Cellules souches et thérapie génique 

Diapo 2 et 3


Les hémidesmosomes permettent de joindre l’épiderme au derme, ils s’associent les uns aux autres. La cytokératine des kératinocytes basaux se lient à BP230, Plectine, une molécule d’adhesion et BP180 (BP 230 et 180 ont des Ac dirigés contre eux). A l’extérieur du kératinocyte on a des filaments d’ancrage constitués de collagène de type VII. Tout ça permet une bonne cohésion entre le derme et l’épiderme.


On l’appelle Hémidesmosome car en ME, cette structure à l’apparence de la moitié d’un desmosome, mais desomosome et hémidesmosome sont complétement différent dans leur formation.

Diapo 4


Ac Monoclonal : Ac qui ne va reconnaître qu ‘un seul épitope. On les obtient en prenant des protéines de la peau que l’on injecte chez une souri, elle va fabriquer des lymphocytes. On prend les LB que l’on fait fusionner avec un lymphome et on obtient un hybridome.


Ac monoclonal GB3 est utilisé en immunofluorescence, on le voit en vert, il reconnaît la jonction dermo – épidermique de manière spécifique. Il nous a permis d’avancer dans le diagnostique de certaine pathologie.

Diapo 5

L’épidermolyse bulleuse est le détachement de l’épiderme qui fait une bulle. Sur l’image on voit l’épiderme au niveau du toit de la bulle et le derme au niveau du plancher.

C’est une maladie rare, il existe 3 types :


- Simplex (EBS) : Du a une mutation du gèn codant pour les cytokératines 5 et 14. C’est une maladie recessive.

- Dystrophiques (EBD) : Soit dominante soit recessive. Il s’agit d’une mutation du gène codant pour le collagene VII

- Jonctionnel (EBJ) : touche la jonction dermo – épidermique, on ne connaît pas la mutaion en cause..

Diapo 6 et 7 : Ac monoclonal GB3

On voit 3 panneaux différents différents. 


Sur le 1er, il s’agit d’une EBS car le marquage se situe au niveau du plancher de la bulle, le clivage se fait donc au dessus des kératinocytes


Pour le 2ème il s’agit d’une EBJ :il n’y a pas de marquage donc soit la protéine n’est pas là, soit l’épitope a été changé donc l’Ac ne le reconnaît pas.


Enfin pour la 3ème on a une EBD car cette fois ci le marquage se fait au niveau du toit de la bulle. Le problème se situe donc plutôt au niveau des fibres d’ancrages.

Diapo 8


Le syndrome d’Erwitz est la forme la plus sévère d’EBJ, le décollement se situe aussi au niveau des épithéliums intra comme l’épithélium respiratoire ou digestif. (Il y a absence du marquage)


La forme la moins sévère d’EBJ le décollement entre le derme et l’épiderme mais uniquement dans les zones de frottements.

Que reconnaît l’Ac GB3 ?

Diapo 9


On fait une biopsie cutanée du patient, puis on sépare le derme et l’épiderme, donc on met en culture les kératinocytes, les fibroblastes.

Diapo 10

On peut tout extraire, que ce soit l’ADN génomique, les ARNm ou les protéines.

Banque génomique : on prend l’ADN que l’on coupe et on met les fragments dans des vecteurs : bactéries, virus,… et on fait des banques.

Diapo 11


On met des keratinocytes en culture et on fait des marquages avec GB3 : on constate un très fin marquage au niveau de la cellule et un marquage très important au niveau de la boite de plastique. Donc GB3 reconnaît une protéine qui est sécrétée et qui adhère, il s’agit donc d’un ligand de liaison. L’hémidesmosome est un système d’adhesion donc c’est logique que la protéine est une prot d’adhesion.


On prend les kératinocytes, on extrait les protéines puis on les fait migrer sur un gel d’Acrylamide qu’on transfert ensuite sur une membrane, enfin on fait réagir les protéines dénaturées par des Ac (technique du Western Blot). Ici on obtient 3 bandes majoritaires, donc l’Ac reconnaît une protéine constituée de 3 polypeptides.

Diapo 12

On peut aussi purifier notre protéine grâce à une colonne d’affinitée : on greffe sur la colonne des Ac GB3 et on fait passer l’extrait de protéine, tout va tomber sauf ce qui a était retenu par les Ac, ensuite en éluant on brise le lien Ag/Ac et on fait tomber la protéine que l’on pourra identifier.

Quand on a obtenu une grande quantité de protéines, on peut les injecter chez le lapin ou souris pour produire des Ac polyclonaux.

Puis on crible une bande d’expression :de notre cellule on a des ARNm qui sont produits par transcription, chaque ARNm va produire une protéine différente. Il suffit d’extraire ces ARNm et de les induires individuellement chez un vecteur..

Banque d’expression : representation de toutes les proteines de la cellule, on récupère tous les ARNm de la cellule, on les introduit dans un vecteur bactérien, chaque plasmide (ADN de la bactérie) va prendre un ARNm donc chaque plasmide produira une protéine différente = criblage car chaque bactérie prend qu’un seul plasmide. Donc si on a 1 million de plasmide on aura 1 million  de protéines.


