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INTRODUCTION

Le travail présenté ici s’inscrit dans un vaste projet initié par le Pr KRAUSE (Université de
Geneve, Suisse), le Dr STASIA (Université de Grenoble, France) et le Dr SARIC (Université de Cologne,
Allemagne). Il s’agit de générer des modeles physiopathologiques cellulaires et animaux de la
Granulomatose Septique Chronique (CGD) a partir des cellules souches pluripotentes induites (iPS),
et cela dans le but de développer une approche thérapeutique innovante basée sur la thérapie

protéique.

La Granulomatose Septique Chronique (CGD) sera présentée dans la premiere partie de

I'Introduction, avec I'accent mis notamment sur les traitements disponibles ou en développement.

Puis, des rappels sur les cellules souches pluripotentes et sur les premieres techniques de
reprogrammation nucléaire permettront de comprendre comment toutes ces recherches ont abouti
a la création des cellules souches pluripotentes induites (iPS). Les techniques de reprogrammation,
les méthodes de culture ainsi que les caractéristiques de ces cellules iPS seront plus particulierement

développées.

La premiere partie de ce projet, qui fait I'objet de ce travail de Thése de Pharmacie, a consisté a
implanter et développer la culture des cellules iPS au laboratoire. Les résultats correspondant a leur

mise en place et a leur caractérisation seront présentés.
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Chapitre 1 : La Granulomatose Septique Chronique

1. Généralités

La Granulomatose septique chronique (CGD) est une immunodéficience héréditaire orpheline
touchant I'immunité innée. Sa fréquence est estimée entre 1/200 000 et 1/250 000 naissances/an (1)

mais peut varier selon les pays et les pratiques ethniques (intermariages) (2).

C'est en 1954 que les premiers cas de CGD ont été rapportés chez des jeunes garcons souffrant
d’infections récurrentes (3). Cette pathologie a été pour la premiére fois étudiée par Berendes,
Bridges et Good en 1957 et décrite comme une maladie granulomateuse fatale de I'enfance avant
10 ans (4). Elle était définie alors comme un syndrome clinique distinct composé d’une combinaison
d’infections récurrentes suppuratives graves, avec formation de granulomes (donnant son nom a
cette pathologie) et autres complications inflammatoires (5). Quelques années plus tard, il a été
montré qu’il s’agissait d’'une maladie des cellules phagocytaires impliquées dans la réponse
immunitaire non spécifique de I’'hote (6,7), et causée par le dysfonctionnement d’une seule enzyme :
la NADPH (Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate) oxydase (8,9). Ces premiers cas cliniques
rapportaient seulement des formes liées a I’X touchant les garcons mais progressivement la
transmission autosomique récessive a été soupgonnée puisque des cas féminins ont été décrits

(10,11).

2. Rappels sur le complexe NADPH oxydase

Lors d’une infection, les cellules phagocytaires (polynucléaires neutrophiles, éosinophiles,
monocytes et macrophages) constituent la premiere ligne de défense de I'hGte contre les
microorganismes, et représentent les principaux acteurs de la réponse immunitaire innée non
spécifique. Ce mécanisme de défense fait intervenir différents processus tels que I'adhérence, le
chimiotactisme, la phagocytose des pathogénes, la dégranulation des enzymes des granules et
vésicules cytoplasmiques (permettant la digestion du microorganisme) ainsi que I'activation de la
NADPH oxydase membranaire, responsable de la microbicidie. Divers stimuli produits directement au
niveau du site infectieux et inflammatoire (des peptides chimioattractants comme le fMLP (N-formyl-
méthionyl-leucyl-phénylalanine), le composant C5a du complément, I'interleukine 8, le PAF (platelet
activating factor), les leucotrienes,...) vont attirer les phagocytes au site inflammatoire et infectieux
et pré-activer la NADPH oxydase. Ce n’est que le contact spécifique des opsonines et autres

composants de la membrane bactérienne ou fongique avec des récepteurs membranaires du
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phagocyte, qui déclenche réellement I'activation de la NADPH oxydase et entraine la production

d’ions superoxyde et de dérivés toxiques de I'oxygéne (ROS ou FRO) microbicides (Figure 1).

If —

if (™
!/ :/ //— Cytoplasm
'E\: Phagocyte
Azurophll vacuole NADPH
‘ granule \\\ oxidase
\ / *~2’ _ "
i :‘ . :,': Mlcrnbe
L ] L ]

MNeutrophil elastase ROS

b i -
\, - cathepsin G R Og

Phagocyte

Figure 1: La formation du phagosome et la production de dérivés oxydatifs pour la destruction des
microorganismes pathogénes par les phagocytes. D’aprés (12) Seger, British Journal of Haematology (2008).

2.1. Structure du complexe NADPH oxydase

La NADPH oxydase est un complexe enzymatique composé d’un élément protéique
membranaire, le cytochrome bsss, formé des deux sous-unités gp91°"> ou NOX2 et p22°"* (13), et de

7°"% et p67°"° (phox = phagocytic oxydase). Deux petites protéines G

facteurs cytosoliques p40°™, p4
Rac et Rap1l participent a la régulation de son activité (14). Au repos ce complexe est dissocié (Figure

2A).
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NADPH oxydase inactive

gp? 1 phox

Figure 2. Le complexe NADPH oxydase au repos (A) et aprés activation (B). Les points roses représentent les
sites de phosphorylation des différentes sous-unités lors de I'activation de la NADPH oxydase. Figure modifiée
d’aprés (15) Guichard et al., Medicine/Sciences (2006).

2.1.1. Le cytochrome bsss membranaire

Le cytochrome bsss est I’élément rédox du complexe NADPH oxydase. Dans les neutrophiles non
stimulés, 90-95 % du cytochrome b se trouve au niveau des membranes des granules spécifiques
(environ 100 pmol/mg de protéine) (16) ou de granules contenant de la gélatinase, les 15 % restant
étant localisés au niveau de la membrane plasmique et des granules sécrétoires (17). Le cytochrome
bsss est tout d’abord synthétisé sous forme d’un précurseur non glycosylé de 58 kDa environ, puis,
apres glycosylation progressive, il conduit a un composé de 76-90 kDa. La synthése des deux sous-
unités du cytochrome bssg est donc nécessaire pour leur stabilisation mutuelle au niveau de la

membrane : 'absence de I'une des deux conduit a I'absence du cytochrome bssg (18).

* La sous-unité gp91°"* (NOX2)

Cette sous-unité constitue la sous-unité 3 du cytochrome bsss. C'est une protéine fortement
glycosylée de 570 acides aminés (PM : 65,3 kDa) composée de 6 hélices transmembranaires situées
du co6té amino-terminal comportant 2 sites extracellulaires de glycosylation (boucles C et E), de 2
boucles B et D intra-cytoplasmiques, et d’une queue cytosolique carboxy-terminale hydrophile
contenant les sites potentiels de fixation du FAD (Flavine Adénine Dinucléotide) et du NADPH (19).
Les deux hémes, liés a 4 histidines situées dans le 3°™ (résidus 101 et 115) et le 5°™ passage

transmembranaire (résidus 209 et 222) (20), sont essentiels au passage électronique du FAD vers I'O,
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extracellulaire. Cette sous-unité gp91”"™ constitue ainsi I'élément rédox de I'enzyme. Il existe 7
isoenzymes NOX/DUOX chez 'Homme (NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOX5, DUOX1 et DUOX2)
exprimés dans de nombreux types cellulaires et tissus, et possédant des mécanismes d’activation
variés ainsi que des roéles biologiques physiologiques spécifiques. L'H,0, produit servirait notamment
de second messager pour la signalisation intracellulaire. Ces enzymes NOX/DUOX sont, entre autres,
impliqguées dans des mécanismes d’oncogénése, des maladies du systéme nerveux central et du

systeme cardiovasculaire (21,22).

* La sous-unité p22°"*

Sous-unité a du cytochrome bssg, cette protéine de 195 acides aminés (PM : 22 kDa) est non
glycosylée. Comme NOX2, sa structure n’est a ce jour pas complétement élucidée. Elle serait formée
d’une région N-terminale avec des régions hydrophobes permettant son ancrage dans la membrane
plasmique mais le nombre de passage transmembranaires (2 a 4) reste inconnu, bien que
I’hypothése de 3 domaines transmembranaires soit actuellement favorisée (23). Son domaine
cytoplasmique C-terminal contient une région riche en résidus proline interagissant avec les sous-

phox

unités pa7 (24). Son expression n’est pas exclusivement restreinte aux cellules phagocytaires

puisqu’on la retrouve dans de nombreux tissus associée a d’autres NOX (25).

2.1.2. Les facteurs cytosoliques

La sous-unité p47°"° est une protéine trés basique de 390 acides aminés (PM : 44,7 kDa) (26)
qui posséde un domaine C-terminal riche en résidus arginine et sérine avec 11 sites potentiels de
phosphorylation (17,23). Sous-unité organisatrice, elle permet la migration du complexe
cytoplasmique p47°"-pa0°"™*-p67°"* jusqu’au cytochrome bssg aprés activation de la NADPH
oxydase (27).

La sous-unité p67°"

est une protéine de 526 acides aminés (PM : 59,8 kDa), légérement acide
(17). Elle contient un domaine interagissant avec Rac au niveau de la partie N-terminale, et
également des domaines d’interaction avec p40°™, p47°"* et le cytochrome bssg (27,28). Elle est
considérée comme « I'activateur » du complexe NADPH oxydase (29).

Derniére sous-unité identifiée (30), p40°"* est une protéine de 339 acides aminés (PM : 39 kDa)
interagissant faiblement avec p47°" et p67°", et dont la fonction régulatrice, activatrice (31,32) ou

inhibitrice (33,34), est toujours controversée (35). L’absence de p40°™ empéche Iactivation de la

NADPH oxydase apres phagocytose (36).
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2.1.3. La petite protéine G monomérique : Racl/2

Appartenant a la sous-famille Rho au sein de la superfamille Ras des petites protéines (environ
21 kDa) liant le GTP sous sa forme active, Rac est nécessaire a la fonction de I'oxydase et se lie
exclusivement a p67”h°". Racl est exprimé de facon ubiquitaire alors que Rac2 est uniqguement
exprimé dans les cellules myéloides (37). Le cytosol des neutrophiles contient ainsi principalement
Rac2 (> 96 %). L'activation du complexe NADPH oxydase nécessite sa dissociation de rhoGDI au

niveau du cytosol (GDP Dissociation Inhibitor) et sa liaison au GTP (Figure 2) (38).

2.2. Activation de la NADPH oxydase et production de dérivés toxiques de I’oxygéne

2.2.1. Activation et assemblage du complexe NADPH oxydase

Dans les cellules au repos, le complexe NADPH oxydase est dissocié et inactif, et les protéines
p67°" pa77"* et p40°" forment un complexe dans le cytosol (Figure 2A). Lors de la reconnaissance
spécifique d’un élément pathogéne/stimulateur par la cellule phagocytaire, il y a déclenchement
d’une cascade de signalisation intracellulaire conduisant a la phosphorylation des facteurs
cytosoliques et a leur migration vers la membrane plasmique ou la membrane de la vacuole de
phagocytose (phagolysosome) (Figure 2B). lls vont alors s’associer au cytochrome bssg membranaire,
lequel a également subi des changements conformationnels (17). L’activation de la cellule
phagocytaire nécessite également I'implication des petites protéines G, Rac1/2 et Rap1, ainsi que des
protéines liant le calcium (MRP8 et MRP14), intervenant dans la régulation de I'activité du complexe

oxydase (39).

Aprés assemblage du complexe NADPH oxydase permettant son activation, le NADPH
cytoplasmique est oxydé en NADP* au niveau de la queue cytosolique de gp91”"™ avec transfert de
deux électrons vers le FAD puis vers les hemes (Figure 3). La derniere étape de ce transport
d’électrons a lieu dans les vacuoles ou en extracellulaire lorsque 'O, accepte I'électron et est

converti en anion superoxyde O, selon la réaction suivante :

2 0, + NADPH > 2 0, + NADP" + H*
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Figure 3. Production de dérivés toxiques de I'oxygéene par la NADPH oxydase. D'apres (17) Segal et al.,
Medicine (2000).

La consommation intense d’oxygene associée a cette activation, appelée « burst oxydatif » ou
« explosion respiratoire », va conduire a la génération d’une quantité importante de cet anion
superoxyde (100 fois plus qu’au repos), un oxydant avec une activité microbicide modérée en
équilibre constant avec le radical perhydroxyle HO, beaucoup plus oxydant. Cet anion superoxyde
constitue également le point de départ de la synthése des formes réactives de I'oxygéne FRO (ou
ROS, reactive oxygen species) hautement toxiques pour le pathogéne, faisant intervenir différentes
enzymes. Ainsi, il peut étre transformé, soit spontanément soit par la superoxyde dismutase (SOD),
en peroxyde d’hydrogene H,0, qui, a son tour, peut étre transformé par la myéloperoxydase (MPO)
présente dans les granules azurophiles en acide hypochloreux HOCI tres toxique. H,0, peut
également réagir avec I'anion superoxyde pour former un radical hydroxyle HO" hautement réactif. Il
peut cependant interagir avec des amines primaires ou secondaires et former des N-chloramines plus
stables. D’autres métabolites peuvent étre produits tels que I'anion peroxynitrite ONOQ’, ou le nitryl
chloride NO,Cl et le NO, qui sont des oxydants pro-inflammatoires. Pour réguler ce systeme et éviter
I’'accumulation de dérivés toxiques de I'oxygéne dans la cellule comme le peroxyde d’hydrogene, il y
a intervention d’enzymes de détoxification comme la catalase qui le réduit en O, et en H,0, et

comme la glutathion peroxydase (GSH) (17).

2.2.2. Autres fonctions de la NADPH oxydase

Les ROS générés par la NADPH oxydase activée induiraient la libération des NET (neutrophil

extracellular traps) par les neutrophiles. Ces NETs, formés de chromatine et de protéines des
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granules, vont se lier aux agents pathogénes et, grace a une forte concentration locale en molécules
anti-microbiennes, permettre ainsi leur destruction (40). Les patients atteints de CGD seront donc

incapables de générer des NETs (41).

3. Génétique de la CGD

La granulomatose septique chronique peut étre causée par des mutations dans I'un des 5 genes

codant pour les différentes sous-unités du complexe NADPH oxydase (Tableau 1).

La localisation des mutations est trés variable : région promotrice de géne, jonction intron/exon,
exons ; ainsi que le type de mutations retrouvées : délétions et/ou insertions de taille variable avec
décalage du cadre de lecture, mutations ponctuelles non-sens, faux-sens, inversions... La majorité de
ces mutations résultent en I'absence de la protéine par défaut de synthése de 'ARNm ou par

instabilité de la protéine mutée (tronquée ou malformée).

Tableau 1. Les formes génétiques de la CGD, les genes impliqués et leurs fréquences.

g phox CYBB X910 CGDX91°
g(':Voxz) Taille : 30 kb Xp21.1 Lide a I'X X91- CGDX91- 65 %
Nb d’exons : 13 X91+ CGDX91*
CYBA o A220 CGDAR22°
p22phox Taille : 8,5 kb 16q24 Récessive autosomale <5%
, A22* CGDAR22*
Nb d’exons : 6
NCF1
p47Phex Taille : 15,2 kb 7q11.23 Récessive autosomale A47° CGDAR47° 25%
Nb d’exons : 11
NCF2 o A67° CGDAR67°
p67Phox Taille : 37 kb 1925 Récessive autosomale <5%
K A67" CGDAR67-
Nb d’exons : 16
NCF4
pA4Qphox Taille : 18 kb 22913 Récessive autosomale A40° CGDAR4Q° 1 cas
Nb d’exons : 10

3.1. Transmission liée a I’X

La forme CGDX est la plus fréquente (environ 65 % des cas) et est due a des mutations affectant
le géne CYBB localisé sur le bras court du chromosome X (Xp21.1), composé de 13 exons, et codant
pour la sous-unité gp91°"™ (42). Plus de 680 mutations différentes ont été identifiées (43). Comme
toutes les pathologies touchant le chromosome X, seuls les garcons sont atteints, les femmes étant
possiblement « porteuses » et responsables de la transmission. Des mutations de novo apparaissent

dans environ 10 % des cas (17,44).
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Il existe des formes variantes selon le taux de la protéine NOX2 mutée exprimée :

- CGDX": forme la plus classiquement retrouvée, les deux sous-unités gp91”™™ et p22°"* du

cytochrome bssg sont absentes bien que seul le geéne CYBB soit atteint.

- CGDX': présence d’une protéine gp91°"™ mutée inactive et produite en quantité normale. Les
mutations, principalement localisées dans la partie C-terminale, suggérent que cette séquence est
particulierement impliquée dans le fonctionnement de I'oxydase et peu dans la stabilisation de sa

structure protéique (45,46).

- CGDX : la protéine gp91°"™

mutée est sous-exprimée et résulte d’'une mutation généralement faux-
sens a l'origine d’une perte de la conformation stable de gp91°" ou, plus rarement, de mutations

dans le promoteur du géne CYBB (47).

3.2. Transmission autosomique récessive (AR)

Il existe quatre formes selon le gene affecté : NCF1, NCF2, NCF4 (NCF = neutrophil cytosolic
factor) ou CYBA codant respectivement p4d7°"™, p67°", p40”™™ et p22°"* (48). Plus rares, et
représentant a peine un tiers de tous les cas de CGD (Tableau 1), elles touchent des patients des
deux sexes et nécessitent une mutation bi-allélique transmise par chacun des deux parents. C’'est

pourquoi une consanguinité parentale est souvent observée dans les formes AR (49).

Les mutations touchant NCF1, gene situé sur le bras long du chromosome 7 (7g11.23) et
composé de 9 exons (50), sont responsables de la majorité des CGD autosomales récessives (CDGAR)
(environ 20-25 %). Une délétion GT (AGT) au début de I'exon 2 est responsable de 95 % des
CGDAR47°. Elle est causée par des événements recombinatoires avec deux pseudogénes (WNCF1)
tres proches, et elle va entrainer un décalage du cadre de lecture conduisant a I'apparition d’un
codon stop prématuré (48,51). Seulement une vingtaine d’autres mutations ont été identifiées

(48,52).

Situé sur le bras long du chromosome 1925 (53), le géne NCF2 codant pour p67°" est composé
de 16 exons. 54 mutations différentes, représentant moins de 5 % des cas de CGD, sont décrites dans

I'article de Roos et al. (48) mais quelques mutations ont récemment été mises en évidence (54-57).

Concernant la protéine p22°", codée par le géne CYBA localisé sur le bras long du chromosome
16 (16g24) et formé de 6 exons (18), 55 mutations ont été répertoriées jusqu’a 2010 (48) et aucune

nouvelle mutation n’a été décrite depuis.
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Un seul cas rapporté en 2009, touchant le géne NCF4 localisé sur le bras long du chromosome
22 (22q13) comportant 10 exons (58) : il s’agit de deux mutations, localisées chacune sur un allele

hérité d’un des parents (59).

4. Physiopathologie de la CGD

Les patients atteints de CGD vont présenter généralement avant I'dge de 2 ans, des
manifestations infectieuses a répétition par des agents pathogénes opportunistes, associées a des
manifestations inflammatoires, avec une tres grande diversité des organes atteints. Le tableau
clinique est trés hétérogene d’un patient a I'autre tant dans I'expression que dans la gravité, avec des
formes CGDX généralement plus séveres que les formes de transmission autosomique récessive (17).
Ceci est di a I'absence de cytochrome bssg, élément rédox du complexe oxydase. Les CGDAR avec
mutations du géne CYBA affectant p22°"* entrainent également I'absence de synthése du
cytochrome b. Elles sont donc aussi de formes cliniques sévéres avec un taux de mortalité de 3-5 %
par an (60). Les patients présentant une déficience de p67°" semblent avoir une mortalité plus

7phox

élevée que les formes p4 (61) qui, elles, ont un taux de mortalité de 1-2 % par an (62). Ceci

s’explique par le fait que la protéine p67”h°" (activateur) est essentielle au fonctionnement optimal

7phox

du complexe NADPH oxydase avec une interaction spécifique avec NOX2, alors que p4 joue

uniquement un role d’organisateur de I'assemblage de ce complexe (63).

Les manifestations infectieuses sont induites spécifiquement par des bactéries et des agents
fongiques « catalase positive » (qui dégradent alors leur propre H,0,, 'empéchant de réagir avec la
MPO des phagocytes pour former des dérivés toxiques comme |'acide hypochloreux microbicide). Les
principaux agents bactériens rencontrés sont Staphylococcus aureus, des entérobactéries
(Salmonella), Nocardia spp., Serratia marcescens, Burkholderia cepacia.. 50 % des infections
retrouvées chez les patients CGD sont d’origine fongique. Les champignons du genre Aspergillus sont
responsables de 33 % de ces infections fongiques, avec un fort taux de mortalité s’élevant a 30-40 %
(64). Les champignons du genre Candida spp. sont également retrouvés dans 6 % des cas environ
(61).

Les patients CGD présentent généralement un tableau clinique complexe avec des atteintes
multiviscérales. Des infections pulmonaires sont présentes dans pres de 80 % des cas : aspergilloses
pulmonaires invasives dues a Aspergillus spp. chez 1/3 des patients mais également pneumonies
dues a B. cepacia, S. aureus, Nocardia spp. et méme des mycobactéries dans les régions endémiques,

pouvant conduire a une fibrose pulmonaire. La peau est le second site le plus fréquent : abces, acné
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ou lésions eczématiformes sont principalement dus a S. aureus ; mais des BCGites apres vaccination
par le Bacille Calmette-Guérin (BCG) apparaissent dans environ 8 % des cas (61). Des atteintes des
ganglions lymphoides (lymphadénites notamment au niveau de I'aire cervicale, pouvant évoluer vers
I’abcédation et la fistulation) sont souvent dues a S. aureus, et il existe également des formes de
lymphadénites nécrosantes graves causées par Granulibacter bethesdensis, un pathogene émergent
récemment identifié (65,66). Des abces récurrents du foie (dus a S. aureus dans 90 % des cas)
surviennent chez 35 % des patients (2). Au niveau des os, des infections ostéoarticulaires, primaires
ou secondaires, associées ou non a une pneumopathie, peuvent étre causées par A. fumigatus, S.
marcescens et S. aureus. Des septicémies, ou d’autres atteintes comme sinusites, otites, abces

dentaires, infections neuroméningées (bien que rares) peuvent également étre retrouvées (61).

Ces infections bactériennes et fongiques sévéeres et répétitives s’"accompagnent d’une réponse
inflammatoire persistante dérégulée et surtout exagérée. Les manifestations cliniques de cette
inflammation chronique sont variées et incluent ulcérations de la peau, colites, formation de
granulomes, maladies auto-immunes... Les foyers inflammatoires de type granulomateux se forment
dans différents parenchymes et ont généralement une taille de quelques millimetres mais peuvent
parfois étre plus importants, évoquant un tableau pseudotumoral. lls sont formés de cellules
géantes, multinucléées, résultant de la fusion de macrophages ayant phagocyté des bactéries mais
ne les ont pas détruites. 50 % des patients développent des granulomes (60) qui sont parfois
suffisamment larges pour provoquer des obstructions, notamment dans le tractus gastro-intestinal et
plus rarement dans le systeme génito-urinaire ou la rétine (2). Les manifestations auto-immunes
observées chez les patients CGD sont de type lupus érythémateux systémique, lupus discoide,
thrombocytopénie idiopathique, ou une maladie inflammatoire de I'intestin mimant cliniquement et
histologiguement une maladie de Crohn, et touchant 1/3 des patients (67).

Ces sites inflammatoires sont fréquemment retrouvés stériles et ne résulteraient donc pas de la
persistance d’une infection (17,68). Les mécanismes sous-jacents de cette hyperinflammation sont
peu connus. Les patients CGD présenteraient une production augmentée de cytokines pro-
inflammatoires (TNFa, IL1, IL17) avec une incapacité des cellules phagocytaires a les dégrader.
L'apoptose des neutrophiles ainsi que leur internalisation par les macrophages sont également
défectueuses, et peuvent conduire a la nécrose des neutrophiles et au relargage de protéases et

dérivés oxydants intracellulaires (69).

Les porteurs des formes CGDAR sont asymptomatiques. Les femmes vectrices de la forme CGDX
ne présentent généralement pas de manifestations infectieuses séveres. Cependant, des
manifestations auto-immunes de type lupus sont fréguemment retrouvées (70), ou également des
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stomatites aphteuses, gingivites et des rashs photosensitifs. Dans des cas extrémement rares,
lorsqu’il y a une inactivation importante du chromosome X sain chez certaines meres vectrices, les

manifestations cliniques d’infections peuvent étre sévéres (71).

5. Diagnostic

5.1. Diagnostic clinique

La CGD est généralement diagnostiquée avant I'age de 1 an et suspectée devant des épisodes
infectieux répétés mettant en jeu le pronostic vital et pouvant étre associés a un retard de
croissance. Une bécégite et un retard dans la chute du cordon sont souvent observés et peuvent
orienter le diagnostic. Les formes CGDX, plus graves et plus précoces, seront diagnostiquées plus tot
(2). Certaines formes de CGD (CGDAR47°, CGDX) peuvent également étre découvertes chez des
sujets adultes (72), ce retard diagnostique pouvant s’expliquer par la fréquence modeste des

manifestations infectieuses (64). 15-20 % de tous les cas de CGD sont des filles (1,61).

5.2. Diagnostic fonctionnel classique

La confirmation du diagnostic de la CGD est réalisée par mesure de |'activité NADPH oxydase
des phagocytes purifiés a partir d’un prélevement de sang total. Il repose sur des tests mesurant
I'activité de la NADPH oxydase des neutrophiles activés par différents agents solubles (PMA, fMLP)

ou particulaires (zymosan, billes de latex, S. aureus opsonisé...).

Le test le plus ancien est le test de réduction du nitrobleu de tétrazolium (NBT) sur lame. La
production d’anions superoxyde aprées activation de la NADPH oxydase va réduire le NBT (couleur
jaune) en un précipité insoluble de formazan bleu/violet/noir. Les phagocytes activés sont étalés sur
lame et comptés selon qu’ils aient réduit ou non le NBT. Il s’agit donc d’une analyse semi-
guantitative qui permet de poser immédiatement le diagnostic de CGD et de détecter les sujets

vecteurs qui posséderont une mosaique de cellules.

Actuellement, I'oxydation de la sonde dihydrorhodamine 123 (DHR123) fluorescente par la
production de H,0, mesurée par cytométrie de flux tend a détréner I'utilisation du test de réduction
du NBT. La mesure est plus rapide et nécessite un nombre trés faible de cellules ou de sang total. Les
résultats de ce test tres sensible posent non seulement le diagnostic de CGD ou de vectrices de CGDX
(2 populations distinctes de phagocytes), mais peuvent également orienter le génotype : les formes

CGDAR47 et CGDX générent une quantité de peroxyde d’hydrogene faible mais détectable par le test
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DHR (63). Il est a noter que d’autres pathologies, et notamment la déficience en myéloperoxydase
(73), peuvent perturber I'interprétation des résultats de ce test car I'oxydation de la DHR nécessite la

métabolisation de H,0,.

5.3. Diagnostic biochimique

Le diagnostic de la forme de CGD repose sur l'identification de la protéine mutée impliquée (et
donc du gene) et se fait par immunodétection (Western Blot) grace a des anticorps spécifiguement
dirigés contre les différentes protéines du complexe oxydase (64). En effet, la plupart des mutations
dans les différents genes de la NADPH oxydase entraine |'absence d’expression de la protéine
correspondante (défaut de synthése de I’ARN messager ou manque de stabilité de la protéine
mutée). Cependant, cette technique ne permet pas de distinguer entre des mutations dans CYBB
codant gp91°" ou dans CYBA codant p22°"* puisque I'absence de I'une des deux sous-unités conduit
a lI'absence de l'autre. Le sexe de l'enfant (si c’est une fille) ainsi que I'activité normale des

neutrophiles de la mére pourront orienter le diagnostic vers la forme CGDAR22°.

L'amélioration des techniques de diagnostic a conduit au développement de nouveaux tests

plus rapides pour détecter les sous-unités de la NADPH oxydase par cytométrie en flux (74,75).

5.4. Diagnostic génétique

Le diagnostic fonctionnel et biochimique permet la détermination du géne déficient a I'origine
de la CGD. Ensuite, la recherche de mutations ponctuelles ou délétions/insertions courtes peut se
faire dans un premier temps par transcription reverse de I’ARNm du patient et amplification par PCR
de la totalité de la région codante puis séquencage direct. Enfin, si la mutation a I'origine de la CGD a
pu étre identifiée, elle est impérativement confirmée dans le géne correspondant (ADN génomique).
D’autres techniques de recherche directe sur le géne impliqué (CGH array ou FISH) sont utilisées en

cas d’absence de 'ARNm ou lors d'importantes perturbations du gene (57,76).

Le génotypage n’est pas nécessaire pour la prise en charge du patient. Aprés détermination de
la mutation génique du cas index, il permet I'identification des femmes vectrices (forme liée a I’X) ou
la recherche de I'état porteur chez les parents et apparentés (formes AR). Cela permet une étude
familiale mais surtout de proposer aux parents, dans le cadre du conseil génétique, la possibilité d’un
diagnostic anténatal lors d’une prochaine grossesse. En effet, le diagnostic moléculaire par
séquencage direct de I’ADN fcetal peut étre réalisé sur des amniocytes ou des villosités choriales

(préléevement trophoblastique a 11 semaines d’aménorrhées).
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6. Les modeles d’étude de la CGD

Afin de comprendre les mécanismes moléculaires du dysfonctionnement du complexe NADPH
oxydase dans le contexte de la CGD et pour tester de nouvelles approches thérapeutiques de la
maladie, des modeles cellulaires et animaux sont nécessaires. Les neutrophiles isolés du sang étant
incapables de proliférer et possédant une tres courte durée de vie (environ 6h), il est donc nécessaire
de recourir a des modeles cellulaires plus facilement accessibles et manipulables. Les modeles
animaux mimant fideélement la physiopathologie complexe des différentes formes de CGD présentent
un intérét tout particulier pour étudier les mécanismes infectieux et inflammatoires mis en jeu dans
la CGD, mais aussi pour tester in vivo les approches thérapeutiques développées sur les modéles

cellulaires dans un premier temps, notamment la thérapie génique.

6.1. Les modeles cellulaires

6.1.1. Les lymphocytes B immortalisés par le virus d’Epstein-Barr (LB-EBV)

Aucune implication des lymphocytes B dans la physiopathologie de la CGD n’a pu étre mise en
évidence. Cependant, tous les composants de la NADPH oxydase sont présents et ils possedent une
enzyme fonctionnelle capable de générer des anions superoxyde aprés activation (77).
L'immortalisation des lymphocytes B de patients CGD par le virus d’Epstein Barr permet d’obtenir des
lignées lymphoblastoides LB-EBV pérennes. L'activité oxydase des LB-EBV stimulés est 100 fois plus
faible que celle ces neutrophiles (78). Cette activité diminuée s’explique par une quantité limitante
de cytochrome bssg due a un blocage post-transcriptionnel empéchant la synthese de celui-ci (79),

mais aussi a une quantité plus faible de la protéine p67°"* par rapport aux neutrophiles (80).

Les LB-EBV sont tres utiles pour le diagnostic moléculaire de la CGD (analyse de I’ARN et de
I’ADN génomique) (81). lls ont également servi a I'étude du cytochrome bsss (78) et ont été utilisés

pour les premiers essais de thérapie génique (82,83).

