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FISH-ESC

Premier colloque

international sur
la recherche dédiée
aux cellules souches

>Organisé du 31 janvier au 2 février, a évry, sous
embryonnaires humaines

I’égide du programme IngeCell du Pdle de com-
petitivité Medicen, FISH-ESC, the first interna-
tional symposium on human embryonic stem cell
research, a attiré un public nombreux et ravi de

Laure Coulombel
Avec la relecture critique
de John De Vos et Michel Pucéat

la tres grande qualité des interventions scien-
tifiques, qui se succédaient en trois sessions:

recherche fondamentale et différenciation,
L. Coulombel :

expériences des sociétés de biotechnologie, et Médecine/Sciences

et Inserm U602,

FORUM

programmes européens. Dans ce compte rendu,
nous ne suivrons pas I'ordre des interventions,
mais plutot la logique du contenu des exposés. <

Hopital Paul Brousse,
94817 Villejuif Cedex, France.
Icoulombel@

(@)

medecinesciences.org
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<7 o de I'ICM et les cellules de I’épiblaste répondent dif- S
ebruary 20d 2008 | Evry-Paris , . . .
féremment aux signaux cytokiniques: I’ICM de souris =
DEEEEEEEEEE 0 O 1w - cultivée dans des tlzonditiorjs humaine.s (IActivine et 2
bFGF) ne donne naissance & aucune lignée €S et se 5
différencie; au contraire, I’épiblaste tardif requiert 5
Recherche fondamentale et différenciation P’Activine et le bFGF pour engendrer des lignées plu- &
des cellules souches embryonnaires ripotentes, et se différencie en présence de LIF et %
BMP. Pour R. Pedersen, il est illusoire de penser qu’en
Les cellules €S humaines donnent du fil a retordre sélectionnant des embryons humains plus précoces,
Les intervenants ont discuté plusieurs des difficultés on obtiendrait des lignées ayant les propriétés des
auxquelles les chercheurs s’affrontent: I'origine des cellules €S « murines ». Pour lui, les cellules €Sm
cellules souches embryonnaires humaines (ESh), le représentent probablement une exception, idée corro-
probléme de la variabilité des lignées de cellules €Sh, la  borée par la difficulté d’obtention d’autres cellules €S
difficulté des cultures en suspension, la compréhension de mammiferes.
moléculaire de Iétat pluripotent. Un des projets de I’équipe de Pedersen, issu des obser-
- Roger Pedersen (Cambridge, Royaume-Uni) discutait vations ci-dessus, est de comprendre comment des
I’origine effective des cellules ESh. €n effet, alors que  molécules de la famille du TGF-3 (BMP4, Activine), qui
€Sm (cellules €S murines) et ESh sont toutes deux induisent I'activation de la méme cascade de signali-
dérivées de la masse interne du blastocyste (ICM), sation intracellulaire, celle des Smad, sont impliquées
elles difféerent par leur réponse aux signaux biochimi-  a la fois dans la différenciation vers ’endoderme et le
ques (LIF, BMP chez la souris ; IGF, bFGF, Nodal et Acti-  maintien de la pluripotence, deux destins antinomi-
vine chez I’homme), la morphologie des colonies et la  ques. Il démontre que cette dichotomie est contrdlée
technique de dissociation des colonies (enzymatique en aval des Smad2/3. ’équipe a mis en évidence que
chez la souris, mécanique chez ’homme pour limiter le facteur de transcription FOXh1 régule la transcrip-
I’émergence d’anomalies chromosomiques). Le labo de  tion des genes Lefty, Nodal, mais ni Nanog ni Oct4,
R. Pedersen a récemment suggéré la similitude des ESh  contrairement aux Smad, dont P’inhibition abolit Iex-
avec les cellules €Sm issues de I’épiblaste tardif (un  pression des 4 génes mentionnés, confirmant la diver-
des deux feuillets individualisés de la masse interne) gence tardive des voies gouvernant la pluripotence et
chez la souris [1]. De fagon intéressante, les cellules la différenciation.
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- Niall Dillon (Londres, Royaume-Uni) s’attaquait & la dissection des
déterminants de I’état pluripotent : combinaison de facteurs de trans-
cription (FT), de marques épigénétiques, et d’organisation chromati-
nienne permettant d’activer et réprimer de multiples genes. Combinai-
son et non pas marques uniques de cellules €S, comme on pouvait le
croire initialement. Pour lui, le succes de la reprogrammation de fibro-
blastes murins et humains en cellules souches pluripotentes induites
(iPS) avec les « 4 facteurs de Yamanaka » [2, 3] prouve que les fon-
dements de la pluripotence sont les mémes chez la souris et "lhomme.
On a souvent dit que les cellules €S était « dans les starting blocks »
les locus étant pré-activés, mais pas encore transcrits. Dans ce cadre,
N. Dillon rappelle que les marques bivalentes (présence simultanée sur
I’histone H3 d’une méthylation de la lysine 4, marque activatrice, et
de la lysine 27, marque répressive) contribuent & la pluripotence, mais
ne sont pas spécifiques des cellules €S; il décrit ensuite la cinétique
de I'activation génique et propose I'intervention d’un €TCM, ou enhan-
cer transcription competence mark : ’ETCM fait intervenir la fixation
d’un facteur de transcription (FT) non pas sur le promoteur, mais sur
un enhancer; ce recrutement, et celui d’autres protéines, prépare le
locus, mais il "’y a pas encore transcription [4]. Uexemple pris était
celui des deux génes A5 et VpreB, co-activés lors du développement
B précoce, et produisant des composants du complexe pré-BCR. Un
enhancer intergénique fixe les FT et ’ARN polymérase Il avant Iinitia-
tion de la transcription, créant ce que Dillon appelle ETCM. Dans les
cellules €S, Sox2 et FoxD3 sont liés a cet enhancer dont I’histone H3
est méthylée en K4, une marque d’activation. Lors de la différenciation
pro-B, il y a un relais de Sox2 a d’autres FT comme Sox4 et FoxP1 et un
transfert (ou une extension) de ces facteurs sur le promoteur, dont
résulte la transcription du géne. Ces ETCM seraient ainsi les princi-

