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> Les maladies génétiques associées a des troubles
neurodéveloppementaux (TND) regroupent plu-
sieurs maladies pour lesquelles peu de traitements
sont proposés. Limpossibilité d’accéder a des
échantillons de cerveaux humains pour des études
ex vivo, et les divergences entre ’homme et les
modéles animaux rendent nécessaires de nouvelles
approches de recherche. U'organoide cérébral, une
structure en trois dimensions, auto-organisée, et
générée a partir de cellules souches pluripotentes
induites, permet de reproduire les étapes de déve-
loppement du cerveau humain, de la prolifération
des cellules souches neurales a leur différenciation
en neurones, en oligodendrocytes, ou en astrocytes.
Lintérét de ce modele est désormais prouvé pour la
compréhension du développement cérébral et pour
la recherche de traitements. Aprés une présenta-
tion des cellules souches pluripotentes induites et
des organoides, nous exposerons comment cette
technique est actuellement déployée, en particulier
pour étudier les mécanismes physiopathologiques
résultant de variations génétiques pathogenes de
genes candidats de TND. <

Souvent d’origine génétique et affectant plus de 3 %
des enfants dans le monde, les troubles neurodéve-
loppementaux (TND) forment un groupe hétérogéne de
maladies comprenant les troubles du spectre autistique
(TSA), les troubles du développement intellectuel (TDI),
les troubles du déficit de I'attention avec ou sans hype-
ractivité (TDAH), les troubles spécifiques du langage et
des apprentissages (TSLA), I'épilepsie, etc. On estime
aujourd’hui a plus de 1700 le nombre de génes dont des
variations sont responsables de TND. Beaucoup de genes,
mais aussi de nouveaux mécanismes moléculaires a Iori-
gine d’anomalies chromosomiques et génétiques restent
a découvrir, de nombreux patients n’ayant pas regu, a ce
jour, de diagnostic moléculaire de leur maladie [1].
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Au cours du développement du cerveau, de ’embryon au jeune enfant,
des variations génétiques peuvent entrainer divers défauts cellu-
laires : altérations de I"axe de division des progéniteurs neuronaux, de
la migration cellulaire, des connexions synaptiques, de la régulation
transcriptionnelle/épigénétique de I’ADN, de la synthese, de la loca-
lisation et de la fonction des protéines ou des voies de signalisation,
entrainant des dysfonctionnements cérébraux associés ou non a des
anomalies de la structure cérébrale.

Le déploiement des techniques de séquencgage a haut débit du génome
et des explorations du type -omique associées représente une réelle
révolution dans la médecine des maladies rares. De plus en plus de
variations génétiques pathogenes sont identifiées, apportant des
réponses a des patients restés longtemps en errance diagnostique. Ces
découvertes sont a I'origine de projets de recherche fondamentale qui
ont permis de comprendre les mécanismes cellulaires impliqués dans
les maladies, et qui ont contribué aux connaissances en biologie des
cellules et des tissus. Cependant, dans le cas des TND, ces projets sont
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I’organisme humain adulte (Figure créée avec BioRender.com).

confrontés a plusieurs difficultés liées au nombre réduit de patients et
a la complexité des mécanismes qui controlent le neurodéveloppement.
U'acces a des échantillons de cerveau humain vivant n’étant pas envisa-
geable, les études cellulaires et moléculaires sur le tissu altéré restent
limitées. Pour pallier ce manque, des modéles animaux sont souvent
utilisés, tels que la souris (Mus musculus), le poisson zébre (Danio
rerio), ou la drosophile (Drosophila melanogaster), mais des différences
existent entre les phénotypes de ces animaux et de I’étre humain. La
production d’organoides cérébraux a partir de cellules souches pluripo-
tentes induites (iPSC) constitue une approche complémentaire de ces
modeles animaux, en reproduisant in vitro les étapes fondamentales du
développement cérébral. Cette approche innovante est porteuse d’espoir
pour accélérer la recherche et le développement de traitements des TND.

