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RESUME 

Les premiers essais cliniques visant à greffer des cellules de l’épithélium pigmentaire rétinien 

(EPR) dérivées de cellules souches pluripotentes humaines (CSPhs) chez des patients atteints de 

dégénérescence maculaire liée à l’âge ou de rétinites pigmentaires se sont révélés à la fois 

satisfaisants du point de vue de la tolérance et prometteurs du point de vue de l’efficacité. Toutefois, 

ils ont également pointé du doigt la nécessité d’un protocole de différenciation plus efficace, plus 

robuste et moins onéreux que ceux employés actuellement avant de pouvoir utiliser ce traitement en 

routine. Au cours de cette étude, nous avons mis au point un nouveau protocole de différenciation 

récapitulant les principales étapes de la rétinogenèse via l’utilisation séquentielle de seulement 3 

composés (Nicotinamide, Activine A et CHIR99021). Ce protocole a permis d’automatiser la 

différenciation des cellules de l’EPR et permet donc d’envisager la production de ces cellules à 

grande échelle pour la mise au point d’un traitement accessible au plus grand nombre. 

 Dans un second temps, nous avons utilisé ce nouveau protocole de différenciation pour 

modéliser les atteintes rétiniennes associées à la Polypose Adénomateuse Familiale (PAF). La PAF est 

une maladie héréditaire à transmission autosomique dominante causée par la mutation du gène 

suppresseur de tumeurs Adenomatous Polyposis Coli (APC). Cette pathologie se caractérise 

principalement par l’apparition de quelques centaines à plusieurs milliers d’adénomes dans le colon, 

mais certains patients présentent également des symptômes extra-intestinaux dont le plus courant 

est la formation de lésions pigmentées du fond de l’œil. Bien que presque toujours bénignes, la 

présence de ces lésions suggère un rôle d’APC dans le développement et l’homéostasie de l’EPR. La 

différenciation de CSPhs porteuses d’une mutation sur APC en cellules de l’EPR nous a ainsi permis 

de mettre en évidence un rôle nouveau pour cette protéine dans la régulation de mélanogénèse et 

de la prolifération de ces cellules.  
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ABSTRACT 

First attempts to transplant retinal pigment epithelial (RPE) cells derived from human 

pluripotent stem cells (hPSCs) in patients affected by age related macular degeneration or retinitis 

pigmentosa have shown both satisfactory safety results and promising efficacy results. However, 

they also highlighted the need for more robust and efficient differentiation protocols to treat large 

numbers of patients. In our study, we used only three compounds in a sequential manner 

(Nicotinamide, Activin A and CHIR99021) to develop a novel differentiation protocol that summarizes 

the main steps of retinogenesis. This protocol enabled us to automate RPE cells differentiation and, 

thus, should enable the large-scale production of these cells for the development of a treatment 

accessible to all.  

Secondly, we used this new differentiation protocol to model retinal manifestations of 

Familial Adenomatous Polyposis Coli (FAP). FAP is an autosomal dominant inherited disease due to 

the mutation of the tumor suppressor gene Adenomatous Polyposis Coli (APC). This disease is mainly 

characterized by the development of hundreds to thousands of adenomas in the rectum and colon 

but also by various extra -intestinal manifestations. Among these manifestations, pigmented ocular 

fundus lesions are the most common. Although these lesions are almost always benign, they suggest 

a role for APC in the development and the homeostasis of the RPE. In this study, we differentiated 

hPSCs harboring APC mutations into RPE cells and described a new role for this protein in the 

regulation of the melanogenesis and the proliferation of these cells.  
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INTRODUCTION 

I. Organisation et fonction de la rétine 

L’œil est un organe complexe constitué de multiples structures, qui ensemble, permettent la 

phototransduction du signal lumineux en un signal électrique interprétable par le cortex visuel ou 

autrement dit « la vue ». Au cours de cette étude nous nous intéresserons exclusivement à l’une de 

ces structures et à son développement, la rétine. Cependant, puisque les différents tissus composant 

l’œil des vertébrés interagissent au cours du développement embryonnaire, il est important de bien 

comprendre l’anatomie générale de l’œil pour appréhender plus particulièrement les fonctions et le 

développement de la rétine. 

1. Anatomie générale et fonctions principales des différentes structures de l’œil 

La partie la plus externe de l’œil est appelée la sclérotique, il s’agit d’un tissu conjonctif 

blanc, dense et peu vascularisé. Elle a un rôle de protection contre les agressions mécaniques 

externes et permet de contenir la pression interne de l’œil. 

Dans la continuité de la sclérotique on retrouve du côté antérieur de l’œil une première 

lentille transparente permettant l'entrée des rayons lumineux dans le globe oculaire, la cornée. Cette 

dernière en plus de filtrer les rayons U.V va avoir pour rôle de focaliser une première fois la lumière 

reçue sur le cristallin. Elle est, de plus, riche en fibres nociceptives induisant le clignement de l’œil et 

la sécrétion lacrymale lors d’un contact avec un objet. 

La lumière va ensuite traverser une seconde lentille, le cristallin. Il s’agit d’un tissu épithélial 

transparent et anucléé qui en se bombant suite au relâchement du muscle ciliaire va permettre le 

phénomène d’accommodation, c’est à dire la mise au point de la vision en fonction de l’éloignement 

de l’objet regardé.  

Sur sa face antérieure le cristallin est bordé par l’iris, une membrane circulaire et pigmentée 

responsable de la couleur de l’œil qui est elle-même perforée en son centre par la pupille. L’iris va 

jouer le rôle de diaphragme permettant de réguler la quantité de lumière pénétrant dans l’œil. Ainsi, 

en présence d’une lumière intense le muscle sphincter de l’iris va se contracter tandis que le muscle 

dilatateur va se relâcher entrainant une contraction de la pupille. A l’inverse en absence de lumière 

c’est la contraction du muscle dilatateur et le relâchement du muscle sphincter qui va entrainer la 

dilatation de cette dernière. 
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Entre la cornée et le cristallin se trouve la chambre antérieure de l’œil remplie par l’humeur 

aqueuse. Ces deux lentilles étant avasculaires afin d’être transparentes, l’humeur aqueuse va avoir 

pour rôle de leur apporter les éléments nutritifs nécessaires à leur bon fonctionnement. En plus de 

son rôle nourricier, l’humeur aqueuse du fait de son renouvellement permanent va permettre 

l’élimination des déchets et joue également un rôle dans le maintien de la pression intraoculaire. 

A l’arrière du cristallin se trouve l’humeur vitrée (ou corps vitré) qui occupe 90% du volume 

de l’œil. L’humeur vitrée est constituée en très grande majorité d’eau (99%) et de collagène qui lui 

donne une consistance gélatineuse. Son rôle principal est de maintenir la rigidité du globe oculaire et 

d’absorber les éventuels chocs. 

Enfin, à l’arrière du globe oculaire la sclérotique est tapissée sur sa face interne par deux 

tuniques. La plus externe est la choroïde, qui avec l’iris et le corps ciliaire forme la tunique vasculaire 

de l’œil. Il s’agit d’une membrane richement vascularisée permettant l’apport de nutriments vers la 

rétine. De plus, sa composition riche en mélanocytes lui confère une coloration brune et permet de 

limiter les réflexions indésirables de la lumière. 

Sur la face interne de la choroïde repose notre tissu d’intérêt, la rétine. Elle est constituée 

d’un Epithélium Pigmentaire (EPR) empêchant la diffusion de la lumière dans l’œil et assurant le 

transport des nutriments depuis la choroïde vers la rétine neurale, qui est quant à elle en charge de 

la phototransduction du signal lumineux en message nerveux (Figure 1). 

 

Figure 1. Anatomie de l’œil humain (Schéma provenant de http://www.haute-vision.fr/glossaire/). 

2. La rétine neurale et l’épithélium pigmentaire rétinien : deux tissus interdépendants 

La rétine est une structure hautement conservée chez les vertébrés qui peut être 

décomposée en deux parties  (i) la rétine neurale comprenant entre autres les photorécepteurs 

http://www.haute-vision.fr/glossaire/
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sensibles à la lumière et (ii) une monocouche de cellules pigmentées (Lamb et al., 2007). L’interaction 

entre les photorécepteurs de la rétine neurale et les cellules pigmentées est essentielle au 

fonctionnement de ces premiers et débute dès l’embryogénèse. En effet, comme nous le verrons 

plus tard, le bon développement de l’une de ces structures dépend de celui de l’autre. De plus, cette 

dépendance est maintenue à l’âge adulte comme en témoigne certaines pathologies dues à la 

mutation de gènes exprimés par l’EPR conduisant à la dégénérescence des photorécepteurs et 

inversement. Ainsi la capacité des photorécepteurs à détecter la lumière dépend de leur interaction 

avec l’EPR.   

a. L’épithélium pigmentaire rétinien 

Chez les vertébrés, l’EPR est un épithélium monocouche, polarisé, constitué de cellules 

pigmentées et pavimenteuses jointes par des jonctions serrées. La membrane basale de ces cellules 

repose sur la membrane de Bruch qui permet l’interaction entre l’EPR et les choriocapillaires de la 

choroïde tandis que les microvillosités de leur membrane apicale font face à l’espace sous-rétinien et 

aux segments externes des photorécepteurs (SEPs) (Strauss, 2005). Ainsi l’EPR va jouer un rôle de 

soutien pour les photorécepteurs en remplissant de nombreuses fonctions.  

 

Figure 2. Fonctions de l’Epithélium pigmentaire rétinien (Strauß, 2016). 

i. Absorption de la lumière et protection contre le stress oxydatif 

La fonction la plus évidente des cellules de l’EPR et dont on a longtemps pensé qu’elle était la 

seule est leur capacité à absorber la lumière grâce à la mélanine qu’elles synthétisent. L’EPR permet 

ainsi d’éviter la dispersion des photons non absorbés par les photorécepteurs afin d’améliorer la 

qualité optique de l’œil.  

De ce fait, l’EPR est soumis à un stress oxydatif intense, résultant à la fois du stress photo-

oxydatif causé par la quantité d’énergie lumineuse à laquelle il est exposé mais aussi par un surplus 
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d’oxygène provenant de la choroïde et non extrait par la rétine qui aboutit à la formation de radicaux 

libres. De plus, la photo-oxydation induisant des dommages importants aux segments externes des 

photorécepteurs, ces derniers doivent être renouvelés en permanence. Or comme nous le verront un 

peu plus loin, le processus de renouvellement passe par la phagocytose de ces segments par l’EPR, ce 

qui génère des radicaux libres supplémentaires. Afin de lutter contre ce stress et se protéger sois 

même ainsi que les tissus environnants, l’EPR possède 3 lignes de défenses. La première est la 

synthèse de la mélanine dans les mélanosomes qui, en présence de lumière se déplacent sous la 

membrane apicale afin de limiter le stress photo-oxydatif dans la rétine. Les deux autres sont la 

production en grande quantité de nombreux anti-oxydants non enzymatiques (glutathion, ascorbate, 

α-tocophérol, caroténoïdes) et enzymatiques (superoxyde dismutase et catalase) qui vont neutraliser 

les dérivés réactifs de l’oxygène. Cependant malgré ces mécanismes de protection certains 

dommages sont inévitables. C’est pourquoi ces cellules seraient également capables de rapidement 

repérer les lipides, les protéines ainsi que les acides nucléiques endommagés afin de les réparer ou 

de les remplacer (Boulton and Dayhaw-Barker, 2001; Plafker et al., 2012). 

ii. Transport épithélial et régulation des échanges hémato-rétiniens 

Les cellules de l’EPR forment un épithélium extrêmement jointif. En effet, ces dernières sont 

reliées entre elles par des jonctions serrées au niveau de leur pôle apical, jonctions formées 

notamment par des protéines transmembranaires de la famille des claudines et des occludines 

(Rizzolo, 2014; Rizzolo et al., 2011). Ainsi l’EPR forme une barrière hémato-rétinienne permettant à la 

fois la mise en place du privilège immun de l’œil mais aussi un échange sélectif entre le sang et la 

rétine. 

Transport du sang vers la rétine 

Le transport du sang vers la rétine est donc régulé par l’EPR et permet l’apport de nutriments 

aux photorécepteurs ainsi que l’apport d’autres métabolites propres à leurs fonctions. L’EPR assure 

notamment un transport conséquent de glucose vers la rétine grâce à l’expression des transporteurs 

GLUT1 et GLUT3 aussi bien au niveau de sa membrane basolatérale que de sa membrane apicale 

(Ban and Rizzolo, 2000). Plus récemment, il a été observé in vitro que le métabolite le plus 

massivement consommé par les cellules de l’EPR était la proline loin devant le glucose et la taurine. 

Ainsi, la proline pourrait être la source d’énergie préférentielle de ces cellules qui seraient en outre 

capable de transférer certains intermédiaires métaboliques dérivés de cet acide aminé, tel que le 

citrate, aux photorécepteurs afin de soutenir leurs fonctions (Chao et al., 2017).  Toutefois cela reste 

à confirmer in vivo. 
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L’EPR assure également l’apport du 11-cis-retinal, futur initiateur de la cascade de 

phototransduction. Pour cela les cellules de l’EPR vont tout d’abord extraire le tout-trans-rétinol 

(vitamine A) du sang pour l’incorporer dans le cycle visuel (Figure 2) au cours duquel il sera 

successivement isomérisé et oxydé avant d’être transporté vers les photorécepteurs (Bessant et al., 

2001).  

