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Résumé du travail 

Chez l’homme, la perte de cellules cochléaires est irréversible et conduit à la surdité 

neurosensorielle. Le syndrome d’Alström (ALMS) est une maladie génétique, autosomale 

récessive, caractérisée par de nombreux symptômes dont la surdité. La protéine mutée ALMS1 

est responsable de la maladie et cette protéine est exprimée au niveau du centrosome des cellules 

en prolifération et au corps basal des cellules ciliées et de soutien. Pour développer un modèle 

cellulaire le plus proche de la pathologie humaine, notre projet est basé sur l’utilisation de 

cellules souches humaines à pluripotence induite (hiPS) normales ou mutantes. Nous avons 

généré pour la première fois des hiPS ALMS à partir de fibroblastes de patient ALMS sourds. 

Les propriétés essentielles d’auto-renouvèlement et de pluripotence de ces cellules ont été 

validées. 

Récemment, il a été démontré que les cellules souches embryonnaires humaines (hES) et murines 

(mES) peuvent se différencier in vitro en cellules cochléaires. A partir de cellules hiPS saines, 

nous avons développé un protocole de différenciation et obtenu en une population homogène de 

cellules ayant un parton d’expression protéique et géniques correspondant à celui des 

progéniteurs otiques (hOSCs). Lorsque ces cellules sont cultivées en présence de cellules 

nourricières, les hOSCs sont capables de générer des cellules ciliées. Nous avons appliqué le 

protocole de différenciation aux hiPS ALMS et observé des défauts de prolifération et de cycle 

cellulaire aux différents stades de différenciation (hiPS, hOSCs et après différenciation).  

Les résultats obtenus à partir des cellules ALMS différenciées suggèrent que leur potentiel de 

différenciation en cellules ciliées n’est pas affecté comme suggéré par Jagger et al. et Nodal et al. 

Cependant, les cellules hOSCs ALMS développe un cil primaire plus court. Nous avons 

également observé des défauts de proliférations et de cycle cellulaire entre cellules saines et 

mutées à différents stade de différenciation. Nous avons également remarqué une diminution de 

cohésion des centrosomes dans les cellules ALMS qui pourrait expliquer la diminution de 

prolifération et l’arrêt en G1 des hOSCs mutées. Nous émettons l’hypothèse que les progéniteurs 

otiques mutés entrent en sénescence et qu’un nombre réduit de cellules ciliées se développent 

correctement. Ces hypothèses permettraient d’expliquer la surdité précoce des patients ALMS. 

Enfin, pour exclure les biais de différenciation dus à l’origine différentes des cellules hiPS saine 

et pathologique, nous voulons corriger la mutation présente dans les hiPS par la technique de 

l’édition du génome (CRISPR/CAS). La génération d’une lignée isogénique à partir d’hiPS 

ALMS nous permettra de confirmer les phénotypes observés et de les relier à la mutation de la 

protéine ALMS1. A terme, la génération de la lignée isogénique nous fournira un modèle humain 

et inépuisable pour l’étude plus approfondie du syndrome d’Alström. 
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Abstract 

Alström Syndrome (ALMS) is a human, autosomal recessive, genetic disorder characterized by 

numerous clinical symptoms including deafness. ALMS is caused by mutations in the ALMS1 

gene encoding a protein located at the basal body, which seems to be implicated in ciliogenesis, 

cell cycle and proliferation. Knowing that ALMS1 is expressed in the inner ear, we are interested 

in understanding the unknown mechanisms involving this protein in the genetic deafness in 

ALMS patients. To do so, we developed a model closer to the human pathology, by using human 

induced pluripotent stem cells (hiPS) generated from healthy and ALMS patients.  

 

Recently it was demonstrated that mouse and human embryonic stem cells can be directed to an 

otic fate. Using a stepwise protocol, we demonstrate that healthy hiPS cells can generate a 

homogenous population of cells with a gene and protein expression profile consistent to the ones 

of otic progenitor cells (hOSCs). When co-cultured with mouse feeder cells, human hOSCs are 

then able to differentiate into hair cells (HCs). We successfully applied our differentiation 

protocol to ALMS hiPS cells, these helped us in better understanding multiple aspects known to 

be related to ALMS (f.e. ciliogenesis and proliferation).  

 

Results obtained from the differentiation of AS hiPSCs into HCs suggest that the differentiation 

potential of these cells into cochlear cells is unaffected in AS patients as suggested by Jagger et 

al. and Nodal et al. However, the hOSCs ALMS cells display a shorter primary cilium. We also 

observed some proliferation and cell cycle defects between healthy and ALMS cells at different 

stages of the differentiation protocol. We noticed an increased centrosomal distance in ALMS 

cells together with a decreased proliferation and a G1 arrest in the ALMS hOSCs. We 

hypothesize that mutated progenitor cells enter in senescence suggesting that a reduced number 

of hair cells develop correctly. Together, these results may explain the early onset of hearing loss 

in ALMS patients.  

 

To exclude patients linked epigenetics and differentiation defects, we want to correct the genomic 

mutation in the ALMS hiPS cells to generate isogenic hiPS cells using the CRIPSR/Cas9 system. 

Thanks to isogenic hiPS cells we’ll be able to confirm that these defects are well due to the 

ALMS1 mutation. Moreover, these ALMS hiPS cells and their related isogenic hiPS cells will 

furthermore create an avenue to other studies that envisage understanding other ALMS 

pathological symptoms. 
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Introduction 

 Les cellules souches embryonnaires humaines (hES) 1.

1.1 Le développement embryonnaire précoce 

La fécondation, au cours de laquelle les gamètes mâle et femelle s'unissent, conduit à la 

formation du zygote (Figure 1). Pendant les premiers jours qui suivent la fécondation, le zygote 

subit une série de divisions dont l'ensemble est appelé la segmentation. Après quatre jours, on 

compte 16 à 32 cellules formant la morula. A partir du 4ème jour, une cavité (blastocèle) se crée 

et les cellules de la morula se réorganisent en blastocyste. A ce stade, le blastocyste est composé 

de cellules de la masse interne
1
 (ICM pour « inner cell mass »), une vingtaine de cellules 

entourées du trophectoderme
2
. Ce dernier formera le placenta supportant la croissance de 

l’embryon à l’intérieur de l’utérus alors que les cellules de l’ICM vont proliférer pour former 

l’épiblaste
3
 et l’endoderme primitif

4
 qui donneront lieu à leur tour à tous les types cellulaires 

nécessaires pour former le corps de l’embryon. Le blastocyste s'implante dans la paroi utérine 

aux environs du 8
ème

 jour (Beddington and Robertson, 1999). 

 

Figure 1: Développement embryonnaire précoce. Le zygote est formé après la fécondation et se développe en quelques jours pour 

atteindre le stade de la morula. Au stade blastocyste, sous l'influence de la pression hydrostatique, une cavité se crée : le 

blastocèle. Les cellules de l’endoderme primitif et de l'épiblaste forment un amas compact d'un côté de la cavité et les cellules du 

trophoblaste, s'organisent en un épithélium, le trophectoderme.  

 

1.2 Découverte et origine des mES  

                                                 
1
 Masse interne : cellules entourées de trophectoderme à l’intérieur du blastocyste. Elles donneront l’épiblaste et 

l’endoderme primitif.  
2
 Trophectoderme : couche de cellules externes de la morula puis du blastocyste qui donnera notamment le placenta 

3
 Epiblaste : cellules à l’intérieur du blastocyste qui donneront naissance aux 3 feuillets cellulaires de l’embryon 

4
 Endoderme primitif : forment la première couche délimitant l’épiblaste et sera remplacé lors de la gastrulation par 

la première poussée de migration cellulaire provenant de l'épiblaste, qui formera l'endoderme 
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Au début des années 1980, des cellules souches embryonnaires « naïves » de souris (mES pour 

« mouse embryonic stem cells ») ont été mises en culture pour la première fois à partir de l’ICM 

de blastocystes murins avant implantation (Evans and Kaufman, 1981) (Figure 2). Après 

l’implantation du blastocyste, des cellules mES « primed » épiblastiques ou mEpiSC (pour 

« mouse Epiblast-derived Stem Cell») peuvent également être dérivées et mises en culture (Brons 

et al., 2007; Tesar et al., 2007). Les cellules « naïves » mES et « primed » mEpiSC possèdent les 

mêmes caractéristiques essentielles des cellules ES (voir 1.4 propriétés des hES) mais les cellules 

mEpiSC se différencient plus rapidement que les cellules mES et demandent beaucoup plus de 

précautions lors de leur manipulation in vitro. De plus, les mES et mEpiSC nécessitent des 

conditions de culture très différentes (Figure 2). Les cellules mES sont cultivées sur une couche 

de gélatine comme matrice extracellulaire et nécessitent la présence de Leukemia Inhibitory 

Factor  (LIF) (Evans and Kaufman, 1981), tandis que les mEpiSC sont cultivées sur une couche 

de cellules nourricières constituée de fibroblastes embryonnaires de souris (MEF) et nécessitent 

la présence de facteur de croissance des fibroblastes de type 2 (FGF2 pour « fibroblast growth 

factor type 2) (Brons et al., 2007; Tesar et al., 2007). Ainsi, il a été proposé qu'il y ait, lors du 

développement embryonnaire, deux états successifs distincts de pluripotence : « naïve » ou « 

primed » (Nichols and Smith, 2009). 

 

 

Figure 2: Origine des mES, mEpiSC et hES. Les cellules de la morula sont totipotentes car elles contribuent à toutes les lignées 

cellulaires humaines. Les cellules pluripotentes mES et hES sont mises en culture à partir de cellules de la masse interne (ICM) 
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dérivées au stade blastocytaire avant l’implantation utérine. Les mEpiSC proviennent de cellules de l’épiblaste (EPI) après 

l’implantation du blastocyste. Les conditions de culture diffèrent chez l’homme (encadré brun) et la souris (encadré en gris). 

Abbréviations : ICM = cellule de la masse interne ; TE = trophectoderme ; EPI = épiblaste ; PE = endoderme primitif. Adapté de 

Rossant, 2013. 

 

1.3 Découverte et origine des hES 

Les cellules souches embryonnaires humaines ou hES (pour « human embryonic stem cells ») ont 

quant à elles été isolées en 1998 à partir de la masse interne du blastocyste d’embryons 

surnuméraires obtenus après fécondation in vitro (FIV) (Thomson et al., 1998) (Figure 2). 

Techniquement, les embryons sont cultivés jusqu’au stade blastocyste et 14 cellules de la masse 

interne sont ensuite isolées pour donner une lignée de cellules hES (Thomson et al., 1998). Ce 

processus de génération d’hESCs est à l’origine de nombreuses questions éthiques et morales 

quant à la destruction de cellules capables de donner la vie (Robertson et al., 2001). De manière 

intéressante, les cellules hES partagent plus de similarités avec les cellules « primed » mEpiSC 

qu’avec les cellules mES.  Les hES sont également cultivées sur une couche de MEF et 

nécessitent la présence de FGF2 (Thomson et al., 1998) (Figure 2). Sans ces conditions de culture 

optimales, les hES se différencient rapidement.  

En plus des similarités en termes de nutriments nécessaires à leur croissance, les cellules hES et 

mEpiSCs forment en culture des colonies aplaties, ont une faible capacité de croissance clonale et 

possèdent les mêmes partons d’expression géniques (Brons et al., 2007 ; Tesar et al.,  2007). Les 

récentes tentatives de dériver des hES ayant des propriétés plus proches des mES naïves sont 

quelque peu controversées et contradictoires (Gafni et al., 2013; Takashima et al., 2014) 

(Theunissen et al., 2014; Ware et al., 2014). Les hES se différencient toujours rapidement et 

spontanément et pourraient ne jamais passer par un état naïf stable. L’induction de la pluripotence 

pourrait donc être différente selon les espèces et avoir des conséquences sur les processus de 

différenciation ultérieurs (Rossant, 2015). Malgré ces différences entre mES et hES, les voies 

fondamentales de différenciation et les principaux processus développementaux sont plutôt bien 

conservés.  

 

1.4 Propriétés des hES 

1.4.1 Morphologie  
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Les cellules hES possèdent un gros noyau, un petit cytoplasme et des nucléoles proéminents 

(Thomson et al., 1998). Une fois prélevées et mises en culture, les hES prolifèrent sous forme 

d’amas cellulaires uniformes et caractéristiques appelés colonie (Figure 3). 

 

 

Figure 3 : Morphologie caractéristique d'une colonie de cellules hES sur un tapis de cellules MEFs nourricières. 

 

1.4.2 Caryotype 

Les hES présentent le caryotype diploïde normal du blastocyste dont elles proviennent : 23 paires 

de chromosomes dont une paire de chromosomes sexuels (XX ou XY) (Reubinoff et al., 2000; 

Thomson et al., 1998). La culture à long terme des hES est associée à l'accumulation d'anomalies 

chromosomiques (Cowan et al., 2004; Draper et al., 2004). Une surveillance régulière de 

l'intégrité du génome des hES est donc nécessaire puisque les altérations génomiques peuvent 

changer le potentiel et la capacité de développement des hES (Ben-David et al., 2010; Lister et 

al., 2011). Le plus souvent, ces modifications correspondent à un accroissement (total ou partiel) 

du nombre de chromosomes 12, 17, 20 ou X (Baker, 2007; Laurent et al., 2011; Taapken et al., 

2011).  

 

1.4.3 Activité télomérase 

Les hES, à la différence des cellules somatiques différenciées
5
, expriment des niveaux élevés 

d’activité télomérase (Thomson et al., 1998). La télomérase est une ribonucléoprotéine
6
 qui 

                                                 
5
 Cellule somatique : toute cellule du corps à l’exception des cellules germinales. 
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ajoute des répétitions (télomères
7
) aux extrémités des chromosomes. Chez l’homme, la 

télomérase est fortement exprimée dans les cellules germinales et les cellules cancéreuses et est 

associée à une capacité de prolifération infinie (Counter et al., 1992; Hastie et al., 1990; Wright et 

al., 1996). 

 

1.4.4 Expression de marqueurs moléculaires spécifiques 

En plus des gènes de pluripotence (voir paragraphe suivant), les hES expriment des marqueurs de 

surface caractéristiques et spécifiques tels que les glycoprotéines SSEA-3 (pour « Stage-Specific 

Embryonic Antigen – 3 »), SSEA-4, TRA-l-60 et TRA-1-81. La réalisation d’immunomarquages 

contre ces protéines permet de vérifier le statut indifférencié des hES. Les cellules hES expriment 

également l’alcaline phosphatase, une enzyme liée à la membrane qui catalyse l’hydrolyse du 

phosphate de nombreuses molécules  (Stefkova et al., 2015).  

 

1.4.5 Pluripotence 

Les hES sont caractérisées par une propriété essentielle : la pluripotence ou la capacité de se 

différencier en n’importe quelle cellule spécialisée, mises à part les cellules placentaires qui 

forment un tissu extra-embryonnaire (Evans and Kaufman, 1981; Thomson et al., 1998). En effet, 

les hES, en absence de FGF2, sont capables de se différencier spontanément en cellules des trois 

feuillets embryonnaires (endoderme, mésoderme et ectoderme) (Thomson et al., 1998) (Itskovitz-

Eldor et al., 2000). Les différents feuillets embryonnaires peuvent également être induits 

spécifiquement à partir des hES par l’ajout au milieu de culture de facteurs de croissance et 

petites molécules spécifiques. Quelques stratégies de différenciation et les principaux facteurs 

utilisés in vitro sont décrits dans les paragraphes qui suivent, pour chacun des feuillets : 

 

- Ectoderme  

                                                                                                                                                              
6
 Ribonucléoprotéine : protéine qui contient de l'ARN comme par exemple les ribosomes. 

7
 Télomère : région hautement répétitive d'ADN à l'extrémité d'un chromosome évitant que celui-ci ne s'effiloche et 

empêchant que son extrémité ne soit considérée comme une cassure du double brin d'ADN, pouvant conduire à une 

réparation dommageable. 
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Figure 4: Stratégies de différenciation dans les principales voies ectodermales. Alors que l’inhibition de la signalisation SMAD 

(par Noggin et SB431542) induit les cellules neurectodermiques, l’ajout d’acide rétinoïque (RA) et BMP4 induit le destin 

épidermique. La cyclopamine, un inhibiteur de la voie SHH, et l’activine A induisent le destin optique. 

 

Un traitement des cellules hES en culture avec l’acide rétinoïque (RA pour « retinoïc acid ») et 

BMP4 (pour « bone morphogenetic protein 4 ») oriente la différenciation en kératinocytes 

(Petrova et al., 2014) (Figure 4). Pour induire d’autres cellules dérivées de l’ectoderme telles que 

les neurones, la première étape consiste à induire la formation de cellules souches neurales 

multipotentes
8
 ou NSCs (pour « neural stem cells »). Pour ce faire, les cellules hES sont cultivées 

en présence de Noggin et SB431542, deux inhibiteurs de la signalisation SMAD qui est 

impliquée dans le maintien de la pluripotence des hES (Chambers et al., 2009; Zhou et al., 2010). 

Les différents types de neurones peuvent être induits à partir de ces progéniteurs par ajout de 

facteurs spécifiques (revu dans Han et al, 2011) : par exemple, la présence de Sonic Hedgehog 

(SHH) seul induit la différenciation en neurones GABAergiques (Wang et al., 2015), l’ajout de 

SHH et de FGF8 permet de générer des neurones dopaminergiques (Chambers et al., 2009; Cho 

et al., 2008; Hargus et al., 2010; Nguyen et al., 2011; Park and Lee, 2007), et l’addition au milieu 

                                                 
8
 Multipotente : une cellule multipotente est une cellule progénitrice qui garde un certain potentiel de différenciation. 
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de culture de SHH et RA induit la formation de motoneurones (Boulting et al., 2011; Dimos et 

al., 2008). 

 

- Mésoderme 

 

Figure 5: Stratégies de différenciation dans les principales voies mésodermales. L’activation de la voie BMP et TGFbeta est 

importante pour l’induction mésodermique à partir de cellules hES. Ensuite un traitement des cellules avec du VEGF en 

combinaison avec un cocktail d’interleukines (ILs) induit la voie hématopoïétique. En combinaison avec DKK1, un inhibiteur de 

la voie WNT, VEGF induit de destin cardiaque. Les cellules endothéliales peuvent être obtenues directement à partir du 

mésoderme primitif en bloquant la voie TGFbeta avec SB431542.  

 

Les cellules sanguines, osseuses, musculaires et cardiaques se développent de manière 

séquentielle à partir de progéniteurs mésodermiques (Rajala et al., 2011) (Figure 5). Ceux-ci sont 

obtenus à partir de cellules hES par l’activation des voies TGFbeta (pour « transforming growth 

factor beta ») et BMP via l’ajout au milieu de culture respectivement, d’activine A et de BMP4 

(Carpenter et al., 2012; Yamashita et al., 2005). Par la suite, un traitement prolongé avec du 

DKK1 (« Dickkopf-related protein 1 »), un inhibiteur de la voie WNT, et du VEGF (« vascular 

endothelial cell growth factor »), induit la différenciation de ces progéniteurs mésodermiques en 

cardiomyocytes (Masumoto et al., 2014; Ye et al., 2013). D’autre part, le traitement des 

progéniteurs mésodermiques avec un cocktail d’interleukines spécifiques (IL-3, -6, -11) conduit à 
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la formation de progéniteurs hématopoïétiques puis des différentes cellules sanguines (Lachmann 

et al., 2015; Slukvin, 2013). Les cellules endothéliales vasculaires peuvent être induites 

directement à partir du mésoderme primitif par inhibition de la voie TGFbeta via l’ajout de 

SB431542 au milieu de culture  (James et al., 2010). 

 

- Endoderme  

 

Figure 6: Stratégies de différenciation dans les principales voies endodermales. L’induction de la voie TGFbeta et des FGFs joue 

un rôle majeur dans l’induction de l’endoderme. Les progéniteurs hépatiques sont induits avec FGF10, RA et SB431542. Les 

progéniteurs intestinaux sont induits par FGF4 et WNT3a. Les progéniteurs pancréatiques sont quant à eux induits par FGF10, 

RA et la cyclopamine. 

 

La plupart des organes internes tels que l’intestin, le pancréas et le foie sont des dérivés de 

l’endoderme (Figure 6). L’ACTIVINE A joue un rôle majeur dans l’induction de l’endoderme 

définitif à partir de cellules hES, première étape à l’origine de tous les dérivés endodermiques 

(McLean et al., 2007). Par la suite, l’ajout de FGF10, de RA et de SB431542 oriente l’endoderme 
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vers des progéniteurs hépatocytaires (Takayama et al., 2013; Yu et al., 2012) tandis que la 

combinaison de FGF10, de RA et de cyclopamine, un inhibiteur de la signalisation SHH, induit 

un destin « pancréatique » (Kumar et al., 2014; Shaer et al., 2015). Enfin, l’activation des voies 

FGF et WNT permet l’induction des progéniteurs intestinaux (Spence et al., 2011).  

In vivo, les hES sont également pluripotentes. En effet, quelques semaines après leur injection à 

des souris immunodéficientes (pour éviter un rejet des cellules greffées), les hES produisent 

spontanément des masses tumorales, appelées tératomes, contenant des cellules endodermiques, 

mésodermiques et ectodermiques (Reubinoff et al., 2000; Thomson et al., 1998). 

 

1.4.6 Auto-renouvellement 

Les hES sont caractérisées par une deuxième propriété essentielle : l’auto-renouvellement. Les 

hES sont en effet capables de proliférer indéfiniment, tout en maintenant un état indifférencié.  

 

- Voies intrinsèques 

Plusieurs facteurs intrinsèques tels que des facteurs de transcription et des micro-ARNs 

interviennent dans le maintien de l’auto-renouvellement des hES indifférenciées via des voies de 

régulation transcriptionnelles. Les principaux facteurs de transcription impliqués sont NANOG, 

OCT4 et SOX2 : 

 

 NANOG 

NANOG (de la mythologie irlandaise Tir na nog, terre de jouvence) est un facteur de 

transcription découvert lors d’un criblage moléculaire à la recherche de facteurs pouvant subvenir 

à la croissance des mES en absence de LIF (Chambers et al., 2003; Mitsui et al., 2003). La 

protéine NANOG est composée de 305 acides aminées incluant un domaine central de liaison à 

l’ADN « hélice-boucle-hélice » (ou homéodomaine) de 60 acides aminés très conservé à travers 

les espèces (84% d’homologie entre l’homme et la souris) (Berger et al., 2008; Gehring et al., 

1994; Noyes et al., 2008).  NANOG joue un rôle central dans le maintien de la pluripotence des 

hES (Chambers et al., 2003) (Hart et al., 2004)). Elle est exprimée par les cellules de l’ICM et les 

cellules germinales et est ensuite réprimée durant l’embryogenèse dans les cellules en 

différenciation (Hart et al., 2004).  La répression de l’expression de NANOG dans les cellules 
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hES engendre leur différenciation en trophectoderme et cellules extra-embryonnaires (Hyslop et 

al., 2005) tandis que sa surexpression permet de les cultiver de manière indifférenciée en absence 

de cellules nourricières (Darr and Benvenisty, 2006). 

 

 OCT4 

Chez l’homme, le facteur de transcription OCT4 (Octamer-binding transcription factor 4) est 

encodé par le gène POU5F1 (POU domain, class 5, transcription factor 1). Le gène POU5F1 

peut générer 3 transcrits (OCT4A, OCT4B et OCT4B1) et 4 isoformes protéiques (OCT4A, 

OCT4B-190, OCT4B-265, and OCT4B-164) (Rosner et al., 1990; Wang and Dai, 2010). Parmi 

ces isoformes, seule OCT4A (OCT4 dans la suite du texte) (qui partage 87% d’homologie de 

séquence avec OCT4 murin) est fortement et spécifiquement exprimée dans les cellules hES 

(Wang and Dai, 2010). OCT4 appartient à la famille POU (acronyme des gènes Pit-1 Oct-1 Unc-

86
9
) des facteurs de transcription à homéodomaine et comprend 3 domaines : un domaine central 

de liaison à l’ADN « POU », un domaine N-terminal de trans-activation et un domaine C-

terminal de trans-activation spécifique en fonction du type cellulaire (Herr and Cleary, 1995). 

OCT4 est essentiel au développement embryonnaire précoce et, en son absence chez la souris, les 

embryons meurent au moment de l'implantation suite à une diminution drastique du nombre de 

cellules pluripotentes de la masse interne (Nichols et al., 1998). Un niveau d’expression précis 

d’OCT4 semble être nécessaire au maintien de la pluripotence des hES (Niwa et al., 2000). En 

effet, une diminution d’expression d’OCT4 est associée à la perte de pluripotence et la 

différenciation en trophectoderme
10

 tandis que sa surexpression induit une différenciation en 

endoderme et mésoderme primitifs (Boyer et al., 2006; Nichols et al., 1998; Niwa et al., 2000).  

 

 SOX2 

SOX2 (SRY-related HMG box 2) est un facteur de transcription de la famille des facteurs de 

transcription SOX à domaine de liaison à l’ADN de type « HMG » (High Mobility Group) 

essentiel pour le maintien de l'auto-renouvellement des cellules hES indifférenciées (Avilion et 

                                                 
9
 Pit-1 Oct-1 Unc-86 : acronyme du domaine POU qui provient des gènes mammaliens (Pit-1 Oct-1 Oct-2) et de C 

elegans (Unc-86) à partir desquels il fut découvert (Herr et al, 1988). 
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al., 2003; Wang et al., 2012). Les facteurs de transcription SOX contrôlent l’expression de leurs 

gènes cibles par liaison à une séquence consensus heptamérique : 5’ – A(/T) A(/T) C A A A(/T) 

G – 3’ (Denny et al., 1992). Les protéines SOX sont classées en 8 groupes sur base de leur 

homologie de séquence (Lefebvre et al., 2007). SOX2 fait partie du groupe des facteurs de 

transcription SOXB1 avec SOX1 et SOX3 (Lefebvre et al., 2007). SOX2 est fortement exprimée 

dans les cellules hES et la transfection de petits ARN interférants (siARN pour « small 

interference RNA ») dirigés contre SOX2 (ayant pour conséquence une diminution de son 

expression) conduit à la formation de trophectoderme (Fong et al., 2008).  D’autre part, plusieurs 

études montrent que le niveau d’expression de SOX2 d’une cellule est corrélé à son état de 

différenciation au cours du développement et reflète ses propriétés de cellule progénitrice 

(Arnold et al., 2011; Western et al., 2005). Par exemple, les cellules progénitrices optiques de la 

rétine continuent d’exprimer SOX2 (Kamachi et al., 2000; Uchikawa et al., 1999) et qu’une 

diminution d’expression précise de SOX2 est essentielle à leur différenciation correcte en cellules 

rétiniennes (Taranova et al., 2006). De même, lors du développement du système nerveux central 

(SNC), les cellules progénitrices neurales continuent d’exprimer SOX2 (Ferri et al., 2004; Li et 

al., 1998; Zappone et al., 2000). Ensuite, à l’âge adulte, l’expression de SOX2 est réduite à une 

petite population de cellules souches neurales adultes et n’est pas présente dans les neurones 

matures du cerveau (Ferri et al., 2004).  

 

NANOG, OCT4 et SOX2 forment un réseau de boucles d’autorégulation positives conservées 

chez l’homme et la souris (Figure 7) (Gagliardi et al., 2013; Wang et al., 2012).  



Introduction 

30 

 

 

Figure 7: Régulation transciptionnelle de la pluripotence des cellules hES. OCT4, SOX2 et NANOG constituent le réseau 

transcritpionnel central de la pluripotence qui régule positivement d’autres gènes associés à la pluripotence et des composants des 

voies de signalisation TGFbeta et WNT et, négativement, des gènes impliqués dans le développement des différents feuillets 

embryonnaires. Adapté de MacArthur et al., 2009. 

 

Les protéines NANOG, OCT4 et SOX2 forment un complexe qui active leur expression 

respective en se liant à leur propre promoteur (Boyer et al., 2006; Mitsui et al., 2003). De plus, ce 

complexe lie simultanément le promoteur de nombreux gènes dans les cellules hES en les 

activant ou en les réprimant (Boyer et al., 2006). Les gènes cibles activés sont connus pour être 

impliqués directement ou indirectement dans le maintien de la capacité d’auto-renouvellement.  

Parmi ces gènes, on peut citer l’activation de plusieurs facteurs de transcription associés à la 

pluripotence (STAT3 et ZIC3 par exemple), de composants des voies de signalisation du 

TGFbeta (TDGF1, LEFTY/EBAF) et de WNT (DKK1, FRAT2) (Chambers et al., 2003 ; Boyer 

et al., 2006). Les gènes cibles réprimés codent quant à eux pour des facteurs de transcription 

ayant un rôle dans la différenciation (Boyer et al., 2006). Ceux-ci comprennent des régulateurs 

connus pour être impliqués dans le développement des trois feuillets embryonnaires tels que 

PAX6 et NEUROG1 (neurectoderme), MYF5 et LBX1 (mésoderme) ou ONECUT1 (endoderme) 

(Mitsui et al., 2003 ; Chambers et al., 2003).  

 

 Régulation par les micro-ARNs (miARNs) 

Les miARNs sont des ARNs simple brin d’une vingtaine de nucléotides qui se lient directement à 

des séquences cibles partiellement complémentaires des extrémités 3’ non traduites (3’UTR pour 
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« 3’ untranslated region ») de l'ARN messager (ARNm), entrainant une dégradation des ARNm 

cibles, ou une répression de la traduction (Bartel, 2004). Dans le génome, les miARNs sont 

regroupés en « clusters ». Ils sont impliqués dans de nombreux processus cellulaires, telles que la 

prolifération, la différenciation et l'apoptose, en régulant précisément l'expression des gènes. Plus 

de 100 miARNs sont exprimés spécifiquement dans les cellules hES, mais les gènes cibles de la 

plupart d’entre eux restent méconnus (Morin et al., 2008; Suh et al., 2004). La pluripotence des 

cellules hES est, entre autres, liée à l’expression de plusieurs miARNs dont les principaux 

clusters sont les miR-372, miR-302 et miR-106  (Bar et al., 2008; Laurent, 2008; Morin et al., 

2008; Suh et al., 2004). Ces clusters sont activés par OCT4 et SOX2 et sont nécessaires à la 

prolifération des cellules hES en ciblant les régulateurs négatifs du cycle cellulaire tels que 

p21
Cip1

 – un inhibiteur de kinases dépendantes des cyclines - ou p130 une protéine homologue à 

pRb (Leonardo et al., 2012; Wang et al., 2008) (Figure 8). 

 

 

Figure 8: Régulation de la pluripotence des hES par les micros-ARNs. Chez l’homme les miARNs joue un rôle important dans le 

maintien de la prolifération des hES en inhibant certains inhibiteurs du cycle cellulaire tels que p21 et p130, et une protéine pro-

apoptotique, BCL2-L11. 

 

Les miRNAs jouent également un rôle important dans l’inhibition de l’apoptose des cellules hES. 

Par exemple, les clusters miR-17 et miR-106 inhibent l’apoptose en réprimant le facteur de 

transcription BCL2-L11 (pour « BCL2-like 11 ») (Matsubara et al., 2007). BCL2-L11 est un 

facteur pro-apoptotique de la famille BIM dont la surexpression entraine la libération de 

cytochrome c par la mitochondrie et l’induction de la voie intrinsèque de l’apoptose (O'Connor et 

al., 1998). 

 

- Voies extrinsèques 

Les applications biomédicales des cellules souches dépendent de la capacité de manipuler 

librement leur destin cellulaire. Beaucoup de facteurs déterminants dans l'identité « ES » sont 
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génétiques (voir paragraphe précédent) et il est très difficile d’agir directement sur leur 

transcription sans l'aide de méthodes génétiques laborieuses et inefficaces. Du coup, les efforts se 

sont concentrés sur le contrôle des propriétés d’auto-renouvellement à l’état indifférencié par 

l’utilisation de facteurs extrinsèques tels que des facteurs de croissance ou des petites molécules 

synthétiques. Ainsi, plusieurs voies de signalisation associées à ces facteurs sont impliquées dans 

le maintien d’un état indifférencié dont la voie WNT/β-caténine,  la voie TGFbeta/SMAD, les 

FGFs et la voie des Rho GTPases.  

 

 WNT/β-caténine 

La présence du ligand WNT empêche la dégradation de la β-caténine en réprimant 

l’accumulation cytoplasmique du complexe inhibiteur GSK3β/APC/AXIN (Figure 9). 

 

Figure 9: Voie de signalisation WNT/β-caténine. La présence du ligand Wnt aboutit à la stabilisation de la β-caténine et à la 

transcription de gènes cibles. En l’absence de ligands (ou en présence de l’inhibiteur DKK1), la β-caténine est phosphorylée par le 

complexe protéique constitué de l’APC, GSK-3 et l’Axine, puis est dégradée par le protéasome. 