6.1.2. Lalignée promyélocytaire PLB-985

Cette lignée promyélocytaire a été établie en 1987 a partir de cellules du sang périphérique
d’une patiente atteinte de leucémie aigué myéloide en phase de rechute (84). Les cellules PLB-985
sont des myélomonoblastes pouvant facilement étre différenciés in vitro en polynucléaires
neutrophiles ou en monocytes/macrophages matures par des agents chimiques inducteurs. Par
exemple, le diméthylformamide (DMF) ou le diméthylsulfoxyde (DMSO) permettent la différenciation

granulocytaire (84,85), et le PMA la différenciation monocytaire (84). La différenciation des PLB-985
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en neutrophiles est associée a une expression accrue de gp91°"*, p22°"* p47°"* p67°"* and p40~"*>
(86). Cependant, I'activité de la NADPH oxydase reste modeste par rapport aux neutrophiles (10 fois
moins importante) due a I'expression limitante du cytochrome bssg (87). De plus, I'activité bactéricide
est faible et certains agents particulaires comme les billes de latex opsonisées par les IgG sont tres
peu actifs (88). Morphologiquement, les PLB-985 différenciés ressemblent a des neutrophiles.
Cependant, ils ne possedent que les granules primaires azurophiles et ont un pouvoir de phagocytose

relativement limité (89).

En 1993, I'équipe du Pr Mary Dinauer a établi une lignée PLB-985 dans laquelle le gene CYBB

codant gp91°"

a été inactivé par recombinaison homologue et insertion d’une cassette de
résistance (phosphotransférase hygromycine B) au niveau du 3°™ exon (PLB-985 KO) (90). La création
de cette lignée permet ainsi de générer en culture des cellules pseudo-neutrophiles de type CGDX’
déficients en cytbssg et donc incapables de produire des anions superoxyde. La transfection de ces
PLB-985 KO avec de 'ADNc de gp91”" restaure totalement leur capacité & produire les ions
superoxyde (87,90). La modélisation des variants CGDX par des techniques de mutagéneése dirigée
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permet I'étude des mécanismes de synthése et de maturation de gp9 alors que celle des formes

CGDX" permet de découvrir des régions fonctionnelles de la protéine (91,92).

6.1.3. Les cellules K562

Obtenues a partir d’un patient atteint de leucémie myéloide chronique (93), les cellules K562
sont des cellules malignes hautement indifférenciées, multipotentes et précurseurs de la lignée
hématopoiétique. Elles peuvent ainsi étre différenciées, spontanément ou apres stimulation, en
précurseurs des cellules érythrocytaires (94), granulocytaires (95) ou mégacaryocytaires (96). De
plus, elles expriment constitutivement des niveaux normaux de protéine p22°"* (97) ainsi que Rac2.
Transfectées avec des vecteurs codant les sous-unités gp91°"™, pa7°" et p67°"*, elles générent 4
fois plus d’ions superoxyde apres stimulation que les LB-EBV ; elles ont surtout été utilisées pour

I’étude des interactions protéiques entre les différents constituants de la NADPH oxydase (98).

6.1.4. Les autres modeles cellulaires non phagocytaires

Les cellules CHO (Chinese Hamster Ovary), issues de biopsie d’ovaires de hamster, et les
fibroblastes murins NIH 3T3 ne contiennent ni gp91°™* ni p22°™* mais ces lignées cellulaires sont
facilement transfectables et elles ont été trés utilisées pour étudier les interactions entre les deux

sous-unités, I'incorporation de I’héme et la fonctionnalité du cytbssg (99).
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Les cellules COS-7 sont des cellules fibroblastiques de rein de singe exprimant Racl. Elles sont
facilement cultivables et transfectables, avec un taux d’expression protéique important. Leur
transfection avec les sous-unités du complexe oxydase a permis d’étudier I'incorporation de I’'heme

(20) et son role dans I'assemblage du cytochrome bssg (100), ainsi que le burst respiratoire (101).

La lignée cellulaire HEK 293 (Human Embryonic Kidney) a été générée a partir de cellules
embryonnaires rénales humaines transfectées avec de I’ADN d’adénovirus type 5 (102). Exprimant de
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facon endogéne p2 , ces cellules ont permis, apres transfection transitoire ou stable, d’étudier le

role et le mode d’activation des différents analogues des NOX (103—-105).

6.2. Les modeles animaux

6.2.1. Modéle CGDX

En 1995, I'équipe du Pr Mary Dinauer a généré un modele murin de CGD liée a I'X par
recombinaison homologue au niveau du géne CYBB sur le chromosome X dans les cellules souches
embryonnaires murines (106). La transmission a la génération suivante est assurée par les femelles
vectrices caractérisées par deux populations de neutrophiles. Les souris males hémizygotes CGDX
présentent un phénotype similaire a celui retrouvé chez les patients humains CGDX : absence de la
sous-unité gp91ph°", incapacité a produire des ions superoxyde et susceptibilité accrue aux infections

bactériennes (S. aureus) et fongiques (A. fumigatus).

6.2.2. Modéle CGDAR47

Utilisant le méme principe basé sur la recombinaison homologue, des cellules souches

. . sz . . ) N phox
embryonnaires murines ont été transfectées avec un vecteur ciblant I’exon 7 du gene codant p47

(107). Les souris p47°" " produisent des neutrophiles incapables de générer des ions superoxyde ou

de détruire S. aureus in vitro. Comme chez les patients CGD, ces souris développent spontanément

des infections séveres et leur réponse inflammatoire est excessive et dérégulée avec développement

de granulomes aux sites d’infection.

Les modeles souris CGDX et CGDAR47 ont été largement utilisés pour I'étude de la
physiopathologie de la CGD lors d’infections par des pathogénes spécifiques ainsi que le

développement de traitements comme la thérapie génique (108-110).
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6.2.3. Modeéle CGDAR22

Récemment identifiée, la lignée murine nmf333 représente le 1* modéle animal de la forme
CGDAR22 (111). Elle a été créée au Laboratoire Jackson dans le cadre d’un projet de mutagénése
induite par I'éthylnitrosourée, un agent chimique mutagéne. Une mutation ponctuelle T>C dans
I’exon 5 du géne CYBA codant la sous-unité p22”h°" conduit a la substitution d’une tyrosine par une
histidine (Y121H) au niveau de la seconde hélice transmembranaire de la protéine, entrainant des
conséquences structurales importantes touchant la synthése ou la stabilité de p22°"*. Cette
mutation est ainsi responsable d’un phénotype particulier associant syndrome de CGD et anomalie
sévere de I'équilibre (déficit de la coordination motrice et vestibulaire). En effet, la protéine p22°"
est associée a NOX3 au niveau de l'oreille interne (104). Ce modele animal a servi a étudier pour la
premiere fois I'infection pulmonaire a B. cepacia, pathogene opportuniste causant des pneumonies
nécrosantes fatales en 3 jours chez toutes les souris nmf333 homozygotes. L'expression transgénique
ubiquitaire de ’ARNm codant p22°" chez ces souris a permis de rétablir 'activité oxydase dans les

neutrophiles, et donc lI'immunité anti-infectieuse contre B. cepacia, ainsi que leur capacité

d’équilibrage.

A ce jour, aucun modele de cellules phagocytaires humaines de CGD autosomale récessive
n’existe. De méme, aucun modele animal mimant les CGDAR67 et CGDAR40 n’est disponible.
L'absence de ces modeéles limite I'exploration de ces formes moins courantes de CGD ainsi que le

développement de traitements adaptés.

L'utilisation des modeéles animaux dans les essais de thérapie seront exposées dans le

paragraphe 7. Prévention et traitements.

7. Prévention et traitements

7.1. Prise en charge des patients CGD

Il est indispensable de mettre en place quelques régles d’hygiéne pour éviter |'exposition aux
agents infectieux : lavage soigneux et désinfection des blessures, soins de bouche... Ne pas fumer,
éviter I'utilisation d’humidificateurs et éviter les zones a risque d’Aspergillus (sites de construction,
fermes, étables...) peuvent permettre la prévention des infections pulmonaires. De méme, la
vaccination est recommandée pour la varicelle, la rougeole et la grippe. Par contre, la vaccination
BCG est contre-indiquée a cause du risque de développer une bécégite locale, voire disséminée

(tuberculose pulmonaire) (112).

25



INTRODUCTION

Des visites médicales régulieres sont également indispensables pour détecter les premiers
signes d’infections ou de complications. Les problémes préoccupants a I'dge adulte sont plus souvent
d’ordre inflammatoire, a distance des infections. Ces lésions inflammatoires imposent un suivi
régulier sur le plan pulmonaire (radiographie et scanner thoraciques, exploration fonctionnelle
respiratoire), rénal (clairance de la créatinine, analyse du sédiment urinaire, échographie de
I'appareil urinaire) et hépatique (bilan biologique hépatique, échographie, recherche de signes

d’hypertension portale) (64).

La prise en charge thérapeutique est la méme quelle que soit la forme de CGD. Elle repose sur
une chimioprophylaxie antimicrobienne tout au long de la vie mais nécessite une bonne compliance
des patients, associée au traitement des infections aiglies. La seule thérapie curative est la
transplantation de moelle osseuse/cellules souches hématopoiétiques, mais d’autres approches

thérapeutiques sont en développement et leurs avancées seront détaillées plus loin.

7.2. Chimioprophylaxie

Compte-tenu de la gravité de certains épisodes infectieux et de I'émergence de pathogénes, la

chimioprophylaxie doit étre maintenue a vie. Elle associe médicaments antibactériens et

antifongiques, et éventuellement interféron gamma.

= Les antibactériens

ere

Préconisée en 1° intention, I'association triméthoprime-sulfaméthoxazole (TMP-SMX) possede
un spectre d’activité dirigé contre les bactéries Gram + et -, ce traitement est donc actif contre la
plupart des pathogénes bactériens fréquemment rencontrés (S. aureus, Nocardia spp, S. marcescens
et B. cepacia). Son utilisation a permis de réduire le taux d’infections bactériennes sévéres d’au
moins 50 % chez les patients CGD (et plus particulierement celles dues a S. aureus), aussi bien dans
les formes X que AR (113). La fréquence d’infections majeures a été réduite de 1 par an a 1 tous les
3,5 ans environ (114). Généralement bien toléré sans affecter la flore intestinale, I'utilisation du TMP-
SMX n’a pas induit d’augmentation des infections fongiques ou I'émergence de pathogénes
résistants malgré sa tres large utilisation. En cas de réaction allergique aux sulfamides, il est possible

d’utiliser le triméthoprime seul, ou la dicloxacilline. En cas de contre-indication, la ciprofloxacine est

une bonne alternative (115).

La prophylaxie des femmes enceintes atteintes de CGD est problématique puisque le
triméthoprime, antagoniste de I'acide folique, doit étre interrompu lors de la grossesse a cause du

risque de malformations congénitales. En ce qui concerne le sulfaméthoxazole, il n’est pas connu
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pour induire ce genre de risque et le cefuroxime peut donc étre utilisé a la place du triméthoprime

chez la femme enceinte (112).

= Les antifongiques

Le médicament antifongique de choix est I'itraconazole. Sa grande efficacité notamment contre
les infections dues a Aspergillus spp. a permis de réduire I'incidence des infections fongiques aussi
bien superficielles que plus graves comme les aspergilloses pulmonaires invasives (116). Sa tolérance

au long cours est trés bonne avec peu d’effets secondaires (seulement rash ou maux de téte).

Mais depuis quelques années, des souches d’A. fumigatus résistantes aux azolés (itraconazole,

voriconazole et sensibilité diminuée au posaconazole) ont émergé (117).

= L’interféron gamma (IFNy)

Les premiers essais d’utilisation in vitro et in vivo de l'interféron gamma ont montré que cette
cytokine immunomodulatrice pouvait restaurer partiellement I'activité de la NADPH oxydase et
améliorer I'activité bactéricide des neutrophiles et monocytes circulants (118,119). L’effet maximal
apparaissant 14 jours apreés l'injection sous-cutanée et persistant 28 jours a également fait suggérer

un effet sur les progéniteurs myéloides (120).

Basée sur ces résultats, une étude multicentrique randomisée en double-aveugle (phase lll) a
montré en 1991 que I'administration prophylactique d’IFNy a une dose 50 pg/m? en sous-cutané
3 fois/semaine pendant 1 an sur des patients CGDX et CGDAR permettait la réduction de la
fréquence et de la sévérité des infections de 70 %. Pourtant, aucune augmentation d’expression du
cytochrome b, du métabolisme oxydatif ou de I'activité bactéricide n’a pu étre mise en évidence
(121). D’autres études ont confirmé I'efficacité de cette prophylaxie par IFNy, ainsi que sa bonne
tolérance a long terme chez I’'Homme (essais de phase 1V) (122—124) mais également chez des souris
CGD p47°"* " (125), en excluant également la restauration de I'activité oxydase comme mécanisme
d’action. Différentes hypothéses ont été proposées : augmentation de la transcription de la sous-
unité gp91°"* du cytochrome bssg, mais également des autres génes impliqués dans I'activité NADPH
oxydase (119), augmentation de la fidélité de I'épissage et de I'export du noyau des transcrits
normaux dans le cas de CGDX causées par des mutations introniques au niveau de sites d’épissage
(126,127), implication de voies antimicrobiennes indépendantes de I'oxydase, augmentation de la
phagocytose des neutrophiles apoptotiques par les macrophages (108), augmentation de la fonction
de lymphocytes T et/ou B (128). Au contraire, d’autres études ne montrent aucun bénéfice de I'ajout

d’FNy a la prophylaxie classique (129,130).
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En conclusion, en raison de ces résultats contradictoires, du colt et des modalités
d’administration contraignantes, et malgré des effets indésirables mineurs (maux de téte et fievre
dans les heures suivant I'administration), I'utilisation de I'IFNy est proposée uniquement chez les
patients qui, malgré la prophylaxie antimicrobienne, développent des infections séveres (12). Par
contre, chez des patients traités en prophylaxie par de I'IFNy, celui-ci doit étre arrété au moins 4
semaines avant la transplantation de cellules souches hématopoiétiques (CSH) car il augmente

I’expression des antigenes du systeme HLA (12).

7.3. Traitement des épisodes infectieux aigus

Le traitement des infections aigués au cours de la CGD repose sur |'antibiothérapie, les

antifongiques et, exceptionnellement, la transfusion granulocytaire.

= |’antibiothérapie

Initialement probabiliste, I'antibiothérapie doit étre « agressive » et synergique: les
antibiotiques choisis doivent couvrir un large spectre de bactéries incluant Burkholderia spp., S.
aureus, Nocardia spp... La ciprofloxacine en intraveineux est ainsi I'antibiotique le plus utilisé en 1%
ligne, il peut étre associé a la vancomycine ou a la teicoplanine pour assurer une bonne couverture
des cocci a gram +. Une fois I'agent infectieux identifié, le traitement est ajusté pour s’adapter aux
résultats de I'antibiogramme. Comme ces infections répondent lentement, le traitement de
I'infection aiglie est souvent prolongé pendant plusieurs mois par voie orale (12). Dans le cas des

lymphadénites nécrosantes causées par G. bethesdensis, une bactérie gram négative multirésistante,

de la ceftriaxone est administrée de facon prolongée, associée ou non a la chirurgie (131).

= Les traitements antifongiques

Remplagant 'amphotéricine B responsable d’insuffisances rénales progressives chez les patients
CGD, l'itraconazole est devenu le traitement antifongique de référence. Ainsi, en plus de son
utilisation en prophylaxie, I'itraconazole s’est révélé tres utile en curatif aprés échec du traitement
conventionnel dans les ostéomyélites, I'aspergillose pulmonaire invasive et les affections fongiques
du systeme nerveux central (64). Les triazolés de seconde génération (voriconazole, posaconazole et
caspofungine) ont montré leur efficacité pour les infections fongiques invasives réfractaires aux
traitements de référence (132,133) et, alors que les infections fongiques notamment dues a
Aspergillus étaient la cause principale de mortalité des patients CGD (2), ces nouveaux antifongiques

ont completement modifié le pronostic de ces infections avec une mortalité maintenant faible.
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= La chirurgie

Des gestes chirurgicaux sont parfois nécessaires chez les patients CGD, avec notamment le
drainage percutané et/ou I'excision chirurgicale d’abcés ; c’est par exemple le cas pour les abcés du
foie, denses et difficiles a drainer (134). La chirurgie est également utile dans les cas d’obstruction
(hydronéphrose secondaire a un granulome au niveau de l'uretére) ou de lésions granulomateuses et
suppuratives (du foie et du poumon par exemple). Malheureusement, les sites opératoires peuvent
s’infecter, guérissent généralement tres lentement et forment souvent des fistules (67). La prise en
charge post-opératoire de ces patients est donc tres importante et repose sur |'utilisation prolongée
d’antibiotiques/antifongiques et, dans certains cas trés graves, de transfusions de globules blancs

(134,135).

= La corticothérapie

Les corticostéroides comme la prednisolone permettent de maitriser assez efficacement les
désordres inflammatoires et complications obstructives rencontrés chez les patients CGD, et cela
avec une bonne tolérance et de faibles complications infectieuses quand utilisés a faibles doses et sur
une courte durée. Mais a long terme, ils peuvent entrainer des complications telles que retard de
croissance, ostéoporose et risque infectieux (2); et I'itraconazole utilisé en prophylaxie doit étre
remplacé par le voriconazole car son effet inhibiteur du cytochrome P450 3A4 empéche la

dégradation des stéroides (67).

Dans certains cas d’abceés du foie récurrents et réfractaires a la chirurgie, la corticothérapie peut

étre la seule alternative (136).

Les colites sont des manifestations inflammatoires trés difficiles a traiter. En cas de colites
réfractaires au traitement conventionnel, sulfasalazine ou prednisolone en 1% intention (137), la
corticothérapie est associée a d’autres molécules comme I'azathioprine (112,138), la ciclosporine
(17,139) ou des agents anti-TNFa. Le thalidomide, entre autre par son effet anti-TNFa, a montré une
bonne efficacité sur les colites réfractaires (140) et, contrairement a la ciclosporine, son

administration ne serait pas associée a une augmentation du risque infectieux (141).

= Les anti-TNFa

Les mécanismes sous-jacents de l'inflammation sont peu connus mais il a été rapporté une
élévation des cytokines pro-inflammatoires chez les patients CGD, en particulier le TNFa dont le réle
n’est pas encore élucidé. Les anticorps monoclonaux bloquant le TNFa, parmi lesquels on peut citer

I'infliximab, se sont révélés tres efficaces et suppriment rapidement les symptémes des maladies
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inflammatoires de l'intestin (142). L'infliximab est ainsi préconisé en traitement court de seconde
ligne dans les colites réfractaires aux stéroides (143). Cependant, leur administration a long terme est
contre-indiquée a cause du risque infectieux notamment aux pathogénes opportunistes
caractéristiques de la CGD (112). L'apparition de complications graves, voire fatales, lors de
I'utilisation d’agents anti-TNFa, et cela malgré un traitement prophylactique agressif, remet en cause

leur effet bénéfique et ils doivent étre maniés avec précaution (144).

= Latransfusion de concentrés granulocytaires

Initiée au cours des années 1960 pour les neutropénies liées au traitement des hémopathies, la
transfusion de globules blancs est apparue comme une option thérapeutique complémentaire
intéressante dans le cadre de la CGD. Lors des 20 derniéres années, de nombreux cas reportés dans
la littérature ont montré I'intérét de son utilisation dans le cas d’infections bactériennes et fongiques
séveres mettant en jeu le pronostic vital et résistant aux traitements ainsi qu’a la chirurgie
(76,135,145,146). Une méta-analyse de 8 essais controlés et randomisés réalisés entre 1970 et 1995
a montré que les résultats varient en fonction de la compatibilité leucocytaire avant transfusion, la

dose de granulocytes injectée et la durée de neutropénie (147).

Ces transfusions sont généralement bien tolérées mais des effets secondaires peuvent
apparaitre (148): réactions de type frisson-hyperthermie, ou, plus rarement, une leucostaste
pulmonaire notamment lorsque l'injection est réalisée trop rapidement ou concomitante avec
I"administration d’amphotéricine B. Le risque d’allo-immunisation anti-érythrocytaire, anti-HLA, voire
anti-leucocytaire (suite a I'apparition de leuco agglutinines conduisant a une rapide perte des
granulocytes transfusés), ainsi que la réaction de greffon contre I'hote (GVHD), sont également a
prendre en compte, notamment pour les patients susceptibles de recevoir dans le futur une
transplantation de moelle osseuse allogénique. L’allo-immunisation anti-HLA ou anti-leucocytaire est
un phénomene trés fréquent (jusqu’a 78 % des patients) et qui se développe rapidement dans les
heures suivants l‘injection ; I'apparition de ce phénomeéne peut étre évalué tres facilement par le test
DHR (149). L’apparition d’une allo-immunisation impose I'arrét des transfusions et pourrait
compliquer une potentielle transplantation de CSH (149). Il existe également un risque viral :

transfert de cytomégalovirus (CMV) par I'intermédiaire des neutrophiles du donneur infectés (67).

En conclusion, cette thérapeutique controversée tend a disparaitre depuis le développement
des nouveaux médicaments antifongiques tres efficaces. Elle peut cependant rester un traitement de

dernier recours dans le cas ou toutes les autres options thérapeutiques ont échoué.
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7.4. Llatransplantation de moelle osseuse/cellules souches hématopoiétiques

Actuellement, la transplantation de cellules souches hématopoiétiques (CSH) non modifiées
issues de la moelle osseuse ou du sang de donneur sain est le seul traitement curatif reconnu de la
CGD. En théorie, une transplantation conduisant a une population myéloide mixte chimérique stable
chez le receveur peut conduire a une rémission totale. Elle n’est réalisée que chez des patients pour
lesquels il existe un donneur HLA-compatible, méme si plusieurs essais ont été réalisés a I'aide d’un
donneur HLA non compatible (150). La préparation des donneurs est la méme que celle pour la
transfusion de concentrés granulocytaires : administration de G-CSF et ou corticoides, puis aphérese

et sélection des cellules CD34".

ere

Depuis les 1% transplantations de moelle osseuse allogénique a partir de 1976 (151,152), de
nombreux cas ont été publiés (153—155). Les modalités des transplantations ont progressivement
évolué et ont permis d’améliorer I'efficacité de la greffe.

Le traitement conventionnel du receveur est myéloablatif et repose généralement sur |'utilisation du
busulfan a forte dose (associé ou non a des molécules comme le cyclophosphamide, le melphalan...).
Dans la 1% large étude rétrospective européenne incluant 27 patients (en majorité des enfants)
ayant subi une transplantation entre 1985 et 2000, Seger et al. ont montré que la guérison était
obtenue pour 81 % des patients, ceux-ci présentant > 95 % de cellules myéloides du donneur
circulantes. Les infections préexistantes et les lésions inflammatoires chroniques ont été résolues
chez la plupart des patients survivants greffés. Dans cette étude, 7 patients ont développé une GVHD
(grade 2 a 4) aigué ou chronique, et d’autres ont subi des réactivations d’inflammations aux sites
d’infection. Les 4 patients morts (15 % mortalité) présentaient tous une infection fongique réfractaire
au moment de la transplantation (156).

Malgré une bonne survie globale des patients et une réussite encourageante, la morbidité reste
élevée chez les patients CGD fragiles présentant des infections incurables ou des inflammations au
moment de la transplantation. De plus, le conditionnement myéloablatif présente plusieurs
inconvénients : Iésions tissulaires, longues périodes de neutropénie et stérilité. En parallele a I'étude
précédente débutée en 1985, des mini-conditionnements non myéloablatif moins toxiques ont été
tentés dans certains essais de transplantation (157). lls peuvent associer busulfan a dose réduite,
cyclophosphamide, fludarabine... Ainsi un essai de mini-conditionnement non-myéloablatif suivi
d’une greffe de cellules souches HLA génoidentique a été réalisé chez 10 patients CGD en 2001 (158).
Le greffon a été déplété en cellules T, réduisant alors le risque de GVHD sévéres (notamment chez les
enfants) mais augmentant le risque de rejet de greffe. Les patients ont donc été injectés avec des

lymphocytes du donneur (DLI: donor lymphocytes infusion) pour réduire le risque de rejet et
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améliorer le chimérisme. Cependant, malgré le fait que cette stratégie de conditionnement non-
myéloablatif suivi de DLI avait déja montré son intérét chez un jeune patient CGDX (159), le taux de
rejet s'est révélé élevé (20 %) ainsi que le taux de mortalité (30 %, uniquement des adultes). En
conclusion, malgré la diminution de toxicité liée au conditionnement, cette stratégie reste risquée et
limitée aux patients sans infections déclarées au moment de la transplantation.

Au contraire, un conditionnement subablatif chez des patients CGD a haut risque a permis un
chimérisme hématopoiétique total et stable (suivi réalisé pendant 2 ans) et la guérison des 3 patients
greffés (160). Ce conditionnement réduit semble donc trés prometteur pour les patients CGD

fragiles.

Les risques majeurs de la transplantation sont le risque infectieux qui survient au moment de la
neutropénie lors de la période d’'immunosuppression post-transplantation, le rejet ou la maladie du
greffon contre I'héte. Ces deux derniers peuvent étre prévenus par ['administration
d’'immunosuppresseurs comme la ciclosporine A, le méthotrexate ou le mycophénolate mofétil

(112,161).

Lorsqu’il existe un donneur HLA compatible apparenté, il est important de décider t6t dans la
vie de la réalisation d’une transplantation de CSH, c’est-a-dire avant I'apparition de séquelles trop
importantes des organes contre-indiquant cette option, d’autant plus que la réussite de la
transplantation est plus importante chez les enfants par rapport aux adultes (2). La décision est
basée sur le dossier médical du patient. Cependant, une CGD non compliquée n’est généralement
pas considérée comme une indication de transplantation de CSH. A l'inverse, celle-ci est conseillée
chez les patients qui ont soit des infections réfractaires ou récurrentes séveres malgré une bonne

chimioprophylaxie, soit des complications inflammatoires résistantes aux stéroides (146,162—-164).

Plus de 100 transplantations ont ainsi été réalisées avec succes : la grande majorité d’entre elles
avec des donneurs apparentés (issus de la méme famille, généralement un membre de la fratrie)
(161) mais, depuis quelques années, des transplantations a partir de donneurs HLA-compatibles non
apparentés ont également donné d’excellents résultats (150,160,164—-167). Pour les patients n’ayant
pas de donneurs compatibles, la transplantation de cellules souches issues de sang de cordon apres
conditionnement myéloablatif ou réduit représente une alternative trés prometteuse (168—-173),
d’autant plus qu’il a été montré pour d’autres pathologies hématopoiétiques la possibilité de réaliser
une greffe a partir de 2 unités de sang de cordon pour les adultes (174). Trois enfants CGDX ont
méme été guéris grace a une greffe combinée de moelle osseuse et de sang de cordon ombilical d’'un

frére/bébé médicament sélectionné avant implantation in utero (175).
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Les taux de survie atteignent 95 % dans le cas de greffe génoidentique et 85 % dans le cas de
greffe HLA identique d’un donneur non apparenté (176). Pourtant, il reste des patients pour lesquels
il n’existe aucune compatibilité HLA et qui, pour l'instant, ne peuvent bénéficier de ce traitement.

Pour ceux-13, la thérapie génique peut étre une option thérapeutique intéressante.

7.5. Lathérapie génique

La CGD est une cible de choix pour la thérapie génique : un seul gene est atteint, il existe des
modeles cellulaires et animaux pour effectuer les essais, et la correction n’a pas besoin d’étre totale

pour procurer une protection efficace (60).

Le principe de la thérapie génique dans la CGD consiste a intégrer une copie fonctionnelle du géne
(ADNCc) dans le génome des CSH du patient lui-méme, afin que leur re-transplantation conduise a la
génération d’une population stable et persistante de progéniteurs myéloides contenant le gene
corrigé, et donnant naissance a des phagocytes fonctionnels et en nombre suffisant dans le sang

périphérique. La Figure 4 récapitule les différentes étapes de la thérapie génique chez 'Homme.
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Figure 4. Le principe de la thérapie génique chez 'Homme.
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L’'obstacle majeur limitant le succes de la thérapie génique dans le cadre de la CGD est I'absence
d’avantage sélectif de croissance des cellules corrigées qui leur permettrait de survivre et remplacer

in vivo les cellules non corrigées (177).

= Les études précliniques

Les études précliniques réalisées sur les modeéles cellulaires LB-EBV CGDX (82) et CGDAR47
(83,178,179), les PLB-985 (180) ou des monocytes de patients CGDAR47 (181) ont montré que la
transfection de ces cellules par des vecteurs contenant une copie fonctionnelle de ’ADNc de gp91°"

ou p47°"* permettait de restaurer I'activité NADPH oxydase.

Les modeles murins CGDX (182—-184) et CGDAR47 (185) ont été largement utilisés, d’une part
pour évaluer I'efficacité et la durabilité de la transfection des CSH, et d’autre part, pour montrer la
restauration de I'immunité anti-infectieuse apres challenge bactérien (185) ou fongique (183). La
probabilité d’apparition d’infections bactériennes ou fongiques a pu étre corrélée avec le taux de
neutrophiles fonctionnels : chez la souris, une correction de > 10% des neutrophiles est suffisante
pour protéger contre les infections fongiques notamment les aspergilloses pulmonaires, mais il faut
au moins 20-25 % de neutrophiles avec activité oxydase pour protéger de certaines infections

bactériennes comme B. cepacia (186).

Des cellules CD34+ issues de la moelle osseuse ou du sang périphérique de patients CGDX
(187,188), CGDAR47 (189) et CGDARG67 (190) ont été transfectées a I'aide de rétrovirus, bien que de
facon moins efficace que pour les CD34+ murines (pas d’intégration dans des CSH non en phase de
division et peu de récepteurs pour le virus a la surface des CSH humaines). Les cellules phagocytaires
matures (neutrophiles et monocytes) différenciées in vitro a partir de ces cellules CD34+ corrigées

sont fonctionnelles et produisent des anions superoxyde.

= Les essais cliniques chez ’THomme

Chez 'Homme, les deux premiers essais de phase | ont été réalisés en 1997 et 1998 chez des
patients CGDAR47 et CGDX, sans conditionnement du patient et avec des injections répétées de
cellules CD34+ corrigées a l'aide d’un vecteur rétroviral-y possédant un promoteur MFGS. Un
bénéfice clinique a été montré mais seulement transitoire (jusqu’a 6 mois) et avec un taux faible de
neutrophiles corrigés circulants (< 1 %) (191,192). Ces résultats ont été confirmés par un autre essai
réalisé par I'équipe de M. Dinauer (193). Diverses stratégies ont été évoquées pour améliorer ces
résultats, telles que I'association a un conditionnement suffisant du patient et/ou I’expression d’un

géne de résistance permettant I’expansion in vivo des cellules corrigées. En 2004, Ott et al. ont ainsi
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utilisé un conditionnement submyéloablatif a base de busulfan a faible dose chez 2 patients, ce qui a
permis d’obtenir un taux de neutrophiles corrigés circulants entre 12 et 31 % pendant les 4-5
premiers mois, permettant de résoudre les infections fongiques et bactériennes graves dont
souffraient ces patients (194). Cependant, une prolifération myéloide a été détectée a partir du 10°™
mois. Elle serait due a une expansion clonale induite par l'insertion du vecteur rétroviral SFFV
(activateur spécifique myéloide) dans des oncogénes (MDSI/EVI1, PRDM16 et SetBP1), entrainant un
syndrome myélodysplasique avec monosomie 7 chez ces patients (dont I'un est mort, le second a
recu une transplantation allogénique de CSH). De plus, chez ces deux patients, la méthylation du
promoteur viral a conduit au silencing du transgéne et a 'accumulation de cellules transduites mais
non fonctionnelles (195). Le méme protocole a été utilisé par Bianchi et al. en 2009 pour traiter avec
succes un patient de 8,5 ans souffrant d’infection pulmonaire a A. fumigatus réfractaire a toute
thérapie (41). Un autre essai a été initié en 2006 au NIH sur 3 patients CGDX présentant des
infections réfractaires aux traitements standards. Ils ont été conditionnés avec du busulfan puis
transplantés avec des cellules CD34+ corrigées a I'aide d’un vecteur rétroviral-y MFGS (sans effet
activateur myéloide contrairement au rétrovirus SFFV). Si 'un des patients exprimait toujours 1 % de
cellules corrigées 2 ans aprés la thérapie génique sans signe de myélodysplasie, chez le second, une
clairance immunologique des cellules corrigées a été observée aprés 1 mois et il a finalement
succombé a une infection fongique avant de pouvoir bénéficier d’'une transplantation de CSH (196).
Récemment, un autre essai de phase I/Il a Séoul a été mis en place chez 2 patients CGDX avec une
bonne efficacité initiale mais un taux de neutrophiles fonctionnels entre 0,05 et 0,21 % apres 3 ans.
Bien que des intégrations aient été retrouvées dans ou prés des proto-oncogénes MDS1/EVI1,
PRDM16 et CCND2, aucune expansion clonale ou désordre hématologique n’ont été observés apres

3 ans (197).