De plus, la membrane plasmique des photorécepteurs étant très riche en acide 

docosahexaénoïque (ou acide gras 22:6ω3), le renouvellement constant de leurs segments externes 

nécessite un apport permanent de ce composé. Pour cela l’EPR va le capter directement dans le sang 

puis le stocker avant de le délivrer aux photorécepteurs en parallèle de là phagocytose des segments 

externes endommagés (Bazan et al., 1992) (Figure 4). 

Transport de l’espace sous-rétinien vers le sang 

Les transports allant de la rétine vers le sang sont également régulés par l’EPR et vont quant 

à eux principalement permettre de maintenir l’homéostasie ionique dans l’espace sous-rétinien et 

d’éliminer les déchets métaboliques et le surplus d’eau de la rétine. 

En effet, l’activité métabolique importante de celle-ci conduit à l’accumulation d’eau dans 

l’espace sous-rétinien aggravée par la pression intraoculaire qui entraine également un flux d’eau du 

corps vitré vers cette espace.  

Afin de palier à cela l’EPR évacue en permanence l’eau de la rétine vers le flux sanguin de la 

choroïde à une vitesse estimée entre 1.4 et 11 µl x cm-2 x h-1 (Edelman and Miller, 1991; Hughes et 

al., 1984; Tsuboi, 1987). L’énergie nécessaire à ce transport est produite grâce aux pompes Na+/K+ 

ATPases qui grâce à l’énergie générée par l’hydrolyse de l’ATP vont transporter du sodium et du 

potassium à l’encontre de leurs gradients de concentration. Dans l’EPR, à l’inverse de la majorité des 

épithéliums, ces pompes se situent à la membrane apicale des cellules (Gundersen et al., 1991) ce 

qui aboutit à une accumulation des ions Na+ dans l’espace sous-rétinien et à une accumulation 

intracellulaire des ions K+. Dans le cas du K+, l’équilibre est rétablie grâce au « canal potassique 

rectifiant entrant » Kir7.1(Hughes and Takahira, 1996). En effet, le maintien d’une concentration 

constante en K+ dans l’espace sous-rétinien est extrêmement important pour permettre 

l’hyperpolarisation des photorécepteurs en réponse aux stimuli lumineux.  

 Ainsi l’activité des pompes Na+/K+ ATPases aboutit simplement à une faible concentration 

intracellulaire en Na+ par rapport à l’espace sous rétinien. Ce gradient de Na+ va permettre au 

cotransporteur Na-K-2Cl de faire entrer des ions chlorures dans la cellule qui vont ensuite être 

évacués de l’autre côté par la membrane basale de l’EPR qui possède une grande conductance pour 

ces ions (Blaug et al., 2003; Hartzell et al., 2008; Weng et al., 2002). Ce transport transépithélial des 
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ions chlorures induit une force osmotique conduisant le transport de l’eau à travers des aquaporines 

telle que l’aquaporine 1 (Stamer et al., 2003). 

En plus de l’eau, les cellules de l’EPR vont également évacuer les déchets métaboliques 

produits par la rétine, en particulier l’acide lactique, vers la circulation sanguine. L’absorption de 

l’acide lactique est effectuée grâce au transporteur MCT1 (Monocarboxylate transporter 1) au niveau 

de la membrane apicale des cellules de l’EPR tandis que son élimination dans le sang se fait grâce au 

transporteur MCT3 ancré dans leurs membranes basales (Hamann et al., 2003; Philp et al., 2003). 

iii. Cycle visuel et recyclage du rétinol 

Le point de départ de la phototransduction est l’absorption d’un photon par le chromophore 

de la rhodopsine et des iodopsines, le 11-cis-retinal (Figure 7). Cette absorption induit un 

changement de conformation du rétinal qui passe alors à l’état tout-trans. Par conséquent, afin de 

pouvoir être de nouveau sensible aux photons le rétinal doit être ré-isomérisé. Cependant, les 

photorécepteurs n’exprimant pas les enzymes nécessaires à cette fonction, le tout-trans-rétinal est 

transféré dans l’EPR où il est ré-isomérisé puis délivré de nouveau aux photorécepteurs. C’est ce que 

l’on appelle le cycle visuel. Pour les bâtonnets ce cycle fait exclusivement appel aux cellules de l’EPR. 

En revanche, pour les cônes une partie du recyclage du rétinal serait également effectué par les 

cellules de Müller (Wang and Kefalov, 2011). 

Concernant la voie passant par l’EPR, le cycle débute par le transfert du tout-trans-rétinal de 

l’espace intra-discal des segments externes des photorécepteurs vers le cytosol grâce au 

transporteur ABCA4 (ATP-binding cassette protein) (Molday et al., 2000; Weng et al., 1999). Le tout-

trans-rétinal est alors réduit en tout-trans-rétinol par une rétinol-déhydrogénase avant d’être 

relargué dans l’espace sous-rétinien où il se lie à IRBP (interstitial retinal binding protein) afin d’être 

transporté vers l’EPR. Une fois dans l’EPR le tout-trans-retinol est pris en charge par CRBP (cellular 

retinol binding protein) qui va le transférer vers un complexe enzymatique constitué de LRAT 

(lecithin:retinol transferase), RPE65 (RPE protein with 65 kDa) et RDH5 (11-cis-retinol 

dehydrogenase). Le tout-trans-retinol va alors être tour à tour estérifié par LRAT (Batten et al., 2004), 

re-isomérisé par RPE65  grâce à l’énergie dégagée par l’hydrolyse de la fonction ester (Jin et al., 2005; 

Moiseyev et al., 2005) et enfin oxydé par RDH5 afin d’être reconverti en 11 cis-retinal (Parker and 

Crouch, 2010). Le rétinal est alors immédiatement associé à CRALBP  (cellular retinaldehyde-binding 

protein) (Tang et al., 2013) qui induit son relargage dans l’espace sous-rétinien, où celui-ci est à 

nouveau pris en charge par IRBP, puis restitué aux photorécepteurs (Figure 3). 
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Figure 3. Le cycle visuel (Bessant et al., 2001). 

iv. La phagocytose des segments externes des photorécepteurs 

Les segments externes des photorécepteurs sont soumis à un stress photo-oxydatif 

important leur induisant des dommages irréversibles. Pour pallier cela, les extrémités des segments 

endommagés sont relarguées dans l’espace sous rétinien, puis phagocytées par l’EPR afin d’être 

renouvelées depuis la base par les photorécepteurs (Nandrot and Dufour, 2010). Ce cycle qui suit un 

rythme circadien présente un pic d’activité dans la matinée sous l’effet de la lumière et nécessite que 

l’EPR et les photorécepteurs soient cordonnés afin de maintenir la longueur des segments. Trois 

récepteurs principaux régulant cette activité de phagocytose ont été identifiés : l’intégrine αVβ5, le 

récepteur tyrosine-kinase MERTK et le récepteur transmembranaire CD36. Suite à sa liaison avec un 

débris de segment externes, l’intégrine αVβ5 va enclencher une cascade de signalisation aboutissant 

à la phosphorylation de MERTK par la kinase d’adhésion focale FAK (Finnemann, 2003; Finnemann 

and Silverstein, 2001; Finnemann et al., 1997). GAS6 (Growth-Arrest-Specific protein 6) va alors 

pouvoir se lier à MERTK (D’Cruz et al., 2000; Gal et al., 2000) ce qui va avoir pour effet d’activer la 

voie de la phospholipase C menant à la synthèse d'inositol 1,4,5-triphosphate (insP3) et à 

l’augmentation de la concentration intracellulaire de calcium (Mustafi et al., 2013). Cette 

augmentation semble jouer un rôle important dans la phase d’internalisation des SEPs bien que les 

mécanismes reliant ces deux évènements restent à ce jour mal compris. CD36 interviendrait 

également dans la régulation de ce phénomène mais par un mécanisme indépendant de l’intégrine 

αVβ5 et de MERTK (Finnemann and Silverstein, 2001). Une fois internalisés, les débris des segments 

externes sont conduits aux lysosomes afin d’être digérés (Figure 4). 
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Figure 4. La phagocytose des segments externes des photorécepteurs (Strauss, 2011).  

Au cours des dernières années plusieurs ligands facilitant le processus de phagocytose en 

agissant comme des signaux « manges-moi » ont également été découverts (Caberoy et al., 2012; 

Chen et al., 2016; Guo et al., 2015). Cependant pour certains d’entre eux les récepteurs associés à 

cette activité demeurent inconnus. Ainsi les mécanismes permettant la communication et la 

coordination entre l’EPR et les photorécepteurs demeurent largement incompris. 

v. Sécrétion de l’EPR 

Afin de réguler les différents tissus qui l’entourent, l’EPR sécrète de nombreux facteurs de 

croissance tels que différents FGFs (Fibroblast Growth Factors), TGF-β (Transforming Growth Factor), 

IGF-1 (Insulin-like Growth Factor 1), PDGF (Platelet-Derived Growth Factor), VEGF (Vascular 

Endothelial Growth Factor), PEDF (Pigment Epithelium-Derived Factor) et CNTF (Ciliary NeuroTrophic 

Factor) ainsi que d’autres molécules de signalisation telles que l’ATP,  FAS-L (Fas-ligand) et certaines 

métalloprotéases matricielles (MMP) ainsi que leurs inhibiteurs tissulaires (TIMP1, TIMP3) (Araújo et 

al., 2018; Strauss, 2005). 

L’EPR étant un épithélium hautement polarisé la plupart de ces protéines vont être sécrétées de 

manière unidirectionnelle et vont jouer un rôle important dans l’intégrité et le bon fonctionnement 

de la choroïde ou de la rétine.  (Tableau 1) 

Sécrétions apicales 

Les MMPs ainsi que leurs inhibiteurs TIMPs sont principalement sécrétés par l’EPR du côté 

apical (Padgett et al., 1997). Elles y joueraient le même rôle qu’un peu partout dans le corps en 

participant au renouvellement et à la maintenance de la matrice extracellulaire des photorécepteurs. 

Matrice dont l’un des composants majeurs, l’acide hyaluronique (deS Senanayake P et al., 2001), est 

également sécrété par l’EPR. De plus, les MMPs pourraient être impliquées dans la dégradation de 

l’extrémité des segments externes des photorécepteurs avant leurs phagocytoses. On retrouve 
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également certaines MMPs et TIMPs du côté basal de l’EPR et notamment TIMP-3 qui limite 

l’angiogenèse induite par le VEGF (Qi et al., 2003) afin d’éviter la néovascularisation de la choroïde.  

L’EPR sécrète également le PEDF préférentiellement du côté apical (Becerra et al., 2004). Ce 

dernier va y avoir un effet neuroprotecteur pour les photorécepteurs en inhibant l’apoptose induite 

par le glutamate ainsi que l’hypoxie et va participer au maintien de l’environnement non 

angiogénique de l’EPR. 

En cas de stress trop important l’EPR peut également sécréter l'αB cristalline en direction de 

la rétine où elle sera récupérée par les photorécepteurs (Sreekumar et al., 2010). L’αB cristalline 

étant une protéine chaperonne capable d’inhiber l’activité protéolytique de la caspase 3 et d’activer 

les mécanismes de réparation de l’ADN, elle fournit alors une protection efficace aux 

photorécepteurs contre le stress oxydatif. 

D’autres facteurs ayant un effet neuroprotecteur tels que le FGF2 ou le CTNF vont aussi être 

exprimés par l’EPR en cas de blessure ou de dommages subis par la rétine (Cao et al., 1997). 

Sécrétions basales 

La sécrétion basale du VEGF est sans aucun doute l’une des fonctions de l’EPR la plus étudiée. 

En effet, les traitements anti-VEGF étant actuellement les seuls permettant de lutter contre la forme 

exsudative de la DMLA, de nombreuses équipes s’y sont intéressées. En condition non pathologique 

sa sécrétion est finement régulée et va permettre de moduler la prolifération des cellules 

endothéliales au niveau des choriocapillaires. Cependant en cas de dérégulation, la quantité de VEGF 

sécrétée peut dépasser un certain seuil et ce dernier va alors induire une angiogenèse anormale 

aboutissant à la néovascularisation de la choroïde observée dans les formes tardives de DMLA 

humides (Homayouni, 2009). 

D’autres protéines sécrétées par l’EPR vont également participer au maintien et au 

renouvellement des choriocapillaires telles que TIMP-3 ou encore la Cystatine C dont la mutation 

homozygote prédispose au développement de la forme humide de la DMLA à un âge précoce 

(Paraoan et al., 2010) . 