 

La β-caténine ainsi stabilisée peut transloquer dans le noyau et induire la transcription de gènes 

cibles impliqués dans l’auto-renouvellement des cellules hES. Ainsi, l’utilisation de petites 

molécules inactivant la GSK-3β, telles que le 6-bromoindirubin-3’-oxime (BIO) ou le 
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CHIR99021 permet de maintenir les hES dans un état indifférencié (Sato et al, 2004) (Figure 9). 

Les mécanismes moléculaires impliqués et la fonction exacte de la voie WNT/β-caténine dans la 

maintenance de la pluripotence des hES restent mal compris. Bien que certaines études montrent 

que l’activation de la voie WNT/β-caténine est impliquée dans l’auto-renouvellement des hES 

(Sato et al., 2004; Singla et al., 2006), plusieurs études concluent que l’activation de cette voie 

augmente transitoirement la prolifération et l’auto-renouvellement des hES, mais ne permet pas le 

maintien de leur statut indifférencié en culture à long terme (Cai et al., 2007; Dravid et al., 2005; 

Hasegawa et al., 2005; Ullmann et al., 2008). Ainsi, l'addition des protéines recombinantes 

WNT1 ou WNT3a au milieu de culture stimule la prolifération des hES (Cai et al., 2007; Dravid 

et al., 2005), mais ne suffit pas à maintenir la pluripotence à long terme (Sumi et al., 2008).  

 

 TGFβ/SMAD 

La super famille des facteurs de croissance TGFβ est composée d’une trentaine de membres dont 

les TGFβ, les activines, les BMPs (Bone Morphogenetic Proteins) et Nodal (Figure 10). 

 

Figure 10: Voie de signalisation TGFbeta/SMAD. La voie TGFbeta/SMAD induit une réponse cellulaire via des récepteurs de 

type I et de typeII ayant une activité de type serine/thréonine kinase. La transduction du signal des récepteurs jusqu’au noyau est 

assurée principalement par la phosphorylation d’une famille de protéines cytoplasmiques conservées au cours de l’évolution, les 

SMADs. Les SMADs phosphorylées s’assemblent et forment des complexes hétéromériques avec la molécule co-régulatrice 
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SMAD4 puis transloquent dans le noyau où ils lient l’ADN et régulent l’expression de gènes cibles tels que NANOG et OCT4. 

Noggin bloque la voie des BMPs tandis que SIS3 et SB431542 bloque la signalisation TGFbeta via SMAD2/3. 

 

Cette famille de cytokines est impliquée dans de nombreux processus biologiques incluant la 

morphogenèse, la différenciation, la prolifération et l’apoptose. Il existe deux voies principales de 

signalisation, la voie des TGFβ/activine/nodal et la voie des BMPs (Shi and Massague, 2003). 

Les 2 voies sont initiées de la même manière par la liaison du ligand spécifique aux récepteurs 

transmembranaires de type I et II. Chez l’homme, il existe sept récepteurs de type I (ALK1-7) et 

cinq récepteurs de type II dans (Shi and Massague, 2003). Les ligands permettent la formation 

d’un complexe hétérotetramérique dans lequel les récepteurs de type II phosphorylent et activent 

les récepteurs de type I. Ensuite l’activité sérine/thréonine kinase du domaine intracellulaire des 

récepteurs de type I phosphoryle un groupe de molécules de signalisation intracellulaire : les 

protéines SMAD (SMAD1, 2, 3, 5 et 8).  Les SMADs phosphorylées s’assemblent et forment des 

complexes hétéromériques avec la molécule co-régulatrice SMAD4. Les complexes SMAD 

activés transloquent dans le noyau où ils lient l’ADN et régulent l’expression de gènes cibles (Shi 

and Massague, 2003). Dans les cellules hES, l’activation de la voie BMP induit la différenciation 

en mésoderme ou tissu extra-embryonnaire alors que son inhibition par NOGGIN maintient les 

cellules hES dans un état indifférencié (Xu et al., 2005; Zhang et al., 2008). Les propriétés 

d’auto-renouvellement des cellules hES reposent sur la voie 

TGFbeta/ACTIVINE/NODAL/SMAD2/3 et l’inhibition de cette signalisation par le SB431542   

engendre une perte de la pluripotence et une différenciation rapide (Vallier et al., 2009). Des 

résultats similaires ont été obtenus par l’ajout au milieu de culture d’autres inhibiteurs de cette 

voie comme LEFTY et FOLLISTATIN (Vallier and Pedersen, 2005; Xiao et al., 2006) (Figure 

10). Plusieurs études ont montré que SMAD2/3 lie le promoteur et induit l’expression de 

plusieurs gènes régulateurs de la pluripotence tels que NANOG et OCT4 (Brown et al., 2011; 

Mullen et al., 2011).  

 

 FGFs 

La voie de signalisation des facteurs de croissance des fibroblastes (FGFs, pour fibroblast growth 

factors) est activée suite à l’interaction du FGF avec son récepteur spécifique (FGFR) et conduit 

à l’autophosphorylation de résidus tyrosine sur la partie intracellulaire du FGFR. Il existe 4 
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récepteurs au FGF (FGFR1-4)  et une vingtaine de FGF différents (FGF1-20) (Itoh, 2007). Suite 

à l’interaction FGF-FGFR, un arrimage de protéines adaptatrices telles que FRS2 (FGF Receptor 

Substrate 2) et GRB2 (Growth factor Receptor-Bound protein 2) se produit. (Figure 11).  

 

Figure 11: Voie de signalisation des FGFs. La liaison du FGF à son récepteur (FGFR) induit sa dimérisation et l’activation des 

domaines tyrosine/kinase intracellulaires par phosphorylation. Les kinases activées phosphorylent FRS2 (« FGFR substrate 2 »). 

FRS2 activée lie la protéine GRB2 (« growth factor receptor-bound 2 ») qui recrute SOS (« son of sevenless ») et induit 

l’activation de la voie RAS/RAF/MEK/ERK (voie des MAP kinases) ou la voie PI3K (voie de la kinase AKT). L’activation de 

ces voies induit les gènes impliqués dans la prolifération et la survie cellulaire. La signalisation peut être bloquée notamment par 

SU5402 notamment qui inhibe le récepteur FGFR. 

 

Trois voies de signalisation clés sont activées par les FGFRs : la voie PI3K/AKT, la voie 

RAS/MEK/ERK et la voie de la PLCγ (Phosphoinositide Phospholipase Cγ) (Coutu and 

Galipeau, 2011; Greber et al., 2010; Lanner and Rossant, 2010). Contrairement aux mES, le 

FGF2 est nécessaire pour maintenir l’auto-renouvellement des cellules hES in vitro (Brons et al., 

2007; Tesar et al., 2007). En effet, l’activation de la voie PI3K/AKT induit la prolifération et la 

survie des hES (Greber et al., 2007; Vallier and Pedersen, 2005). Inversement, l’inhibition de la 
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voie RAS/MEK/ERK par des inhibiteurs spécifiques tels que PD98059 et U0126, ou par siARNs, 

diminue fortement les capacités de prolifération des cellules hES (Li et al., 2007b) (Figure 11). 

La voie des FGFs coopère avec la voie ACTIVINE/SMAD2/3 pour maintenir l’expression de 

NANOG dans les cellules hES Vallier (Vallier et al., 2009). Il a également été montré que le 

FGF2 induit les MEFs à sécréter de l’IGF-2, qui lui aussi active les cascades intracellulaires 

PI3K/AKT, MEK/ERK suite à la liaison à son récepteur IGFR et participe au maintien de la 

pluripotence des cellules hES en culture (Bendall et al., 2007).  

 

  Les petites GTPases Rho ou Rho GTPases 

Les hES présentent une propriété problématique qui les rend plus compliquées à manipuler que 

leurs homologues murines : elles sont vulnérables à l'apoptose suite à leur détachement ou leur 

dissociation cellulaire. Ainsi, les hES subissent une mort cellulaire massive après une 

dissociation complète et l'efficacité de clonage des hES dissociées est généralement de ≤1% 

(Amit et al., 2000; Pyle et al., 2006). Cette propriété est dépendante de la voie de signalisation 

Rho. La signalisation Rho est très complexe et joue de nombreux rôles dans la prolifération 

cellulaire, la différenciation, la cytokinèse, la motilité, l’adhérence et la structure du cytosquelette 

(Jaffe and Hall, 2005). Au niveau moléculaire, les membres de la famille Rho, des petites 

protéines G appartenant à la superfamille des protéines Ras, comprennent une vingtaine de 

membres dont Rho et Rac sont les mieux connus (Burridge and Wennerberg, 2004). Ces Rho 

oscillent entre deux formes : la forme inactive liée à la GDP et la forme active liée à la GTP 

(Figure 12).  
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Figure 12: Voie des Rho-GTPases et la dissociation des cellules hES. A gauche, deux cellules hES adhérentes et à droite, deux 

cellules hES dissociées. La cadhérine E semble impliquée dans l’inhibition de la voie des Rho GTPases en condition adhérente. 

La dissociation cellulaire conduit à l’activation de la voie ROCK qui aboutit à l’hyperactivation de la myosine et une mort par 

apoptose induite par des forces de tensions intracellulaires trop importantes. L’ajout de Y-27634 empêche l’hyperactivation de la 

myosine en bloquant ROCK. Adapté de Ohgushi et al., 2010. 

Cette transition est contrôlée par des régulateurs positifs et négatifs. Les régulateurs positifs, 

appelées GEFs (pour « guanine nucleotide exchange factors »), peuvent activer des molécules 

spécifiques de la sous-famille Rho. Les régulateurs négatifs, appelés GAPs (pour « GTPase-

activating proteins »), peuvent inverser cette réaction en facilitant l'hydrolyse de la GTP en GDP. 

La forme de Rho liée à la GTP interagit avec les Rho-kinases (ROCK pour « Rho-dependent 

protein kinase »), induisant un changement conformationnel des ROCK et permettant une 

augmentation de leur activité kinasique (Harb et al., 2008; Krawetz et al., 2009; Riento et al., 

2005). Dans les hES non dissociées, la signalisation Rho-ROCK est inhibée par un mécanisme 

dépendant de l’adhésion cellulaire médié par l’E-Cadhérine. Par contre, dans les cellules hES 

dissociées, la voie Rho-ROCK est activée et conduit à la hyper-phosphorylation de la MLC2 

(« non muscle Mysoin Light Chain 2 ») connue pour activer la mysosine et créer des forces 

intracellulaires via le cytosquelette d’actomyosine (Charras and Paluch, 2008). L’hyperactivation 

et à la contraction excessive de la myosine est la cause principale de l’apoptose, observée dans les 

hES dissociées (Ohgushi et al., 2010). L’ajout d’Y-27632, un inhibiteur spécifique de ROCK au 
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milieu de culture, permet la survie des hES en condition clonale en bloquant la mort cellulaire 

induite par la dissociation (Watanabe et al., 2007).  

 

 Les cellules souches humaines à pluripotence induite (hiPS) 2.

2.1 La découverte et l’origine de la reprogrammation 

- Reprogrammation naturelle 

Dès l’embryogenèse, le destin naturel du zygote est de proliférer, se diviser et se différencier 

progressivement. De nombreux mécanismes répriment, petit à petit, le programme génétique 

embryonnaire des cellules pour les guider vers un destin « adulte » (Slack, 2006 Essential 

Developmental Biology). L’étape ultime est la formation de cellules complètement matures et 

différenciées occupant une fonction bien précise dans l’organisme. Ce développement n’est pas 

irréversible. La reprogrammation est un processus naturel clé qui efface et réorganise 

l’épigénome de la cellule comme la méthylation de l’ADN et l’inactivation du chromosome X 

(ICX) (Reik et al., 2001). Ces modifications épigénétiques stabilisent l’expression des gènes au 

cours du développement et sont transmises aux cellules en division. L’ajout d’un groupe méthyle 

au niveau du promoteur d’un gène empêche généralement sa transcription (Robertson and Jones, 

2000) tandis que l’ICX est le processus par lequel un des deux chromosomes X de la femme 

devient transcriptionnellement inactif dans toutes les cellules somatiques (Avner and Heard, 

2001). Le but de ce mécanisme de compensation de dose entre les chromosomes sexuels est 

d’égaliser les gènes liés au chromosome X, entre les femmes XX et les hommes XY. 

Il existe deux grands cycles de reprogrammation épigénétique du génome : pendant le 

développement préimplantatoire précoce (Figure 13) et pendant le développement des cellules 

germinales (Figure 14). 

 

Figure 13: Reprogrammation naturelle observée pendant le développement préimplantatoire précoce. La 

déméthylation/méthylation permet de remettre l’état de méthylation des gènes à zéro, nécessaire à la pluripotence des cellules de 

l’ICM. L’activation/inactivation du chromosome X chez la femme est un mécanisme de compensation dose dépendant des gènes. 

Adapté de Cantone  and Fisher, 2013.   
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Après la fécondation, les génomes maternel et paternel sont successivement déméthylés-

reméthylés, à l’exception de certaines régions correspondant aux gènes de l’empreinte parentale
11

 

(Ferguson-Smith and Surani, 2001). Ce cycle de reprogrammation est requis pour la totipotence
 

des cellules du nouvel embryon. Après la fécondation, le chromosome X inactif est réactivé et 

correspond à l'état pluripotent des cellules hES (Lengner et al., 2010). Ensuite, pendant le 

développement embryonnaire précoce chez la femme, un des deux chromosomes X passe d’un 

état actif (euchromatique) à un état inactif (hétérochromatique) (van den Berg et al., 2009). Cette 

inactivation chromosomique qui résulte d’une longue série d’événements moléculaires complexes 

(revus par Augui et al, 2011), reste stable et héritée de façon clonale au cours des divisions 

cellulaires ultérieures (van den Berg et al., 2009). 

 

Figure 14: Reprogrammation naturelle des cellules germinales. La déméthylation/méthylation permet de remettre l’état de 

méthylation des gènes à zéro et participe au maintien de l’empreinte parentale. L’activation/inactivation du chromosome X se fait 

en fonction du sexe de l’embryon. Adapté de Cantone  and Fisher, 2013.   

 

Le deuxième cycle de reprogrammation naturelle se déroule pendant le développement des 

cellules germinales. Après la fécondation, quelques cellules du nouvel embryon migrent de 

l’épiblaste pour former la lignée germinale (Figure 14, en vert). Pendant la gamétogenèse, les 

méthylations de l’ADN et l’ICX des cellules germinales primordiales
12

 doivent être effacées et 

remodelées sur base du sexe de l’embryon. Le chromosome inactif chez la femme est réactivé 

dans les cellules germinales primordiales en formation. 

 

                                                 
11

 Empreinte parentale : un gène soumis à empreinte est un gène dont l’expression est différente pour les deux allèles 

de ce gène porté par un même individu. Alors que la plupart des gènes sont actifs ou inactifs de la même façon pour 

leurs deux allèles, certains nécessitent que l'une des copies parentales soit réprimée, l'autre pouvant être exprimée. 

Cette répression génique s'appelle l'empreinte parentale et pour le mode d'expression de chacune des copies n'est pas 

aléatoire mais dépend de leur origine (maternelle ou paternelle). 
12

 Cellules germinales primordiales : elles constituent l'origine commune des spermatozoïdes et des ovules et donc de 

la lignée germinale. Elles apparaissent à la deuxième semaine dans l'épiblaste de l'embryon humain. 
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- Reprogrammation induite 

La reprogrammation peut aussi être induite de manière artificielle par l’introduction de facteurs 

exogènes. La première personne à avoir démontré, avec succès, qu’il était possible d’induire une 

reprogrammation cellulaire est le  Dr. Gurdon. 

 

Figure 15: Historique de la reprogrammation artificielle. En 1962, le Dr Gurdon transfert le noyau de cellule embryonaire 

intestinale de têtard dans un oocyte énucléé prouvant ainsi pour la première fois la processus de reprogrammation. En 1997, la 

technique de transfert nucléaire de cellule somatique est appliquée pour la première fois aux vertébrés par le Dr Wilmut. Enfin, en 

2007, le Dr Yamanaka reprogramme pour la première fois des fibroblastes humains en cellules hiPS. Adapté de Pasque et al., 

2011. 

 

En effet, il a démontré que des cellules somatiques différenciées (i.e. des cellules intestinales de 

têtard) peuvent être reprogrammées en un état embryonnaire (Gurdon, 1962) suite au transfert de 

leur noyau dans des œufs énucléés de grenouille (Figure 15). Ces résultats prouvent qu'un 

ovocyte est capable de reprogrammer un noyau de cellule différenciée en noyau embryonnaire 

pouvant générer un nouvel organisme (Hochedlinger and Jaenisch, 2006). La technique de 

reprogrammation par transfert nucléaire de cellule somatique (SCNT pour « Somatic Cell 

Nuclear Transfer ») est adaptée pour la première fois aux mammifères en 1997 par le Dr. Wilmut. 

Il réussit à cloner une brebis donnant naissance à « Dolly » (Wilmut et al., 2007). Le Dr. 

Yamanaka a été le premier à démontrer que la reprogrammation par SCNT découverte par Sir 

John Gurdon, peut être reproduite artificiellement, sans recours à des ovocytes, par l’introduction 
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de facteurs exogènes dans une cellule différenciée. Au milieu des années 2000, sachant qu’il 

existe des cellules indifférenciées dans tout individu adulte, son équipe se lance à la découverte 

des gènes qui en sont responsables. Après avoir choisi 24 d’entre eux, il met au point un cocktail 

de quatre gènes dont l’expression suffit à maintenir une cellule dans un état indifférencié 

(Takahashi and Yamanaka, 2006).  A l’aide de particules virales codant pour les  4 facteurs ainsi 

identifiés : OCT4, SOX2, KLF4 et c-MYC (OSKM), il réussit à reprogrammer in vitro pour la 

première fois des fibroblastes humains en cellules hiPS (Takahashi et al., 2007). Parmi ces quatre 

facteurs, OCT4 et SOX2 sont les principaux régulateurs de la pluripotence des cellules hES 

comme présenté plus haut (voir 1.4. Propriétés des hES). Les facteurs Krüppel-like (KLFs) sont 

des facteurs de transcription - à domaines de liaison à l’ADN en « doigts de zinc » - qui régulent 

la prolifération, la différenciation, le développement et la mort cellulaire programmée (Beth et al., 

2010 ; McConnell et al., 2007). Les domaines à doigts de zinc de la famille KLF lient 

préférenciellement les séquences contenant le motif CACCC (McConnell and Yang, 2010) 

Pearson et al., 2008). Le complexe OCT4/SOX2 et KLF4 lient le promoteur de NANOG et 

induisent son expression (Zhang et al., 2010). OSK lient également leur propre promoteur et les 

régions régulatrices les unes des autres ainsi que celles de nombreux gènes spécifiques des hES 

tels que ESRRB, KLF2, SALL4, et ZFP42 et des régulateurs des voies de signalisation tels que 

SMAD1 et STAT3 (Boyer et al., 2006; Jiang et al., 2008; Loh et al., 2006; Sridharan et al., 2009) 

(Figure 16).  
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Figure 16: Rôle transcriptionnel des facteurs de reprogrammation (OSKM) et NANOG dans le réseau de pluripotence. KLF4 et c-

MYC sont dispensables à ce réseau. Adapté de McConnell and Yang, 2010. 

 

Les proto-oncogènes MYC encodent une famille de facteurs de transcription contenant un 

domaine de liaison à l’ADN à motif hélice-boucle-hélice basique (bHLH) et un domaine 

« leucine zipper »  ou bZIP. Les 3 principaux membres de cette famille (c-MYC, n-MYC et l-

MYC) régulent de nombreux gènes impliqués dans des processus cellulaires fondamentaux tels 

que la prolifération, la différenciation et l’apoptose (Meyer and Penn, 2008). Surexprimés ou 

mutés, les gènes MYC sont impliqués dans la grande majorité des cancers chez l’homme. n-MYC 

et c-MYC sont exprimés dans les cellules hES indifférenciées et leur expression diminue 

progressivement avec la différenciation (Sumi et al., 2007). c-MYC est un facteur de 

reprogrammation à part ne faisant pas partie du réseau principal du maintien de la pluripotence 

(Chen et al., 2008) (Figure 16) et n’étant pas strictement nécessaire à la reprogrammation des 

hiPS (Nakagawa et al., 2008; Wernig et al., 2008). Contrairement à OSK, c-MYC n’est pas 

responsable d’effets ON/OFF sur ses gènes cibles (Nie et al., 2012). OSK sont cruciaux pour 

induire le changement de destin cellulaire lors de la reprogrammation, tandis que c-MYC semble 

agir en amplifiant les changements d'expression des gènes ciblés par ces facteurs (Papp and Plath, 
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2013).  Les facteurs c-MYC et KLF4 sont des proto-oncogènes qui handicapent l’utilisation de 

ces cellules reprogrammées pour des applications en médecine régénérative. En effet, ils 

augmentent le risque potentiel de formation de tumeur après transplantation (Okita et al., 2010) 

(Tong et al., 2011). En 2007, l’équipe du Dr. Thomson a développé une stratégie de 

reprogrammation comparable à celle de Yamanaka dans laquelle KLF4 et c-MYC sont remplacés 

par le facteur de transcription NANOG et LIN28, une protéine de liaison aux ARNm (Yu et al., 

2007). En 2008, l’équipe du Dr. Melton réussit à reprogrammer des fibroblastes humains avec les 

seuls facteurs de transcription OCT4 et SOX2, en présence d’acide valproïque (VPA pour 

« valproic acid ») (Huangfu et al., 2008). L’utilisation de petites molécules telles que le VPA, un 

inhibiteur d’histone desacétylase, mais aussi la 5-Azacytidine (5-Aza), un inhibiteur d’ADN 

méthyltransférase, augmente drastiquement (100x) l’efficacité du processus de reprogrammation 

(Huangfu et al., 2008 ; Kim et al., 2011 ; Ohi et al., 2011).  

Si les cellules hiPS ont été générées à partir de fibroblastes de peau, depuis 2008, elles peuvent 

également être produites à partir de cellules somatiques de nombreux tissus tels que le foie (Aoi 

et al., 2008), l’estomac (Aoi et al., 2008), le pancréas (Stadtfeld et al., 2008a), les intestins 

(Wernig et al., 2008) ou le sang (Hanna et al., 2007), en utilisant différentes combinaisons des 

facteurs OCT4, SOX2, KLF4, cMYC, NANOG et LIN28 (Yu et al., 2007 ; Si-Tayeb et al., 

2010). 

 

2.2 Systèmes de délivrance des gènes dans la cellule  
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Tableau 1: Méthodes de reprogrammation en cellules hiPS. 
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Les cellules hiPS ont été initialement générées par transduction de particules rétrovirales (qui 

infectent uniquement les cellules en division) (Takahashi et al., 2007) ou lentivirales (capables 

d’infecter toutes les cellules) (Yu et al., 2007) codant pour chacun des facteurs de transcription 

séparément (Tableau 1). Bien que ces méthodes de reprogrammation virale aient l’avantage 

d’offrir une bonne efficacité (entre 0,001% et 1%), elles présentent l’inconvénient majeur de 

s’intégrer de manière stable dans le génome hôte ; ceci pouvant conduire à une expression 

prolongée ou à la mutation du transgène. Plusieurs méthodes alternatives basées sur l’utilisation 

de vecteurs à intégration transitoire (dont l’excision peut être induite une fois la reprogrammation 

achevée), ont été développées (Somers et al., 2010; Woltjen et al., 2009).  Par exemple, l’équipe 

du Dr. Nagy a mis au point une autre stratégie basée sur l’intégration transitoire du transposon 

PiggyBac (PB), un élément génétique mobile qui transpose efficacement des séquences entre un 

gène et un vecteur par un mécanisme de « couper-coller » (Woltjen et al., 2009). Le système 

transposon/transposase PB nécessite un vecteur contenant des répétitions terminales inversées (le 

transposon) de part et d’autre du transgène et un vecteur permettant l’expression inductible 

transitoire de l'enzyme transposase qui catalyse l'insertion ou l'excision du transgène. Une fois la 

reprogrammation effectuée, le transposon est excisé précisément par induction de la transposase. 

Pour obtenir des cellules hiPS sans danger d’intégration, des vecteurs non intégratifs sont 

également utilisés tels que des adénovirus (Stadtfeld et al., 2008b; Zhou and Freed, 2009) ou des 

épisomes (Si-Tayeb et al., 2010; Yu et al., 2009). La reprogrammation par transfection d’épisome 

a été développée par l’équipe du Dr. James Thomson (Yu et al., 2009). Un épisome est un 

plasmide qui contient des séquences dérivées du virus Epstein-Barr qui lui permettent de se 

répliquer de manière autonome dans la cellule hôte (contrairement à un plasmide classique). 

L’efficacité de la reprogrammation par adénovirus et épisome est significativement réduite par 

rapport aux autres agents de transduction (de l’ordre de 0.0001%) et la réactivation des 

principaux marqueurs de pluripotence prend plus de temps. Enfin, des méthodes basées utilisant 

des vecteurs sans ADN ont également été développées pour générer des cellules hiPS : le virus 

Sendaï (SeV pour « Sendaï virus ») à ARN (Fusaki et al., 2009), et la transfection d’ARNm 

(Miyoshi et al., 2011; Warren et al., 2010) ou de protéines (Kim et al., 2009). Le génome du SeV 

se réplique sous forme d’ARN simple brin qui est ensuite traduit en protéine dans le cytoplasme 

des cellules infectées. Le vecteur ne passe pas par une phase d'ADN et ne s’intègre pas dans le 



Introduction 

46 

 

génome de l'hôte (Lamb and Kolakofsky, 2001, Lippincott Williams & Wilkins, New York). Ce 

vecteur est très efficace (approximativement 1% d’efficacité) pour introduire des gènes étrangers 

et peut infecter de nombreux types cellulaires (Tokusumi et al., 2002).  Des études plus récentes 

décrivent plusieurs méthodes de reprogrammation basées sur la transfection de protéines (Kim et 

al., 2009) ou d’ARNm (Warren et al., 2010 ; Miyoshi et al., 2011) pour générer des hiPS 

potentiellement utilisables en clinique. La reprogrammation à l’aide d’ARNm est de loin la 

technique de génération de cellules hiPS la plus efficace (plus de 4% d’efficacité) mais en raison 

de la demi-vie très courte des ARNm, des transfections quotidiennes sont nécessaires pour 

induire les cellules hiPS. Récemment, le Dr. Deng et son équipe ont montré que des cellules iPS 

de souris peuvent être générées à partir de cellules somatiques murines par le traitement combiné 

de 7 petites molécules synthétiques (VPA et tranylcypromine, des régulateurs épigénétiques ; 2-

methyl-5-hydroxytryptamine, un agoniste de neurotransmetteur ; forskolin, un agoniste de 

l’AMPc, et CHIR99021, 616452 et D4476, des inhibiteurs des voies de signalisation WNT et 

TGFbeta) (Hou et al., 2013). Cette méthode n’a pas encore été appliquée à l’homme. Les 

reprogrammations par SeV, épisome et ARNm sont les plus répandues et les plus communément 

utilisées pour générer des cellules hiPS de bonne qualité (Schlaeger et al., 2015). Contrairement 

aux traditionnelles méthodes virales ou intégratives, les reprogrammations par épisome et ARNm 

peuvent être utilisées pour générer des hiPS sans risque d’intégration et utilisables en clinique.  

 

2.3 Le processus de la reprogrammation 

L’acquisition de la pluripotence induite est un processus lent (plusieurs semaines) et inefficace 

(Stadtfeld and Hochedlinger, 2010; Yamanaka, 2009a), indiquant que les acteurs de la 

reprogrammation doivent surmonter une série de barrières épigénétiques qui ont été posées 

progressivement sur le génome au cours de la différenciation et qui stabilisent l’identité de la 

cellule empêchant ainsi toute modification aberrante du destin cellulaire. La science de la 

reprogrammation reste encore mal comprise et la majorité des études à l’heure actuelle sont 

focalisées sur la compréhension de ce mécanisme et son efficacité (Vallier et al., 2009; Doege et 

al., 2012). Au cours de la reprogrammation, il apparaît une diminution de l’expression des gènes 

spécifiques des cellules somatiques accompagnée par l’augmentation de l’expression des gènes 

impliqués dans le maintien de la pluripotence suivie par la réactivation de l’activité télomérase 

(Samavarchi-Tehrani et al., 2010). Ce processus peut être divisé en trois phases : la phase 



Introduction 

47 

 

d'initiation (précoce), la phase de maturation (intermédiaire) et la phase de stabilisation (tardive) 

(David and Polo, 2014) (Figure 19).  

 

 

Figure 17: Changements épigénétiques et cellulaires observés durant la reprogrammation de fibroblastes en cellules hiPS. Les 

évènements successifs sont divisés en trois phases : la phase d'initiation (précoce), la phase de maturation (intermédiaire) et la 

phase de stabilisation. Il apparaît tout d‘abord une diminution de l’expression des gènes spécifiques des cellules somatiques 

accompagnée d’apoptose massive et de sénescence, suivie par l’augmentation de l’expression des gènes impliqués dans le 

maintien de la pluripotence et l’indépendance de ceux-ci vis-à-vis des transgènes. Les grands changements épigénétiques 

apparaissent en dernier lors de la phase de stabilisation. Adapté de David and Polo, 2014. 

 

La phase d’initiation correspond aux changements morphologiques. Les fibroblastes subissent 

une transition mésenchymato-épithéliale (Samavarchi-Tehrani et al., 2010). D’un point de vue 

moléculaire, ce remodelage est caractérisé par la perte des marqueurs fibroblastiques comme par 

exemple THY1, CD44 ou le facteur de transcription SNAI1/2 (Stadtfeld and Hochedlinger, 2010) 

(Brambrink et al., 2008; Hansson et al., 2012) (Polo et al., 2012), et l’acquisition de marqueurs 

épithéliaux tels que CDH1, EpCam ou la famille des miARN-200 Samavarchi-Tehrani et al., 

2010). Plusieurs équipes ont montré que les propriétés caractéristiques des cellules hES telles que 

la prolifération, résistance à l'apoptose et à la sénescence sont induites en cascade par 

l’expression des facteurs de reprogrammation lors de cette phase précoce (Marion et al., 2009a; 

Mikkelsen et al., 2008; Utikal et al., 2009). Dès les premiers jours suivant l’introduction des 
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transgènes, un stress oxydatif, de la sénescence (arrêt définitif du cycle cellulaire) et de l'apoptose 

(mort programmée) se produisent contribuant à la faible efficacité de production de cellules hiPS 

(Figure 18) (Papp and Plath, 2011; Papp and Plath, 2013).  

 

Figure 18: Induction de l'apoptose et l’arrêt du cycle cellulaire lors de la reprogrammation. La protéine p53 joue un rôle important 

en induisant la mort par apoptose ou l’arrêt du cycle cellulaire. La reprogrammation est un processus stressant associé à la 

production de stress oxydatif, à la sénescence et à des dommages à l’ADN. Suite aux dommages à l’ADN p53 est activée et induit 

d’une part les protéines pro apoptotiques BAX et à la mort par apoptose, et d’autre part, p21 qui engendre l’arrêt du cycle 

cellulaire via la protéine de rétinoblastome RB. La sénescence active p16/19 qui inhibe à son tour le cycle cellulaire. L’ajout de 

vitamine C lors de la reprogrammation peut empêcher le stress oxydatif. Adapté de Cheung et al., 2012. 

 

Le traitement des cellules par de la vitamine C, un antioxydant, facilite la formation des cellules 

hiPS en piégeant les espèces réactives de l’oxygène (ROS pour « reactive oxygen species ») 

(Esteban et al., 2010). La reprogrammation induit de la sénescence cellulaire conduisant à 

l’expression de p16/p19
INK4/ARF

 (Banito et al, 2009). L’induction de ces protéines qui inhibent les 

kinases cycline-dépendante (CDKs), conduit à la phosphorylation de Rb (la protéine de 

rétinoblastome). La forme phosphorylée de Rb, pRb, bloque les facteurs E2F indispensables à la 

progression du cycle cellulaire entrainant l’arrêt définitif du cycle cellulaire (Hawkins et al, 

2014). L’introduction des transgènes engendre également des dommages à l’ADN qui aboutissent 

aussi à un arrêt du cycle cellulaire et à de l’apoptose (Li et al, 2010 ; Zhang et al, 2013). La 
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protéine p53 aussi appelée « protéine suppresseur de tumeur », encodée par le gène TP53 chez 

l’homme, joue un rôle central dans ces processus (Cheung et al., 2012). Par exemple, dans le cas 

de dommages à l’ADN, p53 empêche les cellules de proliférer de manière incontrôlée (Hong et 

al, 2009) en induisant l’expression de p21
CIP1

 (un inhibiteur de CDK), ou en conduisant à de 

l’apoptose, suite à l’activation de deux protéines pro-apoptotiques Bax et Bak. Dès lors, p53 agit 

comme un obstacle au processus de reprogrammation. La diminution de l’expression de TP53, 

notamment par siARN, dans des fibroblastes humains, augmente drastiquement l’efficacité de la 

reprogrammation (100x) (Hong et al, 2009; Kawamura et al, 2009; Marion et al, 2009). 