= Les mécanismes pouvant expliquer la diminution rapide des cellules transfectées

L'une des raisons pouvant expliquer ce phénomene est le développement d’une réponse
immunitaire vis-a-vis du transgene exprimé dans tous les lignages hématopoiétiques, incluant les
cellules progénitrices ainsi que les cellules présentatrices de I'antigéne. Une réaction immunitaire
contre cette protéine étrangere nouvellement introduite pourrait donc avoir conduit a I'élimination
des cellules corrigées dans certains des essais cliniques cités précédemment (196,197). Si l'idée
d’associer un traitement immunosuppresseur a paru intéressante pour promouvoir la tolérance, elle

n’a toutefois pas montré d’amélioration chez un patient ayant recu de la rapamycine (196).
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La prise de greffe étant dépendante de la profondeur du conditionnement, les doses de busulfan
utilisées n’étaient peut-étre pas assez myéloablatives. Cependant, I'injection d’'une dose trop élevée
est risquée chez des patients avec une infection active au moment du traitement par thérapie

génique.

Une autre hypothese repose sur I'idée que seul un faible taux de « vraies » CSH avec une capacité

de repopulation a long terme de la moelle osseuse ont été efficacement transduites (197).

= Les améliorations pour la thérapie génique

LA TRANSDUCTION ET LA SELECTION DES CELLULES CORRIGEES

L'efficacité de transduction des CSH ex vivo étant limitée, différentes stratégies ont été tentées

pour I'augmenter et prolonger la durée de la correction.

Lors de la transduction ex vivo des cellules CD34+, certaines équipes ont ajouté un cocktail de
cytokines hématopoiétiques dans le milieu de culture (191,196,198) mais cela pourrait diminuer leur
potentiel de greffage et de multipotence (de méme qu’une longue durée de transfection) (199).
L'utilisation de supports de culture recouverts de fragments de fibronectine humaine augmenterait

également I'efficacité de transduction des cellules CD34+ (196,198,200).

L’enrichissement en CSH transfectées est possible ex vivo grace a [l'utilisation de genes
rapporteurs tels que le géne de la GFP (green fluorescente protein) (201) ou de la protéine de surface
CD24 (202). Dans le cas de la CGD, la sélection de CSH transfectées donc exprimant la forme
tronquée du récepteur de faible affinité pour le facteur de croissance nerveux humain (ALNGFR) a
montré une augmentation de la proportion de neutrophiles corrigés aprés transplantation chez des
souris receveuses (203,204). Méme si aucun effet négatif n’a été observé aprés cette pré-sélection et
I’expression d’une protéine transgénique, sa sécurité d’utilisation doit étre évaluée avant toute

application a ’'Homme.

LES VECTEURS

Bien que I'utilisation de vecteurs intégratifs comme les rétrovirus semble la plus adaptée pour
assurer une correction a long terme dans les CSH, les risques d’insertion mutagénique ou de
transactivation de proto-oncogénes sont a prendre en compte. De nouveaux vecteurs ont ainsi été

développés pour améliorer la sécurité de la thérapie génique.

Les vecteurs lentiviraux tels que ceux basés sur le virus HIV-1 (human immunodeficiency virus-1) sont

trés prometteurs. lls permettent une transduction rapide et efficace dans des cellules quiescentes
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comme les cellules CD34+ (205). Bien qu’ils soient également intégratifs, cette intégration se ferait
dans des régions géniques et intergéniques et non au niveau des promoteurs ou régions régulatrices
comme dans le cas des rétrovirus. Des lentivirus de type SIN (self-inactivating vector) ont été
construits. De plus les éléments activateurs au niveau des LTR (long terminal repeat) ont été retirés,
réduisant ainsi le risque potentiel de transactivation d’oncogénes. L'expression du transgene est sous
la dépendance d’un promoteur myélo-spécifique CMV, et la preuve de son efficacité de transduction
et de correction de l'activitt NADPH oxydase a été faite dans des PLB-985 CGDX (206). En 2002,
Roesler et al. ont montré une meilleure efficacité du vecteur lentiviral SIN par rapport a un
rétrovirus-y MFGS pour la correction de cellules CD34+ issues de patients CGDX et transplantées chez
des souris NOD/SCID (20 % de neutrophiles humains corrigés vs 2,4 %) (198). D’autres études ont
également utilisé des lentivirus et montré leur efficacité de correction prolongée in vivo (207). Les
améliorations de ces lentivirus SIN portent actuellement sur la restriction de I'expression du
transgéne a un lignage mais également un stade de différenciation donné ; cela a été réalisé avec

succes sur des souris CGDX (208).

Parmi les rétrovirus, les alpharétrovirus sont intéressants puisqu’ils peuvent intégrer des cellules en
division mais également quiescentes, et de plus en induisant un profil d'intégration génomique plus
neutre. La combinaison des alpharétrovirus avec le systeme SIN a permis d’induire une expression
stable et élevée de gp91ph°" et donc de restaurer 'activité de la NADPH oxydase dans des PLB-985
ainsi que des CSH CGDX humaines et murines in vitro mais également in vivo aprés transplantation
des cellules CD34+ corrigées dans des souris CGDX (209). Au méme moment, un rétrovirus-y SIN avec
un promoteur permettant une expression spécifique du transgéne dans les cellules myéloides a
montré son efficacité pour restaurer 'activité NADPH oxydase in vivo dans des souris transplantées
par des CSH issues de patients CGDX et corrigées ex vivo (210). Dans ces trois précédents essais, le

lphox

transgéne codant gp9 a été optimisé pour augmenter I'expression de la protéine, réduisant ainsi

le nombre de copies du vecteur nécessaire pour une correction efficace (211).

L’EXPRESSION SPECIFIQUE MYELOIDE

L'expression constitutive de gp91ph°X dans les progéniteurs hématopoiétiques primitifs apres
thérapie génique pourrait conduire a une production inappropriée de ROS et étre potentiellement
toxique, méme si aucune preuve expérimentale n’a été apportée. Comme il a été abordé ci-dessus,
I'expression du transgéne peut étre sous la dépendance d’un promoteur avec une activation
spécifique des cellules myéloides. Le promoteur humain de miRNA223, connu pour étre fortement
activé durant la différenciation myéloide, a parfaitement démontré sa myélospécificité : I'expression
de gp91°" ou p47°" apporté a des cellules CD34" grace a des vecteurs SIN rétroviraux et lentiviraux
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est restreinte aux cellules phagocytaires, méme si une faible expression a été détectée dans les

lymphocytes ou les cellules souches/progéniteurs hématopoiétiques (212).

Pour conclure, bien que cette thérapeutique soit novatrice et prometteuse, elle reste lourde a
mettre en place, colteuse et non dénuée de risques pour le patient. Si pour I'instant aucun patient
n’a été définitivement guéri grace a la thérapie génique, elle a permis de résoudre rapidement et a
long terme (quelques années) des infections graves préexistantes chez certains d’entre eux. Des
améliorations sont a prévoir dans les années a venir avec comme objectif la reconstitution d’un taux
de neutrophiles fonctionnels suffisant pour assurer une protection du patient, leur persistance a long

terme chez celui-ci, ainsi qu’une maitrise du risque insertionnel.
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Chapitre 2 : Les cellules souches pluripotentes induites

1. Généralités sur les cellules souches chez ’'Homme

1.1. Les différents types de cellules souches humaines

Chez 'Homme, il existe différents types de cellules souches qui vont apparaitre pendant le
développement depuis I'embryon 1 cellule jusqu’au stade adulte. Les principales cellules souches

retrouvées sont indiquées dans la figure 5.

Embryon 1 cellule Stade 2 cellules  Stade 4 cellules Morula Blastocyste  Embryon 6 semaines l/
\ ) \
T Y
Cellules souches totipotentes / Cellules souches feetales
et périnatales Cellules souches adultes
Cellules souches embryonnaires (CSE) Multipotentes Multipotentes
Pluripotentes Unipotentes

Figure 5. Les différents types de cellules souches humaines, leurs origines et leur capacité de différenciation.
Les images des différentes étapes du développement embryonnaire jusqu’au stade blastocyste ont été prises
sur le site : http://www.gfmer.ch/Livres/FIV_atlas/FIV_ICSl.htm.

Les cellules souches sont définies par deux propriétés intrinseques: leur capacité d’auto-
renouvellement et leur potentiel de différenciation ou degré de potence, c’est-a-dire leur capacité a

se différencier en différents types cellulaires (Figure 6).

Toutes les cellules souches sont capables de se multiplier, en théorie a I'infini en restant a un
stade indifférencié. Cette division cellulaire repose sur la réplication du matériel génétique et la
formation de deux cellules souches-filles identiques. Ce mode de division, symétrique, permet de
conserver un réservoir de cellules souches (Figure 6A-i). Dans certaines circonstances, il peut
également se produire une différenciation et la division sera soit symétrique avec formation de deux
cellules-filles plus différenciées, et donc diminution du pool de cellules souches, soit asymétrique
avec formation d’une cellule souche et d’une cellule engagée dans une voie de différenciation (Figure

6A-ii et -iii).
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A. Modes de division des cellules souches | B. La potence des cellules souches Potentiel de
‘ Cellule souche différenciation

totipotente

: \ Q Cellules souches
Division pluripotentes (ES, EG)
symétrique
ii. Q Cellules souches
\ O multipotentes

Progéniteurs
unipotents

/ O Division C?HEJIES -
- tri différenciées
asymétrique

MESODERME ECTODERME ENDODERME LIGNAGE

Figure 6. Modes de division (A) et potence (B) des cellules souches.

On distingue quatre degrés de potence : la totipotence, la pluripotence, la multipotence et
I"'unipotence. Au fur et a mesure de la différenciation, les cellules perdent leur capacité de potence
(Figure 6B). La totipotence concerne uniquement les cellules issues des premiéres divisions de I'ceuf
fécondé (du stade 2 cellules au stade 8 cellules), c’est-a-dire jusqu’au 4°™ jour environ du
développement embryonnaire (Figure 5). Ces cellules sont capables de donner naissance a des
cellules des 3 feuillets embryonnaires (ectoderme, mésoderme ou endoderme) ainsi qu’au tissu
extra-embryonnaire (qui donnera les annexes embryonnaires, le cordon ombilical et le placenta) ;
elles peuvent donc reformer un organisme entier. Contrairement aux cellules totipotentes, les
cellules pluripotentes ne peuvent pas recréer un organisme entier. Elles pourront cependant se
différencier en tous les types cellulaires de |'organisme (plus de 200, y compris les cellules
germinales) dérivés de I'un des trois feuillets embryonnaires. Les cellules souches embryonnaires en
sont I'exemple type (Figure 5). De méme, bien que pouvant donner différents types cellulaires, les
cellules souches multipotentes sont déja déterminées, engagées dans une voie de différenciation au
sein d’un lignage spécifique. On peut citer notamment I'exemple des cellules souches adultes
hématopoiétiques. Enfin, les cellules souches unipotentes peuvent proliférer mais en ne donnant

gu’un seul type cellulaire, ce sont des progéniteurs (Figure 6B).

Trois grands types de cellules souches sont retrouvés chez 'Homme : les cellules souches

embryonnaires, les cellules souches foetales, et les cellules souches adultes (Figure 5).
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Les cellules souches embryonnaires (CSE), également appelées « cellules ES », ont été isolées a
partir d’embryons préimplantatoires chez la souris en 1981 (213,214) puis chez I'homme en 1998
(215). Elles sont issues de la masse cellulaire interne d’'un embryon au stade blastocyste, soit 5-7
jours aprés fécondation chez 'Homme (Figure 5). Pluripotentes, elles peuvent donner tous les types
cellulaires d’un organisme, ce qui a tres vite suscité un vif intérét dans le milieu de la Recherche aussi
bien pour comprendre les mécanismes du développement embryonnaire que dans un objectif plus
thérapeutique, notamment la médecine régénérative. Mais I'obtention des cellules ES nécessitant la
destruction de I'embryon, les premiéres lois de Bioéthique en 1994 puis celles de 2004 et 2011 en
ont restreint 'utilisation (dérogations accordées pour 5 ans). Depuis Juillet 2013 (vote du Parlement
modifiant la loi n°2011-814 du 7 juillet 2011 relative a la Bioéthique), linterdiction
d’expérimentation avec dérogation est passée a I'autorisation encadrée.

emes

Les cellules souches feetales sont issues du foetus lui-méme (5-7 semaines jusqu’au dernier
trimestre de gestation, résultant d’Interruptions Volontaires de Grossesse). Leur utilisation est
limitée par la difficulté d’accessibilité aux tissus. Par contre, le prélevement de sang foetal est une
option thérapeutique intéressante puisqu’il est tres riche en cellules souches hématopoiétiques
(CSH) (216). Les cellules souches « périnatales » sont issues des tissus extra-embryonnaires tels que
le liguide amniotique, le placenta (membrane amniotique, villi et sang) et le cordon ombilical (sang et

gelée de Wharton) (217). Les CSH isolées du sang de cordon ont démontré leur utilité clinique pour

la transplantation allogénique (218).

Les cellules souches adultes ont d’abord été mises en évidence dans les tissus a renouvellement
rapide (moelle osseuse, épithélium digestif...) puis elles ont été retrouvées dans pratiquement tous
les organes (os, systéme nerveux, foie, intestin, peau, muscle...). Multipotentes ou unipotentes, elles
sont présentes tout au long de la vie d’un individu et assurent ’homéostasie des organes ou tissus
(régénération/réparation tissulaire). Cependant, leur localisation parfois difficilement accessible
(coeur, cerveau...), leur quantité tres limitée et la difficulté de les identifier (pas de marqueurs
spécifiques) limitent leur utilisation thérapeutique. Seules les CSH du sang ou de la moelle osseuse
sont actuellement couramment utilisées en clinique pour la transplantation (autologue ou

allogénique).

Les cellules souches humaines possedent une portée thérapeutique considérable mais leur
utilisation est limitée soit pour des raisons éthiques, immunologiques, oncologiques soit par la

qguantité de matériel disponible.
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1.2. Lareprogrammation nucléaire en cellules souches pluripotentes

La reprogrammation nucléaire, processus par lequel I'état de différenciation d’une cellule
spécialisée peut étre changé en un autre état, constitue un énorme challenge depuis de nombreuses
années, et notamment la transformation de cellules différenciées en cellules souches pluripotentes.
Cette reprogrammation nécessite notamment la réinitialisation des mécanismes épigénétiques
(méthylation de I’ADN, modifications d’histones...) contrélant I'expression des génes spécifiques d’'un
lignage donné. L'état différencié des cellules somatiques a longtemps été considéré comme stable et
surtout irréversible : les cellules souches se différencient progressivement dans un lignage et il est
difficile de convertir des cellules d’un type cellulaire en un autre du méme lignage et encore plus
dans un lignage différent (Conrad Waddington, 1957). Mais différentes avancées technologiques sont
venues bouleverser ces a priori en montrant I’étonnante plasticité des cellules et ont permis, au-dela
de leur intérét dans la compréhension des mécanismes de la biologie cellulaire, d’apporter de

nouveaux espoirs pour la recherche médicale.

Deux approches majeures, le transfert nucléaire et la fusion cellulaire, ont été développées pour

reprogrammer des cellules somatiques différenciées vers la pluripotence.

Le transfert nucléaire de cellules somatiques (TNCS) : Bien que les premiers travaux de transfert de
noyaux de cellules embryonnaires ou somatiques dans des ceufs de grenouille ont montré qu’il était
possible de produire un individu adulte (219,220), ce n’est que 30 ans plus tard que le transfert
nucléaire de cellules somatiques, communément appelé clonage thérapeutique, a été réalisé avec
succes chez les Mammiféres. Ainsi, en 1997, Wilmut et al. ont réussi a transférer le noyau de cellules
folliculaires dans des oocytes (ceufs non fertilisés) énucléés bloqués en métaphase, donnant
naissance a la brebis Dolly (Figure 7) (221). Ces travaux de transfert nucléaire ont permis de mettre
en évidence la présence de facteurs cytoplasmiques dans les oocytes permettant la réinitialisation du

noyau de la cellule somatique transplanté a un état pluripotent voire totipotent.
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Figure 7. Le mécanisme de transfert nucléaire de cellules somatiques (TNCS). D’apres (222) Lo and Verfaillie
(2013).

Grace a cette technologie dont le principe est décrit dans la Figure 7, des cellules ntESCs (cellules ES
obtenues par transfert nucléaire) ont pu étre produites chez différentes especes, y compris les
primates (223). Le taux de succes du clonage est fonction de la cellule originale et peut varier de 0 a
20 %. Récemment, des ntESCs humaines spécifiques de la cellule somatique donneuse ont été
dérivés de blastocystes humains clonés mais uniquement lorsque le génome de l'oocyte était
conservé (224). Ces lignées ntESCs humaines sont donc triploides mais possédent les caractéristiques
de cellules souches pluripotentes (225). Cette technologie pourrait permettre la production de
cellules ES spécifiques de patient mais la triploidie de ces cellules limite leur utilisation
thérapeutique. De plus, elle se heurte toujours aux considérations éthiques liées a I'utilisation
d’oocytes humains. Enfin, I'apparition d’anomalies de développement chez les souris clonées ont
conduit a émettre I'hypothése qu’il se produit une reprogrammation nucléaire incompléte avec

persistance d’'une « mémoire épigénétique » de la cellule donneuse (226).

La fusion cellulaire de deux types cellulaires (ou plus) : des cellules somatiques ont d’abord été
reprogrammées a un état pluripotent par fusion avec des cellules embryonnaires de carcinome (227)
puis avec des cellules ES murines (228) ou humaines (229). Les cellules fusionnées conduisent soit a
la formation d’une cellule « hybride » (en cas de division cellulaire et de réplication de I’ADN), soit a
un hétérocaryon (une cellule a plusieurs noyaux qui se forme en |'absence de division et de
réplication, a tres courte durée de vie) (Figure 8). Ces cellules « hybrides » sont capables de se
différencier in vitro et in vivo, et I'analyse du génome de la cellule somatique montre la réactivation
de geénes de pluripotence comme OCT4, associée a des modifications épigénétiques, preuves de la
reprogrammation a un état pluripotent (229). Cette technologie est intéressante puisque la

reprogrammation des cellules somatiques peut se faire a I'aide de lignées déja établies de cellules ES
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et donc sans la destruction de nouveaux oocytes humains. Cependant, les cellules hybrides formées
sont tétraploides et la persistance des chromosomes de la cellule ES provoque un rejet lors de la

transplantation.

Somatic cells \ Heterokaryon

Fusion
m‘

Pluripotent cells

Hybrid

Figure 8. Principe de la fusion cellulaire de cellules somatiques avec des cellules pluripotentes conduisant a la
génération soit d’une cellule hybride, soit d’'un hétérocaryon. D’aprés (222) Lo and Verfaillie (2013).

Bien que non détaillées ici, il existe d’autres techniques de reprogrammation comme la
reprogrammation spontanée par culture a long terme de certains types cellulaires (230),
parthénogénese (231) ou le traitement des cellules somatiques par des extraits protéiques préparés

a partir des cellules pluripotentes (232).

2. La “création” des cellules iPS

2.1. Historique des cellules iPS

Le développement des techniques de reprogrammation nucléaire ont permis aux chercheurs
d’élucider les mécanismes moléculaires intervenant dans cette reprogrammation afin de comprendre
le rGle prépondérant de certains genes dans I'induction et le maintien de la pluripotence des cellules

souches embryonnaires.

En 2006, Takahashi et Yamanaka révolutionnent ce champ en montrant que la surexpression de
4 facteurs de transcription dans des fibroblastes embryonnaires de souris permettait de les
transformer en cellules souches possédant les caractéristiques des cellules ES. Elles ont ainsi été
nommeées cellules souches pluripotentes induites (iPSCs, induced Pluripotent Stem Cells). Les facteurs
Oct3/4 (ou Pou5f1), Sox2, KIf4 et c-Myc ont été sélectionnés parmi 24 génes candidats choisis pour
leur implication dans la pluripotence et/ou la maintenance des cellules souches embryonnaires (233).
Un an plus tard, des fibroblastes humains ont été reprogrammeés en cellules iPS avec la méme

combinaison par cette équipe (234). En paralléle, I'équipe américaine de J. Thomson a reprogrammé
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des fibroblastes humains en utilisant une combinaison alternative constituée des facteurs de

transcription Oct4, Sox2, Nanog et Lin28 clonés dans un vecteur lentiviral (235).

La technique développée par I'équipe de S. Yamanaka est la suivante. Des fibroblastes
embryonnaires de souris (MEFs) Fbx15%°59€ gnt été modifiés par I'insertion d’une cassette 8geo (=
fusion du gene de la 8-galactosidase et du gene de résistance a la néomycine) dans le géne Fbx15
permettant la sélection de cellules reprogrammées a un état pluripotent, celui-ci étant actif
uniquement dans les cellules ES. L'ADNc des 24 genes candidats a été introduit dans ces MEFs par
transduction rétrovirale, et ils ont pu alors sélectionner la combinaison de 4 facteurs indispensables
pour induire la pluripotence (Figure 9). Cependant, ces cellules iPS n’étaient pas entierement
reprogrammeées puisqu’elles ne pouvaient générer de souris adultes chimériques, contrairement aux

cellules ES.

Fbxo15 7*° mice Partially reprogrammed iPSC

Fibroblast

x> e
[ lacz/Neo P~z — M&J

G418 selection

Fbxo15 locus

Nanog-EGFP Tg mice

Fibrotlast Adult chimera-competent iPSC

as e~
Nanog locus _XSuud == (R ~—<a G ) res [Puroth——

Puro selection

Figure 9. Evolution des méthodes de génération des cellules iPS murines. D’apres (236) Okano et al., Nat. Cell.
Biol. (2013).

Plus tard, l'utilisation du géne NANOG et non plus Fbx15 pour la sélection des cellules
reprogrammées a permis la production de cellules iPS murines qui, lorsque transplantées dans un
blastocyste, donnent naissance a des embryons chimériques mais également a des chimeres adultes
et des chimeéres germinales (Figure 9). Cette fois-ci, le géne NANOG a été modifié par insertion d’une
cassette EGFP (enhanced green fluorescent protein), et les souris produites aprés injection dans un
blastocyste étaient donc fluorescentes vertes (237,238). La génération de cellules iPS par cette
technique de sélection les rend également plus proches des cellules ES en termes d’expression
globale des genes, méthylations d’ADN et modifications d’histones (237-239). Puis d’autres équipes
ont montré qu’aucune sélection autre que par la morphologie ou I'’expression de marqueurs de

pluripotence comme Tra-1-81 n’était nécessaire pour isoler les clones iPS reprogrammés (240,241).
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2.2. Le processus de reprogrammation

La reprogrammation des cellules somatiques en cellules souches pluripotentes ES-like requiert
I’élimination des marques épigénétiques propres aux cellules somatiques et I'établissement de
nouvelles marques caractéristiques de la pluripotence. La mise en place de cet état met en jeu un
réseau tres complexe de régulation des mécanismes intervenant dans la pluripotence (Figure 10). Le
role des différents facteurs de transcription les plus utilisés, ainsi que le processus global de la

reprogrammation sont détaillés ci-dessous.
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Figure 10. Le réseau de la pluripotence dans les cellules ES. D’apres (242) Kim et al., Cell (2008).

2.2.1. Les facteurs de transcription Oct3/4, Sox2, KIf4, c-Myc, Nanog et Lin28

Les facteurs de transcription Oct3/4, Sox2 et Nanog sont exprimés dans les cellules souches ES
et permettent le maintien de la pluripotence et I'auto-renouvellement (243-245). c-Myc est
I'oncogeéne le plus fréquemment dérégulé dans les cancers humains, il contréle I'expression de
centaines de genes cibles dont beaucoup sont également des oncogenes ou des genes suppresseurs
de tumeurs. Il est également impliqué dans la prolifération cellulaire et le cycle cellulaire. En
s’associant avec des complexes histone acétyltransférase (HAT), il induirait une acétylation globale
des histones, permettant alors a Oct3/4 et Sox2 de se lier a des sites inaccessibles autrement (246).
Oct3/4 et Sox2 sont donc indispensables pour la reprogrammation en cellules iPS en induisant
I'activation du réseau de la pluripotence. lls vont notamment activer le gene NANOG, celui-ci n’est
pas nécessaire lors des premiéres étapes mais augmenterait la survie des cellules reprogrammées
(235). Par contre, dans les cellules ES, I'expression forcée de c-Myc induit la différenciation et
I'apoptose a cause de l'activation de la voie p53/p21 (247). Il agirait donc plutét comme un
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« booster » de la reprogrammation plutét que dans la maintenance de la pluripotence des cellules
iPS. KIf4 est un facteur de transcription impliqué dans la prolifération cellulaire, la différenciation et
la survie. Il peut fonctionner a la fois comme un gene suppresseur de tumeur mais également comme
un oncogeéne. |l réprime directement la protéine p53 (248) qui est connue pour supprimer
I’expression de Nanog lors de la différenciation des cellules ES (249). De plus, il co-occupe avec
Oct3/4 le promoteur de NANOG (250). KIf4 contribue donc a I'activation de NANOG ainsi que
d’autres génes spécifiques. La balance entre c-Myc et KIf4 est cruciale pour une reprogrammation
efficace puisque Klf4 inhibe I'apoptose induite par c-Myc. Le facteur de transcription Lin28 induit un
effet relativement modeste. Il agit comme un oncogéene puisque sa surexpression conduit a
I"augmentation de la division cellulaire, ce qui entraine I'accélération de la cinétique de génération

des cellules iPS (251).

2.2.2. Le processus séquentiel de la reprogrammation

Les différentes étapes du processus de reprogrammation sont récapitulées dans la Figure 11.
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Figure 11. Le « labyrinthe » de la pluripotence lors de la reprogrammation en cellules iPS. Il représente les
changements morphologiques et transcriptionnels lors de la reprogrammation jusqu’a I'état de cellules iPS. La
ligne vert foncé conduit a la génération de cellules iPS parfaitement reprogrammeées alors que les lignes vert
clair montrent I’échec du processus de reprogrammation. La ligne grise indique que les cellules « pré-iPS » se
trouvant dans un état intermédiaire de reprogrammation, peuvent étre complétement reprogrammées grace a
divers traitements. D’apres (252) Papp and Plath, Cell Research (2011).
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Sous l'influence des facteurs de reprogrammation, les cellules somatiques vont subir une
transition mésenchymale-épithéliale (MET), l'un des événements les plus précoces (253).
L’acquisition de propriétés épithéliales va s’accompagner de modifications métaboliques, d’un
changement de la morphologie des cellules, d’'un échappement a l'arrét du cycle cellulaire
(apoptose/sénescence) et d’une prolifération plus rapide (Figure 12) (254). Cette accélération du
cycle cellulaire faciliterait la reprogrammation en permettant les modifications de la chromatine lors
de la réplication de I’ADN (255). La réactivation de la télomérase lors de la reprogrammation permet

aux cellules de se diviser a I'infini sans raccourcissement de leurs télomeres (256).

Puis certains génes de pluripotence comme NANOG seraient rapidement activés aprés la MET
(257). Les protéines qu’ils codent participeraient a la mise en place du circuit de pluripotence et

I'activation hiérarchique des autres génes de pluripotence.

Plus tardivement au cours de la génération des cellules iPS, et aprées activation du circuit de
pluripotence, les cellules reprogrammeées sont capables de s’auto-renouveler indépendamment des
facteurs introduits. En effet, si I'expression des facteurs de transcription exogénes (apportés par le
transgene) permet I'induction de la reprogrammation, le transgéne subit ensuite un silencing et
I'expression des facteurs de transcription devient alors uniquement endogéne (234). Cette

indépendance constitue un marqueur de I'obtention de cellules iPS complétement reprogrammées.

De nombreuses études sont encore actuellement en cours pour comprendre le role des
différents facteurs de transcription ainsi que les mécanismes intervenant dans I'établissement de la

pluripotence lors de la génération des cellules iPS.

3. Vers ’amélioration des protocoles de reprogrammation

Bien que la reprogrammation paraisse simple sur le principe, c’est un processus lent qui
nécessite au minimum 2-3 semaines et dont I'efficacité, la reproductibilité et la qualité des cellules
iPS produites (pluripotence et capacité de différentiation) sont influencées par différents
parametres : le choix des cellules cibles, des facteurs de reprogrammation, de la méthode de
vectorisation, des conditions de culture cellulaire pour la reprogrammation... (Figure 12). Le

protocole approprié doit également étre déterminé en fonction de I'application prévue.
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Figure 12. Vue d’ensemble du processus de reprogrammation et des différents parameétres a déterminer
pour I'obtention d’une lignée de cellules iPS.

3.1. Choix de la cellule source

Les premiéres cellules reprogrammées étaient les fibroblastes murins et humains. Leur tres
large utilisation s’explique par leur facilité d’obtention (biopsie de peau), d’amplification en culture
et de reprogrammation en cellules iPS (258). Depuis, d’autres types cellulaires murins ou humains
ont été reprogrammés avec succes : les kératinocytes issus de cheveux (263), les cellules de cornée
(260), du foie ou de I'estomac (261), les cellules progénitrices neurales (262,263), les cellules
sanguines dont les lymphocytes B (264), les cellules souches adipeuses (265), les cellules souches de
sang ou de matrice de cordon ombilical (266,267), et méme la pulpe dentaire de dent de lait (268).
Théoriquement, la surexpression des facteurs de reprogrammation est capable d’induire la

génération de cellules iPS a partir de tous les types cellulaires.

Il existe cependant une trés forte influence du type cellulaire de départ sur la
reprogrammabilité (Figure 13). Par exemple, les kératinocytes humains sont plus rapidement et plus
efficacement reprogrammés que les fibroblastes humains (259). De méme, [Iefficacité de
reprogrammation varie en fonction du stade de différenciation de la cellule source, les progéniteurs
hématopoiétiques sont ainsi une source tres intéressante avec une efficacité de reprogrammation
300 fois supérieure a des cellules T ou B (269). L'augmentation de I'efficacité de reprogrammation

et/ou la diminution du nombre de facteurs requis peut étre attribuée a I'expression élevée endogéne
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de certains facteurs de reprogrammation et/ou aux statuts épigénétiques intrinséques qui les

rendent plus facilement reprogrammables.
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Figure 13. Influence du type cellulaire de départ sur la reprogrammabilité en cellules iPS, en fonction de sa
disponibilité/accessibilité. D’aprés (258) Gonzélez et al., Nat. Rev. Genet. (2011).

Il est également nécessaire de prendre en compte I'age des cellules (I’age du donneur aussi bien
qgue le nombre de passages en culture). En effet, les cellules plus dgées peuvent porter des Iésions
génétiques potentiellement déléteres pour une application clinique. De méme, certains organes tels

que la peau sont plus exposés et susceptibles d’accumuler des mutations (270).

De plus, les profils transcriptionnel, épigénétique et fonctionnel des cellules iPS obtenues a
partir de différents types cellulaires peuvent influencer leur « qualité » (271). En effet, selon la cellule
d’origine, certaines cellules iPS possédent des capacités de différenciation restreintes ou peuvent
avoir une tendance plus élevée a former des tératomes (272). Cette différence de comportement est
reliée a la « mémoire épigénétique », c’est-a-dire que les cellules iPS conservent des signatures

épigénétiques caractéristiques de la cellule dont elles sont issues.

Enfin, il a récemment été montré que les cellules iPS ainsi que les cellules différenciées qui en
dérivent conservent le méme degré d’immunogénicité (expression des molécules du complexe

majeur d’histocompatibilité) que leurs cellules sources (273).