L’EPR serait également capable de réguler le flux sanguin au niveau de la choroïde via la sécrétion 

basale d’Endothéline I (Narayan et al., 2004). Cependant ce facteur pouvant à la fois avoir un effet 

vasoconstricteur ou à l’inverse vasodilatateur selon qu’il se fixe respectivement à son récepteur ETA 

ou ETB, son effet exact dans ce contexte reste inconnu. 
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Protein Main functions Links/potential links to AMD Polarity 

αB Crystallin Molecular chaperone, cytoprotection 
Possible AMD biomarker, maybe involved in Drusen 

formation 
Apical 

BDNF Neurotrophic growth factor 
Protective role for the photoreceptors possibly lost 

during AMD 
Unknown 

CFH Inhibitor of the complement pathway Gene variants implicated as a major AMD risk factor Unknown 

CNTF Neurotrophic growth factor 
May provide protection against neurodegenerative 

diseases, such as AMD 
Unknown 

Cystatin C Cysteine protease inhibitor 
Variant B isoform associated with increased risk of 

“wet” AMD 
Basal 

Endothelin I Vasoconstriction/vasodilation 
Mis-signalling associated with retinopathies with 

breakdown of blood–retinal barrier 
Basal 

Fibulin 3/5 
ECM protein involved in elastogenesis 

(fibulin 5) 
Variant isoform of fibulin 5 associated with increased 

risk of AMD 
Unknown 

FGF 2 
Growth factor involved in 

mitogenesis, angiogenesis and cell 
survival 

Role in choroidal neovascularization Unknown 

FGF 5 
Growth factor involved in 

mitogenesis, angiogenesis and cell 
survival 

Potential functional role in AMD pathophysiology Basal 

HB-EGF Mitogenic growth factor 
Indirect role in choroidal 

neovascularization via influence on VEGF expression 
Unknown 

HGF 
Growth factor involved in growth, 

motility and morphogenesis 
Protection against oxidative stress, a process 

frequently linked with AMD progression 
Unknown 

Hyaluronan Major component of ECM 
Possible role in choroidal 

neovascularization via interaction with CD44 receptor 
Apical 

IGF-I 
Growth factor involved in growth and 

development 
Role in choroidal neovascularization Unknown 

LIF Cytokine involved in differentiation 
May aid photoreceptor survival during periods of 

stress, such as AMD 
Unknown 

MMP-2 and 
MMP-9 

Zinc-dependent endopeptidase 
involved in ECM degradation 

Activity within the Bruch's membrane altered in 
AMD, possible contribution to progression of “wet” 

AMD 
Apical 

NGF Neurotrophic growth factor 
Protection against oxidative stress, a process 

frequently linked with AMD progression 
Unknown 

PEDF 
Growth factor with neurotrophic and 

anti-angiogenic properties 
Incorrect expression/localization promotes 

vascularization in late-stage AMD 
Apical 

TGF-β 
Growth factor involved in 

proliferation and differentiation 
Can cause senescence-associated changes in RPE, a 

process associated with early AMD 
Apical 

TIMP-I Inhibitor of matrix metalloproteinases 
Activity of target molecules (MMP's) altered in AMD, 
possible contribution to progression of “wet” AMD 

Apical 

Tropoelastin 
Involved in formation of elastin fibres 

(such as in Bruch's membrane) 
Potential functional role in AMD-related changes in 

the Bruch's membrane 
Unknown 

VEGF Angiogenic growth factor 
Incorrect expression/localization promotes 

vascularization role in late-stage AMD 
Basal 

Tableau 1. Récapitulatif des sécrétions de l’EPR en conditions saines et pathologiques (Kay 

et al., 2013). 
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vi. Privilège immun 

L’intérieur de l’œil est une zone immune privilégiée séparée du système sanguin. Comme 

évoqué précédemment l’EPR participe à ce privilège en formant une barrière physique entre ces 

deux compartiments. Mais le rôle de l’EPR dans la suppression de la réponse immunitaire à l’intérieur 

de l’œil ne s’arrête pas là. En effet, il a été démontré que ces cellules étaient capables de 

communiquer avec certains acteurs de la réponse immunitaire afin de supprimer leur activité. L’EPR 

est notamment capable d’inhiber l’activité des lymphocytes T4 et T8 (Farrokh-Siar et al., 1999) via 

l’expression à sa surface de FAS-L et de PD-L1 (Sugita et al., 2009) mais également via la sécrétion de 

CTLA-2α (Sugita et al., 2008) et de la thrombospondine (Zhou and Caspi, 2010). 

En condition normale, l’EPR va également sécréter le facteur H du complément (CFH) 

permettant ainsi d’inhiber le complément et de protéger les tissus environnants. Ainsi, le 

polymorphisme du gène CFH est aujourd’hui considéré comme un facteur de risque de la DMLA 

(Edwards et al., 2005). Mais malgré ces quelques éléments la manière dont l’EPR interagit avec le 

système immunitaire demeure méconnue. 

Comme nous venons de le voir l’EPR remplit un nombre important de fonctions 

indispensables à la vision et notamment à la survie et l’entretien des photorécepteurs. Ainsi, la 

perturbation d’une seule de ces fonctions due à une mutation peut avoir des répercutions 

dramatiques sur la vue et aboutir à des pathologies rétiniennes. Certaines de ces mutations, comme 

celles touchant les gènes RPE65 ou CRALBP, peuvent par exemple perturber le cycle visuel tandis que 

d’autres vont bloquer la phagocytose des segments externes des photorécepteurs comme celles 

touchant le gène MERTK. Quoi qu’il en soit ces mutations aboutissent toutes au dysfonctionnement 

des photorécepteurs et bien souvent à leur dégénérescence. 

b. La rétine neurale 

Du fait de son accessibilité, la rétine neurale est sans doute la partie la plus étudiée et la 

mieux caractérisée du système nerveux central. Il s’agit d’une structure laminaire pouvant être 

décomposée en 3 couches contenant les noyaux des 7 types cellulaires majoritaires de la rétine : les 

photorécepteurs cônes et bâtonnets (PC/PB), les cellules bipolaires (CB), les cellules horizontales 

(CH), les cellules amacrines (CA), les cellules de Müller (CM) et les cellules ganglionnaires (CG). Ces 3 

couches nucléaires sont séparées par 2 couches « plexiformes » au niveau desquelles se forment les 

connexions synaptiques entre ces différentes cellules (Hildebrand and R. Fielder, 2011; Marc, 2008; 

Masland, 2012) (Figure 5). 
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Figure 5. Organisation cellulaire de la rétine (Schéma modifié à partir de Hildebrand and R. 

Fielder, 2011; Marc, 2008). 

i. La couche nucléaire externe 

La couche nucléaire externe (CNE) contient les noyaux des photorécepteurs, les cellules 

responsables de la phototransduction du signal lumineux en signal électrique. Il existe 2 types de 

photorécepteurs, les cônes et les bâtonnets, qui diffèrent dans leurs fonctions, leurs nombres, ainsi 

que leurs localisations dans la rétine. La rétine humaine compte approximativement 4 à 5 millions de 

cônes principalement localisés dans la fovéa, où les bâtonnets sont absents, et 77 à 107 millions de 

bâtonnets qui prédominent dans la rétine périphérique hors de la fovéa (Curcio et al., 1990). Les 

cônes permettent la détection des couleurs et la vision photopique (diurne). Chez l’Homme, il en 

existe 3 sous types : Les cônes rouges (ou L pour long wavelength sensitive) qui sont majoritaires 

(environ 63%), les cônes verts (M) moins nombreux (environ 32%) et les cônes bleus (S) beaucoup 

plus rares (environ 5%). Les bâtonnets quant à eux permettent la vision scotopique (nocturne et en 

faible luminosité) et sont beaucoup plus sensibles que les cônes. Une fois adaptés à l’obscurité ces 

derniers sont capables de détecter un photon lumineux unique (Hildebrand and R. Fielder, 2011). 

Tous les photorécepteurs conservent cependant une structure commune et sont constitués 

d’un segment externe, d’un segment interne contenant la machinerie cellulaire nécessaire à leur 

activité métabolique importante, d’un noyau, d’un axone ou fibre interne et d’une terminaison 

synaptique (Figure 6). 
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Figure 6. Les photorécepteurs cônes et bâtonnets (Image provenant de 

http://lecerveau.mcgill.ca/flash/d/d_02/d_02_m/d_02_m_vis/d_02_m_vis.html). 

Au niveau du segment externe, les repliements de la membrane plasmique forment plusieurs 

centaines de disques plats dans lesquels sont ancrés les pigments visuels. Ces pigments sont 

constitués d’un chromophore, le 11-cis-retinal, lié de manière covalente à une protéine 

transmembranaire plus large appelée opsine. Bien que ce complexe soit commun à tous les pigments 

visuels, de légères différences dans la composition moléculaire des opsines permettent de modifier 

le spectre d’absorption du rétinal et modifient ainsi l’excitabilité des différents photorécepteurs 

selon la longueur d’onde du signal lumineux reçu.  

La suite de la cascade de phototransduction quant à elle repose sur un mécanisme commun à 

tous les photorécepteurs. Elle met en jeu un second message, le GMPc, qui fait le lien entre les 

pigments ancrés dans la membrane des segments externes et l’activité de canaux cationiques 

permettant l’hyperpolarisation des photorécepteurs, ces derniers étant majoritairement dépolarisés 

dans l’obscurité.  

 Schématiquement, l’absorption d’un photon par le 11-cis-retinal va induire son 

isomérisation vers l’état tout-trans entrainant un changement de conformation de la molécule 

d’opsine auquel il est lié. Le pigment ainsi activé va alors se lier à la transducine, une protéine G 

présente à la surface interne de la membrane plasmique des disques. Cette liaison va permettre de 

catalyser l’échange d’un GDP en GTP au niveau de la transducine induisant la libération de sa sous-

unité α qui va alors activer la GMPc phosphodiestérase (PDE). Cette enzyme catalysant la conversion 

du GMP cyclique en 5’-GMP, ceci aboutit à une diminution importante de la concentration 
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intracellulaire en GMPc et va induire la fermeture des canaux cationiques GMPc-dépendant et 

l’hyperpolarisation des photorécepteurs.  Cette hyperpolarisation va alors bloquer le relâchement du 

glutamate par les photorécepteurs aux niveaux de leurs terminaisons synaptiques dans la couche 

plexiforme externe (Fu, 2010) (Figure 7). 

 

 

Figure 7. La phototransduction (Fu, 2010). 

ii. La couche plexiforme externe 

 C’est au niveau de la couche plexiforme externe (CPE) que les photorécepteurs vont former 

des connexions synaptiques avec les cellules bipolaires et horizontales de la couche nucléaire 

interne. Il s’agit du premier niveau de traitement du signal lumineux reçu. Les signaux individuels 

envoyés par chaque photorécepteur y sont intégrés et organisés de manière à former des champs de 

réception concentriques permettant la mise en place d’un antagonisme ON/OFF entre le centre et la 

périphérie de ces champs. Ce signal est ensuite transmis à la couche plexiforme interne par les 

cellules bipolaires. 

iii. La couche nucléaire interne 

 La couche nucléaire interne (CNI) contient les noyaux des interneurones chargés de 

connecter les photorécepteurs avec les cellules ganglionnaires ainsi que les noyaux des cellules 

gliales. On dénombre 4 types cellulaires principaux dans la CNI : les cellules bipolaires, les cellules 

horizontales, les cellules amacrines et les cellules de Müller. 

Les cellules bipolaires sont responsables de la transmission du message nerveux des 

photorécepteurs vers les cellules ganglionnaires. On en dénombre plusieurs sous-types pouvant être 



26 
 

classifiés selon leur morphologie, leur capacité à former des connexions avec les cônes ou les 

bâtonnets ainsi qu’en fonction de leur réponse au glutamate. En effet les cellules bipolaire « OFF » 

possèdent des synapses dites conservatrices du signal. Ainsi, en absence de lumière ces dernières 

vont se dépolariser en réponse au glutamate relâché par les photorécepteurs auxquels elles sont 

connectées. A l’inverse elles s’hyperpolarisent à la suite d’une stimulation lumineuse des 

photorécepteurs car ces derniers ne libèrent plus de glutamate. Les cellules bipolaires « ON » quant à 

elles vont inverser le signal émis par les photorécepteurs auxquels elles sont connectées et vont donc 

s’hyperpolariser lorsque ces derniers ne sont pas stimulé et relâcher du glutamate en cas de 

stimulation lumineuse (Wässle, 2004). 

Les cellules horizontales assurent l’interconnexion de plusieurs photorécepteurs et vont ainsi 

permettre l’intégration et la modulation des signaux envoyés par ces derniers dans la couche 

plexiforme externe via la libération de neurotransmetteurs inhibiteurs comme le GABA (Cueva et al., 

2002; Jellali et al., 2002). Il existe deux types principaux de cellules horizontales appelées HI et HII. 

Les cellules HI sont capables de former des connexions synaptiques avec les cônes via leurs dendrites 

ainsi que des connexions avec les bâtonnets grâce à leurs axones. Les cellules HII quant à elles 

n’interagissent qu’avec les cônes (Kolb et al., 1980, 1994). 

Les cellules amacrines jouent un rôle semblable aux cellules horizontales mais projettent du 

côté de la couche plexiforme interne où elles modulent les signaux transmis par les cellules bipolaires 

aux cellules ganglionnaires. On dénombre plus d’une trentaine de sous-types différents de cellules 

amacrines classées selon leurs morphologies et leurs stratifications dendritiques (MacNeil and 

Masland, 1998; MacNeil et al., 1999; Masland, 2001). La plupart des cellules amacrines sécrètent des 

signaux inhibiteurs de type Gabaergiques mais bon nombre d’entre elles sécrètent également 

d’autres neurotransmetteurs tel que la glycine, la sérotonine ou encore la dopamine (Kolb, 2009). La 

fonction spécifique de chacun des sous-types de cellules amacrines demeurent à ce jour mal compris. 