Cependant, sa suppression totale ouvre la porte à la génération de cellules instables 

génomiquement (Marion et al., 2009a). 

Ensuite, la phase de maturation correspond à la vague des grands changements transcriptionnels 

marqués par l'apparition progressive de l’expression des premiers gènes de pluripotence 

endogènes tels que OCT4 et NANOG (Hansson et al., 2012; Polo et al., 2012; Samavarchi-

Tehrani et al., 2010). A la toute fin de la phase de maturation, il est possible de détecter 

l’expression de SOX2 endogène (Buganim et al., 2012; Samavarchi-Tehrani et al., 2010; 

Stadtfeld et al., 2010). Une autre caractéristique importante de la fin de cette phase est 

l’extinction progressive de l’expression des transgènes (Golipour et al., 2012). Les cellules 

reprogrammées sont capables de proliférer indépendamment des transgènes.  

La phase de stabilisation englobe les changements épigénétiques observés lors de la 

reprogrammation naturelle qui se produit chez le zygote (voir Reprogrammation naturelle). Les 

télomères sont rallongés à leur niveau embryonnaire (Marion et al., 2009b; Stadtfeld et al., 2010) 

et le chromosome X inactif des cellules somatiques femelles est réactivé (même si, chez 

l’humain, cette réactivation se produit moins fréquemment) (Stadtfeld et al., 2008 ; Papp and 

Plath, 2013). Les méthylations de l'ADN sont supprimées (Bhutani et al., 2010; Kumar et al., 

2013). Ces groupes méthyles qui influencent la transcription des gènes reflètent la mémoire 

épigénétique du type de cellule somatique d’origine. Il a été montré que ce phénomène de 

« mémoire épigénétique » peut perturber la différenciation ultérieure des cellules hiPS vers le 

type cellulaire somatique d'origine (Bar-Nur et al., 2011; Marchetto et al., 2009).  

 

La reprogrammation est un processus lent et caractérisé par une mort cellulaire et une sénescence 

importante durant la phase initiale et par une grande proportion de cellules incomplètement 
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reprogrammées à la fin de la phase de maturation qui  peut se traduire par une altération de la 

différenciation des cellules iPS dans le type cellulaire souhaité (Hanna et al., 2009).  

 L’expression des facteurs exogènes est indispensable à la reprogrammation pendant un laps de 

temps défini dépendant des vecteurs et de la méthode utilisés (de 5 à 15 jours chez l’homme). 

Ensuite, les cellules se maintiennent dans un état pluripotent indépendamment des facteurs de 

reprogrammation, indiquant une conversion stable (Stadtfeld et al., 2008). Une reprogrammation 

incomplète peut entraîner une altération de la capacité à se différencier et augmenter le risque de 

formation de tératome après une éventuelle transplantation (Lister et al., 2011; Ohi et al., 2011; 

Stadtfeld et al., 2010).  

 

2.4 Propriétés des cellules hiPS  

Les hiPSCs générées sont hautement similaires aux hESCs d’un point de vue morphologique, 

moléculaire et fonctionnel (Laslett et al., 2003; Maherali et al., 2007; Mikkelsen et al., 2007) 

(Okita et al., 2007). Bien que certaines études aient montré des différences entre les cellules hES 

et hiPS, d'autres - basées sur un plus large échantillonnage - ont montré que les différences 

observées sont principalement dues à la méthode utilisée pour les générer (Yamanaka, 2009b). 

Au niveau morphologique, il est impossible de différencier les cellules hES des hiPS. Elles se 

présentent sous forme de colonie et possèdent toutes deux un gros noyau et un cytoplasme 

restreint (voir 1.4 propriétés des hES). Les hiPS expriment les mêmes marqueurs spécifiques de 

cellules hES tels que les antigènes de surface SSEA-3, SSEA-4, de tumeur TRA-1-60, TRA-1-81 

et les facteurs de pluripotence NANOG, OCT4 et SOX2. Elles présentent également une activité 

télomérase élevée et peuvent proliférer indéfiniment dans un état indifférencié (Yu et al., 2007 ; 

Lee et al., 2009 ;  Kim et al., 2013). De plus, les hiPS sont pluripotentes : elles peuvent se 

différencier en tous les types cellulaires de l’organisme provenant des 3 feuillets embryonnaires 

(Yu et al., 2007 ; Lee et al., 2009 ;  Kim et al., 2013). Elles peuvent également générer des 

tératomes comprenant les 3 feuillets embryonnaires, après injection dans des souris 

immunodéficientes. Cependant, il n’existe pas encore de test in vivo standardisé, adapté aux 

cellules hiPS. En effet, il n’est pas possible de tester in vivo leur implication fonctionnelle dans le 

développement embryonnaire et la pluripotence en générant des chimères humaines (Boland et 

al., 2009; Zhao et al., 2009).  
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2.5 Challenges et applications thérapeutiques 

 

Figure 19: Challenges et applications thérapeutiques des cellules hiPS. La génération d’hiPS à partir de patients et la correction du 

génome de ces hiPS par la technologie de l’édition du génome (voir 3. L’édition du génome ou genome editing) ouvre la porte à 

leur utilisation thérapeutique. La différenciation des cellules hiPS  en cellules d’intérêt permet la modélisation de pathologie, le 

criblage de médicaments et le développement de tests de toxicité avant une entrée en phase clinique.  

 

En plus d'être un outil de recherche passionnant pour l’étude du développement précoce et de la 

reprogrammation épigénétique naturelle, les cellules hiPSCs ont un potentiel thérapeutique 

énorme (Figure 19). Comme elles possèdent des propriétés semblables aux cellules hES - sans les 

questions éthiques - les cellules hiPS, constituent théoriquement une réserve inépuisable de 

n’importe quelle cellule différenciée du corps humain et ouvrent de nouvelles portes à la 

médecine régénérative. Malgré la complexité du processus, générer des cellules hiPS provenant 

de patients et de maladies génétiques spécifiques est devenu presque routinier aujourd’hui (Lee et 
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al., 2009; Park et al., 2008). Au cours des dernières années, le nombre de publications de 

modélisation et essais thérapeutiques à partir de cellules iPS a régulièrement augmenté, 

témoignant de la grande influence de cette technologie de pointe (Robinton and Daley, 2012). 

Les cellules hiPS permettent l’étude mécanistique et la modélisation de nombreuses maladies 

génétiques, le criblage de molécules synthétiques et de médicaments in vitro, et l’évaluation du 

potentiel thérapeutique de la thérapie cellulaire et de la réparation des gènes. Ces cellules 

permettent d’envisager des essais précliniques (pharmacologiques ou toxicologiques) beaucoup 

plus prédictifs qu’à l’heure actuelle. De plus, elles peuvent prochainement révolutionner la 

médecine régénérative. 

 

2.5.1 Cellules hiPS et essais précliniques 

L’intérêt des cellules hiPS est lié à la possibilité de modélisation de maladies humaines et à la 

possibilité de disposer d’un modèle in vitro dont les résultats devraient être plus facilement 

transposables à l’homme que ceux obtenus chez les rongeurs. En effet, à l’heure actuelle, environ 

70% des molécules testées chez l’animal en phase préclinique échoueront en phase clinique. 

A partir de fibroblastes de patients atteints de maladies génétiques, il est possible de mieux 

comprendre les mécanismes moléculaires aboutissant à cette pathologie et de disposer d’un 

modèle préclinique plus proche de la pathologie humaine et de la clinique (Figure 19). Ainsi, à 

titre d’exemple,  des cellules hiPS ont été générées à partir de fibroblastes de patients atteints de 

dysautonomie familiale, une maladie autosomique récessive touchant les systèmes nerveux 

périphériques et autonomes et causée par la mutation du gène codant pour IKBKAP, une protéine 

impliquée dans l’élongation de la transcription (Lee et al., 2009). Ces hiPS « pathologiques » ont 

ensuite été différenciées en neurones et comparées à des cellules de patients sains. L’équipe du 

Dr. Studer a ainsi montré que ces cellules iPS  présentaient des défauts qui miment parfaitement 

les défauts observés chez l’homme, comme par exemple une expression d’IKBKAP diminuée, 

une différenciation neuronale perturbée et une migration neuronale anormale (Lee et al., 2009). 

Depuis, de nombreuses autres maladies génétiques neurodégénératives (Israel et al., 2012; Mitne-

Neto et al., 2011; Soldner et al., 2009), cardiovasculaires (Itzhaki et al., 2011; Lahti et al., 2012; 

Matsa et al., 2011), métaboliques (Park et al., 2008) ou immunitaires (Raya et al., 2009) ont été 

modélisées avec plus ou moins de succès. En effet, il peut être difficile de récapituler de manière 

fidèle tous les symptômes de la maladie puisque les effets du vieillissement sur le corps ne 
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peuvent pas être induits en culture in vitro. Enfin, les cellules différenciées à partir de cellules 

hiPS sont généralement immatures (Koehler et al., 2013; Oshima et al., 2010). Les cellules 

peuvent avoir besoin de vieillir et d’atteindre un état de différenciation terminale pour que les 

phénotypes pathologiques deviennent évidents (Dambrot et al., 2011), sauf si le gène muté est 

exprimé dans les cellules immatures. De plus, de nombreuses maladies peuvent impliquer des 

interactions entre différents types cellulaires de l'organisme, ce qui est également difficile à 

reproduire in vitro. Pour ces maladies cellulaires non-autonomes, il sera nécessaire d’induire la 

différenciation en plusieurs types cellulaires pour observer les symptômes in vitro.  

Ces modèles cellulaires humains peuvent également servir de modèles de base pour les études 

toxicologiques nécessaires à la commercialisation d’un nouveau médicament (Hughes et al., 

2011). La prédiction précoce du risque de nouveaux médicaments peut réduire les coûts mais 

peut aussi conduire à l'arrêt prématuré du développement du médicament si une sensibilité accrue 

des cellules humaines en réaction à une molécule d’intérêt, est mise à jour. Par exemple, dans le 

traitement de pathologies cardiaques, l’induction d’arythmies est un des principaux risques 

engendrés par un nouveau médicament (Lu et al., 2008; Shah and Swerdlow, 2010). Ainsi, le Dr. 

Mummery et son équipe ont appliqué 11 molécules sur des cardiomyocytes humains 

(« spontanousely beating cardiomyocytes ») dérivés de cellules hiPS (Braam et al., 2013).  Alors 

que la majorité ont montré un effet prévisible, deux composés ont montré un effet secondaire 

important non prédit par un test de toxicité classiquement utilisé (Braam et al., 2013). Il est clair 

également que disposer d’un modèle humain plutôt que d’un modèle murin permettra de prédire 

de manière plus spécifique un effet secondaire ou une toxicité rhédibitoire. De plus, beaucoup de 

médicaments ont des modes d’action et des efficacités différents chez les rongeurs et chez 

l'homme (Gordon et al., 2007; Lees et al., 2003).  

Les cellules hiPS constituent également un modèle de choix pour le criblage de nouveaux 

médicaments. Grâce au modèle humain de dysautonomie familiale (décrit plus haut), l’équipe du 

Dr. Studer a identifié la kinétine comme potentiel traitement (Lee et al., 2009).  

 

2.5.2 Cellules hiPS et médecine régénérative 

Afin de pouvoir utiliser les cellules dérivées des hiPS en médecine régénérative humaine, 

certaines étapes clés doivent encore être franchies (Tabar and Studer, 2014). Par exemple, il 

faudra pouvoir produire les cellules d’intérêt à une échelle suffisante en utilisant des protocoles 
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normalisés et entièrement conformes aux bonnes pratiques de fabrication (GMP pour « good 

manufacturing process ») (Chen et al., 2014). Pour satisfaire à ces exigences, les cellules hiPS 

doivent notamment être maintenues en culture sans cellules nourricières dans des milieux de 

culture exempts de matériel d’origine animale (Chen et al., 2014). Malgré ces mises au point qui 

restent à faire, la première thérapie cellulaire à base de cellules hiPS vient d’entrer en phase 

clinique à Kobe (Japon). En effet, un tissu de cellules rétinales dérivées de cellules hiPS a été 

greffé chez une femme souffrant de dégénérescence maculaire liée à l’âge (Cyranoski, 2013).  

 

 

 L’édition du génome ou genome editing 3.

Les lignées de cellules iPS pour modéliser des maladies et en comprendre leur phénotype ont 

largement été utilisées à ce jour (Robinton and Daley, 2012). Cependant, de nombreuses études 

ont comparé des lignées de cellules iPS provenant d’un patient atteint d'une maladie et des 

lignées de cellules iPS provenant d’une personne « saine » ne présentant pas cette pathologie et 

ont systématiquement conclu que les différences phénotypiques observées entre ces lignées 

cellulaires résultaient de la maladie (Brennand et al., 2011; Ebert et al., 2009; Lee et al., 2009; 

Marchetto et al., 2010; Moretti et al., 2010; Sun et al., 2012; Ye et al., 2009). Cependant, ces 

études sont potentiellement faussées puisqu’elles ne prennent pas en compte certains facteurs qui 

pourraient être responsables des différences phénotypiques. Tout d’abord, les différences de 

« fond génétique » sont les plus préoccupantes. Même dans les études dans lesquelles la fratrie 

est utilisée comme contrôle, seulement environ 50% du génome est partagé entre des enfants de 

mêmes parents et les différences phénotypiques peuvent être le résultat de variation d’ADN des ~ 

50%  du génome non partagé par les patients, plutôt que de la mutation associée à la maladie. De 

plus, un certain nombre d'études a démontré que le processus de génération, d'expansion et de 

maintien en culture des lignées iPS peut conduire à l'accumulation d’altérations génétiques, allant 

de la variation d’un seul nucléotide à des anomalies, délétions et réarrangements 

chromosomiques (Hussein et al., 2011; Ji et al., 2012; Laurent et al., 2011). L’état épigénétique, 

tel que la méthylation de l’ADN des cellules de départ peut également jouer un rôle dans le 

phénotype observé. Un certain nombre d'études ont démontré que les cellules iPS semblent 

conserver la «mémoire» épigénétique de la cellule somatique d'origine à partir de laquelle elles 

ont été reprogrammées. En effet, certaines lignées iPS semblent conserver cette mémoire 
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indéfiniment, alors que d'autres la perdent progressivement (Bock et al., 2011; Lister et al., 2011; 

Polo et al., 2010). L'état épigénétique peut également affecter le potentiel de différenciation d'une 

lignée de cellules iPS. La différenciation en certains types cellulaires est favorisée par rapport à 

d’autres. Enfin, des différences d’âge, de sexe et d'origine ethnique des patients, ainsi que des 

différences de méthode utilisée pour la reprogrammation et les différences de nombre de passages 

des lignes iPS sont également des facteurs de variations. La comparaison entre lignées cellulaires 

qui ne diffèrent que par la mutation à l’origine de la maladie, autrement dit entre lignées 

isogéniques, permet de gommer l’ensemble de ces variations et constitue donc le meilleur 

contrôle. L’obtention de lignées « isogéniques » a été récemment permise grâce aux nouvelles 

technologies d’édition du génome (« genome editing »). 

 

3.1 Les techniques d’édition du génome 

La technique classique de modification du génome est basée sur la recombinaison homologue au 

niveau du gène cible (Smithies et al., 1985; Thomas and Capecchi, 1987). Cette approche s’est 

avérée inestimable pour son utilisation dans les cellules mES et la création des souris invalidées 

(« knock-out ») ou modifiées (« knock-in ») pour un gène d’intérêt. Cependant, la recombinaison 

homologue est laborieuse et inefficace dans les cellules hES (Zwaka and Thomson, 2003). La 

technologie d’édition du génome a récemment grandement progressé grâce à l’apparition de 

nouvelles techniques d’ingénierie des gènes basées sur l’utilisation de nucléases programmables 

telles que les méganucléases (Stoddard, 2011), les nucléases à doigts de zinc (ZFNs pour « Zinc 

Finger Nucleases ») (Urnov et al., 2010), les nucléases effectrices de type activatrice de 

transcription (TALENs pour « Transcription Activator-Like Effector Nucleases ») (Bogdanove 

and Voytas, 2011; Scharenberg et al., 2013) et l’endonucléase CAS9 (pour « CRISPR-associated 

protein 9 ») (Hsu et al., 2014). Les méganucléases sont des enzymes de restriction qui sont 

caractérisées par un site de reconnaissance de grande taille, entre 12 à 40pb d’ADN. Les ZFNs et 

TALENs sont des enzymes chimériques consistant en un domaine de liaison à l'ADN fusionné à 

la séquence correspondant au domaine de clivage de la nucléase Fokl (Christian et al., 2010; Kim 

et al., 1996). La mise au point des ZFNs et méganucléases pour un gène cible nécessite une 

modification structurelle des protéines par ingénierie des protéines, alors que la construction des 

TALENs nécessite de nombreux et fastidieux clonages moléculaires (Isalan, 2012; Smith et al., 

2006; Sun and Zhao, 2013).  Par contre, l’endonucléase CAS9 peut être utilisée telle quelle. 
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3.2 Cas particulier de la technique CRISPR/CAS9 

L’édition du génome en utilisant la CAS9 a été adaptée du système immunitaire adaptatif 

bactérien connu sous le nom de CRISPR/CAS9 (« Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats » pour groupe de courtes répétitions palindromiques régulièrement 

espacées). Les CRISPR sont des segments d’ADN procaryotiques contenant en alternance des 

séquences répétées courtes (Figure 20, en rose) et des fragments d’ADN étrangé (Figure 20, 

« spacer » en mauve) provenant de précédentes expositions à un virus bactérien ou un plasmide. 

Les bactéries utilisent la CAS9 et les courtes séquences CRISPR transcrites en ARN guides 

(ARNg) pour reconnaître et couper les séquences d'ADN étranger (ADN plasmidique ou de 

bactériophage) qui seront ensuite détruites. 

 

 

Figure 20: Le système de défense adaptatif CRISPR des bactéries. Suite à l’intrusion d’ADN étranger, certaines endonucléases 

CAS créent une banque de séquences d’ADN exogènes en les insérant au niveau du locus CRISPR du génome bactérien. Ce locus 

est composé de gènes CAS encodant pour les CAS endonucléases telles que la CAS9 suivit d’une régions contenant de nombreux 

morceaux d’ADN étrangers (« spacer » sur le schéma) et de séquences répétées (« répétitions » sur le schéma). Lors d’une 

nouvelle intrusion, les protéines CAS9  utilisent leur banque de séquences exogènes transcrites en ARN guides (« ARNg » sur le 

schéma) comme template pour reconnaitre et couper spécifiquement l’ADN exogène. L’ADN étranger est ainsi dégradé. Adapté 

de Hsu et al., 2014. 
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Début 2013, le système CRISPR provenant de Streptococcus pyogenes a été adapté avec succès 

aux eucaryotes et au génome mammalien (Cong et al., 2013; Mali et al., 2013b) (Figure 21). Ce 

système utilise une endonucléase CAS9 qui se complexe avec un ARNg contenant 20 nucléotides 

(nt) spécifiques au site génomique à cliver (Hsu et al., 2013; Jinek et al., 2012; Jinek et al., 2013). 

La spécificité du complexe CAS9/ARNg résulte de l’homologie d’appariement entre les bases de 

l’ARNg et l’ADN génomique, ainsi que la présence d'une séquence génomique PAM 

(Protospacer Adjacent Motif) correspondant au motif « NGG »  (N étant une des 4 bases de 

l’ADN) reconnu par la CAS9. La CAS9 coupe l’ADN 3 paires de bases en amont du site PAM 

(Cho et al., 2013; Cong et al., 2013; Jinek et al., 2013; Mali et al., 2013b).  

 

 

Figure 21: Le système CRISPR/CAS adapté aux cellules eucaryotes. La CAS9 endonucléase possède un signal de localisation 

nucléaire lui permettant de transloquer dans le noyau. L’ARNg est composé d’une région de 20 nucléotides (en mauve) qui 

s’apparient par homologie de séquence à l’ADN génomique à couper. L’ARNg est également stabilisé par une région de 

séquences répétées qui s’apparient en épingle à cheveux et permet l’ancrage dans la CAS9 lors de la formation du complexe 

CAS9/ARNg. La séquence génomique PAM est constituée de 3 nucléotides (NGG où N est un des 4 nucléotides) et est nécessaire 

à la liaison de la CAS9 sur l’ADN génomique. La liaison du complexe CAS9/ARNg sur l’ADN génomique conduit à une coupure  

double-brin par la CAS9, 3 bases en amont de la séquence PAM. Adapté de Mali et al., 2013. 

   

Ainsi, la technologie CRISPR/CAS9 peut facilement être adaptée à n’importe quel gène d’intérêt, 

en changeant simplement l'ARNg, impliquant la modification d’une séquence de 20 paires de 

bases, la CAS9 restant inchangée. Le CRISPR/CAS9 permet une édition du génome précise en 

introduisant des cassures double brin (CDB) dans l’ADN à des loci génomiques spécifiques. La 

CDB induit l’activation de la machinerie de réparation endogène par jonction d'extrémités non 

homologues (NHEJ pour « non homologue end joining ») (Figure 22, rouge) ou par 
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recombinaison homologue (HDR pour « homology-directed repair ») (Figure 22, vert) lors de 

laquelle les séquences absentes du brin endommagé sont copiées d’après la chromatide sœur 

complémentaire (Rouet et al., 1994; Yu et al., 2015)). La machinerie de NHEJ peut réparer la 

lésion en joignant directement les deux extrémités d’ADN au niveau de la CDB. Bien que cette 

réparation puisse être précise, elle aboutit le plus souvent à l’apparition de mutations sous forme 

de petites insertions ou suppressions (INDELS pour INsertions/DELetionS) de séquences. Ces 

INDELS introduites dans la séquence codante d'un gène peuvent provoquer des changements de 

cadre de lecture qui conduisent à la dégradation de l'ARNm ou la production de protéines 

tronquées non fonctionnelles (Hentze and Kulozik, 1999). Ainsi,  en utilisant la technologie du 

CRISPR/CAS9, la machinerie NHEJ peut être utilisée pour inactiver de façon permanente un 

gène cible en introduisant des mutations de perte de fonction. Alternativement, la CDB induite 

par CRISPR/CAS9 peut être réparée par la machinerie HDR à l'aide d'une séquence ADN 

homologue utilisée comme modèle (Lin et al., 2014a; Reinhardt et al., 2013). Le brin homologue 

est une séquence d’ADN exogène, double ou simple brin, introduit dans la cellule avec les autres 

composants du système d’édition génétique (CAS9 et ARNg) (Lin et al., 2014b; Rouet et al., 

1994). Si l’ADN exogène contient une mutation, cette dernière peut être incorporée de manière 

stable dans le génome, permettant de réaliser de la mutagenèse dirigée (Ran et al., 2013). La 

CDB induite par la CAS9 augmente drastiquement les évènements de recombinaison homologue 

au site de cassure (Yu et al., 2015), permettant d’obtenir des rendements très élevés de réparation 

ou mutagenèse. 

 

 



Introduction 

59 

 

 

Figure 22: Les machineries de réparation endogènes induites par la CDB. La CDB induit l’activation de la machinerie de 

réparation endogène par jonction d'extrémités non homologues (NHEJ pour « non homologue end joining ») ou par 

recombinaison homologue (HDR pour « homology-directed repair »). La machinerie de NHEJ répare la CDB de manière peu 

précise et  aboutit le plus souvent à l’apparition de mutations sous forme de petites insertions ou suppressions de séquences 

(INDELS pour INsertions/DELetionS). Ces INDELS provoquent des changements de cadre de lecture conduisant l’invalidation 

du gène. Alternativement, la CDB peut être réparée de manière plus précise par la machinerie HDR à l'aide d'une séquence ADN 

homologue utilisée comme modèle. Le brin homologue est une séquence d’ADN exogène, double ou simple brin, introduit dans la 

cellule avec les autres composants du système d’édition génétique (CAS9 et ARNg). Bien que le CRISPR/CAS permette une 

correction précise et efficace, la spécificité du complexe ARNg/CAS9 et les coupures non spécifiques potentielles (« off target ») 

doivent être analysées. 

 

3.3 Spécificité et « off-targets » 

En générant des CDB dans l'ADN, réparées par des mécanismes de réparation cellulaire 

endogènes, l'édition du génome médiée par la CAS9 crée des changements permanents dans le 

génome des cellules traitées (Figure 22, off target). Bien que cela permette une correction précise 

et efficace de mutations endogènes, la spécificité du complexe ARNg/CAS9 doit être analysée. 

En effet, les résultats préliminaires obtenus dans les cellules de mammifères démontrent que le 

système CRISPR/CAS9 peut tolérer des petites erreurs d’appariement de nucléotides entre 

l’ARNg et la séquence d’ADN génomique (Cong et al., 2013). En utilisant une combinaison 

d’ARNg, plusieurs groupes ont analysé la spécificité du complexe ARNg/CAS9 et l’effet de la 

présence de nucléotides aspécifiques, dans la séquence de l’ARNg, sur la coupure de l’ADN 

induite par la CAS9 (Fu et al., 2013; Hsu et al., 2013; Mali et al., 2013a; Pattanayak et al., 2013). 
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Ces études ont ainsi montré que la séquence PAM de S. pyogenes est un élément de spécificité 

important (Hsu et al., 2013). En effet, un appariement aspécifique de l’ARNg loin de la séquence 

PAM n’engendrera pas de coupure par la CAS9.  Dans l'ensemble, l'homologie de séquence entre 

le site d’ADN génomique cible contenant la séquence PAM et la séquence de l’ARNg semble 

également être un facteur important, mais aucune règle simple et prédéfinie ne permet de régir la 

fidélité de la CAS9 (Carroll, 2013). Plus récemment, deux groupes ont effectué le séquençage du 

génome entier à haute résolution afin d'évaluer le degré de mutagenèse sur l'ensemble du génome 

après une expérience de CRISPR/CAS9 sur des cellules hiPS (Smith et al., 2014; Veres et al., 

2014). Ils montrent que les mutations aspécifiques attribuables à la CAS9 sont très rares et 

suggèrent que l'incidence de ces effets dans les cellules hiPS est très faible (Smith et al., 2014; 

Veres et al., 2014). 

 

 

3.4 CAS9 nickase 

Ces 2 dernières années, les efforts d’optimisation de l’endonucléase CAS9 et de l’ARNg ont 

conduit à des stratégies pouvant grandement améliorer la spécificité de la technologie CRISPR. 

La conversion de l’endonucléase CAS9 en CAS9 nickase (une enzyme qui clive un seul des deux 

brins d'ADN) réduit fortement les coupures aspécifiques. Contrairement aux CDB, les coupures 

simple brin sont réparées très efficacement par la cellule (Okano et al., 2003). Cette stratégie 

nécessite donc l’utilisation de deux complexes CAS9/ARNg qui génèrent des coupures simple 

brin sur les 2 brins d’ADN opposés (Ran et al., 2013) (Figure 23). L’utilisation de deux ARNg 

augmente la spécificité mais diminue l’efficacité de la cassure (Mali et al., 2013a; Ran et al., 

2013). 
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Figure 23: La CAS9 nickase. La CAS9 nickase est une endonucléase CAS9 génétiquement modifiée pour ne couper q’un seul 

brin d’ADN. Le principe est équivalent à celui de la CAS9 normale mais il nécessite la présence de deux coupures sur des brins 

opposés pour permettre une édition du génome. Ce système nécessite donc la construction de 2 ARNs guides différents. En effet, 

les coupures simples brins sont réparées très efficacement par la cellule. La spécificité du système CRISPR/CAS est ainsi 

meilleure mais son efficacité est réduite. 

 

3.5 Applications dans la modélisation de pathologies  

À ce jour, il y a eu un certain nombre de travaux princeps qui démontrent la faisabilité de 

l'édition du génome dans les cellules hES et hiPS à l’aide des ZFNs, TALENs et CRISPRs (par 

exemple Lombardo (Hockemeyer et al., 2009; Hockemeyer et al., 2011; Lombardo et al., 2007; 

Mali et al., 2013b; Pan et al., 2011; Sebastiano et al., 2011; Soldner et al., 2011; Suzuki et al., 

2008; Yusa et al., 2011; Zou et al., 2011). Il existe par contre très peu d’études dans lesquelles le 

CRISPR/CAS9 est utilisé pour générer des cellules hiPS isogéniques (sauvage ou mutante) qui 

sont ensuite différenciées en cellules pathologiques d’intérêt dont les différences phénotypiques 

donnent un aperçu dans la physiopathologie de la maladie (Tableau 2). 
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Tableau 2: Génération de cellules hiPS isogéniques par l’utilisation du CRISPR/CAS. 

 

 L’oreille interne 4.

L'oreille interne est un organe sensoriel constitué du vestibule, responsable de l'équilibre et de la 

détection de l'accélération et de la cochlée, responsable de l’audition (Figure 24). 

 

 

Figure 24: Organisation de l'oreille interne. L’oreille interne est constituée du vestibule et de la cochlée. La cochlée, organe 

spiralé comprenant l’organe de Corti, véritable organe auditif. Ce dernier est constitué d’un épithélium contenant des cellules 

ciliées qui convertissent les ondes acoustiques en stimuli électriques et qui reposent sur des cellules de soutien. L’organe de Corti 

repose sur la membrane basilaire et est recouvert par la membrane tectoriale, une membrane fibreuse et gélatineuse. Les cellules 

sensorielles, doivent leur nom à la présence apicale d’une touffe « ciliaire » composée de stéréocils, expansions cytoplasmiques 

riches en actine. Elles sont disposées de façon particulière à savoir en une rangée de cellules ciliées internes qui sont les véritables 

récepteurs sensoriels et de trois rangées de cellules ciliées externes intervenant dans la précision auditive. Ces cellules ciliées 

transmettent les informations auditives aux neurones du ganglion spiral auxquels elles sont connectées. 

 

 

La cochlée est principalement composée d'un épithélium pseudo-stratifié formant l’organe de 

Corti. L’épithélium est constitué d’une alternance de cellules sensorielles responsables de la 

transduction du son - les cellules ciliées mécano-sensibles - et de cellules de soutien. Les cellules 

ciliées possèdent une touffe de stéréocils à leur surface apicale et sont innervées par les neurones 
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sensoriels du ganglion spiral, premier relais nerveux vers le système nerveux central. Le canal 

cochléaire contenant l’organe de Corti est rempli de liquide endolymphatique ou endolymphe qui 

est sécrétée par les cellules de la strie vasculaire et est composée d’une forte concentration de K+ 

et une faible concentration de Na+, essentielles pour le processus de transduction du son. Lors de 

la perception d’un son, l’onde sonore engendre des vibrations de la membrane basilaire, sur 

laquelle repose l’organe de Corti. Ces vibrations créent des forces de tensions entre la surface 

apicale des stéréocils des cellules ciliées et la membrane tectoriale qui conduisent à l’ouverte de 

canaux potassiques mécano-sensibles. Suite à l’ouverture de ces canaux, du potassium provenant 

de l’endolymphe entre dans la cellule ciliée et la dépolarise. Des canaux Ca
2+

 volatage-dépendant 

s’ouvrent alors et du calcium entre dans le cytoplasme, engendrant la libération de 

neurotransmetteur (glutamate) permettant la transmission du signal nerveux aux neurones du 

ganglion spiral. 

 

4.1 Développement précoce  

Malgré son organisation complexe, l'origine embryonnaire de l'oreille interne est simple. En effet, 

mis à part les mélanocytes de la strie vasculaire (l'épithélium sécrétoire de la cochlée) et les 

cellules gliales du ganglion spiral qui ont pour origine des cellules des crêtes neurales, tous les 

types cellulaires de l’oreille interne dérivent de la placode otique (Fekete, 1996 ; Steel and 

Brown, 1994 ; Fritzsh et al, 1997). La placode otique dérive d’une région de l’ectoderme 

antérieur non-neural, appelée région pré-placodale (PPR) et située à la frontière entre la plaque 

neurale et l’ectoderme (Chen and Streit, 2013) (Figure 25). 
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Figure 25: L’induction otique débute aux alentours de la 2ème semaine post fécondation chez l’homme. L’atténuation de la 

signalisation BMP et WNT et l’induction simultanée de la voie des FGFs sont nécessaires à l’induction de la PPR, une région 

d’ectoderme non-neural antérieur, adjacent à la plaque neurale. Le domaine des progéniteurs otiques-épibranchiaux (OEPD) est 

induit à partir de la région pré-placodale (PPR) et l’activation de la voie des FGFs et de la voie WNT induisent la placode otique 

vers la 4ème semaine post fécondation.  A partir de la 5ème semaine post-fécondation, la placode otique s’invagine et le 

mésenchyme péri-otique encapsule l’épithélium pour former la vésicule otique ou otocyste 

L’induction de la PPR est initiée aux alentours de la 3
ème

 semaine (après fécondation) chez 

l’homme (correspondant au jour embryonnaire (E) 7.5-8, chez la souris) (Bailey and Streit, 2006; 

Pieper et al., 2012; Schlosser, 2007; Schlosser, 2014). Les signaux qui induisent la PPR sont 

produits par la région postérieure de l’ectoderme neural et le mésoderme sous-jacent à la placode. 