En conclusion, le choix du type de cellule source dépend de nombreux critéres mais toujours en
tenant compte de l'objectif visé. Pour un usage thérapeutique, il est préférable que celles-ci soient
facilement accessibles (sans geste invasif) et disponibles en grande quantité, mais en contenant le
moins d’aberrations génétiques possible, le moins immunogéniques possible, faciles a reprogrammer

et avec une bonne efficacité/rapidité.
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3.2. Le cocktail de reprogrammation

3.2.1. Les facteurs de transcription

Le cocktail de facteurs de transcription largement utilisé est celui de I'équipe de S. Yamanaka
(OSKM : Oct3/4, Sox2, KIf4 et c-Myc, également appelé « cocktail Yamanaka »). Mais I'utilisation de
c-Myc est problématique : environ 20 % des souris chimeres dérivées de cellules iPS ont développé
des tumeurs, attribuable a la réactivation de I'expression rétrovirale de c-Myc (237). Il est possible de
reprogrammer des fibroblastes murins et humains sans c-Myc mais I'efficacité de reprogrammation
est significativement réduite et le délai de reprogrammation rallongé (274,275). Différents cocktails
de reprogrammation comme celui développé par I'équipe de J. Thomson (OSNL: Oct3/4, Sox2,
Nanog et Lin28) permettent également de générer des cellules iPS avec une efficacité comparable au

« cocktail Yamanaka » (235).

Comme déja abordé précédemment, certains types cellulaires sont plus facilement
reprogrammables, et des cellules iPS ont pu étre produites a partir de cellules CD133+ issues de sang
de cordon en utilisant uniqguement les facteurs de reprogrammation Oct4 et Sox2 (267). Dans
certains cas, cela peut s’expliquer par I'existence d’une expression endogéne de facteurs de
reprogrammation, ce qui permet de retirer ceux-ci des cocktails utilisés. Les cellules progénitrices
neurales murines, exprimant Sox2 et c-Myc a des niveaux supérieurs aux cellules ES, ont été
reprogrammées avec succes en utilisant seulement Oct4 et KIf4 ou Oct4 et c-Myc bien qu’avec une

efficacité plus faible qu’avec 4 facteurs (262,276).

A l'inverse, Hanna et al. ont montré que la surexpression de Lin28 associé a I'utilisation d’un
cocktail OSKM accélérerait la reprogrammation (251). De méme, un protocole utilisant 6 facteurs de
transcription (OSKMNL) augmenterait I'efficacité de reprogrammation de 10 fois par rapport a un
protocole avec 4 facteurs (277). Grace a ce cocktail OSKMNL, I'équipe de JM. Lemaitre a
reprogrammé avec succes des cellules sénescentes, ouvrant ainsi une porte vers la lutte contre le
vieillissement (278). L’association d’autres facteurs de transcription impliqués dans la pluripotence

peuvent étre ajoutés comme UTF1 (279) ou Sall4 (280).

La durée optimale d’exposition aux facteurs de reprogrammation est dépendante du type
cellulaire d’origine ainsi que de la technique de délivrance employée, et doit donc étre adaptée : la
reprogrammation de MEFs par une technique rétrovirale nécessite 8-12 jours d’exposition aux
facteurs de reprogrammation alors que les fibroblastes humains requiérent environ 20-25 jours avec

la méme technique et les kératinocytes humains 10 jours (281). Une exposition prolongée peut avoir
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des effets déléteres et I'exposition aux facteurs doit donc étre stoppée des I'apparition de I'état de

pluripotence (282).

Le niveau d’expression de chacun des facteurs utilisés ainsi que la stoechiométrie entre ceux-ci
sont d’importants critéres pour une bonne induction de la reprogrammation. L’augmentation des
transgénes Oct3/4 dans le cocktail de reprogrammation augmente I'induction en cellules iPS alors
qgue I'augmentation des 3 autres facteurs Sox2, KIf4 et c-Myc la diminue (283). Pourtant, I'expression
excessive d’Oct3/4 conduit a la suppression de la reprogrammation. Il existerait donc une proportion
optimale d’expression des différents facteurs mais les mécanismes régulant cette reprogrammation

restent tres difficiles a maitriser.

Certains microARN (ou miRNA, des ARN non codants de 21-23 nucléotides) dont le cluster
miR302/367, ont montré leur intérét pour améliorer la génération des cellules iPS en association

avec des facteurs de transcription (OSK) (284,285) ou avec seulement de I'acide valproique (286).

3.2.2. Les petites molécules

Bien que le cocktail OSKM représente le protocole standard pour la reprogrammation, des
petites molécules se sont révélées trés utiles puisque leur addition dans le milieu de culture permet
d’augmenter significativement [I'efficacité de reprogrammation, voire méme de remplacer les

facteurs de transcription (288,289).

Le remodelage de la chromatine est une étape limitante lors de la génération de cellules iPS.
Ainsi, les molécules agissant sur ces mécanismes épigénétiques de remodelage de la chromatine vont
améliorer significativement I'efficacité de reprogrammation. Parmi ceux-ci, les inhibiteurs des
histones déacétylases (HDAC) (comme |’'acide valproique (VPA) ou la trichostatine A (TSA)), des
histones déméthylase (HDM) ou des histones méthyltransférase (HMT) (290) sont tres utilisés. Il est
également possible d’agir sur la méthylation de I'ADN en associant des inhibiteurs d’ADN

méthyltransférase (DNMT) (5-azacytidine) (282,287).

De la méme fagon, certaines voies de signalisation impliquant des enzymes ou des cytokines
comme le TGF-B peuvent constituer des barrieres empéchant la reprogrammation (291-295). De
méme, la voie p53/p21 (ou I'un ses activateurs, le locus Ink4/Arf) est activée lors de I'induction de la
reprogrammation et induit I'apoptose et I'arrét du cycle cellulaire. Le blocage de ces voies de
signalisation par des molécules chimiques, des siRNA ou des shRNA, permet d’augmenter I'efficacité

et méme d’accélérer la cinétique de reprogrammation (296) (251,279,297,298). Cependant, méme si
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le blocage de la voie p53/p21 est une piste intéressante, il ne peut étre systématique puisqu’il

augmente la probabilité de transformation maligne et induit une instabilité génomique.

D’autres composés chimiques comme la thiazovivine, un inhibiteur de I'apoptose (299), ou
méme des agonistes des canaux calciques de type L (300,301) peuvent étre employés. La vitamine C
par exemple, en diminuant la sénescence, en induisant la déméthylation de I’ADN, et en accélérant
les modifications de I'expression des genes, promeut la transition des colonies pré-iPS vers un état

complétement reprogrammé (302,303).

Ces diverses molécules et autres facteurs solubles, par leur facilité d’utilisation et I'absence de
modification génétique permanente, représentent une aide précieuse pour la reprogrammation.

Leur effet est souvent rapide et réversible, permettant une bonne régulation temporelle.

3.3. Les vecteurs utilisés

Différents vecteurs ont été développés pour délivrer les facteurs de reprogrammation jusqu’aux

cellules somatiques. Les principales stratégies sont décrites dans la Figure 14.
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Figure 14. Les stratégies de reprogrammation des cellules somatiques en cellules iPS par différentes
méthodes de délivrance des facteurs de reprogrammation. D’apres (304) Oh et al., The Scientific World
Journal (2012).

L'efficacité de reprogrammation ainsi que les avantages/inconvénients de chaque stratégie sont
récapitulés dans le tableau ci-dessous (Tableau 2). Nous aborderons tout d’abord les méthodes

virales (intégratives et non intégratives) puis les méthodes non virales.
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Tableau 2. Tableau récapitulatif des principales méthodes de reprogrammation. D’apres (305) Antony-Debré
et al., Hématologie (2013).

INTEGRATION SANS INTEGRATION
Type de vecteur Vecteurs intégratits Vecteurs excisables Vecteurs non intégratifs Méthodes sans vecteurs
Rétrovirus  Lentivirus Lentivirus floxé Transposon Adénovirus Plasmides Virus Sendai [ Protéines ARNm miRNA
Efficacité 0,01-0,5% 0,1-1% 0,1-1% 01% 0,001% 0,001% 0,02-1% 0,001% 1% 0,010,5%
de
repro gramima tion
Avantages Efficacité Efficacité Efficacité, pas  Efficacité Pas Pas Efficacite, Pas Pas Pas
d'intégration raisonnable, dintegration d'intégration  pas d'intégration | dintégration, d intégration, dintegration
pas dintégration pas dADN  efficacité
Inconvénients  Intégrations  Intégrations Obtention Obtertion Faible Faible efficacité, Efficacite Faible Plusieurs  Plusieurs
multiples, multiples, des lignées des lignées efficacité  intégration moyenne sur efficacité transfections transfections
réactivation réactivation laborieuse laboreuse cccasionnelle  les cellules nécessaires nécessaires
des transgenes des transgenes matures

3.3.1.

Les méthodes virales

= Les vecteurs viraux intégratifs

Les premieres générations de cellules iPS ont été obtenues grace aux systemes de vectorisation

intégratifs viraux permettant de délivrer du matériel génétique a une cellule cible avec une haute

efficacité, et d’induire I'expression a long terme du transgéne. Mais I'utilisation de ces systémes

viraux, parmi lesquels on peut citer les rétrovirus et les lentivirus, reste controversée a cause des

multiples copies pouvant s’intégrer dans le génome et causer la réactivation d’oncogénes silencieux

tels que KIf4 et c-Myc, ou induire des altérations génétiques augmentant le risque de transformation

cancéreuse. En outre, cette intégration aléatoire peut entrainer le silencing ou la fusion avec des

génes endogenes, voire méme bloquer la différenciation vers certains lignages.

O Rétrovirus : les rétrovirus de type MMLV (murine Maloney Leukemia virus) utilisés pour produire

les premieres iPS ont une assez bonne efficacité de transduction dans les cellules cibles (> 90 %)

sans effets délétéres sur la viabilité cellulaire. lls s’intégrent uniquement dans le génome de

cellules en division (Figure 14). Les sites et le nombre d’insertions dans le génome ne sont pas

maitrisés : les clones iPS générés peuvent contenir de 3 et 6 intégrations pour chaque facteur,

augmentant le nombre total de sites d’intégration a plus de 20 par clone (234,238). En 2011,

Zhang et al. ont développé un vecteur rétroviral polycistronique codant pour les 4 facteurs OSKM

qui, associé a l'utilisation de petites molécules chimiques, a permis la reprogrammation compléte

en cellules iPS plus rapidement, avec une grande efficacité et une seule copie du vecteur intégrée

(306).
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0 Lentivirus : ils sont généralement dérivés du virus HIV et possédent une plus grande efficacité de

(0]

transfection que les rétrovirus MMLV. De plus, ils s’intégrent dans le génome de cellules en
division ou quiescentes, et peuvent donc étre utilisés sur une plus large variété de types
cellulaires (Figure 14). lls ont permis de reprogrammer différents types de cellules somatiques
avec une efficacité comparable a celle des rétrovirus (Tableau 2) (235,307). Des systemes de
vecteur lentiviral inductible utilisant la doxycycline comme activateur ont été utilisés pour
controler spécifiquement I'expression des 4 facteurs de transcription et sélectionner uniqguement
les cellules complétement reprogrammeées (256). Wernig et al. ont amélioré cette technique
pour obtenir des cellules iPS murines ou humaines plus homogenes en maitrisant le nombre et la
localisation des insertions virales (281,308,309). Comme dans la technique rétrovirale,
I'utilisation d’un vecteur lentiviral polycistronique inductible contenant les facteurs OSKM
permet une seule intégration du transgéne (310,311). L’évolution majeure des techniques
lentivirales repose sur le développement de stratégies d’excision pour retirer les transgénes de
leurs sites d’intégration. Ces stratégies peuvent faire appel au systeéme de recombinaison Cre-
loxP (312—-314). Cependant, ce protocole d’excision peut laisser des séquences loxP et des
fragments d’ADN du vecteur, pouvant résulter en une instabilité et des réarrangements
génomiques. Une stratégie alternative repose sur le systéme transposon/transposase piggyBac,
capable de s’intégrer dans le génome puis, avec la ré-expression de la transposase, de se retirer
lui-méme des cellules iPS obtenues, mais en laissant parfois des microdélétions au point
d’excision du transposon. Plusieurs transposons ou un transposon unique codant pour les 5
facteurs de reprogrammation OSKML ont permis la reprogrammation de MEFs ou de cellules
humaines avec une efficacité équivalente aux techniques rétrovirales (312,315,316). Cependant,
ces approches d’excision restent complexes a mettre en ceuvre et nécessitent du temps pour

sélectionner les cellules iPS.

= Les vecteurs viraux non intégratifs

Adénovirus : ce sont des virus a ADN double brin non intégratifs. Aprés transduction dans des
cellules en division ou non, ils restent sous forme épichromosomique. L'utilisation d’adénovirus a
permis la génération de cellules iPS murines (317) et humaines (318), mais avec une efficacité 10
fois plus faible que les méthodes rétrovirales (environ 0,001 %) (Tableau 2). Du fait de I'absence
d’intégration, I'expression du transgéne est seulement transitoire et cette méthode de

reprogrammation requiert donc des transfections répétées.

Virus Sendai : virus a ARN non intégratif, le virus Sendai réplique son génome exclusivement
dans le cytoplasme de la cellule transfectée, en division ou non (319). Il a permis de générer

56



INTRODUCTION

efficacement des cellules iPS humaines a partir de fibroblastes (0,02-1 %) (320). Ce premier essai
a démontré que I'expression du virus diminue progressivement au cours des cultures, et que,
pour les cellules iPS ayant conservé le génome viral, I'utilisation d’un anticorps dirigé contre la
protéine HN (protéine majeure exprimée a la surface des cellules infectées), permettait de
sélectionner négativement des cellules iPS « virus-free ». Un mutant du virus Sendai, sensible a la
température, représente également une alternative efficace pour éliminer totalement le virus
des cellules iPS reprogrammeées a partir de cellules de sanguines (321) et de cellules de sang de

cordon CD34+ (322).

3.3.2. Les méthodes non virales

= Basées sur I’ADN

Plasmides non épisomal : ces vecteurs plasmidiques ne s’intégrent généralement pas dans le
génome, et sont exprimés 2-3 jours apreés la transfection, uniquement de fagon transitoire, ce qui
nécessite des transfections répétées. Plusieurs groupes ont montré que la transfection de
plusieurs plasmides (323,324), ou d’un seul plasmide polycistronique (325) dans des MEFS
permettait d’obtenir des cellules iPS murines. Des cellules iPS humaines ont aussi pu étre
générées par une technique simple consistant en deux transfections de 4 plasmides codant les
facteurs OSNL (326). Cependant, bien que moins colteux et globalement plus sirs, les plasmides
ont une plus faible efficacité de transduction et de reprogrammation (0,001 %) que les vecteurs

viraux intégratifs (Tableau 2).

Vecteur plasmidique épisomal : cet élément extra-chromosomique est localisé dans le noyau de
la cellule cible. Il se réplique une seule fois par cycle cellulaire et, sous I'influence de sélection, il
peut étre maintenu a long terme sous forme épisomale dans prés de 1 % des cellules initiales
transfectées. Il ne nécessite donc pas de transfections répétées. Yu et al. ont montré que des
cellules iPS humaines peuvent étre produites avec une seule nucléofection de 3 plasmides
oriP/EBNA1 (dérivé du virus EBV) codant les facteurs OSKMNL et la protéine SVAOLT (SV40 large
antigen) possédant un effet positif sur la prolifération cellulaire (327). L'efficacité de
reprogrammation est tres faible (0,001 %) (Tableau 2) mais il est possible d’associer des petites
molécules pour I'améliorer. Cette méme équipe a montré que l'utilisation de cellules
mononucléées issues de la moelle osseuse ou du sang de cordon permettait d’augmenter
I'efficacité de reprogrammation de 100 fois par rapport a des fibroblastes (328). Cette technique
présente cependant quelques inconvénients : SV40LT est un oncogene capable d’inactiver la voie

p53 et donc de produire des cellules iPS avec un fort potentiel tumorigéne, et I'expression de la
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protéine EBNA1 peut augmenter la reconnaissance immunitaire cellulaire des cellules
transfectées (329). Leur avantage est que, en I'absence de sélection, le plasmide épisomal est

progressivement éliminé des cellules iPS reprogrammeées (en 7 passages environ).

Vecteurs ADN « minicircle » : d’origine plasmidique ces vecteurs sont des molécules d’ADN super
enroulées mais dénuées de fond bactérien (origine de réplication, genes de résistance...). Leur
petite taille permet une meilleure efficacité de transfection par rapport aux autres plasmides
(mais plus faible que les techniques virales), avec une plus longue expression ectopique
(plusieurs semaines). Jia et al. ont généré des cellules iPS en 14-16 jours a partir de cellules
souches adipocytaires humaines grace a la nucléofection d’un seul vecteur ADN « minicircle »

contenant les séquences codant pour les 4 facteurs OSNL (330,331).

Autres méthodes : plus anecdotiques, d’autres méthodes non intégratives ont été mises en
ceuvre pour produire des cellules iPS. En utilisant un bactériophage, I'intégration des ADNc se fait
grace a l'intégrase du phage en une seule copie par cellule et le plus souvent au niveau des
régions intergéniques, ce qui diminue le risque d’affecter les fonctions de génes endogénes
(332). Une autre technique utilise un chromosome artificiel humain (HAC) qui présente
I’avantage de se répliquer de facon autonome au cours de la division cellulaire et de permettre le
transfert de multiples transgénes de taille illimitée. Des cellules iPS murines ont été générées
grace a des HAC créés a partir du chromosome 21 humain et portant les ADNc des 4 facteurs
OSKM. Un shRNA p53 et un gene suicide ont également été incorporés pour améliorer I'efficacité
de reprogrammation et éliminer les cellules (iPS ou cellules différenciées) qui donneraient

naissance a des tumeurs (333).

= Basées sur ’ARNm

L'administration répétée journaliere d’ARNm synthétiques s’est révélée trés efficace (1-2 %)

(Tableau 2) et avec une cinétique de reprogrammation supérieure (en 17 jours) aux protocoles

utilisant des virus. Cependant, les ARNm déclenchent une réponse immunitaire antivirale médiée par

I'interféron. Les cing ARNm utilisés, codant les facteurs OSKML, ont donc été modifiés: la 5-

méthylcytidine remplace la cytidine et la pseudouridine remplace I'uridine, ce qui a également

I'avantage d’augmenter leur stabilité (334). Pourtant, une autre équipe a obtenu des résultats

comparables en utilisant des ARNm non modifiés codant les 4 facteurs OSLN, et sans bloquer la

réponse interféron par un inhibiteur soluble (335). Récemment, une seule transfection d’'un ARN

synthétique polycistronique « self-replicating » a permis I'expression des facteurs de transcription

OSKM a un niveau élevé et constant (> 7 jours) permettant I'obtention de cellules iPS. Sa capacité

58



INTRODUCTION

d’auto-réplication pendant un nombre limité de division cellulaire a permis de diminuer le nombre
de transfections nécessaires. Son autre avantage est de pouvoir étre sélectivement conservé ou
éliminé des cellules hotes en fonction de I'ajout ou non d’une protéine supprimant la réponse

immunitaire innée IFN (336).

L'utilisation d’ARN permet d’éviter complétement le risque d’intégration génomique ou d’insertion
mutagéne. De plus, cette méthode de reprogrammation permet une meilleure régulation de la
stoechiométrie contrairement aux variations d’expression typique des vecteurs intégratifs, et évite
également le silencing viral. Les cellules iPS produites présentent une meilleure homogénéité et une

signature moléculaire globale qui se rapproche plus de celle des cellules ES.

= Basées sur les protéines recombinantes

Cette stratégie repose sur l'utilisation d’un « cell penetrating peptide » (CPP), un vecteur de
transduction pouvant se combiner a des composés chimiques ou a des protéines (facteurs de
transcription notamment), et les transduire a travers la membrane cytoplasmique de la cellule a
reprogrammer. Trois principaux CPP (11R, 9R et TAT) ont démontré leur capacité a générer des
cellules iPS. Zhou et al. ont été les premiers a fusionner I'extrémité C-terminale des facteurs OSKM
avec un CPP formé de 11 résidus arginine (11R) connu pour avoir une bonne efficacité de

éme

transduction. lls ont obtenu des cellules iPS murines a partir du 30" jour de reprogrammation (337).
Une méthode similaire utilisant un CPP formé de 9 résidus arginine (9R) a permis la reprogrammation
de fibroblastes humains (338). Cette méthode simple de reprogrammation a l'aide de protéines
recombinantes n’entraine aucun risque de modifier génétiquement ou chimiquement le génome de
la cellule cible. Si le taux de transduction est de 100 %, plusieurs cycles de traitement sont cependant
nécessaires et la reprogrammation est lente et 100 a 1000 fois moins efficace que les méthodes
virales intégratives (0,001 %) (Tableau 2). De plus, générer et purifier la quantité de protéines requise
reste laborieux. Le 3°™ CPP récemment employé, le HIV-TAT (human immunodeficiency virus
transactivator protein) a été fusionné avec les facteurs de transcription OSKMN et des cellules
(humaines/murines) pré-traitées avec du VPA ont été reprogrammées. Cette technique a permis
d’augmenter I'efficacité de transduction a 0,01 % (versus 0,001 % pour les CPP 9R et 11R) ainsi que la

rapidité d’obtention de cellules iPS (13 jours) (339).

Lors de la mise en place d’'une méthode de reprogrammation, il est trés difficile de choisir une
stratégie, d’autant plus que celle-ci doit étre adaptée a l'usage souhaité des cellules iPS
reprogrammées. De nombreuses avancées dans ces techniques de vectorisation ont déja été

réalisées, mais il reste a améliorer I'efficacité d’obtention des cellules iPS ainsi que la sécurité de leur
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utilisation. Actuellement, les stratégies utilisant le virus Sendai et 'ARNm semblent autant voire plus

efficaces, et surtout plus sires que les techniques virales intégratives.

3.4. Les autres parameétres influengant la reprogrammation

L'efficacité de reprogrammation peut également étre modifiée en fonction des conditions de
culture, des cellules nourriciéres, de la composition du milieu... (340). Par exemple, il a été montré
gu’effectuer la reprogrammation en condition hypoxique sous 5 % d’O, et non sous 21 % O,
atmosphérique améliore I'efficacité de reprogrammation par une technique rétrovirale de cellules
humaines et murines d’un facteur 4 et 40 respectivement (341). En vue d’une utilisation
thérapeutique, une culture sans sérum voire méme un systéme de culture indépendant des cellules
nourricieres sont également possibles (342). De plus, il est important de prendre en compte le type

cellulaire d’origine puisque certains peuvent nécessiter des conditions de culture particulieres (264).

La densité cellulaire doit également étre optimale : I'utilisation de trop peu de cellules risque de
les faire entrer en sénescence, alors qu’en exces, elles vont rapidement devenir confluentes et
empécher la croissance des colonies reprogrammées. La densité cellulaire appropriée doit donc étre

déterminée expérimentalement pour chaque méthode de reprogrammation (270).

La difficulté majeure du choix des conditions de culture réside donc dans I'optimisation de la

reprogrammation tout en tenant compte du type cellulaire d’origine et de I'application visée.

4. Les techniques de culture des cellules souches pluripotentes

Les cellules souches sont continuellement en équilibre entre auto-renouvellement et
différenciation. Le challenge majeur de la culture de cellules souches est de mimer le plus possible le
microenvironnement in vivo de ces cellules pour permettre soit leur prolifération dans un état
indifférencié, soit leur différenciation dirigée vers un type cellulaire précis. In vitro, les cellules
cultivées sont soumises a un environnement dont les principaux parametres sont le milieu, le
support, I'atmosphére, et les interactions cellulaires. Chacun d’eux est donc impliqué dans un réseau
complexe de signalisation déterminant le destin cellulaire et il est important de bien identifier ces

parametres clés et de les controler (343).

Les conditions de culture des cellules iPS murines et humaines ont été adaptées d’apres celles
utilisées pour les cellules ES. Elles sont spécifiques de I'espece, et seules les techniques de culture des

cellules souches pluripotentes humaines hPSCs (ES et iPS) seront présentées ici.
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4.1.1. Milieux et supports de culture

Historiquement, les cellules ES puis iPS humaines sont cultivées sur des cellules nourriciéres
fibroblastiques de souris et en présence de sérum (d’abord de veau foetal puis de remplacement).
Cependant, I'utilisation de ces composants d’origine animale non définis et soumis a des variabilités
inter-lot peut induire des effets non reproductibles. Ainsi, la culture doit étre standardisée et utiliser
des supports et milieux définis et exempts de tout contaminant d’origine animale. Les cellules
nourricieres animales ont pu étre remplacées par des cellules d’origine humaine, mais depuis
quelques années, des conditions de culture sans cellules nourricieres ni sérum sont disponibles.

L’évolution progressive de ces techniques est résumée dans la Figure 15.
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Figure 15. L’évolution des conditions de culture des cellules souches pluripotentes humaines (hPSCs). D’apres
(344) Villa-Diaz et al., Stem Cells (2013).

Certains milieux de culture commerciaux (StemPro®, mTeSR™...) contiennent de la sérum
albumine humaine ainsi que diverses protéines matricielles d’origine humaine, ce qui les rend tres
chers et donc difficilement utilisables pour la production a grande échelle. Mais la composition de
ces milieux évolue grace au travail de différentes équipes. Par exemple, le milieu mTeSR™ -E8™ est
constitué de 8 composés (incluant le DMEM/F-12), il est donc entierement défini et moins co(teux.
En outre, il permet, en association avec un support approprié, aussi bien la reprogrammation des

cellules iPS que leur expansion en culture (345).

Divers facteurs de croissance ou additifs sont nécessaires pour le maintien de la pluripotence. Le
bFGF est notamment le principal facteur de croissance soluble ajouté car il régule I'auto-
renouvellement des cellules souches humaines pluripotentes (346). Il est intéressant de noter que
c’est le LIF (leukemia inhibitory factor) qui est nécessaire pour la culture des cellules souches murines
(347). Certains facteurs comme le composé Y-27632 et la thiazovivine, des inhibiteurs de Rho-
associated kinase (ROCK), améliorent la survie des hPSCs lors des passages et des étapes de

congélation/décongélation (348,349).
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= Culture sur des cellules nourriciéres

Les hiPSCs sont classiquement induites et amplifiées sur des cellules nourriciéres sous forme de
colonies adhérentes. Ces cellules nourriciéres permettent I'adhésion et la culture des hPSCs grace a
I’expression de molécules d’adhésion, la sécrétion de facteurs de croissance essentiels et diverses
cytokines, ainsi que la production d’une matrice extracellulaire (MEC) composée notamment de
TGFB, activine A, laminine-511 (350) et vitronectine. Le mécanisme n’est cependant encore pas

complétement élucidé.

Les cellules nourriciéres d’origine animale, et notamment murine, ont été les premiéres utilisées
(Figure 16). Les fibroblastes embryonnaires de souris (MEFs), dérivés de feetus de souris entre 12,5 et
14,5 jours de gestation, sont les plus employés (215,235) mais leur prolifération est limitée et ils ont
tendance a perdre leur capacité a supporter la culture des hPSCs au fur et a mesure des passages, ce
qui nécessite de les isoler régulierement. D’autres types cellulaires comme les cellules STO
(immortalisées et facile a proliférer) (233) ou les cellules SNL (cellules STO modifiées génétiquement
pour produire du LIF) (234,351) ont également été utilisés.

L’avantage principal de ces cellules nourriciéres animales est leur colt peu élevé associé a une facilité
d’utilisation et a un bon maintien de la pluripotence des hPSCs. Par contre, elles sont une source non
négligeable de pathogenes (352) et elles induisent I'expression d’Ag immunogénes tels que I'acide N-
glycolylneuraminique (Neu5Gc) (353), ce qui peut entrainer un risque pour une utilisation en

thérapie.

Des cellules nourricieres d’origine humaine permettent de remplacer ces cellules d’origine
animale. Les fibroblastes humains montrent une capacité variable a supporter la culture des hPSCs
en fonction de leur origine. Ceux dérivés de tissus embryonnaires ou foetaux (issus d’avortement)
sont les plus efficaces (354,355) mais des considérations éthiques limitent leur emploi. Parmi les
fibroblastes humains, les HFF (human foreskin fibroblasts) issus de prépuces (adultes ou nouveaux-
nés NuFF) sont devenus les cellules nourricieres les plus utilisées (356—-358). Les fibroblastes de
derme (HDF) permettent aussi la dérivation et la maintenance des cellules ES (359). L'avantage de la
peau est son accessibilité pour I'obtention des fibroblastes mais d’autres sources peuvent également
étre intéressantes. Des cellules stromales mésenchymateuses dérivées de la moelle osseuse
(HBMSCs) de donneurs ont récemment été utilisées comme cellules nourriciéres pour la dérivation et
la maintenance des cellules iPS (360,361). Des cellules placentaires humaines (HPC) se sont
également révélées efficaces pour la propagation a long terme des hPSCs (362,363).

Cependant, le risque de contamination par des agents infectieux humains viraux ou non (prions)

existe (352). Pour surmonter ce probleme, il est possible d’utiliser des cellules autologues,
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fibroblastes ou cellules souches adipocytaires, non seulement pour la génération de cellules iPS mais

également en tant que cellules nourricieres pour leurs propres cellules iPS (364—366).

Toutes ces cellules nourriciéres présentent des capacités différentes a maintenir la culture
des hPSCs. En effet, I'expression et la sécrétion des différents facteurs est inconstante entre les
différentes lignées (367). Par exemple, il a été montré que I'efficacité des HFF est plus faible que
celles des MEF d0 a un plus faible niveau de sécrétion d’activine A (368). A l'inverse, les lignées
nourricieres humaines telles que les HFF, HPC et HBMSC synthétisent naturellement du bFGF
(360,367).

La prolifération de ces cellules nourriciéres doit étre inactivée par irradiation ou traitement avec de
la mitomycine C, tout en permettant I'expression et la sécrétion des facteurs indispensables au
maintien de la culture des hPSCs. Or, l'irradiation gamma peut induire leur apoptose et risquer donc
d’altérer la sécrétion des facteurs solubles et la formation de la MEC (344). De plus, la production a

grande échelle de cellules souches est difficilement possible par cette technique de culture.

= Culture sur matrice extracellulaire (MEC)

S’affranchir des cellules nourricieéres, méme d’origine humaine, est une étape importante vers
I'utilisation des hPSCs dans un but thérapeutique. Cependant, les interactions cellule-matrice vont,
comme in vivo, jouer un role critique dans le controle de I'apoptose, la quiescence, I'auto-
renouvellement ou la différenciation des cellules souches. De nombreux substrats mimant la MEC

ont donc été développés pour permettre la prolifération des cellules souches.

Le support mimant la MEC le plus employé est le Matrigel™ commercialisé par BD Biosciences.
Il s’agit d’'un extrait protéique de sarcome murin Engelbreth-Holm-Swarm (369) contenant
principalement de la laminine, du collagene IV et de protéoglycanes a héparane sulfate (370), mais
également des facteurs de croissance et d’autres composés non définis. Il a souvent été utilisé en
association avec du milieu de culture conditionné par des MEFs (MEF-CM) (371) ou plus récemment
avec des milieux sans sérum. Cependant, il existe une variabilité inter-lot et ce produit introduit des

contaminants xénogéniques.

Ludwig et al. ont montré que le Matrigel™ pouvait étre remplacé par différentes protéines
matricielles comme le collagene IV, la vitronectine, la fibronectine et la laminine, soit mélangées
(372), soit utilisées seules (373). La laminine est la premiere protéine de la matrice extracellulaire
exprimée lors du stade 2-4 cellules du développement embryonnaire, les isoformes -111, -332 et
-511 supportent I'adhésion et la prolifération des hESCs (374). L'isoforme -511 recombinante

humaine permet notamment la culture a long terme des hPSCs (375). La vitronectine (376—-378) est
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actuellement commercialisée par StemCell™ Technologies. La E-cadhérine, un médiateur des
interactions cellule-cellule, permet également la formation des colonies et I'auto-renouvellement des
hESCs (349,379,380). L'utilisation de toutes ces protéines sous forme recombinante humaine
représente une avancée majeure vers l'utilisation clinique des hPSCs car le support de culture est
ainsi entierement défini et exempt de toute substance xénogénique. Différentes équipes ont montré
la réduction de I'expression du Neu5Gc, utilisé comme marqueur indicatif de la contamination de
cellules humaines par des xénoantigénes, dans des conditions de culture sans cellules nourricieres ni

sérum (372,381).