Les cellules de Müller sont les principales cellules gliales de la rétine. Elles s’étendent sur 

toute son épaisseur et jouent un rôle dans le maintien de sa structure ainsi qu’un rôle de soutien 

pour les cellules environnantes en remplissant de nombreuses fonctions. Elles interviennent 

notamment dans le maintien de la concentration en K+ dans les deux couches plexiformes et dans le 

recyclage de certains neurotransmetteurs relâchés par les photorécepteurs et les interneurones, tels 

que le GABA et le glutamate (Newman and Reichenbach, 1996). 

iv. La couche plexiforme interne 

C’est au niveau de la couche plexiforme interne (CPI) que se forment les connexions entre les 

cellules bipolaires, les cellules amacrines et les cellules ganglionnaires. La CPI forme une structure 
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pluristratifiée pouvant être divisée en 5 parties constituées de branchements spécifiques entre 

différents sous type cellulaires. De manière simplifiée, ces strates forment 2 couches distinctes 

permettant de séparer les signaux ON et OFF provenant des cellules bipolaires. Ainsi les connexions 

entre les cellules ganglionnaires et bipolaires de types OFF se forment dans les strates les plus 

externes proche de la CNI (sous couche-a) tandis que les connexions entre les cellules ganglionnaires 

et bipolaires de types ON se font dans les strates les plus internes à proximité de la couche des 

cellules ganglionnaires (sous-couche-b) (Kolb, 2007). 

v. La couche des cellules ganglionnaires 

Comme son nom l’indique cette couche contient les noyaux des cellules ganglionnaires mais 

aussi ceux d’autres types cellulaires tels que quelques cellules amacrines, des astrocytes, des cellules 

endothéliales et des péricytes.  

Les cellules ganglionnaires sont responsables de la transmission de l’information visuelle de 

la rétine vers le cerveau. Il en existe plus d’une vingtaine de sous-type dont 2 majoritaires, les cellules 

naines et parasols, qui représentent plus de 80% des 1,2 millions de cellules ganglionnaires de la 

rétine humaine. Chacun de ces sous-types peut-être ON ou OFF selon que la cellule projette ses 

dendrites dans la souche a ou b de la CPI. Les axones des cellules ganglionnaires se réunissent quant 

à eux au niveau de la papille optique pour former le nerf optique (Field and Chichilnisky, 2007). 
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II. Embryologie de l’œil : De la spécification précoce du champ oculaire à la 

rétinogenèse. 

Chez les vertébrés, le développement embryonnaire de l’œil est un phénomène hautement 

conservé pouvant être décomposé en plusieurs étapes clefs. Ce processus débute au cours de la 

gastrulation avec la mise en place du champ oculaire. Les facteurs sécrétés par la ligne médiane 

ventrale vont ensuite induire la séparation de ce champ en deux, chacune de ces parties donnant 

naissance à une vésicule optique par évagination des parois latérales du diencéphale lors de la 

neurulation. Au cours de cette évagination, la vésicule optique se retrouve en contact étroit avec 

l’ectoderme de surface induisant la formation de la placode cristalline. Les facteurs sécrétés par cette 

dernière ainsi que par le mésenchyme péri-oculaire vont alors induire la formation de trois territoires 

distincts dans la vésicule optique. La portion la plus dorsale de la vésicule formera l’épithélium 

pigmentaire rétinien, la partie la plus latérale en contact direct avec la placode donnera naissance à 

la rétine neurale tandis que la partie la plus ventral formera la tige optique. Les interactions 

réciproques entre la placode cristalline et la vésicule optique vont alors induire le repliement sur elle-

même de cette dernière de sorte que la rétine neurale et l’épithélium pigmentaire rétinien 

présomptifs se retrouvent superposés. On parle alors de cupule optique. De son côté la placode 

cristalline se détache totalement de l’ectoderme de surface afin de former le cristallin et la partie de 

l’ectoderme de surface restant en contact avec la vésicule optique forme l’épithélium de la cornée 

(Figure 11) (Fujimura, 2016; Graw, 2010; Sinn and Wittbrodt, 2013; Zagozewski et al., 2014). 

Comme nous allons le voir chacune de ces étapes est régulée par des facteurs extrinsèques 

et/ou intrinsèques précis, qu’il est important de comprendre dans le but de récapituler le 

développement embryonnaire de l’œil à l’aide de cellules souches pluripotentes humaines (CSPhs). 

1. Spécification du champ oculaire et expression des « Eye Field Transcription Factors » 

Le champ oculaire apparait au cours de la gastrulation et sa mise en place est liée à la 

spécification du neuroectoderme le long de l’axe antéro-postérieur.  En effet, après l’induction 

neurale provoquée par les voies FGF et IGF et par la répression des voies WNT et BMP, le tube neural 

va être subdivisé en plusieurs territoires distincts : Le télencéphale, le diencéphale, le mésencéphale 

et le rhombencéphale. Cette spécification repose sur la sécrétion de facteurs postériorisant tels que 

l’acide rétinoïque (A.R) et les molécules sécrétées des familles WNT, BMP et Nodal qui vont former 

un gradient le long de l’axe antéro-postérieur (Agathon et al., 2003; Muñoz-Sanjuán and H.-

Brivanlou, 2001; Piccolo et al., 1999). Parmi ces signaux, la voie WNT semble jouer un rôle 

prépondérant puisqu’il a été démontré dans différents modèles tel que le zebrafish mutant headless 
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(TCF3) ou encore Masterblind/Axin1, que l’augmentation ectopique des signaux WNT aboutissait à 

une absence de formation des parties les plus antérieurs du cerveau (Heisenberg et al., 2001; Kim et 

al., 2000). A l’inverse la suppression de ces signaux conduit à une extension postérieure du 

télencéphale. 

L’interaction entre ces différents gradients va ainsi permettre la mise en place des différents 

territoires de la plaque neurale et notamment celle du champ oculaire au niveau du futur 

diencéphale. Ce dernier est caractérisé par l’expression d’un ensemble de facteurs de transcription 

regroupés sous l’appellation « Eye field transcription factors (EFTFs) ». Parmi ces gènes on retrouve 

notamment OTX2, RAX, SIX3 et PAX6 qui ensemble forment un réseau transcriptionnel complexe 

(Zuber, 2010 ; Zuber et al., 2003). 

L’EFTF exprimé le plus précocement est OTX2. En effet ce dernier est  retrouvé partout dans 

le cerveau antérieur dès l’embryogénèse précoce (Simeone et al., 1993). Il semble donc être l’un des 

premiers acteurs de la mise en place du réseau transcriptionnel de l’œil. Il a notamment été 

démontré qu’OTX2 était capable de se fixer sur un élément non codant appelé « CNS1 » situé environ 

2 Kbs en amont du promoteur de RAX. Une fois fixé sur cette séquence, OTX2 interagit de manière 

directe avec SOX2 pour induire l’expression de RAX qui en retour réprime la sienne (Danno et al., 

2008). 

RAX joue un rôle prépondérant dans le développement précoce de l’œil comme le montre le 

phénotype de la souris « eyeless » qui présente une mutation dans le promoteur de ce gène (Chase, 

1944; Tucker et al., 2001). Bien qu’il soit conservé chez tous les vertébrés, le nombre d’orthologues 

peut varier d’une espèce à l’autre. Ainsi, on ne retrouve qu’un seul orthologue de RAX chez la souris 

tandis que le zebrafish et le poisson medaka en compte 3 (Rx1/Rx2/Rx3). De la même manière, la 

fonction globale de ce gène semble conservée d’une espèce à l’autre puisque sa mutation aboutit 

systématiquement à l’absence de formation de l’œil. Cependant, des différences inter-espèces 

semblent tout de même exister. Chez le medaka par exemple, la mutation des gènes Rx bloque 

l’évagination de la vésicule optique mais ne semble pas affecter la mise en place du champ oculaire 

(Winkler et al., 2000), démontrant une indépendance entre la spécification des progéniteurs 

rétiniens et les évènements morphologiques aboutissant à la formation de la vésicule optique. Chez 

la souris en revanche, la mutation du gène Rax inhibe totalement la mise en place du territoire 

oculaire et semble donc intervenir plus précocement dans la spécification des progéniteurs rétiniens 

(Zhang et al., 2000). 

Parmi les EFTFs intervenant très tôt dans la spécification du champ oculaire, on retrouve 

également SIX3. Des expériences de perte de fonction réalisées chez le medaka et la souris ont 
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montré qu’une perte de l’expression de ce gène inhibait la formation des structures antérieures du 

cerveau et donc de l’œil (Carl et al., 2002; Lagutin et al., 2003). A l’inverse, il a également été 

démontré que l’expression ectopique de Six3 pouvait induire à elle seule la formation d’une cupule 

optique au niveau du mésencéphale (Loosli et al., 1999). Ainsi Six3 jouerait un rôle majeur dans la 

mise en place du champ oculaire en participant à la mise en place d’un gradient WNT dans le cerveau 

antérieur via l’inhibition de l’expression de Wnt1. 

Mais le gène régulant le développement oculaire précoce le plus connu est probablement 

PAX6.  En effet, ce gène étant hautement conservé à la fois chez les vertébrés et les invertébrés 

(Mathers and Jamrich, 2000), et son expression étant suffisante pour induire la formation ectopique 

de l’œil dans certains tissus « compétents » (Halder et al., 1995), il a rapidement été avancé qu’il 

s’agissait d’un gène régulateur clef du développement oculaire.  

La souris Lhx2-/- ayant un phénotype similaire à la souris small eye, porteuse d’une mutation 

sur Pax6 (Hill et al., 1992; Porter et al., 1997), plusieurs équipes se sont intéressées à l’interaction 

entre ces deux EFTFs. En effet, dans les deux cas, la mutation de l’un de ces gènes empêche la 

progression de la vésicule optique vers le stade de cupule, suggérant une possible régulation directe 

entre ces deux facteurs de transcription. Pourtant, il a été mis en évidence que l’inactivation de l’un 

de ces gènes n’avait pas d’effet sur l’expression de l’autre dans la vésicule optique démontrant que 

bien que tous les deux soient essentiels au même stade du développement oculaire, leur expression 

était indépendante l’une de l’autre. Plus tard Tétreault et al. démontrèrent que PAX6 et LHX2 

coopéraient de manière synergique afin d’induire l’expression de SIX6 expliquant au moins en partie 

la similitude des phénotypes observés dans les 2 souris mutantes (Tétreault et al., 2009). 

Au fil du temps, de nombreuses expériences supplémentaires de gain et perte de fonction 

ont été réalisées et ont impliqué un nombre croissant de gènes dans la mise en place du territoire 

oculaire. Parmi toutes ces études celle de Zuber menée en 2003 (Zuber et al., 2003) sur le xénope 

montra en particulier que l’expression combinée de Otx2, Tbx3, Pax6, Six3, Rx1, Tll (homologue de 

NR2E1) et Six6 était à la fois nécessaire et suffisante à la mise en place du champ visuel. De plus, 

Zuber posa les bases des interactions entre ces différents facteurs de transcription (Figure 8) bien 

que des études postérieures vinrent contredire certaines de ses affirmations comme le fait qu’OTX2 

ne régulait pas directement l’expression de RAX.  
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Figure 8. Régulation de la mise en place du champ oculaire (Zuber et al., 2003). 

2. Scission des champs oculaires 

Après la mise en place d’un champ oculaire unique en position centrale, ce dernier se sépare 

en deux lors de la mise en place de la ligne médiane ventrale. Les mécanismes précis induisant cette 

scission demeurent mal compris bien qu’il ait été mis en évidence que les facteurs de croissance de la 

famille FGF, SHH et TGF-β sécrétés par le mésoderme axial jouent un rôle prépondérant dans ce 

phénomène. En effet, chez le zebrafish, la mutation de gènes apparentés à Nodal (membre de la 

famille TGF-β) conduit à un phénotype « cyclope » tout comme la mutation de SHH chez la souris 

(Chiang et al., 1996; Rebagliati et al., 1998). 

 Ces facteurs agiraient à la fois sur la différenciation des cellules axiales du champ visuel en 

inhibant par exemple l’expression de Pax6 (Li et al., 1997) mais semblent aussi jouer sur la migration 

des cellules avoisinantes comme celle des futures cellules hypothalamiques qui, en migrant vers une 

position plus antérieure, traverseraient le champ oculaire en son centre (Varga et al., 1999). 

SIX3 semble également jouer un rôle important dans ce processus en induisant directement 

l’expression de SHH par la ligne médiane ventrale au niveau du diencéphale. En retour SHH maintient 

l’expression de Six3 dans cette zone (Geng et al., 2008). Ainsi, une haploinsuffisance de SIX3 perturbe 

cette boucle de régulation positive et conduit à un phénotype semblable à la perte de SHH chez la 

souris à savoir une holoprosencéphalie accompagnée de la formation d’un œil unique en position 

centrale.  
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3. Induction et régionalisation de la vésicule optique  

À la suite de cette division, les deux champs optiques nouvellement formés vont s’étendre 

latéralement jusqu’à induire l’évagination des parois latérales du diencéphale et vont ainsi former les 

vésicules optiques. Les études menées chez le medaka semblent montrer que cette évagination est 

due à une migration latérale des cellules du champ visuel plutôt qu’à une prolifération massive de 

ces dernières et soulignent le rôle de RAX dans ce processus. En effet, Rembold et al. ont démontré 

qu’en cas de mutation de Rx3 les progéniteurs rétiniens normalement sensés migrer latéralement 

vont au contraire se regrouper vers la ligne médiane de la même manière que les autres cellules du 

cerveau antérieur, aboutissant à l’absence de formation de vésicules optiques (Rembold et al., 2006). 