Figure 1. Zone de cellules « battantes » dans un corps embryoide dérivé de cel-

lules ES humaines (photo Michel Pucéat, €vry, France).
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paux modulateurs de I’activation génique, permettant
I’adaptation temporelle de la transcription.

. U'exposé de Michel Pucéat (Evry, France) s’avérait
complémentaire et présentait des résultats non publiés
sur le mécanisme moléculaire de ’engagement de cel-
lules €Sh dans la voie cardiogénique. La molécule BMP2
est suffisamment puissante pour induire a elle seule
I’engagement mésodermique des cellules €S, ce qui est
encore facilité par I’ajout d’un inhibiteur du FGF [5].
Or, M. Pucéat a découvert que BMP2 rompt I’équilibre
d’un complexe moléculaire incluant Oct4 (I’isoforme
Oct4iA du facteur Oct4, tandis que isoforme iB restant
invariante). Dans les cellules €Sh indifférenciées, Sox?2
est liée a Octd ; BMP2 déplace cette liaison, Sox17 rem-
plagant Sox2, ce qui engagerait la différenciation car-
diogénique. Dans le modeéle proposé par M. Pucéat, une
colonie de cellules ESh organiserait sa propre « niche »
en domaines : au centre de la colonie les cellules plu-
ripotentes, et en périphérie, en réponse a la sécrétion
locale de BMP2, Sox17 déplacerait Sox2 sur Oct4, indui-
sant la voie cardiogénique (Figure 1).

+ Un autre exemple de modélisation a été donné par
Peter Andrews (Sheffield, Royaume-Uni), dans le cadre
de sa présentation du programme Européen €Stools. |l
utilise les cellules €S comme modele de compréhension
du processus d’instabilité génétique et de dévelop-
pement tumoral via une approche génétique, mais
aussi une modélisation mathématique: en culture,
les cellules €Sh peuvent évoluer vers un phénotype
tumoral, en particulier par I’acquisition d’anomalies
des chromosomes 12, 17 et X, des cellules porteuses
de ces anomalies prenant plus ou moins rapidement
le dessus. Peut-étre les mécanismes présidant a cette
dominance sont-ils proches de ceux qui contrélent la
progression tumorale.

« Chad Cowan (New York, €tats-Unis) rappelait ensuite
la variabilité entre lignées de cellules ESh (45 ESh déri-
vées a Harvard) [6], que ce soit dans leur potentiel ou
leur profil transcriptionnel (avec parfois des variations
d’expression de transcrits atteignant un facteur > 10%),
écueil dans le cadre d’une thérapie « autologue » ou il
serait nécessaire d’évaluer plusieurs lignées pour cha-
que patient. Il explore cette variabilité par "analyse des
SNP a large échelle dans 28 lignées, mais doute que le
probléme soit uniquement génétique, et envisage éga-
lement une analyse épigénétique a large échelle (CHIP
on ChIP, et CHIP/séquence).

