PAGE  



I/ Rappels : 
Les cellules ES infectées dans le blastocyste peuvent restaurer la formation du cœur en l’absence de Id 1,2,3. 

L’épicarde produit WINT-5 qui induit la production d’IGF-1 par les cellules de l’endocarde.

En l’absence de IGF-1, pas de formation d’un myocarde normal.

WINT-5 est sous le contrôle de Id1,2,3. Si le gène Id est muté, il n’y a pas de WINT-5 produit et donc pas d’IGF-1.

Les celules ES participent à la formation du cœur (on le voit au marquage au β-GAL). En se différenciant en cellules épicardiques qui contournent l’absence d’Id1,2,3 en produisant WINT-5.

L’injection de cellules ES dans un péritoine de femelle homozygote mutée avant l’accouplement avec un mâle homozygote muté provoque une restauration de la fonction cardiaque à distance avec production d’IGF-1 chez le souriceau sans production de WINT-5.

Les cellules ES donnent : 
- Des cellules ectodermiques si il y a présence de BMP-4





- Des cellules neuronales si il n’y a pas de BMP-4

Le mésoderme donne des fibroblastes du derme.

L’ajout du BMP-4 bloque la différenciation des cellules ES vers l’engagement neuronal mais active la différenciation en cellules ectodermales.
II/ Quelle est la nature des cellules touchées par l’apoptose induite par BMP-4 ?

Les cellules sox-1 positives sont des précurseurs neuronaux pouvant être la cible des BMP-4.

Expérience : 

On prend des cellules ES possédant le gène sox-1, et dans un des deux chromosomes on remplace ce gène par un gènen de fluorescence GFP. On se retrouve alors avec : 



- Un allèle sox-1 normal sous l’influence du promoteur sox-1



- Un allèle GFP fluorescent sous l’influence du promoteur de sox-1

Lorsque la différenciation de la cellule ES en précurseurs neuronaux est activée, le promoteur de sox-1 induit l’expression de l’allèle GFP et donc la cellules devient verte et fluorescente.
On peut ensuite quantifier la population de précurseurs neuronaux grâce à la fluorescence.

(Diapo 15 : Feeder : couche nourricière)

Avec l’ajout de BMP-4, les cellules neuronales sont diminuées car il y a apoptose par la voie des SMAD. Si on bloque cette voie, les cellules sox-1 positives sont conservées.

L’apoptose induite par BMP-4 touche donc les précurseurs neuronaux sox-1 positifs. Si les précurseurs neuronaux sont atteints à des des temps …, les cellules neuronales (marquées aux neurofilaments) sont toutes absentes.

L’apoptose induite par BMP-4 :  Par microscopie optique confocale BMP-4 induit un co-marquage. 

Question : 
Les cellules sox-1 négatives peuvent-elles donner des neurones directement sans passer par l’expression de sox-1 ?

Les cellules sox-1 positives donnent des neurones, et les cellules sox-1 négatives deviennent sow-1 positives avec l’apoptose.

Sans BMP-4, On a 2 populations : sox-1+ et sox-1-

Si on ajoute du BMP-4, il n’y a pas de neurones mais des cellules ectodermales ;

Une population cellulaire peut avoir plusieurs potentiels selon la présence ou l’absence de BMP-4.

III/ P-63

Définition

C’est un facteur de transcription (FT) de la famille des p-53 essentiel dans la morphogénèse épidermique.

Si ce FT est inactivé, il n’y a pas de peau (pas d’épiderme) et pas de membres à la naissance.

Si il y a une dystrophie ectodermale, les patients souffrent d’une mutation du gène p63. 

p63 développe la peau et les membres !!

Structure du gène

Au cours de l’évolution, un gène ancestral a donné p53, p63 et p73 ayant des domaines similaires.


- TA : Le domaine de la transactivation


- Le domaine oligomerisation qui permet l’association de plusieurs molécules


- Le SAM domaine (propre à p63) permet une interaction protéine/protéine


- Un domaine de fixation à l’ADN.
p63 code pour 6 isoformes car il y a 2 promoteurs alternatifs : 


- Le promoteur TA donne le même domaine TA avec p53


- Le promoteur ΔN donne le même domaine ΔN avec p63.

Les mêmes TA et les mêmes ΔN ont des fonctions différentes.

Dans la partie C-term, il y a un épissage alternatif : 
- La forme α contient tous les exons









- La forme β exclut l’exon 13

L’exclusion des exons est représentée par des traits discontinus.

Les cellules possédant les cytokératines facteurs de différenciation CK5, CK14 et les laminines 5 augmentent au cours du temps après l’ajout de BMP-4 qui induit un engagement kératinocytaire. Puis il y a apparition de marqueurs de différenciation terminaux comme CK10 ou la filagrine, associés à certains gènes de différenciation terminale.

Juste après le 7e jour et l’action de BMP-4, il y a une activation exponentielle de p63 pour la différenciation épidermique des cellules ES (seule ΔN est active). Attention ! Toutes les cellules CK18+ n’expriment pas encore p63, donc la production de cellules ectodermales précède l’expression de p63 et ne nécessite donc pas cette expression ou celle de progéniteurs.
Après l’ajout de sérum, les kératinocytes (CK14+) sont tous positifs pour ΔNp63 (rayé sur la diapo)

On en déduit que p63 serait nécessaire à la différenciation épidermique des précurseurs pour leur différenciation en kératinocytes CK14+.

Comment démontrerr l’implication de p63 ?

Si on force l’expression de p63, on a pas de précurseurs donc pas de kératinocytes.

ΔNp63 est un répresseur transcriptionnel de l’engagement neuronal des cellules ES en l’absence de BMP-4.