Ainsi les cellules du champ visuel présenteraient des capacités migratoires différentes des cellules 

avoisinantes et cette différence serait dépendante de l’expression de RAX.  Dans cet article, les 

auteurs proposent un modèle en 2 étapes où dans un premier temps les progéniteurs rétiniens 

montreraient une convergence plus lente vers la ligne médiane que les autres cellules du cerveau 

antérieur et formeraient ainsi un large domaine latéral, puis dans un second temps ces progéniteurs 

migreraient latéralement de manière individuelle entrainant l’évagination des vésicules optiques. 

Depuis, plusieurs protéines agissant en aval de RAX telles que la protéine d’adhésion NLCAM (Brown 

et al., 2010) et le récepteur de chimiokine CXCR-4 (Bielen and Houart, 2012)  ont été identifiées afin 

d’expliquer cette différence de capacité migratoire. 

Au cours de son évagination la vésicule optique est régionalisée en 3 compartiments 

distincts, chacun exprimant des facteurs de transcription spécifiques. Ainsi, la région la plus dorsale 

destinée à former l’EPR commence à exprimer MITF tandis que la partie la plus distale qui formera la 

rétine neurale se met à exprimer VSX2 (CHX10) (Liu et al., 1994) et que la région ventrale exprime 

PAX2. Du fait de leurs répressions mutuelles ces facteurs jouent un rôle intrinsèque dans le maintien 

des frontières entre ces 3 régions. En effet, les études menées chez la souris ont démontré d’une 

part la capacité de VSX2 à réprimer l’expression de MITF (Horsford et al., 2005) assurant ainsi la 

démarcation entre l’EPR et la rétine neurale, et d’autre part la capacité de PAX6 et de PAX2 à se 

réprimer mutuellement de manière directe (Schwarz et al., 2000), assurant de ce fait la démarcation 

entre la rétine neurale et la future tige optique (Figure 9). 
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Figure 9. Régionalisation de la vésicule optique (Yun et al., 2009). 

Parmi les facteurs régissant la mise en place de cette régionalisation, LHX2 semble jouer un 

rôle prépondérant. En effet, comme dit précédemment, chez la souris la mutation de ce gène bloque 

la progression de la vésicule optique vers le stade cupule. Plus précisément, il semblerait que LHX2 

joue un rôle dans la régionalisation dorso-ventrale de la vésicule optique et ce, au moins en partie via 

la régulation des signaux BMPs sécrétés par les progéniteurs rétiniens eux-mêmes (Yun et al., 2009). 

L’expression de ces différents facteurs de transcription et donc la régionalisation de la 

vésicule optique le long des axes antéro-postérieur et dorso-ventral est également régulée par des 

facteurs extrinsèques sécrétés par les tissus environnants. Par exemple, au cours de son évagination 

la partie la plus distale de la vésicule optique vient en contact étroit avec l’ectoderme de surface. 

L’interaction entre ces deux tissus va induire d’une part un épaississement de l’ectoderme de surface 

au niveau de la zone de contact pour former la placode cristalline et d’autre part l’expression de 

VSX2 dans la future rétine neurale sous l’effet des molécules de la familles FGF sécrétées par cette 

dernière (Nguyen and Arnheiter, 2000). 

En parallèle, les signaux TGF-β sécrétés par le mésenchyme péri-oculaire réprimeraient 

l’expression de VSX2 dans la région dorsale de la vésicule optique évitant ainsi la répression de MITF 

et d’autres marqueurs spécifiques de l’EPR tel que WNT13 et MMP115 (Fuhrmann, 2010; Fuhrmann 

et al., 2000). La voie Wnt/β-Caténine semble également jouer un rôle prépondérant lors de la 

régionalisation de la vésicule optique et la spécification de l’EPR. En effet, cette voie de signalisation 

est fortement activée dans l’EPR en cours de différenciation et la mutation de la β-Caténine dans la 

vésicule optique résulte en une transdifférenciation des cellules de l’EPR en progéniteurs de la rétine 

neurale (Westenskow et al., 2009). L’origine des ligands WNT responsables de cette régulation est 

cependant longtemps restée floue, ces derniers pouvant à la fois être sécrétés par le mésenchyme 

péri-oculaire et/ou par l’ectoderme de surface et/ou par l’EPR lui-même en réponse au signaux TGF-
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β. En 2015, Carpenter et al. apportèrent un premier élément de réponse en démontrant que 

plusieurs ligands de la famille WNT étaient exprimés à la fois par l’ectoderme de surface et le 

mésoderme péri-oculaire mais que de manière surprenante seuls les ligands sécrétés par 

l’ectoderme de surface étaient nécessaires au développement de l’œil (Carpenter et al., 2015). 

La partie ventrale de la vésicule optique serait quant à elle spécifiée par les signaux SHH en 

provenance de la ligne médiane. En effet, en plus de présenter un défaut de scission du champ 

oculaire et un phénotype « cyclope » les souris porteuses de mutation sur Shh présentent également 

une expansion de la zone d’expression de Pax6 au détriment de Pax2 (Chiang et al., 1996) (Figure 

10). 

 

Figure 10. Régulation de la régionalisation de la vésicule optique par les tissus adjacents 

(Heavner and Pevny, 2012). 

En parallèles de cette spécification, une invagination coordonnée de la placode cristalline et 

de la vésicule optique va aboutir au repliement de la partie dorsale de cette dernière sur elle-même 

et à la formation d’une cupule optique bistratifiée. Le futur EPR forme alors la couche externe de la 

cupule et les progéniteurs de la rétine neurale la couche interne. Par la suite, une seconde 

invagination au niveau de la partie ventrale de la vésicule optique va aboutir à la formation de la 

fissure optique (Adler and Canto-Soler, 2007). L’absence d’invagination ventrale chez les embryons 

de souris simples ou multiples mutant pour les enzymes Raldh1, 2 et 3 tend à montrer un rôle 

TGF-β 
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prépondérant de la voie de l’A.R dans ce processus. Dans cette étude, les auteurs soulignent le fait 

que les embryons mutants ne présentent pas de défaut de régionalisation de la vésicule optique le 

long de l’axe dorso-ventral mettant ainsi en évidence le rôle spécifique de l’A.R dans la régulation des 

mouvements morphogénétiques de la rétine plutôt que dans la régionalisation de cette dernière 

(Molotkov et al., 2006) (Figure 11).  

Comme nous venons de le voir, de nombreuses études menées dans différents modèles 

tendent à montrer que la régionalisation et les mouvements morphogénétiques permettant de 

passer de la vésicule optique à la cupule sont finement régulés et dépendent des signaux extérieurs 

sécrétés par les tissus qui l’entourent. Cette hypothèse est également appuyée par les études menés 

chez les embryons de souris porteurs de mutation sur le gène Tcfap2a. Chez ces embryons, la 

vésicule optique se positionne mal par rapport aux tissus avoisinants et présentent à la fois des 

défauts de régionalisation et d’invagination (Bassett et al., 2010). 

 

Figure 11. De la vésicule à la cupule optique (Adler and Canto-Soler, 2007). 

Pourtant, l’importance des signaux envoyés par les tissus adjacents dans la maturation de la 

cupule optique demeure un débat ouvert. En effet, en 2011, Eiraku et son équipe publièrent que 

dans le cadre d’une culture en 3 dimensions, un épithélium rétinien dérivé de cellules souches 

embryonnaires (ESCs) de souris était capable de se régionaliser et de se replier spontanément pour 

former une structure semblable à une cupule optique. Ils démontrèrent ainsi qu’in vitro a minima, les 

progéniteurs rétiniens étaient capables de s’autoorganiser en suivant un programme intrinsèque 

(Eiraku et al., 2011). 
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4. Progéniteurs rétiniens et spécification des différentes cellules de la rétine. 

Au moment de la formation de la cupule optique, la rétine neurale est constituée d’un pool 

de cellules progénitrices (CPRs) capables de se différencier en chacun des 7 types cellulaires 

principaux constituant la rétine adulte (PC/PB/CH/CB/CA/CM/CG). L’apparition de ces différents 

types cellulaires se fait de manière séquentielle au cours du développement et débute par la 

génération des cellules ganglionnaires, suivi par celle des cônes, des cellules horizontales et de la 

plupart des cellules amacrines tandis que la majorité des bâtonnets, des cellules bipolaires et des 

cellules de Müller sont produites dans un troisième temps. Il est tout de même important de noter 

que bien que commençant de manière séquentielle le timing d’apparition de ces différents types 

cellulaires se chevauche largement (Figure 12) (Young, 1985). 

 

Figure 12. Génération séquentielle des cellules rétiniennes (Martins and Pearson, 2008). 

Les facteurs régulant ce timing ont été très largement étudiés mais demeurent encore mal 

compris. Les premières études visant à suivre individuellement le devenir des CPRs précoces ont tout 

d’abords démontrées que ces dernières étaient multipotentes, écartant la possibilité que différents 

pools de progéniteurs prédestinés à générer certains sous-types existaient dès ce stade.  Dès lors, 

une hypothèse attrayante était que le devenir de ces progéniteurs au cours du temps était régulé par 

des signaux extrinsèques émis par leur environnement. Cette théorie est en partie exacte puisque 

plusieurs facteurs de croissance tel que ceux de la famille FGF, TGF et EGF semblent avoir un rôle 

dans la différenciation rétinienne bien que leur effet soit dépendant du timing auquel ils sont 

appliqués (Lillien, 1995; Lillien and Cepko, 1992). Cependant, les travaux menés par la suite et 
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notamment ceux de réagrégation de progéniteurs prélevés à différent stade du développement 

(Belliveau and Cepko, 1999; Belliveau et al., 2000) ont démontré que moduler l’environnement avait 

un impact limité sur le devenir des CPRs et ne permettait pas de générer des types cellulaires 

précoces tels que des photorécepteurs de type bâtonnet à partir de progéniteurs tardifs.  

Les chercheurs ont alors imaginé un modèle dans lequel les CPRs passeraient de manière 

irréversible par différents stades de compétence au cours du temps. Ainsi au cours de ces stades, des 

facteurs intrinsèques limiteraient la capacité de différenciations des CPRs à quelques sous-types 

rétiniens. Ce modèle a donc été appelé « le modèle de compétence » (Cepko, 2014; Cepko et al., 

1996) (Figure 13). 

Dans celui-ci, les facteurs extrinsèques jouent un rôle limité et ne permettent que de 

contrôler la proportion des cellules produites simultanément par des progéniteurs d’un même stade. 

SHH par exemple interviendrait dans le rétrocontrôle exercé par les CGs sur les CPRs pour limiter leur 

propre production (Zhang and Yang, 2001). 

    Au cours des dernières années, les facteurs intrinsèques intervenant dans la rétinogenèse 

ont été intensément recherchés. Cela a permis l’identification d’un grand nombre de facteurs de 

transcription impliqués dans chaque stade de ce processus, en partant du maintien de la 

multipotence des CPRs jusqu’à la différenciation tardive des cellules de Müller.  Les facteurs de 

transcription des familles bHLH et Homeobox notamment semblent jouer un rôle prépondérant dans 

ces différentes étapes (Ohsawa and Kageyama, 2008). 

 

Figure 13. Le modèle de compétence (Livesey et Cepko, 2001). 

Bien qu’au vu de leur nombre il soit impossible de décrire la fonction de chacun d’entre eux, 

une hiérarchie globale et très simplifiée peut être soulignée. Au temps le plus précoce, une balance 
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entre l’expression de PAX6 et SOX2 ainsi que l’expression de VSX2 maintient l’ensemble des CPRs au 

stade multipotent (Matsushima et al., 2011). Puis la diminution de l’expression de VSX2 dans la 

plupart des CPRs, à l’exception de ceux destinés à donner naissance aux cellules de Müller et aux 

cellules bipolaires, va permettre l’expression de facteurs clefs dans la différenciation des autres types 

cellulaires réprimés jusqu’alors. L’un de ces facteurs le mieux caractérisé est ATOH7 qui est à la fois 

nécessaire et suffisant à la différenciation des CPRs en cellules ganglionnaires. Ainsi, chez la souris la 

perte de son expression aboutit à une augmentation de la proportion de photorécepteurs de type 

bâtonnet tandis que sa surexpression est suffisante pour induire la production de cellules 

ganglionnaires en plus grande proportion chez le xénope. Il a également été démontré que la 

répression de l’expression de Atoh7 par Ptf1 en réponse à l’expression de FoxN4 était nécessaire à la 

différenciation des cellules horizontales et amacrines (Boije et al., 2014) (Figure 14). 

 

Figure 14. Exemple de facteur de transcription impliqués dans la différenciation des cellules 

rétiniennes. (Boije et al., 2014) 

Ainsi, ces facteurs de transcription jouent un rôle important dans la détermination et le 

maintien de l’identité des cellules rétiniennes. Cependant, la plupart de ceux identifiés jusqu’à 

présent ne sont exprimés par ces dernières qu’une fois sorties du cycle cellulaire et engagées vers la 

différenciation d’un type cellulaire en particulier. Ce ne sont donc pas eux qui déterminent l’état de 

compétence des CPRs. Autrement dit, les facteurs qui induisent le passage des CPRs d’un stade de 

compétence à un autre et en régulent le timing restent encore à déterminer. 