= Culture sur substrats/surfaces synthétiques

Des substrats synthétiques ont été développés pour mimer des molécules biologiques et
interagir avec des intégrines ou autres molécules a la surface des hPSCs (Figure 14). lls sont
caractérisés par leur balance hydrophilie/hydrophobie et leur rigidité. En effet, I’hydrophobie
empéche I'adhérence et un support plus rigide permet I'auto-renouvellement alors qu’un support
plus mou risque d’induire la différenciation. C’'est entre autre grace a leurs propriétés chimiques et
mécaniques qu’ils vont permettre la culture des hPSCs. Parmi les polyméres synthétiques, on peut
citer le poly(methyl vinyl ether-alt-maleic anhydride) (PMVE-alt-MA) (382), des surfaces présentant
des peptides liant I’'héparine (383), des polymeéres riches en résidus d’acrylate (384,385), divers
hydrogels (386) et notamment des hydrogels d’aminopropylméthacrylamide (APMAAmM) (387) ou de
poly[2-(methacryloyloxy)ethyl dimethyl-(3-sulfopropyl)Jammonium hydroxide] (PMEDSAH) (388,389).
Bien d’autres ont également été développés (390). Certains supports synthétiques ont récemment
été commercialisés pour la maintenance des cellules iPS humaines, tels que HyStem-C™ (Sigma-
Aldrich), un hydrogel riche en acide hyaloronique (391), ou une surface Synthemax® (Corning)
portant un motif RGD (Arg-Gly-Asp) qui contient un petit peptide dérivé de la vitronectine, et
immobilisé sur un support recouvert d’acrylate (392).

Ces supports présentent I'avantage d’étre parfaitement définis, reproductibles, stables, avec peu de

variation inter-lot, stérilisables et surtout exempts de tous contaminants infectieux ou immunogénes.

Bien que non détaillées dans cet exposé, il est a noter que d’autres techniques de culture
sont en plein développement telles que les techniques de micro- et nano-ingénierie qui permettent
un contréle et une régulation précise des stimuli biochimiques et biomécaniques agissant sur les

cellules souches (393,394).
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= Culture en suspension et bioréacteurs

Méme si les hPSCs sont traditionnellement cultivées sous forme de colonies adhérentes en 2D
dans des flasques de culture, plusieurs équipes ont développé des techniques de culture 3D dans
lesquelles les hPSCs sont mises a adhérer sur des microtransporteurs/billes formés de différents
matériaux et coatés ou non (395-397). Ce systeme 3D présente I'avantage d’augmenter la surface de
culture et donc la production de hPSCs. Cependant, il peut étre difficile de décoller ensuite les
cellules et d’éliminer les billes lors des passages. De plus, des matériaux d’origine animale et non

définis comme le Matrigel™ ont été parfois utilisés pour recouvrir les billes et augmenter

I’adhérence cellulaire.

Plus récemment, il a été montré que, cultivées dans un milieu approprié sans sérum, ces cellules
peuvent pousser sous forme d’agrégats sphéroides en suspension. La culture en suspension des
cellules souches pluripotentes serait donc une alternative efficace et facile a mettre en ceuvre pour
une expansion a grande échelle. Les hPSC ont ainsi pu étre cultivées dans différents types de
récipients: disques Pétri (« statique ») aussi bien que flasques avec agitation rotative
(« dynamique ») (398-401). Des cellules iPS ont méme pu étre dérivées avec cette technique de
culture (402). Cependant, comme dans les cultures adhérentes, la composition du milieu dans ces
cultures en suspension « statiques » ou « dynamiques » n’est jamais stable puisqu’elle subit des
changements rapides dus au relargage ou a la consommation de nombreux métabolites. De plus, la

dissociation des agrégats lors des passages peut augmenter la mortalité des cellules.

L'utilisation de bioréacteurs dans lesquels du milieu de culture frais est perfusé de facon
continue représente une évolution prometteuse (403—405). Les différents parameétres tels que pH,
oxygeéne, glucose, lactate, acides aminés, dopamine... sont rigoureusement contrélés pour une

meilleure optimisation et reproductibilité des cultures.

En conclusion, les cultures sur cellules nourricieres ou MEC sont les plus utilisées et leurs
rendements sont équivalents, mais uniquement adaptées pour un usage en recherche. Seules les
cultures en suspension 3D permettent I'expansion a grande échelle nécessaire pour une application
thérapeutique et le développement industriel. Le taux de prolifération est également bien plus élevé

que dans des cultures classiques « statiques » avec ou sans cellules nourriciéres.

4.1.2. L’atmospheére

Les cellules sont généralement maintenues dans des incubateurs en conditions normoxiques

(21 % d’0,). Or, la pO, physiologique est bien inférieure (7-0,7 %), et celle dans les « niches » ou se
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localisent les cellules souches est variable, mais toujours inférieure a la pO, atmosphérique. Cultiver
les cellules souches in vitro en conditions d’hypoxie aurait donc un effet bénéfique sur la
prolifération (406,407), et il a été montré une réduction significative de la différenciation de cellules
hES cultivées dans de telles conditions (408). Cependant, maintenir une telle pO, stable et uniforme
pour toutes les cellules dans la flasque de culture demande une installation sophistiquée dans le
laboratoire. Il faut en effet changer le milieu de culture et effectuer les passages sous une hotte en

hypoxie puisque I'équilibration de la pO, peut nécessiter plusieurs heures (409).

5. Caractérisation des cellules iPS

Il est indispensable de bien caractériser les cellules iPS afin de sélectionner les lignées
pluripotentes. De plus, des variations génétiques et épigénétiques pouvant apparaitre dans ces
cellules iPS, nous discuterons des différentes anomalies pouvant étre retrouvées et de l'intérét ou

non de les rechercher.

5.1. Caractérisation phénotypique et fonctionnelle des cellules iPS

Les criteres pour caractériser les cellules iPS et définir leur pluripotence sont identiques a ceux
utilisés lors de la dérivation de nouvelles lignées de cellules ES. Ces différents criteres sont la

morphologie, la culture cellulaire, des marqueurs moléculaires ainsi que des capacités fonctionnelles.

Les cellules iPS possedent les mémes caractéristiques morphologiques que les cellules ES : une
forme ronde, un noyau avec un large nucléole, et un cytoplasme peu abondant. Leur méthode de
culture, comme vu précédemment, est identique a celle des cellules ES, avec un temps de
doublement comparable et illimité in vitro lorsque la culture est réalisée dans des conditions

optimales (233).

La sélection des colonies iPS aprés reprogrammation peut se faire par Il'activité de la
phosphatase alcaline (410). Puis, I'une des premieres étapes de caractérisation consiste a vérifier
I'inactivation des transgenes (quand utilisation de vecteurs intégratifs) puisque la reprogrammation
compléte des cellules iPS nécessite I'extinction progressive de I'expression des transgenes au profit
d’une expression endogéne. Les cellules iPS reprogrammées expriment a leur surface des marqueurs
de pluripotence tels que SSEA (stage specific embryonic antigen)-3, SSEA-4 (ou SSEA-1 chez la souris),
TRA (tumor related antigen)-1-60, TRA-1-81 ainsi que des facteurs de transcription tels que Oct4,

Sox2, Nanog a des niveaux comparables a ceux des cellules ES (411). Ces différentes analyses
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peuvent se faire par cytométrie en flux, immunofluorescence, Western Blot ou par PCR (233). De

plus, I'activité télomérase est élevée dans les cellules iPS (256).

La caractérisation fonctionnelle des cellules iPS peut se faire in vitro ou in vivo. En effet, les
cellules iPS sont capables de former spontanément in vitro des structures 3D appelées corps
embryoides (EBs, Embryoid bodies), ou de former in vivo des tératomes quand elles sont injectées en
sous-cutané dans des souris immunodéprimées. Ces EBs et tératomes, constitués de types cellulaires
dérivés des trois lignées embryonnaires (mésoderme, ectoderme et endoderme), permettent de
démontrer la pluripotence des cellules iPS humaines et murines. Ce test de formation de tératome
(avec analyse histologique et immunohistochimique) est considéré comme le « gold standard » pour
la caractérisation des cellules iPS humaines bien qu’il ne soit pas aussi rigoureux que ceux disponibles
chez la souris. En effet, il existe d’autres tests pour les iPS d’origine murine. Aprés injection dans des
blastocystes, celles-ci vont contribuer au développement embryonnaire et a la formation de
chimeéres adultes, avec une transmission germinale. La complémentation tétraploide est le test de
pluripotence le plus exigeant pour les iPS murines. Il consiste a injecter des cellules iPS murines dans
des embryons modifiés tétraploides puis a évaluer la capacité des cellules iPS a conduire au
développement d’un organisme entier pour conduire a la génération d’une souris viable et fertile

(412,413).

5.2. Variations génétiques et épigénétiques

Des variations génétiques et épigénétiques ont été décrites dans les cellules iPS. Elles peuvent
étre identiques a celles déja observées dans les cellules ES ou au contraire spécifiques. Au sein méme
des cellules iPS, des variations peuvent distinguer deux lignées, ou différents passages pour une
méme lignée, et méme différentes populations présentes lors d’un passage donné. Certaines de ces
variations peuvent affecter les propriétés des cellules iPS et donc leur utilisation thérapeutique

(Figure 16).
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Figure 16. Variations génétiques et épigénétiques, leurs causes, leurs conséquences fonctionnelles et leurs
impacts sur les applications. D’apres (414) Liang and Zhang, Cell Stem Cell (2013).

= Les variations génétiques

Les cellules iPS peuvent étre porteuses de différentes anomalies génétiques, telles des
aneuploidies, des variations du nombre de copies (CNV) de région du génome ou des variations
nucléotidiques (SNV). Ces anomalies sont présentes dans les cellules sources ou apparaissent lors de

la génération des cellules iPS ou de leur maintenance en culture (Figure 16).

Les aneuploidies : Ces anomalies du nombre des chromosomes sont fréquemment rapportées dans
les cellules iPS. Il est estimé qu’au moins 13 a 30 % des lignées ES ou iPS analysées développent des
anomalies du caryotype au moins lors d’un passage. Dans plus de la moitié des cas, il s’agit d’'un gain
d’un chromosome, notamment le chromosome 12, mais également les chromosomes 8, 20 et plus
rarement X. Les trisomies 17 seraient plus fréquentes pour les cellules ES que pour les cellules iPS
(415-417). Les aneuploidies seraient positivement sélectionnées au cours de la culture car un
accroissement de leur fréquence est constaté au fur et a mesure des passages. En effet,

I’augmentation du dosage de certains génes impliqués dans I'auto-renouvellement et la prolifération

procurerait un avantage de croissance. La fréquence élevée des trisomies 12 serait ainsi expliquée
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par la présence des genes de pluripotence NANOG et GDF3 portés par ce chromosome (417,418).
Mais les cellules sources peuvent également étre responsables de cette aneuploidie (Figure 16). Des
fibroblastes de patients atteints de trisomie 21 ont été reprogrammés avec succes en cellules iPS
(419). Ce type d’anomalies, de taille supérieure a 10 Mb, peut étre détecté par un caryotype (bandes

R et/ou G) ou par FISH (Fluorescent In Situ Hybridization).

Les variations subchromosomiques (CNV): Ces variations concernent une région du génome
supérieure a 1 kb, contenant ou pas des genes et dont le nombre de copies varie d’un individu a
I'autre. Leur présence chez les cellules iPS serait majoritairement due aux cellules sources et a la
culture extensive plus qu’au processus de reprogrammation (420). Ces CNVs peuvent étre des
duplications ou des délétions (pouvant entrainer une perte d’hétérozygotie (421)). Les duplications
d’oncogenes sont reliées a la culture intensive alors que les délétions sont généralement associées
aux genes suppresseurs de tumeur et se produisent préférentiellement lors de la reprogrammation
(Figure 16) (422). Par exemple, les amplifications 17q12 et 20g11.21 sont fréquemment retrouvées
dans les cellules ES et iPS (418,423,424). Leur détection peut se faire par analyse chromosomique sur
puce a ADN ou CGH array (Comparative Genomic Integration) et SNP array (Single Nucleotide

Polymorphism) (424,425).

Les variations de nucléotides (SNVs) : Le séquengage complet du génome de différentes lignées iPS
humaines a révélé la présence de plus d’'un millier de SNVs (mutations non-sens, faux-sens ou
variants d’épissage) pour chacune des lignées analysées, mais seulement une douzaine au niveau de
génes codant pour des protéines, et cela, indépendamment de la méthode de reprogrammation
employée ou du type cellulaire d’origine. La encore, les cellules d’origine seraient la principale source
des SNVs retrouvés dans les cellules iPS (Figure 16) (426—428). Pour l'instant, aucune étude n’a pu

montrer si ces SNVs faciliteraient ou non la reprogrammation (429).

Seules les aneuploidies et les CNVs ont des conséquences mesurables. Le risque tumorigéne
non négligeable ainsi que la modification du potentiel de différenciation sont a prendre en compte
non seulement pour la thérapie cellulaire, mais également pour la modélisation physiopathologique

(Figure 16).

= Les variations épigénétiques

La reprogrammation des cellules somatiques en cellules iPS implique I'effacement du profil

épigénétique de la cellule somatique et I'établissement de nouvelles marques avec reconfiguration
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de la structure chromatinienne : méthylation de I’ADN, modifications d’histones, remodelage des

nucléosomes... (414).

La mémoire épigénétique : Malgré la reprogrammation, les cellules iPS conservent une « mémoire
épigénétique » du tissu donneur dont elles sont issues (Figure 16). Les mécanismes mis en jeu ne
sont pas entierement élucidés mais les méthylations de I’ADN sont clairement impliquées. Il existe
une balance complexe, cruciale pour la reprogrammation, entre déméthylation (activation de la
transcription) et méthylation (répression) de 'ADN au niveau des promoteurs de genes. En effet, la
déméthylation de I’ADN étant un processus lent et plutét inefficace, et de plus se produisant
tardivement lors de la reprogrammation, il resterait une signature de méthylations résiduelles
caractéristique du tissu d’origine (271). Or, ces marques épigénétiques sont des mécanismes
répresseurs dans les cellules somatiques afin de prévenir I'expression involontaire de genes d’autres
lignages (430), et leur persistance a l'issue de la reprogrammation va s’opposer a l'activation de
certains de ces genes. Ces méthylations résiduelles peuvent étre remise a zéro par des
différenciations et reprogrammations successives, par traitement par des agents modifiant la
chromatine, ou au cours de la culture. Au contraire, une méthylation incompléte de I’ADN au niveau
des promoteurs de genes somatiques est responsable, a faibles passages, de leur expression
persistante (431,432). Il a été montré que ces genes incompletement réprimés n’ont pas une
distribution aléatoire : ils ont tendance a étre isolés des autres genes qui eux subissent un silencing
lors de la reprogrammation, indiquant un retard dans le recrutement de la machinerie de silencing
(433). Ces hyper- et hypo-méthylations des différents génes vont généralement orienter le potentiel

de différenciation en faveur du lignage de la cellule source (271,431,434).

Les méthylations aberrantes de I’ADN : Lors de la reprogrammation, le statut de méthylation de
I’ADN peut étre altéré et conduire a un profil caractéristique des cellules iPS, distinct de celui des
cellules source (et donc de la mémoire épigénétique) et des cellules ES (435-437). Ces aberrations
(hyper- ou hypométhylations) peuvent étre uniques ou partagées par plusieurs lignées iPS (438). Elles
peuvent toucher des génes impliqués dans les processus développementaux (439), des régions
d’empreinte génomique plus particulierement vulnérables (440,441), mais également d’autres
régions génomiques comme les télomeres et centromeres (436). La culture prolongée va réduire ces
variations de méthylations mais également créer de nouvelles aberrations de méthylations (437). Ces
variations peuvent étre transmises lors de la différenciation et potentiellement affecter les

propriétés des cellules différenciées (Figure 16) (432,436).
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La réactivation du chromosome X : Chez les Mammiferes, lors du développement embryonnaire, les
cellules somatiques femelles inactivent au hasard la quasi-totalité d’'un des deux chromosomes X afin
d’égaliser la dose des genes liés a I’X dans les deux sexes (statut XaXi). Lors de la reprogrammation de
cellules somatiques humaines en cellules iPS, contrairement a ce qui est observé avec les cellules iPS
d’origine murine, il n’y a généralement pas de réactivation du chromosome X inactivé (statut XaXi).
Mais, lors de cultures prolongées, un phénomene d’ « érosion » va conduire a la perte du statut Xi
dans les cellules iPS (statut XaXe) (440,442). Etrangement, le chromosome X est également inactivé
dans les cellules ES, et le phénomeéne d’érosion est fréquent (443). Pourtant, il peut parfois se
produire une réactivation correcte dans certaines lignées ou sous-populations de cellules iPS (444).
Ce statut activé ou inactivé serait dépendant de la technique de reprogrammation ainsi que des
conditions de culture (445). Ces phénomenes ont d’'importantes implications pour la modélisation in
vitro de pathologies liées a I’X dominantes comme le syndrome de Rett (446). En effet, I'érosion du
chromosome Xi peut d’une part entrainer la disparition du phénotype pathologique par réactivation
de I'expression du géne non muté, mais également faire apparaitre un nouveau phénotype non lié a
la pathologie par I'augmentation de I'expression de génes dont des oncogénes, et donc induire un

risque tumorigénique (Figure 16).

Pour conclure, de nombreux facteurs peuvent influencer I'expression génique dans les cellules
iPS : le fond génétique, le type de cellules somatiques d’origine, la méthode de reprogrammation, les
conditions de culture, le nombre de passages... Etablir systématiquement le profil génétique et
épigénétique des cellules iPS permettrait quasiment d’exclure les lignées potentiellement
oncogéniques. Actuellement, cela n’est pas réalisable en routine pour chaque nouvelle lignée de
cellules iPS générée. De plus, il a été montré que la différenciation in vitro des cellules iPS en cellules
somatiques introduirait également des aberrations génétiques et épigénétiques qui, en
s’accumulant, auraient des conséquences fonctionnelles similaires a celles apparaissant lors de la
reprogrammation ou de la culture dans les cellules iPS (422). D’autres études sont nécessaires pour

déterminer précisément I'impact de telles anomalies pour une application clinique (447).

6. Vers des applications porteuses d’espoir

Malgré la tres grande ressemblance des cellules iPS avec les cellules ES, elles ne permettent pas
de les remplacer totalement, notamment pour étudier le développement embryonnaire et humain
en général (277). Par contre, les recherches menées en parallele sur ces deux types de cellules

pluripotentes bénéficient des avancées I'une de I'autre. En recherche fondamentale, les cellules iPS
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permettent la compréhension des mécanismes impliqués dans la reprogrammation, I'auto-

renouvellement, la pluripotence ainsi que la différenciation.

Les champs d’applications des cellules iPS recoupent ceux déja connus pour les cellules ES, a
savoir la différenciation cellulaire pour des analyses de toxicologie, la modélisation
physiopathologique, le screening de nouveaux médicaments, la thérapie cellulaire/médecine

régénératrice et la thérapie génique (Figure 17).
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Figure 17. Les applications des cellules iPS. D’aprés (305) Antony-Debré et al., Hématologie (2013).

6.1. Applications in vitro et in vivo

6.1.1. Modélisation cellulaire, thérapie cellulaire et toxicologie

Les cellules iPS peuvent étre théoriquement différenciées en tous les types cellulaires de
I'organisme. Leur différenciation a été réalisée avec succes en cellules hématopoiétiques (448),

cardiaques (449), neurales (450), hépatiques (451,452), épithélium pigmenté de la rétine (453)...

Avec la mise au point de protocoles de différenciation reproductibles et efficaces, il sera

possible d’obtenir des quantités potentiellement illimitées de cellules différenciées. La technologie
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des cellules iPS ouvre ainsi de nouvelles perspectives pour la génération de cellules transplantables
autologues ou allogéniques afin de remplacer ou réparer les tissus endommagés par une lésion ou
une maladie. Dans des maladies neurodégénératives comme la maladie de Parkinson (454), des
pathologies métaboliques comme le diabete de type 1 (455), des pathologies cardiaques (456) ou
hépatiques (457), des lésions de la moelle épiniére (458), les essais de transplantation chez des rats
ou souris modeles ont donné des résultats tres encourageants. Par contre, ces approches de thérapie
cellulaire ne sont pas adaptées pour traiter des pathologies reliées a des désorganisations cellulaires
complexes comme certaines anomalies développementales du cerveau.

L'utilité des cellules iPS dans le domaine de I'hématologie est également parfaitement démontrée,
notamment en permettant la production de globules rouges (459,460) ou plaquettes (461,462) en
qguantité quasi illimitée a partir de cellules iPS humaines. La constitution d’'une banque de cellules iPS
sélectionnées sur leur phénotype permettrait de disposer d’'une source de cellules parfaitement
caractérisées et controlées. Ainsi, 3 lignées seulement permettraient de couvrir 99 % des besoins
transfusionnels en globules rouges (463). Pour l'instant, les CSH produites directement a partir de
cellules iPS ne permettent pas de reconstituer I’'hématopoiése a long terme aprés transplantation.
Seules des CSH issues de tératomes (formés par injection sous-cutanée de cellules iPS), sélectionnées
et transplantées chez des souris irradiées ont permis de générer des souris avec un systeme
hématologique et immunitaire humain (464,465). Le développement et I'amélioration de ces
techniques de production de CSH seraient inestimables pour le traitement de pathologies comme la

Granulomatose Septique Chronique pour lesquelles le seul traitement curatif est I'allogreffe de CSH.

En Juillet 2013, le ministére japonais de la Santé a donné son accord pour débuter les premiers
essais cliniques de médecine régénérative sur 'homme a I'aide des cellules iPS. Ce 1% essai clinique
sera conduit par la Fondation pour la Recherche Biomédicale et I'lnnovation de Kobé et sera réalisé
sur des patients atteints de dégénérescence maculaire liée a I'age (DMLA), qui est la premiére cause

de cécité des plus de 55 ans dans les pays industrialisés.

En toxicologie, plus de 40 % des drogues testées lors d’essais cliniques sont abandonnées a
cause de l'apparition d’effets toxiques inattendus. Les cellules iPS différenciées, spécifiques de
pathologies ou non, peuvent servir de modeles prédictifs in vitro pour évaluer la toxicité pré-clinique
de nombreuses molécules ou nouveaux médicaments, et cela a moindre colt (466). Elles sont
notamment tout particulierement utiles pour évaluer la cardiotoxicité (467) et I’hépatotoxicité (468).
De plus, cette nouvelle technologie permet de générer des panels de lignées cellulaires reproduisant

la diversité génétique et épigénétique de la population présentant des polymorphismes pouvant
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influencer le métabolisme ou I’élimination de certaines molécules (par exemple des polymorphismes
du cytochrome P450) (469).

La différenciation spontanée de cellules ES murines en corps embryoides avec battements cardiaques
est actuellement utilisé par l'industrie pharmaceutique comme modele in vitro pour prédire la
tératogénicité (470). Or, ces analyses toxicologiques peuvent également étre réalisées directement
sur les cellules iPS humaines pour observer un effet tératogene plus prédictif sur le développement

embryonnaire humain (466).

6.2. Modélisation physiopathologique, développement de nouveaux médicaments et thérapie

génique

Les chercheurs se sont trés rapidement intéressés a la modélisation physiopathologique en
utilisant des cellules somatiques issues de sujets malades. Depuis les premiéres modélisations
réalisées en 2008 [Park], des lignées d’iPS ont été générées pour la modélisation de pathologies
neurologiques comme la sclérose latérale amyotrophique (471), la maladie de Huntington (419) et la
maladie de Parkinson (313), de pathologies hématopoiétiques comme la polyglobulie de Vaquez
(472), la PB-thalassémie et la drépanocytose (473), ou des pathologies métaboliques,
cardiovasculaires... Cette technologie permet ainsi de créer des modeles de pathologies pour
lesquelles il n’existait jusqu’a présent aucun modele in vitro. De plus, cette technologie peut se

révéler intéressante dans le cas de pathologies touchant plusieurs tissus.

Ces modeles permettent d’étudier les mécanismes sous-jacents a une pathologie, d’identifier un
phénotype particulier associé a celle-ci, et également de tester de nouvelles approches de thérapies
potentiellement curatives. Des neurones modélisant le syndrome de Rett (maladie
neurodégénérative due a une mutation du géne codant MeCP2 situé sur le chromosome X) ont
permis de tester I'efficacité de différentes drogues et leur phénotype a ainsi pu étre partiellement
corrigé par I'administration d’IGF1 (474). Pour l'instant, méme si ces modéles n’ont encore pas
permis le développement de nouveaux médicaments, la mise en place de plateformes représenterait
un outil inestimable pour permettre le criblage de nombreuses molécules et évaluer leur efficacité a

corriger le phénotype malade (475,476).

Dans le cas de maladies constitutionnelles monogéniques, il est théoriquement possible de
corriger I'anomalie génétique portée par les cellules iPS issues du patient, puis de les différencier en
cellules d’intérét et ensuite de les réintroduire chez le patient. La correction génétique peut étre
réalisée par I'utilisation de vecteurs viraux intégratifs (rétrovirus, lentivirus) mais, comme discuté

précédemment, elle est limitée par le risque d’insertion mutagéne. L’évolution actuelle repose sur le
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ciblage génique grace au mécanisme de recombinaison homologue qui utilise la machinerie cellulaire
de réparation de ’ADN pour remplacer la séquence mutée par une séquence saine. La technologie
du « genome editing » améliore ce mécanisme de correction grace a I'utilisation de nucléases ZFN
(Zinc Finger Nuclease) (477) ou TALEN (Transcription activator-like effector nuclease) (478)
permettant d’induire des cassures double-brin dans I’ADN au niveau du gene ciblé, ce qui augmente

la fréquence de recombinaison homologue et permet la correction de la mutation.

Les premiers essais de correction génétique ont été réalisés avec succés en 2009 dans I'anémie de
Fanconi. Ce sont les kératinocytes et les fibroblastes du patient qui ont été corrigés grace a un
vecteur lentiviral car la mutation ne permet pas la reprogrammation en iPS (instabilité génétique et
apoptose accrue). Dans ce cas particulier, cette thérapie génique a permis la reprogrammation en
cellules iPS pour obtenir, par différenciation in vitro, des progéniteurs hématopoiétiques

phénotypiquement normaux (479).

D’autres pathologies hématopoiétiques ont fait I'objet d’avancées prometteuses. Dans la
drépanocytose, les cellules iPS obtenues a partir d'un modéle murin ont été corrigées par
recombinaison homologue puis différenciées en cellules matures ou progéniteurs hématopoiétiques.
Aprés transplantation de ces progéniteurs corrigés dans des souris irradiées, les anomalies
biologiques ont été résolues (480). La correction a également été réalisée avec succes a partir de

cellules iPS humaines grace a la technique ZFN (481,482) et TALEN (483).

6.3. Modélisation physiopathologique de la CGD grace a l'utilisation des cellules iPS

6.3.1. Les modeles de neutrophiles CGDX

Les travaux de différentes équipes ont permis la production de neutrophiles d’abord a partir de
cellules ES murines (484) et humaines (485,486), puis plus tard a partir de cellules iPS murines (487)
et humaines (448,488).

Seuls des neutrophiles modélisant la forme CGDX ont été produits par deux équipes. Celles-ci
les ont également utilisés pour développer des approches de thérapie génique (487,488).
L’équipe de Mukherjee et al. a généré des cellules iPS-CGDX a partir de fibroblastes de souris modele
CGDX (487). lls ont ensuite produit des progéniteurs hématopoiétiques qui, cultivés 1-2 semaines
dans de la méthylcellulose (contenant différentes cytokines hématopoiétiques), ont donné naissance
a des colonies CFU-G (Granulocyte-Colony forming Unit) contenant des neutrophiles matures. La
correction génétique a été réalisée sur les EBs (6 jours apres leur formation) par transfection a I'aide

d’un vecteur lentiviral SIN codant I’ADNc fonctionnel de gp917",

75



INTRODUCTION

L'équipe de Zou et al. a utilisé des cellules iPS reprogrammées a partir de cellules souches
mésenchymateuses issues de la moelle osseuse d’un patient male adulte atteint de CGDX (488). La
différenciation hématopoiétique a été réalisée par formation de corps embryoides puis coculture sur
cellules stromales selon la méthode développée par Yokoyama et al. (486). lls ont obtenu une
population de 30-40 % de neutrophiles matures. La correction génétique a été directement réalisée
sur les cellules iPS grace a la technologie de réparation ciblée utilisant la nucléase ZFN.

Dans ces deux articles, la restauration du phénotype a été obtenue avec succeés et montrée par les

tests NBT et DHR sur les neutrophiles produits.

6.3.2. Les modéles de macrophages CGDX et CGDAR47

A ce jour, une seule équipe a différencié des cellules iPS humaines en macrophages modeles des
deux formes les plus courantes de CGD : la CGDX et la CGDAR47 (489). lls ont ainsi généré une
lignées iPS a partir des fibroblastes d’'un patient CGDAR47 et deux lignées issues de deux patients
CGDX. Puis ils ont utilisé une méthode de différenciation en monocytes et macrophages mise au
point sur les cellules ES humaines (490). Ces macrophages sont phénotypiquement matures et, pour
la lignée témoin, fonctionnels (phagocytose, production de cytokines et production de ROS analysée
par chimiluminescence et par le test NBT). Au contraire, les lignées issues de patients donnent des
résultats fonctionnels bien corrélés avec le diagnostic de CGD et aux monocytes/macrophages

prélevés directement dans la circulation sanguine des patients.

Dans le cas de la CGD, deux modeles cellulaires (neutrophiles et macrophages), ont ainsi pu étre
produits in vitro. Les neutrophiles CGDX ont méme pu étre utilisés pour des essais de thérapie
génique, et ces corrections génétiques ont permis la restauration du phénotype fonctionnel. La
technologie des cellules iPS est donc tres prometteuse dans le cadre de cette pathologie et, associée
au développement des approches de thérapie cellulaire, notamment de transplantation de CSH,

ouvre une nouvelle piste pour un traitement curatif.

Pour conclure, les cellules iPS présentent, par rapport aux cellules ES, une parfaite
correspondance génétique avec le génome du patient puisqu’elles en sont issues, donc ne sont plus
sujettes au phénomene de rejet en cas de transplantation. De plus, leur utilisation n’est pas limitée
par des considérations éthiques. Cependant, il reste des obstacles a franchir avant l'utilisation
cliniqgue de ces cellules iPS. La plupart de ces obstacles ont déja été discutés précédemment :
utilisation d’une méthode de reprogrammation efficace et surtout sans risque d’intégration dans le

génome, conditions de culture cellulaire sans produits d’origine animale et permettant une
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production en quantité suffisante pour une utilisation thérapeutique... Mais il reste également le
challenge de I'obtention de cellules différenciées complétement matures et fonctionnelles. En effet,
les protocoles de différenciation n’étant pas efficaces a 100 %, des cellules indifférenciées ou
différenciées vers d’autres types cellulaires que celui désiré peuvent contaminer |’échantillon
administré au patient. Or, I'injection méme d’une trés faible quantité de cellules indifférenciées peut
potentiellement entrainer la formation de tératome (491). Récemment, I'équipe de Lee et al. a
identifié de petites molécules comme la quercétine qui peuvent inhiber efficacement les facteurs
anti-apoptotiques exprimés par les cellules ES et iPS, conduisant ainsi a la mort cellulaire efficace et
sélective des cellules pluripotentes indifférenciées (492). Des chercheurs ont également évoqué la
possibilité d’inclure un « gene-suicide » dans les cellules reprogrammeées pour les rendre sensibles a
une drogue qui pourrait étre administrée dans le cas ou la transplantation induirait la formation de

tumeur (333).
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OBIJECTIFS DE L’'ETUDE

L'objectif de ce travail a été de mettre en place dans notre laboratoire une nouvelle approche
de modélisation physiopathologique de la CGD liée a I'X grace aux cellules iPS. En effet, les modeles
d’étude cellulaires actuellement disponibles de la CGD ne reproduisent pas toutes les

caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles des cellules phagocytaires.