Les cellules souches pluripotentes induites

La reprogrammation de cellules somatiques (fibroblastes ou cellules
mononucléées du sang) en cellules souches pluripotentes induites
(iPSC, induced pluripotent stem cells) repose sur I'expression de quatre
facteurs de transcription de pluripotence, 0CT3/4, SOX2, KLF4, et c-MyC
(ou OSKM), appelés facteurs de Yamanaka en
hommage au découvreur de I’effet de cette com-
binaison de facteurs [2]. Différentes méthodes
de vectorisation, virales ou non virales, sont
utilisées pour introduire les genes codant ces facteurs dans les cellules
[3], et ainsi générer des iPSC définies par une morphologie typique, la
capacité d’auto-renouvellement et la pluripotence [4] (=P).

Les iPSC sont des cellules trés compactes, avec un ratio noyau/cyto-
plasme élevé, qui forment des colonies aux bords réguliers. Les termes
« capacité d’auto-renouvellement » et « pluripotence » signifient
respectivement que ces cellules sont capables de se multiplier a Pinfini
et qu’elles peuvent se différencier dans tous les types de cellules qui

(=) Voir la Synthese
de €. Kieffer et al., m/s
n° 10, octobre 2010,
page 848

composent un organisme. Pour valider leur reprogrammation, un test
de différenciation des iPSC dans des cellules composant les trois feuil-
lets embryonnaires (mésoderme, endoderme et ectoderme) est requis.
C’est en effet de ces trois feuillets que proviennent les différents types
cellulaires de I’organisme : par exemple, les neurones dérivent de I’ecto-
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derme, les cellules musculaires et les vaisseaux san-
guins du mésoderme, et le tube digestif de I’endoderme
(Figure 1).

L'un des intéréts majeurs des iPSC réside dans le fait
qu’elles conservent les mémes informations génétiques
que celles de la personne dont les cellules utilisées pour
les produire (fibroblastes ou cellules sanguines) sont
issues. Les cellules d’un patient atteint d’une maladie
génétique, et qui a accepté! une biopsie de peau ou une
prise de sang, pourront donc étre reprogrammées en iPSC
qui seront porteuses de la variation génétique respon-
sable de sa maladie. ’il s’agit d’une variation létale pour
le feetus?, des iPSC porteuses de I’anomalie peuvent, dans
certains cas, étre obtenues a partir de cellules saines, qui
ne sont pas porteuses de la variation génétique, celle-ci
étant alors introduite en utilisant la technique d’édition
de géne CRISPR/Cas9 (Figure 24)°. La technique CRISPR/
Cas9 peut également étre utilisée afin de corriger ou
d’empécher I’expression de 'alléle porteur de la mutation
dans les cellules du patient (Figure 2B). Dans ce cas, le
fonds génétique étant le méme, seuls les effets patho-
geénes de ’anomalie seront révélés.

Indépendamment de la technique utilisée pour les pro-
duire, reprogrammation avec ou sans édition de gene par
CRISPR/Cas9, les iPSC porteuses de la variation génétique
pourront ensuite étre différenciées dans le type cellulaire
affecté par la maladie, ce qui permettra I’étude des
mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués. Un défi
persiste néanmoins car certaines variations pathogenes,
comme les anomalies complexes (remaniement chromo-
somique par exemple), sont difficilement modélisables.

! Aprés signature d’un consentement éclairé.

? QOu en I’absence de consentement du patient.

¥ Notons que I’hétérogénéité des cellules peut étre a I'origine de différences entre
individus plus marquées que celles produites par la variation pathogéne. Pour
pallier ce probléme et déterminer I’effet réel de la variation, 'analyse devrait porter
sur un nombre important d’individus atteints, mais cette solution n’est pas toujours
possible, le nombre d’individus porteurs de la variation étant souvent réduit.
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Le choix de la différenciation
des iPSC dans un ou plusieurs
types cellulaires est réalisé en
fonction des atteintes cliniques
du patient (Figure créée avec

isogénique avec le patient )
BioRender.com).

Différenciation dans le type cellulaire adéquat par rapport a la maladie du patient

Les organoides cérébraux

Des organoides aux assembloides

Au début des années 2000, Itskovitz-€Eldor et al. ont montré la capacité
des cellules souches embryonnaires humaines (h€SC, human embryonic
stem cells), cultivées en suspension, & s’agréger en corps embryoides,
puis a acquérir des marqueurs spécifiques des trois couches germinales
embryonnaires [5]. Ces observations ouvraient ainsi la voie a de nom-
breuses études sur le développement embryonnaire humain, puis au
développement d’un systéme de culture cellulaire en trois dimensions, les
organoides, possédant des caractéristiques struc-
turelles et fonctionnelles de 'organe en dévelop-
pement qu’ils représentent. Les iPSC furent ensuite
utilisées afin de produire des organoides représen-
tatifs de différents organes : la peau, le poumon, le
foie, ou le cerveau [6] (=P).

