Cours 3

EC CELLULES SOUCHES

In vitro, jusqu'au stade blastocyste, la fécondation se fait d'abord dans un  incubateur, puis dans la muqueuse utérine.

Au stade blastocyste, toutes les cellules ne sont pas identiques. On retrouve:

· Le trophoectoderme, futur placenta

· Une cavité liquidienne dans laquelle se trouve une masse interne qui formera la totalité de l'embryon.

Lignée cellulaire: population cellulaire qui pousse de manière illimitée .

Les cellules souches embryonnaires sont une lignée provenant de la masse interne.


Chez l’Homme, pour une fécondation in vitro, il y a une certaine séquence dans les évènements : d’abord l’ovocyte est fécondé. Au début toutes les cellules ont le même potentiel de différenciation et sont identiques. Cet ovocyte fécondé se différencie en ¾ jours pour donner des blastocystes qui seront implantés dans l’utérus de la mère. Beaucoup de blastocystes sont implantés car la nidation n’est pas un processus efficace. Dans le blastocyste, il y a un amas de cellules formant le bouton embryonnaire : ce sont ces cellules qui sont à l’origine de tous les feuillets embryonnaires : elles vont donner la lignée des cellules souches embryonnaires.

Dans le blastocyste, les cellules ES vont se différencier rapidement : ça n'est pas un mécanisme figé.

Elles poussent , ilots, en amas, formant une culture très dense, ce sont des petites cellules
Lors de la fécondation in vitro, on va implanter un grand nombre de blastocystes pré-implantatoires car il y a beaucoup d'essais, la technique ne marche pas toujours. Quand ça marche , les blastocystes congelés ne servent plus à rien, on dit qu’ils n'ont plus de projet parental. Ces blastocystes congelés ou embryons surnuméraires sont détruits quand il n'y a plus de projet parental (au bout de 5 ans d'après la loi). Ces embryons pourraient éventuellement servir à faire des cellules souches embryonnaires.

La cellule souche est une cellule pluripotente (cellule pouvant donner plusieurs types cellulaires), qui a la possibilité de s'auto renouveler (les cellules-filles sont identiques , avec les même capacités que la mère). Cette cellule n’est plus totipotente (exemple de cellule totipotente : cellule de l'ovocyte fécondé jusqu’au stade 8 cellules).

Des recherches sont menées sur des facteurs de transcription qu’on pourrait introduire dans n’importe quelle cellule pour la transformer en cellule embryonnaire par ex: oct4, sox2. Ils agissent en synergie afin de maintenir la chromatine "ouverte" mais ne sont pas utilisables dans toutes les cellules : l’accessibilité à la chromatine est différente en fonction du type cellulaire car la compaction de la chromatine par l'action des histones n'est pas la même (la chromatine n'est pas toujours ouverte).

Démonstration de la pluripotence des cellules ES : 

Chez les cellules ES de souris, (cellules souches murines), on trouve une différence significative avec les cellules souches humaines : Pour rester indifférenciées, les cellules souches murines ont besoin d’une molécule inhibant les cellules cancéreuses appelée le LIF faisant partie de la voie de signalisation de l’IL6, alors les cellules murines vont se différencier en un certain type cellulaire.
Diapo2 : 
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On enlève le LIF, on prend un nombre de cellules limitées dans un volume limité et on les met sur une plaque de culture que l’on renverse, ce qui va donner des « gouttes pendantes ».On va alors avoir des cellules ES en suspension qui vont reproduire les 3 feuillets (ecto, méso et endoderme) . Puis, au bout de 3 jours, on met la suspension (corps embryoïde) sur une boîte de Pétri pour empêcher l’agrégation entre les différentes gouttes, ce qui permet d’augmenter le temps de culture. Au 5e jour, on dépose le corps embryoïde sur une boîte permettant l’adhésion et on verra des excroissances hors de ce corps formant la plupart des types cellulaires (démonstration de la pluripotence !!).
Comment fabrique-t-on des souris transgéniques ?
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On prend des cellules ES de souris sur lesquelles on fait une recombinaison homologue avec un ADN exogène provenant d’un ADN de la cellule ES dont on a modifié un gène. Grâce à des gènes de sélection introduits avec l’ADN exogène, on pourra cibler la cellule dans laquelle l’échange de matériel génétique s’est produit. On introduit ensuite les cellules modifiées dans un blastocyste chez qui elles vont participer au développement de l’embryon. On implante ces blastocystes dans la muqueuse utérine d’une femelle qui donnera ensuite une souris chimérique (les cellules ne porteront pas toutes la mutation), les cellules ont donc participé à la formation de différents tissus.

