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Reprogrammer les cellules

de patients parkinsoniens
pour révéler de nouvelles
marques pathologiques

de la maladie

Emmanuel Nivet!, Guang-hui Liul?, Nuria Montserrat?,

Juan Carlos Izpisua Belmonte®:

> La reprogrammation cellulaire (ou
comment changer I'identité d’une cel-
lule) est une approche pleine de pro-
messes pour I"étude des maladies et le
développement de nouveaux outils thé-
rapeutiques. Historiquement, les travaux
fondateurs de Briggs et King [1], puis
de Gurdon [2] et enfin de Takahashi et
Yamanaka [3] ont établi les connais-
sances aboutissant a la possibilité de
reprogrammer une cellule afin qu’elle
acquiere les caractéristiques d’une cel-
lule souche embryonnaire pluripotente
[11]. Pavénement des cellules souches
pluripotentes induites humaines (aussi
appelées iPS pour induced pluripotent
stem cells) [4] a permis d’envisager
la reprogrammation de cellules préle-
vées sur des patients afin de pouvoir
modéliser in vitro le développement de
maladies [5, 12]. Des données conver-
gentes montrent que la reprogramma-
tion vers la pluripotence permet une
« remise a zéro » des marques épigéné-
tiques [6] acquises au fur et & mesure
du temps, sans profondément altérer
les marques génétiques qui, elles, sont
ancrées dans le génome de la cellule
comme une marque irréversible (& moins
que le génome ne soit modifié artificiel-
lement). De plus, il a été démontré que,
lorsqu’une cellule pluripotente induite
est soumise a certains signaux environ-
nementaux visant @ mimer les étapes
du développement, des processus de
différenciation se mettent en place, et
différents types cellulaires peuvent étre
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obtenus, lesquels pourront réacquérir
les marques de la maladie [7, 8]. Ainsi,
en reprogrammant vers un état « naif »
des cellules porteuses de mutation(s)
génique(s), il devient désormais pos-
sible de reproduire le développement
d’une maladie. Ces modéles permettent
d’acquérir de nouvelles connaissances
qui pourraient s’avérer importantes pour
la compréhension de la pathologie, et
donc le développement de nouveaux
traitements.

La maladie de Parkinson :

la mutation G2019 du géne LRRK2
comme modéle d’étude

Récemment, nous avons mis a profit ce
paradigme expérimental afin d’étudier
la maladie de Parkinson [9]. Nous nous
sommes plus particulierement intéres-
sés au geéne LRRK2 (leucine-rich repeat
kinase 2) et a sa mutation substituant
une glycine par une sérine en position
2019 (G2019) ; cette mutation est res-
ponsable d’une forme génétique de la
maladie de Parkinson. Fait intéressant,
de récents travaux ont montré que cette
mutation entraine des perturbations au
niveau des centres de la neurogenése
chez la souris [10]. €n conséquence,
les cellules souches neurales nous sont
apparues comme un outil de choix pour
étudier les conséquences de cette muta-
tion au niveau cellulaire et/ou molécu-
laire. Dans un premier temps, nous avons
reprogrammé des fibroblastes provenant
de biopsies de peau effectuées chez des

patients atteints de la maladie de Par-
kinson et porteurs, ou non, de la muta-
tion G2019. Des iPS ont été obtenues
et caractérisées, puis différenciées en
cellules souches neurales. Nos premieres
analyses ne nous ont pas permis d’iden-
tifier de différences entre les cellules
souches neurales porteuses ou non de la
mutation. Nous avons alors émis I’hypo-
these qu’il était important, pour pro-
voquer I"apparition d’un comportement
pathologique de ces cellules mutées, de
dupliquer in vitro la composante tempo-
relle associée in vivo au déclenchement
des premiers symptomes de la maladie.
Pour ce faire, nous avons maintenu les
cellules en culture pendant une longue
période en les réensemencant des que la
culture était confluente.