Le premier modele d’organoide cérébral doté d’une formation

(=) Voir la Synthese

de H. Chneiweiss
etal.,m/sn° 11,
novembre 2023 et voir la
série Organoides

auto-organisée, avec une polarité apico-basale, et représentant
les aspects spatio-temporels de la corticogenése précoce, a été
obtenu par Eiraku et al., en 2008, a partir de h€SC [7]. Peu apres,
en 2013, Lancaster et al. décrivirent un protocole permettant la
génération d’organoides cérébraux a partir d’iPSC [8]. Ces orga-
noides reproduisaient le développement cérébral humain feetal,
avec une auto-organisation qui débute par une prolifération des
progéniteurs neuronaux, suivie de leur différenciation en diffé-
rents types de neurones fonctionnels, en oligodentrocytes et en
astrocytes [9].
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Deux types d’organoides cérébraux peuvent étre pro-
duits. Il est en effet possible de produire des organoides
cérébraux dits « entiers », composés de plusieurs
régions du cerveau (régions corticales, ventricules, hip-
pocampe, plexus choroide), ou des organoides guidés
vers une région spécifique (région cérébrale postérieure
ou antérieure, cervelet, hypothalamus, cortex) [10].
Techniquement, "approche guidée est la plus robuste
et elle permet une meilleure reproductibilité, mais elle
est restreinte a la partie cérébrale ciblée, qui se trouve
ainsi dépourvue de connexions avec les autres régions
du cerveau.

Grace a des systéemes de co-culture, apportant une
contrainte de forte proximité, il est désormais possible
de produire des assembloides, qui résultent de la fusion
d’au moins deux organoides guidés, chacun étant repre-
sentatif d’une région spécifique d’un tissu, ou de tissus
différents. Les premiers assembloides cérébraux ont été
produits en 2017, par I’équipe de Sergiu P Pasca (Stan-
ford University School of Medicine, Stanford, Etats-
Unis) [11] puis par celle de Juergen A Knoblich (Institute
of Molecular Biotechnology, Vienne, Autriche) [12], en
produisant des organoides correspondant aux zones
ventrale et dorsale du cerveau antérieur, puis en les
co-cultivant pour qu’ils fusionnent. Cette approche a
permis d’étudier les dynamiques inter-régions, reflé-
tant les migrations se produisant au cours du dévelop-
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pement cérébral embryonnaire, comme la migration des interneurones
(principalement GABAergiques) nés dans la zone ventrale et devant
migrer dans la zone dorsale. Grdce a cette approche, I’équipe de Sergiu
Pasca a pu montrer 'utilité des assembloides en pathologie cérébrale
pour comprendre les mécanismes cellulaires impliqués. Utilisant des
assembloides produits a partir d’iPSC de patients, ils ont en effet
modélisé le syndrome de Thimoty, causé par des variations gain-de-
fonction dans le géne CACNAIC (calcium voltage-gated channel subu-
nit alphal C) qui code les canaux calciques de type L, responsables,
entre autres, d’épilepsie, de TSA, de retard de développement, et ont
mis en évidence une altération de la migration des interneurones,
celle-ci pouvant étre restaurée en bloquant I'activité des canaux
calciques de type L par des molécules pharmacologiques spécifiques.
Toujours dans I’équipe de Sergiu Pasca, Andersen et al., ont produit des
assembloides constitués d’organoides de cortex cérébral, de cerveau
postérieur avec moelle spinale, et de muscle squelettique, et recréé
ainsi in vitro un axe fonctionnel dans lequel activation des neurones
corticaux contrdle la contraction musculaire via les motoneurones, un
modele qui ouvre de nouvelles perspectives pour I’étude et le traite-
ment des maladies associées a des troubles moteurs [13].