« Michal Amit (Technion, Israél) rappelait que ce n’est
qu’en 2001 que fut remplacé le sérum et les cellules
nourricieres (feeders) murines dans les cultures de
cellules €Sh, et en 2007 que "on a pu éliminer les
protéines animales et les feeders, remplacés par des
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protéines matricielles [7]. €lle montrait de trés spectaculaires
résultats d’adaptation de la culture des cellules ESh indifférenciées
en suspension. Les ESh s’agrégent en sphéres qui sont désagrégées
par pipetage une fois par semaine pour éviter "apparition de sphée-
res de taille trop importante au cceur desquelles on observe une
forte apoptose. U'activation de la voie de signalisation gpl30, via
’ajout au milieu de culture de IlL-6 et de son récepteur soluble
IL-6R, semble étre un parametre important. Quatre lignées différen-
tes ont ainsi été cultivées de maniere prolongée depuis un an sans
altération du caryotype ni de la pluripotence des cellules €S. Cette
nouvelle méthode de culture des ESh est une étape importante vers
I'utilisation de bioréacteurs pour Iamplification a large échelle de
ces cellules.

« N. Nakatsuji (Kyoto, Japon), directeur du seul groupe a avoir
dérivé des cellules €Sh au Japon depuis 2003 (3 lignées), rappelait
les contraintes imposées par son gouvernement a I’exportation des
lignées japonaises. Il plaidait pour I’établissement d’une banque de
cellules ESh et iPS dont le typage HLA serait défini, et soulignait que
100 lignées ESh obtenues d’ovocytes parthénogénétiques (une alter-
native aux lignées obtenues par transfert nucléaire) pourraient suffire
pour refléter la diversité immunologique (compatibilité compléte ou
partielle) des patients japonais [8].

Des cellules €S comme modélisation de maladies humaines

- Stuart Orkin (Boston, Etats-Unis) soulignait I'intérét potentiel des
cellules €Sh pour modéliser certaines maladies humaines pour les-
quelles il n’existe pas de modeles animaux. C’est le cas par exemple
des leucémies mégacaryocytaires de type M7 qui se développent
chez les enfants trisomiques 21. Ces leucémies sont associées a
une mutation du geéne gata-1I, a 'origine d’une protéine tronquée
GATA1AN [9]. exemple est unique en ce qu’il associe une mutation
somatique, en elle-méme peut-étre silencieuse (anomalies méga-
caryocytaires discrétes au stade feetal), mais qui,

maladie avec les mutations des génes impliqués dans
le Parkinson humain (six génes impliqués dans les for-
mes familiales), il développe une stratégie consistant
& surexprimer I'a-synucléine (produit d’un des six
génes impliqués) sous forme inductible (pTRE2-Myc-at
synucléine) dans des cellules ESh. De fait, ses résul-
tats préliminaires montrent la formation d’agrégats
d’a-synucléine et la présence de corps de Lewy dans
les neurones dopaminergiques issus de la différen-
ciation de ces cellules €S, ce qui entrafne leur mort,
modéle qui sera utilisé pour le criblage pharmacolo-
gique. Mais les agrégats semblent aussi étre présents
dans les cellules €S indifférenciées.

Panorama des voies de différenciation des cellules €S
« Eric Bouhassira (New York, états-Unis), Igor Slukvin
(Madison, €tats-Unis) et Georges Daley (Boston,

FORUM

€tats-Unis) décrivaient leur expérience d’induction
de la différenciation hématopoiétique des cellules

(@)

€Sh: tous trois se heurtent a une difficulté récur-

rente, celle d’induire une hématopoiese « définitive »,

N

COMPTE RENDU DE CONGRES

caractérisée par une population de cellules souches
hématopoiétiques multipotentes, et la production
d’érythrocytes énucléés exprimant une hémoglobine
de type adulte.