Chez les vertébrés, l’atténuation de la signalisation BMP et WNT et l’induction simultanée de la 

voie des FGFs sont nécessaires à l’induction de la PPR (Pieper et al., 2012; Reichert et al., 2013). 

Il a été montré que les voies WNT et BMP inhibent l'expression des gènes de PPR et 

inversement, l'inhibition de ces signaux augmente l’expression de ces gènes (Freter et al., 2008; 

Ladher et al., 2000; Litsiou et al., 2005). Les cellules de la PPR sont caractérisées par 

l’expression des facteurs de transcription des familles SIX et EYA tels que SIX1, SIX4, EYA1 et 

EYA4 (Groves and Bronner-Fraser, 2000; Groves and LaBonne, 2014; Saint-Jeannet and Moody, 

2014; Yajima et al., 2014). La région PPR se différencie en un domaine précurseur 

otique/épibrachial suivi par l’induction de la placode otique elle-même (Whitfield, 2015). Les 

placodes adenohypophysaire, olfactive, optique et trigéminale dérivent également de la PPR et se 
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différencient ensuite en épithélia sensoriels contribuant aux organes des sens tels que l’olfaction, 

la vision ou forment les parties distales des ganglions crâniens (Streit, 2008). 

Durant la 4
ème

 semaine post-fécondation (E8 – 9 chez la souris), la PPR se présente sous la forme 

d’un épithélium stratifié épais et devient compétente pour répondre aux facteurs inducteurs de la 

placode otique (Martin and Groves, 2006b) (Figure 25). De nombreuses études suggèrent que 

l’activation de la voie des FGFs et de la voie WNT induisent la placode otique (Freter et al., 

2008; Schimmang, 2007; Vendrell et al., 2000). Différents membres de la famille des FGFs 

jouent un rôle dans l’induction otique selon les espèces. Les ligands FGFs qui induisent 

spécifiquement la placode otique chez l’homme sont encore inconnus. Le FGF2 est utilisé in vitro 

pour induire les progéniteurs otiques à partir de cellules hiPS, car il induit de manière globale la 

signalisation FGF en liant les 4 récepteurs FGFR (Oshima et al., 2010). De même, FGF19 ou une 

combinaison de FGF3 et FGF10 induisent également les progéniteurs otiques humains en culture 

(Chen et al., 2012; Ronaghi et al., 2014). D’ailleurs, la mutation du gène FGF3 conduit, chez 

l’homme, à une absence totale d’oreille interne confirmant son rôle au cours du développement 

précoce (Tekin et al., 2007). De manière importante, FGF2 induit l’expression de PAX2 chez de 

nombreuses espèces (Chen et al., 2012; Martin and Groves, 2006b; Ohyama et al., 2007)et al, 

2012). Les facteurs de transcription de la famille PAX sont largement utilisés pour distinguer les  

différentes placodes: PAX6 est exprimé par les cellules des placodes antérieures 

(adénohypophysaire, olfactive et optique), PAX3 est exprimé par la placode trigéminale et, PAX2 

et PAX8 sont exprimés par les placodes postérieures (otique et épibranchiale) (Baker et al., 1999; 

Bhattacharyya and Bronner-Fraser, 2008; Ladher et al., 2010; Patthey and Gunhaga, 2011; 

Schlosser, 2006). Les facteurs de transcription PAX2 et PAX8 sont exprimés dès le début de la 

formation de la placode otique et sont largement utilisés comme marqueurs des progéniteurs 

otiques (Christophorou et al., 2010; Freter et al., 2012; Hans et al., 2004; Krelova et al., 2002; 

Mackereth et al., 2005; Ohyama et al., 2006). La souris invalidée pour PAX2 montre des défauts 

développementaux cochléaires majeurs (Torres et al., 1996).   

A partir de la 5
ème

 semaine post-fécondation (E8.5-9 chez la souris), la placode otique s’invagine 

et le mésenchyme péri-otique encapsule l’épithélium pour former la vésicule otique ou otocyste 

(Ohyama et al., 2006). La vésicule otique se développe ensuite pour donner le vestibule et la 

cochlée qui atteindra ses 2,5 tours de spires définitifs entre les 8
ème

 et 9
ème

 semaines post-

fécondation (Moore and Linthicum, 2007). A ce stade, les cellules de l’épithélium sont toujours 
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indifférenciées et expriment les facteurs de transcription PAX2 et PAX8 (Ohyama et al., 2006). 

Chez l’homme, un espace au sein de cet épithélium cochléaire a été identifié en tant que 

« domaine prosensoriel » (Locher et al., 2013). Ce domaine contient les progéniteurs des cellules 

ciliées internes (CCIs), des cellules ciliées externes (CCEs) et de plusieurs types de cellules de 

soutien, qui ensemble, forment l’organe de Corti (Fekete et al., 1998; Kiernan et al., 2005; Locher 

et al., 2013). Au milieu de la 8
ème

 semaine post-fécondation, ces progéniteurs expriment les 

facteurs de transcription de la famille SOX : SOX2 et SOX9 (Locher et al., 2013). 

 

 

4.2 Développement du ganglion spiral 

Le ganglion spiral (GS) se forme tôt dans le développement de l’oreille interne par délamination 

de la placode otique (Maier et al., 2014). Dès la fin de la 3
ème

 semaine post-fécondation (E8 chez 

la souris), certaines cellules épithéliales se détachent  de la vésicule otique et migrent pour former 

le ganglion cochléo-vestibulaire (Appler and Goodrich, 2011). Les neuroblastes expriment, à ce 

stade, le facteur de transcription NEUROD (Hammond and Whitfield, 2011). Le ganglion 

cochléo-vestibulaire se divise ensuite pour former, à la fin de la 6
ème

 semaine post-fécondation, 

les ganglions vestibulaire et cochléaire (Bibas et al., 2006). Ensuite, le réseau d’innervation 

hautement spécialisée des neurones afférents du ganglion spiral (SGNs pour « spiral ganglion 

neurons ») de type I et II se développe et coïncide avec le développement du domaine 

prosensoriel de l’OC. Chez l'homme, plusieurs SGNs de type I innervent une seule CCI et 

constituent jusqu'à 90 à 95% de la population totale des SGNs. Inversement, un seul SGN de type 

II contacte plusieurs CCEs (Spoendlin and Schrott, 1988). Au milieu de la 10
ème

 semaine post-

fécondation, les SGNs expriment la PERIPHERINE (PRPH) et la TUBULINEbeta3 (TUBB3) 

(Locher et al., 2013) (Figure 26). De la 12
ème

 à la 15
ème

 semaine post-fécondation, les SGNs 

projetent leurs neurites doublement positifs pour PRPH et TUBB3, au travers du domaine 

prosensoriel et innervent successivement les premières CCIs différenciées puis les CCEs (Locher 

et al., 2013). Enfin, entre la 18
ème

 et la 20
ème

 semaine post-fécondation, les neurones se spécifient 

en type I innervant les CCIs et exprimant la TUBB3 uniquement, et type II innervant les CCEs et 

exprimant à la fois la TUBB3 et la PRPH (Locher et al., 2013). 
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Figure 26: Le développement tardif de l'organe de Corti. Au sein de la vésicule otique, chez l’homme, un espace a été identifié en 

tant que « domaine prosensoriel » identifié par l’expression de SOX9 et SOX2.  Les neurones du ganglion cochléo-vestibulaire 

(SGNs) formé à la fin de la 6ème semaine post-fécondation, commencent à innerver le domaine prosensoriel à partir de la 10ème 

semaine post-fécondation. A ce stade, les neurites (en mauve) co-expriment TUBB3 et PRPH. De la 12ème à la 14ème semaine, les 

premières cellules ciliées internes (CCIs) puis externe (CCEs) MYO7A+/SOX2+ apparaissent et sont innervées indifféremment 

par des neurites TUBB3+/PRPH+. Après à la 18ème semaine, les neurones se spécifient en type I innervant les CCIs et exprimant 

la TUBB3 uniquement (vert foncé), et type II innervant les CCEs et exprimant à la fois la TUBB3 et la PRPH (mauve). A ce stade 

les CCs n’expriment plus SOX2. 

 

4.3 Différenciation des cellules de l’organe de Corti 

4.3.1 Cellules ciliées  

Une cellule progénitrice du domaine prosensoriel se différencie soit en une cellule ciliée, soit en 

une cellule de soutien (Fekete et al., 1998; Laine et al., 2010; Oesterle et al., 2008). Chez 

l’homme, les cellules ciliées se forment à partir du domaine prosensoriel entre la 12
ème

 et la 14
ème

 

semaine post-fécondation (Neves et al., 2011; Pujol and Lavigne-Rebillard, 1985) (Figure 27). A 

la suite d’une période de prolifération (10
ème

 et 11
ème

 semaine post-fécondation), les cellules 

prosensorielles expriment p27kip1, un inhibiteur du cycle cellulaire, selon un gradient apico-
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basal, qui conduit à l’arrêt de la prolifération des cellules du domaine pro-sensoriel (Chen and 

Segil, 1999; Lee et al., 2006). Ensuite, les CCI puis les CCE se différencient progressivement 

selon un gradient inverse long de la cochlée, de la base vers l’apex (Anniko, 1983). L’expression 

des marqueurs de progéniteurs otiques tels que PAX2 et PAX8 est réduite (Groves and Fekete, 

2012) et le premier signe de différenciation en cellule ciliée est l’expression spécifique des 

protéines ATONAL HOMOLOG 1 (ATOH1) et MYOSINE7A (MYO7A) (Locher et al., 2013). 

A ce stade, les cellules ciliées continuent d’exprimer SOX2 alors que l’expression de SOX9 et 

SOX10 diminue (Locher et al., 2013). La MYO7A est une protéine motrice qui joue plusieurs 

rôles dans la transduction mécanique du son et dans la morphogenèse des stéréocils des cellules 

ciliées (Adato et al., 2005; Self et al., 1998) tandis qu’ATOH1 est un facteur de transcription 

essentiel à la formation des cellules ciliées (Bermingham, 1999). A la 20
ème

 semaine post-

fécondation, les CCIs et CCEs n’expriment plus SOX2 contrairement aux autres cellules de 

l’organe de Corti (Lee et al., 2006; Locher et al., 2013; Pujol et al., 1991). La 20
ème

 semaine post-

fécondation correspond au début de la fonctionnalité de cellules cochléaires chez l’homme (Bibas 

et al., 2008; Pujol and Lavigne-Rebillard, 1995; Pujol et al., 1991).  

La voie de signalisation la mieux caractérisée et impliquée dans la régulation du développement 

des cellules ciliées est la voie de signalisation NOTCH. De manière générale, l’activation de la 

voie NOTCH est associée au « destin cilié » (Mizutari et al., 2013; Tona et al., 2014) (Figure 27). 

Les futures cellules ciliées expriment JAG2 et DELTA1 (Lanford, 1999; Morrison et al., 1999) 

qui se lient au récepteur NOTCH1 des cellules adjacentes, conduisant à son clivage et à la 

libération d’un fragment intracellulaire NOTCH-ICD (NICD). Les fragments NICD induisent 

l'expression de facteurs de transcription à domaine bHLH du groupe E de la famille des « Hairy 

and Enhancer of split » (HES) et plus particulièrment HES1 et HES5 (Hayashi et al., 2008; 

Lanford et al., 2000; Zine, 2001), qui inhibent l’expression d’ATOH1, conduisant à l'inhibition du 

« destin cilié ». Les cellules inhibées se développent ultérieurement en cellules de soutien 

(Kiernan et al., 2006; Lanford, 1999; Petrovic et al., 2014). 
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Figure 27: La signalisation NOTCH dans le développement des cellules ciliées (en rouge) et cellules de soutien (en bleu). Les 

futures cellules ciliées expriment JAG2 et DLL1 qui se lient au récepteur NOTCH1 des cellules adjacentes, conduisant à son 

clivage et à la libération d’un fragment intracellulaire NICD. Les fragments NICD induisent l'expression de facteurs de 

transcription HES1 et HES5. Ces derniers inhibent l’expression d’ATOH1, conduisant à l'inhibition du « destin cilié ». Les 

cellules dans lesquelles ATOH1 est inhibé se développent ultérieurement en cellules de soutien.  

 

Lors du développement des cellules ciliées, la formation des stéréocils débutent par l’émergence 

d’un kinocilium constitué de microtubules, au centre de la surface apicale de la cellule (Figure 

28, A). Le kinocilium migre ensuite vers sa destination finale au bord de la cellule ciliée (Figure 

28, B) (Denman Johnson and Forge, 1999 ; Ross et al, 2005). 

 

 

Figure 28: Développement du kinocilium et des stéréocils à la surface apicale des cellules ciliées. A : Lors du développement des 

cellules ciliées, la formation des stéréocils débutent par l’émergence d’un kinocilium, au centre de la surface apicale de la cellule. 
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B : Le kinocilium migre ensuite vers sa destination finale au bord de la cellule ciliée et permet le développement correcte des 

stéréocils. Adapté de Axelrod, 2008. 

 

Des stéréocils riches en actine s’organisent ensuite autour du kinocilium pour former un faisceau 

de stéréocils (Axelrod, 2008). Finalement, après la naissance, le kinocilium disparait et les 

stéréocils jouent un rôle central dans la transduction mécano-sensible du son. 

 

4.3.2 Cellules de soutien 

L’épithélium sensoriel de l'oreille interne est donc constitué d’une alternance de cellules ciliées et 

de cellules de soutien. Il existe différents types de cellules de soutien telles que les cellules pilier, 

les cellules de Hensens et les cellules de Deiters par exemple (Figure 29).  

 

 

Figure 29: Les différents types de cellules de soutien. Les cellules de soutien reprennent différentes types de cellules à savoir les 

cellules bordantes internes  et les cellules phalangées internes (en vert foncé) sur lesquelles repose la CCI (en rouge) ; les cellules 

piliers interne/externe (en jaune) qui forment la paroi interne/externe du tunnel de Corti; les cellules de Deiters (en bleu) qui 

supportent les CCEs (en rouge), les cellules de Hensen (en mauve) qui forment la lame réticulaire. De part et d’autre de l’OC, on 

retrouve les cellules de Claudius (en brun) et les cellules du sulcus interne (en gris).  

 

Ces cellules fournissent un support mécanique aux cellules ciliées mais jouent également 

différents rôles importants dans le recyclage des ions K
+
, Na

+
 et Ca

2+
 et le maintien de 

l’homéostasie de l’endolymphe (Taylor et al., 2015). Contrairement aux cellules ciliées, les 

cellules de soutien différenciées continuent d’exprimer SOX2, SOX9 et SOX10 (Mak et al., 

2009). Comme décrit plus haut, les cellules ciliées et de soutien se différencient en parallèle à 

partir des mêmes progéniteurs. L’expression de SOX2 est maintenue dans les cellules de soutien 

par la voie de signalisation NOTCH et le facteur de transcription à homéodomaine PROX1 

(Dabdoub et al., 2008). Il a également été montré que SOX2 réprime ATOH1 et inversément, 

l’expression d’ATOH1 diminue l’expression de SOX2 (Dabdoub et al., 2008; Kelley, 2006). La 
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voie des FGFs, en coordination avec la signalisation NOTCH, permet le développement des 

cellules piliers (Doetzlhofer et al., 2009; Jacques et al., 2007; Szarama et al., 2012). Ces effets 

semblent être médiés par FGF2 et FGF8 chez la souris (Jacques et al., 2007; Mueller et al., 2002). 

La voie de signalisation des FGFs semble également jouer un rôle dans le destin de certaines 

cellules de soutien. En effet, au sein des cellules piliers le FGF17 induit directement l’expression 

du facteur de transcription à domaine bHLH du groupe E (comme les HES), HEY2 (pour « hairy 

and Enhancer of Split related with YRPW motif »), un inhibiteur d’ATOH1, qui est normalement 

régi par la voie NOTCH (Doetzlhofer et al., 2009). Ainsi, HEY2 est activé par les FGFs dans les 

cellules piliers entrainant l’inhibition d’un destin « cilié » suite à l’expression de HEY2 et ce de 

manière indépendante de la voie NOTCH.  

 

 Différenciation des cellules ES ou iPS en cellules de l’oreille interne 5.

5.1 Chez la souris 

Plusieurs protocoles de différenciation en cellules de l'oreille interne à partir de cellules mES ont 

été développés au cours des dernières années (Chen et al., 2012; Koehler et al., 2013; Li et al., 

2003; Oshima et al., 2010; Ouji et al., 2012). Tous ces protocoles de différenciation in vitro en 

cellule cochléaire tentent de mimer et reproduire les différentes étapes du développement de 

l’oreille interne avec plus ou moins de succès  (Tableau 3). 
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Tableau 3: Les protocoles de différenciation de cellules mES, hES et hiPS en cellules cochléaires 

 

Le groupe du Dr. Heller est le premier à démontrer que des cellules ciliées de l'oreille interne 

fonctionnelles peuvent être dérivées de cellules ES et iPS de souris (Oshima et al., 2010). Les 

cellules ciliées murines qu'ils dérivent possèdent des stéréocils et un kinocilium ayant une 

architecture similaire aux cellules ciliées immatures. Elles expriment plusieurs marqueurs de 

cellules ciliées tels que la MYO7A et ATOH1, et des stéréocils tels que la F-ACTINE et 

l’ESPINE, et semblent être mécano-sensibles. Le protocole consiste à essayer de reproduire les 

principales étapes du développement normal : différenciation en ectoderme non-neural, induction 

de progéniteurs otiques et différenciation en cellules de l’oreille interne. Ils ont d’abord généré de 

l’ectoderme antérieur non neural en inhibant les voies WNT (par DKK1) et TGFbeta (par SIS3) 

empêchant ainsi la formation de cellules méso-endodermiques. De plus, ils ont ajouté de l’IGF1 

pour favoriser la formation d’ectoderme antérieur (Pera et al., 2001) qui est plus compétent pour 
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l’induction otique que l’endoderme épidermique (voir 4.1 développement précoce) (Groves and 

Bronner-Fraser, 2000). L’étape suivante consiste à induire le développement des progéniteurs 

otiques, grâce à l’ajout de FGF2 ou une combinaison de FGF3 et FGF10 au milieu de culture. En 

plus de l’activation de la signalisation FGFs, l’activation de la voie WNT est également 

impliquée dans l’amplification de l’induction des progéniteurs otiques (Ohyama et al., 2006). De 

manière surprenante, aucune augmentation du nombre de progéniteurs otiques n’est observée 

après induction simultanément de la voie de signalisation WNT (par WNT3a ou LiCl). Pour que 

ces progéniteurs otiques se développent en cellules ciliées fonctionnelles, ils sont ensuite 

transférés sur une monocouche nutritive (« feeder layer ») de cellules d’utricule de poulet dont la 

prolifération a été stoppée artificiellement et cultivés en l’absence de FGF2 (Oshima et al., 2010). 

Le simple retrait des facteurs de croissance du milieu de culture est un moyen efficace pour 

induire la différenciation des progéniteurs otiques (Li et al., 2003) tandis que les cellules 

nourricières fournissent un environnement, un contact cellulaire et un ou plusieurs signaux 

nécessaires à la différenciation terminale des cellules ciliées. Cette approche conduit à 

l’apparition de marqueurs de cellules ciliées, mais celles-ci n’adoptent pas leur morphologie 

typique avec un large cytoplasme, un gros noyau et un faisceau de stéréocils orienté sur la surface 

apical). L’efficacité de production des cellules ciliées est faible et représente seulement ~1-2% de 

la population totale des cellules.  

Plus récemment, la culture de cellules ES sous forme d’agrégats de cellules en condition non 

adhérente ou culture en trois dimensions (culture 3D ou organoïde) a récemment émergé comme 

une méthode efficace pour générer des organes complexes in vitro. Elle fournit un environnement 

contrôlable et facilite l’étude des mécanismes développementaux sans co-culture avec des 

cellules nourricières (Koehler et al., 2013; Ouji et al., 2013; Ouji et al., 2012). L'avantage majeur 

de la culture 3D par rapport à la culture en condition adhérente en monocouche (2D) est que les 

cellules différenciées sont libres de s’organiser elles-mêmes dans l'épithélium. Dans une culture 

2D, les cellules adhèrent à une plaque de culture et sont limitées par ce manque de relief. 

L'environnement 3D permet aux cellules de se développer plus naturellement, comme elles le 

font dans l'embryon et ne nécessite pas de tissu exogène ou de facteur de croissance inconnu. 

Cette approche en 3D a été utilisée de manière très convaincante par l’équipe du Dr. Hashino 

pour générer de l’épithélium sensoriel de l’oreille interne à partir de cellules mES (Koehler and 

Hashino, 2014; Koehler et al., 2013). Les étapes du développement précoce menant à la 
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formation des progéniteurs otiques sont reproduites in vitro plus rigoureusement. La voie BMP 

est d’abord induite avec BMP4 pour générer de l’ectoderme non neural, en présence de 

SB431542, puis inhibée avec LDN et, en présence de FGF2, pour induire de l’ectoderme 

preplacodal. Les organoïdes, auto-organisés, contiennent successivement de l’ectoderme non 

neural, préplacodale puis des placodes otiques. De ces placodes, s’invaginent des vésicules 

otiques contenant un domaine prosensoriel qui se différencie en cellules ciliées. Ces cellules 

ciliées développent des stéréocils, possèdent un kinocilium et des propriétés de cellules ciliées 

immatures  (Koehler and Hashino, 2014).  

Les travaux précédents décrivent des protocoles relativement complexes mimant le 

développement embryonnaire par l’ajout de facteur de croissance à la culture pour différencier les 

cellules mES en cellules ciliées (Koehler et al., 2013; Oshima et al., 2010). Plusieurs groupes ont 

développé des protocoles de différenciation à partir de mES dans lesquelles certains gènes 

d’intérêt peuvent être induits de manière articficielle (par la doxycycline). Contrairement aux 

précédents, ces protocoles ne miment pas les différentes étapes du développement embryonnaire.  

Une équipe japonaise a publié deux articles utilisant cette méthode pour produire des cellules 

ciliées exprimant MYOSIN7a, à partir de cellules mES, dans lesquelles ATOH1 est inductible 

(Ouji et al., 2013). Les mES sont cultivées en conditions non-adhérentes sous forme de corps 

embryoïdes (EBs) dans laquelle le milieu de culture utilisé est conditionné à partir de cultures de 

cellules stromales (Ouji et al., 2012). Après 14 jours de culture, jusqu'à 20% des EBs expriment 

des marqueurs des cellules ciliées comme ATOH1, MYOSINE6, MYOSINE7a et BRN3c. Ils ont 

également observé des protrusions cellulaires positives pour la F-actine qui rappellent des 

faisceaux de stéréocils (Ouji et al., 2013; Ouji et al., 2012). Cependant, ces observations sont à 

prendre avec précaution car aucun stéréocil ou kinocil n’est visible. Par conséquent, il est difficile 

de savoir si les cellules ciliées différenciées peuvent adopter la morphologie correcte dans les 

conditions décrites (Ouji et al., 2013; Ouji et al., 2012).   

Très récemment, une autre équipe a développé un protocole similaire pour générer des cellules 

ciliées in vitro à partir de mES par surexpression simultanée des facteurs de transcription GFI1, 

POU4F3 et ATOH1 (Costa et al., 2015). L’expression de ces trois facteurs dans des mES induit 

leur conversion directe en cellules ciliées, après 8 jours en EB, sans ajout de morphogène au 

milieu de culture. 
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5.2 Chez l’homme 

La première équipe à avoir adapté le protocole de différenciation en cellule cochléaire à partir de 

cellules hES est l’équipe de Rivolta (Chen et al., 2012). Ils ont traité les cellules hES directement 

avec FGF3 et FGF10 et réussi à obtenir simultanément deux types de progéniteurs otiques 

(sensoriels et neuronaux) en culture. Après une sélection mécanique sur base de leur morphologie 

cellulaire, ils ont traité les progéniteurs otiques sensoriels avec RA et de l’EGF pour obtenir des 

cellules ciliées. Cependant, après différenciation, les cellules otiques sensorielles n’affichent 

qu’une ressemblance rudimentaire avec les cellules ciliées.  Plus récemment, l’équipe du Dr. 
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Heller, pionnière dans la différenciation otique des mES, est également parvenue à différencier 

des cellules hES en cellules ciliées. La stratégie de différenciation utilisée est similaire à celle 

développée par Oshima (Oshima et al., 2010). La première étape est l’inhibition des cellules 

méso-endodermiques (par DKK1 et SIS3, un inhibiteur de la voie TGFbeta) conduisant à la 

formation d’ectoderme non neural (en présence d’IGF1) compétent pour l’induction otique via 

l’activation des voies FGFs (par FGF2 et FGF19). Contrairement au protocole d’Oshima et al., 

durant l’induction otique, la voie WNT est activée par R-spondin tandis que la voie des BMPs est 

tout d’abord inhibée (par Noggin) puis activée (par BMP4). La différenciation terminale des 

progéniteurs otiques en cellules ciliés réalisée sans facteur de croissance et sans cellules 

nourricières. Les cellules ciliées générées expriment plusieurs marqueurs tels qu’ATOH1, 

ESPINE, MYO6 et MYO7a. Cependant, les cellules ciliées générées possèdent des protubérances 

désorganisées caractéristiques de faisceaux de stéréocils immatures (Ronaghi et al., 2014). Les 

neurones sensoriels auditifs qui innervent les cellules ciliées peuvent également être obtenus in 

vitro à partir de cellules hES et hiPS (Chen et al., 2012; Gunewardene et al., 2014; Shi et al., 

2007). Le Dr. Edge et son équipe sont les premiers à résussir à différencier des hES 

successivement en progéniteurs neuronaux exprimant les marqueurs NESTINE et PAX2  puis 

neurones sensoriels auditifs exprimant la TUBB3 et la PRPH après un traitement avec FGF2, 

NT3, BDNF et BMP4 (Shi et al., 2007). Après transplantation des progéniteurs neuronaux au 

niveau du ganglion spiral de souris, ces derniers connectent l’épithélium sensoriel et expriment 

des marqueurs synaptiques, suggérant la formation de synapses.  

Comme décrit plus haut, l’équipe du Dr. Rivolta (Chen et al., 2012) induit également des 

progéniteurs neuronaux (simultanément aux progéniteurs sensoriels), et les différencie en 

neurones sensoriels avec FGF2, SHH, NTF3 et BDNF. Ces neurones sensoriels possèdent une 

morphologie bipolaire et sont capables de générer des potentiels d’action caractéristiques de 

neurones du ganglion spiral en culure in vitro (Martinez-Monedero et al., 2008). De plus, lorsque 

les progéniteurs neuronaux sont transplantés au niveau de l’oreille interne d’un mammifère 

préalablement rendu sourd, ces progéniteurs se différencient et améliorent l’audition de l’animal 

(Chen et al., 2012). Plus récemment, le Dr. Nayagam et son équipe traitent les cellules avec 

Noggin et FGF2 pendant deux semaines pour induire les progéniteurs neuronaux. Ensuite, ils 

détachent ces progéniteurs et génèrent des neurosphères en présence de FGF2 et d’EGF. Ils 

induisent ensuite des cellules des crêtes neurales après adhésion des neurosphères toujours en 
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présence de FGF2 et  d’EGF. La différenciation terminale en neurone sensoriel est réalisée sans 

facteur de croissance (Gunewardene et al., 2014). 

 

5.3 Limitations  

Le bon développement des organes nécessite une organisation synchronisée et une différenciation 

coordonnée des populations cellulaires. À ce jour, les mécanismes de signalisation moléculaires 

et cellulaires qui régissent la différenciation et le développement des cellules cochléaires 

humaines sont encore trop peu connus. En conclusion, bien que la formation de cellules ciliées à 

partir de cellules mES et hES soit possible in vitro, l'efficacité des protocoles de différenciation 

reste limitée. En vue d’une utilisation thérapeutique future des cellules différenciées, une 

optimisation des protocoles est nécessaire. La production d’une population de progéniteurs 

otiques plus homogènes, des méthodes d'enrichissement et des tests de fonctionnalité doivent être 

mis au point.  La différenciation correcte des cellules ciliées à partir des progéniteurs otiques ne 

se fait généralement pas complètement dans les cultures adhérentes sauf si certains signaux sont 

fournis par l’utilisation de cellules nourricières, souvent prélevées de l’oreille interne en voie de 

développement (Oshima et al, 2010; Chen et al, 2012 ; Sinkkonen et al, 2011 ; White et al, 2006).  

 

 

 Les surdités 6.

6.1 Etiologie 

Selon L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), plus de 5% de la population mondiale, soit 

360 millions de personnes, souffrent de déficience auditive ou surdité (http://www.who.int/, 

2015). Les déficiences auditives peuvent être classées en deux catégories : les surdités de 

transmission (liées à une atteinte de l’oreille externe ou moyenne) et les surdités 

neurosensorielles (dues au dysfonctionnement de l’oreille interne). Une surdité peut être 

d’origine génétique ou acquise au cours de la vie. Les principales causes de déficience auditive 

acquise sont les maladies infectieuses (telles que la méningite, la rougeole ou les oreillons), 

l’utilisation de certains médicaments dont certains antibiotiques et anticancéreux ototoxiques, les 

traumatismes sonores ou le vieillissement. Les déficiences auditives génétiques peuvent conduire 

à une surdité pré-linguale, dès la naissance, ou acquise peu de temps après. La moitié des surdités 

neurosensorielles sont d’origine génétique (Schrijver, 2004). Elles peuvent être syndromiques 

http://www.who.int/
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(30%) ou non-syndromiques (70%) selon qu’elles soient associées ou pas à d’autres pathologies 

ou symptômes (Van Laer et al., 2003). Parmi les surdités syndromiques, on peut citer le 

syndrome de Usher pour lequel les patients souffrent également de rétinite pigmentaire (Bonnet 

and El-Amraoui, 2012), le syndrome d’Alport caractérisé par des anomalies rénales (Kruegel et 

al., 2013) ou encore le syndrome d’Alström dont le tableau clinique est très varié et inclut des 

anomalies cardiaques, métaboliques ou encore rétiniennes (voir paragraphe suivant) (Joy et al., 

2007). Parmi les surdités neuro-sensorielles non syndromiques, 80% sont autosomales récessives 

(DFNB), 15 à 20% sont autosomales dominantes (DFNA) et moins de 2% sont liées au 

chromosome X (DFN) ou aux mitochondries (Gurtler et al., 2003; Schrijver, 2004). 

 

 

6.2 Le Syndrome d’Alström  

 

Le Syndrome d’Alström [ALMS, OMIM 203800] est une maladie monogénique rare caractérisée 

par un ensemble de symptômes incluant une surdité neuro-sensorielle, une rétinite pigmentaire, 

une obésité juvénile et une résistance à l'insuline conduisant à un diabète de type 2 (Alstrom et 

al., 1959; Marshall et al., 1997; Michaud et al., 1996). Une cardiomyopathie dilatée peut 

également se développer subitement - dès la naissance – suite à un problème de différenciation 

des cardiomyocytes (Louw et al., 2014; Shenje et al., 2014). D'autres atteintes telles que des 

dysfonctionnements hépatiques et urinaires, de l’épilepsie ou des troubles de la motricité, 

probablement dus à une réorganisation complexe du cortex et une perturbation des gaines de 

myéline, sont aussi couramment observées (Citton et al., 2013; Manara et al., 2015; Marshall et 

al., 2005). Le diagnostic de syndrôme d’Alström est difficile, car les enfants touchés présentent le 

plus souvent, une petite partie de ces symptômes au début de la maladie (Marshall et al., 2007; 

Marshall et al., 2005). De plus, il existe une variabilité clinique interfamiliale et intrafamiliale 

dans les phénotypes, tels que l'âge d'apparition et la gravité des symptômes.  

 

6.2.1 Génétique du syndrome d’Alström 

Le syndrome d’Alström est causé par des mutations du gène ALMS1 localisé chez l’homme sur le 

chromosome 2p13. ALMS1 couvre 23 exons et code pour une protéine de 461 KDa dont le rôle 

biologique n’est pas encore élucidé (Collin et al., 2002; Hearn et al., 2002). A l’heure actuelle, 
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plus de 200 mutations ont été identifiées dont la majorité se localisent au niveau des exons 8, 10 

et 16 (« hotspot » en rouge, Figure 30). Ces mutations sont principalement 1/ des mutations 

« non-sens » qui engendrent l’apparition d’un codon stop et 2/ des insertions/délétions d’un (ou 

plusieurs) nucléotides qui engendre(nt) un décalage du cadre de lecture (Marshall et al., 2015) 

(Figure 30).  

 

 

Figure 30: Le gène et la protéine ALMS1 et ses différents domaines. Adapté de Marshall et al., 2015. 