Les applications des organoides cérébraux

L'utilisation d’organoides cérébraux a permis de comprendre les méca-
nismes impliqués dans le développement normal du cerveau, et de les
confronter a ceux observés en conditions pathologiques, dans le but
de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques et d’élaborer des traite-
ments personnalisés. Différentes maladies, d’origine génétique ou pas,
sont étudiées grace aux organoides cérébraux, notamment :

— des défauts cérébraux résultant d’une infection virale, due au
virus Zika [14], au SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2) [15], au virus Herpés simplex [14], etc. Dans le cas du
virus Zika, les organoides ont permis de comprendre comment le virus
pénetre dans les progéniteurs neuraux et entraine leur apoptose, avec
pour conséquence une microcéphalie. Ces études ont également mon-
tré I’existence de mécanismes pathogénes communs aux microcépha-
lies induites par plusieurs virus et de tester des stratégies antivirales.
— des maladies génétiques neurodéveloppementales, comme la
trisomie 21 [16], le syndrome de I’X-fragile [17], le syndrome de
DiGeorge [18], le syndrome de Pitt-Hopkins [19], mais également
des troubles du spectre autistique pour lesquels les causes géné-
tiques ont été identifiées, comme des mutations des génes KMT5B
(lysine methyltransferase 5B), CHD8 (chromodomain helicase
DNA binding protein 8) et CNTNAP2 (contactin-associated protein
2) [20]. Ces études ont permis de consolider les connaissances
acquises a partir des modéles animaux ou des cultures cellulaires
en deux dimensions. €lles ont aussi permis de caractériser de
nouveaux mécanismes clés impliqués dans la pathogénése de ces
maladies, et de tester des stratégies pour corriger les phénotypes
pathologiques.

— Méme si les organoides cérébraux sont surtout reconnus comme des
outils de choix pour les études du neurodéveloppement, ils sont aussi
d’un intérét majeur pour les maladies neurodégénératives, avec des

m/s n® 8-9, vol. 40, aolit-septembre 2024

études réalisées sur des organoides issus de cellules
de patients présentant une maladie de Parkinson, avec
ou sans cause génétique connue (par exemple, impli-
quant les génes LRRK2 [leucine-rich repeat kinase 2]
[21] et SNCA [synuclein alpha] [22]), ou une maladie
d’Alzheimer (impliquant PSENI [presenilin 1] [23]).
Pour la maladie d’Alzheimer, le modéle d’organoide
cérébral reproduit les défauts caractéristiques de la
maladie, comme I'agrégation de la protéine amyloide
et "hyperphosphorylation de la protéine Tau. Le succes
de lutilisation de molécules pharmacologiques dont
les effets sur la réduction des agrégats amyloides sont
connus (telles que les inhibiteurs des sécrétases y et )
suggere que les organoides cérébraux représentent un
bon modele pour I'identification de nouvelles molécules
thérapeutiques dans cette maladie. Des tests de cri-
blage de molécules a haut débit ont déja été réalisés, et
sont en cours d’optimisation pour proposer une méde-
cine personnalisée de précision [24].

— les tumeurs cérébrales, comme le glioblastome ou le
médulloblastome [25, 26].

— les maladies mentales, comme la schizophrénie (avec
les mutations du gene DISCI [disrupted-in-schizophre-
nia 1] [27])

— les maladies résultant d’expositions a des toxines [9,
281, ou I'impact, sur le développement cérébral feetal,
d’une exposition in utero a des antidépresseurs [29],
a Palcool, a la cocaine, a la méthamphétamine, pris
par la mere au cours de la grossesse [30]. Plus spéci-
fiques que les tests classiques d’embryotoxicité réa-
lisés in vitro, les organoides cérébraux permettent de
tester la neurotoxicité embryonnaire de médicaments,
de substances chimiques ou illicites, avec des temps
d’exposition prolongés, ou a des temps précis du déve-
loppement de I’organoide, et de compléter cette étude
par des analyses morphologiques, transcriptionnelles et
fonctionnelles.

Les limites des organoides cérébraux

La modélisation d’un tissu reposant sur des orga-
noides présente plusieurs avantages : les organoides
permettent d’obtenir une complexité et une maturité
cellulaire plus importante que celles obtenues dans
un modele en 2D ; ils permettent de pallier les limites
des modéles animaux, qui ne reproduisent pas toujours
fidelement certaines caractéristiques des cerveaux
humains, en raison de différences de régulation du
cycle cellulaire des progéniteurs neuronaux, des voies
de signalisation ou de migration cellulaire [31]. Uap-
proche par organoides cérébraux posséde néanmoins
ses limites. Le cerveau humain se caractérise par une
taille et une architecture spécifiques. Il contient un