39 
 

Chez la drosophile, une suite de facteurs de transcription séquentiellement exprimés 

contrôlant l’identité temporelle des neuroblastes a clairement été identifiée et comprend les gènes 

Seven UP, Hunchback, Krüppel, Pdm1, Pdm2 et Castor. Une hypothèse serait qu’une telle séquence 

contrôle l’identité temporelle des CPRs chez les vertébrés. Mais bien qu’un orthologue de Hunchback 

nommé Ikaros ai été identifié chez la souris et soit capable de biaiser la différenciation des CPRs 

tardifs vers des types cellulaires précoces, une véritable séquence de facteurs peine à être identifiée 

(Elliott et al., 2008). 

C’est dans ce contexte qu’une autre hypothèse est né. Le devenir des CPRs serait en réalité 

stochastique. Cette idée, qui à l’origine découlais de la simple observation que les CPRs à un même 

stade était à la fois hétérogène au niveau de leur taille et de leur transcriptome (Trimarchi et al., 

2008), a ensuite été confortée par des expériences de traçage cellulaire permettant de suivre le 

devenir individuel des progéniteurs, corrélées à des modélisations mathématiques. Ces expériences 

ont permis dans une première étude de démontrer que chaque progéniteur avait un destin aléatoire 

et qu’aucun schéma de division ou de différenciation précis au cours du temps n’existait au niveau 

individuel. Le destin d’un progéniteur ne dépendrait que d’une certaine probabilité partagée par tous 

les CPRs de donner l’un ou l’autre des types cellulaires de la rétine et non pas du passage de ces 

derniers par différents stades de compétence strictes. De plus, dans cette étude menée sur des 

cellules de rats, les auteurs se sont intéressés au mode de division choisi par les CPRs, à savoir 

symétrique (Progéniteur/Progéniteur « P/P » ou Différentiée/Différentiée « D/D ») ou asymétrique 

(P/D), au cours du temps. Ils y démontrent que ce choix est aléatoire et suggèrent que la probabilité 

de s’orienter vers l’un ou l’autre de ces modes est fixe au cours du temps (75% D/D ; 20% P/D ; 5% 

D/D). Cependant, selon les auteurs eux même ce modèle ne permet pas d’expliquer l’ordre 

d’apparition séquentielle des cellules au cours du développement bien qu’ils suggèrent que chez 

certains vertébrés cet ordre soit moins strict (Gomes et al., 2011) (Figure 15a). 

L’année suivante, la publication de He et al. vint appuyer cette théorie stochastique là aussi à 

l’aide d’expériences de traçage cellulaire mais en y ajoutant une légère touche de déterminisme. En 

effet, ils démontrèrent que la probabilité des CPRs à s’engager dans un mode de division plutôt qu’un 

autre n’est pas fixe au cours du temps et que ces derniers passent par 3 étapes au cours desquelles 

leur capacité proliférative diminue. Chez le zebrafish, les CPRs passeraient par une première phase 

d’amplification avec une forte probabilité de division symétrique P/P, dans un second temps les 

modes de division P/D et D/D ont lieu de manière simultanée et finalement dans une dernière phase 

les divisions D/D sont largement majoritaires. En parallèle, les auteurs décrivent également un lien 

entre le mode de division et le type cellulaire produit, permettant ainsi d’expliquer l’ordre 

d’apparition des cellules au cours du développement. La plupart des cellules ganglionnaires seraient 
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générées au cours d’une division asymétrique (P/D) expliquant leur apparition plus précoce tandis 

que les cellules amacrines ne montreraient aucune préférence et que les photorécepteurs, les 

cellules bipolaires et les cellules horizontales seraient plutôt générées lors d’une différenciation 

terminale (D/D). Ce modèle, bien que simple, explique donc à la fois l’ordre d’apparition des cellules 

dans la rétine tout en assumant son aspect aléatoire (He et al., 2012) (Figure 15b). 

 

 

Figure 15. Modèle de rétinogenèse stochastique (Bassett and Wallace, 2012; Boije et al., 2014). (A) 

Reconstruction in vitro de la rétinogenèse chez le rat. Les auteurs suggèrent un modèle entièrement 

stochastique basé sur des probabilités fixes au cours du temps pour chaque CPRs de donner 

naissance à l’un ou l’autre des sous types cellulaires étudiés. (B) Suivi in vivo de la rétinogenèse chez 

le zebrafish. Cette fois les auteurs proposent un modèle mêlant stochasticité et déterminisme où la 

différenciation des CPRs serait biaisée par leur mode de division et ou ce mode de division évoluerait 

au cours du temps. 

Une perspective intéressante désormais va être de déterminer si des mécanismes précis 

génèrent cet stochasticité. Ces mécanismes pourraient par exemple faire intervenir la voie Notch 

dont le rôle dans le maintien de la multipotence des CPRs a déjà été mis en évidence. En effet, un 

gradient apico-basal de Notch est observé dans l’épithélium rétinien et une fois cet épithélium établi 

les noyaux des CPRs vont entamer des migrations le long de cet axe appelées migrations 

intercinétiques (Del Bene et al., 2008). Or, il a été démontré que les mouvements lors de ces 

migrations étaient très largement aléatoires (Norden et al., 2009). Ainsi, les CPRs pourraient être 

aléatoirement plus ou moins exposés au signaux Notch générant une stochasticité dans le choix 

entre prolifération ou différenciation.  

En conclusion, la rétinogenèse est un phénomène complexe, dont la régulation fait intervenir 

une multitude de facteurs et de mécanismes dont certains n’ont même pas été abordés ici. Ainsi, ce 

processus est encore largement incompris et des questions posées il y a de cela deux décennies 
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comme la part jouée par les facteurs extrinsèques ou encore la part exacte de déterminisme et de 

stochasticité dans le devenir des CPRs demeurent sans réponse.  
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III. Les cellules souches pluripotentes humaines 

Depuis maintenant plusieurs années, les 2 principales caractéristiques des cellules souches 

pluripotentes humaines (CSPhs), à savoir leur capacité d’auto-renouvellement et leur capacité 

théorique à se différencier en n’importe quels types cellulaires de l’organisme, ont fait de ces 

dernières une ressource biologique précieuse non seulement pour des applications de thérapies 

cellulaires mais également pour la création de nouveaux modèles pathologiques humains. En effet, 

contrairement à l’utilisation de lignées cellulaires primaires ou immortalisées, la capacité d’auto-

renouvellement de ces cellules permet en théorie d’avoir accès à une quantité illimitée de matériel 

biologique sans avoir recours à des modifications génétiques pouvant interférer avec les mécanismes 

étudiés. De plus, pour peu que l’on arrive à les diriger vers le destin cellulaire voulu, ces cellules 

permettent de travailler sur des tissus difficiles d’accès chez l’homme comme la rétine. Enfin, les 

CSPhs offrent une occasion unique d’étudier les mécanismes gouvernant la prolifération et la 

différenciation des différents tissus et organes au cours du développement humain. A l’heure 

actuelle deux sources de CSPhs principales existent : les cellules souches embryonnaires (hESCs) qui 

sont dérivées à partir de la masse cellulaire interne d’embryon au stade blastocyste et les cellules 

souches induites à la pluripotence (hiPSCs) qui sont obtenues par reprogrammation de cellules 

somatiques adultes.  

1. Les cellules souches embryonnaires humaines 

a. Obtention et dérivation 

Au cours du développement, la capacité de différenciation des cellules embryonnaires va peu 

à peu être restreinte jusqu’à l’obtention de cellules spécialisées. Après la fécondation et jusqu’au 

4ème jour du développement, l’œuf fécondé va se diviser pour atteindre le stade de morula. Jusqu’à 

ce stade les cellules qui le composent sont considérées comme totipotentes car encore capables de 

donner naissance à toutes les cellules de l’organisme y compris celles formant les structures extra-

embryonnaires tels que le placenta et le cordon ombilical. C’est entre le 5ème et le 6ème jour du 

développement que les blastomères composant l’embryon vont commencer à se différencier pour 

former le blastocyste. Les cellules les plus externes vont alors se resserrer pour former le 

trophectoderme qui donnera naissance à la plupart des structures extra-embryonnaires tandis que 

les cellules centrales vont former la masse cellulaire interne (MCI). C’est également à ce moment 

qu’apparait une cavité, appelée blastocèle, remplie de liquide sécrété par le trophectoderme. A ce 

stade, les cellules de la MCI sont dites pluripotentes car en mesure de donner naissance à un 

organisme entier à l’exception de certaines structures extra-embryonnaires (Figure 16).  Les hESCs 

utilisées en laboratoire sont donc dérivées au stade blastocyste à partir des cellules de la MCI. 
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Figure 16. Déclin de la capacité de différenciation des cellules souches au cours du développement. 

(Modifié à partir de http://svt.ac-dijon.fr) 

Les premières lignées de cellules souches embryonnaires ont été obtenues en 1981 par Evans 

et Kaufman à partir de blastocystes de souris (Evans and Kaufman, 1981). Grâce aux travaux menés 

précédemment, les auteurs de ce papier ont déterminé que le timing idéal pour établir une lignée de 

cellules souches pluripotentes à partir d’un embryon était de récupérer le blastocyste peu après 

l’implantation. Cependant, puisqu’il était difficile de récolter les embryons à ce moment précis et 

qu’à ce stade la MCI est encore composée de peu de cellules, les auteurs eurent l’idée d’induire la 

diapause des blastocystes juste avant l’implantation par ovariectomie. Ceci leur permis de récolter 

des blastocystes toujours arrêtés au même stade avec une masse cellulaire interne plus importante 
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qu’ils remirent en culture pendant 4 jours afin de séparer la MCI du trophectoderme. Ils cultivèrent 

ensuite les cellules obtenues sur des fibroblastes mitomycinés servant de cellules nourricières et 

rapportèrent la capacité des lignées ainsi établies à proliférer sur un grand nombre de passages sans 

anomalie caryotypique. De plus, les auteurs démontrèrent la capacité de ces cellules à se différencier 

vers les 3 feuillets embryonnaires à la fois in vitro et in vivo après inoculation chez la souris. 

À la suite de cette publication, des lignées d’ESCs furent dérivées à partir de nombreux autres 

organismes mais ce n’est que près de 20 ans plus tard, en 1998, que les premières lignées de cellules 

souches embryonnaires humaines furent établies par Thomson et al. (Thomson et al., 1998). Pour 

cela cette équipe a utilisé, avec le consentement éclairé des familles, des embryons humains 

surnuméraires au stade morula issue de fécondation in vitro. Ces embryons ont été cultivés in vitro 

jusqu’au stade blastocyste afin d’en isoler les cellules de la MCI pour les ensemencer sur une couche 

de fibroblastes embryonnaires de souris dont la prolifération avait été inactivée par irradiation. 

Depuis cette première réussite les conditions de dérivations des hESCs ont été améliorées de 

manière significative par l’ajout de cytokines et/ou de petites molécules au cours du procédé 

permettant d’améliorer la culture in vitro des embryons (Kawamura et al., 2012). De plus, plusieurs 

équipes ont désormais mis au point des conditions de dérivations xeno-free compatibles avec les 

applications cliniques (Tannenbaum et al., 2012). 

Enfin, des lignée d’hESCs mutantes ont également été dérivées à partir d’embryons écartés 

de tout projet parental à la suite d’un dépistage préimplantatoire (DPI) ayant révélé la présence 

d’une mutation responsable d’une maladie incurable (Ben-Yehudah et al., 2012; Mateizel et al., 

2006). 

b. Limites des hESCs 

Une première limite concernant l’utilisation des hESCs est le peu de lignées mutantes 

disponibles. En effet le DPI ne concerne qu’un nombre restreint de pathologies et limite donc 

l’utilisation des hESCs à la modélisation de ces dernières. Ainsi, en 2012 Ben-Yehudah et al. 

recensaient « seulement » 150 lignées d’hESCs mutantes dans le monde (Ben-Yehudah et al., 2012) 

(Tableau. 2). Cette limite est toutefois désormais contre balancée par l’avènement des nouvelles 

techniques d’ingénierie génétique et notamment la technique CRISPR/Cas9 qui permet d’insérer 

relativement facilement une mutation dans le gène voulu et permet ainsi d’envisager la modélisation 

de nouvelles pathologies à partir d’hESCs. 

Mais le principal frein à l’utilisation des hESCs demeure bien évidemment le débat éthique 

que soulève l’utilisation de cellules prélevées sur un embryon humain et les contraintes juridiques 

qui en découlent. En France, l’utilisation à l’origine interdite de ces lignées a été régulièrement 
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débattue depuis le début des années 2000 ce qui a abouti à la création de la loi de bioéthique le 6 

août 2004. Tout en maintenant l’interdiction, cette loi a permis à certaines équipes d’obtenir des 

dérogations renouvelables d’une durée de 5 ans permettant l’utilisation de ces cellules à condition 

que les travaux menés soient « susceptibles de permettre des progrès thérapeutiques majeurs et ne 

puissent pas être poursuivis par une méthode alternative d’efficacité comparable, en l’état des 

connaissances scientifiques » (2006). Par définition cette loi nécessite donc l’existence d’une 

commission capable de juger la pertinence des travaux scientifiques menés ainsi que les conditions 

d’utilisation et de stockage des hESCs. C’est en partie dans ce but que fut créée l’agence de la 

biomédecine la même année. Par la suite, la loi de bioéthique fut révisée en 2013 et l’interdiction 

d’utilisation de cellules souches dérivées d’embryon fut levée. Cependant les conditions 

d’autorisation demeurent très proches de celles permettant auparavant d’obtenir une dérogation. 