Mimer le vieillissement in vitro
démasque de nouvelles marques
pathologiques

Les cellules deviennent dés lors « vieillis-
santes » au fur et a mesure des passages
cellulaires. Nous avons ainsi identifié, a
partir du 14 passage, des altérations au
niveau du noyau dans les cellules souches
neurales porteuses de la mutation G2019.
Ces anomalies associaient un élargis-
sement du compartiment nucléaire, des
défauts de circularité de I’enveloppe
nucléaire et une perte locale d’expres-
sion des protéines lamine Bl et B2. Ces
parametres s’aggravaient a mesure des
passages alors que les cellules souches
neurales issues des iPS de patients
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Figure 1. Analyse de tissu
cérébral de patients par-
kinsoniens porteurs de la
mutation LRRK2-G2019.
Nous avons analysé
post-mortem des coupes
de cerveaux provenant
de patients parkinso-
niens porteurs (droite)
ou non (gauche) de la
mutation G2019 du géne
LRRK2.  Les

immunohistochimiques

analyses

pour la lamine Bl

(une protéine de I'enve-

loppe nucléaire, vert), et la protéine neuronale MAP2 (microtubule-associated protein 2, rouge) révelent des altérations de la membrane nucléaire au

niveau des zones de neurogenése de I’hippocampe chez les patients parkinsoniens. Les noyaux cellulaires ont été marqués par le DAPI (4’,6’-diamidino-

2-phénylindole, bleu). Barre d’échelle : 25 m.

parkinsoniens mais non porteurs de la
mutation G2019, étaient parfaitement
saines au méme stade du repiquage, donc
au méme « age ». Nous avons montré que
la forme mutée de LRRK2 interagit avec
des protéines nucléaires, et notamment
les lamines Bl et B2, et que la surexpres-
sion de LRRK2-G2019 dans des cellules
saines induit des déformations nucléaires.
De plus, la forme phosphorylée des pro-
téines lamine Bl et B2 était augmentée
dans les cellules porteuses de la mutation,
suggérant une activité kinase excessive
de LRRK2. Ceci fut en partie confirmé par
I’observation, dans les cellules souches
neurales mutées qui étaient cultivées
pendant de nombreux passages, d’une
augmentation de la phosphorylation de
la sérine 935 témoignant d’une activa-
tion de LRRK2. Associées a I"apparition
de ces aberrations nucléaires, d’autres
différences entre cellules mutées et non
mutées furent observées : (1) des ano-
malies au niveau de I’hétérochromatine ;
(2) des modifications des marques épi-
génétiques ; (3) une capacité réduite de
prolifération, et (4) une capacité de dif-
férenciationverslelignage neuronal quasi
nulle. Nous avons démontré que nous pou-
vions corriger la mutation génique dans les
iPS-G2019 et ainsirestaurer un phénotype
non pathologique. 'inverse est aussi vrai
puisque I'induction de la mutation G2019
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dans des cellules souches embryonnaires
suffit ainduire le phénotype aberrant dans
les cellules souches neurales différenciées
a partir de ces cellules souches embryon-
naires et maintenues en culture. Il est trés
intéressant de noter que I’ajout d’un inhi-
biteur spécifique de LRRK2 était suffisant
pour annuler les effets de la mutation sur
les cellules souches neurales.

Plus qu’une observation in vitro,

une réalité in vivo !

Dans le but de confirmer in vivo nos
résultats expérimentaux in vitro, nous
avons analysé P’architecture nucléaire
des cellules neurales sur des échan-
tillons cérébraux prélevés post-mortem
sur des patients atteints de la maladie
de Parkinson et porteurs de la mutation
G2019 (Figure 1). Nous avons observé
que de nombreuses cellules présen-
taient des altérations de leur membrane
nucléaire et que celles-ci étaient loca-
lisées dans des zones neurogéniques
(hippocampe). Ce phénotype aberrant
n’était en revanche détecté que dans un
trés faible nombre de cellules provenant
d’échantillons prélevés chez des patients
non parkinsoniens au méme dge. De
facon surprenante, I’analyse d’autres
échantillons issus de patients parkinso-
niens non porteurs de la mutation révéla,
chez certains d’entre eux, un phénotype

cellulaire souvent tout aussi anormal que
celui observé chez les patients G2019.