nombre important de neurones, de différents types, qui établissent des
connexions pour former un réseau complexe et mature capable d’inté-
grer les modifications de I’environnement. L'organoide cérébral est un
outil qui reste limité a I’échelle du millimétre, correspondant au cer-
veau d’un insecte, et qui est constitué d’un nombre réduit de neurones.
Loin de recréer les six couches du néocortex humain, il possede une
architecture globale bien différente, mais qui, a I"échelle microsco-
pique, reproduit le développement cérébral, avec plusieurs couches de
neurones de différentes identités. Des cellules microgliales, capables
de réponses immunitaires, peuvent ainsi étre observées dans des
organoides cérébraux [32]. Mais bien que ses neurones soient actifs,
I’organoide reste trés immature, et son réseau neuronal est loin d’avoir
la complexité de celui du cerveau humain.

Uabsence de vascularisation est 'un des défis importants qu’il est
nécessaire de relever: sans vascularisation, I’oxygéne et les nutri-
ments sont apportés aux cellules directement par diffusion. Au cours
de la croissance de I’organoide, I'efficacité de cette diffusion vers son
centre diminue, le mettant en hypoxie et lui apportant moins de nutri-
ments. Inévitablement, un stress, puis une mort cellulaire par nécrose
sont donc observés au centre de Iorganoide, rendant toute exploita-
tion impossible. Durant ces cing derniéres années, plusieurs équipes
ont cherché a produire des organoides vascularisés : en les transplan-
tant dans des cerveaux de souris pour « capter » leur vascularisation ;
en réalisant des co-cultures en présence de cellules endothéliales
de veines ombilicales humaines, puis en les transplantant dans des
cerveaux de souris ; ou en les cultivant avec des organoides de vais-
seaux sanguins [33]. Une approche différente, récemment décrite par
Qian et al. [34], consiste a réaliser des coupes d’organoides corticaux
épaisses de 500 pm, qui peuvent étre répétées toutes les 4 semaines,
afin de faciliter le contact du centre de I’organoide avec le milieu de
culture et ses nutriments, prévenant ainsi la mort des cellules et main-
tenant la neurogénese et le développement du cortex a un stade du
développement équivalent a celui du troisieme trimestre de grossesse
dans I’espece humaine. La culture de coupes d’organoides dans un
systeme d’interface air-liquide permet également de prolonger la vie
de I'organoide, avec une amélioration de la survie des neurones et une
croissance des axones efficace et fonctionnelle [35]. Trés récemment,
Dao et al. ont produit des assembloides en associant des organoides
cérébraux et des organoides de vaisseaux sanguins, créant ainsi des
organoides vascularisés qui acquiérent des fonctions biologiques spé-
cifiques de la barriere hémato-encéphalique [36].

Des questions éthiques présentes et a venir

Outre les limites et les défis expérimentaux, I'utilisation des organoides
cérébraux pose des questions éthiques[37-40]. Les premiers questionne-
ments éthiques sont classiques en recherche sur I’homme : ils concernent
I'utilisation de matériel humain, le consentement des patients pour la
production d’iPSC a partir d’'une biopsie de peau ou d’une prise de sang,
le consentement sur le devenir de leurs iPSC en organoides cérébraux
pour la recherche fondamentale, la médecine personnalisée, etc. Plus
spécifiquement, les organoides cérébraux issus de ces prélevements
peuvent étre transférés dans des modéles animaux chimériques, ou
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assemblés avec d’autres organoides en complexes de
statut moral ou juridique mal défini. Bien que non
envisageable aujourd’hui, la possibilité que, grace aux
évolutions techniques, les orga-
noides cérébraux puissent, un jour,
étre dotés d’une conscience est

(=) Voir I’Editorial
de H. Chneiweiss, m/s
n° 2, février 2020,

une question qui est néanmoins page 99

débattue’ [47] (=9)

En effet, la présence, par exemple, de I’hippocampe,
structure cérébrale impliquée dans la mémoire, et celle
de connections neuronales actives, détectées par des
enregistrements d’activités électriques et ressemblant
a celles d’un cerveau feetal en développement, ont
conduit les scientifiques, les philosophes, mais aussi
le grand public, a débattre de cette question de la
« conscience des organoides cérébraux ». Quel statut
moral doit-on donc leur accorder ? Quelles seront les
capacités cognitives dont seront dotées les prochaines
générations d’organoides cérébraux, alors probable-
ment couplés a Pintelligence artificielle ?