Cette loi risque toutefois d’être très bientôt de nouveau modifiée puisque cette année (2018) se 

tiennent les états généraux de la bioéthique. 

 

Tableau 2. Liste des lignées d’hESCs mutantes dérivées à la suite d’un DPI (Ben-Yehudah et al., 

2012). 

Malgré cet encadrement très strict, l’utilisation des hESCs continue de soulever de nombreux 

débats et certaines associations considérant l’embryon comme une personne à part entière dès la 

fécondation attaque systématiquement en justice les autorisations de travail décernées par l’agence 

de la biomédecine, compliquant encore un peu plus l’emploi de ces cellules dans la recherche. 
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2. Les cellules souches induites à la pluripotence 

a. Découverte 

C’est en 2006 que le Pr. Yamanaka révolutionna la recherche dans le domaine des cellules 

souches pluripotentes en démontrant pour la première fois que des cellules somatiques adultes 

pouvaient être reprogrammées afin de recouvrer des capacités d’auto-renouvellement et de 

différenciation similaires à celles des cellules souches embryonnaires. Il nomma ces cellules 

reprogrammées « cellules souche induites à la pluripotence » (Takahashi and Yamanaka, 2006).   

Pourtant, l’idée que les cellules somatiques adultes conservent tous les éléments nécessaires 

à la pluripotence remonte à bien plus loin. En effet, au début des année 60s le Dr. Gurdon eu l’idée 

de transplanter le noyau d’une cellule mature dans un œuf énucléé de xénope. Sur 700 

transplantations 10 seulement engendrèrent le développement de têtards normaux (Gurdon, 1962). 

Ce chiffre, bien que faible, permit tout de même de démontrer que le noyau de cellules différenciées 

conservait l’information nécessaire au développement d’un individu entier bien qu’une partie de 

cette information soit probablement réprimée. 

Il a donc fallu attendre plus de 50 ans après cette première démonstration pour que grâce 

aux travaux menés durant ce laps de temps, l’équipe du Pr. Yamanaka dresse une première liste de 

24 gènes capables d’induire le retour à la pluripotence de cellules somatiques adultes, en 

l’occurrence des fibroblastes de souris. Par la suite, en éliminant un à un chacun de ces facteurs ils 

réduisirent cette liste à 10 gènes essentiels avant de finalement la restreindre aux 4 facteurs suivants 

: Klf4, Sox2, C-Myc et Oct3/4. Dans ce papier, les auteurs démontrent que la seule expression de ces 

4 facteurs à l’aide de vecteurs rétroviraux permet de reprogrammer une petite proportion (±0.02%) 

de fibroblastes adultes en cellules souches pluripotentes ayant la même morphologie et exprimant 

les mêmes marqueurs que les ESCs. De plus, ils démontrèrent également que ces cellules 

possédaient la capacité d’auto-renouvellement et étaient capables de se différencier in vitro vers les 

3 feuillets embryonnaires et de prendre part au développement de la plupart des tissus, y compris la 

lignée germinale, lorsqu’elles étaient réintroduites dans un embryon au stade blastocyste (Takahashi 

and Yamanaka, 2006). 

L’année suivante, deux équipes dont celle de Yamanaka obtinrent les mêmes résultats à 

partir de fibroblastes humains (Takahashi et al., 2007; Yu et al., 2007). La seconde équipe, celle de 

Thomson, utilisa néanmoins un cocktail de facteurs légèrement différent en remplaçant C-Myc et 

Klf4 par Lin28 et Nanog pour une efficacité équivalente. Cette découverte, qui valut le prix Nobel de 

Médecine de 2012 au Dr. Gurdon et au Pr. Yamanaka, ouvrit immédiatement de nouvelles 

perspectives dans les domaines de la thérapie cellulaire et de la modélisation pathologique. En effet, 
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grâce aux connaissances acquises au cours des 20 années précédentes sur la culture et la 

différenciation des cellules souches embryonnaires, il fut rapidement possible de différentier les 

hiPSCs obtenues à partir de fibroblastes de patients en une grande variété de types cellulaires ce qui 

permit de créer de nouveaux modèles d’étude humains pour de nombreuses pathologies. Mieux 

encore, il est devenu envisageable de tester l’effet de composées pharmaceutiques sur les cellules 

d’un patient qui in fine recevrait lui-même le composé sélectionné, ouvrant la voie à une médecine 

plus personnalisée que jamais. D’un autre côté, ces cellules rendirent envisageable la réalisation de 

greffes autologues écartant tout risque de rejet bien qu’une telle procédure reste difficile à mettre 

en place de nos jours car longue et couteuse. 

b. Méthodes de reprogrammation 

Depuis la démonstration initiale réalisée sur des fibroblastes, la reprogrammation de 

nombreux autres types cellulaires tels que des kératinocytes, des hépatocytes, des lymphocytes ou 

encore des cellules pancréatiques a été testée.  Si théoriquement toutes les cellules somatiques sont 

reprogrammables, il s’est avéré que le type cellulaire ainsi que le stade de différenciation des cellules 

utilisées pouvait influer sur l’efficacité du procédé. Ainsi, l’efficacité de reprogrammation des 

kératinocytes seraient 100 fois supérieurs à celles des fibroblastes tandis qu’elle serait 300 fois 

supérieures pour des cellules souches hématopoïétiques que pour des lymphocytes (Aasen et al., 

2008; Eminli et al., 2009). A l’heure actuelle, du fait de leurs facilités d’accès et de culture, les 

fibroblastes ainsi que les cellules hématopoïétiques sont probablement les types cellulaires de départ 

les plus utilisés pour la génération d’hiPSCs.  

Le principal défaut des premiers protocoles décrits concerne la manière d’apporter les 

facteurs de reprogrammation aux cellules somatiques. En effet, l’utilisation de vecteurs lentiviraux 

ou rétroviraux implique que les 4 transgènes soient intégrés au génome avec le risque que ces 

derniers s’insèrent dans une zone importante où soient réactivés ultérieurement. Pour pallier à cela 

de nombreuses recherches ont été effectuées afin de trouver des méthodes de reprogrammation 

non intégratives qui se sont finalement révélées tout aussi efficace. Parmi les méthodes les plus 

courantes de nos jours on retrouve notamment l’utilisation du virus Sendai et l’utilisation d’épisomes 

dérivés du virus d’Epstein-Barr transfectés par électroporation (Ban et al., 2011; Chhabra, 2017; 

Fusaki et al., 2009; Yu et al., 2009). 

D’un autre coté plusieurs équipes ont cherché à améliorer l’efficacité de la reprogrammation 

via l’ajout de petites molécules ou de cytokines dans le milieu de culture. L’ajout d’inhibiteur 

d’histones désacétylases (HDAC) et d’autres composés jouant sur la structure de la chromatine 

notamment semble permettre d’améliorer de manière significative cette efficacité tout en se 
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substituant à l’utilisation des facteurs autres que Sox2 et Oct4 (Feng et al., 2009). Ce type d’étude a 

ainsi permis d’augmenter l’efficacité de la reprogrammation tout en diminuant le nombre de 

transgènes à utiliser.  Certaines équipes ont même décrit des protocoles permettant de 

reprogrammer des cellules somatiques sans usage d’ADN exogène via l’utilisation de miRNAs, de 

protéines ou de petites molécules (Anokye-Danso et al., 2011; Hou et al., 2013; Ma et al., 2017). 

Cependant ces méthodes demeurent à ce jour moins utilisés que celles faisant appel au virus Sendai 

et aux épisomes.  

c. Comparaison hESCs/hiPSCs 

Comme dit précédemment, l’utilisation d’hiPSCs au lieu d’hESCs présente de nombreux 

avantages. Tout d’abord, elle permet de s’affranchir des questions éthiques qui entourent 

l’utilisation de cellules dérivées d’embryons bien qu’elle soulève d’autres débats comme celui du 

clonage humain. Au-delà des questions éthiques, l’utilisation des hiPSCs permet de modéliser un 

vaste nombre de pathologies en prélevant simplement les fibroblastes d’un patient. La possibilité 

d’avoir accès au tableau clinique de ce dernier permet en outre d’avoir des informations 

complémentaires pouvant se révéler utiles lors de la modélisation de sa pathologie. De plus, les 

hiPSCs ont apporté la possibilité de réaliser des greffes autologues ne nécessitant pas l’utilisation 

d’un traitement immunosuppresseur.  Cependant avant d’envisager de complètement remplacer les 

hESCs par les hiPSCs dans le milieu de la recherche une question importante doit être résolue : A quel 

point les hiPSCs et les hESCs sont-elles semblables ? 

Depuis maintenant plus de 10 ans, de très nombreuses équipes se sont penchées sur cette 

question sans qu’une réponse définitive n’ai pu être apportée. S’il est évident que les hiPSCs 

possèdent un certain nombre des caractéristiques essentielles des hESCs tels que l’auto-

renouvellement, la pluripotence, la morphologie et dans une certaine mesure le profil d’expression 

génique, certaines équipes ont tout de même fait état de différences entre ces 2 types cellulaires 

notamment au niveau épigénétique et de la stabilité génomique.   

En effet, en plus des anomalies génétiques fréquemment retrouvées chez les hESCs à haut 

passage telles que la trisomie 12 et 17 ou l’instabilité du locus 20q11.21, plusieurs équipes ont 

rapporté que les mécanismes mis en jeu au cours de la reprogrammation des hiPSCs engendraient 

une instabilité génomique. Cette instabilité se caractérise par l’apparition de CNVs (copy number 

variation) qui, de manière inquiétante, implique régulièrement des oncogènes et des gènes 

suppresseurs de tumeurs (Gore et al., 2011; Hussein et al., 2011). Il est tout de même à noter que ces 

anomalies sont le plus souvent détectées uniquement à bas passage et tendent à disparaitre par la 

suite probablement à cause d’un désavantage sélectif. Cependant cette instabilité génomique peut 
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s’avérer problématique notamment pour les applications à visée clinique. Ainsi après la greffe 

autologue de cellules de l’EPRs dérivées d’hiPSCs chez un premier patient, l’équipe du Dr. Takahashi 

a dû suspendre son essai clinique à la suite de la détection de 3 délétions génomiques dans la lignée 

hiPSC dérivée à partir des cellules du second patient. Ces délétions, indétectables dans les 

fibroblastes d’origine, ont poussé l’équipe à changer de stratégie et à opter pour des greffes 

allogéniques permettant de limiter le nombre de lignées hiPSCs utilisées, facilitant ainsi le control 

qualité de ces dernières (Mandai et al., 2017a). Toutefois, une étude récente comparant les 

anomalies génétiques causées par trois méthodes de reprogrammation différentes (vecteurs 

rétroviraux, virus Sendai et ARNm synthétiques) tend à montrer que les anomalies engendrées par 

ces procédés demeurent peu fréquentes et le plus souvent bégnines (Bhutani et al., 2016). 

Concernant les différences épigénétiques entre iPSCs et ESCs plusieurs équipes ont rapporté 

des résultats contradictoires. Comme nous l’avons vu auparavant la modification de la chromatine 

semble être un processus important dans la reprogrammation des cellules somatiques puisque 

l’utilisation d’inhibiteurs de HDAC ainsi que de composés jouant sur la méthylation de l’ADN améliore 

son efficacité. Ainsi au cours de ce processus les iPSCs acquièrent un profil hypométhylé semblable à 

celui des ESCs. Cependant certaines études ont tout de même fait état de différences  épigénétiques 

et cela tout particulièrement chez les iPSCs à bas passage (Kim et al., 2010; Polo et al., 2010). Ceci a 

conduit à l’idée que ces dernières conservaient une mémoire épigénétique spécifiques du type 

cellulaire d’origine caractérisée par le retrait incomplet de zones de méthylation de l’ADN. Bien qu’il 

semblerait que ces marques résiduelles soient peu à peu éliminées au cours des passages, cette 

mémoire épigénétique pourrait tout de même affecter le potentiel de différenciation des iPSCs en 

favorisant le retour de ces dernières vers leur type cellulaire d’origine et en diminuant à l’inverse leur 

potentiel de différenciation vers d’autres lignages. Ce serait notamment le cas pour les iPSCs 

générées à partir de sang de cordon qui se différencieraient plus facilement en cellules 

hématopoïétiques que les iPSCs dérivées de kératinocytes (Kim et al., 2011). 

D’un autre côté, certaines études n’ont observé que très peu de différences entre les ESCs et 

les iPSCs que ce soit au niveau de la méthylation de l’ADN ou de l’expression globale des gènes (Choi 

et al., 2015; Guenther et al., 2010) tandis que des variations du potentiel de différenciation ont 

également été observées entre différentes lignées d’ESCs (Osafune et al., 2008). L’expression de 

gènes spécifiques selon le laboratoire d’origine des cellules a même été rapportée suggérant qu’au 

moins une partie de ces variations étaient dues aux conditions de culture (Newman and Cooper, 

2010). De plus, il a été démontré que les variations transcriptomiques observées entre différentes 

lignées d’hiPSCs étaient pour la plupart dues à des différences de fond génétique plutôt qu’aux 

cellules d’origine utilisées pour générer ces dernières (Rouhani et al., 2014). 
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 Il est donc difficile à l’heure actuelle de savoir si les différences rapportées entre des iPSCs 

obtenues à partir de types cellulaires différents sont dues à la conservation d’une mémoire 

épigénétique provenant des cellules d’origine ou sont plutôt dues à des différences dans les 

méthodes de reprogrammation et/ou de culture de ces dernières.  