€n conclusion, les cellules souches
pluripotentes induites nous ont per-
mis d’identifier des altérations patho-
logiques qui n'avaient pas encore été
décrites pour la maladie de Parkinson.
Ceci montre une fois de plus, s’il en était
besoin, la puissance d’un tel outil dans
la modélisation des maladies [12]. €n
effet, c’est la découverte d’un phénotype
in vitro qui nous a conduits a identifier
son implication dans le processus patho-
logique in vivo, alors que c’est généra-
lement 'inverse qui se produit. Ainsi, ce
type de modélisation in vitro offre une
opportunité unique pour améliorer notre
compréhension et notre connaissance
des mécanismes physiopathologiques.
Les plateformes de modélisation ont
donc un avenir prometteur. Elles pour-
raient, en facilitant le criblage de nou-
velles molécules thérapeutiques [13],
permettre de découvrir de nouvelles
stratégies thérapeutiques, en particulier
dans les maladies d’origine génétique. ¢
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Une avancée technique
pour comprendre la dynamique
de ’horloge de segmentation

Emilie A. Delaune!, Paul Frangois?, Nathan P. Shih®, Sharon L. Amacher?

> Chez les vertébrés, certains éléments
du corps, tels que les vertébres et les
muscles axiaux, sont répétés le long de
’axe antéropostérieur. Cette métamérie
prend naissance pendant le développe-
ment embryonnaire lors de la segmenta-
tion du mésoderme présomitique. Ce der-
nier s’étend longitudinalement de part
et d’autre du plan médian de I’embryon
(Figure 1A). Au fur et & mesure que le
mésoderme présomitique s’allonge grace
a l'arrivée de nouvelles cellules a son
extrémité postérieure, les cellules les plus
antérieures se séparent périodiquement
du mésoderme présomitique et forment
des blocs de cellules épithéliales, appe-
[és somites. La somitogenese constitue
un magnifique exemple de structuration
d’un tissu au cours du développement, qui
frappe par son extraordinaire périodicité,
a la fois spatiale et temporelle. Comment
cette périodicité est-elle contrdlée ?

Analyse par un systéme rapporteur

des oscillations de I’horloge

au cours de la somitogenése

La somitogenese est régie par un oscilla-
teur moléculaire, I"horloge de segmen-
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tation, dont I'existence est révélée par
la transcription périodique de genes
« cycliques » dans le mésoderme pré-
somitique [1]. Des vagues d’expression
de ces geénes cycliques sont générées
dans le mésoderme présomitique post-
érieur avec une période identique a la
celle de la somitogenese et se propagent
antérieurement (Figure 14). Uhorloge de
segmentation reposerait sur un réseau
complexe d’interactions génétiques et
biochimiques, dont la nature n’est pas
encore bien comprise, et qui implique une
coordination de la multitude d’oscilla-
teurs individuels que sont les cellules du
mésoderme présomitique.

La dynamique de I"horloge a été abordée
par diverses approches [2] : analyse du
profil d’expression des genes cycliques
dans des cohortes d’embryons fixés,
comparaison de ce profil entre des moi-
tiés d’embryon dont le développement
est a un stade d’avancement différent,
marquage a haute résolution permettant
de distinguer les transcrits naissants
(nucléaires) des transcrits tardifs (cyto-
plasmiques) et, plus récemment, image-
rie directe en temps réel de rapporteurs
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permettant de visualiser "expression
de genes cycliques chez la souris. Pour
comprendre les mécanismes qui génerent
et synchronisent les oscillations, il est
essentiel de visualiser "activité de I’hor-
loge au niveau cellulaire. Visualiser un
processus aussi dynamique grdce a un
systeme rapporteur est délicat car :
(1) le rapporteur doit étre produit et
dégradé dans le court temps d’un cycle
de I'horloge (2 h chez la souris, 30 min
chez le poisson zébre), (2) le rapporteur
doit rester détectable malgré sa grande
instabilité, et (3) P'activité de I’horloge
endogene ne doit pas étre affectée par le
rapporteur [2]. Les premiers rapporteurs
de I’horloge développés chez la souris ont
permis de visualiser les vagues d’expres-
sion de génes cycliques au niveau tissu-
laire [3-5]. Afin d’atteindre un niveau de
résolution cellulaire, nous nous sommes
tournés vers le modele du poisson zébre,
dont la transparence et le développe-
ment externe sont des atouts pour I'ima-
gerie a haute résolution. Dans un travail
publié récemment dans Developmental
Cell, nous avons développé un systeme
rapporteur trés dynamique de I’horloge,
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