« Igor Slukvin essaie de définir des sous-populations de
progéniteurs hématopoiétiques de potentiel varié, en
analysant la cinétique d’apparition de trois marqueurs
classiques de I’hématopoiese feetale et adulte, CD34,
(D43 et CD31, lors de I'induction de hématopoiése dans
des cellules ESh cultivées sur la lignée stromale OP9Y
[10].

dans le contexte de I’avantage prolifératif peut-étre
conféré par la trisomie 21, provoque une leucémie.
Or cette synergie n’est pas reproduite en croisant des
souris transgéniques GATAIN et des souris reprodui-
sant partiellement le syndrome de Down, Ts65Dn ou
TC1 (ayant incorporé une séquence du chromosome
21 humain). U'équipe a donc établi plusieurs lignées de
cellules €Sh a partir d’embryons dont la biopsie avait
révélé une trisomie 21, et explore leur différenciation
hématopoiétique, et envisage de transduire la forme
GATA1AN. Comme le chromosome 21 contient 220 genes
dont 100 sont exprimés dans les cellules hématopoié-
tiques, un criblage biologique a la recherche des genes
impliqués dans la prolifération mégacaryocytaire
anormale est envisagé.

+ Dans cette méme optique de modélisation de mala-
dies humaines, Chad Cowan (Boston, ftats-Unis)
présentait son projet sur la maladie de Parkinson.
Rappelant qu’aucun modele animal ne reproduit la
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Figure 2. Morphologie des érythrocytes dérivés des cellules souches embryonnai-
res humaines (ESh) aprés différenciation terminale dans la voie érythrocytaire.

Coloration Giemsa (x 1000) (photo Emmanuel Olivier, Eric Bouhassira).
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« Eric Bouhassira utilise un protocole complexe, fondé sur I'induc-
tion séquentielle du mésoderme, puis de I’hématopoiese, enfin de
I’érythropoiese a partir de cellules triées sur Iexpression de CD34".
A chaque étape correspond une combinaison spécifique de facteurs
inducteurs (activine A, Wnt 3, puis BMP4, puis IL3, VEGF, IHH, puis jag-
ged), mais aussi la culture sur des feeders de foie feetal.

Uimportance de ces morphogeénes, et d’autres facteurs inducteurs
comme HoxB4 ou Cdx4/1, est aussi soulignée par G.Daley [11], et
A.). Lewis (Novocell, San Diego, Etats-Unis) rapportera également,
dans le cas de la différenciation pancréatique, I'importance de mimer
les interactions inductives des étapes embryonnaires normales. Les
résultats actuels n’aboutissent qu’a la production de globules rou-
ges porteurs d’hémoglobines embryonnaires Gower | puis Gower Il, ou
d’hémoglobine feetale, mais aucune hémoglobine adulte (globine [3)
n’est induite [12]. Eric Bouhassira émet I’hypothése selon laquelle
les transitions de I’hémoglobine seraient en partie sous le controle
d’ARN non codants dits « hétérochroniques » (lin-4, let-7) similaires
a ceux qui régulent chez C. elegans la transition des stades larvaires
a adulte, et que peut-étre la manipulation de ces facteurs pourrait
permettre de franchir in vitro ces transitions a partir des cellules €Sh
[13] (Figure 2).

- Oliver Briistle (Bonn, Allemagne), montrait que les cellules pouvaient
répondre aux molécules contrdlant I’établissement de la régionalisa-
tion des neurones chez "embryon : acide rétinoique pour une spéciali-
sation postérieure, Shh/FgF8 pour une induction de type tronc cérébral
ventral (ventral midbrain). Uanalyse fonctionnelle est malaisée : si
les cellules €S murines s’intégrent bien dans les tranches de tissu
hippocampique cultivées in vitro, ce n’est pas le cas des cellules ESh,
la culture dégénérant avant que les cellules aient pu s’intégrer; les

cellules peuvent aussi étre injectées dans le cerveau de
souris SCID nouveau-nés, ou elles migrent dans de nom-
breuses régions et forment des synapses, toutefois la
persistance de connexions a long-terme reste a démon-
trer. S’assurer de I'absence de contamination par des
cellules indifférenciées résiduelles est un prérequis pour
une utilisation thérapeutique. 0. Briistle procede par tri
des précurseurs neuronaux, en utilisant comme géne
rapporteur I’expression de la doublecortine. Les pré-
curseurs ainsi triés peuvent étre congelés en vue d’une
utilisation ultérieure, et le transgene peut étre éliminé
car le géne rapporteur est inséré dans une construction
«loxée » excisable par Iexpression transitoire de I'en-
zyme cre (via un peptide perméant). Suggestion d’utili-
sation par exemple pour une supplémentation locale en
adénosine dans I’épilepsie ?