 

Le gène ALMS1 ne contient aucune homologie de séquence avec d'autres gènes. Il possède une 

caractéristique structurale remarquable : un exon 8 de 5Kpb composé de 34 répétitions 

imparfaites d'un motif de 45-50 acides aminés, qui n'a aucune ressemblance à d'autres motifs 

connus et dont la signification fonctionnelle n’est actuellement pas connue (Collin et al., 2002; 

Hearn et al., 2002). Chez l’homme, la protéine ALMS1 est localisée au niveau du centrosome 

(centre organisateur principal des microtubules) et du corps basal des cellules présentant un cil 

primaire (Figure 31 en rouge) (Bettencourt-Dias and Carvalho-Santos, 2008). Le centrosome joue 

un rôle important en recrutant de nombreux régulateurs du cycle cellulaire (Azimzadeh and 

Bornens, 2007; Doxsey et al., 2005) notamment lors de la transition G2-M en favorisant le 

recrutement et l’activation de nombreuses protéines régulatrices telles que la cycline B, CDK1 et 

APC/C (Wang et al., 2009) (Figure 31). 
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Figure 31 : Le centrosome et le cycle cellulaire. Au cours du cycle cellulaire, à partir de la phase G1, il se duplique de telle sorte 

que la cellule possède 2 paires de centrioles à l’entrée de G2 (Zou et al., 2005). Pendant toute l’interphase, les deux centrosomes 

sont liés entre eux par des fibres, constituées de la protéine ROOTLETIN, émanant de leur extrémité proximale basale (où 

ALMS1 est exprimée) (Lim et al., 2009). Lors de la transition G2-M, les centrosomes se détachent pour permettre la formation du 

fuseau mitotique et le début de la mitose (Bahe et al., 2005; Fry et al., 1998; Mayor et al., 2002). A la fin de la mitose, chaque 

cellule possède ainsi son centrosome. 

 

 

6.2.2 Mécanismes moléculaires impliqués  

Il n’existe, à l’heure actuelle, aucun modèle humain du syndrome d’Alström. La majorité des 

études actuelles sont réalisées post-mortem ou à partir de lignées cellulaires, de culture primaires 

et des trois modèles murins invalidés pour ALMS1 disponibles (Arsov et al., 2006; Collin et al., 

2005; Li et al., 2007a). Les fonctions biologiques d’ALMS1 restent méconnues mais sa 

localisation cellulaire permet d’émettre l’hypothèse qu’elle pourrait avoir un rôle dans de 

nombreux phénomènes physiologiques incluant la ciliogenèse, le transport intracellulaire, le 

contrôle du cycle cellulaire et la différenciation (Cardenas-Rodriguez and Badano, 2009; Collin 

et al., 2012; Hearn et al., 2005; Knorz et al., 2010; Li et al., 2007a).  

 

6.2.3 Rôles d’ALMS1 dans la ciliogenèse 



Introduction 

81 

 

Le cil primaire est impliqué dans de nombreux processus cellulaires tels que le contrôle du cycle 

cellulaire et la différenciation, via la coordination de voies de signalisation (Cardenas-Rodriguez 

and Badano, 2009; Christensen et al., 2012; Christensen et al., 2008; Satir et al., 2010). Pendant 

le développement d’une cellule ciliée normale de l’oreille interne in vivo, comme décrit plus haut, 

les stéréocils - enrichis en actine - s’organisent en éventail autour du cil primaire, i.e. le 

kinocilium (Axelrod, 2008). ALMS1 est exprimée au niveau du corps basal de tous les cils 

primaires des cellules cochléaires, au cours du développement et chez la souris adulte (Jagger et 

al., 2011). L’invalidation d’ALMS1 chez la souris conduit à des défauts de positionnement du 

kinocilium des cellules ciliées et à des anomalies architecturales dans la forme et l’orientation des 

faisceaux stéréociliaires (Jagger et al., 2011). De plus, ALMS1 est également nécessaire pour la 

formation des cils des cellules rénales (Li et al., 2007a). La diminution de son expression dans 

des cellules embryonnaires rénales (HEKs) par siARN est associée à une diminution de la 

longueur des cils. Cependant, de manière surprenante, les souris présentant une forme tronquée 

de la protéine ALMS1 ont des cils primaires rénaux qui se développent normalement (Li et al., 

2007a). Il a également été montré récemment que la protéine ALMS1 régulait la voie Notch via 

la voie de recyclage endosomale (Leitch et al., 2014). La perte d’ALMS1 conduit à 

l’accumulation du récepteur NOTCH dans les endosomes et une hyperactivation de cette voie. Le 

dérèglement de cette voie de signalisation peut également expliquer la surdité observée chez les 

patients ALMS, étant donné que NOTCH est connue pour être impliquée dans la différenciation 

des cellules cochléaires (voir 4.3 Différenciation de l’organe de Corti). 

 

 

6.2.4 Rôle d’ALMS1 dans le contrôle du cycle cellulaire 

Le Dr. Vettor et son équipe ont étudié le rôle biologique d’ALMS1 dans le contrôle du cycle 

cellulaire. Ils ont montré que les fibroblastes humains mutés pour ALMS1 prolifèrent plus 

lentement que des fibroblastes sains et sont résistants aux stimuli de mort cellulaire par apoptose 

(Zulato et al., 2011). Différentes mutations du gène ALMS1 chez plusieurs patients sont 

associées à une augmentation de la longueur du cycle cellulaire et une diminution de l’expression 

des gènes directement impliqués dans la progression du cycle cellulaire (par exemple, les 

cyclines A2, E2 et B1) et la réplication (plusieurs topoisomérases et primases par exemple). De 

plus, ils ont montré que la protéine ALMS1 contribue à la production de protéines de la matrice 
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extracellulaire telles que les cadhérines (Zulato et al., 2011). Les fibroblastes mutés sécrétent des 

niveaux élevés de matrice extracellulaire, responsables de la destruction progressive de 

l'architecture tissulaire normale et entraînant une fibrose (Zulato et al., 2011).  

De manière intéressante, la N-cadhérine (ou CDH2) et l’E-cadhérine (ou CDH1) sont deux 

protéines exprimées par les progéniteurs otiques (Christophorou et al., 2010; Koehler et al., 

2013). Ensuite, au cours du développement de l’oreille interne chez l’homme, la N-cadhérine  

reste exprimée au niveau des jonctions cellule ciliée-cellule de soutien et entre cellules de soutien 

tandis que l’E-cadhérine est plus spécifiquement exprimée entre les cellules de soutien 

uniquement (Collado et al., 2011). De plus, la N-cadhérine et l’E-cadhérine jouent un rôle dans la 

prolifération  (Eguren et al., 2013; Miyamoto et al., 2015; Mui et al., 2015; Stockinger et al., 

2001; Zhou et al., 2003). Les effets des cadhérines sur la prolifération sont complexes et encore 

mal connus. La surexpression de la N-cadhérine induit une diminution de prolifération in vitro 

(Hay et al., 2009)  tandis que l’E-cadhérine active le complexe de promotion de l’anaphase (APC 

pour « Anaphase-Promoting Complex »), un système d’ubiquitination qui commande la 

destruction des régulateurs du cycle cellulaire (Zhou et al., 2003). La perte de l’expression de l’E-

cadhérine est associée aux cellules cancéreuses, et sa surexpression dans des lignées cellulaires 

cancéreuses engendre une diminution de prolifération (Gottardi et al., 2001; Navarro et al., 1991; 

St Croix et al., 1998). 

  

 

6.2.5 Rôle d’ALMS1 dans la différenciation cellulaire 

La différenciation correcte d’une cellule est ainsi associée à une sortie de cycle cellulaire 

(Mahmoud et al., 2013; Pasumarthi and Field, 2002). Les souris invalidées pour ALMS1 

développent une déficience auditive associée à une perte prématurée de CCEs (Jagger et al., 

2011). De plus, quand ces souris atteignent l’âge de 6 mois, elles présentent des anomalies 

morphologiques rénales majeures avec une dilatation anormale des tubules rénaux. A l’échelle 

cellulaire, il apparaît une hyperprolifération, une apoptose massive et une diminution drastique du 

nombre de cellules présentant un cil primaire (Li et al., 2007a).  Une protéine ALMS1 normale 

est donc nécessaire pour maintenir les cellules rénales en quiescence. Il en est de même pour les 

cardiomyocytes, puisqu’il a été montré que ceux-ci prolifèrent anormalement chez des patients 

atteints du syndrome d’Alström (Shenje et al., 2014). De plus, l’invalidation transitoire de 
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l’ARNm du gène ALMS1 dans des cardiomyocytes murins en culture induit l’apparition de 

plusieurs marqueurs de prolifération tels que Ki67 et la phospho-histone H3 (pHH3), une 

augmentation du pourcentage de cellules cardiaques en phase G2/M et in fine un nombre de 

cardiomyocytes total en culture anormalement élevé (Shenje et al., 2014). Ainsi, dans différents 

organes, les cellules différenciées semblent réentrer dans le cycle cellulaire et continuent de 

proliférer anormalement. 
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But du travail 

Environ 71 millions d’européens souffrent de surdité modérée ou profonde, dont la moitié des cas 

sont génétiques (http://www.hear-it.org). La majorité d’entre elles sont dues à un défaut de la 

portion auditive de l’oreille interne, i.e. la cochlée composée principalement de l’organe de Corti, 

lui-même structuré en cellules ciliées et cellules de soutien et du ganglion spiral, premier relais 

nerveux de la transmission du son. Ainsi, chez l’homme, la perte des cellules cochléaires est 

irréversible et conduit à une surdité dite « neurosensorielle ».  

Le syndrome d’Alström est une maladie génétique, autosomale récessive, caractérisée par de 

nombreux symptômes dont une surdité neurosensorielle dans la majorité des cas. Dans cette 

maladie, le gène codant pour la protéine ALMS1 –normalement exprimée au niveau du corps 

basal des cellules ciliées et des cellules de soutien de la cochlée – est muté (Jagger, Collin et al. 

2011).  

Ce projet est centré sur l’utilisation de de cellules souches humaines à pluripotence induite (hiPS) 

normales ou mutées (dérivées de fibroblastes de patients sourds atteints du syndrome d’Alström) 

afin de développer : 

1/ un modèle humain unique permettant de caractériser les intervenants moléculaires du 

développement cochléaire et  

2/ un modèle cellulaire humain de surdité génétique pour l’exploration des mécanismes 

moléculaires et cellulaires de la surdité et à terme l’identification de molécules thérapeutiques.  

Afin d’éliminer tous les effets épigénétiques et les défauts de différenciation éventuels entre deux 

lignées hiPSs dérivées de patients différents, la correction du génome des hiPSs mutées et la 

création d’une lignée dites « isogéniques » sera utilisée pour la mise au point du protocole de 

différenciation et considérée comme standard de référence pour l’étude de la pathologie. Ainsi, 

notre travail devrait permettre de contribuer à une meilleure compréhension du développement de 

l’oreille interne humaine en condition normale ou pathologique.  

A terme, la différenciation des hiPSCs normales et mutées en cellules cochléaires représenterait 

le premier modèle humain de surdité génétique. 

http://www.hear-it.org/
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Matériels et méthode 

 
 Génération des cellules hiPS 1.

Les fibroblastes humains ont été obtenus grâce à une collaboration avec le Dr. Gabriella Milan de 

l’Université de Padoue (Italie). La lignée ALMS provient d’une biopsie de peau d’un homme de 

36 ans sourd, souffrant du syndrome d’Alström (patient n°2 (PT2) dans Zulato et al., 2011). Les 

fibroblastes sont maintenus sur un coating de gélatine (0,1%) dans du milieu « FIBRO » : DMEM 

(Gibco ; 41965039) avec 10% de FBS (Gibco ; 10270-098), 1% d’acides aminés non essentiels 

(Gibco ; 11140-035), 1% de Pénicilline/Streptomycine (Gibco ; 15140122) et 0,1mM de β-

mercaptoéthanol (Sigma ; M7522-100). 

La génération des cellules hiPS à partir des fibroblastes humains est réalisée en laboratoire de 

biosécurité de niveau 2 avec le kit de reprogrammation CitoTune Sendaï Vector (Invitrogen) 

selon les instructions du fabricant. 100 000 fibroblastes sont reprogrammés dans un puits d’une 

plaque 6 puits avec une MOI (pour « multiplicity of infection ») de 3 dans 3ml de milieu 

« FIBRO »  contenant 4ng/ml FGF2 (Peprotech ; 100-18B ; ci-après « FIBRO-FGF »). Le jour 

suivant l’infection, le milieu contenant les particules virales est rincé une fois avec du DMEM 

(Gibco ; 41965039) et remplacé avec du milieu FIBRO-FGF2. Le 4
ème

 jour après l’infection, les 

cellules sont détachées par un traitement à la Trypsine-EDTA (Gibco ; 25300-054) pendant 

20min à 37°C et transférées dans 3 puits d’une plaques 6 puits préalablement coatés de 

fibroblastes embryonnaires de souris (MEFs) (Millipore ; PMEF-CFL)  irradiés (25Gy pendant 

20min), dans du milieu FIBRO-FGF et 10µM de Y-27632 (VWR, 688000-1). A partir du 5
ème

 

jour après l’infection, le milieu FIBRO-FGF est remplacé par du milieu « KSR-FGF » : 

DMEM/F12 (Gibco ; 31331), 20% sérum remplacement knock-out (KO-SR) (Gibco ; 10828), 

1% d’acides aminés non essentiels (Gibco ; 11140-035), 0,1mM de β-mercaptoéthanol (Sigma ; 

M7522-100) et 4ng/ml FGF2 (Peprotech ; 100-18B) et ensuite changé tous les jours. Du 5
ème

 au 

15
ème

 jour après infection, 10µM de Y-27632 et 0,5mM d’acide valproïque (VPA ; Sigma ; 

P4543) sont ajoutés au milieu KSR. Les colonies de cellules hiPS reprogrammées apparaissent 

environs deux semaines après l’infection et sont tout d’abord visualisées en temps réel en 

présence du marqueur de cellules souches TRA1-60 couplé à un fluorochrome Alexa fluor 488 

(Life Technologies, A25618). Les colonies TRA1-60 positives sont détachées mécaniquement 

une à une et transférées (de manière clonale) sur des MEFs fraichement irradiés en présence de 
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milieu KSR-FGF. Les propriétés de pluripotence des hiPS sont ensuite caractérisées comme 

décrit pour les cellules hES (Thomson et al., 1998 ; Yu et al., 1998). 

 

Figure 32 : Protocole de génération des hiPS. 

 

 

 Culture des cellules hiPS 2.

Les lignées de cellules hiPS sont maintenues sur des MEFs mitotiquement inactivées par 

irradiation ou par traitement à la mitomycine C 10µg/ml pendant 2h30 (Sigma ; 4287). Les 

cellules hiPS sont cultivées dans le milieu KSR-FGF. Les cellules sont transférées chaque 

semaine sur des MEFs fraichement inactivés et maintenus dans un incubateur à 37 ° C. 

 

Pour les expériences de modifications du génome (voir CRISPR/Cas), les cellules hiPS sont 

maintenues sur Geltrex (Gibco ; A14133-02) dans du milieu KSR conditionné en présence de 

MEFs pendant 24h appelé « KSR conditionné » avec 4ng/ml de FGF2. 

 

 

 Différenciation spontanée en 3 feuillets embryonnaires 3.

Les cellules sont détachées par un traitement à la collagénase A 1mg/ml (Roche ; 11 088 858 

001) pendant 20min à 37°C puis transférées dans une boîte de culture non adhérente dans du 

milieu KSR sans morphogène. Le milieu est remplacé tous les 2 jours par du KSR frais. Après 7 

jours, les cellules forment des agrégats flottant appelés corps embryoïdes (EBs pour « embryoïds 

bodies ») qui sont mis en culture en condition adhérante pendant 7 jours dans des boîtes de 

culture recouvertes de gélatine dans du KSR sans morphogène, avant d’être fixées avec de la   

paraformaldéhyde (4% dans du PBS) et immunomarquées avec les anticorps primaires de souris 

anti-PAX6 à 1 :1000 (DHSB ; AB_528427), anti-SOX17 de chèvre à 1:50 (R&D Systems ; 

AF1924) et anti-BRACHYURY de lapin à 1:100 (Abcam ; ab20680) comme décrit plus bas.  
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 Génération de tératome 4.

La génération des tératomes à partir des cellules hiPS est réalisée avec l’approbation de la 

commission d’éthique de l’utilisation des animaux à l’ULg (dossier n°11-1133). 10
6
 hiPS sont 

suspendues dans 100µl d’un mélange 50:50 de DMEM/F12 (Gibco ; 31331) et Matrigel (BD 

Biosciences ; 354277) puis injectées en sous-cutané au niveau de la cuisse arrière d’une souris 

immunodéficiente (SCID-beige, mâles âgés de 8 semaines, Laboratoires Charles River). Les 

souris sont ensuite gardées sous conditions protectrices sans pathogènes pendant maximum 8 

semaines. Après le sacrifice des animaux, les tumeurs sont disséquées, fixées pendant une nuit 

dans du PBS avec 4% de paraformaldéhyde, déshydratées dans une solution de 30% de sucrose et 

enchâssées dans de la paraffine. En collaboration avec le service d’anatomo-pathologie du CHU 

de Liège (Pr. Delvenne), des coupes de 12µm d’épaisseur sont effectuées au microtome puis 

colorées avec de l’hématoxyline et de l’éosine et observées à l’aide d’un microscope Leica DMIL 

LED permettant l’analyse histologique 

 

 Caryotype 5.

Les divisions cellulaires sont bloquées en métaphase par l’ajout de 0,1µg/ml de colcémide (Life 

Technologies ; 15210-040) au milieu de culture pendant 3h à 37°C. Les membranes nucléaires 

sont cassées par un traitement d’une solution hypotonique de KCl 75mM pendant 15min à 37°C. 

Les cellules sont ensuite fixées par un mélange 3:1 de méthanol et d’acide acétique glacial 

(fraichement préparé). Les anormalités chromosomiques éventuelles des cellules hiPS sont 

ensuite observées après coloration en G-banding Wright (Merck ; 1.01383.2500), sur la 

plateforme Leica Cytovision GSL120. 

 

 

 Différenciation  6.

- Génération d’EB et induction otique  

Pour induire la formation de corps embryoïdes (EB), les cellules hiPS non différenciées sont 

dissociées avec de l’accutase (StemCell Technologies ; 07920) pendant 20min à 37°C et 750000 

cellules sont transférées dans une boîte de Pétri 100mm non adhérente contenant le milieu KSR 
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(sans FGF2), avec 10µM Y-27632, 100ng/ml DKK1 (Peprotech ; 120-30), 10µM SB431542 

(Sigma) et 10ng/mL d’IGF1 (Peprotech ; 100-11). Chaque jour, les cellules sont transférées dans 

une nouvelle boîte de culture et la moitié du milieu est remplacé par du milieu frais. Il en résulte 

la formation d’EB flottants. Les EB sont cultivés pendant 6 jours en condition flottante puis sont 

des boîtes de culture recouvertes de poly-L-ornitine 0,1mg/ml (Sigma ; P4957) et laminine 

10µg/ml (Sigma ; L2020) afin de leur permettre d’adhérer. Le milieu est remplacé par du 

DMEM/F12 avec 1% N2 et 100ng/ml FGF2 et 50ng/ml héparine sulfate (HS), tous les 2 jours 

pendant 14 jours. Du SU5402 10µM (BioVision ; 1645-05), un inhibiteur de la voie FGF, est 

utilisé parallèlement pour les échantillons contrôles jusqu’au jour 20.  

 

 

Figure 33 : Les différentes étapes du protocole de différentiation. 

 

- Maintenance des progéniteurs otiques 

Après 14 jours de traitement au FGF2, les cellules sont détachées par un traitement rapide à la 

Trypsine-EDTA (Gibco ; 25300-054) et transférées dans des boîtes de culture recouvertes de 

gélatine (0,1%). Les cellules peuvent être maintenues en culture dans du DFNB (DMEM/F12, 

1% N2, 2% B27) avec 20ng/ml EGF, 20ng/ml FGF2 et 50ng/ml IGF1 (ci-après « DFNB-EFI »). 

Durant les premiers jours suivant le passage, un niveau élevé de mort cellulaire est observé. 

  

- Différenciation en cellules cochléaires  

Pour l’étape de différenciation terminale en cellules cochléaires, les progéniteurs otiques sont 

transférés sur des cellules embryonnaires otiques de souris (E14). Les cellules mésenchymateuses 

sont préparées à partir de 20 cochlées. Après dissection, les cochlées sont incubées dans de la 

papaïne 20u/ml (Wothington) en présence de 0,05% DNase (Worthington) pendant 30min à 

37°C. La dissociation enzymatique est arrêtée par l’ajout d’ovomucoïde (Sigma ; T2011). Les 

cellules sont ensuite dissociées mécaniquement. Après dissociation, les cellules sont transférées 
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(10 000 cellules/cm²) dans des boîtes de culture recouvertes de poly-L-ornitine 0,1mg/ml et 

laminine 10µg/ml dans du milieu DMEM/F12 contenant 2% de B27, 10ng/ml FGF2 et 20ng/ml 

EGF pendant 4 à 6 jours. Ensuite, les progéniteurs otiques humains sont transférés sur les cellules 

nourricières de souris, et laissées en condition adhérente pendant 24h dans du DFNB-EFI. Après 

24h, les morphogènes sont retirés du milieu et les cellules sont cultivées dans du DFNB, changé 

tous les jours, pendant 10 jours.  

 

 

 RT-PCR quantitative 7.

Les ARNs totaux sont isolés en utilisant du Trizol (Invitrogen ; 15596026) et sont rétro-transcrits 

en ADNc en utilisant la Superscipt III (Invitrogen). La PCR quantitative est ensuite effectuée sur 

une machine LightCycler 480 (Roche) avec du SYBR Green (Roche ; 04913850001) et analysée 

avec le programme LightCycler 480 IDEAS 2.0 (Roche).  

Les amorces utilisées sont reprises dans le Tableau 4 ci-dessous :  
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Tableau 4 : Liste des amorces de qRT-PCR utilisées au cours de ce travail. 

 

Les données sont ensuite normalisées par rapport à l’expression du gène GAPDH ou du gène 

PPIA. Les données sont présentées comme valeurs moyennes ±SEM avec le nombre 

d’expériences indépendantes (n) indiquées. Les réactions PCR sont réalisées en triplicatas et les 

valeurs représentent la moyenne de 3 à 6 expériences indépendantes.  

 

 

 Immunomarquages 8.

 

Les cellules sont fixées avec 4% de paraformaldéhyde dans du PBS (phosphate-buffered saline) 

pendant 10min à 4°C. Les sites de liaison non spécifiques sont bloqués pendant 30min à 

température ambiante avec une solution de PBS contenant 0,3% de triton X-100 et 5% de sérum 

d’âne (Jakson ImmunoResearch Lab ; 017-000-121). Les cellules sont incubées pendant une nuit 

à 4°C avec les anticorps primaires repris dans le Tableau 5 : 
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Tableau 5 : Liste des anticorps primaires utilisés au cours de ce travail. 

Après trois rinçages de 5min au PBS, les cellules sont incubées avec les anticorps secondaires 

produits chez l’âne, conjugués au fluorochrome Alexa Fluor 488, 555 et 647 (Jackson 

ImmunoResearch Lab). Les noyaux sont marqués avec le HOECHST33342 (Molecular Probes). 

Les lamelles sont montées sur lames et les images sont acquises sur un microscope confocal 

Nikon A1R. Les comptages sont réalisés avec le programme ImageJ sur plusieurs champs pris au 

hasard sur minimum 2 échantillons/expérience et minimum 3 expériences différentes sont 

réalisées. Tous les comptages sont normalisés sur le nombre de noyaux visualisés à l’aide du 

HOECHST 33342. Pour le comptage des co-marquages, le nombre de cellules double positives 

sont comptabilisées et normalisées sur le nombre de noyaux marqué par le HOECHST33342. 

 

 

 Marquage au FM1-43  9.
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Le FM1-43 est un fluorochrome utilisé pour étudier la mécano-transduction des cellules ciliées 

différenciées (Kawashima et al., 2011; Nishikawa and Sasaki, 1996). Les cellules sont rincées 3x 

puis incubées 15min avec du tampon DPBS. Ensuite, le FM1-43 est ajouté aux cellules à la 

concentration finale de 5µg/ml pendant 10sec. Les cellules sont rincées au PBS avant d’être 

fixées avec du PBS contenant 4% de paraformaldéhyde à 4°C pendant 10min. Les cellules sont 

ensuite immunomarquées avec les anticorps primaires de souris anti-noyaux humains à 1 :100 

(Millipore ; MAB4383). 

 

 

 Cycle cellulaire et prolifération 10.

 

Pour étudier la prolifération à différents stades de différenciation, les cellules sont incubées dans 

leur milieu de culture respectif en présence de BrdU pendant 2h (hiPS), 4h (progéniteur) et toute 

une nuit (cellule cochléaire). Les cellules sont ensuite fixées avec de la paraformaldéhyde 4%. 

Les épitopes antigéniques sont démasqués par un traitement de 10min à 37°C avec du HCl 2N 

suivit d’un traitement à l’acide borique 0,1mM, pH 8,5 de 5min à température ambiante. Les 

cellules sont ensuite immunomarquées avec les anticorps primaires de rat anti-BrdU à 1:500 

(AbD Serotec ; OBT0030), de souris anti-Ki67 à 1:500 (BD Pharmingen ; 550609) et anti-pHH3 

de lapin à 1:100 (UpState ; 06-570) comme décrit plus haut. Le nombre de cellules en 

prolifération (Ki67 positives), en phase S (en réplication, BrdU positives) et M (en mitose, pHH3 

positives) du cycle cellulaire est ensuite quantifié et normalisé sur le nombre total de cellules 

marquées par le HOECHST33342.  

Pour étudier le cycle cellulaire, environ 1 million de cellules non-confluentes sont détachées et 

lavées deux fois au PBS avant d’être fixées avec de l'éthanol 70% froid pendant 30 minutes à -

20°C ou pendant une nuit à 4 ° C. Les cellules sont ensuite lavées trois fois avec du PBS, 

perméabilisées avec du PBS-Triton X-100 à 0,25% sur de la glace pendant 15 min et incubées 

avec l’anticorps primaire de lapin anti-pHH3 à 1:100 (Cell Signaling ; 9701) dans 100µl de PBS 

avec 5% de sérum d’âne pendant 2 heures sous agitation modérée. Les cellules sont lavées une 

fois avec du PBS et incubées avec un anticorps secondaire conjugué à un Alexa488 (Invitrogen) à 

1:500 dans du PBS avec 5% de sérum d’âne pendant 1 heure, sous agitation modérée. Les 
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cellules sont ensuite traitées à la RNase A pendant 30 min à 37°C (Thermo Scientific), et l'iodure 

de propidium (Sigma-Aldrich) est ajouté juste avant le tri cellulaire. L’acquisition est réalisée sur 

le FACSAria III (BD Biosciences) de la plateforme Imagerie du GIGA (ULg) et analysée avec le 

programme Mod Fit.   

 

 

 Mort par apoptose 11.

 

Pour étudier la mort cellulaire par apoptose, environs 500 000 cellules non-confluentes sont 

détachées et lavées deux fois au PBS avant d’être incubées dans 500µl de tampon de 

resuspension (kit Abnova ; KA0712) avec 5µl d’un anticorps anti-Annexine V couplé au Cy5 

juste avant le tri cellulaire. L’acquisition est réalisée sur le FACSCalibur (BD Biosciences) de la 

plateforme Imagerie du GIGA (ULg).  

 

 

 Longueur du cil primaire 12.

 

Pour étudier la longueur du cil primaire à différent stade de différenciation, les cellules sont 

laissées à confluence puis sans morphogène pendant 48h avant d’être fixées avec du méthanol 

froid (-20°C) pendant 10min. Les cellules sont ensuite immunomarquées avec les anticorps 

primaires de lapin anti-alpha TUBULINE acétylée (anti-AcTUB) 1:500 (Sigma ; T7451) et de 

souris anti-gamma TUBULINE 1:500 (GTU-88) (Abcam ; ab-11316) comme décrit plus haut. La 

longueur des cils est mesurée et le nombre de cellules développant un cil est comptabilisé à l’aide 

du programme ImageJ. Les statistiques sont réalisées sur minimum 3 expériences indépendantes 

où n est le nombre total de cils comptabilisés. 

 

 

 Edition du génome des cellules hiPS par CRISPR/Cas9 13.

 

Les expériences d’édition du génome sont réalisées comme décrites dans Grobarczyk et al, 2015. 

Brièvement, 200 000 cellules hiPS sont nucléofectées dans un volume total de 20µl de solution 1 
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du kit Amaxa primary cell P3 (Lonza) et le Nucleofector 4D (Lonza) selon les indications du 

fabricant, avec 1,5µg de chaque plasmide : pLCAS9 (Addgene ; 44719), pLgRNA (Addgene, 

41824) contenant un gène de résistance à la gentamycine et un plasmide pJET1.2 contenant 

l’ADN correcteur. Le plasmide pLgRNA est construit selon le protocole de Church et al. 

(Addgene). Les oligos (Tableau 6) sont resuspendus à 100µM dans de l’eau stérile et sont 

hybridés (1µl) dans du tampon d’hybridation puis insérés dans le plasmide pLgRNA vide.  

 

Tableau 6 : Oligos utilisés pour la construction de l’ARNg#1 

Pour construire le plasmide correcteur, l’ADN génomique de cellules hiPS WT est extrait et 

3000pb du gène ALMS1 (correspondant au locus muté chez les patients) sont amplifiées avec les 

amorces : ALMS1-3000-For (TCAGTTGGCTGTAAGTTCTCCT) et ALMS1-3000-Rev 

(TCCAAATGAGCTGGAAGGGG). Les produits PCR sont purifiés avec le kit QIAquick PCR 

purification kit (Qiagen ; 28106) puis insérées dans le plasmide pJET1.2 avec le kit cloneJET 

PCR cloning (Thermoscientific ; K1231) selon les instructions du fabricant. Tous les plasmides 

sont séquencés pour détecter d’éventuelles mutations. La fonctionnalité du complexe 

CAS9/ARNg est testée en transfectant les plasmides encodant la CAS9 et l’ARNg dans des 

HEK293T comme décrit dans Grobarczyk et al., 2015. Brièvement, 48h après transfection, 

l’ADN génomique est extrait des cellules et le locus ALMS1 est amplifié par PCR. Après une 

étape de dénaturation/appariement, l’ADN est digéré par l’enzyme T7E1 (New England Biolabs, 

M0302S) pour mettre en évidence d’éventuelles cassures dans l’ADN. Le pourcentage de 

coupure est calculé par quantification de l’intensité des bandes après migration sur gel 

d’agarose, avec le programme ImageJ (comme décrit dans Grobarczyk et al, 2015). Après 

validation du complexe CAS9/ARNg, les cellules hiPS ALMS sont nucléofectées avec les trois 

plasmides (CAS9, ARNg et donneur ALMS1 WT) pour corriger la mutation. Après 

nucléofection, les cellules sont transférées dans une boite de culture 100mm recouverte de 

Geltrex (Gibco ; A14133-02) dans du milieu KSR conditionné avec 4ng/ml de FGF2 et 10mM de 

Y-27632. Le lendemain, le milieu est changé avec du milieu frais et, 2 jours après la 

nucléofection, les cellules sont sélectionnées avec 100µg/ml de gentamycine (G418) pendant 

24h. Le milieu est ensuite remplacé tous les jours par du KSR conditionné avec 4ng/ml de FGF2 

jusqu’à l’apparition des colonies (2 semaines environs). Les colonies sont ensuite détachées une 
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par une et transférées dans une plaque 24 puits recouverte de Geltrex dans du KSR conditionné 

avec 4ng/ml de FGF2. L’ADN génomique est extrait des cellules avec le kit DNeasy Blood and 

tissue kit (Qiagen ; 69504) selon les indications du fabricant et le locus muté du gène ALMS1 est 

amplifié avec les amorces : ALMS1-For (CCCACAGAGGGAGAAGCCTA) et ALMS1-Rev 

(AGCTGGTCCAAGAACAGGTG) puis envoyé pour séquençage à la plateforme de géno-

transcriptomique du GIGA (ULg). 
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Résultats 

 

 Génération et caractérisation d’hiPSCs mutées dérivées de patients atteints de surdité 1.

génétique 

 

Pour développer un modèle cellulaire le plus proche de la pathologie humaine, nous avons généré 

avec succès des hiPSCs à partir de fibroblastes, obtenus à partir de biopsies cutanées de patients 

sourds présentant une mutation du gène ALMS1 codant pour une protéine éponyme. Le patient 

PT2 possède une mutation homozygote récessive au niveau de l’exon 8 du gène ALMS1 décrites 

dans Zulato et al., 2011 et illustrées Figure 34 .  