Ensuite on utilise les Ac polyclonaux, ils vont reconnaître la protéine recherchée. (reconnaît plusieurs épitopes). Puis on prend la bactérie reconnue par l’Ac, on l’amplifie, on a la séquence de l’ARN et donc de la protéine que l’on pourra identifier.


Les Ac polyclonaux reconnaissent les protéines dénaturées (car chaque polypeptide migre selon sa taille). Donc c’est une protéine formée de 3 polypetides.


Cette technique permet en faite d’extraire la séquence qui code pour les polypetides reconnus par les Ac polyclonaux.

Diapo 13


On a identifié la protéine comme faisant parti de la famille des lamimines, car les lamimines sont polypeptidiques et formées de 3 chaines : alpha, béta et gamma. Cette protéine est le chaînon manquant entre intégrine et filament d’ancrage. I

Il s’agit de la lamimine 5, formée par les chaînes Alpha3, Béta3 et Gamma2. Chaque polypeptide est codé par 3 gènes différents (2 gènes sur K1 et 1 sur K18)

Diapo 14


On a utilisé les Ac dirigés contre chacune des chaînes pour identifier la mutation.. Chez un patient atteint d’EBJ, alpha 3 est très bien reconnu par les Ac mais il n’y a pas de marquage pour Béta3 ou Gamma2.


Pour que la protéine soit sécrétée il faut une association Béta3/Gamma2, c’est pour cela qu’il n’y a pas de marquage pour les 2. Par contre alpha3 est sécrétée toute seule.

Diapo 15 et 16 : liaison génétique

A l’époque (il y a 14 ans) le séquencage était manuel. Si on a une mutation sur un gène, elle sera transmise de génération en génération. D’un génome à l’autre il y a des marqueurs différents, et il y a une corrélation  Dans notre génome, il a des microsatellites ce sont des répétitions CACA…., ils se retrouvent dans tout le génome et sont très polymorphe (= nombre de répartition CACA différente d’un individu à l’autre). La plupart du temps microsatellites dans région non codante mais il peut arriver qu’il soit dans region codante.


Comme ces microsatellites sont dans des régions différentes, un des objectifs de l’AFM est de faire une cartographie de tous ces microsatellites dans les chromosomes. PCR amplifie microsatellite avec les régions qui sont à coté.


Dans une même famille on va suivre la taille des microsatellites proche du gène codant qui nous interesse et l’apparition de la maladie suivant les générations. Ces microsatellites sont des marquerus qui ont des tailles différentes d’un individu à un autre.


Dans un arbre généalogique on peut voir la ségrégation des allèles, s’il y a eu cohérence de transmission entre apparition de la maladie et le marqueur, il y aura une très forte probabilité que ce soit le gène impliqué dans la maladie.


On a pris le gène LAMC2 et on a pris 4 microstaellites avec chacun leur taille et un lod score, il va nous indiquer les chances pour qu’il y ait un lien avec le gène. Le microsatellite est un marqueur et si ce polymorphisme est logique par rapport à la ségrégation de la maladie donc le gène est lié à Béta3.


Arbre généalogique : au bout de 3 générations, la maladie s’est déclarée chez 3 enfants homozygotes. C’est une famille consanguine donc la probabilité que la mutation soit identique est très importante. L’hypothèse est que le gène Gamma2 est lié à l’EBJ, on a essayé de marquer le gène Gamma2, donc la ségrégation du gène muté doit suivre la ségrégation de la maladie (tout le monde a le gène Gamma2 mais tout le monde n’a pas celui del’enfant malade qui a la forme mutée).

On va avoir ce gène muté de génération en génération et si la maladie suis de génération en génération, il faut marquer ce gène par les microsatellites. 


Ce microsatellite a un nombre de paire de base qui se retrouve chez les membres qui portent le gène muté et comme il n’est pas séparé du gène car proche de lui, lors du crossing over, il n’y aura pas de séparation, donc le nombre de paire de base du microsatellite plus le gène muté sont transmis de manière identique q’un individu à l’autre. Les parents des enfants morts ont le gène de manière hétérozygote. 

Diapo 17


On a séquencé le gène Gamma2 (4 bases et chaque bande = 1 acide nucléique) et on a trouvé que dans le contrôle on a AGC et chez le malade AGT. 


AGT code pour un codon STOP  ce qui implique un arrêt de lecture en plus dans la partie Nterm de la protéine, il y a donc une absence totale de la protéine, car il n’y a pas d’ARN codant pour la chaine Gamma2 instable donc dégradé).

Diapo 18


Diagnostic anté natal 


Dans une famille non consanguine, ca ne sera pas la même mutation qui sera transmise par le père et la mère. Mais dans ce cas la la mutation est portée sur le même gène mais pas au  même endroit sur ce gène, donc l’enfant aura 2 mutations différentes.