« Mark Mercola (La Jolla, CA, Etats-Unis) a montré
I’utilisation du criblage a haute densité pour tester des
chimiothéques sur les cellules €Sh a la recherche de
candidats-médicaments (druggables) [14]. Il a illustré
cette stratégie avec le couplage du criblage a haute
densité et de I'imagerie cellulaire utilisé depuis 4 ans
au Burhnam Institute (La Jolla).

- Lorenz Studer (New York, €tats-Unis) s’intéresse
a la dissection, a partir de cellules €Sh, de la hié-
rarchie d’acquisition de I’identité des différentes
populations du systeme nerveux. Les cellules souches
neurales (NSC) isolées jusqu’a présent de €Sh ou de
tissu primaire ont un potentiel relativement limité, et

e Cellules ESh m——

Différenciation Pluripotentes

+ périphérique
Comportement
invivo

Tératomes Prolifération excessive

Facteurs de FGF ; LIF/BMP SHH/Notch

croissance

CSN formant rosettes
(coculture sur MS5 ; jour 14)

Systéme nerveux central

Stade de maturation

CSN==Neurones =——
(jour 20-30)

Certaines populations
du SNC

Pas de tumeurs

FGF2/EGF

Figure 3. Hiérarchie d’établissement des progéniteurs neuraux a partir des cellules ESh. CSN: cellules souches neurales ; SHH : sonic hedgehog;

FGF : fibroblast growth factor; €GF: epidermal growth factor; LIF: leukemia inhibitig facor; BMP: bone morphogenetic protein. Fleche rouge :

autorenouvellement (cette figure est adaptée d'apres [15]).
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L. Studer décrit IYidentification d’une nouvellle population appelée
R-NSC, pour rosette-neural stem cells, qui peut étre isolée de fagon
prospective (via I’expression de I’antigéne de surface reconnu par
I’anticorps Forse-1) quelques jours aprés I'induction de la différen-
ciation de €Sh [15]. Dans la hiérarchie, ces R-NSC sont en amont
des cellules souches neurales (NSC) ou des progéniteurs de la créte
neurale (que cette équipe a précédemment isolés indépendamment),
sur les critéres suivants: capacité d’autorenouvellement impor-
tante - en présence de ligands de Notch et de Shh -, potentiel extré-
mement large, puisque ces R-NSC donnent naissance, en présence
d’inducteurs appropriés, aux populations de neurones des deux
systémes nerveux, central mais aussi périphérique (Figure 3). Reste a
déterminer dans cette hiérarchie, quels progéniteurs seront les plus

souches adultes. Plusieurs possibilités ont été tes-
tées pour y remédier: feuillets cellulaires, fils de
collagéne, ou matrices 3D a base de fibrine. Ces der-
niéres offrent plusieurs avantages, biodégradabilité,
neutralité immunologique, possibilité de coupler la
fibrine de ces matrices a des facteurs comme le VEGF,
facilitant I’établissement de structures vasculaires
dérivées de I’hote.

Des cellules €S aux iPS, actualité oblige

Bien entendu, tous les orateurs, ou presque, dupli-
quaient les expériences faites avec les cellules €S
en utilisant des iPS, confirmant ainsi le succes de la

