération tissulaire contre le viellissement
 

Thérapie des cancers?



Conditions d’utilisation des cellules ES en thérapie

* Savoir et pouvoir cultiver durablement les cellules ES humaines 

* Contrôler leur différenciation de manière sélective 

•Pureté cellulaire: FACS, sélection génique, clones

•Contrôler le rejet de tissus

• Eviter les tératomes (indiff. cells?)

* Problème d’éthique lié à l’utilisation d’embryons surnuméraires 
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Prévalence: 
~ 100 000 patients en France

Pathologie: 
Perte des neurones dopaminergiques de la 
substance noire (pars compacta) 

Symptômes:
Tremblements, 
Rigidité musculaire,
Ralentissement des gestes (akinésie, bradykinésie) 
Instabilité posturale

La maladie de Parkinson



Dopamine neurons derived from embryonic stem cells function in 
an animal model of Parkinson's disease 
J KIM*, J M. AUERBACH*†, J A. RODRÍGUEZ-GÓMEZ, I VELASCO, D GAVIN, N LUMELSKY, S LEE†, J NGUYEN†, 
R SÁNCHEZ-PERNAUTE†, K BANKIEWICZ† & R MCKAY  NIH, Bethesda. 

Modèle animal de la maladie de Parkinson:
Administration de 6-OH-DA dans le striatum détruit les neurones dopaminergiques.

Commutateur de différenciation: promoteur nurr-1  + SHH + FGF8: 
  - Isolement de neurones DOPA (78%)
  - Injection des cellules dans le striatum.

On retrouve les corps de cellules ES TH+ dans la 

région de la greffe (a-c) 

mais des prolongements dans le parenchyme du 

striatum hôte jusqu’à 2 mm de la greffe (d-g).

Marquage anti-Tyrosine Hydroxylase (TH). 



800 rotations/70 min

1 rotation/5 sec

Administration d’amphétamine aux animaux lésés par le 6-OH-DA 
induit une rotation autour du site d’injection.



By demonstrating efficacy while avoiding tumour formation, Kim et al. have achieved a proof of principle, 
although ES cells that have been genetically modified in this way might not be desirable for use in people.

800 rotations/70 min

1 rotation/5 sec

Administration d’amphétamine aux animaux lésés par le 6-OH-DA 
induit une rotation autour du site d’injection.



Embryos lacking the Id1, Id2, 
and Id3 genes display multiple 
cardiac abnormalities and die 
around E13.5.

Discontinous
Endocardial 

cell lining

Reduced
myocardial 
proliferation



B. Injection of a small number of wild-type ES cells carrying a lacZ marker 
into Id mutant blastocysts resulted in about 20% chimerism of heart 
tissue and complete rescue of the Id mutant phenotype. 

Injection 
de cellules ES

Niches 
de ES

Short-range signals

C. Wnt5a, a locally secreted factor, and IGF-1, a bloodstream factor that 
promotes myocyte proliferation--were identified as potential candidates 
involved in the rescue process.

Injection 
de IGF-1 ou cellules ES

Long-range signals



166 genodermatosis (139 genes)

DISORDERS OF KERATINIZATION
   Ichthyosiform dermatoses
   Ichthyosis vulgaris
   X-linked ichthyosis
   Lamellar ichthyosis
   Congenital ichthyosiform erythroderma
   Epidermolytic hyperkeratosis
   Harlequin fetus
   Palmoplantar keratodermas
   Darier disease

DISORDERS OF COHESION
   Epidermolysis bullosa
   Kindler syndrome

PIGMENTATION DISORDERS
   Oculocutaneous albinism
   Tyrosinase-negative
   Tyrosinase-positive
   Ocular albinism
   Piebaldism
   Waardenburg syndrome
   Incontinentia pigmenti
   Neurofibromatosis type 1
   Neurofibromatosis type 2
   Tuberous sclerosis

VASCULAR DISORDERS
   Ataxia-telangiectasia
   Hereditary hemorrhagic telangiectasia

ECTODERMAL DYSPLASIA SYNDROMES
   Anhidrotic ectodermal dysplasia
   Hypohidrotic ectodermal dysplasia with immunodeficiency
   Hidrotic ectodermal dysplasia

   p63-related ectodermal dysplasia
   Pachyonychia congenita

DISORDERS WITH MALIGNANT POTENTIAL
   Basal cell nevus syndrome
   Gardner's syndrome
   Peutz-Jegher syndrome
   Xeroderma pigmentosum
   Epidermolysis bullosa syndromes
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BMP-4Contrôle