 

 

Figure 34 : Le gène ALMS1 humain est composé de 12 928pb et 23 exons. Le patient sourd PT2 est porteur de la mutation 

ponctuelle homozygote récessive C>G (en rouge) qui conduit à un codon STOP prématuré. 

 

Les cellules hiPS ALMS mutées ont été générées à l’aide du virus Sendaï à ARNm, non 

intégratif,  encodant pour les facteurs de transcription OCT4, SOX2, KLF4 et cMYC (Fusaki et 

al., 2009). L’apparition des colonies d’hiPS reprogrammées est suivie en temps réel à l’aide du 

fluorochrome membranaire TRA1-60 à partir du 10
ème

 jour après l’infection (Figure 35). Les 

colonies positives pour le marqueur TRA1-60 sont transférées mécaniquement de manière 

clonale dans une autre boîte de culture.  

 

 

Figure 35: Reprogrammation des fibroblastes du patient PT2 en cellules hiPS ALMS. A : Fibroblastes du patient PT2 en culture, 

visualisés en microscopie optique le jour de l’infection (J0). B-C : Apparition des premières colonies hiPS ALMS, 10 jours après 
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l’infection (J10, B) et 20 jours après l’infection (J20, pointillés C). D : L’apparition des colonies hiPS est suivie en temps réel par 

la visualisation du marqueur membranaire de cellules hES, TRA1-60, en microscopie à épifluorescence.  

 

A partir du 6
ème

 passage (P6) des hiPS en culture, la présence de particules résiduelles de virus du 

Sendaï a été testée. Au-delà de P6, nous ne détectons plus aucune particule virale Sendaï dans le 

cytoplasme de ces cellules hiPS ALMS par IF (Figure 36).  

 

 

Figure 36: Dégradation des particules du virus Sendaï présentes dans les hiPS ALMS. A-D : Après 2 passages en culture (P2), les 

cellules hiPS ALMS positives pour le marqueur de pluripotence SOX2 (A), contiennent toujours des particules virales résiduelles 

du Sendaï (« Sendaï ») (B). E-H : A partir du 6ème passage (P6), plus aucune particule virale n’est détectée dans les hiPS ALMS. I-

L : Idem après 40 passages (P40).  Les noyaux sont marqués au HOECHST (D, H, L). Barres d’échelle = 100µm. 

 

Les colonies de cellules hiPS correctement reprogrammées expriment les marqueurs de 

pluripotence et d’autorenouvellement caractéristiques des cellules hES. Après 10 passages en 

culture, les colonies d’hiPSCs ALMS mutées ainsi obtenues ont été validées par IF et RT-PCR 

quantitative en regardant l’expression de marqueurs moléculaires de pluripotence et 

d’autorenouvellement endogènes tels que NANOG, OCT4, SOX2et TRA1-81 (Figure 37). Alors 

que les fibroblastes dont elles proviennent n’expriment aucun marqueur de pluripotence, ceux-ci 
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sont exprimés par les cellules hiPS ALMS mutée, de la même manière que dans les hES contrôles 

et une lignée de cellule hiPS WT déjà disponible au laboratoire (Figure 37, E). Ces résultats 

suggèrent que la principale voie endogène de pluripotence a été réactivée correctement dans les 

colonies hiPS ALMS mutées. 

 

La reprogrammation et le maintien des cellules hiPS en culture peuvent engendrer des 

réarrangements chromosomiques (Mayshar et al., 2010). Nous avons donc vérifié l’intégrité du 

génome des hiPS générées par caryotypage et aucune anomalie chromosomique n’a été observée 

(Figure 37, F). 
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Figure 37: Validation des hiPS ALMS. A-D : Par IF, les colonies hiPS WT contrôles (A, B) et ALMS mutées (C, D) expriment 

les marqueurs de pluripotence nucléaires NANOG, SOX2 (en vert), OCT4 et membranaire TRA1-81 (en rouge). Les noyaux sont 

marqués au HOECHST33342. Barres d’échelle = 100µm. E : RT-PCR quantitative des gènes endogènes de pluripotence. Les 

fibroblastes WT et ALMS sont utilisés comme contrôles négatifs des hiPS WT et ALMS respectivement et les cellules hES 
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comme contrôle positif. Les amorces utilisées sont spécifiques des gènes endogènes (Fusaki et al., 2009). N=3 expériences 

indépendantes. Barres d’erreur = SEM. F : Caryotype normale des cellules hiPS WT et ALMS à bas passage (P30). 

 

Les cellules hiPS sont également caractérisées par la capacité de se différencier en n’importe 

quelle cellule spécialisée, mis à part les cellules placentaires qui forment un tissu extra-

embryonnaire (Thomson et al., 1998 ; Evans and Kaufman, 1981). Ainsi, après retrait des 

morphogènes du milieu de culture in vitro, les hiPS ALMS sont capables de générer 

spontanément des cellules ayant une identité appartenant aux 3 feuillets embryonnaires. Après 

immunomarquages, les cellules neurectodermales sont visualisées avec PAX6, les cellules 

mésodermales avec BRACHYURY et les cellules endodermiques avec SOX17 (Figure 38, A-B).  

La propriété de pluripotence est également observée in vivo. Huit semaines après leur injection 

dans une souris immunodéficiente, les cellules hiPS sont capables de générer un tératome 

contenant les 3 feuillets embryonnaires visualisés après analyse histologique à l’aide d’une 

coloration hématoxyline-éosine (Figure 38, C-D). En effet, nous avons observé des rosettes de 

cellules neurectodermales, des cellules mésodermales (des adipocytes et du muscle). Enfin, des 

vésicules endodermales primitives étaient également présentent dans les tératomes. Nous 

pouvons en conclure que les cellules hiPS ALMS que nous avons générées sont pluripotentes. 
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Figure 38: Validation de la pluripotence des hiPS ALMS. A-B : Les cellules hiPS WT contrôle (A) et ALMS (B) sont capables de 

générer in vitro des cellules ectodermiques PAX6 positives, mésodermiques BRACHYURY positive et endodermique SOX17 

positives (en rouge). Les noyaux sont marqués au HOECHST33342. Barres d’échelle = 100µm. C-D : Coupes hématoxyline-

éosine de tératomes, 8 semaines après injection des cellules hiPS WT contrôles (C) et ALMS (D) dans des souris 

immunodéficientes. Les hiPS sont capables de générer spontanément des rosettes neurectodermiques (cercles pointillés),  des 

cellules mésodermiques graisseuses (flèches noires) et musculaires (flèches noires) et des vésicules d’endoderme primitif (cercles 

pointillés). Barre d’échelle = 100µm. 
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Enfin, nous avons montré par IF que les hiPSCs ALMS mutées n’expriment plus la protéine 

ALMS1 (Figure 39, en vert) comme les fibroblastes dont elles proviennent (Zulato et al., 2011) et 

contrairement aux cellules hiPS WT. La gamma-tubuline (rouge) est utilisée comme co-

marquage contrôle du centrosome et les noyaux sont marqués par le HOECST33342.  

 

 

Figure 39: La protéine ALMS1 n’est pas détectée dans les hiPS ALMS. A : Dans les cellules hiPS WT contrôles, la protéine 

ALMS1 (en vert) co-localise avec la gamma-TUBULINE (en rouge) au niveau du centrosome. B : Les hiPS ALMS mutées 

n’expriment plus la protéine ALMS1 mais expriment la gamma-TUBULINE (en rouge). Les noyaux sont marqués au HOECHST. 

Barres d’échelle = 10µm. 

Le centrosome constitue le centre organisateur des microtubules. Au cours du cycle cellulaire, à 

partir de la phase G1, il se duplique de telle sorte que la cellule possède 2 paires de centrioles à 

l’entrée de G2 (Zou et al., 2005). Pendant toute l’interphase, les deux centrosomes sont liés entre 

eux par des fibres émanant de leur extrémité proximale basale (où ALMS1 est exprimée) (Lim et 

al., 2009). Lors de la transition G2-M, les centrosomes se détachent pour permettre la formation 

du fuseau mitotique et le début de la mitose (Bahe et al., 2005; Fry et al., 1998; Mayor et al., 

2002). A la fin de la mitose, chaque cellule possède ainsi son centrosome. Knorz et al. ont montré 

qu’une diminution de l’expression d’ALMS1 par siARN, conduit à une séparation prématurée 

des centrosomes à partir de la phase G1 (Knorz et al., 2010). Nous avons également observé une 

séparation anormale des centrosomes dans les hiPS ALMS (Figure 40). 
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Figure 40: Séparation anormale des centrosomes dans les hiPS ALMS. 

 

Ces résultats suggèrent que les hiPS ALMS provenant de patients sourds atteints du Syndrome 

d’Alström sont pluripotentes et peuvent être utilisées comme matériel biologique de base pour 

l’étude et la modélisation de la pathologie. 

 

 

 Correction de la mutation des lignées hiPSCs mutées par « genome editing » 2.

 

 

 

Figure 41: Correction de la mutation ponctuelle des hiPS ALMS par la technique d’édition du génome (CRISPR/CAS9) et 

génération d’une lignée hiPS isogénique corrigée pour cette mutation. Cette lignée d’hiPS isogénique corrigée sera ensuite utilisée 

comme référence pour les protocoles de différenciation en cellules cochléaires.  

 

 

2.1 Construction et validation fonctionnelle du CRISPR/Cas9 

Nous utilisons le système CRISPR/Cas9 pour corriger la mutation STOP (exon 8, C>G) du gène 

ALMS1, dans les cellules hiPS ALMS, par recombinaison homologue et générer un lignée 

isogénique (Figure 41 et 42).  
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Les différents vecteurs ont été construit tels que décrit dans Grobarczyk et al. (Grobarczyk et al., 

2015). Nous avons construit un plasmide donneur ALMS1 WT contenant une séquence d’ADN 

WT double brin avec deux bras d'homologie de 1500pb de part et d’autre de la mutation a été 

utilisée comme modèle de réparation par recombinaison homologue (Figure 42, C). 

 

 

Figure 42: Construction des différents éléments du CRISPR/CAS9. A-B : Le gène ALMS1 et le locus ALMS muté sont 

représentés avec la mutation C>G qui engendre un codon STOP prématuré (TGA, en rouge). Les ARNg#1 à 3 sont schématisés 

(en rose et mauve) sur le gène ALMS1 en fonction de leur spécificité de liaison. La séquence des ARNg #1 est reprise en mauve 

ainsi que la séquence PAM qui permet la liaison de la CAS9. La coupure double brin de l’ADN génomique par le complexe 

CAS9/ARNg#1 se situe 3pb en amont de la séquence PAM (pointes de flèche noires). C : La séquence double brin correctrice 

comprend deux bras d’homologie de 1500pb de part et d’autre de la base à corriger (en vert). 

 

Il a été montré que l’efficacité de coupure est liée à l’efficacité de liaison de l’ARNg à l’ADN 

génomique (Lin et al., 2014). Cette efficacité de liaison est basée sur l’homologie de séquence 

mais varie également en fonction du locus de l’ADN génomique. Nous avons donc dessiné 3 

ARNg différents (#1 à #3 Figure 42, en rose) et testé leur fonctionnalité par le test T7 

Endonucléase1 (T7E1) après transfection des différents plasmides dans des cellules HEK293T 

(Figure 43, A). La Cas9 seule, ou en présence des ARNg #2 et #3, est incapable de couper le 

locus muté du gène ALMS1 dans les cellules HEK293T (Figure 43, B). Nous avons calculé le 

pourcentage de coupure (%NHEJ) après migration des produits PCR, en rapportant la somme des 

intensités des 2 bandes d’ADN digéré sur la somme des intensités de toutes les bandes (d’ADN 

digéré et non digéré), comme décrit dans Grobarczyk et al., 2015. Seul le complexe Cas9/ARNg 

#1 (Figure 42, B, représenté en rose) coupe efficacement (~20%) et spécifiquement l’ADN 
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génomique 23 paires de bases en amont de la mutation ponctuelle (Figure 42, B, têtes de flèches 

noires).  

 

 

Figure 43: Test de la fonctionnalité du complexe CAS9/ARNg par digestion T7E1. A : Principe du test T7E1 : la coupure de 

l’ADN génomique par le complexe CAS9/ARNg conduit à la formation d’INDELS (pointillés rouges). Ces INDELS sont digérés 

par la T7E1, après amplification par PCR du locus génomique d’intérêt et une étape de dénaturation/hybridation qui génère des 

hétéroduplexes. L’ADN digéré est ensuite visualisé sur gel d’agarose : « +/+ » = pas de coupure par la T7E1 et donc pas de 

coupure du complexe CAS9/ARNg ; « -/+ » = un allèle est coupé et « -/- » =  les 2 allèles sont coupés). B : T7E1 48h après 

transfection des plasmides CAS9 seule (« - » = contrôle négatif), ou CAS9 avec les ARNg #1, #2 ou #3, dans des HEK293T. La 

CAS9 seule ou en présence des ARNg #2 et #3 n’est pas capable de couper l’ADN génomique des HEK193T au niveau du locus 

ALMS. En présence de l’ARNg#1, la CAS9 coupe l’ADN génomique des HEK293T avec une efficacité de 19,8% (calculé 

d’après l’intensité des bandes comme décrit dans Grobarczyk et al., 2015). Pointes de flèches noires = ADN digéré par la T7E1). 

C : T7E1 48h après nucléofection des plasmides CAS9 seule (« - » = contrôle négatif), ou CAS9 avec l’ARNg#1 dans des hiPS 

ALMS. Les cellules hiPS transfectées sont sélectionnées pendant 24h avec du G418 avant l’extraction et la PCR génomique. La 

coupure du complexe CAS9/ARNg dans les hiPS mutées est visualisée après digestion par la T7E1. L’efficacité de coupure est 

estimée à 27,2% (comme décrit dans Grobarczyk et al., 2015). Pointes de flèches noires = ADN digéré par la T7E1. 

 

 

Nous avons ensuite testé la fonctionnalité du complexe Cas9/ARNg#1 dans les cellules hiPS 

ALMS (Figure 43, C). Après transfection des vecteurs encodant pour la Cas9 et l’ARNg#1, suivi 

d’une sélection transitoire de 24h à la gentamycine, nous avons montré que la Cas9 seule ne 

coupe pas tandis que le complexe Cas9/ARNg#1 coupe au niveau du locus ALMS1 avec une 

efficacité de ~27% (Figure 43, C).  
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2.2 Correction de la mutation ponctuelle des cellules hiPS ALMS 

 

La mutation C>G du gène ALMS1 est une mutation ponctuelle homozygote récessive. Nous 

postulons donc que la restauration d’un seul des deux allèles mutés suffira à restaurer 

l’expression de la protéine sauvage. Pour ce faire, les cellules hiPS ALMS sont transfectées avec 

1) le plasmide d’expression de la Cas9 contenant la résistance à la gentamycine, 2) l’ARNg#1 et 

3) le plasmide contenant la séquence correctrice ALMS1 WT de 3000pb (Figure 44). Deux jours 

plus tard, les cellules sont sélectionnées pendant 24h avec 100µg/ml de gentamycine. Les 

colonies apparaissent une dizaine de jours après la sélection et sont transférées dans une autre 

boite de culture pour être amplifiées. Les colonies sont ensuite analysées par séquençage.  
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Figure 44: Résumé de la stratégie utilisée pour la correction de la mutation des hiPS ALMS par CRISPR/CAS9. Les cellules hiPS 

sont nucléofectées avec les 3 plasmides (« CAS9 » encodant pour la CAS9, « ARNg » encodant pour l’ARNg et « WT » 

contenant la séquence correctrice) et ensuite sélectionnées 2 jours plus tard, pendant 24h, avec 100mg/ml de G418. Les colonies 

résistantes apparaissent dans les 2 semaines qui suivent la nucléofection. Elles sont détachées une à une mécaniquement puis 

dissociées et transférées de manière clonale dans des puits séparés. Après expansion clonale et la constitution d’une plaque de 

sauvegarde, l'ADN génomique peut être extrait à partir de chaque clone et analysé par séquençage pour la correction du gène 

ALMS1. 

 

Les évènements de recombinaison homologue et de correction de la mutation ponctuelle sont 

détectés par séquençage du locus génomique d’ALMS1. Au total, 148 clones hiPS ont été 

analysés par séquençage, 15 clones montrent des INDELS (INsertion/DELetions) (Figure 45) et 1 

clone montre une correction au niveau d’un des deux allèles du gène ALMS1.  
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Figure 45: Efficacité de la correction du gène ALMS1 par CRISPR/CAS9 dans les hiPS mutées. Sur les 148 colonies séquencées 

provenant de 8 expériences indépendantes (n=8 nucléofections différentes), plus de 80% des colonies hiPS séquencées ne sont pas 

corrigées, 15% des colonies possèdent des INDELS et 2% des colonies (3) sont partiellement corrigées pour la mutation STOP du 

gène ALMS1. n=8 ; barres d’erreur = SEM. 

L’analyse du chromatogramme après séquençage révèle la présence d’une guanine (G) et d’une 

cytosine (C) au niveau de la base mutée (Figure 46, C). Il y a donc une correction de la mutation 

sur un des deux allèles du gène ALMS1 (l’autre allèle restant muté).  

 

Figure 46: Analyse par séquençage des colonies hiPS isogéniques partiellement corrigées. A : Chromatogramme du locus 

génomique ALMS1 des cellules hiPS WT, B : hiPS ALMS et C : hiPS isogéniques partiellement corrigées. La correction partielle 

conduit à la génération de cellules hiPS isogéniques hétérozygotes pour la mutation. Les bases WT C, mutée G et partiellement 

corrigée C/G sont pointées par une pointe de flèche noire.  
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De manière très intéressante, nous avons observé par IF la réexpression de la protéine ALMS1 

(en vert, Figure 47) au niveau du centrosome (maqué par la gamma-tubuline en rouge) des 

cellules hiPS isogéniques partiellement corrigées. Ces résultats suggèrent que la correction d’un 

seul des deux allèles mutés suffit à restaurer l’expression de la protéine ALMS1. Nous avons 

ensuite utilisé le CRISPR/CAS pour corriger avec succès l’allèle muté restant des cellules hiPS 

isogéniques partiellement corrigées (donnée non montrée). 

 

 

Figure 47: La correction partielle de la mutation restaure l'expression de la protéine ALMS1 dans les cellules hiPS isogéniques. A 

: ALMS1 (en vert) co-localise avec la gamma-TUBULINE (en rouge)  au niveau du centrosome des cellules hiPS WT. B : La 

protéine ALMS1 n’est pas détectée dans les cellules hiPS ALMS. C : l’expression de la protéine ALMS1 (en vert) est restaurée au 

niveau du centrosome (en rouge) après correction partielle du gène ALMS1 dans les hiPS isogéniques. Barres d’échelle = 5µm. 

Ces résultats montrent que l’application du CRISPR/Cas dans les hiPS mutées permet la 

correction précise et la restauration de l’expression de la protéine sauvage. 

  

 

2.3 Validation des cellules hiPS isogénique corrigées 
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Nous avons ensuite vérifié les propriétés de pluripotence et d’auto-renouvellement des cellules 

hiPS isogéniques corrigées. Après leur expansion en culture, nous avons montré que tout comme 

leurs homologues mutées, elles expriment les protéines de pluripotence endogènes OCT4, 

NANOG, SOX2 et TRA1-81 (visualisées par immunomarquages, Figure 48, A-B) et les ARNm 

d’OCT4, NANOG et SOX2 (quantifiées par qRT-PCR, Figure 48, C).  

 

Sur base de la séquence des 20 nucléotides qui composent l’ARNg et des 3 nucléotides du site de 

liaison PAM, nous avons ensuite recherché dans le génome, les séquences homologues à ces 23 

nucléotides et potentiels « off targets » (OTs) (en utilisant BLAST et le programme développé 

par l’équipe du Dr. Zhang, disponible online : http://crispr.mit.edu). Parmi les 5 séquences 

génomiques des hiPS isogéniques qui partagent le plus d’homologie de séquence avec l’ARNg, 

aucune d’entre elle n’a montré de mutation (Figure 48, D). De plus, les colonies d’hiPS 

isogéniques ne possèdent pas d’insertion de séquence ADN étrangère provenant des plasmides 

transfectés, au niveau du gène ALMS1. 

 

Nous avons finalement réalisé le caryotype des cellules hiPS isogéniques (Figure 48, E). 

Malheureusement, nous avons observé une anomalie chromosomique importante : la perte d’une 

partie du chromosome 7 (encadrement rouge). En parallèle, nous observons la même anomalie 

génomique dans des hiPS ALMS à passage correspondant et n’ayant pas été nucléofectées par les 

plasmides CRISPR. Nous attribuons donc cette instabilité aux nombreux passages de ces cellules 

et non à un effet secondaire de la nucléofection. De nouvelles expériences de correction du 

génome sont en cours à partir de cellules hiPS ALMS à bas passage et ayant un caryotype 

normal. 

  

http://crispr.mit.edu/
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Figure 48: Validation de la pluripotence et de l’intégrité génomique des hiPS isogéniques. A-B : Les cellules hiPS isogéniques 

partiellement corrigées expriment les marqueurs de pluripotence NANOG, OCT4, SOX2 et TRA1-81 visualisés par IF. Barres 

d’échelle = 100µm. C : qRT-PCR des marqueurs de pluripotence NANOG, OCT4 et SOX2. Les amorces utilisées sont 

spécifiques des gènes endogènes (Fusaki et al., 2009). N=3 ; barres d’erreur = SEM. D : Analyse des OTs dans les hiPS 

isogéniques. Sur base de l’homologie de séquence, les 5 principaux sites génomiques d’OTs potentielles (OT 1 à 5) sont amplifiés 

par PCR et analysés par séquençage. Aucun ne contient de mutations. Le locus ALMS1 correspond à l’ADN génomique 

complémentaire à l’ARNg#1 et coupé par le complexe CAS9/ARNg#1. Dans les séquences génomiques 3’-5’ : en gras, la 

séquence PAM et en rouge, les nucléotides qui diffèrent par rapport à la séquence du locus génomique d’ALMS1. E : Caryotype 

des hiPS isogéniques et ALMS à P75. On remarque une perte d’une partie du chromosome 7 (encadré rouge).  

 

Ainsi, l’utilisation du CRISPR/Cas permet de corriger spécifiquement la mutation ponctuelle 

homozygote du gène ALMS1. Grâce à l’édition du génome, nous sommes capables de restaurer 

l’expression de la protéine dans les cellules hiPS sans intégration non contrôlée de séquences 

étrangères dans l’ADN génomique des cellules hiPS.  

 

 

 Différenciation des hiPSCs WT en cellules cochléaires  3.
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Nous nous sommes basés sur les principes du développement embryonnaire otique et sur les 

protocoles de différenciation des cellules souches embryonnaires murines et humaines en 

progéniteurs otiques puis en cellules ciliées déjà mis au point (Oshima et al., 2010; Chen et al., 

2012; Koehler and Hashino, 2014 ; Ronaghi et al., 2014). Le jour du début du protocole est repris 

ci-après comme le jour 0 (J0). A chaque étape du protocole de différenciation, le phénotype des 

cellules est étudié par IF et qRT-PCR. Les mises au point ont été réalisées à partir d’hiPSCs WT 

déjà disponibles au laboratoire. 

 

3.1 Induction de progéniteurs otiques 

En bloquant les voies de signalisation WNT et TGFβ (en ajoutant respectivement DKK1 et 

SB431542 au milieu de culture), nous favorisons l’induction d’ectoderme (Gadue et al., 2006). 

L’ajout d’IGF1 oriente la différenciation en ectoderme antérieur, plus sensible à l’induction 

otique (Pera et al., 2001). Cette première étape est réalisée sous forme de culture flottante (ou 

EBs). Après 6 jours de culture, les EBs sont mis à adhérer (boîtes de cultures préalablement 

traitées par de la poly-L-ornitine et de la laminine) en présence d’une concentration de FGF2 

élevée (100ng/ml). Il a en effet été montré que le FGF2 est nécessaire et suffisant à l’induction 

des progéniteurs otiques (Freter et al., 2008; Chen et al., 2012). Le facteur de transcription PAX2 

étant communément utilisé comme marqueur de progéniteurs otiques (Freter et al., 2008; Oshima 

et al., 2010; Chen et al., 2012), nous l’avons utilisé pour suivre la différenciation de nos cultures. 

Après l’induction ectodermique, au jour J6, nous n’avons détecté aucune cellule d’endoderme 

(SOX17+) ni de mésoderme (BRACHYURY+) par IF. Entre les jours J6 et J9, nous avons 

montré par IF, l’apparition des premières cellules PAX2 positives (Figure 49). 
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Figure 49: Les progéniteurs otiques PAX2 positifs sont induits de J9 à J20 en présence d’HS et de FGF2. A : Effet du sulfate 

d’héparine (HS) sur l’induction des progéniteurs otiques à J9 (3 jours de traitement). Le nombre de progéniteurs otiques PAX2 

positifs induits passe de 10 à 20% de la population cellulaire totale lorsque l’HS est ajouté au milieu de culture. Analyse 

statistique : T test de Student, n=3, p=0,0244 ; barres d’erreur = SEM. B-C : En présence de FGF2 et d’HS, les progéniteurs 

otiques apparaissent entre J6 et J9 et le nombre de progéniteurs otiques PAX2 positifs augmentent graduellement de J6 à J20. 

Analyse statistique : 1 way ANOVA, n=3, p<0,05 ; barres d’erreur = SEM. C : barres d’échelle = 50µm. 

 

Nous avons ensuite testé l’effet du sulfate d’héparane (HS) qui a pour propriété de stabiliser la 

liaison du FGF2 avec son récepteur (Schlessinger et al., 2000). Nous avons observé qu’en 

présence d’HS (50ng/ml), le nombre de cellules PAX2 positives augmente significativement en 

passant de 9,6±2,6 à 22,14±4,6% au jour J9 (Figure 49, A). Et si l’induction otique est prolongée 

et les cellules traitées avec du FGF2 et de l’HS jusqu’au jour J20, le nombre de progéniteurs 

otiques qui expriment PAX2 augmente jusque 28,9±6,9% du total des cellules (Figure 49, B-C). 

Pour cette raison, l’HS est ajouté systématiquement au milieu de culture. 

 

Nous avons ensuite vérifié la présence d’autres protéines spécifiques d’un destin otique. A partir 

de J9 et jusqu’à J20, nous avons montré par IF, que les cellules PAX2 positives co-expriment les 

marqueurs caractéristiques et spécifiques des progéniteurs otiques PAX8, SIX1 et SOX2 (Figure 

50, A-F). De manière importante, ces cellules otiques qui expriment PAX2 n’expriment pas 

PAX6, un marqueur de neurectoderme (Chambers et al., 2009) et de destin optique (Lamba et al., 

2006) (Figure 50, D’ et F). A J9, 15,2±4,4% des cellules en culture co-expriment PAX2/PAX8 et 

20,2±3%, PAX2/SIX1 (Figure 50, G). A J20, entre 30,9±2,6 et 25,8±8,6% des cellules totales en 

culture présentent un patron d’expression génique et protéique correspondant aux progéniteurs 

otiques (Figure 50, G). 
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Figure 50: Caractérisation des progéniteurs otiques WT à J9 (A-D) et J20 (E-F). A J9, les progéniteurs otiques PAX2 positifs (en 

vert) co-expriment les marqueurs de progéniteurs otiques SOX2, PAX8 et SIX1 (A-C ; en rouge). Par contre, les progéniteurs 

otiques PAX2 positifs n’expriment pas PAX6, un marqueur de progéniteurs neurectodermique et optique (D, D’ ; en rouge). A’-

D’ = zoom sur les cadres pointillés respectifs de A-D. A J20, les progéniteurs otiques co-expriment PAX2, SIX1, PAX8 et SOX2 

mais pas PAX6 (E, F). Barres d’échelle = 10µm. G : Quantification du nombre total de cellules à J9 et J20, co-exprimant PAX2 et 

PAX8 et, PAX2 et SIX1. Analyse statistique : T test, n=3, PAX2/PAX8 : p=0.0127 ; PAX2/SIX1 : p=0.4685 ; barres d’erreur = 

SEM. 

 

Par qRT-PCR à différents stade de l’induction otique (J9, J15 et J20) nous avons confirmé les 

résultats obtenus par IF. En présence de FGF2 et d’HS, l’expression des marqueurs PAX2, PAX8 

et SIX1 augmentent alors que l’expression de PAX6 reste faible. De plus, nous avons montré que 

le FGF2 était nécessaire à l’induction des progéniteurs otiques, par l’ajout de SU4802 (10µM), un 

inhibiteur de la voie de signalisation FGF. L’ajout du SU5402 permet également l’inhibition du 

FGF2 qui est sécrété par les cellules en culture. En effet, en présence du SU5402, les facteurs de 

transcription otiques ne sont pas exprimés mais bien les cellules PAX6 neurectodermales (Figure 

51). 

 

 

Figure 51: Le FGF2 induit spécifiquement les progéniteurs otiques. qRT-PCR à différent stade de l’induction otique (J6, J9, J15 et 

J20) montrant l’expression relative des ARNm de PAX2 (A), PAX8 (B), SIX1 (C) et PAX6 (D) en présence de FGF2 (« + 

FGF2 » couleurs) et en présence de SU5402, un inhibiteur de FGF2 (« - FGF2 » couleurs pâles). Les résultats ont été normalisés 

sur l’expression de GAPDH. En absence de FGF2, les cellules n’expriment pas les marqueurs de progéniteurs otiques PAX2, 

PAX8 et SIX1 (A-C) mais le marqueur de neurectoderme PAX6 (D). Inversément, en présence de FGF2, les marqueurs otiques 

sont exprimés et la génération des cellules neurectodermiques est réduite. Analyse statistique : 1 way ANOVA, n=3, « ns » = 

p>0,05 ; « ** » = p<0,01 ; « *** » = p<0,001 ; barres d’erreur = SEM. 
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Afin d’obtenir une population homogène de progéniteurs otiques, nous avons passé les cellules à 

J14 après l’induction otique et les avons transférées en condition adhérente sur gélatine,  dans du 

milieu DFNB en présence de FGF2, EGF et IGF1. Il a été montré la combinaison de ces 3 

facteurs permettait la prolifération in vitro des cellules progénitrices otiques (Chen et al., 2012). 

Le passage des cellules après induction otique à J20 (Figure 52), nous permet de sélectionner (et 

d’enrichir) les cellules progénitrices en prolifération au détriment des cellules déjà différenciées 

non proliférantes (qui mourront). Les cellules en culture à ce stade sont des progéniteurs otiques 

(hOSCs pour « human Otic Stem Cells ») qui peuvent être maintenus en culture ou congelés afin 

de créer un stock de hOSCs (qui pourront être décongelés pour être différenciés). Quelques jours 

après le passage à J20, nous observons une augmentation significative jusqu’à 76,31±8,5% et 

80,38±8,4% des cellules qui co-expriment les marqueurs de progéniteurs otiques PAX2/PAX8 et 

PAX2/SIX1 (Figure 52, A, B et E). Les hOSCs générées expriment également la cadhérine E 

(ECAD), SOX2, SOX9 et le marqueur de prolifération Ki67 par IF (Figure 52, C-D). Après 

plusieurs passages ou une décongélation, les cellules continuent d’exprimer les marqueurs de 

progéniteurs otiques (Figure 52, C-D). Nous avons confirmé ces résultats par qRT-PCR à 

différents stades du protocole (Figure 52, F : J0 ou hiPS, J20 avant le passage et hOSCs après le 

passage). Les marqueurs de pluripotence, tels que NANOG et OCT4, sont exprimés par les 

cellules hiPS WT et ne sont plus exprimés pendant la différenciation (en bleu). Le passage en 

condition « hOSCs » à J20 conduit à une surexpression des marqueurs otiques tels que SOX2, 

PAX2, PAX8 et SIX1 (en jaune et vert) et une diminution de l’expression des marqueurs 

neurectodermiques (en rouge) qui sont exprimés à J20 avant le passage et presque totalement 

éteints après le passage en condition « hOSCs ». En effet, parmi les hOSCs nous n’observons 

quasi plus de cellules neurectodermales PAX6 et SOX1 positives en IF (Figure 52, B-D).   
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Figure 52: Obtention d'une population homogène d'hOSCs après le passage en condition « hOSCs » à J20. A-C : Quelques jours 

après le passage à J20 (P1, A) et après plusieurs passages (P4, B-C), les hOSCs continuent d’exprimer les marqueurs otiques 

PAX2, PAX8, SIX1 et SOX9. Après plusieurs passages, les hOSCs WT, positives pour Ki67, continuent de proliférer (C, en vert). 

Très peu de cellules neurectodermiques PAX6 (A-B, en blanc) et SOX1 (C, en blanc) sont observées. Barres d’échelle = 10µm. 