La premiére étape vers le développement de ces modeles est la maitrise de la culture cellulaire
et de la caractérisation des cellules iPS. Les cellules iPS utilisées pour cette étude ont été
reprogrammées a partir de fibroblastes d’un patient CGDX et d’un sujet sain. Deux clones ont été
produits pour chacune de ces lignées de cellules iPS. Ces quatre clones seront ainsi analysés selon la

méthodologie décrite ci-dessous.

Différentes techniques de culture couramment employées seront testées. Puis, la
caractérisation de la pluripotence des cellules iPS sera analysée, d’'une part par I'expression de
marqueurs de pluripotence, et d’autre part in vitro par la formation de corps embryoides et leur
différenciation en cellules dérivées des trois lignages embryonnaires. Enfin, la technique de
caryotype sera développée afin de vérifier la stabilité chromosomique des cellules iPS. Pour la lignée
iPS-CGDX, la présence de la mutation dans le géne CYBB responsable de la pathologie sera vérifiée

par séguencgage.

Une fois ces cellules iPS validées, elles serviront a produire des modeles physiopathologiques in
vitro de la forme CGDX afin de développer de nouvelles approches de thérapies, et notamment la

thérapie protéique.
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1. Culture cellulaire

Les cellules sont manipulées stérilement dans un poste de sécurité microbiologique (PSM) de
type Il (BSC-EN, TechGen International). Les milieux de culture sont stérilisés a I'aide d’un filtre

0,22 um en polyéthersulfone (PES) (Millipore) et conservés pendant maximum 2 semaines a +4°C.

1.1. Culture des fibroblastes CGDX

Obtention. Les fibroblastes d’un patient atteint de CGDX ont été obtenus a partir d’une biopsie
cutanée effectuée selon le protocole de Recherche Clinique (FibroCGD) dont le CHU de Grenoble est
promoteur. Ce protocole a été approuvé par le Comité de Protection des Patients (CPP Protocole
0922, n° : 09-CHUG-36). La collection de cellules a été déclarée a I’Afssaps (N°Afssaps ID RCB : 2009-
A00944-53, version 1 du 24.09.09. réf : B91223-40). La mutation dans le géne CYBB a l'origine de la
CGDX du patient est une mutation non-sens c.469C>T diagnostiquée dans notre laboratoire, le
Centre de Diagnostic et Recherche sur la Granulomatose Septique (CDiReC) (81). La biopsie a été
réalisée dans le service du Dr Brion (Service de Médecine Infectieuse, CHU de Grenoble) puis
transportée a température ambiante dans un tube stérile contenant du milieu RPMI 1640 (Gibco)

vers notre laboratoire.

Mise en culture de la biopsie. Immédiatement apres réception, le prélevement est coupé en
fragments de 1 mm a I'aide d’un scalpel et mis en culture dans plusieurs flasques T25 avec 2 mL de
milieu RPMI 1640 contenant 20 % de sérum de veau foetal (SVF, Gibco) inactivé 30 min a 56°C et 1 %
de pénicilline 10000 unités/mL - streptomycine 10000 pug/mL (Gibco). Apres 4 jours de culture dans
une étuve a 37°C sous 5 % CO,, 3 mL de milieu sont rajoutés. Le milieu est ensuite entierement

changé tous les 3-4 jours. Cette culture primaire dure 7-10 jours environ.

Cultures secondaires et passages. Lorsque la culture primaire a démarré avec prolifération des
fibroblastes issus des fragments de la biopsie, les flasques T25 sont rincées deux fois avec du
Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline 1X (DPBS), puis incubées avec 1 mL de trypsine 0,05 % (v/v) -
EDTA 0,5 mM (Gibco) pendant 3 min a 37°C. Les cellules sont lavées avec 5 mL de milieu de culture
secondaire (2 mL de milieu RPMI + 10 % de SVF + 1 % de pénicilline-streptomycine) et centrifugées
5 min a 500g pour éliminer la trypsine. Aprés comptage, 1,5.10° cellules sont remises en culture dans
15 mL de milieu de culture/T75, c’est le passage numéro 1 (p1). Les cellules atteignent la confluence

en 4-5 jours de culture a 37°C sous 5 % CO,.
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Congélation. Selon le méme protocole que pour le passage, les flasques arrivées a confluence sont
traitées avec de la trypsine 0,05 % - EDTA 0,5 mM pour décoller les cellules. Aprés ringage avec du
milieu de culture et centrifugation 5 min a 500g, le culot cellulaire est repris dans du milieu de
congélation constitué de 90 % de SVF et 10 % de diméthylsulfoxyde (DMSO Hybrimax®,
ThermoFischer). Des ampoules de fibroblastes a passages p2 et p3 sont conservées dans |'azote

liquide a -196°C.

1.2. Culture des fibroblastes embryonnaires murins MEFs

Obtention. Les cellules MEFs a passage p2 obtenues a partir de foetus de souris entre 12,5 et
14,5 jours de gestation, sont fournies généreusement par le laboratoire du Pr Karl-Heinz Krause
(Department of Pathology and Immunology, Université de Geneve, Centre Médical Universitaire,

Geneve).

Cultures secondaires et passages. Les cellules MEFs sont cultivées en milieu MEF constitué de milieu
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) 1X + GlutaMAX™-1 (4,5 g/L glucose) (Gibco) avec 10 %
de SVF, 1 % pénicilline-streptomycine et 1 % acides aminés non essentiels (Minimum Essential
Medium-Non Essential Amino Acid (MEM-NEAA) 100X) (Gibco) a 37°C sous 5 % de CO,.

Réalisés tous les 4-5 jours, les passages se font selon la procédure décrite précédemment pour les
fibroblastes de patients (voir 1.1. Culture des fibroblastes CGDX). Cependant, pour étre utilisés en

tant que cellules nourriciéres, les MEFs ne doivent pas étre cultivés au-dela des passages 4 ou 5.

Inactivation mitotique des MEFs. Indispensable pour empécher leur prolifération lors de la coculture

avec les cellules iPS, deux techniques d’inactivation ont été testées sur des MEFs a passage p4-5 :

¢+ Mitomycine C: les flasques de MEFs sont lavées avec 5 mL de PBS et 10 mL de milieu MEF
contenant 10 pug/mL de mitomycine C (Sigma-Aldrich) sont ajoutés dans la flasque T75. Apreés 2,5-3h
d’incubation dans une étuve a 37°C, le milieu est éliminé et les flasques sont rincées 2 fois en PBS
puis traitées avec de la trypsine 0,05 % - EDTA 0,5 mM 3 min a 37°C. Apres ringage avec du milieu de
culture, les cellules sont transférées en tube conique et centrifugées 5 min a 500g.

Tous les milieux ou matériels de laboratoire ayant été en contact avec la solution de mitomycine C

sont éliminés dans une poubelle dédiée.

¢ Irradiation gamma : les MEFs, décollées des flasques de culture aprés traitement par la trypsine-

EDTA et ringage, sont irradiés a une dose de 50 Gy délivrée par un irradiateur IBL-637 avec 'aide du
Dr Michel Diserbo, médecin en chef du Service de Radioprotection du Centre de Recherche du

Service de Santé des Armées (CRSSA) ou avec I'aide du Dr David Laurin de I'Etablissement Francais du
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Sang (EFS) par un irradiateur Biobeam 2000 (Eckert & Ziegler, Allemagne). Ces deux irradiateurs

contiennent une source de Césium 137.

Aprés inactivation, les MEFs peuvent étre utilisés directement pour la culture des cellules iPS ou

congelés pour une utilisation ultérieure.

Congélation. Les cellules MEFs, irradiées ou non, sont congelées dans 1 mL de milieu de congélation

(90 % SVF + 10 % DMSO) et les ampoules conservées dans |‘azote liquide.

1.3. Reprogrammation des fibroblastes en cellules iPS

Méthode de reprogrammation. Les fibroblastes de patients a passage p2 et/ou p3 sont ensuite
envoyés au laboratoire du Dr Tomo Saric (Institute for Neurophysiology, Université de Cologne,
Allemagne) qui produit les cellules iPS par transduction rétrovirale stable selon le protocole déja
publié (234) (Figure 18). Brievement, les fibroblastes mis en culture a J-1 sont transfectés avec un
rétrovirus pMXs-based (Addgene, Cambridge, MA) codant les 4 facteurs de transcription humains
Oct3/4, Sox2, KIf4 et c-Myc (OSKM) en présence de 4 ug/mL de polybréne (Sigma, St Louis, MO)
8 heures/j pendant 2 jours. Puis a J3, les cellules sont cultivées en milieu DFBS contenant notamment
du milieu DMEM (Gibco), 20 % SVF et 50 ng/mL de bFGF (basic fibroblast growth factor) (Peprotech,
Hamburg, Germany). A J6, 500 cellules/cm? sont finalement mises en culture sur des fibroblastes
embryonnaires de souris CF1 irradiés et, a partir de J7, les cellules sont maintenues en milieu DFBS
supplémenté avec 20 pug/mL d’acide ascorbique (AA) (Sigma-Aldrich) et 1 mmol/L d’acide valproique

ere

(VPA) (Sigma-Aldrich). Des colonies ES-like sont observées 21-30 jours apres la 1°° transfection.
Celles-ci sont isolées a l'aide d’une aiguille 22G pour expansion et validation (marqueurs de

pluripotence et marquage de la phosphatase alcaline (AP)).

Piquage des Marquage
OSKM OSKM [ Passage sur CF1 ] colonies AP

I

DFBS + AA + VPA
J-1 JO 1 J2 J6 123-25 J30-34

Figure 18. Protocole de différenciation des fibroblastes témoin et CGDX en cellules iPS par transduction
rétrovirale a I'aide d’un vecteur OSKM.

Lignées iPS utilisées. A partir des fibroblastes du patient CGDX, plusieurs clones de cellules iPS ont

été générés. lls sont appelés NP21 clone 1 et clone 6.
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Les clones d’une lignée de cellules iPS témoin, produite a partir d’'un donneur sain et généreusement

fournie par le Dr Saric, sont appelés NP26 clone 3 et clone 4.

1.4. Culture des cellules iPS

Les cellules iPS sont cultivées, amplifiées et maintenues dans un état indifférencié. Deux
techniques de culture ont été testées: la culture sur cellules nourricieres murines (MEFs) et la
culture sur matrice extracellulaire Matrigel™ hESC-qualified Matrix (BD Biosciences) ou Vitronectine

XF™ (StemCell™ Technologies).

1.4.1. Préparation des plaques de culture

Préparation des puits de culture avec les MEFs. lLes MEFs irradiés (frais ou aprées
congélation/décongélation) sont mis en culture dans des puits de plaques 6 puits a une densité de
2.10* cellules/cm?. Ces puits ont été préalablement traités avec une solution aqueuse de gélatine
0,1 % (p/v, Sigma-Aldrich) la veille ou au minimum pendant 3 heures avant utilisation. Les cellules
sont ensuite incubées pendant au minimum 24h dans I’étuve en milieu MEF et utilisables comme

cellules nourricieres pendant 7 jours maximum.

Préparation des puits traités par du Matrigel™. Les puits d’une plaque 6 puits sont traités par du

I™ hESC-qualified Matrix selon les instructions du fournisseur : un aliquot de Matrigel™, dont

Matrige
le volume est déterminé pour chaque lot, est dilué dans 25 mL de milieu DMEM/F-12 Nutrient
Mixture (Ham) (1:1) (1X) (Gibco). Les puits de la plaque sont traités par ajout de 1 mL de solution et
incubés a température ambiante au moins 1h avant utilisation. Le Matrigel™ est ensuite éliminé par

aspiration au moment de la mise en culture.

Préparation des puits traités avec la Vitronectine XF™. Les puits d’une plaque 6 puits non traitée
pour la culture cellulaire (fournie dans le kit) sont traités avec de la Vitronectine XF™ diluée a
10 pg/mL dans du CellAdhere™ Dilution Buffer. Les puits de la plaque sont traités par ajout de 1 mL
de solution, incubés a température ambiante au moins 1h avant utilisation puis rincés avec 1mL de

CellAdhere™ Dilution Buffer avant la mise en culture des cellules iPS.

1.4.2. Culture des cellules iPS
Milieu de culture. Le milieu de culture est fonction de la technique utilisée :

- pour la culture sur MEFs, le milieu utilisé, appelé milieu iPS, est composé de milieu DMEM/F-12,

additionné de 20 % KnockOut™ Serum Replacement (KOSR, Gibco), 1% MEM-NEAA, 2 mM L-
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glutamine 100X (Gibco), 100 uM 2-Bmercaptoethanol (2-BME) (Sigma-Aldrich) et de 8 ng/mL bFGF
humain (Miltenyi Biotec).

™
I

- pour la culture sur matrice extra-cellulaire (Matrigel™ et Vitronectine XF™), nous avons utilisé le

milieu mTeSR™-E8™ (StemCell™ Technologies) conseillé avec ces supports.

Décongélation (sur MEFs). Les ampoules sont rapidement décongelées au bain-marie a 37°C jusqu’a
ce qu’il ne reste d’un fin glacon dans I'ampoule. 1 mL de milieu iPS préchauffé a 37°C est ajouté
goutte a goutte dans I'ampoule puis le contenu de I'ampoule est transféré dans un tube conique de
15 mL contenant 9 mL de milieu de culture également préchauffé. Apres 5-10 min pendant lesquelles
les colonies sont laissées a sédimenter, le culot est repris dans du milieu de culture additionné de
Thiazovivine (Tzv) 2 uM (Miltenyi Biotec) et transféré dans les puits d’une plaque 6 puits déja

préparée avec les MEFs.

Culture. Les cellules iPS sont cultivées dans 2,5 mL de milieu de culture/puits a 37°C sous 5 % de CO,
en condition normoxique, et le milieu de culture est changé 2 jours apres le passage ou la
décongélation puis tous les jours. Les cultures sont soigneusement observées tous les jours pour
vérifier 'absence de contamination ou de phénomeéne de différenciation a I'aide d’un microscope
inversé Leica DM IL équipé d’un appareil photo numérique Leica D-LUX 3 pour la prise des images. I
faut généralement 6-7 jours de culture apres la décongélation ou 4-6 jours aprés un passage pour

que les colonies atteignent une taille correcte.

Passage. La technique de passage des cellules iPS est fonction de la méthode de culture :

- pour la culture sur MEFs, le milieu de culture est aspiré et 0,5 mL de collagénase IV 1mg/mL (Gibco)
préchauffée est ajouté dans chaque puits. La plaque est ensuite incubée pendant 7 min a I'’étuve puis
la collagénase est aspirée. Puis, 2 mL du milieu de culture iPS sont rajoutés dans chaque puits et les
colonies sont décollées avec précaution a I'aide d’un grattoir puis transférées dans un tube conique
ou elles sont laissées a sédimenter pendant 5-10 min. Le surnageant de culture est ensuite aspiré et
le culot repris avec le milieu de culture supplémenté avec 2 uM de Tzv. Les colonies sont
fragmentées en petits agrégats par légére aspiration/refoulement puis transférées dans les puits de

culture.

- pour la culture sur matrice extracellulaire, il est nécessaire d’utiliser une méthode de dissociation
non-enzymatique. Aprés aspiration du milieu de culture et ajout de 1 mL/puits de Gentle Cell
Dissociation Reagent (StemCell™ Technologies), les colonies sont incubées 6-8 min quand il s’agit de

™
I

cultures utilisant le Matrigel™, ou 10-12 min dans le cas de la Vitronectine XF™. Le réactif de
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™ supplémenté avec

dissociation est ensuite éliminé. Puis 2 mL du milieu de culture mTeSR™-E8
2 UM de Tzv sont rajoutés dans chaque puits et les colonies sont décollées avec précaution a I'aide
d’un grattoir puis transférées dans un tube conique. Les colonies sont ensuite immédiatement
fragmentées en petits agrégats par aspiration/refoulement doux puis transférées dans les puits de
culture.

Pour la transition culture sur MEFs - culture sur matrice extracellulaire, les colonies iPS ont été
décollées des MEFs par la technique classique utilisant la collagénase IV. Mais lors des passages

suivant, la procédure a suivre est celle détaillée ci-dessus. Il faut généralement 2 passages pour

habituer les cellules et éliminer les MEFs restant.
Pour les deux techniques, le ratio de passage est de 1:4 a 1:6, voire plus, en fonction de la densité

des colonies dans chaque puits.

Congélation des colonies cultivées sur MEFs. Apres décollement des colonies de cellules iPS et
sédimentation selon la procédure décrite précédemment, le culot est repris par un volume de
1 mL/ampoule du mélange de congélation suivant: 30 % de milieu iPS, KOSR 60 %, DMSO 10 %

supplémenté de Tzv 2 uM.

2. Les corps embryoides (EBs)

Trois techniques ont été testées pour la formation des corps embryoides : la culture en suspension

liqguide en boite de Pétri (493), le « hanging drop », et la technique de « spin ».

= Le transfert de colonies

Les colonies de cellules iPS sont décollées selon la méme procédure que celle décrite pour le passage
(voir 1.4. Culture des cellules iPS). Puis ces colonies sont transférées en plaque 6 puits traitées avec
du poly(2-hydroxyethylméthacrylate) (pHEMA, Sigma-Aldrich) pour empécher I'adhérence (ou dans
un disque Pétri de 10 cm) et cultivées en suspension avec du milieu EB, c’est-a-dire du milieu iPS sans

hbFGF.

= Le « hanging drop »

Les colonies d’iPS sont dissociées par incubation 2 a 3 min avec 2 mL de StemPro® Accutase® (Gibco)
a 37°C. La suspension cellulaire obtenue aprés aspiration/refoulement est numérée. Aprés lavage
avec du milieu EB, le culot est repris avec un volume de milieu EB permettant d’obtenir une

concentration de 1,5.10° cellules/mL. Des gouttes de 20 uL, contenant 3000 cellules, sont déposées a
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I'intérieur d’un couvercle d’'une boite de Pétri. Celui-ci est retourné précautionneusement pour
refermer la boite de Pétri remplie avec 15 mL de PBS pour éviter le desséchement des gouttes. Apres
48h dans I'étuve a 37°C, les cellules ont sédimenté au niveau du ménisque et formé une sphere. Les
gouttes contenant les cellules agrégées en corps embryoides sont transférées en puits d’une plaque

6 puits traités avec du pHEMA, et cultivées en milieu EB.

Pour ces deux techniques, le milieu est changé tous les 2-3 jours par transfert de la suspension dans
un tube conique, sédimentation des EBs pendant 5-10 min environ, aspiration du surnageant puis

ajout de milieu frais et transfert dans le puits de culture ou la boite de Pétri d’origine.

= Le « spin »

Comme pour le « hanging drop », cette technique est réalisée a partir d’'une suspension de cellules
iPS dissociées. La concentration cellulaire est ajustée a 6.10* cellules/mL en milieu EB. 3000 cellules,
soit 50 L de la suspension cellulaire, sont transférées dans chaque puits d’'une plaque 96 puits ultra-
low attachment (Corning). La plaque est centrifugée 3 min a 500g. Tous les 3 jours, 50 uL de milieu

de culture sont rajoutés dans les puits.

Les images des corps embryoides sont prises a I'aide d’un microscope inversé Leica DM IL équipé

d’un appareil photo numérique Leica D-LUX 3.

3. Cytométrie en flux : analyse de la pluripotence

Dissociation des colonies iPS. Le culot de cellules iPS obtenu aprés décollement des colonies a la
collagénase IV et sédimentation est incubé pendant 2-3 min avec 2 mL de StemPro® Accutase®
(Gibco) a 37°C. Le culot est ensuite aspiré et refoulé avec précaution pour dissocier les agrégats et
obtenir une suspension de cellules isolées. Les cellules sont lavées en tampon FACS (PBS + SVF 2 % +
EDTA 2 mM + azide de sodium 0,05 % (p/v, NaNs)). En cas de présence d’agrégats indissociables, la

suspension est passée a travers un filtre 70 um (BD Biosciences).

Protocole de marquage. Au minimum 2.10° cellules sont utilisées pour chaque marquage dans des
microtubes de 1,5 mL. Les anticorps ainsi que le facteur de dilution utilisés sont indiqués dans le
Tableau 3. Les lavages (cellules rincées avec 500 pL de solution tampon suivi d’un spin de
10 secondes en microcentrifugeuse) et les dilutions d’anticorps sont réalisés en tampon FACS (sauf
mention contraire). Les anticorps sont incubés pendant 30 min dans un volume final de 100 uL, a

température ambiante et a I'abri de la lumiere.
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Tableau 3. Liste des anticorps utilisés en cytométrie en flux et leurs conditions d’utilisation.

Anticorps Fournisseur Perméabilisation Dilution
Tra-1-85 IgG, souris AF488 Millipore Non 1/200
Oct3/4 IgG, souris PerCP-Cy5.5 BD Biosciences Oui 1/10
Sox2 IgG,, souris AF647 BD Biosciences Oui 1/10
Nanog IgG, souris PE BD Biosciences Oui 1/10
SSEA-3 IgM rat PE BD Biosciences Non 1/10
SSEA-4 IgG, souris FITC BD Biosciences Non 1/10
Tra-1-81 IgM souris AF647 BD Biosciences Non 1/10

- Marquage des cellules vivantes et humaines (7AAD, Tra-1-85): les cellules sont incubées avec
I"anticorps anti-Tra-1-85. Aprées 2 lavages, le culot est repris dans 100 uL de tampon FACS et incubé
avec 4 uL de 7-amino-actinomycin D (7AAD) (BD Biosciences) pendant 10 min avant la lecture au

cytometre.

- Margquage des facteurs de transcription (Oct3/4, Sox2, Nanog) : la localisation de ces marqueurs
étant intracellulaire, les cellules sont fixées avec 100 pyL de Cytofix (BD Biosciences) 20 min a
température ambiante. Aprés 2 lavages en PermWash 1X (BD Biosciences), les cellules sont
perméabilisées par incubation pendant 10 min a température ambiante avec 100 pL de PermWash
1X. Puis, apres spin et aspiration de la solution de perméabilisation, les cellules sont reprises dans
100 pL de PermWash 1X contenant les 3 anticorps dilués comme précisé dans le tableau. Deux

rincages sont ensuite réalisés en PermWash 1X et le culot est finalement suspendu dans 400 uL de

PermWash 1X.

- Marquage des marqueurs membranaires de pluripotence (SSEA-3, SSEA-4, Tra-1-81) : les cellules ne
sont ni fixées, ni perméabilisées, mais directement incubées avec 100 uL de tampon FACS contenant
les 3 anticorps, et selon la dilution donnée dans le tableau. Aprés I'incubation suivie de deux lavages,

les cellules sont reprises dans 400 plL de tampon FACS.

Pour chacun des 3 tubes de marquage, un tube témoin est réalisé par incubation des cellules avec les
isotypes contréles correspondant. Ils permettent d’évaluer les interactions non spécifiques de

chacun des anticorps et ainsi d’établir le seuil de marquage positif.
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Analyse. Aprés marquage, les suspensions cellulaires sont transférées dans des tubes dédiés au
cytometre. L'analyse est réalisée au cytometre en flux avec acquisition d’au moins
50000 événements pour chaque marquage. Les logiciels Diva et Flowlo ont été utilisés pour le

traitement des données.

4. Immunocytochimie

4.1. Pluripotence des colonies de cellules iPS

Préparation des plaques de cellules iPS. Les puits d’une plaque 12 puits sont préalablement préparés
de la fagon suivante : une lamelle en verre de 12 mm de diameétre stérilisée avec de I'alcool 70 % est
déposée au fond de chaque puits, puis ceux-ci sont traités avec 500 uL de gélatine 0,1 % pendant au
moins 3h. Les MEFs sont ensuite ajoutés a une densité de 2.10* cellules/cm?. Le lendemain, les

colonies de cellules iPS sont mises en culture sur ces MEFs pendant 3-5 jours.

Protocole de marquage. Le jour du marquage, les puits sont rincés 2 fois avec 1 mL de PBS puis
incubés pendant 10 min a température ambiante avec 200 pL d’une solution de fixation de PFA 4 %
(p/v) sous hotte chimique. Aprés 3 lavages avec du PBS, les puits sont incubés pendant 15 min a
température ambiante avec 1 mL de solution de blocage (PBS, albumine bovine (BSA) 5% (p/v) et
sérum de chevre 5 % (Sigma-Aldrich)). Cette solution est également utilisée pour diluer les anticorps.
Dans les puits nécessitant une perméabilisation, du Triton X100 est ajouté a une concentration de
0,25 % a la solution de blocage, et a 0,1 % pour la dilution des anticorps. La solution de blocage +/-
perméabilisation est éliminée par aspiration et les puits sont incubés avec les anticorps. Les anticorps
utilisés, déja couplés a un fluorochrome, sont les mémes que ceux décrits dans le paragraphe 3,
Tableau 3. La dilution de I'anticorps Tra-1-85 est toujours de 1/200, alors que pour tous les autres
marqueurs de pluripotence, la dilution utilisée est de 1/25. L'incubation avec les anticorps se fait
pendant 30 min a température ambiante et a I’abri de la lumiére dans un volume final de 200 pL par
puits. Les puits sont ensuite lavés : 2 lavages rapides a température ambiante, puis 3 lavages de
5 min dans de la glace et sous agitation. Le marquage des noyaux est réalisé par incubation des puits

pendant 7 min avec 200 pL d’une solution de Hoechst diluée a 1 pg/mL a I'abri de la lumiére.

Les lamelles sont ensuite décollées des puits et montées sur des lames avec du milieu de montage
Dabco (Sigma-Aldrich), leur contour est ensuite verni pour éviter le desséchement. Ces lames sont

conservées dans une boite a +4°C et a I’abri de la lumiere.
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Analyse. Les lames sont analysées a I'aide d’un microscope confocal TCS-SP2 (Leica) en collaboration
avec Didier Grunwald (iRTSV/BCI, CEA, Grenoble), et le traitement des images se fait grace au logiciel

Imagel (NIH, Etats-Unis).

4.2. Marqueurs des 3 lignées embryonnaires des EBs

Préparation des plaques. Les EBs obtenus par la technique de transfert des colonies sont cultivés en
suspension dans une boite de Pétri avec du milieu EB. Aprés 21 jours de culture en suspension, les
EBs sont transférés dans des puits d’'une plaque 24 puits traités avec de la gélatine 0,1 % pour
permettre leur adhérence. La culture en plaque est poursuivie pendant environ 15 jours avec

changement du milieu tous les 3 jours.

Protocole de marquage. Le jour du marquage, le milieu est aspiré et les puits rincés avec du PBS.
Dans chaque puits, 200 pL d’une solution de fixation de PFA 4 % est ajouté. Aprés 10 min
d’incubation a température ambiante suivi de 2 ringages avec du PBS, les puits sont incubés pendant
15 min a température ambiante avec 1 mL de solution de blocage/perméabilisation comme décrit
précédemment. La liste des anticorps primaires et secondaires utilisés est détaillée dans le Tableau 4
ci-dessous. Tous ces anticorps sont intracellulaires et proviennent du kit Human Embryonic Germ
Layer Characterization Kit (Millipore, réf SCR030), a I’exception de I'anticorps anti-CD31 (BD
Biosciences) dirigé contre le marqueur membranaire CD31 a localisation membranaire et pour lequel

les solutions de blocage, de lavage et de dilution ne contiennent donc pas de Triton X100.

Tableau 4. Liste des anticorps utilisés pour I'immunofluorescence et leur dilution.

Anticorps primaire Anticorps secondaire
aSMA IgG,, souris 1/200 Anti-1gG,, souris Chevre | AF488 | 1/200
MESODERME
Troponin | IgG,, souris 1/200 Anti-IgG (H+L) souris | Chévre = AF488 1/200
Nestin Lapin polyclonal | 1/10000 | Anti-IgG (H+L) lapin | Chévre | AF488 1/200
ECTODERME
MAP-2 IgG, souris 1/200 Anti-IgG (H+L) souris | Chévre | AF488 1/200
oFP IgG,, souris 1/500 Anti-IgG (H+L) souris | Chevre = AF488 1/200
ENDODERME
CD31 IgG, souris 1/20 Déja couplé a la R-Phycoerythrine (PE)

Aprés blocage +/- perméabilisation, chaque anticorps primaire est dilué dans volume final de

200 plL/puits, chague marquage étant réalisé en double. La fixation aspécifique des anticorps est
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vérifiée a I'aide d’anticorps isotypiques correspondants. Aprés 30 min d’incubation a température
ambiante, les puits sont rincés deux fois et les anticorps secondaires sont ajoutés (sauf dans les puits
de marquage de CD31) dans un volume de 200 pL/puits. Puis, aprés 2 lavages rapides et 3 lavages de
5 min sur de la glace, le marquage des noyaux est réalisé avec une solution de Hoechst diluée a

1 ug/mL comme précédemment décrit.

Analyse. Les plagues sont directement observées a I'aide d’'un microscope a immunofluorescence
Olympus BX51 équipé d’une caméra digitale Olympus DP70. Le logiciel Cell” (Olympus) permet

I"acquisition des images et leur traitement se fait grace au logiciel ImageJ (NIH, Etats-Unis).

5. Méthodes de biologie moléculaire

5.1. Extraction de ’ADN génomique
La purification d’ADN génomique est réalisée a 'aide du kit d’extraction A1120 (Promega).

Apres culture et décollement a I'aide de la collagénase 1V, les colonies d’iPS sont laissées
sédimenter pour éliminer les MEFs puis lavées en PBS et centrifugées pendant 5 min a 500g. Le culot
est vigoureusement vortexé puis mélangé avec 300 puL de solution de lyse des noyaux. Apres
obtention d’'un mélange visqueux, 1,5 uL de solution de RNase sont ajoutés et le tout est incubé
pendant 15 min a 37°C. Puis, apres ajout de 100 pL de solution de précipitation des protéines, le
mélange est vortexé 10-20 secondes puis centrifugé 3 min a 12000g. Un culot brun-sombre apparait
alors. Le surnageant est ensuite transféré dans un tube type « eppendorf» contenant 300 L
d’isopropanol et mélangé par inversion du tube jusqu’a apparition de filaments blancs se
rassemblant en une pelote d’ADN. A cette étape, I’ADN peut étre congelé de fagon temporaire a
-20°C. Apreés centrifugation et élimination du surnageant, le culot est lavé avec 1 mL d’éthanol 70 %
(v/v) glacé puis centrifugé. Le surnageant est aspiré et le culot laissé a sécher a I'air pendant 2h
jusqu’a ce qu’il devienne transparent. Ce culot est ensuite repris par 20-30 pL d’eau stérile pour
préparation injectable, le volume ajouté étant ajusté en fonction de la taille du culot. L’ADN peut
alors étre congelé a -80°C et conservé plusieurs années. La mesure de la concentration en ADN se fait
a l'aide d’un spectrophotometre UV/visible, le Nanodrop 2000 (ThermoScientific) par mesure de
I’absorbance (Densité Optique, DO) a 260 nm, le résultat est rendu en ng/uL. Le rapport DO 260/DO
280 permet d’évaluer la contamination de I’ADN par des protéines absorbant a 280 nm, et doit étre

compris entre 1,8 et 2.
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5.2. Amplification de I’exon 5 de CYBB par PCR

Apres extraction de I’ADN génomique, I'amplification de I'exon 5 du géne CYBB est réalisée par
PCR selon la technique détaillée ci-apres. Les réactifs a mélanger et leurs volumes respectifs (pour 1

PCR) sont indiqués dans le Tableau 5.

Chaque PCR s’accompagne de 2 témoins: un témoin positif (c'est-a-dire une PCR dans laquelle
I’ADNg est extrait de neutrophiles purifiés a partir du sang total d’un patient témoin) et un témoin

négatif (c’est-a-dire une PCR dans laquelle il y a tous les réactifs sauf I’ADNg).

Tableau 5. Mélange a réaliser pour I'amplification de I’exon 5 de CYBB par PCR. Volumes donnés pour 1 PCR.