utiles - et les moins nocifs (les R-NSC ont un potentiel tumoral) - en  reprogrammation par la transfection des «4 facteurs =
transplantation. Yamanaka » (4fY) : il en était ainsi de Chad Cowan, 2
- Marisa Jaconi (Genéve, Suisse) rappelait en introduction ses utilisant des fibroblastes adultes, et les 4fY sous forme (@)
essais de dérivation de lignées a partir de blastomeres de 78 inductible dans un lentivirus. Il présentait des images -
embryons arrétés; une seule lignée obtenue, polyploide, et fonc- de différenciation en cardiomyocytes des iPS obtenues,
tionnellement tres éloignée d’une lignée ES. exposé était surtout et soulignait, comme beaucoup d’autres intervenants,
consacré a I’amélioration des conditions de transplantation et de que le dosage relatif de chacun des 4 facteurs était
survie des cellules puisque environ 90 % des cellules greffées sont un parametre essentiel, mais encore mal connu et mal
perdues par apoptose, un probleme déja connu pour les cellules maftrisé. §
G}
=
o
(@S]
Stade 1 Stade 2 Stade 3 Stade 4 a
jun]
AT Intestin Intestin €Endoderme o
Endoderme définitif primitif postérieur pancréatique B E
ActA + Wnt ActA KGF RA + Cyc + Nog Pas de facteurs d M'I';u w
RPM] + RPMI + RPM] + DMEM + DMEM + € culture =
0 % FBS 0,2 % FBS 2 % FBS 1% B27 1% B27 %
,l 1 jour | 2 jours } 3 jours } J jours | J jours | Jours de culture <
e ME DE PG o o Marqueurs moléculaires
0CT 4 BRA S0X17 HNF1B PDX1 NKX6-1
NANOG FGF4 CER HNF4A HNFé PTF1A
S0X2 WNT3 FOXA2 PROX1 NGN3
€CAD NCAD CXCR4 S0X9 NKX2-2
0,5-1x10" cellules
stade 4
. Mesure taux
Eponge gelfoam >90jours  de peptide C humain
recouverte de Matrigel @ ] (“9 pM. 2180 pM
apres stimulation
T glucose)
SCID-beige
Figure 4. Démarche expérimentale de Novocell pour démontrer I’efficacité de production d’insuline par ces cellules 8 pancréatique issues de cellu-
les hES et implantées in vivo (encapsulées). actA : activine A ; RA : retinoic acid ; Cyc : cyclopamine ; FBS : fetal bovine serum (adapté de [6]).
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- Georges Daley décrivait sa stratégie de dérivation des iPS [16], en
mentionnant que dans son expérience, I’efficacité de reprogramma-
tion diminuait avec I’Gge des cellules somatiques utilisées. Une des
questions posées dans toutes ces expériences de reprogrammation est
celle du réle putatif d’un hot-spot d’intégration virale dans la repro-
grammation. Mais le séquencage des sites d’intégration ne semble
pas démasquer de sites d’intégration communs [17], excluant que
la reprogrammation soit due a I’activation d’un géne endogéne par
I'intégration virale.

« Eric Bouhassira dérive ses cellules iPS a partir de cellules souches
mésenchymateuses, et a obtenu 16 colonies représentant 3 clones
distincts. Pour lui, une des difficultés est celle de I’évaluation de la
pluripotence des iPS, puisqu’on ne dispose pas, comme chez la souris,
de la possibilité de créer des chimeres aprés injection dans un blasto-
cyste ensuite réimplanté.

La place des sociétés de biotechnologies

La prudence des big pharma vis-a-vis des cellules €S a été a nouveau
soulignée, et il a été difficile d’obtenir des informations sur ce que la
FDA requérerait pour un essai de phase |.

. Chunhui Xu, représentante de Geron Corporation (California,
états—Unis), n’a pas souhaité donner d’information précise, ni sur
I"attitude de la FDA ni sur le lancement de I'essai clinique utilisant
des cellules €S annoncé depuis 2005 (traumatismes de la moelle
épiniére). Son exposé concernait la différenciation en cardiomyocy-
tes de la lignée H7, et "analyse des propriétés apres greffe chez le
rat nude, aprés culture en masse (cell stack). Mais on retrouvait les
problémes soulignés par d’autres : absence de pureté de la popula-
tion greffée (30 %), cellules restant & un stade immature, absence
d’amélioration spectaculaire de la fonction cardiaque, absence
d’analyse électrophysiologique.

- Dorotea Rigamonti présentait la société Dialectica, émanation
du laboratoire de €. Cattaneo (Milan, Italie). Lobjectif est de
développer des outils utilisables pour le criblage de composés
chimiques. Le modeéle est la maladie de Huntington, ot il y a un
déficit en BDNF (brain-derived neurotrophic factor) : la protéine
mutante HD (Huntingtine) n’est plus capable de retenir le facteur
de transcription REST dans le cytoplasme; celui-ci migre dans le
noyau et entrafne la répression du géne codant le BDNF (via une
séquence REI/NRSE). ’idée est donc de chercher des molécules qui
leveraient cette inhibition et restaureraient I"expression de BDNF
[18]. Trois composés intéressants auraient été identifiés...