D : Quantification du nombre total de cellules co-exprimant PAX2 et PAX8 et, PAX2 et SIX1, après le passage en condition 

« hOSC ». Analyse statistique : T test, n=3, p=0,7491 ; barres d’erreur = SEM. E : qRT-PCR à différents stades  du protocole de 

différenciation (J0 ou hiPS, J20 avant le passage et hOSCs après le passage). L’expression des marqueurs de pluripotence (en 

bleu) est directement diminuée. SOX2 est un gène de pluripotence qui continue d’être exprimé dans les cellules progénitrices. 

L’expression des marqueurs otiques (en jaune et vert) augmente graduellement au cours du protocole. Les marqueurs 

neurectodermiques PAX6 et SOX1 (en rouge) sont exprimés à J20 avant le passage mais leur expression est diminuée après le 

passage en condition « hOSCs ». Analyse statistique : 2 way ANOVA, n=3, « ns » = p>0,05 ; « ** » = p<0,01 ; « *** » = 

p<0,001 ; barres d’erreur = SEM. 
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Les cellules neurectodermiques sont induites in vitro par défaut à partir des cellules hES (revu 

dans Munoz-Sanjuan and Brivanlou, 2002). Lors du développement embryonnaire normal, 

l’induction neurale représente en effet la première étape de la formation des dérivés 

ectodermiques (dont font partie les progéniteurs de la vésicule otique). Nous avons donc 

caractérisé plus en détails le profil d’expression génique des hOSCs WT par comparaison à des 

hNSCs (pour « human Neural Stem Cells ») WT (Figure 53). Les hNSCs sont des cellules 

progénitrices neurectodermiques qui sont différenciées in vitro à partir de cellules hES selon un 

protocole de différenciation mis au point au laboratoire (Données non publiées). Par RT-PCR 

quantitative, nous observons que les hOSCs, contrairement aux hNSCs, expriment les marqueurs 

otiques (en vert et jaune) et expriment des niveaux très faibles de marqueurs neurectodermiques 

(en rouge). 
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Figure 53: Comparaison du profil d'expression des hOSCs et des hNSCs. Les gènes du destin otique sont représentés en jaune et 

nuance de vert, et les gènes du destin neurectodermique sont représentés en rouge. Analyse statistique: 2 way ANOVA, n=3, « ns 

» = p>0,05 ; « *** » = p<0,001 ; barres d’erreur = SEM. 

 

 

3.2 Différenciation terminale en cellules cochléaires 

Afin de convertir les hOSCs en cellules cochléaires, nous les mettons en culture sur un tapis de 

cellules otiques et mésenchymateuses, dissociées à partir d’embryons de souris de 14 jours (E14) 

qui semble favoriser la différenciation en cellules ciliées (Doetzlhofer et al., 2006; Doetzlhofer et 

al., 2004; Oshima et al., 2010) (Figure 54).  
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Figure 54: Stratégie utilisée pour la différenciation terminale des hOSCs WT en cellules ciliées WT. 

 

Les cellules nourricières murines, sont capables de se différencier in vitro en cellules ciliées en 

présence d’EGF (Bianchi et al., 2002; Doetzlhofer et al., 2004). Pour éviter la formation de 

cellule ciliée à partir de ces cellules nourricières murines, ces dernières sont dissociées et mises 

en culture à faible densité (10 000 cellules/cm
2
). En effet, lorsque les cellules dissociées sont 

ensemmencées à moins de 500 000 cellules/cm
2
,
 
aucune cellule ciliée murine n’est observée 

(Bianchi et al., 2002).  

  

 

Après 10 jours de co-culture, nous observons par IF des cellules humaines doublement positives 

pour ATOH1 et MYOSINE6, deux marqueurs spécifiques des cellules ciliées (Figure 55). En 

utilisant un anticorps marquant spécifiquement les noyaux humains (NOYAUX HUM, en blanc) 

nous pouvons confirmer que ce sont les cellules humaines et non nourricières murines qui se sont 

différenciées. Ces cellules ciliées sont organisées en rosettes entourées de cellules murines co-

exprimant SOX9 et SOX2, deux marqueurs progéniteurs otiques qui restent exprimés dans les 

cellules de soutien différenciées. Nous n’avons pas observé la formation de cellules de soutien 

humaines (par IF cellules coexprimant le marqueur de noyaux humains et les marqueurs de 

cellules de soutien PROX1, p27
cip1

, HES1 ou NOTCH1) et l’efficacité de génération des cellules 

ciliées WT est relativement faible.  
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Figure 55: Les hOSCs WT sont capables de se différencier, après 10 jours de co-culture in vitro, en cellules ayant un profil 

d’expression caractéristiques de cellules ciliées. A-B : Les cellules ciliées différenciées co-expriment les marqueurs de 

différenciation terminale en cellules ciliées, ATOH1 (en rouge) et MYOSINE6 (en vert) et dérivent de cellules humaines 

marquées par un marqueur de noyaux humains (en blanc). C : Les cellules humaines (en blanc) sont organisées en rosette, 

entourées de cellules murines co-exprimant les marqueurs caractéristiques de cellules de soutien, SOX9 (en vert) et SOX2 (en 

rouge). Barres d’échelle = 50µm. 

Nous avons ensuite testé la fonctionnalité des cellules ciliées néoformées obtenues en les 

incubant avec du FM1-43, une  molécule fluorescente ayant la propriété de pénétrer les cellules 

spécifiquement par leurs canaux mécano-sensibles qui ne sont présents que dans des cellules 

ciliées (Gale et al., 2001). De manière intéressante nous avons observés des cellules humaines 

organisées en rosette caractéristique ayant incorporé le FM1-43 (Figure 56). 
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Figure 56: Le fluorochrome FM1-43, visualisé en temps réel (A), rentre spécifiquement dans les cellules ciliées différenciées par 

les canaux mécano-sensibles normalement présents à leur surface apicale. A’=zoom. Barre d’échelle = 10µm. 

  

 

 Modélisation et étude de la pathologie humaine  4.

Pour élucider les mécanismes qui sous-tendent la surdité des patients atteints du syndrome 

d’Alström, nous avons tout d’abord étudié les capacités de différenciation des cellules hiPS 

ALMS en cellules cochléaires mutées. Ensuite, nous nous sommes focalisés sur l’étude de la 

prolifération et de la ciliogenèse aux  différents stades développementaux (Figure 57 : hiPS, 

hOSCs et cellules ciliées) du modèle pathologique humain développé.  

Pour toutes ces expériences, des cellules hiPS WT dérivées d’un donneur sain ont été utilisées 

comme lignée contrôle. 

 

 

Figure 57: Différents stades de différenciation étudiés : J0 ou hiPS, progéniteurs otiques ou hOSCs et cellules ciliées différenciées 

après 10 jours de co-culture. Une lignée WT (à état de différenciation correspondant) provenant d’un donneur sain est utilisée 

comme contrôle pour toutes les expériences qui suivent. 

 

4.1 Etude des capacités de différenciation des cellules hiPS mutées en cellules cochléaires 
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L’origine de la surdité des patients atteints du Syndrome d’Alström est encore inconnue. Dans un 

premier temps, nous avons donc étudié la capacité de différenciation des cellules hiPS en hOSCs. 

Pour ce faire, nous avons différencié les hiPSCs ALMS mutées en progéniteurs otiques avec 

succès selon le protocole mis au point à partir les cellules hiPS WT. Les hiPSCs ALMS sont 

capables de se différencier en progéniteurs otiques ALMS co-exprimant PAX2, PAX8 et SIX1 à 

partir de J9. Nous avons confirmés ces résultats par IF (Figure 58, A-D) et qRT-PCR (Figure 58, 

E-F) à différents jours de l’induction otique (J9, J15 et J20).  A ces stades de différenciation et 

après quantifications nous n’avons observé aucune différence par rapport à l’induction des 

progéniteurs otiques WT. 
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Figure 58: Induction des progéniteurs otiques ALMS à partir des cellules hiPS ALMS. A-B : A J9, les progéniteurs otiques induits 

co-expriment les marqueurs de progéniteurs otiques PAX2 (en vert), PAX8 et SIX1 (en rouge). Peu de cellules neurctodermiques 

PAX6 positives ont été observées (en blanc). C-D : A J20, avant le passage en condition « hOSCs », les cellules en culture 

continuent d’exprimer les marqueurs de progéniteurs otiques. Barres d’échelle = 10µm. E-F : Quantification du nombre de 

progéniteurs otiques ALMS (en rouge) co-exprimant PAX2 et PAX8 et, PAX2 et SIX1 à J9 (E) et J20 (F). Ces quantifications 

sont comparées avec celles obtenues à partir des hiPS WT à J9 et J20 (en bleu), comme contrôle et aucune différence significative 

n’est observée. Analyse statistique : 2 way ANOVA, n=3, « ns » = p>0,05 ; barres d’erreur = SEM.  

 

Après le passage en conditions « hOSCs » à J20, les hOSCs ALMS co-expriment PAX2/PAX8 

et, PAX2/SIX1 visualisés par IF (Figure 59). Après quantification, nous n’observons pas de 

différences significatives en comparaison aux hOSCs WT. Les hOSCs ALMS co-expriment 

également ECAD, SOX9 et Ki67.  
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Figure 59: Génération des hOSCs ALMS. A-D : Les cellules hOSCs ALMS co-expriment les marqueurs otiques. Barres d’échelle 

= 10µm. E : Quantification des cellules hOSCs WT (jaune) et ALMS (gris) double positives pour PAX2/PAX8 et PAX2/SIX1. 

Aucune différence significative n’est observée en comparaison aux hOSCs WT. Analyse statistique : 2 way ANOVA, n=3, « ns » 

= p>0,05 ; barres d’erreur = SEM. 

 

Nous avons ensuite étudié la capacité des hOSCs mutées à se différencier en cellules ciliées. La 

différenciation terminale des hOSCs ALMS en cellules cochléaires est réalisée de la même 

manière que pour les cellules saines, en co-culture avec des cellules nourricières d’embryon de 

souris (E14). Après 10 jours de co-culture nous avons observé par IF des groupes de cellules 
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humaines double-positives pour ATOH1 et MYOSINE6 (Figure 60). Nous n’avons pas observé 

la formation de rosette cochléaire. 

 

 

Figure 60 : Différenciation terminale des hOSCs ALMS en cellules ciliées pathologiques après 10 jours de co-culture. Barre 

d’échelle = 10µm 

 

Ces résultats confirment que la capacité de différenciation des cellules hiPS ALMS en cellules 

ciliées mutées ne semble pas affectée chez les patients atteints du syndrome d’Alström comme 

suggéré par Jagger et al. après l’étude de la souris KO-ALMS1 (Jagger et al., 2011). Cependant, 

leur organisation en rosette semble perturbée et la génération des cellules ciliées mutées est très 

peu efficace, rendant très difficile l’étude du modèle à ce stade de différenciation. 

 

 

 

4.2 Etude de la prolifération aux différents stades de différenciation 

 

De manière générale, il a été montré que des cellules portant une mutation pour ALMS1 semblent 

moins proliférer en comparaison à des cellules saines, à partir du moment où elles sont en 

prolifération et donc non différenciées (Zulato et al., 2011). Il a par exemple été montré que les 

fibroblastes mutés avaient un taux de prolifération cellulaire plus lent par rapport aux fibroblastes 

contrôles suggérant un rôle d’ALMS1 dans la division cellulaire (Zulato et al., 2011). 

Inversement, les cellules totalement différenciées portant une mutation pour ALMS1 semblent ré-

entrer en cycle cellulaire et proliférer de manière anormale (Shenje et al., 2014; Li et al., 2007).  
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Par exemple, une hypertrophie tissulaire cardiaque et rénale est observée chez les patients ALMS 

(Shenje et al., 2014; Li et al., 2007).  

 

Nous avons donc étudié la prolifération (par immunomarquage avec Ki67, une protéine 

régulatrice du cycle cellulaire qui est exprimée dans les cellules en prolifération (Booth et al., 

2014), la mitose (par immunomarquage avec pHH3, une protéine mitotique) et la réplication de 

l’ADN (par incorporation de BrdU, un analogue de thymidine) des cellules hiPS ALMS. Par 

comparaison avec une lignée hiPS WT déjà disponible au laboratoire et de manière surprenante, 

toutes les cellules hiPS ALMS prolifèrent (Figure 61, 100% des cellules sont Ki67 positives). 

Cependant, les cellules hiPS ALMS montrent une diminution significative du nombre de mitoses 

visualisées par le pourcentage total de cellules exprimant la protéine mitotique pHH3 (Figure 61, 

B). Nous observons également par IF une légère diminution (non significative) du nombre de 

cellule en phase S ayant incorporé le BrdU (Figure 61, B). Pour un même nombre de cellules 

hiPS ALMS en cycle (Ki67 positives), nous observons donc moins de cellules en division. Afin 

d’étudier plus en détails les différentes phases du cycle cellulaire, nous avons réalisé des 

expériences de tri cellulaire après marquage à l’iodure de propidium (Figure 61, C-D). Après 

quantification de la proportion de cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire (G1, S, 

G2 et M), nous avons constaté, comparativement aux hiPS WT, une diminution significative de la 

proportion de cellules en phases G1, S et M et une augmentation de la proportion de cellules hiPS 

ALMS en phase G2 (Figure 61, D). Ces résultats suggèrent que les cellules hiPS ALMS sont 

bloquées en phase G2, avant d’entrer en division. Zulato et al. ont montré par une analyse du 

transcriptome des fibroblastes ALMS que de nombreux régulateurs du cycle cellulaire étaient 

diminués comparativement  aux fibroblastes WT (Zulato et al., 2011). Nous avons donc étudié 

plus en détails l’expression de quelques régulateurs associés à la progression du cycle cellulaire 

tels que les cyclines, et des protéines impliquées dans la réplication de l’ADN tels que les 

hélicases, les topoisomérases et les primases. Par RT-PCR quantitative, nous observons que 

l’expression de ces régulateurs est globalement diminuée dans les hiPS ALMS (Figure 61, E et 

F). De manière intéressante, l’expression des cyclines A et B, et leur CDK associée, CDK1, 

nécessaire à l’entrée en phase M, est drastiquement diminuée (Figure 61, E). La diminution des 

cellules en phase S semble être expliquée par une diminution d’expression de la cycline E2 

(régulant la transition G1-S) et de plusieurs protéines impliquées dans la réplication de l’ADN 
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(Figure 61, F). La mutation ne semble pas conduire à la mort cellulaire des hiPS ALMS, 

visualisée par un marquage de l’Annexine V (Figure 61, G).  

 

 

 



Résultats 

131 

 

Figure 61: Etude de la prolifération des cellules hiPS ALMS. Histogrammes jaunes  = hiPS WT et gris  = hiPS ALMS. A : 

Immunomarquages de Ki67, pHH3 et BrdU (après 2h d’incorporation). Barres d’échelle = 100µm. B : Quantification du nombre 

de cellules Ki67, pHH3 et BrdU positives. C : Etude du cycle cellulaire par cytométrie de flux après un marquage à l’iodure de 

propidium. D : Quantifications de la proportion des différentes phases du cycle cellulaire après tri cellulaire. E-F : RT-PCR 

quantitative de l’expression de plusieurs régulateurs impliqués dans la progression du cycle cellulaire (E) et dans la phase S (F). 

G : Proportion de cellules en apoptose Annexine V positives par cytométrie de flux. Analyses statistiques : 2 way ANOVA, n=3, 

« ns » = p>0,05 ; « * »  p<0,05 ; « ** » : p<0,01 ; « *** » : p<0,001 ; barres d’erreur = SEM. Abréviations : CCNA2=cycline A2, 

CCNB1=cycline B1, CCNB2=cycline B2, CCNE2=cycline E2, CDK1=kinase cycline-dépendante 1,  RRM2=Ribonucleotide 

Reductase M2, PRIM2A=primase 2A, HELLS=Helicase, Lymphoïd Specific, TOP1=topoisomérase 1 et GINS2=DNA 

Replication Complex GINS protein PSF2. 

 

Nous avons également étudié la prolifération des cellules hOSCs ALMS par immunomarquages 

de Ki67, pHH3 et de BrdU (après 4h d’incorporation) (Figure 62). Nous avons calculé la 

proportion des cellules positives pour les différents marqueurs et mis en évidence des problèmes 

de prolifération pour les cellules issues de sujet souffrant du syndrome d’Alström. La 

prolifération des hOSCs ALMS visualisée par immunomarquage Ki67, semble diminuée (non 

significativement). De plus, au vu du marquage de pHH3 mitotique et du BrdU, la phase M et S, 

semblent également légèrement affectées chez les progéniteurs otiques mutés (Figure 62, A-B). 

Nous avons réalisé des expériences de tri cellulaire après marquage à l’iodure de propidium pour 

étudier les différentes phases du cycle cellulaire des hOSCs ALMS et WT. Après analyse, la 

proportion des cellules ALMS en phase S est significativement diminuée par rapport aux hOSCs 

WT. La grande majorité des hOSCs ALMS semblent bloquées en phase G1 (Figure 62, E). De 

manière surprenante, très peu de  cellules hOSCs en G2 ont été détectées. Aucune augmentation 

significative du nombre de cellules en apoptose n’est pas observée dans les cellules hOSCs 

mutantes (par tri cellulaire après un immunomarquage de l’ANNEXIN V) (Figure 62, C). Par 

qRT-PCR, nous avons montré que l’expression de plusieurs cyclines et enzymes nécessaires à la 

réplication était diminuées (Figure 62, F et G).  

Ces résultats confirment que la protéine ALMS1 associée au centrosome, joue un rôle dans le 

cycle cellulaire chez l’homme. Une étude plus détaillée des intervenants du cycle cellulaire est 

nécessaire pour élucider les mécanismes qui impliquent la diminution de prolifération observée. 
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Figure 62: Etude de la prolifération au stade progéniteur. Histogrammes jaunes = hOSCs WT et gris = hOSCs ALMS. A : 

Immunomarquages de Ki67, pHH3 et BrdU (après 4h d’incorporation). Barres d’échelle = 10µm. B : Quantification du nombre de 
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cellules Ki67, pHH3 et BrdU positives. C : Proportion de cellules en apoptose Annexine V positives par cytométrie de flux D : 

Etude du cycle cellulaire par cytométrie de flux après un marquage avec de l’iodure de propidium. E : Quantifications de la 

proportion des différentes phases du cycle cellulaire après tri cellulaire. F-G : L’expression des gènes de plusieurs régulateurs du 

cycle cellulaire impliqués dans la progression du cycle cellulaire (F) et dans la phase S (G). Analyses statistiques : 2 way 

ANOVA, n=3, « ns » = p>0,05 ; « * »  p<0,05 ; « ** » : p<0,01 ; « *** » : p<0,001 ; sauf pour C : T test ; p=0,4 ; barres d’erreur 

= SEM. Abréviations : CCNA2=cycline A2, CCNB1=cycline B1, CCNB2=cycline B2, CCNE2=cycline E2, CDK1=kinase 

cycline-dépendante 1,  RRM2=Ribonucleotide Reductase M2, PRIM2A=primase 2A, HELLS=Helicase, Lymphoïd Specific, 

TOP1=topoisomérase 1 et GINS2=DNA Replication Complex GINS protein PSF2. 

Les capacités de prolifération d’une cellule normale diminuent avec son état de différenciation. 

Ainsi, une sortie de cycle cellulaire est associée à un processus de différenciation terminale 

(Buttitta et al., 2007). L’analyse histologique de coupe cochléaire provenant de patients sourds 

atteints du syndrome d’Alström (post-mortem), a révélé un nombre anormalement élevé de 

cellules constituant l’organe de Corti (cellules de soutien et cellules ciliées) (Nadol et al., 2015). 

Nous avons donc réalisé les immunomarquages de prolifération (Ki67) sur les cellules humaines 

après 10 jours de différenciation en cellules ciliées (comme décrit plus haut) et observé une 

prolifération anormale des cellules mutées différenciées. En effet, le nombre de cellules humaines 

mutées en prolifération (double positives pour le marqueur de noyaux humains et Ki67) après 10 

jours de différenciation est significativement plus élevé par comparaison aux cellules 

différenciées saines (Figure 63). Ceci suggère que les cellules différenciées mutées chez l’homme 

semblent capables de ré-entrer dans le cycle cellulaire. Une étude plus détaillées de ces cellules 

en prolifération est nécessaire pour connaitre leur destin.  
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Figure 63: Etude de la prolifération des cellules humaines différenciées après 10 jours de co-culture. A : visualisation du nombre 

de cellules WT et ALMS qui co-expriment (flèches jaunes) NOYAUX HUMAINS et Ki67. Barre d’échelle =50µm. B : 

Quantifications. Analyse statistique : T test de Student, n=6, p=0,0159 ; barres d’erreur = SEM. 

 

 

4.3 Etude de la ciliogenèse 

 

Il a été montré que la protéine ALMS1 est exprimée au niveau du centrosome de toutes les 

cellules cochléaires, en développement et adultes mais son rôle exact dans la mise en place du cil 

primaire reste cependant méconnu (Jagger et al., 2011 ; Li et al., 2007). Pour étudier la formation 

du cil au stade progéniteur, les hOSCs sont cultivées sans facteur de croissance pendant 48h puis 

fixées. Nous avons tout d’abord mesuré la longueur du cil (marqué par l’AcTUB (TUBULINE 

acétylée) développé par les hOSCs WT et ALMS et observé que la longueur du cil des hOSCs 
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ALMS est significativement inférieure à celle des cils des hOSCs WT (Figure 64, A-B). D’autre 

part, nous avons comparé le nombre total d’hOSCs WT et ALMS ayant développés un cil (après 

48h sans facteur de croissance). Le nombre de cellules qui développe un cil primaire est par 

contre identique (Figure 64, C). Ces résultats suggèrent que la protéine ALMS1 ne semble pas 

nécessaire pour induire la formation du cil mais joue un rôle dans le développement et la 

morphogenèse du cil primaire.  

 

 

Figure 64 : Etude de la ciliogenèse au stade progéniteur après 48h sans facteurs de croissance. A-B : longueur du cil (AcTUB). C : 

nombre de cellule développant un cil. Barre d’échelle = 2µm. Analyses statistiques : T test, barres d’erreur = SEM, A : n=75cils, 

p=0.0015 ; B : n=125 cellules, p=0,1146. 
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Discussion et perspectives 

 

 Les cellules hiPS WT se différencient en une population homogène de progéniteurs 1.

otiques 

 

Sur base de la littérature disponible, nous avons mis au point un protocole de différenciation des 

hiPS WT en cellules ciliées  sur base de celui décrit par Oshima en  2010 à partir de mES 

principalement et plus récemment celui décrit par  Ronaghi et al. à partir de hES (Oshima et al., 

2010; Ronaghi et al., 2014). Lors du développement embryonnaire, la sécrétion de morphogènes 

et de facteurs de croissance selon des gradients temporels et spaciaux très précis induit la 

formation de cellules progénitrices puis de cellules cochléaires (Lleras-Forero and Streit, 2012). 

Très peu de données relatives au développement de l’oreille interne sont disponibles chez 

l’homme et la majorité des facteurs de croissance et morphogènes utilisés dans les protocoles de 

différenciation proviennent d’études développementales réalisées chez la souris ou le poulet. 

L’adaptation des protocoles de différenciation aux cellules humaines est complexe car les 

facteurs de croissance diffèrent selon les espèces et le développement embryonnaire est beaucoup 

plus long chez l’homme (Rossant, 2015).  

 

La première étape du protocole de différenciation est la formation d’ectoderme par l’inhibition 

des voies mésodermiques et endodermiques pendant 6 jours (Oshima et al., 2010; Ronaghi et al., 

2014).Au terme de cette étape, seule la capacité à se différencier ultérieurement en progéniteurs 

otiques et la diminution de l’expression des marqueurs mésodermique (tel que BRACHYURY 

par exemple) et endodermique (tel que SOX17 par exemple), nous permet de conclure 

indirectement qu’il y a formation de cellules d’ectoderme non neural. Une meilleure 

caractérisation des cellules par des marqueurs spécifiques de l’ectoderme non neural antérieur, 

tels que DLX5, GATA3 et FOXi1, est nécessaire après cette étape (Lleras-Forero and Streit, 

2012). Il a été montré que les voies BMP et WNT jouent un rôle primordial dans l’induction du 

domaine pré-placodale (PPR) chez la souris (voir 4.1 Différenciation précoce) (Koehler et al., 

2013). Par exemple, la voie BMP doit d’abord être induite pour générer de l’ectoderme non 

neural, puis être inhibée pour induire de l’ectoderme preplacodal (Koehler et al, 2013). A ce 
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stade, une induction plus spécifique des cellules de la PPR  à partir de l’ectoderme chez l’homme, 

doit être mise au point.  

 

La deuxième étape du protocole de différenciation est l’induction des progéniteurs otiques de J6 à 

J20. Dans le développement embryonnaire normal, PAX2 est exprimé dans la majorité des 

cellules qui formeront les épithéliums sensoriels de l’oreille interne (Chen and Streit, 2013; 

Ronaghi et al., 2014; Torres et al., 1996). La voie des FGFs joue un rôle primordial dans ce 

processus en induisant notamment l’expression de PAX2 (Freter et al., 2008; Martin and Groves, 

2006a) mais chez l’homme, les ligands FGFs spécifiquement impliqués dans l’induction otique 

sont encore inconnus. Différents FGFs tels que FGF3, FGF10 et FGF19, sont utilisés dans les 

protocoles de différenciation à partir de hES (Tableau 3) et semblent jouer un rôle dans 

l’induction otique chez l’homme. De plus, durant le développement cochléaire murin, il a été 

montré que les différents récepteurs aux FGFs (FGFR) sont exprimés différemment dans le temps 

(Pickles, 2001; Pickles and Chir, 2002). Par exemple, toutes les cellules progénitrices présentes 

dans la vésicule otique expriment FGFR2, ensuite les cellules présentes dans la région sensorielle 

surexpriment FGFR1 et FGFR3 (Pickles, 2001). Pour ces raisons, nous avons utilisé le FGF2 

comme inducteur global de la voie FGFs car il lie les 4 FGFR connus (Plotnikov et al., 2000; 

Plotnikov et al., 1999). De manière surprenante, lorsque nous avons remplacé FGF2 par FGF3 et 

FGF10, décrits par Chen et al, pour induire les progéniteurs otiques à partir de hES (Chen et al., 

2012), nous n’avons pas observé l’expression des marqueurs otiques tels que PAX2, SIX1 ou 

PAX8 (données non montrées). Cette différence peut s’expliquer par le fait que Chen et al. 

appliquent les FGFs aux cellules hES dès le premier jour du protocole de différenciation. FGF3 et 

FGF10 pourraient ainsi jouer un rôle plus précoce dans l’induction des progéniteurs otiques 

humains. Nous testons actuellement l’effet du FGF19 (Ronaghi et al., 2014), dans de nouvelles 

expériences d’induction otique. Le FGF19 est spécifiquement impliqué dans l’induction otique 

chez le poulet (Sai and Ladher, 2015). Nous avons amélioré le protocole en traitant les cultures 

avec du HS. En effet, nous avons montré que l’ajout de HS, en présence de FGF2, augmente 

significativement le nombre de progéniteurs otiques à partir de J9 et que l’allongement de la 

durée du traitement par FGF2/HS jusqu’à J20 augmente de manière significative la population 

des progéniteurs otiques double positifs pour PAX2/PAX8 et PAX2/SIX1 jusqu’à 25%. Le 

sulfate d’héparine (HS) stabilise la liaison du FGF2 au FGFR et amplifie la signalisation FGF 
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(Elenius and Jalkanen, 1994; Mohammadi et al., 1998). L’induction otique in vivo est bloquée 

par l’inhibition de la signalisation FGF (Alsina et al., 2004; Martin and Groves, 2006a). Nous 

avons également montré que l’ajout d’une forte dose de FGF2, d’une part, induit l’expression des 

marqueurs de progéniteurs otiques et, d’autre part, inhibe le destin neurectodermique. Nous avons 

confirmé ces résultats en ajoutant du SU5402, un inhibiteur de la voie des FGFs, pendant 

l’induction otique. Le SU5402 inhibe aussi la production endogène de FGF2 par les cellules dans 

le milieu de culture (Padanad et al., 2012). L’ensemble de ces résultats confirment le rôle très 

important de la voie des FGFs lors de l’induction otique chez l’homme et montre le rôle 

primordial du FGF2 lors de cette étape. 

 

En plus de la nécessité d’activer la voie des FGFs, l’activation de la voie WNT, via WNT1 et 

WNT3a, semble amplifier l’induction otique chez le poulet et la souris (Ohyama et al., 2006; 

Riccomagno et al., 2005). Nous avons donc également testé l’ajout de WNT3a au milieu de 

culture. Malhuereusement nous n’avons pas amélioré la différenciation en progéniteurs otiques 

(données non montrées). Ce résultat peut s’expliquer de trois manières : 1/ la durée d’exposition 

et la concentration de Wnt doivent être adaptées, 2/ WNT3a ne joue aucun rôle dans l’induction 

otique chez l’homme ou 3/ les cellules en culture expriment déjà des niveaux suffisants de ligand 

WNT. Cette dernière hypothèse est supportée par l’étape de différenciation terminale des cellules 

hOSCs en cellules ciliées qui se déroule en absence de facteur de croissance. 

 

A J20, les cellules sont détachées et transférées en conditions « hOSCs » permettant de 

sélectionner et d’enrichir la culture en cellules otiques (jusqu’à 80%) comme démontré par Chen 

et al. (Chen et al., 2012). Lors de ce passage, les cellules différenciées mourront et les hOSCs 

continueront de proliférer. Le milieu de culture utilisé en condition hOSCs est celui développé 

par l’équipe du Dr. Rivolta, pour la culture de cellules souches fétales humaines dérivées de 

l’oreille interne (hFASCs pour « human fetal auditory stem cells ») (Chen et al., 2009). Ces 

cellules hFASCs sont isolées de cochlées d’embryons humains âgés de 9 à 10 semaines et mises 

en culture en présence d’un milieu composé d’une combinaison d’EGF, FGF2 et IGF1 (Chen et 

al., 2009). La combinaison de ces 3 facteurs semble nécessaire au maintien des hFACS en culture 

pendant plusieurs passages (Chen et al., 2009). Cette méthode d’enrichissement basée sur un 

passage des cellules dans un milieu sélectif est utilisée par Chen et al. pour générer une 
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population homogène de progéniteurs otiques humains à partir de cellules hES et est également 

utilisée dans plusieurs protocoles de différenciation en cellules souches neurales (hNSCs pour 

« human Neural Stem Cells ») (Chambers et al., 2009; Chen et al., 2012; Koch et al., 2009; Shin 

et al., 2006). Nous avons appliqué pour la première fois cette méthode à partir de cellules hiPS 

pour la génération d’une population homogène de progéniteurs otiques. De manière surprenante, 

nous observons une diminution drastique de l’expression des marqueurs des progéniteurs 

neurectodermiques (PAX6 et SOX1) après le passage en conditions hOSCs alors que l’EGF et le 

FGF2 sont également nécessaires au maintien en culture des progéniteurs neuronaux humains 

(Koch et al., 2009; Ostenfeld and Svendsen, 2004). La présence d’IGF1 à forte concentration 

dans le milieu de culture hOSCs (50ng/ml) semble jouer un rôle important. En effet, l’IGF1 a un 

rôle, primordial dans le maintien de la prolifération des progéniteurs otiques en culture 

(Camarero et al., 2001; Camarero et al., 2003; Zheng et al., 1997). De plus, il semble déterminant 

dans le maintien de l’état « progéniteur » des cellules otiques humaines (Chen et al., 2009). 

L’étude plus approfondie de l’expression des marqueurs de cellules neurales différenciées, telles 

que MAP2 et TUBB3, dans les cultures d’hOSCs nous permettra de vérifier cette hypothèse et de 

connaitre avec certitude le devenir des quelques cellules dérivées de neurectoderme encore 

présentes après le passage à J20.  

 

Nous n’avons pas observé d’effet de la culture à long terme  sur l’expression des marqueurs de 

progéniteurs otiques des cellules hOSCs. Après plusieurs passages, les hOSCs continuent 

d’exprimer les marqueurs de progéniteurs otiques et de prolifération. Cependant, une étude plus 

détaillée du potentiel de différenciation sera nécessaire. En effet, il a été montré que le maintien 

en culture d’une population de progéniteurs multipotents humains, telle que les hNSCs, réduit ses 

capacités de différenciation en neurones de projection et dopaminergiques (Elkabetz et al., 2008).  

 

 Les cellules hOSCs forment des rosettes otiques après 10 jours de différenciation 2.