Volume Concentration finale
Incubation Mix Taq Pol 10X 5 uL 1X
Mix dNTP 5 mM 2ul 0,2 mM
Formamide 1L 2 % (v/v)
Amorce sens i4e 40 uM 0,35 puL 0,28 pL
Amorce anti-sens i5i* 40 uM 0,35 pL 0,28 pL
Eau distillée 40,05 pL
ADNg 1pL
Taq Polymérase 5 U/uL 0,25 uL 25 mu/uL

Le volume final par godet est de 50 pL. Tous les godets sont mis dans le Thermocycler (C1000™
Thermal Cycler, BioRad). Apres une premiéere dénaturation a 95°C durant 3 min, le programme PCR
est constitué de 35 cycles identiques se décomposant comme tels: 1 min a 95°C (dénaturation des
doubles brins d’ADN), 1 min a T° d’hybridation (T°H) de 58°C, et 1,5 min a 72°C (polymérisation de
I’ADN, temps d’élongation). La réaction se termine par 7 min d’élongation supplémentaire puis la
réaction est stoppée par une chute de température a 10°C. A la fin de la réaction, le produit PCR peut

étre conservé a -20°C.

La validation du témoin positif et négatif ainsi que la taille et la spécificité des produits PCR sont

controlées par migration électrophorétique de I'amplifiat sur gel d’agarose (voir paragraphe 5.3).
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Tableau 6. Séquence des amorces de I'exon 5 de CYBB.

Amorces Séquence T°H utilisée Taille de I'amplifiat
l4e GTCCCAGAAACCCAGCTTACA
58°C 287 pb
I5i* CACTGAAATCTAGTCCTCAATTG

5.3. Migration sur gel d’agarose

Le gel d’agarose 1,5 % (p/v) est obtenu par dissolution compléte de 0,6 g d’agarose ultrapure
(Invitrogen) dans 40 mL de tampon TAE 0,5X stérile avec chauffage au micro-onde quelques minutes,
puis ajout de 0,8 uL de GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain 10000X (FluoProbes®). Le mélange est versé
dans un petit support avec un peigne de 8 dents. Apres refroidissement du gel et retrait du peigne,
4 pL de produit PCR mélangé a 1 uL de Sample Buffer 10X, ou 5 uL dans le cas du marqueur de poids
moléculaire XIV (Roche), est déposé dans un puits du gel. La migration électrophorétique dure entre

40 min et 1h sous une tension de 100V.

La vérification de la migration et de I'amplification des produits de PCR se fait avec une caméra

Molecular Imager GelDoc™ XR+ (Biorad) et a I'aide du logiciel Image Lab™.

5.4. Séquencgage

Une fois I'expansion de I'exon 5 de CYBB réalisée pour toutes les lignées de cellules iPS, les
produits de PCR sont envoyés a Eurofins MWG Operon (Allemagne) pour séquencgage direct dans les
deux sens Les séquences recues sont ensuite analysées par le logiciel ClustalW

(http://www.ebi.ac.uk/clustalwy/).

6. Caryotype

La technique du caryotype a été mise au point dans le Service de Génétique Chromosomique
du CHU de Grenoble dirigé par le Dr F. Amblard et en collaboration avec les Drs V. Satre et F.

Devillard.

Blocage des cellules en métaphase et étalement chromosomique (Communication personnelle du
Dr F. Pellestor, Service de Génétique Médicale du CHU de Montpellier). Les cellules iPS sont
cultivées en plaques 6 puits sur MEFs pendant 4 jours. Apres aspiration du milieu de culture, 2 mL de
milieu iPS additionné de colchicine (KaryoMAX COLCEMID, Gibco) a une concentration finale de
0,1 ug/mL sont ajoutés dans chaque puits et incubés pendant 90 min a 37°C. La colchicine va
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perturber les fuseaux mitotiques et bloquer les cellules en métaphase de la mitose. La colchicine est
ensuite éliminée par aspiration et 500 puL de TrypLE sont ajoutés. Aprés 7-10 min d’incubation a 37°C
et ajout de 2 mL de solution PBS - 2 % FBS, les cellules sont mises en suspension par
aspiration/refoulement puis transférées dans un tube conique. Les cellules sont centrifugées 10 min
a 1000 rpm. Un choc hypotonique est réalisé sur le culot cellulaire par ajout de 9 mL d’une solution
préchauffée de KCl 0,075 M (1 mL de KCl 0,75 M + 9 mL d’eau Volvic®), 3 mL étant d’abord ajoutés
goutte a goutte puis les 6 mL restant directement, tout en vortexant doucement. Cette suspension
est incubée 20 min a 37°C. Ce choc provoque le gonflement et la lyse des cellules. Il est arrété par
pré-fixation des cellules avec 1 mL de solution fixatrice refroidie dans la glace. Cette solution de
fixation (méthanol/acide acétique glacial 3:1 (v/v)) est ajoutée goutte a goutte avec agitation douce
au vortex. Le tube est ensuite laissé 4 min dans la glace pour augmenter le nombre de mitoses
collectées, puis centrifugé (10 min, 1000 rpm). Le surnageant est aspiré en laissant 500 puL pour
remettre le culot en suspension par agitation douce. Les 3 étapes de fixation qui suivent sont tres
importantes. Pour chacune d’elle, toujours avec agitation douce au vortex, 3 mL de solution de
fixation (4°C) sont ajoutés goutte a goutte suivis d’un ajout rapide de 3 mL pour la premiere fixation
et 3 mL pour la seconde, puis centrifugation. Pour la troisieme fixation, le culot est repris de la méme
facon dans 3 mL de solution fixatrice puis centrifugé. Pour finir, le culot est repris dans 0,5-1 mL de
solution de fixation. Les cellules peuvent étre laissées dans le fixateur a 4°C jusqu’a I'étalement et la
coloration des bandes, ou a -20°C pour une conservation a long terme. Juste avant I'étalement, les
cellules en suspension dans le fixateur sont centrifugées et le culot repris avec 0,5-1 mL de fixateur
en fonction de la taille du culot cellulaire. L’étalement de la suspension cellulaire se fait ensuite sous
une hotte chimique Captair'Chem dans une pieéce a humidité controlée (45-48 %) a 25°C. 10 uL de
suspension cellulaire sont déposés sur une lame en verre suivi immédiatement par I'ajout d’une
goutte de fixateur pour améliorer I'étalement des chromosomes. La présence de cellules en

métaphase est ensuite vérifiée par observation au microscope.

Technique des bandes R. Cette coloration classique permet |'apparition de bandes sombres et claires
dont l'alternance est caractéristique d'un chromosome et permet de l'identifier. Pour obtenir un
caryotype en bandes R, la chromatine est dénaturée par la chaleur. Pour cela, les lames sont d’abord
hydratées 30 sec dans l'eau puis plongées dans un borel rempli de tampon sodium
dihydrogénophosphate monohydraté (NAH,PO,,H,0 138 g/L dilué dans de I'eau Volvic® et avec un
pH ajusté a 4,2) préchauffé au bain marie a 88,5°C. Cette dénaturation dure 20-40 min a 88,5°C. Puis
les lames sont rapidement rincées a |'eau et colorées 3 min au Giemsa a 3 %. Elles sont ensuite de

nouveau rincées, puis séchées et protégées par une lamelle fixée avec de I'EUKITT.
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Analyse des caryotypes. Les lames sont observées avec un microscopique optique (Zeiss) a I'objectif
100 a immersion couplé a un analyseur d’'images. Les mitoses les mieux étalées (chromosomes
dispersés mais restant a l'intérieur d’une surface circulaire) sont saisies et caryotypées a I'aide du

logiciel MetaSystems Ikaros®. Pour chaque lignée cellulaire iPS, 30 métaphases sont examinées.
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1. Reprogrammation des fibroblastes en cellules iPS

Les fibroblastes issus d’une biopsie de peau d’un témoin et d’un patient atteint de CGDX ont été
reprogrammeés en cellules souches pluripotentes induites (iPS) par I'équipe du Dr Tomo Saric a
I'Institute for Neurophysiology a Cologne (Allemagne). lls ont utilisé une méthode de
reprogrammation par transduction rétrovirale des 4 facteurs de transcription humains Oct3/4, Sox2,
KIf4 et c-Myc. Deux clones pour chaque lignée de cellules iPS ont été sélectionnés apres
reprogrammation et amplifiés. Leur identification « cellules iPS » a été réalisée a passages précoces
(p6-8) selon des critéres morphologiques mais également par coloration a la phosphatase alcaline
(marqueur des cellules souches) (Figure 19) ainsi que I'analyse en immunofluorescence et cytométrie

en flux de I'expression de différents marqueurs de pluripotence.

NPZQ cl_one 1 NP21 clone 6

Figure 19. Marquage de I'activité phosphatase alcaline des colonies iPS pour les 4 clones. Le marquage a été
réalisé par I’équipe du Dr T. Saric sur des colonies a passage 6. Grossissement x4.

Les quatre clones (NP21 clones 1 et 6 pour la lignée iPS CGDX, et NP26 clones 3 et 4 pour la

lignée iPS témoin) nous ont été transmis a passage 20.

2. Mise en place de la culture des cellules iPS

Nous avons testé deux méthodes de culture pour amplifier les cellules iPS et les maintenir dans
un état indifférencié. La premiére méthode repose sur I'utilisation de cellules nourricieres, des
fibroblastes embryonnaires murins MEFs. Ceux-ci ont été inactivés par traitement par de la
mitomycine C ou irradiation gamma (dose délivrée totale de 50 Gy). Pour la seconde méthode, les
cellules iPS sont cultivées sur une matrice extracellulaire (MEC). Deux types de matrices ont été

™
I

comparés : le Matrigel™ et la Vitronectine XF™. L’efficacité de ces méthodes a été analysée dans un

premier temps par la morphologie des cellules iPS cultivées dans des plaques 6 puits (Figure 20).
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Mitomycine C

Irradiation y

Matrigel™

Vitronectine XF™™

Figure 20. Culture des cellules iPS sur cellules nourricieres MEFs (A) inactivées par la mitomycine C ou
irradiation y, et sur matrice extracellulaire (B) Matrigelm| ou Vitronectine XF™. Les photos de gauche sont
prises au grossissement x4, celles du milieu et de droite au grossissement x10. Les zones de différenciation sur
les photos de droite sont indiquées par des fleches.

Toutes ces méthodes sont capables de maintenir les cellules iPS dans un état indifférencié
(Figure 20). Concernant la technique d’inactivation des MEFs, aucune différence n’a pu étre observée

entre l'irradiation gamma ou le traitement par mitomycine C (Figure 20A).

Les colonies iPS sont de forme ovoide, compactes, avec des bords bien distincts et une forme
légeérement bombée. Elles sont composées de cellules avec un ratio noyau/cytoplasme (N/C) élevé et

un large nucléole (Figure 21).
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Figure 21. Agrandissement d’une colonie de cellules iPS cultivées sur MatrigeITM. Grossissement x20.

Cependant, des zones de différenciation spontanées visibles au microscope ont pu étre
observées, et cela, quelle que soit la méthode de culture (Figure 20). Lorsque ce phénoméne de
différenciation est trop important, c’est-a-dire touchant plus de 20-30 % des colonies, les puits de
culture doivent étre éliminés. Un changement régulier du milieu de culture ainsi qu’une surveillance
continue de l'aspect des colonies est donc nécessaire afin de détecter les premiers signes de
différenciation spontanée. Cela conditionne généralement le jour de passage des cellules qui doit se
faire lorsque les colonies ont atteint une taille suffisante, mais avant toute apparition de

différenciation.

Le comportement en culture n’est pas identique pour toutes les lignées de cellules iPS. La lignée
NP26 clone 3 a tendance a se différencier trés rapidement et nécessite donc des passages

rapprochés, c’est-a-dire tous les 4 jours, les autres lignées autorisant des passages tous les 5-6 jours.

Pour la culture sur MEC, aucune colonie n’a pu étre obtenue apres décongélation et mise en
culture directement sur Matrigel™ et Vitronectine XF™, et cela & deux reprises et avec 2 clones
différents. Seules des colonies cultivées sur MEFs, décollées et transférées sur MEC ont pu adhérer et

proliférer.

Pour des raisons qui seront développées dans la discussion, et bien que toutes ces méthodes
soient comparables pour maintenir la pluripotence, les cellules iPS sont cultivées sur des MEFs

inactivés par irradiation gamma.
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3. Veérifier la pluripotence des cellules iPS

3.1. Expression des facteurs de transcription et marqueurs de pluripotence

L'observation seule de la morphologie des colonies au microscope, méme si utile lors de
I'utilisation en routine des cellules iPS, n’est pas suffisante pour prouver leur pluripotence. Celle-ci
doit étre objectivée régulierement en cours de culture par la présence de marqueurs de surface
reliés a I'état de pluripotence et/ou par I'expression de facteurs de transcription (et notamment
certains de ceux utilisés pour la reprogrammation des fibroblastes en cellules iPS). Cette expression a

été observée a la fois par immunofluorescence et cytométrie en flux.

Les cellules iPS étant cultivées en coculture avec des cellules MEFs, d’origine murine, il est
nécessaire de vérifier que I'analyse par cytométrie en flux de I'expression des différents marqueurs
n’est réalisée que sur les cellules iPS. Pour cela, I'anticorps Tra-1-85 a été utilisé. Il reconnait un
antigéne de surface exprimé par tous les types cellulaires humains : I'antigéne Ok® du systéme de

groupe sanguin humain OK.

>
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Figure 22. Expression de Tra-1-85 par les cellules iPS en culture sur des MEFs. A) Analyse par cytométrie en
flux. La courbe grise correspond a l'isotype contréle correspondant. B) Analyse par immunofluorescence des
colonies iPS en coculture avec des MEFs, i- zone de contact entre 2 colonies, grossissement x20 et ii- intérieur
d’une colonie, grossissement x40. L’anticorps anti-Tra-1-85 est couplé a I'AlexaFluor® 488 visible en vert, et les

noyaux sont colorés par du Hoechst (rouge).

Les résultats présentés sur la Figure 22A montrent que la population cellulaire analysée par
cytométrie en flux est a plus de 99 % d’origine humaine. Les pourcentages d’expression des
différents marqueurs de pluripotence présentés plus loin sont donc uniquement mesurés sur les

cellules iPS, sans contamination par des MEFs (< 2%). De plus, I'analyse par immunofluorescence
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confirme la spécificité de ce marquage : le marquage par I'anticorps anti-Tra-1-85 est localisé au

niveau de la membrane des cellules iPS des colonies alors que les MEFs sont négatives (Figure 22).

3.1.1. Analyse par immunofluorescence

La pluripotence des cellules iPS en culture sur des cellules nourricieres MEFs a tout d’abord été
observée par immunofluorescence. Cette technique a été mise au point sur la lignée NP26 clone 3 et

les résultats obtenus sont présentés dans la Figure 23.

Figure 23. Expression des marqueurs de pluripotence par immunofluorescence sur des colonies iPS NP26
clone 3 (passage 23) en culture sur des MEFs. A) Facteurs de transcription Oct3/4, Sox2 et Nanog a localisation
nucléaire (vert). B) Marqueur de surface SSEA-4 (vert). Grossissement x20. Les noyaux sont marqués avec du
Hoechst (rouge).

Les colonies iPS NP26 clone 3 expriment les trois facteurs de transcription Oct3/4, Sox2 et
Nanog au niveau nucléaire (Figure 23A) ainsi que le marqueur de surface SSEA-4 (Figure 23B).

Le marquage réalisé sur les trois autres clones a donné des résultats similaires.
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3.1.2. Analyse par cytométrie en flux

Le taux d’expression des facteurs de transcription (Oct3/4, Sox2 et Nanog) et des marqueurs de
surface (SSEA-3, SSEA-4 et TRA-1-81) a été mesuré par cytométrie en flux pour chacune des lignées
d’iPS.

La Figure 24 montre les résultats obtenus pour la lignée iPS NP26 clone 3 au passage 22, soit 2

passages apres la mise en culture des cellules iPS dans notre laboratoire. Tous les marqueurs de

pluripotence a I'exception de SSEA-3 sont exprimés a plus de 80 % des cellules iPS.

A Oct3/4 Sox2 Nanog SSEA-3 SSEA-4 Tra-1-81
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Figure 24. Analyse par cytométrie en flux de I’expression des facteurs de transcription (Oct3/4, Sox2, Nanog)
et des marqueurs de pluripotence (SSEA-3, SSEA-4, Tra-1-81) par la lignée iPS NP26 clone 3 au passage 22. La
courbe grise correspond a 'isotype contréle.

Les quatre lignées de cellules iPS ont été comparées pour l'expression de ces différents

marqueurs (Figure 25).
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Figure 25. Comparaison de I'expression des marqueurs de pluripotence par les 4 clones de cellules iPS. n=2
pour les iPS NP21 clone 1 et NP26 clone 4, n=3 pour les iPS NP21 clone 6 et NP26 clone 3. Les barres verticales
sur chaque histogramme représentent |'écart-type.
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Pour chaque marqueur, aucune différence significative n’a pu étre mise en évidence entre les
différents clones. On remarque que le facteur de transcription Nanog est exprimé de fagon beaucoup
plus réduite (environ 50-60 % de cellules positives), et cela pour les 4 clones testés, et a différents

temps de culture.

Les résultats obtenus par cytométrie en flux confirment ceux obtenus en immunofluorescence
et permettent de quantifier I'expression des différents marqueurs de pluripotence. Cette premiere
caractérisation des cellules iPS confirme bien leur statut pluripotent par I'expression des marqueurs

spécifiques de cet état.

3.2. Les corps embryoides

Une maniére complémentaire de prouver la pluripotence in vitro est la formation de corps
embryoides (EB) a partir de ces cellules iPS, et leur différenciation spontanée apres retrait des

facteurs d’anti-différenciation (cellules nourricieres MEFs et facteur de croissance hbFGF).

3.2.1. Choix de la technique de formation des corps embryoides

Les premiéres expériences réalisées avec la technique de formation des EB par transfert de
colonies a permis de montrer que de bons résultats étaient obtenus avec le méme milieu que celui

utilisé pour la culture des cellules iPS mais sans hbFGF (résultats non montrés).

Puis différentes techniques de formation des EB issues de la littérature ont été comparées : la culture
en suspension liquide en boite de Pétri, la technique de « spin » en plaque 96 puits spécifiquement

congues pour empécher I'adhérence, et la technique de la goutte ou « hanging drop ».

Les résultats obtenus avec ces différentes méthodes ont été comparés 2 jours apres la

formation des EB et sont présentés dans le Tableau 7.
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Tableau 7. Les différentes méthodes de formation des corps embryoides, leurs avantages et inconvénients.

Technique

W RREEEELCIE] N Wi

Couvercle boite Petri puis
transfert en plaque 6 puits
(+ coating pHEMA)

Support de Plaque 6 puits Plague 96 puits
culture (+ coating pHEMA) Corning low attachment

Quantité de

3000 cellul 3000 cellul
cellules / EB cellules cellules

inconnue

Photo a J2
(x10)

- Technique rapide -Technique relativement

Avantages s
- Bon rendement facile a mettre en ceuvre

- Homogénéité de taille ?

- Rendement moyen

- Hétérogénéité de taille . R
N - - Taille non homogene . .

(variabilité de la taille des - Technique trés longue

ESINERISIE colonies iPS d’origine + - Formation de F"IUS'eUFS - Rendement faible
phénomeéne d’agrégation) EB par puits
- Colit

En tenant compte des avantages et des inconvénients de chacune de ces techniques, et en
considérant notre objectif, nous avons choisi la technique de formation des EB par transfert des
colonies en suspension liquide. Celle-ci nous permet d’obtenir trés simplement et rapidement une
grande quantité de corps embryoides, et cela, de facon assez reproductible. L’analyse qui suit a ainsi

été réalisée sur des EB formés par cette méthode.

3.2.2. Les 3 lignées embryonnaires

Prouver la pluripotence in vitro des cellules iPS repose sur la différenciation spontanée des
corps embryoides vers des types cellulaires dérivés des trois lignées embryonnaires : endoderme,

mésoderme et ectoderme.

Pour cela, les corps embryoides ont été formés selon la technique de culture en suspension
liquide et cultivés pendant 21 jours en boite de Pétri. lls ont ensuite été transférés et cultivés

pendant 14 jours en condition adhérente pour faciliter la différenciation. Apres adhésion des corps
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embryoides, les cellules vont en effet changer de morphologie et parfois former des structures
particuliéres auxquelles sont associées des expressions de marqueurs de différenciation spécifiques

(Figure 26).

ENDODERME MESODERME ECTODERME

Troponin | | EEEEEE.
2

Figure 26. Immunofluorescence montrant la différenciation in vitro des corps embryoides vers les types
cellulaires issus des 3 lignées embryonnaires : endoderme (aFP et CD31), mésoderme (aSMA et Troponin 1) et
ectoderme (Nestine et MAP2). Les anticorps secondaires sont couplés a I’AlexaFluor® 488 (vert) sauf le CD31
directement couplé a la R-Phycoérythrine (rouge). Les noyaux sont colorés avec du Hoechst (bleu).
Grossissement x10.

35 jours apres la formation des corps embryoides, des cellules différenciées dans I'un des 3
lignages ont pu étre observées. Des cellules exprimant des marqueurs spécifiques de I'endoderme
(aFP, alpha-foetoprotein, et CD31), du mésoderme (aSMA, alpha-smooth muscle actin, et Troponine
1) et de I'ectoderme (MAP2, microtubule-associated protein 2, et Nestine) ont été mises en évidence

par immunofluorescence (Figure 26).

De plus, en se différenciant, certaines cellules vont présenter une organisation particuliere. Par
exemple, les cellules exprimant le marqueur CD31 endothélial s’organisent en réseau alors que celles
exprimant I'aFP ou la troponine | cardiaque forment des foyers bien délimités. De méme, des cellules
positives pour MAP2, une protéine du cytosquelette spécifique des neurones, ont pu étre retrouvées
sous la forme d’amas cellulaire. Aucune organisation spécifique n’a pu étre observée pour les cellules

exprimant I'aSMA ou Nestine.
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En conclusion, la technique de formation choisie est tres efficace et a permis de confirmer la
capacité de pluripotence des cellules iPS par différenciation des corps embryoides vers les trois

lignées embryonnaires.

4. Stabilité chromosomique des lignées iPS

Le caryotype est le test classiquement réalisé pour dépister d’éventuelles aberrations
chromosomiques (anomalies de nombre ou de structure) présentes dans les cellules iPS a I'issue de

la reprogrammation ou apparues en cours de culture.

Un protocole validé pour le caryotype sur sang total a été utilisé pour réaliser les premiers essais
de caryotypage des cellules iPS. Cependant, les métaphases étaient peu nombreuses et

ininterprétables (Figure 27).

Figure 27. Métaphases obtenues a partir de la procédure de préparation des chromosomes sur cellules issues
du sang. Coloration au Giemsa, grossissement x 10.

Nous avons optimisé notre protocole en modifiant certaines étapes clés telles que la
préparation des cellules iPS, le temps d’incubation avec la colchicine (poison du fuseau mitotique) et
I’étape de fixation (la plus importante). Des métaphases interprétables ont finalement pu étre
obtenues et la coloration en bandes R a été réalisée. La Figure 28 montre le caryotype obtenu pour la

lignée NP26 clone 4 au passage 26.
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Figure 28. Caryotype réalisé sur la lignée NP26 clone 4 au passage 26. L’encart en haut a droite représente
I'image des chromosomes observée aprés I'étalement (métaphase) et la coloration en bandes R.

Sur les 5 métaphases analysées, aucune anomalie de nombre ou de structure n’a pu étre
détectée. Le caryotype a confirmé que les fibroblastes avaient bien été prélevés sur un patient de

sexe masculin (46,XY).

5. Modélisation de la mutation génétique

La lignée iPS NP21 (clones 1 et 6) est issue de fibroblastes prélevés chez un patient atteint de
granulomatose septique liée a I’X (CGDX) dont le diagnostic fonctionnel, biochimique et génétique
avait été réalisé dans notre laboratoire sur des neutrophiles isolés a partir de sang total. La mutation
responsable est localisée sur le chromosome X, au niveau de I'exon 5 du gene CYBB codant pour la

sous-unité gp91°" de I’enzyme NADPH oxydase (81).

L’ADN génomique a été extrait pour chacun des clones des lignées NP21 et NP26 et I'exon 5 de
CYBB a été amplifié par PCR a I'aide de primers spécifiques. La taille des fragments amplifiés a été
contrélée par migration sur gel d’agarose 0,8 %. Pour chaque clone, un fragment de 287 pb (taille

attendue pour I'amplification de I'exon 5 de CYBB) a été détecté (Figure 29).
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Figure 29. Controle de I'amplification de I’exon 5 de CYBB sur les 4 clones de cellules iPS sur gel d’agarose
0,8 %. Les 4 clones de cellules iPS ont été analysés en méme temps qu’un témoin négatif (pas d’ADNg) et un
controdle positif (ADNg de neutrophiles de témoin sain).

Le séquencgage de ces produits de PCR a confirmé la présence de la mutation non-sens c.469C>T
conduisant a un codon stop TGA (Figure 30) conduisant a I'absence de la protéine NOX2 chez ce

patient (p.Argl57X).

NP26 NP21

AAAGTTATCTCAATTTTGCTTGAAAGAGAATAAAGGTAAGCCTCT AAAGTTATCTCAATTTTGCTEGAAAGAGAATAAAGGTAAGCCTCT

Ml

it A
[in A AR |
W M i Jh”ﬂ il J\ \‘.

Figure 30. Séquencage de I’exon 5 de CYBB chez les lignées iPS NP26 et NP21. Le triplet sauvage (lignée NP26)

————

<

et muté (lignée NP21) a été souligné et la base surlignée en gris.
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DISCUSSION

La Granulomatose septique chronique (CGD) est une maladie immunitaire génétique rare
causée par des mutations dans l'un des 5 genes codant pour I'enzyme NADPH oxydase impliquée
dans la production de dérivés toxiques de I'oxygene (ROS) microbicides par les cellules phagocytaires
(neutrophiles et macrophages notamment). Dans cette pathologie, un seul traitement curatif est
disponible, la transplantation de moelle osseuse allogénique. Cependant, tous les patients ne
peuvent bénéficier de cette thérapeutique. Développer de nouvelles approches de thérapie est donc
essentielle pour ces patients. Or, les modeéles cellulaires qui pourraient permettre de réaliser les
essais de thérapie in vitro sont imparfaits. Depuis 2006, une nouvelle technologie basée sur
I'utilisation de cellules souches pluripotentes induites (iPS) a partir de cellules différenciées a apporté
un nouvel espoir pour les maladies rares qui ne possédaient pas de modeles cellulaires
physiopathologiques. Ces cellules iPS possédent une capacité d’auto-renouvellement a l'infini en
culture et sont pluripotentes, comme les cellules souches embryonnaires. Elles présentent
cependant I'avantage de n’avoir aucune contrainte éthique limitant leur utilisation. De plus, elles

sont spécifiques du donneur et conservent donc les anomalies génétiques dont il est porteur.

Notre projet repose ainsi sur 'utilisation des cellules iPS pour modéliser in vitro la CGDX, forme
la plus courante de CGD et représentant environ 2/3 des cas. Lorsque nous avons débuté ce travail, il
existait trois articles publiés sur la modélisation physiopathologique de la CGD grace aux cellules iPS.
Deux de ces articles ont produit des neutrophiles CGDX murins (487) et humains (488). La troisieme
équipe a généré des macrophages humains CGDX et CGDAR47 (489). Toutes ont montré que les
cellules phagocytaires produites étaient matures et que celles issues des lignées CGDX ou CGDAR47
étaient incapables de produire des ROS, ce phénotype est identique a celui des neutrophiles et
macrophages humains des patients atteints de CGD.
Le travail présenté dans cette These est la premiere partie de la modélisation de la maladie, c'est-a-
dire I'obtention des cellules iPS a partir de fibroblastes d’un patient atteint de CGDX, et leur
caractérisation phénotypique et fonctionnelle. La seconde partie de la modélisation, c’est-a-dire la
différenciation des cellules iPS en cellules phagocytaires, fera I'objet d’un travail rapporté dans ma
These de Science. Pour cela, une biopsie de peau d’un patient a été prélevée par le Dr Brion dans le
Service de Médecine Infectieuse du CHU de Grenoble et les fibroblastes ont été isolés au laboratoire
par culture cellulaire. La reprogrammation en cellules iPS a été réalisée par I'équipe du Dr Tomo Saric
(Cologne, Allemagne). Cette équipe, spécialisée dans la reprogrammation, a utilisé une méthode

rétrovirale pour transfecter les 4 facteurs de transcription Oct3/4, Sox2, KIf4 et c-Myc (OSKM). Ce

106



DISCUSSION / PERSPECTIVES

cocktail de reprogrammation appelé « cocktail Yamanaka » est tres efficace et donc largement
utilisé. C’'est d’ailleurs la technique qui a été utilisée par I'équipe de Mukherjee et al. pour obtenir
des cellules iPS a partir de fibroblastes de souris modéle CGDX (487) et par I'équipe de Zou et al. a
partir de cellules souches mésenchymateuses issues de la moelle osseuse d’un patient male adulte
CGDX (488). L’équipe de Jiang et al. a reprogrammé les fibroblastes issus de biopsies cutanées de
patients a I'aide d’un seul lentivirus polycistronique codant pour les quatre facteurs OSKM (cela leur
a permis d’obtenir moins de « fausses » colonies iPS partiellement reprogrammées) (489). A noter
gue tous ces protocoles, ainsi que le nétre, ont utilisé un cocktail de reprogrammation contenant c-
Myc ainsi qu’une stratégie de reprogrammation utilisant des vecteurs intégratifs. Or, comme discuté
dans I'Introduction (Chapitre 2, paragraphe 3.3. Les vecteurs utilisés), la présence de c-Myc dans le
cocktail associée a l'utilisation d’un rétrovirus induisent un risque de mutagénése d’insertion, de
transactivation d’oncogénes et de réactivation du transgene c-Myc. Cependant, le but de notre
projet étant la modélisation physiopathologique et non la thérapie cellulaire, I'utilisation de cette
méthode de reprogrammation n’est pas limitante. Grace a I’évolution des techniques développées
dans le laboratoire du Dr T. Saric, la reprogrammation des cellules iPS des autres formes génétiques
de la CGD (CGDAR47 et CGDAR22) sont en cours de réalisation avec la technologie de vectorisation
plasmidique épisomale.

Comme dans ces trois articles, notre lignée iPS « contrdle » provient d’un sujet sain. Cependant, la
lignée iPS « contrdle » la plus pertinente serait la lignée CGDX que nous possédons dans laquelle la
mutation génique aurait été corrigée par une technologie de type ZFN ou TALEN (494). Les deux
lignées seraient alors uniquement distinguables par le statut muté ou corrigé du géne et leur

capacité de différenciation serait, théoriquement, identique.

L’'objectif de cette premiere partie du projet a été de mettre en place la culture des cellules iPS

et de contréler leur pluripotence.