Un enfant est mort et on recherche pour l’autre. On fait prend du sang de chaque individu. On fait une PCR pour chaque individu. On fabrique une sonde (c’est un primer d’ADN). Les sondes sont marqués par un isotope radioactif.


Si sauvage , hybridation à la sonde sauvage on aura un marquage noir.


Si muté, hybridation par la sonde qui porte la mutation  (celle su père ou celle de la mère). 


Tout le monde porte un allèle sauvage car c’est une famille non consanguine et donc hétérozygote : le 1 n’a pas de mutation mais le 7 a le primer de la mutation du père (diapo fausse père et mère sont à echanger) et le 7 chez la mère n’a pas la mutation de la mère donc l’enfant n’aura pas la maladie mais portera le gène de manière hétérozygote mais le 8 a les 2 mutations : mère + père = mort.

WT = sauvage   M =Muté

Diapo 19


Formes non léthale d’EBJ


Ceci est du à une expression plus réduite et muté de lamimine 5. Beaucoup de personnes ont cette forme non léthale. Surtout au niveau des zones de frictions.

Diapo 20, 21,22 et 23  thérapie génique

Dans la thérapie génique, après obtention par culture de kératinocytes, on va tenter de remplacer le gène muté par un gène non  muté, on aura une production d’une peau avec lamimine 5 normale et ce gène  serait introduit  dans la cellule grâce a un virus.


Après la reverse transcription on a une flurescence sur la boite plastique (donc protéine sécrétée) et on retouve aussi les 3 bandes par rapport au contrôle.


Les cellules qui sont revertéesse comportent plus comme une cellule normale qu une cellule malade . Les cellules malades sont difficiles à cultiver car n’adhère plus , elles se détachent facilement. Le test du décollement  est un bon test, quand on restaure la protéine, la cellule adhère mieux.


Les c épithéliales et les kératinocytes quand elles adhèrent à la boite, elles forment des adhésions focales. Les kératinocytes adhèrent mais peuvent également migrer.

Diapo 24


L’étape suivante est de montrer que la protéine est bien déposer au niveau de la jonction


Il faut donc reproduire invitro  (en culture) un épiderme pluristratifié et un derme. Il s’agit d’une reconstitution organotypique. : On peut isoler du sang, de la fibrine qui peut servir d’un équivalent dermique on met aussi des fibroblastes dans la fibrine et on dépose les kératinocytes dessus.


Pour obtenir un épithélium pluristratifié, on monte le milieu pour que les kératinocytes ne soit plus au contact du milieu, mais on maintient une capilarisitée pour qu’elles soit irriguées. Le derme est toujours dans le milieu. Cela implique un signal pour les kératinocyrtes pour se pluristratifier.

Diapo 25


En ME on ne voit pas de d’hemidesmosome pour les c EBJ pour les EBJ-R on en voit.

Diapo 26


L’étape suivante est la greffe sur la souris, l’épithélium humain est plus épais que celui de la souris.

Diapo 27, 28 


On va la tenter chez l’homme et le mamifère comme un chien : on a reproduit un épiderme de chien que l’on a greffé sur ses pattes. On a eu une restauration complète de la lamimine 5 et la peau c’est reconstituée.


L’année dernière un groupe italien a démontré qu’on pouvait soigner soigner un patient atteint d’EBJ non léthale.


Il faut reverté des c souches pour que la greffe se renouvelle.


Ils ont montrés que lorsqu’il greffe des morceaux de peau reverté, la peau retrouve un aspect quasi-normal.
Diapo 29, 30 :


La peau peut subir des stress mécanique sans se décoller. La on a transplanté des c qui ont étaient marquées puis infectées, au bout de 4 mois les c portent toujours le rétrovirus. Mais la question qui se pose : est ce qu’a long terme, la peau sera remplacée par celle du patient et donc la greffe n’aurait servit à rien ? 

Diapo 31 : L’amaurose


Ils ont utilisés des adenovirus qui ont était modifiés, empechant que le virus ne s’intègre à l’ADN et donc d’empecher l’activation des oncogènes.

Diapo 32


On peut greffer aussi une peau pour cataboliser des toxines circulantes, ou pour sécréter des médicaments diffusibles.

Diapo 33


En utilisant la peau on peut modifier les caractères qui n’ont rien à voir avec la peau , par exemple les dérégulations de la leptine dans l’obésité.


On a pris des souris obèses que l’on a greffé avec de la peau de souris exprimant la leptine.et sous le contrôle du promoteur. Pour suivre on fait au marquage par Béta gal. Au bout de 30j, la souris est normale, non obèse et on retouve dans l’urine de la leptine.

Diapo 34

Donc la peau peut avoir peut avoir d’autres fonctions que cutanées.

Diapo 35


On peut forcer une c adulte somatique à redevenir pluripotente comme une c ES : on prend 4 gènes identifiés dasn les c ES et que l’on injecte dans les cellules somatiques. Avec ces gènes on obtient des lignées de c pluripotentes. On aurait donc plus besoin de passer par l’enbryon, il n’y aurait donc plus de problème éthique.