Si le gène muté a participé à la formation de gamètes, alors la transmission sera possible, et si cette mutation est transmise, les descendants porteront la mutation dans toutes leurs cellules car toutes ces cellules dériveront du même gamète. Les souris ne seront alors plus chimériques !


Si le gène muté n’a pas participé à la formation de gamètes, la transmission est impossible.
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Une des particularités des cellules ES est que si on les injecte en sous cutané dans une souris NUDE (qui ne rejette pas les cellules allogéniques), on aura formation d’un tératome sous cutané formant tous les tissus cellulaires que l’on veut former. La capacité des cellules ES à former des tératomes est une problème pour la thérapie cellulaire, mais : 
- Les tératomes ne se forment que chez des souris immunodéprimées

- Dès que les cellules ES se différencient, elles perdent leur capacité à former des tératomes. Donc, si toute la population cellulaire est déjà engagée dans la différenciation en un certain type de tissu, il n’y aura pas de formation de tératome.
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Application à la thérapie cellulaire
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Plusieurs expériences ont été menées pour tenter de soigner des maladie : 



Expérience 1 : 
La maladie de Parkinson est un problème de santé publique : il y a de plus en plus de patients atteints car la population vieillit.

Comme il y a destruction de neurones dopaminergiques, on a tenté d’isoler une population la plus riche en ce type de neurones. Puis le promoteur neuronal spécifique a été isolé, et couplé à un gène de résistance aux antibiotiques. On a ensuite induit la différenciation des cellules ES en ce type de neurone, et avec le promoteur actif on aura une résistance à la puramycine. On détruit les cellules non mutées avec la puramycine.

Le promoteur (ADN) ne s’exprimera que lorsque le processus de différenciation sera entamé. On va l’intégrer dans le génome des cellules ES mises en culture avec le LIF et qui restent donc indifférenciées, ce qui permet de l’introduire dans toutes les cellules car le promoteur est alors inactif. Lorsque les cellules vont commencer à se différencier, les cellules vont devenir résistantes. On isole alors les neurones dopaminergiques pour les injecter dans le striatum du patient. 
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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). 



A/B/C sont les sites d’injection dans le striatum des cellules. En D/E/F/G on regarde jusqu’où arrivent les prolongements et s’ils arrivent suffisamment loin. Pour ce faire on a utilisé un marquage aux Ac. En A/B/C, on voit clairement la présence des cellules, et en D/E/F/G, on voit les prolongements. Cet Ac servait à identifier uniquement les neurones injectés, et ici on constate que les cellules n’ont pas été rejetées par l’organisme et qu’elles s’y sont même développées !!
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On détruit donc les neurones dopaminergiques pour injecter ceux qu’on a créés. Quand on détruit ces neurones dans un hémisphère, si on injecte des amphétamines au rat, il tourne sur lui même (1 tour toutes les 5 sec). Si on co injecte des cellules ES indifférenciées, on constate un effet sensible de réduction de la fréquence de rotation, car les cellules ES vont créer des neurones dopaminergiques. En revanche, si on injecte des cellules différenciées dérivées des cellules ES, les souris vont arrêter de tourner et même tourner dans l’autre sens, car l’injection est tellement efficace qu’on inverse la tendance. On pourrait diminuer la quantité de cellules injectées pour arrêter la rotation du rat, mais trouver la quantité appropriée n’est pas évident.

[image: image11.emf]Dépend des passages en culture



La formation d’un tératome dépend du temps de passage en culture, on ne sait pas bien pourquoi, mais plus la culture est longue, moins le risque de développer un tératome est grand.


Le principal problème de cette expérience est qu’il est très difficile de ne pas avoir contamination des cellules en culture par quelques cellules qui ne se sont pas différenciées.
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Expérience 2 : 

Si on inactive 3 gènes très importants (les inhibiteurs de différenciation Id1/2/3) qui sont des facteurs de transcription essentiels à la formation du cœur : ils doivent être présents pour que le cœur se développe, mais si un des facteurs est absent, il n’y a pas de répercussions.
Si on prend des blastocystes issus de l’accouplement entre un mâle et une femelle portant les 3 mutations (il sont alors hétérozygotes), avant de réinjecter on intègre des cellules ES bleues ? que l’on réimplante dans certains embryons donnant une restauration de la fonction cardiaque : les souriceaux chimériques naissent alors que les cellules ES font partie du bouton embryonnaire (c’est ce qui donne la répartition chimérique). Dans le cœur on retrouve les cellules ES qui vont produire ce qui manque : IGF-1, c’est cet IGF-1 qui manquait dans ce triple chaos.
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Les cellules ES permettent la synthèse de Wnt5a, qui permet la synthèse de IGF-1.