- Tim Allsopp pour la société Stem Science (Edinburgh, Royaume-Uni,
émanation du laboratoire de Austin Smith) a pour objectif principal
de faire passer le travail biologique sur les cellules €S en une pla-
teforme de manipulation de ces cellules: cela implique d’introduire
une reproductibilité dans I’amplification et le potentiel sans altérer
la «fidélité » des cellules (la capacité de se comporter comme une
cellule normale). Les objectifs sont essentiellement I’automatisation,
la production de milieux appropriés, selon une méthodologie déja
éprouvée pour les cellules ESm.
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- Johan Hyllner pour Cellartis (Dundee, Royaume-Uni
et Goteborg, Suéde) rappelait que la compagnie avait
dérivé 30 lignées, dont une en I'absence de feeder
et de protéines animales (xeno-free). Il mettait en
avant I’intérét pour les compagnies pharmaceutiques
du criblage de petites molécules et de tests toxicolo-
giques, en soulignant que "aspect thérapeutique ne
venait qu’en seconde position. Cellartis travaille sur
deux modeles « des cellules de type hépatocytaire »
qui expriment les génes clés (dont les enzymes de
phase 2) et sont métaboliquement compétentes, et
des cardiomyocytes. Dans ce dernier cas, I'intérét de
Cellartis est de cribler la réponse électrophysiologique
fonctionnelle des cellules via MEA, un microelectrode
array system qu’ils ont développé, dans des micro-
bioréacteurs en présence de molécules chimiques a
la recherche de molécules utilisables en pathologie
cardiovasculaire (par exemple, syndrome du QT long).
Cellartis argumente que ces cellules différenciées a
partir d’€Sh seraient de meilleurs modeles pour la
toxicologie des petites molécules que les modeéles
actuellement utilisés : cellules animales et animaux
(modéle non humain), lignées tumorales humaines
(modele de prolifération éloigné de la physiologie) ou
cellules primaires humaines (cellules trop difficiles
d’acces en grandes quantités).

« AJ. Lewis a présenté la démarche de Novocell (San
Diego, €tats-Unis) dans le diabéte, rappelant que cette
maladie (type 1 et surtout 2) concernera 300 millions de
patients en 2025, dont 21 millions aux Etats-Unis (7%
de la population). Leur approche consiste a encapsuler
les cellules productrices d’insuline et a les insérer chez
le patient. Cette approche est validée en utilisant des
flots de Langerhans issus de tissu humain, mais la dif-
ficulté est maintenant de "appliquer & des précurseurs
des cellules [3 issues de cellules €Sh. Obtenir des cel-
lules qui répondent in vivo a des variations rapides de
glucose comme on I’attend des cellules normales reste
un objectif essentiel. En effet in vitro seules 14 % des
cellules sécretent de Iinsuline et elles ne répondent
pas au glucose [19]. Les chercheurs de Novocell ont
modifié le protocole et encapsulent non pas les cellules
différenciées, mais les progéniteurs issus de cellules
€Sh induites jusqu’au stade d’intestin primitif, laissant
ainsi la maturation se poursuivre in vivo, ce qui semble
efficace si I’on en juge par la production de peptide C
en réponse au glucose [20] (Figure 4). La duré de vie
de ces cellules encapsulées serait de deux ans mais leur
capacité de réponse a des variations rapides du glucose
reste a démontrer.

- Majid Mehtali pour Vivalis (Nantes, France) a rappelé
la difficulté de production des vaccins qui sont généra-
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lement propagés sur des ceufs de poule. Or c’est un frein important a
la production, par exemple pour la grippe (marché de 400 millions de
dollars), ce qui incite a trouver des alternatives, dont les cellules €S. La
stratégie initiale a utilisé des cellules €S de poulet, mais elles contien-
nent des particules rétrovirales, compromettant leur utilisation dans
un but pharmaceutique. Vivalis a donc choisi le canard, espéce qui ne
contient pas de virus endogénes. Il aura fallu des années pour obtenir
les cellules €S, mettre au point les conditions d’amplification en sus-
pension, trouver la bonne formulation du milieu de culture pour faire
produire des particules virales de la grippe a ces cellules, et aboutir
a la production en bioréacteurs. Ces cellules aviaires pourraient étre
utilisées pour d’autres objectifs, production d’anticorps par exemple,
notamment parce que les cellules aviaires sont pauvres en fucose,
augmentant I’activité des anticorps. Passage aux cellules €S humai-
nes ? Pourquoi pas, mais le marché est encore hésitant.

Lorganisation européenne et les contrats européens
- Anna Veiga (Stemcell Bank, Barcelone, Espagne) a présenté le

« Registre européen », officiellement lancé le 18 janvier 2008 h&SCreg
(http://www.hescreg.eu), et co-coordonné par Berlin (Berlin-Bran-

denburg Center for regenerative therapies) et Barcelone. Il ne s’agit pas
d’une banque, mais d’un registre colligeant autant d’informations que
possible sur les lignées existantes (176 actuellement répertoriées), et
se voulant un lieu d’échanges d’informations sur les lignées et les pro-
jets scientifiques. Pour la France, c’est la directrice de I’Agence de la
Biomédecine qui est membre du steering committee et Pierre Savatier
du standard advisory board.