Les organoides cérébraux comme
modéle cellulaire

Déja utilisés dans plusieurs laboratoires, les organoides
cérébraux ont montré leur intérét pour la recherche sur
les troubles neurodéveloppementaux. Certaines études
ont en effet ouvert de nouvelles perspectives théra-
peutiques, comme la découverte de la protéine HSF2
(heat shock transcription factor 2) une cible potentielle
dans le syndrome de Rubinstein-Taybi, une maladie
génétique associant des anomalies morphologiques et
une déficience intellectuelle [41]. D’autres études sont
a des stades plus avancés, avec le développement de
tests de molécules a potentiel thérapeutique. Trujillo et
al. ont, par exemple, testé 14 molécules pharmacolo-
giques dans le syndrome de Rett®, parmi lesquelles deux
se sont révélées capables d’améliorer de fagon partielle
certaines fonctions neuronales d’un organoide, ouvrant
un espoir pour les patientes, mais suggérant également
la nécessité de combiner plusieurs molécules pour cibler
toutes les anomalies [42].

Les organoides cérébraux comme modeéle
cellulaire de TDN

L'utilisation des organoides cérébraux représente un
atout important pour décrypter les mécanismes cel-

* Voir également le commentaire de Nita A. Farahany et al., « The ethics of
experimenting with human brain tissue », Nature, 2018.

5 Désordre neurologique grave, causé par une mutation dans le géne MECP2 (methy!
CpG binding protein 2) situé sur le chromosome X.
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Figure 3. Le projet MIND (modelisation of neurodevelopmental disorders) et la modélisation des maladies neurodéveloppementales par production d’orga-

noides cérébraux. Les iPSC porteuses de la variation pathogeéne sont utilisées pour p

roduire des organoides cérébraux dont la morphologie, le génotype et

la fonction sont étudiés et comparés a des organoides provenant d’iPSC saines (témoins). Le but de ce projet est de caractériser les mécanismes cellulaires

responsables de la maladie dans I'espoir d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiq

(Figure créée avec BioRender.com).

lulaires impliqués dans la pathogénése des TDN et découvrir de
potentielles cibles thérapeutiques en testant in vitro des molécules
pharmacologiques, dans I'espoir de développer des essais précliniques
pour une médecine personnalisée (projet MIND [modelisation of neu-
rodevelopmental disorders], Figure 3). 'identification de nouveaux
génes candidats, dont les variations sont responsables de TND, ou de
variations de signification incertaine, est la premiere étape du pro-
jet. Des iPSC obtenues a partir du sang ou d’une biopsie de peau de
patient, ou les iPSC obtenues par la technique CRIPSR/Cas9, sont uti-
lisées pour produire des organoides cérébraux pour lesquels les étapes
du développement, la morphologie, la structure, et la fonction sont
étudiées et comparées a des organoides produits a partir d’iPSC issues
de cellules de donneurs sains.

Etudier le développement de ’organoide

La taille de Iorganoide au cours de son développement (Figure 4A)
est un critére important qui peut permettre de confirmer I'implication
d’un variant génétique dans le cas de I"étude d’anomalies de taille
du cerveau, comme la microcéphalie [43] ou la mégalencéphalie