 

Les hOSCs WT sont capables de se différencier en cellules ciliées exprimant les marqueurs de 

différenciation terminale ATOH1 et MYO6. Leur différenciation n’est cependant possible qu’en 

présence de cellules embryonnaires otiques de souris à E14, sans ajout de facteur de croissance 

spécifique au milieu. Dans ces conditions, les cellules ciliées humaines sont entourées de cellules 
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murines exprimant les marqueurs de cellules de soutien SOX9 et SOX2. En absence de cellules 

murines nourricières, les hOSCs ne se différencient pas en cellules ciliées et aucun marqueur de 

différenciation otique n’est observé (données non montrées). Afin de remplacer ces cellules 

murines nouricières, nous avons testé de nombreuses conditions de culture telles que la culture 

sur gélatine ou sur poly-L-ornitine/laminine ou encore en présence de milieu conditionné de 

cellules otiques murines. Cependant, ces conditions de culture n’ont pas permis d’obtenir une 

différenciation des hOSCs en cellules ciliées. Dès lors, un contact cellulaire est nécessaire à la 

différenciation des hOSCs et d’autres types de cellules nourricières telles que les MEFs devront 

être testées. 

 

L’efficacité de la différenciation terminale en cellules ciliées est faible (<1%). Plusieurs 

molécules telles que l’EGF (Doetzlhofer et al., 2004), le BMP4 (Li et al., 2005), l’acide 

rétinoïque (Helyer et al., 2007) ou encore le LY411575, un inhibiteur de la voie NOTCH 

(Mizutari et al., 2013) sont connues pour favoriser la différenciation des progéniteurs otiques en 

cellules ciliées, que ce soit chez la souris ou chez l’homme. Par exemple, l’ajout d’EGF, de 

BMP4 ou de LY411575 à une culture d’explant cochléaire induit l’expression d’ATOH1 et la 

formation de cellules ciliées (Doetzlhofer et al., 2004; Li et al., 2005; Mizutari et al., 2013) tandis 

que l’acide rétinoique induit la différenciation en cellule ciliée in vitro (Helyer et al., 2007). Nous 

avons testé l’ajout de ces différentes molécules (seules ou en combinaison) et nous n’avons pas 

observé d’augmentation de la production de cellules ciliées supplémentaires en comparaison aux 

cultures sans molécules (données non montrées). La mise au point d’une méthode de 

différenciation en 3D serait avantageuse car elle ne nécessite pas de tissu exogène ou de facteur 

de croissance non défini. Cette méthode de culture, développée par l’équipe du Dr. Sasai, pour 

différencier des hES en cellules de la rétine, est basée sur la formation d’agrégats cellulaires qui 

s’auto-organisent en trois dimensions dans une matrice de protéines extracellulaires (le 

Matrigel
TM

) (Eiraku et al., 2011; Eiraku et al., 2008). Cette technique a été appliquée avec succès 

récemment, à partir de cellules mES, pour générer de l'épithélium sensoriel de l’oreille interne 

qui semble être structurellement et physiologiquement comparable à un épithélium sensoriel natif 

(Koehler and Hashino, 2014). 
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L’organisation des cellules différenciées en rosettes dans lesquelles la partie apicale des cellules 

est dirigée vers l’intérieur (les noyaux se retrouvant en périphérie) suggère l’établissement d’une 

polarité apico-basale et le développement de structures stéréociliées apicales. En collaboration 

avec l’équipe du Pr. Marc Thiry (GIGA-Neurosciences, Ulg), nous étudierons les cellules 

cochléaires différenciées par microscopie électronique à balayage. Cette technique nous 

permettra de visualiser et d’étudier plus en détail la structure apicale présente à la surface des 

cellules ciliées différenciées. De plus, les propriétés électrophysiologiques de ces cellules devront 

être étudiées plus en détails pour nous permettre de confirmer les résultats obtenus en présence du 

fluorochrome FM1-43. 

 

 Génération d’hiPS ALMS à partir de fibroblastes d’un patient sourd atteint du 3.

syndrome d’Alström 

 

Nous avons généré avec succès des hiPSCs ALMS qui expriment les marqueurs de pluripotence 

et d’autorenouvellement caractéristiques des cellules hES, possèdent un caryotype normal et sont 

pluripotentes. Ainsi, la génération de ces cellules hiPS à partir des patients ALMS constitue une 

source nouvelle et inépuisable de matériel humain unique disponible pour l’étude du syndrome 

d’Alström. La mutation homozygote récessive au niveau de l’exon 8 (c.[3425C>G]+[3425C>G]) 

présente chez le patient G1608A (patient n°2 ; Zulato et al., 2011) engendre un arrêt du cadre de 

lecture par l’apparition d’un codon STOP prématuré (p.S1142X). Nous avons détecté la présence 

de l’ARNm ALMS1 par RT-PCR (donnée non montrée) et nous avons montré que la protéine 

ALMS1 mutée n’est plus détectée dans les hiPS ALMS. Cependant, l’anticorps utilisé pour l’IF 

(ALMS1 N-term ; Abcam ; ab84892) reconnait une portion de la protéine en aval de la mutation 

et ne nous permet donc pas de conclure quant à l’expression d’une éventuelle protéine tronquée.  

 

 Les cellules hiPS ALMS semblent se différencier correctement en hOSCs puis en 4.

cellules ciliées mutées 

 

Pour élucider les mécanismes qui sous-tendent la surdité neurosensorielle présente chez les 

patients atteints du syndrome d’Alström, nous avons tout d’abord étudié les capacités de 

différenciation des cellules hiPS ALMS en cellules hOSCs puis en cellules ciliées, en 
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comparaison à chaque fois avec leurs homologues sauvages. Chez ces patients, la capacité des 

cellules à générer des progéniteurs otiques ne semble pas affectée. Nous avons, en effet, généré 

des progéniteurs otiques ALMS en utilisant le même protocole d’induction sans différence 

significative avec les hOSCs WT. De la même manière, le potentiel de différenciation des hOSCs 

en cellules ciliées mutées ne semble pas affecté puisque nous sommes en mesure d’observer des 

cellules humaines mutées co-exprimant MYO6 et ATOH1 après 10 jours de différenciation. Ces 

résultats suggèrent que les problèmes, à l’origine de la surdité neurosensorielle observée chez les 

patients, ne sont pas liés directement à la capacité de production des cellules ciliées. Ceci est en 

accord avec l’analyse histologique, post-mortem des cochlées de 2 patients ALMS qui a révélé la 

présence de cellules ciliées (Nadol et al., 2015). Dans les 2 cas, la surdité neurosensorielle 

développée par ces patients semble principalement être attribuable à une dégénérescence 

progressive des cellules ciliées au cours de la vie du patient, suivie d’une perte neuronale 

(secondaire à la perte des cellules ciliées) (Nadol et al., 2015). Ces résultats sont également en 

accord les observations de Jagger et al. qui décrivent une perte progressive des cellules ciliées 

chez les souris invalidées pour ALMS1 (Jagger et al., 2011). Malheureusement, à l’heure 

actuelle, notre protocole de différenciation ne nous permet pas de maintenir les cellules ciliées en 

culture plus de 10 jours (détachement spontané des cellules) et d’étudier le degré de maturité de 

ces cellules. De plus, nous ne pouvons pas exclure un effet de la mutation sur la différenciation 

puisque la production de cellules ciliées ALMS est moins efficace en comparaison aux cellules 

ciliées WT et l’organisation en rosette observées chez les cellules ciliées WT semble perturbée 

chez les cellules ciliées mutées.  

 

Pour une meilleure caractérisation du modèle pathologique humain, nous étudierons plus en 

détails le développement du kinocilium que nous tenterons de visualiser après immunomarquage 

de l’acétyl-tubuline, une protéine constitutive de ce dernier, et des différentes parties qui le 

composent tels que le corps basal (gamma-TUBULINE) et l’axonème (les protéines IFTs, la 

KINESINE et la DYNEINE par exemple) (Oh et al., 2015; Stooke-Vaughan et al., 2012). De 

plus, nous tenterons de mettre en évidence les stéréocils des cellules normales et mutées. Nous 

marquerons l’actine polymérisée (ACTINE-F), présente en très grande quantité dans les 

stéréociles, par incubation avec de la phalloïdine et nous procéderons à des immunomarquages de 

l’ESPINE, une protéine spécifiquement présente dans les stéréocils (Sekerkova et al., 2011).  
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 Perturbation du cycle cellulaire dans les cellules mutées pour ALMS1 5.

 

Ensuite, nous nous sommes focalisés sur l’étude de la prolifération et de la ciliogenèse, qui 

semblent être perturbées dans différents types de cellules murines et humaines mutées pour 

ALMS1 (Girard and Petrovsky, 2011; Jagger et al., 2011; Shenje et al., 2014; Zulato et al., 2011), 

aux  différents stades développementaux (hiPS, hOSCs et cellules ciliées) du modèle 

pathologique humain développé. Pour toutes ces expériences, des cellules hiPS WT dérivées d’un 

donneur sain ont été utilisées comme lignée contrôle. 

 

Nous n’observons pas de diminution de prolifération par immunomarquage des cellules hiPS 

ALMS avec Ki67 mais nous avons par contre montré une augmentation significative du nombre 

de cellules hiPS ALMS en phase G2 et une diminution de leur nombre en mitose (positives pour 

pHH3). Zulato et al ont montré que les fibroblastes ALMS à partir desquels les hiPS mutées ont 

été générées montrent également un allongement du cycle cellulaire par rapport aux fibroblastes 

WT (Zulato et al., 2011). Le cycle cellulaire des cellules hES et hiPS – comme n’importe quelle 

autre type cellulaire en prolifération - est constitué des quatre phases G1, S, G2 et M mais la 

phase G1 est considérablement réduite par rapport à la plupart des cellules en prolifération 

(Becker et al., 2006; Becker et al., 2010). Ainsi, la longueur normale du cycle cellulaire est 

réduite (15h) par rapport à une cellule somatique (24h). La transition des différentes phases est 

sous le contrôle des régulateurs du cycle cellulaire : les cyclines et leur kinase associées (CDKs) 

(De Paepe et al., 2014). Les cyclines sont exprimées à différents moments du cycle cellulaire 

tandis que les CDKs sont constitutivement exprimés (Morgan, 1997). Les cyclin et B, par 

exemple, sont exprimées durant la phase S et G2, tandis que les cyclines E et D sont exprimées 

durant la phase G1 (Morgan, 1997). Leur accumulation permet la progression du cycle cellulaire 

en passant par trois grands points de contrôle : G1-S (après la mitose), G2-M (après la 

réplication) et lors de la mitose. La réduction de la longueur de la phase G1 caractéristique des 

cellules hES et hiPS est associée à une augmentation de l’expression des cyclines D et E (Becker 

et al., 2006; Neganova et al., 2009). Inversement, l’allongement d’une phase du cycle cellulaire 

est associé à une diminution de l’expression des cyclines impliquées (DiPaola, 2002; Neganova 

et al., 2011). Nous avons montré une diminution de l’expression des cyclines A et B et de leur 
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CDK associées, CDK1, qui régulent ensemble la transition G2-M supportant cette observation et 

l’accumulation des cellules mutées en G2. La protéine ALMS1 est exprimée à la base du 

centrosome, un organelle composé de deux centrioles (Andersen et al., 2003; Hearn et al., 2005). 

Le centrosome constitue le centre organisateur des microtubules. Au cours du cycle cellulaire, à 

partir de la phase G1, il se duplique de telle sorte que la cellule possède 2 paires de centrioles à 

l’entrée de G2 (Zou et al., 2005). Pendant toute l’interphase, les deux centrosomes sont liés entre 

eux par des fibres émanant de leur extrémité proximale basale (où ALMS1 est exprimée) (Lim et 

al., 2009). Lors de la transition G2-M, les centrosomes se détachent pour permettre la formation 

du fuseau mitotique et le début de la mitose (Bahe et al., 2005; Fry et al., 1998; Mayor et al., 

2002). A la fin de la mitose, chaque cellule possède ainsi son centrosome. Le centrosome joue un 

rôle important en recrutant de nombreux régulateurs du cycle cellulaire (Azimzadeh and Bornens, 

2007; Doxsey et al., 2005) notamment lors de la transition G2-M en favorisant le recrutement et 

l’activation de nombreuses protéines régulatrices telles que la cycline B, CDK1 et APC/C (Wang 

et al., 2009). Son implication dans la régulation de la transition G1-S est beaucoup moins connue. 

Knorz et al. ont montré qu’une diminution de l’expression d’ALMS1 par siARN, conduit à une 

séparation prématurée des centrosomes à partir de la phase G1 (Knorz et al., 2010). Nous avons 

également observé une séparation anormale des centrosomes dans les hiPS ALMS. Mikule et al. 

ont montré qu’un défaut dans l’intégrité du centrosome induit la voie p53-p21 et un arrêt du cycle 

cellulaire au point de contrôle G1-S (Mikule et al., 2007). La transition G1-S est régulée par deux 

voies principales qui convergent toutes les deux vers l’activation de CDK2 nécessaire à la 

progression vers la phase S (Bartek and Lukas, 2001b). Lors de l’arrêt du cycle en G1, ces deux 

voies se distinguent par leur vitesse d’exécution à cause de leurs intervenants moléculaires. La 

voie classique « lente » conduit à la stabilisation de p53 suivie de l’augmentation de l’expression 

puis de l’activation de p21, un inhibiteur de CDK. Par la voie « rapide », la dégradation de la 

phosphatase CDC25A (activatrice de CDK2) engendre un arrêt rapide mais transitoire du cycle 

cellulaire avant la réplication de l’ADN (Bartek and Lukas, 2001a). Les cellules hiPS sont 

démunies de ce point de contrôle classique lors de la transition G1-S (Becker et al., 2010) et sont 

incapables d’activer un arrêt de la phase G1 via la voie classique dépendante de p53 (Barta et al., 

2010; Hong and Stambrook, 2004), contrairement aux cellules somatiques où le blocage à la 

transition G1/S est médié par p53 (Kapinas et al., 2013). De plus, alors qu’un arrêt des cellules en 

phase G2 conduit les cellules à l’apoptose revu dans (Kapinas et al., 2013), nous n’observons pas 
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d’augmentation du nombre de cellules hiPS ALMS apoptotiques positives pour l’ANNEXINE V 

(donnée non montrée) et aucune différenciation spontanées des hiPS due à une sortie de cycle 

cellulaire (100% des cellules Ki67 positives) (Becker et al., 2006). Ces résultats suggèrent donc 

que la séparation prématurée des centrosomes n’engendre pas un arrêt définitif en G2 mais un 

retard et une entrée plus lente des cellules en mitose. Ainsi, la cinétique de recrutement des 

régulateurs aux centrosomes pendant la phase G2 pourrait être ralentie par l’éloignement anormal 

des centrosomes. En effet, dans des cellules où ALMS1 est invalidée par siARN, la présence de 

cNAP1 (« centrosomal NEK2-associated protein 1 »), une protéine structurale importante des 

centrosomes qui permet l’ancrage entre ceux-ci, est diminuée au niveau du centrosome (Knorz et 

al., 2010). En plus de son rôle structural, cNAP1 recrute NEK2 (« NIMA-related kinase »), une 

protéine kinase, au niveau du centrosome (Spalluto et al., 2012). De manière très intéressante, 

Spalluto et al. ont montré que l’expression de NEK2 est induite uniquement à la fin de la phase 

G2 où elle engendre le détachement des deux centrosomes, nécessaire à la transition en phase M, 

avant d’être dégradée (Spalluto et al., 2012).  

 

Figure 65: Modèle développé par Knorz et al (Knorz et al., 201). Suite à l'invalidation de ALMS1 par siARN, l’expression de 

cNAP1 est réduite au niveau du centrosome et une diminution de cohésion entre ceux-ci est observée. ALMS1 et cNAP co-

localise à la base des centrioles. ROOTLETIN est une protéine constitutive du lien qui maintien les centrosomes côte à côte 

durant toute l’interphase et sa phosphorylation engendre la séparation des centrosomes. Une diminution d’accumulation des 

protéines du matériel péri-centriolaire telle que PCM1 et une protéine constitutive du centrosome, PERICENTRINE, est 

également observée. 

Il a été montré que les cellules mutées pour ALMS1 en prolifération possèdent des retards dans 

leur cycle cellulaire (Zulato et al., 2011). Il n’y a cependant à l’heure actuelle, aucun lien connu 

entre ce phénotype et la pathologie. Une étude plus détaillée de ces régulateurs liés au 

centrosome dans les cellules hiPS nous permettrait de mieux comprendre comment la séparation 

prématurée des centrosomes est impliquée dans le syndrome d’Alström.  
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Figure 66: Défauts du cycle cellulaire des hiPS ALMS et hypothèses de travail. Les cellules hiPS ont un cycle cellulaire  

particulier car elles ne possèdent pas de point de contrôle classique lors de la transition G1/S. Suite à la mutation de la protéine 

ALMS1, les hiPS mutées sont donc incapables de bloquer leur cycle cellulaire en G1 via la voie p53-p21 et continue leur cycle 

cellulaire jusqu’en G2. Pendant cette phase, l’expression de NEK2 est induite. NEK2 est une kinase impliquée dans la 

phosphorylation de la protéine structurale qui lie les centrosomes entre eux, ROOTLETIN. De manière intéressante, NEK2 est 

recrutée au centrosome via cNAP1 et les protéines du matériel péri-centriolaire telle que PCM1. La diminution de cohésion des 

centrosomes engendrerait donc une diminution du recrutement de NEK2 au centrosome et un retard à l’entrée en mitose. De plus, 

NEK2 est impliquée dans la résorption du cil primaire lors du passage en mitose. Une étude plus en détails de ce processus serait 

intéressante car des défauts de résorption de cils sont également associés à un retard d’entrée en mitose. 

 

Nous avons généré des hOSCs WT qui, en comparaison aux cellules hiPS WT, présentent un 

allongement de la phase G1 caractéristique de cellules multipotentes progénitrices (Becker et al., 

2010; Kapinas et al., 2013; Neganova and Lako, 2008) Nous avons réalisé la même observation 

avec les hiPS et les hOSCs ALMS. Les hOSCs générées possèdent un taux de prolifération (70 à 

80% de cellules Ki67 positives) similaire à d’autres types de progéniteurs neuronaux en culture 

dérivées de cellules hES et hiPS (Lee et al., 2009). La génération des hOSCs ALMS nous a 

permis de mettre en avant des défauts de prolifération et une perturbation du cycle cellulaire par 

comparaison aux hOSCs WT. Cette diminution de prolifération est en partie reflétée par une 
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légère diminution du nombre des cellules hOSCs ALMS positives pour PAX2/PAX8 par rapport 

au hOSCs WT. La diminution de prolifération observée dans les progéniteurs mutés engendrerait 

une diminution du nombre de cellules ciliées différenciées. Cette hypothèse est supportée par les 

problèmes de différenciation terminale des hOSCs ALMS en cellules ciliées mutées décrit dans 

ce travail et permettrait d’expliquer la surdité précoce des patients ALMS (Marshall et al., 2005; 

Zulato et al., 2011). De plus, nous avons observé une augmentation de la proportion des cellules 

en phases G1 et G2 et une diminution la proportion de cellules en réplication (phase S) et en 

mitose. Suite à une perte de cohésion des centrosomes, Mikule et al. ont montré que l’activation 

de voie p53-p21 conduisait à la sortie de cycle cellulaire en G1 (Mikule et al., 2007; Srsen et al., 

2006). Pour étudier plus en détails le devenir des cellules qui sortent du cycle cellulaire, nous 

avons étudié l’apoptose et n’avons pas observé pas d’augmentation significative de cellules 

hOSCs ALMS positives pour Annexine V. En inhibant dans des fibroblastes embryonnaires 

humains, la PERICENTRINE et PCM-1, des protéines constituant le matériel péri-centriolaire et 

essentielles à la cohésion des centrosomes, Svern et al. ont montré que la sortie de cycle 

cellulaire en G1 via p53 est associée à une sénescence de ces cellules (Srsen et al., 2006). Pour 

tester cette hypothèse, un marquage de la β-galactosidase, une protéine associée à la sénescence 

(Dimri et al., 1995), devra être réalisé sur les hOSCs. En plus d’une augmentation du nombre de 

cellules en G1, nous observons un allongement de la phase G2 correspondant à un ralentissement 

à l’entrée en mitose qui pourrait être du à la perturbation du recrutement au centrosome de NEK2 

via cNAP1 (Kim et al., 2015). Une étude plus approfondie de ces régulateurs est nécessaire pour 

confirmer cette hypothèse. Lors du développement cochléaire normale chez l’homme, à la suite 

d’une période de prolifération, les cellules progénitrices sorte du cycle cellulaire, entre la 10
ème

 et 

11
ème

 semaine post-fécondation, en expriment p27kip1, un inhibiteur du cycle cellulaire, qui 

conduit à l’arrêt de la prolifération des cellules du domaine pro-sensoriel (Chen and Segil, 1999; 

Lee et al., 2006). Ainsi, la différenciation d’une cellule ciliée correcte est associée à une sortie de 

cycle cellulaire à un moment bien précis du développement cochléaire (Kopecky et al., 2013) et 

un défaut de cycle cellulaire peut conduire à une surdité (Barrenas et al., 2005; Kanzaki et al., 

2006; Lowenheim, 1999).  

 

 Perturbation de la ciliogenèse dans les cellules mutées pour ALMS1 6.
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La localisation de la protéine ALMS1 au corps basal du cil primaire suggèrent un rôle de ALMS1 

dans la formation et/ou la maintenance du cil primaire (Graser et al., 2007; Hearn et al., 2005; Li 

et al., 2007a) et classent le syndrome d’Alström comme ciliopathie (Badano et al., 2006; 

Marshall et al., 2011; Marshall, 2008; Nigg and Raff, 2009). Ces pathologies sont associées le 

plus souvent à de nombreux symptômes dont la surdité (Forsythe and Beales, 2013; Marshall et 

al., 2011; Mora et al., 1999). Le spectre des phénotypes observés chez les patients atteint du 

syndrome d’Alström est similaire à celui du syndrome de Bardet-Biedl (BBS) (Badano et al., 

2006), ce qui suggère que des mutations du gène ALMS1 pourraient provoquer une surdité par un 

mécanisme similaire aux mutations du BBS. Il est maintenant bien établi que plusieurs gènes 

mutés dans BBS jouent un rôle au niveau du cil primaires et engendre, entre autre, des défauts de 

ciliogenèse (Ansley et al., 2003; Fan et al., 2004; Kim et al., 2004; Kulaga et al., 2004). D’autre 

part, la polykystose rénale, une autre ciliopathie, est caractérisée par des défauts de ciliogenèse et 

le développement progressif de kystes remplis de liquide, conduisant finalement à une 

insuffisance rénale (Wilson, 2004). La POLYCISTINE 1 et 2, les protéines mutées dans la PKD  

sont exprimées au niveau du cil  primaires et sont nécessaires à la signalisation induites par les 

cils (Nauli et al., 2003; Otto et al., 2003; Wang et al., 2004). Plusieurs équipes ont montré que les 

cellules hiPS et hES indifférenciées sont capables de générer un cil primaire très court en culture 

(He et al., 2014; Kiprilov et al., 2008; Vestergaard et al., 2016). De manière intéressante, NEK2 

qui permet la séparation des centrosomes avant l’entrée en phase M, est également impliquée 

dans la résorption du cil primaire nécessaire à la transition correcte G2/M dans les cellules en 

prolifération (Kim et al., 2015; Spalluto et al., 2012). Dans les cellules en prolifération, la 

dégradation du cil à la fin de la phase G2 semble essentielle pour libérer le centrosome en vue de 

la formation des fuseaux mitotiques (Liu and Ruderman, 2006). Un défaut dans ce processus 

induit un retard à l’entrée des cellules en phase M (Delaval and Doxsey, 2010; Holubcova et al., 

2011; Liu and Ruderman, 2006). De plus, en absence d’ALMS1, les cellules rénales 

embryonnaires développent un cil primaire plus court (Li et al., 2007a). Les défauts de cycle 

cellulaire observés dans les hiPS mutées pourraient donc être liés à leur cil primaire. Une étude 

plus approfondie de leur cil primaire en culture permettrait de mieux connaitre les mécanismes 

moléculaires impliqués dans la surdité des patients ALMS. D’autre part, dans de cellules qui ne 

prolifèrent pas, le centrosome s’attache à la membrane cellulaire et devient le corps basal. Ce 

dernier agit comme modèle pour l’assemblage du cil primaire (Dawe et al., 2007; Singla and 
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Reiter, 2006). Nous avons donc étudié la ciliogenèse des hOSCs en les privant de facteur de 

croissance pendant 48h et observons une diminution significative de la longueur du cil développé 

par ces cellules mutées. Li et al, ont fait la même observation après avoir inhiber l’expression 

d’ALMS1 par siARN dans des cellules rénales (Li et al., 2007a). Cette diminution de la taille des 

cils observés dans les progéniteurs en absence de facteurs de croissance pourrait refléter leur 

incapacité à générer un cil primaire correcte une fois différenciées en cellules ciliées. Cette 

hypothèse doit bien sûr être testée après différenciation terminale des hOSCs ALMS. De manière 

intéressante, en plus de participer à la cohésion des centrosomes, ALMS1 semble aussi interagir 

avec les composants du matériel péri-centriolaire, un ensemble de protéines qui entourent le 

centrosome, composé notamment par la PERICENTRINE (Dammermann and Merdes, 2002; 

Delaval and Doxsey, 2010; Young et al., 2000). La PERICENTRINE est exprimée au niveau du 

corps basal et permet notamment son ancrage dans la membrane plasmique (Muhlhans et al., 

2011; Zimmerman et al., 2004) et la perturbation de son expression conduit également à une 

diminution de la ciliogenèse (Graser et al., 2007; Martinez-Campos et al., 2004; Mikule et al., 

2007; Nachury et al., 2007). Dans les cellules déplétées pour ALMS1, l’accumulation de 

PERICENTRINE au centrosome est diminuée (Knorz et al., 2010), même si aucune interaction 

directe n’est connue à l’heure actuelle entre ces deux protéines. De manière intéressante, Jurczyk 

et al. ont montré que la PERICENTRINE forme une complexe avec la POLYCISTINE-2, une 

des protéine mutée dans la polykystose rénale et que l’inhibition par siARN de la 

PERICENTRINE perturbe la localisation au corps basal de la POLYCISTINE-2 (Jurczyk et al., 

2004). Une étude plus détaillée de ces protéines composant le matériel péri-centriolaire devra être 

réalisée dans nos cultures cellulaires et nous permettra de disséquer plus en détails les 

intervenants moléculaires de la surdité observée chez les patients ALMS. 
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Figure 67: Perturbations du cycle cellulaire et de la ciliogenèse des hOSCs ALMS et hypothèses de travail. Suite à la mutation de 

la protéine ALMS1, les hOSCs mutées sont capables de bloquer leur cycle cellulaire en G1 via la voie p53-p21. L’activation de 

cette voie via une perte de cohésion centrosomale est associée à une sortie de cycle cellulaire et l’induction de la sénescence qui 

pourrait correspondre à la diminution de prolifération observée avec ces cellules. Cette diminution de prolifération des 

progéniteurs otiques engendrerait une diminution du nombre de cellules ciliées différenciées et permettrait d’expliquer la surdité 

juvénile des patients ALMS. De plus, les hOSCs mutées possèdent des défauts de ciliogenèse lorsqu’elles sont privées de facteurs 

de croissance. Une étude plus approfondie de ce processus en condition proliférative est nécessaire pour confirmer la diminution 

de ciliogenèse observée dans des lignées cellulaires invalidées pour ALMS1. Une diminution de ciliogenèse au stade progéniteur 

n’explique pas la surdité observée chez les patients mais pourrait refléter un problème de développement du cil une fois ces 

cellules différenciées en cellules ciliées. Cette hypothèse sera confirmée par la mise au point d’un protocole de différenciation 

terminale plus robuste. 

 

 Les cellules différenciées mutées pour ALMS1 semblent ré-entrer en cycle cellulaire  7.

 

Enfin, nous avons observé une prolifération anormale des cellules mutées différenciées après 10 

jours de co-culture. La nature des cellules proliférantes restent à déterminer mais tant les cellules 

ciliées que les cellules de soutien semblent affectées. En effet, l’analyse de coupes cochléaires 

provenant de patients sourd atteints du syndrome d’Alström (post-mortem), ont révélé un nombre 

anormalement élevé de cellules constituant l’organe de Corti (cellules de soutien et cellules 

ciliées) (Nadol et al., 2015). De même, Shenje et al, ont montré que les cardiomyocytes de 

patients ALMS, présentaient une prolifération anormale (Shenje et al., 2014). Des observations 

similaires ont été réalisées in vitro, à partir de culture de cellules rénales et cardiaques, invalidées 
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pour ALMS1 avec notamment une apparition  de cellules cardiaques en phase G2/M (Li et al., 

2007a; Shenje et al., 2014). Ceci suggère que les cellules différenciées mutées semblent capables 

de ré-entrer dans le cycle cellulaire. Nous étudierons l’apoptose de ces cellules car la réentrée 

dans le cycle cellulaire est associée la plus souvent à une mort par apoptose (Agah et al., 1997) 

(Folch et al., 2012). Une étude plus détaillée de ces cellules en prolifération est nécessaire pour 

connaitre leur destin.  
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Conclusion 

 

La protéine centrosomale ALMS1 est exprimée par toutes les cellules du corps humain 

expliquant pourquoi autant d’organes sont affectés suite à sa mutation dans le syndrome 

d’Alström. Nous nous sommes focalisés sur le développement cochléaire et la surdité développée 

chez les patients ALMS. Notre travail a permis la mise en place d’un modèle d’étude humain 

unique et la mise en évidence de phénotypes pathologiques complexes associés à la mutation de 

la protéine ALMS1. 

 

Tout d’abord, sur base de la littérature disponible, nous avons mis au point un protocole de 

différenciation en cellules ciliées. L’ensemble de ces résultats confirment le rôle très important de 

la voie des FGFs lors de le développement cochléaire chez l’homme et montre le rôle primordial 

du FGF2 lors de l’induction otique. En effet, les cultures traitées avec HS et FGF2 ont montré un 

nombre significativement plus élevé de progéniteurs otiques. De plus, l’ajout d’une forte dose de 

FGF2, non seulement induit l’expression des marqueurs de progéniteurs otiques, mais inhibe le 

destin neurectodermique. Nous avons généré un pool homogène de ces progéniteurs otiques pour 

la première fois à partir de cellules hiPS. Ces hOSCs WT sont capables de se différencier en 

cellules ciliées organisées en rosettes otiques ATOH1 et MYO6 positives, en présence de cellules 

nourricières. La mise au point d’une méthode de différenciation plus robuste et plus efficace nous 

permettra l’étude de la ciliogenèse et de la fonctionnalité des cellules ciliées. Ainsi, le 

développement d’un protocole en 3D serait avantageux car cette méthode ne nécessite pas de 

tissu exogène et permettra de générer tous les types cellulaires de l’organe de Corti.  

 

La génération des cellules hiPS à partir des patients sourds atteint du syndrome d’Alström 

constitue une source inépuisable de matériel humain unique disponible pour l’étude de cette 

ciliopathie. La génération des hiPS ALMS et leur différenciation en cellules progénitrices mutées 

nous a permis la mise en évidence de défauts de prolifération et de cycle cellulaire liés à la 

mutation de la protéine ALMS1. De manière importante, nous avons identifié les différentes 

phases du cycle cellulaire perturbées dans les cellules mutées. La diminution de cohésion des 

centrosomes suite à la mutation d’ALMS1 induit un retard de l’entrée en mitose dans les hiPS 

ALMS et un arrêt en G1 probablement associée à une sénescence dans les hOSCs ALMS. Ces 
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résultats sont en corrélation avec l’étude du cycle cellulaire d’autres types de cellules 

proliférantes déplétées pour ALMS1. Nous avons émis plusieurs hypothèses quant aux 

mécanismes moléculaires impliqués et aux conséquences de ces défauts complexes de cycle 

cellulaire dans lesquels cNAP1 et NEK2 jouerait un rôle central. Nous suggérons que la surdité 

précoce observée chez les patients ALMS serait due à une diminution de la prolifération des 

progéniteurs otiques mutés. En plus, ces progéniteurs produisent un cil primaire anormalement 

court, caractéristique des phénotypes observés dans les ciliopathies. Une étude plus détaillées de 

l’implication des protéines centrosomales telles que la PERICENTRINE et d’autres protéines 

impliquées dans la ciliogenèse nous permettra de disséquer les mécanismes moléculaires qui 

sous-tendent la surdité chez les patients ALMS. De manière importante, nous observons une 

prolifération anormale des cellules différenciées même si leur identité reste à démontrer. Ceci 

suggère que les cellules ciliées correctement différenciées à partir du pool réduit de progéniteurs 

otiques ré-entrent en cycle cellulaire puis dégénèrent. Cependant, la mise au point d’un protocole 

de différenciation terminale plus robuste permettant la différenciation terminale de ces 

progéniteurs en cellules cochléaires de manière plus efficace, nous permettra à terme, l’étude de 

la maladie à ce stade de développement plus avancé.  

  

Par l’étude du modèle humain de surdité, nous sommes en mesure de confirmer différents 

phénotypes observés chez les patients ALMS. Une amélioration de ce modèle et une étude plus 

approfondie des intervenants moléculaires nous permettra une meilleure compréhension de la 

physiopathologie complexe du syndrome d’Alström.  
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