La méthode classique pour maintenir les cellules iPS est la coculture sur cellules nourricieres,
notamment les MEFs (235). De plus, elle est couramment utilisée dans le laboratoire du Pr KH.
Krause a Genéve dans lequel j’ai pu me former. Nous avons donc initié la culture des cellules iPS par
cette technique. Cependant, il est nécessaire d’inactiver les MEFs pour qu’ils ne puissent pas se
multiplier. Deux techniques classiques sont généralement utilisées : I'irradiation aux rayons gamma
ou le traitement par mitomycine C (344). Les rayonnements gamma émis par le Césium 137
produisent des cassures double-brin de I'ADN alors que la mitomycine C est un agent de

chimiothérapie induisant des pontages inter-brins de I’ADN. Les deux techniques ont été utilisées au
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laboratoire et nous n’avons pas observé de différence pour la culture des cellules iPS. Cependant,
I'inactivation par la mitomycine C est colteuse, assez longue (durée de 2,5-3 h) et nécessite une
élimination particuliére de tous les produits dans des poubelles dédiées. Au contraire, I'irradiation
gamma est réalisée en moins de 10 min pour une dose délivrée de 50 Gy. Nous avons donc préféré
inhiber la division cellulaire des MEFs par irradiation gamma, comme le fait également I'équipe de
Jiang et al. qui produit les macrophages humains (489). Zou et al. a également utilisé des cellules
nourricieres d’origine murine (488) alors que I'équipe de Mukherjee et al. a réalisé la culture des
cellules iPS sur un support recouvert de gélatine (487). Notre technique de culture est donc tout a
fait pertinente pour I'utilisation que nous voulons faire des cellules iPS. Cependant, nous avons
observé une variabilité de certains lots de MEFs a maintenir la pluripotence des cellules iPS,
phénomeéne déja décrit dans la littérature (367). Nous avons donc essayé des méthodes de culture
sans cellules nourriciéres. Deux types de matrices extracellulaires ont ainsi été testés : le Matrigel™
et la Vitronectine XF™ en association avec le milieu mTeSR™-E8™ (StemCell™ Technologies) (345).
Ces supports nous ont également permis de cultiver les cellules iPS dans un état indifférencié. La
maitrise de cette technique est par contre plus délicate que l'utilisation de MEFs et, malgré leur
efficacité, I'utilisation de tels supports pour la culture en routine est extrémement codteuse. lls sont
généralement employés par les équipes souhaitant s’affranchir de [I'utilisation de cellules
nourriciéres, voire de sérum, et surtout en vue d’applications thérapeutiques. Nous avons donc
finalement privilégié la culture sur MEFs inactivées par irradiation gamma en vérifiant, pour chaque
nouveau lot de cellules nourriciéres, leur capacité a maintenir la croissance des cellules iPS dans un
état indifférencié afin de s’affranchir de la variabilité des lots de MEFs. Ainsi, les résultats discutés par

la suite sont ceux issus de cellules iPS cultivées dans ces conditions.

Les cellules souches pluripotentes sont caractérisées par leur prolifération illimitée en culture
tout en conservant leur pluripotence. Nos lignées de cellules iPS cultivées sur MEFs (ou matrices
extracellulaires) possedent la morphologie caractéristique des cellules souches. Concernant I'auto-
renouvellement illimité, nous n’avons pu cultiver la lignée iPS NP26 clone 3 que jusqu’au passage 37
et les autres clones que jusqu’aux passages 28-32, mais aucune modification de leur morphologie ou
de leur pluripotence n’a été détectée. Aucun des trois articles de modélisation de la CGD ne précise

le passage des cellules iPS auquel ont été réalisés les différents tests de pluripotence.

Démontrer la pluripotence des cellules iPS est une des étapes indispensables a vérifier avant
leur utilisation. L’analyse de la pluripotence des cellules iPS est habituellement réalisée par la mise en
évidence de I'expression des facteurs de transcription nucléaires et des marqueurs membranaires de

pluripotence et ce, soit par cytométrie de flux, soit par immunofluorescence. Par microscopie a
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fluorescence, nous avons montré |'expression nucléaire d’Oct3/4, Sox2 et Nanog, et I'expression
membranaire de SSEA-4 dans nos lignées iPS (Figure 23). L'immunofluorescence a été réalisée en
début de culture pour chacun des clones, puis, elle a été complétée par une analyse par cytométrie
en flux (Figure 24). Plus objective et quantifiable, la cytométrie nous permet un suivi en routine tout
au long de la culture et une comparaison entre les différentes lignées (Figure 25). Nous avons obtenu
des résultats comparables avec ces deux techniques et la cytométrie de flux nous a permis d’analyser
deux marqueurs supplémentaires, SSEA-3 et Tra-1-81, également des marqueurs membranaires de
pluripotence. Cependant, I'expression de Nanog par cytométrie de flux semble plus faible par rapport
aux autres marqueurs (Figure 25) alors qu’il est assez sensible en immunofluorescence. Les analyses
de cytométrie ayant été réalisées plus tardivement, il est possible que I'anticorps dirigé contre le
facteur Nanog se soit dégradé. L'autre hypothése pouvant expliquer ce faible taux d’expression est
gu’une tres légere différenciation de nos cellules iPS serait immédiatement mise en évidence par la
diminution particulierement sensible de ce marquage. Aucune des trois équipes n’a montré d’analyse
de ces différents marqueurs par cytométrie en flux alors qu’elle permet de mieux évaluer la qualité
globale des cellules iPS en culture. Seuls les résultats de I'analyse par immunofluorescence sont
présentés dans ces 3 articles. L'équipe de Mukherjee et al. est celle qui a analysé le plus de
marqueurs (Sox2, Oct4, KIf4, Nanog, c-Myc ainsi que SSEA-1, marqueur des iPS d’origine murine)
(487). Dans le cas des cellules iPS humaines, Jiang et al. et Zou et al. ont analysé les marqueurs Oct4,
SSEA-4, Tra-1-60, ainsi que le marquage de Nanog pour la seconde équipe (488,489). Nous avons
utilisé exactement les mémes marqueurs (a I'exception de SSEA-1 spécifique des cellules iPS murines)
en immunofluorescence et/ou en cytométrie en flux pour prouver la pluripotence de nos cellules iPS.
Nous aurions également pu réaliser le marquage de SSEA-3 et Tra-1-81 par immunofluorescence,

mais quatre marqueurs sont suffisants pour démontrer le phénotype pluripotent.

Le test de formation de tératomes, tumeurs solides bénignes composées de cellules dérivées
des 3 lignées embryonnaires (mésoderme, ectoderme et endoderme), était jusqu’a présent le seul
moyen de montrer que les cellules souches humaines possédent une capacité de pluripotence in vivo
apres transplantation. Pourtant, seule la moitié des articles récents traitant de la génération de
lignées ES ou iPS rapportent ce test (495). Ainsi, son utilisation comme le « gold standard » est
actuellement discutée (496). D’une part, cette technique est lourde a mettre en place, tres
consommatrice en temps (plusieurs mois) et surtout trés colteuse notamment a cause de
I'utilisation d’un grand nombre de souris immunodéprimées, ce qui souléve également un débat
éthique (497). D’autre part, il n’existe aucune maniére standardisée pour former des tératomes

(quantité de cellules, site d’'injection, temps de croissance...) puis pour les analyser (histologie et/ou
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immunohistochimie, analyse fonction de la subjectivité et de I'expérience de I'expérimentateur)
(495,498). Enfin, sa pertinence clinique ou biologique est remise en cause puisque des chercheurs
ont montré que certaines cellules iPS partiellement reprogrammées pouvaient former des tératomes
alors méme que les résultats étaient négatifs pour d’autres tests de pluripotence (496). Et a I'inverse,
certaines lignées considérées comme cellules iPS sont incapables d’induire la formation de tératomes
pour des raisons inconnues (419). Cependant, lI'existence d’'un lien entre pluripotence et
tumorigénicité fait que le test de formation de tératome pourrait permettre d’identifier certaines
lignées iPS (ou ES) possédant un plus faible risque tumorigénique en vue d’une application
thérapeutique (497). Pour toutes ces raisons, nous avons choisi de ne pas réaliser ce test de
pluripotence in vivo, mais uniquement le test in vitro par la formation de corps embryoides (EBs). La
génération d’EBs est en effet une méthode alternative in vitro facile a mettre en ceuvre,
reproductible et contrdlable, et donc utilisable en routine (499). De nombreuses méthodes ont été
publiées pour générer des EBs, la plupart du temps décrites a partir des cellules ES (500). Parmi ces
méthodes, les principales sont la culture en suspension liquide en boites de Pétri (493), en flasques
avec agitation (501), en bioréacteurs (502,503), la technique de la goutte ou « hanging drop », le
«spin » (504), la culture en plaques 96 puits non adhérents (505) ou en plaques Aggrewell™
commercialisées (506). Le choix de la technique ainsi que le choix d’une différenciation spontanée ou
dirigée vers un lignage spécifique (504,507), est fonction de I'objectif visé. Pour prouver la
pluripotence des cellules iPS, il est plus pertinent de choisir la différenciation spontanée, sans ajout
de facteurs pouvant l'influencer. Trois techniques de formation des EBs ont été sélectionnées en
fonction de leur compatibilité avec les moyens techniques et financiers disponibles au laboratoire : la
suspension liquide en boite de Pétri, la technique du « hanging drop » et le «spin». Aprés
comparaison de ces différentes techniques, la culture en suspension liquide nous est apparue la
méthode la plus efficace et la plus simple a mettre en ceuvre. Comme attendu avec cette méthode, la
taille des corps embryoides générés est assez hétérogene, ce qui, en fonction de I'objectif, peut avoir
un impact négatif. Cependant, elle est la méthode de choix pour démontrer la pluripotence
puisqu’elle permet une plus grande hétérogénéité des types cellulaires obtenus. Ainsi des techniques
comme le « hanging drop » et le « spin » par exemple, permettent un meilleur contréle de la taille et
de la reproductibilité de la formation des EBs, mais risquent d’influencer le potentiel de
différenciation. De plus, celles-ci impliquent la dissociation des colonies en cellules isolées, ce qui
réduit généralement la viabilité et le rendement de formation des EBs (499). Les corps embryoides
obtenus par culture en suspension liquide nous ont permis de montrer que leur différenciation
spontanée géneére des types cellulaires issus des 3 lignages embryonnaires ; ceux-ci ont été détectés

par l'utilisation d’anticorps dirigés contre des marqueurs spécifiques de chaque lignage en
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immunofluorescence, a savoir I'aFP et CD31 pour I'endoderme, aSMA et Troponine | cardiaque pour
le mésoderme, MAP2 et Nestine pour I'ectoderme (Figure 6). Mukherjee et al. et Jiang et al. ont
généré leurs corps embryoides, a partir des cellules iPS murines et humaines respectivement, avec la
technique que nous avons également privilégiée. Les marqueurs qu’ils ont choisis pour I'analyse de la
pluripotence sont Tujl (ectoderme) et aFP (endoderme), et soit CD31 pour Jiang et al. soit aSMA
pour Mukherjee et al. (487,489). Pour I'équipe de Zou et al., aucune information n’est disponible
concernant leur technique de formation des EBs ; ils ont également analysé |'expression de aSMA et
oFP mais ont utilisé la B3-tubuline comme marqueur de I'ectoderme (488). Tous ces marqueurs sont
équivalents pour prouver I'appartenance a un lignage spécifique. Dans notre cas, nous avons choisi
un kit de caractérisation (Millipore) déja validé contenant 5 anticorps (aFP, aSMA, Troponine |
cardiaque, MAP2 et Nestine) auquel nous avons ajouté l'anticorps dirigé contre la protéine de
surface CD31 (342). Cette analyse de la pluripotence des EBs a été complétée par Mukherjee et al.
par I'analyse de I'expression en RT-PCR de différents génes impliqués dans la pluripotence ou la
différenciation. En plus de la caractérisation de la pluripotence par la technique des EBs, ces trois
équipes ont également formé des tératomes et les ont analysés soit uniquement par examen

histologique (488,489), soit combiné a un marquage immunofluorescent (Tuj1, aFP et aSMA) (487).

La reprogrammation induisant une instabilité génomique, il est nécessaire de vérifier I'absence
d’anomalies chromosomiques. La méthode de caryotypage conventionnelle est la plus couramment
utilisée pour le suivi du statut génomique des cellules ES et iPS. Il est indispensable de réaliser le
caryotype des cellules iPS en début de culture puis régulierement, dans l'idéal tous les 10-15
passages, pour dépister précocement d’éventuelles aberrations chromosomiques (anomalies de
nombre ou de structure) qui apparaitraient en cours de culture (414). Dans notre étude, la mise au
point de ce caryotype (avec marquage des bandes R) ayant été achevée récemment, seulement 5
métaphases ont été observées et leur caryotype analysé pour la lignée NP26 clone 4. Il est cependant
nécessaire d’en observer au moins 30 avant de conclure a I'absence d’anomalies. En cas d’apparition
d’une anomalie identique dans au moins deux métaphases différentes, le nombre de métaphases
lues est complété a 50. L'analyse du caryotype devra donc étre poursuivie pour cette lignée et il sera
également réalisé pour les trois autres clones prochainement. Néanmoins, le caryotype ne permet
pas I'analyse de I'’ensemble des cellules iPS et une mosaique de faible pourcentage peut donc ne pas
étre diagnostiquée. De plus, son niveau de résolution ne permet pas la détection d’anomalie
inférieure a 10 Mb. Les méthodes d’analyse haute résolution (CGH array, SNP array...) ou le
séquencage complet du génome sont des techniques plus résolutives. Cependant, celles-ci sont tres

colteuses, lentes et requierent une expertise pour I'analyse et I'interprétation parfois difficile des
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données (508). A I'heure actuelle, comme les anomalies génomiques les plus fréquemment
retrouvées impliquent des chromosomes entiers ou de larges fragments chromosomiques, le
caryotype reste la solution idéale, simple et peu colteuse pour le suivi en routine des cellules iPS
(416). Seules les deux équipes ayant travaillé sur les cellules iPS humaines (Jiang et al. et Zou et al.)
ont analysé le caryotype grace a une coloration des bandes G mais aucune description de la
technique utilisée n’est donnée. L’article de Zou et al. est le seul a préciser le nombre de métaphases
observées (20 métaphases) et le nombre de cellules caryotypées (5 caryotypes). Ces deux techniques
de coloration des chromosomes (bandes G et bandes R) donnent un marquage réciproque, c'est-a-
dire que la ol I'on obtient une bande sombre avec lI'une des deux techniques, on observe une bande
claire avec l'autre. Cependant, la coloration des bandes R est plus aisée car les chromosomes sont

souvent moins compacts et nous avons donc préféré dans un premier temps utiliser cette technique.

Nos cellules iPS CGDX portent la méme mutation que celle diagnostiquée chez le patient. Il
s’agit d’'une mutation de type faux-sens dans I'exon 5 de CYBB (469C>T). Mais il est établit que
n‘importe quel type de mutations sans « hot spot » peut-étre a I'origine de la CGDX (43). Cette forme
est donc trés hétérogene et il serait intéressant de reprogrammer des fibroblastes de patients CGDX
portant différentes mutations. Cela nous permettrait de consolider nos modeéles
physiopathologiques. C'est d’ailleurs ce qu’a fait Jiang et al. en utilisant des cellules de deux patients
CGDX, I'un porteur d’une délétion large incluant les exons 1 a 3, et I'autre d’une mutation dans
I'intron 1 (-11 T>G) du géne CYBB (489). lls ont été les premiers a modéliser la mutation la plus
courante de la forme CGDAR47, c’est-a-dire la délétion des nucléotides GC au début de I'exon 2 du
géne NCF1, résultant en un décalage du cadre de lecture avec introduction d’un codon stop (48). lls
ont cependant généré uniquement des macrophages, et il serait trés intéressant de produire des
neutrophiles de ce type de CGD. L'équipe de Zou et al., ayant produit des neutrophiles CGDX
humains, a modélisé la mutation 458T>G située dans I'’exon 5 résultant en une mutation non-sens,
proche de celle que nous avons modélisée. Par contre, 'utilisation des souris CGDX par I'équipe de
Mukherjee et al. ne permet pas de modéliser une mutation humaine puisque ces souris ont été

créées par recombinaison homologue au niveau du géne CYBB (106).

D’autres tests pour caractériser les cellules iPS générées ont été réalisés par Mukherjee et al. et
liang et al. En effet, ils ont également vérifié le bon silencing du transgene et I'expression endogéne
des facteurs de transcription, ainsi que I'activité phosphatase alcaline des colonies iPS (487,489). De
plus, Jiang et al. a complété la caractérisation des cellules iPS en montrant, par analyse au bisulfite,
un profil de méthylation des promoteurs de NANOG et OCT4 similaire a celui de cellules ES. De
méme, le marquage de I'activité phosphatase alcaline a été réalisé sur nos lignées de cellules iPS par
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I’équipe du Dr T. Saric avant leur envoi. Il serait également intéressant de vérifier le silencing du
transgene dans nos lignées de cellules iPS. Cette analyse est prévue prochainement. Par contre, il ne
nous a pas semblé nécessaire d’observer le profil de méthylation de I’ADN, d’autant plus que tous les
autres tests ont confirmé la pluripotence des cellules iPS et que notre objectif est la modélisation

physiopathologique.

PERSPECTIVES

A l'issue de ce travail, des cellules iPS spécifiques d’un patient CGDX, mais également des
cellules iPS « controle », ont été produites et cultivées dans des conditions permettant leur auto-
renouvellement et le maintien de leur pluripotence. Cette pluripotence a été validée par un
ensemble de tests couramment utilisés. Bien que certaines analyses doivent étre poursuivies comme
le caryotype, ces cellules iPS sont parfaitement utilisables pour un objectif de modélisation

physiopathologique.

Les objectifs de ce projet sont : (1) la production de progéniteurs hématopoiétiques CD34+ issus
de cellules iPS CGDX pour la transplantation dans des souris immunodéprimées et la génération de
souris CGDX avec un systéme immunitaire humanisé, (2) la production de cellules hématopoiétiques
matures (neutrophiles et macrophages) modéles de CGDX, et (3) la réalisation d’essais de thérapie
protéique consistant en I'apport du cytochrome bssg fonctionnel grace a des protéoliposomes in

vitro, voire in vivo dans les souris CGDX « humanisées ».

A partir des cellules iPS « controle » et CGDX présentées dans ce travail, nous avons réussi a
produire des progéniteurs hématopoiétiques CD34+ selon un protocole publié et reproductible (509),
et leur caractérisation phénotypique compléete est en cours de réalisation. Ces progéniteurs seront
tres prochainement injectés a des souris immunodéprimées pour évaluer leur capacité a recoloniser
la moelle osseuse et établir un systeme hématopoiétique et immunitaire humain. Pour cela, nous
collaborons avec la société TransCure localisée a Archamps et spécialisée dans la génération de

souris « humanisées ».

De méme, nous avons réussi a obtenir des neutrophiles issus des progéniteurs hématopoiéiques
CD34" « contrdle » et CGDX selon un protocole adapté de Choi et al. (509). Des macrophages ont
également été générés grace au protocole de différenciation publié par cette méme équipe. Ces

cellules phagocytaires sont en cours d’évaluation phénotypique et fonctionnelle.
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Enfin, les premiers essais de thérapie protéique in vitro devraient étre mis en ceuvre au début
de I'année 2014 avec les neutrophiles et macrophages CGDX. Les protéoliposomes apportant les
sous-unités gp91”™ et p22°™* membranaires seront produits par la start-up Synthélis, issue de
I’équipe TheREx (laboratoire TIMC/IMAG) basée a Meylan, et spécialisée dans la production a fagcon

de protéines membranaires recombinantes.

Dés I'obtention de nos cellules iPS CGDAR47 et CGDAR22, leur caractérisation compléte sera
entreprise de la méme fagon que décrit dans ce travail sur les cellules iPS CGDX. Ces lignées pourront
ensuite permettre de produire des progéniteurs hématopoiétiques CD34+ ainsi que cellules

phagocytaires selon les protocoles de différanciation que nous avons mis en place au laboratoire.

Depuis leur création 7 ans plus tot, et grace aux avancées techniques qui ont accompagné leur
développement ces dernieres années, les cellules iPS sont devenues un outil majeur en Recherche.
En permettant de modéliser de nombreuses pathologies, elles ouvrent la voie vers le développement
de nouveaux médicaments et nouvelles approches thérapeutiques, et cela a trés court terme. Leur
utilisation clinique, par contre, nécessitera encore des améliorations au niveau des techniques de
reprogrammation, de culture cellulaire, de caractérisation phénotypique, fonctionnelle et génétique
ainsi que de différenciation vers un type cellulaire donné. Dans quelques années, elles pourront donc
peut-étre permettre le traitement de patients par thérapie cellulaire ou génique, une avancée

porteuse d’espoir dans de nombreuses pathologies.
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THESE SOUTENUE PAR : Julie BRAULT
TITRE :

VERS LA MODELISATION PHYSIOPATHOLOGIQUE DE LA GRANULOMATOSE SEPTIQUE CHRONIQUE
POUR DE NOUVELLES APPROCHES THERAPEUTIQUES

Développement de la culture des cellules souches pluripotentes induites Issues de fibroblastes de patients

CONCLUSION

La Granulomatose septique chronique (CGD) est une maladie génétique orpheline {1/200 000 naissances)

de I'immunodéficience innée affectant généralement les enfants en bas age (< 2 ans), diagnostiquée devant
des infections sévéres et récidivantes. Les phagocytes sont dépourvus d'activité NADPH oxydase, enzyme clé de
la production de réactifs toxiques de I'oxygene (ROS) bactéricides. Les mutations dans le géne CYBE codant |a
sous-unité membranaire gpf91’°°‘ (NOX2) sont responsables de la forme majeure liée a I'X {CGDX) (65 % des
cas). Une prophylaxie antibiotique et antifongique a vie est généralement instaurée le plus précocement
possible. Le seul traitement curatif repose sur |2 transplantation de moelle osseuse allogénigue mais n'est pas
sans danger pour le patient. La thérapie génique 2 été tentée a plusieurs reprises mais avec un bénéfice
clinigue uniguement transitoire. Afin de développer de nouvelles approches thérapeutiques, il est nécessaire
de développer des modéles cellulzires et animaux mimant la maladie, Or, les modéles c2llulaires actuellement
disponibles sont imparfaits,
Depuis les travaux de I"équipe du Dr S. Yamanaka (prix Nobel 2012 de Médecine) en 2006, il est possible
dinduire fa reprogrammation de cellules différenciées en cellules souches par transfection rétrovirale de 4
facteurs de transcription (Oct3/4, Sox2, KIf4, c-Myc). Elles sont appelées cellules souches pluripotentes induites
(iPS), elles possédent les mémes propriétés d'auto-renouvellement et de pluripotence que les cellules souches
embryonnaires at, pour cette raison, sont trés utiles pour la modélication de pathologies, le screening de
nouveaux traitements, la toxicologie, la médecine régénérative...

L'cbjectif de ce travail a été de mettre en place |a culture des cellules iPS reprogrammdes A partir des
fibroblastes d'un patlent CGDX et de caractériser leur pluripotence. Pour la culture ceflulaire, deux méthodes
ont été testées (sur cellules nourriciéres ou sur matrice extracellulzire) et validées pour le maintien des cellules
dans un état indifférencié. De plus, ces cellules iPS expriment les facteurs de transcription Oct3/4, Sox2 et
Nanog, ainsi que les différents marqueurs de pluripotence SSEA-3, SSEA-4 et Tra-1-81. Concernant leur capacité
de pluripotence, les cellules iPS ont montré leur zbilité & former spontanément, en suspension liquide, des
corps embryoides composés de celiules issues des trois lignées embryonnaires. Une technique de caryotype a
été développée pour permettre d'analyser la stabilité chromosomique des cellules IPS en cours de culture,
Méme si cette analyse doit &tre poursuivie, nous n'avons pas détecté pour 'instant d"anomalies de nombre ou
de structure. Pour finir, ces cellules iPS CGDX portent I'anomalie génétique responsable de |a pathologie chez le
patient dont elles sont issues.

Ces cellules IPS témoin et CGDX servirant A générer des modéles cellulaires et animaux de |a forme CGDX
pour tester de nouvelles approches thérapeutiques. En effet, il est possible de différencier les cellules iPS en
progéniteurs hématopoiétiques CD34+. Ceux-ci permettront la génération de souris humanisées par
transplantation, ainsi que la production de cellules phagocytaires matures (neutrophiles et macrophages) par
différenciation terminale.

VU ET PERMIS D'IMPRIMER

LE PRESIDENT DE LA THESE
Professeur Michel SEV&
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P1621 . DECLINED PRESENTATION

NOVEL FUNCTIONAL ROLES FOR TENELEVEN.-TRANSLOCATION 2
(TETZ2) IN NORMAL AND LEUKEMIC GROWTH OF MAST CELLS
Raghuveer Mali', Valeria Visconse”, Tiw Ramon’, Helwaus Hanenberg',

Mingliang Xu', and Reuben Kapw'

'Deparement of Pediatrics, Indiza Univessity School of Madicine, Indianapolis,
Indiana, USA; *T'ransltional Hemamlogy and Oncology Research, Cleveland Clinic,
Cleveland, Chin, USA

Mast cells play 2 vital role m mnase and adapeive smmunsty. KIT recepeor signaling i
essential for mast cel growéh and swrvival. Gan-of fention mettons m KIT
recepior have been identified m humans in 90% of systemic mastocytomis (SM)
patents. KITDE16V metaion found m SM & matnb-esisant and current anti-
KIT therapies for KITDEI6Ve SM are mefiectve. Our recent dimical ssadies have
identified the presence of Te muttons m 23% of mastocytosis patients and are
associged with poor overal]l prognosis. However, the physiologic roleds) of Te2 m
normal mast cell development and cooperation between Te2 and KITDE16V muta-
toms i SM e not well studied. In this study, we have determimed the fanctional mile
of Te2 in nommal mast cell development and molecul mechamsms of cooperation
between Te and KITDEI6V metatons in SM. We found significantly moreased
number of Immasare mast cells m the permonenl cavty of Te2-L mice compared
© WT mce in vivo. Bone marowderived mast cells (BMMCs) fom Te2-/L mice
show significant redection m S-hydroxymethyl cysosme levels compamd to WT
BMMCs. Ta2/. BMMCs show significant redecton m mast cell differentiation,
reduced expression of mast cell specific genes MCP-S, MCP6 and CPA, and akered
expmssion of key manscapoon facom Muf, Gaa2 and PU.1 compared to WT
BMMCs. In addmon, Te. ) BMMCs show enhanced cytokmedndeced gmwth
and serviwl Feghermore, Te2.f munne or knocked down buman cells bearmg
KIT metuton show significantly enhanced gowth compaed © cells bearmg
KIT metation done. Hypaprolfenton of Te-/ BMMCs in the presence and
absence of KIT metaton s associated with redeced expres sion of Pan and enhanced
aavmon of the PEKinae/AKT pathway Trexment with demahylitng agemt S
amcysdme or PEKmase mbabmor GDC-0%41 (p1102/@.speafic) but not TGX221
(p110f-specific) or ICET114 (p1105-speafic) significantdy redeced the hyperpmlif-
emtion of Te-L BMMCs and cell lnes as well as primary BM blasts denved from
masiocywsis patients bearmg KITDE16V metaton. Thes, combingonal hergpy
mvolving both demethylting agent and PEKmase mhibitor s likely oo be idenl
for wexmg SM patients with Te2 and KIT mutations.

P12 < OPTIMIZATION OF XALINKED (HRONIC GRANULOMATOUS
DISEASE MODELIZATION BY USING PATIENT-SPECIFIC INDUCED
PLURIPOTENT STEM CELLS

Julie Brauk"’, Erwan 2, Tomo Saric’, Karl Hewes Krause',

Marie_Josi Ssasia™, K. Shao”, Mk Gupea’, D. Granwald’, Jp Briow”, and

D. Plansa

'Camtm Duagnostic et Recherche sor b granul omasose sepoigee (CDiReC), Insomat de
Biokogie et Padhologie, Grenoble, France; *TheR Ex, TIMC/Imag, UMR CNRS 5525,
Universé Joseph Fourier, Genoble, France; “Instinne for Newrophysiology,
Cologne, Gesnany ; “RTSV/BCI, CEA, Genoble, France; ‘CEA, Grenoble, Fance;
“Pale de Medacine Aigue et Communataiz, Pole Couple Enfint, Grenoble, Fance;
"Dept. of Pahology and Immenology, Péle Couple Enfant, Genoble, Switzerland

Induced plaripotent stem cells (1PSCs) are reprogrammed somate cells withembryomc
stem cell (ESC)like duncenstics gererged by the mtmducton of combmatons of
speafic mawcaption fickom. Pmient-speafic 1PSCs can be used © recapmulase
disease specific phenotypes for the scmenng of new thergpies. Choomie granslomaaes
disease (OGD), 2 mre itherned immunodeficiency, 1s duncerrzead by recerent and
severe infections m childhood. The most frequent form is the X-lmked OGD (XOGD)
dee © mutatons m CYBEB ladng © the absence of Nox2 of the phagacyac NADPH
onmadase complex , =sponsible for the prodecton of miacrobacidal react ive oxygen species.
Our objective was to optimize the genemtion of phagocyis reprodecing the X-OGD
physopathology I order 10 test 2 new thergpentic appraach based on protem thergpy.
X-OGD and comtml iPSC linss wem mprogammed fom beman fibmblass with
OSKM mooviral vectors. iIPSC limes expmssing plenpotercy markers were able to
fomm embry adbodies ( EBs) withthethee amb ryomc gemm biyers Hemagpaacdi fer.
entaton mduced after cooultwre of IPSCs or EBs with OFY mosse bone marmow stramal
celllme was charactenzed by 2 fist decrense of plaripotency masers with 2 progessive
appeaarance of CDA4+ progenstars. Temmimal differentiation mto masee nestrophils or
macmphages (51005 cel ki) was obtamad m 10-14 days by wsng speafic hematoposenc
cywokmes. No signficant difference between both coculaae types GPSC or EB) was
noticed. Freezmg and thawmg of the CDA44 progenitors did not madify the progensor
abiley XN.OGD newtrophils and macrophages derved foom XCGD 1PSCs showed no
Nox2 expeession and NADPH oxdase activity unl ikecontrolcel ks Inconc lesion, wesac-

ceedad 0 generate a celluly modelof XOGD mady © st new Sherapentic gpproaches.

P1023 . CONTROLLED GENERATION OF HEMATO POIETIC
PROGENITOR CELLS FROM PLURIPOTENT STEM CELLS USING
MICROENVIRONMENTAL CUES

Muhammad Ralman', Paick Braer’, Juan 2 ga P flacker”, and Peaser Zandsra'
"Instinte of Biomaterials & Biomedical Engineering, University of Tomato,
Downtown Torostn, Ontaria, Canadx; “Sennybrook Research Instisste, Torosto,
Ontanio, Canada

Human plenpotent stem cells (APSCs) have geat potential forregenergtive medicme
due 10 ther abilty ©o develop into any of the somatic cells mchading blood cells.
However, mvatm petoonl s for genera mg hPSC derved hematoposet cpmgenntor ce lis
(HPCs)atilze xenogenc panducts, display bow yields and typaally generme promutive
blood phenotypes. Curment evidence sugg estsa hemogenic endothe hal (HE) populason
gving rise ©o definitive blood cells. Obtanmg thes popelation from APSCs has been
difficult smce definmtive hem g opoesis dering embryogenesis 15 2 dynamic and tighdy
controlled pmcess. We hy pothesze 2uthPSC dervedendothe hal cells canbe cbamed
using definad andcontrolled condmons and can be mcropattemed mo anificial mches
o mmc blood formung HE. The AggreWellT™M tachnolog y was esed © genemite van.
able aggregate spes © culere PSCs wwaxds HFCs in serum-fee defined madia
Expresaon of CIMS peaked by day 20 (15%) and colony fommng cells from PSC-
derived cells were highest om day 13 at 200 oo bomie w105 seeded cells. HE expession
was msessed by tmck mg CDA4 VECADWC DS 3. whiach was highest on day & Them.
after day € cells were sored mto CDA4+ VECA D+ and were positive for von willebrand
factor and wptake of low den sty lipoprotem confirming #sendothe hal nasure. To 26 sess
of these cells can give rise 1o definm ve like hlood cells, day £ CDA4+CIDS3. cells (29%
express on pre-sort) were magnencal ly sored and placed on non dmadiased OPS.1DLI
celks for coculme. By day 21 of co-culaare, cells were 11% posti ve for CDS+CD74
mdiatve of pro-T |lymphoid cells thereby mphcamg ther definmtive potential We
have peviously shown that precise control of colomy size allows for the manipalaton
of hESC fase Building on $us day 8 HE cells are curently being pasernad as 200
um dumeter spoes with 2 500 um pich (ditance biw spots). These cells willbe supple-
mented with fictors mvalved m embryomic defingt ve hem 20p coesis ©0 enhance blood
mduction comparedtoowr co-cultare expenments. All mall these ssadies demonstrase
the use of ol sthat al low es wrecapulate aspects of the embryoni ¢ mcroenvronment
© gude PSCs towards hemaoposetc cells m an efficint and scalable fadhion.
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