BMP-4 est en revanche nécessaire à l’engagement ectodermal. 

p63 est un répresseur neuronal.

( On bloque p63 par des ARN anti-sens

Donc on a des cellules ES qui ne sont plus capables de produire p63.

On a donc des cellules ES en présence de BMP-4 mais en absence de p63.

((Chute massive des CK5 et CK14. On a une structure ronde glandulaire positive au CK5/CK18 : ce sont des cellules endodermales comme celles du thymus ou de l’endoderme : ( il y a un blocage de l’engagement epidermique !

Les cellules ES donnent alors une population enrichie en cellules ectodermales CK8/CK18. On fait un clonage par dilution, ce qui donne une population homogène à 100% positive pour CK8/CK18.

Après ajout de ΔNp63 de facon exogène, on a un marquage positif aà CK14 (marqueurs du kératinocyte)

Conclusion :
-  La plupart des cellules épidermiques sont ΔNp63/CK14+.



- p63 est nécessaire pour l’engagement épidermique mais pas endodermal

Après analyse du transcriptome, de nouveaux gènes sont des gènes cibles de p63 au cours de l’embryogénèse.

Beaucoup de mutations identifiées au niveau de p63 sont responsables de dystrophies ectodermales.

Sous groupes : malformations phenotypiques : il y a une corrélation génotype/phénotype

· SHFM : pied, main

· ADULT : DNA binding, partie N-term du TA

· AEC : rein, dysplasie ectodermale : domaine SAM

· EEC : domaine DNA binding.

UN DOMAINE CORRESPOND A UNE FONCTION ET A UN PHENOTYPE DE LA MALADIE

Les sous groupes AEC et EEC portent le plus de points communs de phénotype anormal.
Question : 

La mutation d’un gène peut-elle perturber le rôle de p63 de différenciation des cellules en kératinocytes ?
Au lieu de génotypes sauvages, on prend des génotypes mutés sur EEC et AEC, ce qui provoque un blocage de la différenciation des cellules ectodermiques en kératinocytes.

Toutes les isoformes de p63 sont capables de transactiver ? sauf les mutations AEC, EEC qui empêchent la transactivation des gènes cibles : il y a donc un blocage de la différenciation des cellules ectodermiques en kératinocytes.

p63 via son domaine SAM fixe ABBP1 impliqué dans l’épissage alternatif spécifique du gène FDFR2 codant pour le : 


- KGFR spécifique des cellules épithéliales (exclut l’exon 8)


- BEK : spécifique des cellules mésenchymateuses (exclut l’exon 9)

Si il y a un syndrome AEC, il n’y a pas d’ABBPI, pas de KGFR, pas de kératinocytes, pas de réponse du kératinocyte à la production de KGF par le fibroblaste et donc une perturbation…

(désolé pour les dernières quelques lignes je comprends plus rien non plus… hihi)

IV/ En résumé

- Les cellules ES ont un potentiel limité.

- On obtient toujours une population hétérogène contenant des cellules indifférenciées et différenciées et on a donc un risque de produire des tératomes.

- L’avantage est que les cellules poussent de facon illimitée mais elles sont un danger au niveau tumoral.

- Si on fait une allogreffe, il y a un risque de rejet
- Le fait d’utiliser des cellules embryonnaires même d’un embryon surnuméraire et sans projet parental pose des problèmes d’éthique.

- On peut produire à partir de la même cellule ES un épiderme et un derme chez la souris

- Si on utilise des marqueurs spécifiques comme le collagèneVII, CK10(dans les couches supra-basales), les desmosomes… on montre que toutes les structures sont présentes.

( Chez l’Homme, on veut obtenir une population homogène pure : 

- La cellule est contrôlée dans un milieu  qui fait qu’on obtient des précurseurs ectodermaux et kératinocytes.


- Si le milieu est du collagène I, on obtient une population homogène CK8/CK18+ correspondant aux précurseurs.

Sur RT-PCR, dans la lignée obtenue de cellules ectodermales, 


- oct-4 est plus exprimé


- CK18 est exprimé


- Pas de marqueurs des cellules kératinocytes.

Les cellules ES ont une phase G1 tronquée sans check point, mais p53 vérifie quand même l’integrité du génome en réprimant le gène NAWOG fondamental pour l’autorenouvellement et l’état indifférencié.

p53 réprime donc NAWOG d’où indifférenciation des cellules ES ce qui permet à la cellule ES d’échapper à l’accumulation de mutations.

- La lignée IT1 a une phase G1 longue comme dans le cycle des cellules somatiques adultes.

En quelques jours, la cellules ES devient une cellule somatique. 

- D’après les tests de formation de teratomes, 

· Les cellules H9 (ES différenciées) forment des teratomes

· Les cellules IT1(CK18+) ne forment pas de tumeurs

- En quelques jours de culture, les IT1 deviennent progéniteurs ectodermaux.

- Les IT1 arrivent à la senescence au bout d’une soixantaine de dédoublements (par perte de croissance limitée et incontrôlée

- Les cellules IT1 sont des progéniteurs multipotents

- Si on prend des précurseurs IT (pas encore kératinocytes) dans une niche kératinocytaire (protéines d’adhésion + facteurs solubles produits par les kératinocytes) et qu’on fait un double marquage : 
· Les cellules jaunes sont CK14/CK18+ en cours de différenciation

· Les cellules rouges sont CK14+ : ce sont des kératinocytes

· Les cellules CK18+ vont devenir des kératinocytes.

IL EXISTE DONC UNE PLASTICITE CELLULAIRE
Suite cours n°3-2e partie !!
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