Les coordonnateurs des projets Eurostem cell qui s’achéve, Stem-HD,
Estools, et Stemstroke dans le cadre du FP7 ont ensuite exposé leur
démarche.

- Eurostem cell, coordonné par Austin Smith (Royaume-Uni) et pré-
senté par €lena Cattaneo (Milan, Italie), incluait 27 groupes de recher-
che associant biologie fondamentale et applications cliniques des
cellules souches. Les réalisations (final deliverables) devraient étre
bient6t rendues publiques.

- EStools, coordonné par Peter Andews, a démarrré en 2006 (4 ans)
et inclut 20 équipes: sa principale question est d’explorer les voies
de standardisation du travail avec les cellules €S. Sept axes de tra-
vail sont définis, surtout focalisés sur la différenciation neuronale
et sur le maintien de la pluripotence et I’épigénétique. Un axe sur les
cellules iPS vient d’étre ajouté.

. Stem-HD, 5 équipes, est coordonné par Marc Peschanski (Evry,
France), et consacré & la modélisation de la maladie de Huntington
en partant de lignées hES porteuses de la mutation ce qui permet @
la fois "analyse des mécanismes, I'identification de biomarqueurs et
le criblage de molécules d’intérét pharmacologique. Une partie tech-
nologique y est associée, développement de techniques de culture en
masse, automatisation du criblage.

. Stem stroke, coordonnée par Z. Kokaia (Lund, Suéde) associe 7
équipes de recherche fondamentale et 2 équipes cliniques. Lobjectif
est d’explorer I'utilité de la thérapie cellulaire a une phase tardive de
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la régénération aprés un accident vasculaire cérébral
(AVC), I'idée étant de consolider une récupération
endogene, qui peut durer un an, et laisse le temps d’agir
d’une fagon plus réaliste que pendant la phase aigué.
Les outils sont les NSC obtenues de tissu feetal, sous
forme de précurseurs adhérents ou de neurospheres.
Stems, coordonné par Brigitte Onteniente (€vry, France),
débute en 2008, associe 9 équipes dans 5 pays et explore
également le potentiel de thérapie cellulaire aprés un
AVC, mais dans la phase précoce. Les outils associent
cellules souches adultes et €S, et le modele, initiale-
ment celui de Iischémie induite chez le rat (tMCAO),
pourrait étre développé chez les macaques. Le probleme
de la tolérance immunologique et de 'utilisation d’une
thérapeutique immunosuppressive via la ciclosporine
est envisagé.

FORUM

Conclusions

Si le souci thérapeutique était perceptible chez tous les

orateurs ou presque, rares étaient ceux qui anticipaient

N

COMPTE RENDU DE CONGRES

I’application imminente des cellules €Sh en thérapie
cellulaire. Il n’y a la rien de surprenant, et nulle décep-
tion. Comprendre est essentiel et nous ne pouvions
qu’admirer le chemin parcouru en si peu de temps grdce
a ce fabuleux modeéle, dans le décryptage des méca-
nismes fondamentaux du fonctionnement cellulaire
humain. Les applications thérapeutiques viendront
slrement... apres... I'identification de molécules-
médicaments actives et la modélisation de maladies
humaines seront peut-étre assez rapides, I'utilisation
de cellules €S et de leurs dérivés en thérapie cellulaire
plus lointaine. ¢
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GLOSSAIRE

IGF : insulin growth factor

FGF : fibroblast growth factor

BMP : bone morphogenic protein

TGF-P : transforming growth factor- 3

SNP : single nucleotide polymorphism

CHiP : chromatin immunoprecipitation

gp130 : glycoprotéine 130 (une des chaines du
récepteur de I'lL-6)

VEGF : vascular endothelial growth factor

IHH : Indian Hedgehog

IL-3 : interleukine-3

Jagged : un des ligands de Notch

qu’il connaissait si bien, sans imaginer que I'instant était si précieux.

Je souhaite associer a ce texte la mémoire de Charles Babinet, auditeur actif et
enthousiaste de ce congrés, et avec lequel nous discutions de ces cellules souches

TIRES A PART
L. Coulombel
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