Iodure de
Propidium

contrôle

10 0 10 1 10 2 10 3 10 4
FL1-H

DIOC6 

(dommage mitochondrial)
apoptotic

cells

living 
cells

dead 
cells

DIOC6: 
-retains in intact cells
-excluded in apoptotic cells 

Iodure de Propidium: 
-excluded in living cells
-retains in death cells 
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BMP-4 induit l’apoptose des cellules ES
Gambaro et al. (2006) Cell Death Diff. 13. 1075-1087
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Gènes cibles: msx-1 et msx-2
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BMP-4 induit l’apoptose des précurseurs neuronaux sox-1+

Sox-1 Caspase-3 
clivée

co-marquage

NO

BMP-4



ES
Committed 
neural 
precursor
sox-1+ neurones

(NeuN, NeuroF
Nestine, β−III tubuline)

K14

+ serum

BMP - 4

apoptosis of neural 
sox-1+ precursors

sox-1-

précurseur 
neuroectodermal ?

cellules ectodermales
(K8/K18)

Smad

Gambaro et al. (2006) Cell Death Diff. 13. 1075-1087

BMP-4 induit l’apoptose des progéniteurs neuronaux 
issus de cellules ES



BMP-4       -     +     -      +   

∆Np63 is activated during BMP-4-induced ES cell commitment
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transcriptome analysis +/- BMP-4:
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p53
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p63 belongs to the p53 gene family

TAp63∆Np63

proapoptotic

cell proliferation

cell adhesion

p21, Notch
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cellular senescence 
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(SKPs)



ectrodactyly

(Celli J. et al. Cell 1999)

ectodermal dysplasia Cleft lip/palate Ankyblepharon

p63-related  ectodermal  dysplasia  syndromes    

Ectodermal 
Dysplasia

Cleft lip 
and/or 
palate

Limb 
defect

EEC

AEC

ADULT

SHFM



p63-/-p63 WT

(Mills, Nature 1999; Yang, Nature 1999)

What is the function and regulation of p63 during development and in pathology ? 

p63 is required for normal ectodermal development

p63-/-p63 WT

No stratified epithelia: skin remains single ectodermal layer.

p63-/-

p63 
WT

No limbs: no AER (apical ectodermal ridge) formation
and cranio-facial defects



no BMP4
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X 40

p63 is not necessary for ectodermal commitment
but may be required for epidermal fate
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∆Np63 is required for epidermal differentiation of ES cells 
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TAp63

ES cells

ECM

BMP-4

Ectodermal progenitors

∆Np63α is necessary to induce epidermal differentiation 
of  ES-derived ectodermal cells 

∆Np63

K14

merge

∆Np63α

Target genes
KGF-R         miR 125 
BMP-7        miR 328
Notch        miR 515-516
IKKα	        miR 720
PERP        ……
ITGB4
ITGA6
Lamc2
U3 ligase,….



New function for p63 during embryonic development ?
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Could p63 replace BMP-4 to induce epidermal fate?

?
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p63 cannot replace BMP-4 to induce epidermal fate

Link to cardiogenesis?
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Alain Medawar, Matthieu Rouleau
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TAp63 is required for in vitro cardiogenesis
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Cell non-autonomous effect of p63 on cardiogenesis

Matthieu Rouleau

WT ES

GFP-shp63 ES

Beating 
cells
+++

+/-

0
2
4
6
8

10
12
14
16
18
20

sh-ctrl

% of TnT2+ cells (among GFP+ cells)

        sh-p63-gfp 



Matthieu Rouleau

Non-cell autonomous effect of p63 on cardiogenesis
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Cardiac rescue by exogenous Activin-A

Alain Medawar, Matthieu Rouleau



Matthieu Rouleau, Michel Pucéat
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(Yang, Nature 1999; Mills, Nature 1999)

p63 KO mice ?

Matthieu Rouleau, Alain Medawar



wild type newborn heart tissue p63-/- newborn heart tissue
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Could p63-related ED patients suffer from unexpected heart defect?

TAp63

From H. Van BOKHOVENFrom H. Van BOKHOVEN

∆Np63

Patient 1 with a systolic murmur
Patient 3 with an atrial septal defect

Rinne T. et al. (2008) Human Mol Genet. 17: 1968-77:
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