Si on injecte des cellules ES indifférenciées dans une souris qui porte les 3 mutations, il y aura survie des souriceaux.

Les cellules ES reçoivent à distance les facteurs solubles et y répondent : ceci est prouvé par l’induction de la production de Wnt5a qui diffuse dans le corps pour aller dans le fœtus et faire induire la production d’IGF-1 : il y a un effet paracrine à longue distance ! L’embryon avec le stress de ne pas pouvoir créer son propre cœur produit Wnt5a qui diffuse vers les cellules ES qui vont secréter à distance IGF-1. Normalement, l’endocarde produit l’IGF-1.
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Conclusion :

Le modèle cellulaire a permis la mise au point de 
- médicaments








- tests pharmacologiques








- tests toxicologiques


La thérapie cellulaire est la base de la médecine régénératrice.
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Dopamine neurons derived from embryonic stem cells function in an animal model of Parkinson's disease 
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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). 
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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.
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Administration d’amphétamine aux animaux lésés par le 6-OH-DA induit une rotation autour du site d’injection.
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Rescue of Cardiac Defects in Id
Knockout Embryos by Injection of
Embryonic Stem Cells

Diego Fraidenraich,’ Elizabeth Stillwell," Elizabeth Romero,"
David Wilkes,? Katia Manova,” Craig T. Basson,’ Robert Benezra'™

We report that Id knockout mouse embryos display multiple cardiac defects,
but mid-gestation lethality is rescued by the injection of 15 wild-type
embryonic stem (£S) cells into mutant blastocysts. Myocardial markers
altered in I1d mutant cells are restored to normal throughout the chimeric
myocardium. Intraperitoneal injection of ES cells into female mice before
conception also partially rescues the cardiac phenotype with no incorporation
of ES cells. Insulin-like growth factor 1, a long-range secreted factor, in
combination with WNTSa, a locally secreted factor, likely account for
‘complete reversion of the cardiac phenotype. Thus, ES cells have the potential
to reverse congenital defects through Id-dependent local and long-range
effects in a mammalian embryo.


















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. 
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Administration d’amphétamine aux animaux lésés par le 6-OH-DA induit une rotation autour du site d’injection.
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Applications of ES-based cell therapy

 ES-derived cardiomyocytes into infarcted rat heart (Klug et al. 1996 JCI 98,216)

- ES-glial precursors into myelin-def. rats (Brüstle et al. 1999 Science 285,754)

 hES-derived neuronal into motoneuron-injured rats (Donovan et al. 2001 Nature 414,92)

 ES-derived pancreatic beta cells into diabetic mice  (Hory et al. 2002 PNAS 99,16105)

 ES-derived neuronal into Parkinson mice (Kim et al. 2002 Nature 418,50)

 Undifferented ES cells into infarcted rat heart (Behfar et al. 2002 FASEB J. 16,1558)
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Applications of ES-based cell therapy

 ES-derived cardiomyocytes into infarcted rat heart (Klug et al. 1996 JCI 98,216)

- ES-glial precursors into myelin-def. rats (Brüstle et al. 1999 Science 285,754)

 hES-derived neuronal into motoneuron-injured rats (Donovan et al. 2001 Nature 414,92)

 ES-derived pancreatic beta cells into diabetic mice  (Hory et al. 2002 PNAS 99,16105)

 ES-derived neuronal into Parkinson mice (Kim et al. 2002 Nature 418,50)

 Undifferented ES cells into infarcted rat heart (Behfar et al. 2002 FASEB J. 16,1558)
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~ 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
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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. 	Nature 418, 50 - 56 (2002)

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). 
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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.
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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.
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Dépend des passages en culture













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

















Discontinous

Endocardial 

cell lining

Reduced
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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
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Modèle cellulaire
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Rescue of Cardiac Defects in Id
Knockout Embryos by Injection of
Embryonic Stem Cells

Diego Fraidenraich,’ Elizabeth Stillwell," Elizabeth Romero,"
David Wilkes,? Katia Manova,” Craig T. Basson,’ Robert Benezra'™

We report that Id knockout mouse embryos display multiple cardiac defects,
but mid-gestation lethality is rescued by the injection of 15 wild-type
embryonic stem (£S) cells into mutant blastocysts. Myocardial markers
altered in I1d mutant cells are restored to normal throughout the chimeric
myocardium. Intraperitoneal injection of ES cells into female mice before
conception also partially rescues the cardiac phenotype with no incorporation
of ES cells. Insulin-like growth factor 1, a long-range secreted factor, in
combination with WNTSa, a locally secreted factor, likely account for
‘complete reversion of the cardiac phenotype. Thus, ES cells have the potential
to reverse congenital defects through Id-dependent local and long-range
effects in a mammalian embryo.
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