m/s n° 8-9, vol. 40, aolit-septembre 2024

ues et de développer des tests de molécules pharmaceutiques in vitro

[44]. Des immunomarquages, réalisés sur des coupes
d’organoides, peuvent ensuite révéler des pistes pour
comprendre les mécanismes impliqués. Il est ainsi
possible d’observer, avec les différents marqueurs, un
nombre important de rosettes avec une zone ventri-
culaire (exprimant PAX6 [paired box 61) et des zones
corticales (Figure 4B). La prolifération des progéniteurs
(révélée par le marqueur Ki67) et leur axe de division
(visualisé par HTA28 [histone H3 phospho Ser28] et
Tpx2 [targeting protein for Xklp21), ainsi que la mise
en place des différentes structures a identité neuronale
spécifique (PAX6 pour les progéniteurs, TBRL [T-brain
transcription factor 1] / TUJ1 [class Il beta-tubulin]
/ SATB2 [special AT-rich sequence-binding protein 2] /
CTIP2 [coup-TFl interacting protein 2] pour les neurones
a apparition précoce ou tardive, ou GFAP [glial fibrillary
acidic protein] pour les astrocytes) peuvent également
étre visualisées (Figure 4C, D). Les résultats de ces
immunomarquages permettent d’élaborer des hypo-
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Figure 4. Analyses morpholo-
giques et fonctionnelles des orga-
noides cérébraux. A. Evolution des
organoides cérébraux en culture,
du stade « corps embryoide »,
a 5 jours de culture, jusqu’a 110
jours de culture. Les deux images
de gauche montrent des obser-
vations d’organoides a la loupe
(x 4,5), les deux autres a I'ceil
nu. Les organoides cérébraux ont
été produits en utilisant le kit
STEMdiff™ Cerebral Organoid de
STEMCELL™ Technology. B. Visua-
lisation des rosettes d’un orga-
noide cérébral aprés 25 jours de
culture (J25) avec un marquage
par un anticorps anti-PAX6é spé-
cifiques des progéniteurs neuro-
naux. Les noyaux cellulaires sont
marqués au DAPI (grossissement
x10). C. marquage d’un organoide
a J25 montrant la colocalisation
du marqueur de prolifération
Kié7 (en vert) avec les progé-
niteurs neuronaux exprimant
PAX6 (PAX6+) (en rouge), mais
pas avec le marqueur neuronal
TBRI (en orunge) (grossissement
x 20). D. Immunomarquages d’un
organoide a J115 montrant la
présence de cellules GFAP* (en
rouge), SATB2* (en vert), CTIP2
(en rouge) et TUJI* (en vert)
(grossissement x 20). €. Capture
d’écran de la « heat map », réa-
lisée a I'aide du logiciel 3Brain,
montrant 'enregistrement avec
une puce de 4 096 microélec-
trodes, de activité électrique
d’un organoide cérébral (délimité
par le contour violet). A droite,
exemples de signaux d’activité
neuronale enregistrés sur deux
microélectrodes de la puce. PAX6 :
paired box 6 ; TBR1: T-box brain
transcription factor 1 ; GFAP : glial
fibrillary acidic protein ; SATB2 :
special AT-rich sequence-binding
protein 2 CTIP2: coup-TFl inter-
acting protein 2; TUJ1: class Il
beta-tubulin.
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théses quant aux mécanismes impliqués dans ces maladies. Ainsi, une
diminution de la prolifération des progéniteurs neuronaux, associée a
leur différenciation accélérée en neurones, peut étre le reflet in vitro
d’une microcéphalie. A I'inverse, une prolifération exagérée des progé-
niteurs associée a un retard de la différenciation neuronale orientera
vers une mégalencéphalie.

€tudier Pactivité électrique de Iorganoide

Aprés 12 semaines de culture, I’organoide cérébral est doté d’activité
électrique spontanée. Cette activité peut étre mesurée par la tech-
nique de puces a microélectrodes (MEA) : I'organoide est déposé sur
une micropuce (3Brain)® permettant I’enregistrement des pics d’acti-
vité électrique produite par les neurones qui le constituent (Figure 4€).
La fréquence et I'intensité de ces pics survenant spontanément ou
apres stimulation électrique ou chimique sont enregistrées. Ce systéeme
permet ainsi de tester I'effet de molécules a potentiel pharmacolo-
gique sur I'activité des cellules.

Etudier le transcriptome

Des analyses transcriptomiques, réalisées par séquencage de I’ARN
sur cellule unique (scRNA-seq), permettent d’évaluer I’expression
des genes dans chaque type cellulaire composant I’organoide. Il est
ainsi possible de définir I'identité de chacune des cellules, les voies
de différenciation qui sont activées, et le devenir des cellules, et ainsi
d’appréhender I'impact possible d’une variation génétique sur le déve-
loppement du cerveau. Les résultats de ces analyses permettent de
définir des groupes de cellules composant "organoide, selon leur profil
transcriptomique, et ainsi d’identifier les divergences a I’échelle de la
cellule et a I’échelle de I’organoide.

Le projet MIND

Dans le cadre du projet MIND, différents genes candidats, dont des
variants seraient @ I"origine de TND, sont explorés. Nous présentons les
études portant sur deux de ces genes.

Le gene PTBP1

La protéine PTBP1 (polypyrimidine tract-binding protein 1) est une
protéine de liaison a "ARN qui participe a la régulation de I’epis-
sage alternatif. Ce facteur d’épissage navigue entre le noyau et le
cytoplasme grdce a la présence, a son extrémité N-terminale, d’une
séquence de localisation nucléaire (NLS) et d’une séquence d’expor-
tation nucléaire (NES). Des variations pathogénes, apparues de novo
ou héritées, et affectant la localisation de cette protéine, ont été
trouvées chez 23 individus présentant un nouveau syndrome carac-
térisé par différents troubles du neurodéveloppement. Les études in
vivo, réalisées chez le poisson zebre, et in vitro sur des fibroblastes de
patients ou de souris (cellules NIH-3T3) dans lesquels les variations
pathogénes ont été introduites, ont mis en évidence plusieurs défauts
cellulaires. Les études actuelles consistent a produire des organoides

¢ Puce de 3 mm x 3 mm contenant 4 096 microélectrodes.
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cérébraux a partir d’iPSC de patients afin d’en définir
la morphologie, et de les caractériser histologiquement
et fonctionnellement. La technique de séquencage de
’ARN sur cellule unique, réalisée au cours du dévelop-
pement de 'organoide, apporte des informations quant
aux trajectoires développementales qui sont affectées
par la mutation. Un modéle murin dans lequel la muta-
tion humaine la plus fréquente est introduite (knock-in)
compléte cette analyse avec I’étude du développement
embryonnaire du cerveau. Ce modeéle permet en outre de
comparer les effets des variations génétiques d’intérét
entre espéces (homme/souris). Ce type d’étude, asso-
ciant plusieurs méthodes et modeles complémentaires,
est essentiel pour accroitre les connaissances sur la
fonction de la protéine étudiée et sur le développement
sain et pathologique du cerveau, et ainsi comprendre la
cause des symptémes des patients, avec a long terme,
la perspective de thérapies ciblées.

Le gene PIK3CA

Le géne PIK3CA (phosphatidylinositol-4,5-bisphos-
phate 3-kinase, catalytic subunit alpha) code la sous-
unité catalytique pll0o de la PI3K (phosphatidy-
linositol 3-kinase), une protéine kinase impliquée
dans les premiéres étapes de phosphorylation de la
voie de signalisation PI3K/AKT (protéine kinase B)/
mTOR (mammalian target of rapamycin), une voie trés
importante dans la prolifération et le métabolisme cel-
lulaires. Cette voie est souvent ciblée par les thérapies
utilisées dans de nombreux cancers. Elle est également
I’objet d’essais cliniques réalisés dans le cadre de
maladies rares, comme les syndromes avec hypercrois-
sance découlant de variations dans PIK3CA (syndromes
PROS, pour PIK3CA-related overgrowth syndromes)
[45]. Parmi ces syndromes, le syndrome MCAP (mega-
lencephaly-capillary malformation-polymicrogyria,
MIM? # 602501) est caractérisé par une mégalencé-
phalie® et une polymicrogyrie’, associées ou non a des
retards cognitifs et moteurs, des malformations vascu-
laires des parties molles, et des anomalies distales des
membres. Les variations de PIK3CA sont principalement
post-zygotiques, mais elles peuvent étre constitutives
dans de tres rares cas. Grace a I"engagement de notre
équipe auprés des patients PROS (collaborations natio-
nales et internationales pour le diagnostic, le suivi, les
essais cliniques et les études fonctionnelles in vitro),
des iPSC, issues d’une patiente de 3 ans souffrant du

7 Mendelian Inheritance in Man est une base de données regroupant les génes et
les phénotypes associés.
® Hypertrophie cérébrale totale ou partielle.

7 Malformation du cortex cérébral caractérisée par une surface corticale irréguliére
et un nombre excessif de petites circonvolutions.
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L. Duplomb

La notion de « polyhandicap » apparue en France dans
les années 1960 a évolué de fagon progressive. Le

polyhandicap correspond aux conséquences

définitives

‘une lésion survenue sur un cerveau en

développement. Au niveau fonctionnel, il associe une
déficience motrice sévere et une déficience mentale
sévere a profonde qui engendrent une restriction

extréme de la communication, de 'autonomie et de la

mobilité.

Ce livre propose de nombreuses recommandations
visant a améliorer 'accompagnement et le bien-étre
des personnes en situation de polyhandicap, ainsi que
le soutien des familles, des soignants et des aidants.
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