Ainsi, en attendant que cette question soit tranchée les hESCs demeurent les cellules 

pluripotentes humaines de références. Cependant il est clair que du fait de leur facilité d’accès 

l’utilisation des hiPSCs tend à se généraliser que ce soit dans le cadre de la thérapie cellulaire ou de la 

modélisation pathologique.  

3. Culture in vitro des cellules souches pluripotentes humaines  

a. De l’établissement des premières lignées à l’automatisation de la culture 

La culture des CSPhs est de loin plus complexe que celle de lignées primaires ou 

immortalisées et repose sur la capacité à maintenir ces cellules au stade indifférencié. Dans un effort 

de standardisation visant à atteindre des conditions de culture totalement définies permettant 

l’utilisation des CSPhs en clinique, les méthodes de culture de ces cellules ont considérablement 

évolué depuis l’établissement des premières lignées d’hESCs. Par exemple, la première génération de 

milieu de culture contenait généralement du sérum de veau fœtal (SVF) qui fut rapidement remplacé 

par du KSR (Knock-out serum replacement) de composition connue, supplémenté avec du FGF2 

(Fibroblast Growth Factor 2). Plus récemment ce type de milieu tend à son tour à être remplacé par 

des milieux commerciaux optimisés pour la culture en condition feeder-free. Car en effet la 

composition du milieu de culture n’est pas la seule chose qui ait changé au fil des ans et depuis 

maintenant quelques années l’utilisation de fibroblastes embryonnaires de souris comme cellules 

nourricières a été remplacée par des coatings constitués de matrice extracellulaire ou de matrices 

synthétiques dont la composition est totalement définie et donc adaptée aux applications cliniques. 

Enfin, le mode de passage des CSPhs a également quelque peu évolué. En effet, bien que le 

passage manuel soit toujours préconisé afin de limiter les risques d’apparition d’aberrations 

chromosomiques tout en permettant la sélection des colonies que l’on souhaite amplifier sur des 

critères morphologiques, l’utilisation de petites molécules tel que le Y-27632 (Rock inhibitor) a 

apporté la possibilité de passer ces cellules de manière enzymatique (Watanabe et al., 2007), ouvrant 

du même coup la porte à l’automatisation de la culture des CSPhs. Ainsi, ces dernières années 

plusieurs équipes ont rapporté la possibilité d’utiliser des automates tels que le Cell Host (Hamilton) 

ou le Compact Select (Sartorius) afin de maintenir, passer et différentier des CSPhs vers divers types 

cellulaires telles que des cellules souches mésenchymateuses et neurales (Konagaya et al., 2015; 
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Paull et al., 2015; Soares et al., 2014; Terstegge et al., 2004). L’automatisation a entre autres permis à 

ces équipes de réduire la variabilité de la culture de ces cellules (Archibald et al., 2016) et devrait, 

dans les années à venir, s’étendre à la différenciation d’autres types cellulaires avec pour objectif 

final la production à grande échelle dans des conditions de bonnes pratiques de fabrication de 

dérivées de CSPhs pour des usages cliniques. 

b. Contrôles qualités 

Au cours de la culture des CSPhs deux points doivent être régulièrement contrôlés :  le 

maintien de la pluripotence et de la capacité de différenciation ainsi que le maintien d’un caryotype 

normal. A l’heure actuelle aucun control qualité « standard » n’existe réellement et chaque 

laboratoire possède ses propres critères.  

 

Figure 17. Exemple de contrôle qualité des CSPhs. (A) Photographie en contraste de phase d’une 

colonie d’hESCs présentant une morphologie caractéristique des CSPhs. (B) Contrôle de l’expression 

des marqueurs de pluripotence SSEA4 et TRA1-81 par cytométrie en flux. (C) Caryotype réalisé par 

mFISH ne montrant aucune anomalie chromosomique. (D) Coloration positive de l’activité 

phosphatase alcaline des CSPhs. (E) Mesure de l’expression de marqueurs de pluripotence et des 3 

feuillets embryonnaires chez des hESCs non différentiées et après 14 jours de différenciation en 

corps embryonnaires (Ben M’Barek et al., 2017). 
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Afin de vérifier que les CSPhs en culture demeurent bien à l’état indifférencié il est par 

exemple possible de contrôler l’expression de certains marqueurs de surface ou de facteurs de 

transcription par cytométrie en flux, immunofluorescence ou qPCR. Parmi les marqueurs de surface 

le plus couramment contrôlés on retrouve SSEA3, SSEA4, TRA1-60 ou encore TRA1-81 tandis que 

concernant les facteurs de transcription l’expression de Nanog et Oct3/4 est souvent vérifiée. De 

plus, la vérification de l’activité alcaline phosphatase est généralement considérée comme un bon 

indicateur de l’état indifférencié d’une cellule (Chhabra, 2017; Martí et al., 2013). 

En parallèle, il est également nécessaire de contrôler la capacité de différenciation des CSPhs 

vers les 3 feuillets embryonnaires. Pour cela deux approches sont possibles : la différenciation in vitro 

via la formation de corps embryonnaires en condition de culture non adhérente ou la formation de 

tératomes in vivo suite à l’injection des CSPhs chez des souris immunodéficientes. 

Enfin, il est extrêmement important de vérifier le caryotype de ces cellules puisque 

l’apparition d’aberrations chromosomiques est un défaut couramment observé à haut passage. Pour 

cela plusieurs techniques sont envisageables. La plus couramment utilisée demeurent probablement 

le M-FISH (Multiplex fluorescence in situ hybridization) mais des méthodes plus sensibles telles que 

le génotypage basé sur la détection des SNPs (single nucleotide polymorphism) ou encore le 

séquençage complet  du génome sont désormais souvent employées (Lund et al., 2012) (Figure 17). 

4. Utilisation des cellules souches pluripotentes pour le traitement et la modélisation de 

la DMLA et des rétinites pigmentaires. 

Les rétinites pigmentaires représentent un groupe de maladies génétiquement hétérogènes 

impliquant des mutations dans plus de 80 gènes différents (Bravo-Gil et al., 2017). Au vu de cette 

diversité il apparait difficile de créer des modèles animaux pertinents pour chacune de ces maladies. 

Ainsi, des modèles alternatifs, de préférence humains au vu de l’organisation spécifique de notre 

rétine, sont nécessaires. Dans ce contexte, les CSPhs offrent une opportunité unique de modéliser 

ces pathologies dont les mécanismes demeurent souvent méconnus. 

D’un autre côté, l’œil présente de nombreux avantages faisant de lui l’organe idéal pour 

effectuer les premiers essais de thérapie cellulaire à partir de CSPhs. Tout d’abord, sa petite taille en 

comparaison avec d’autres organes permet la production de greffons avec une quantité raisonnable 

de cellules. De plus, bien que l’étendue du privilège immun de l’œil ne soit pas tout à fait définie et 

ne permette pas de totalement se passer d’immunosuppression, il pourrait tout de même limiter les 

risques de rejet. Enfin, il y est possible de suivre régulièrement le devenir du greffon via des 

méthodes non invasives comme la réalisation d’un fond d’œil. 
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C’est pourquoi, comme nous allons le voir, de très nombreuses équipes se sont mis à la 

recherche de protocoles permettant la différenciation des CSPhs vers les différents types cellulaires 

de la rétine.  

a. Différenciation des CSPhs en cellules rétiniennes  

i. Différenciation en cellules de l’EPR 

Il s’agit de la différenciation rétinienne la mieux caractérisée. Il a initialement été découvert 

qu’en absence de FGF2 les CSPhs se différencient de manière spontanée en cellules de l’EPR 

(Buchholz et al., 2009; Klimanskaya et al., 2004). Malgré une efficacité très faible, cette méthode 

permet l’obtention d’une population cellulaire casi-pure via une sélection manuelle des zones 

pigmentées lors du premier passage. Cependant, ces zones n’apparaissent généralement qu’environ 

4 semaines après le retrait du FGF2 et entre 8 et 12 semaines de culture sont nécessaires pour 

qu’elles deviennent suffisamment larges pour être disséquées, faisant de la différenciation 

spontanée une méthode longue et fastidieuse. C’est pourquoi au cours des dernières années 

plusieurs groupes se sont basés sur les études développementales menées chez le xénope, le 

zebrafish et la souris pour accélérer et améliorer l’efficacité de la différenciation des cellules de l’EPR. 

La plupart des protocoles publiées à ce jour sont récapitulés dans le tableau 3 mais seuls ceux ayant 

permis une amélioration conséquente de la vitesse et/ou de l’efficacité de différenciation par rapport 

aux protocoles précédents seront développés ici.  Une première avancée considérable a été 

effectuée en 2009 lorsque Idelson et al. démontrèrent que l’utilisation séquentielle de la 

Nicotinamide (forme amide de la vitamine B3) et de l’Activine A (membre de la famille TGF-β) 

permettait d’obtenir prêt de 40% de cellules pigmentées en « seulement » 6 semaines (Idelson et al., 

2009). Toutefois, ce protocole comme beaucoup d’autres publiés au même moment requiert la 

formation de corps embryonnaires qui de par leur hétérogénéité sont difficilement compatible avec 

une production à grande échelle. De plus, les mécanismes via lesquels la Nicotinamide améliore la 

différenciation neurale et rétinienne reste à ce jour mal compris bien que Buchholz et al. aient 

suggéré que cela passait en partie par l’inhibition de PARPs (Poly(ADP-ribose) polymérase) (Buchholz 

et al., 2013). 

À la suite de cela, un nombre croissant de cytokines et de petites molécules furent 

employées dans le but d’optimiser la différenciation des cellules de l’EPR. Les voies de signalisation 

ciblées varient d’un protocole à l’autre mais l’inhibition des voies BMP et Activine via l’utilisation de 

Noggin, de SB431542 et/ou de LDN193189 est régulièrement utilisée afin d’engager la différenciation 

neuroectodermique. Par la suite, l’utilisation d’inhibiteurs de la voie Wnt tel que DKK-1 permettrait 

de conférer à ces progéniteurs une identité plus antérieure correspondant à la région où se forme le 
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champ oculaire. Ainsi, en 2006 Lamba et al. utilisèrent une combinaison de cytokines comprenant 

entre autres Noggin, DKK-1 et IGF1, un autre inducteur connu de la formation de l’œil, pour obtenir 

près de 80% de progéniteurs rétiniens en 3 semaines de différenciation (Lamba et al., 2006). En 

combinant ce protocole avec les inducteurs de l’EPR préalablement identifiés tels que la 

nicotinamide et l’activine A, Buchholz et al. décrivirent en 2013 l’un des protocoles le plus rapide et 

le plus efficace publié à ce jour avec l’obtention de 78% de cellules exprimant le marqueur de 

pigmentation PMEL17 après seulement 14 jours de différenciation (Buchholz et al., 2013). Un an plus 

tard, la même équipe publia que l’utilisation du CHIR99021, une petite molécule activatrice de la voie 

WNT/β-caténine, à la fin du processus de différenciation en augmentait encore l’efficacité, 

permettant ainsi de s’affranchir de la sélection manuelle des zones pigmentées (Leach et al., 2015). 

En 2015, Maruotti et al. utilisèrent quant à eux une approche totalement différente ne 

s’appuyant pas sur les études développementales pour optimiser la spécification des CSPhs en 

cellules de l’EPR. Ils réalisèrent un criblage à haut débit basé sur la mesure, par qPCR, de l’expression 

de 3 marqueurs de l’EPR (OTX2, PMEL17 et MITF) afin d’identifier des petites molécules améliorant 

l’efficacité de différenciation au jour 15. Ce criblage aboutit à l’identification de la chetomin qui, en 

combinaison avec le nicotinamide, leur permit d’obtenir plus de 60% de cellules exprimant PMEL-17 

après 35 jours de différenciation (Maruotti et al., 2015). Il est à noter que ce type d’approche non 

biaisée présente l’avantage de permettre l’identification de composés dont l’efficacité n’aurait pas 

été soupçonnée autrement. Cependant les mécanismes impliqués sont alors inconnus ce qui 

nécessite un plus ample travail de caractérisation. 

Malgré la publication de ces méthodes de différenciation à la fois rapides et efficaces, 

plusieurs équipe continuèrent de publier de nouveaux protocoles au cours des dernières années, 

suggérant que ceux précédemment décris n’avaient pas fonctionné entre leurs mains (Choudhary et 

al., 2017; Iwasaki et al., 2016; Lidgerwood et al., 2016). De manière cohérente avec cette 

observation, il a été rapporté que pour un même protocole l’efficacité de différenciation était 

variable d’une lignée d’hESCs à une autre (Lane et al., 2014). Les raisons de cette variabilité restent 

cependant à déterminer. A cela vient s’ajouter que pour un protocole donné, les différenciations 

réalisées à partir d’hiPSCs semblent généralement moins efficaces que celles faites à partir d’hESCs 

(Buchholz et al., 2013; Zhu et al., 2013). Là encore, les raisons expliquant cette différence ne sont pas 

clairement établies mais la mémoire épigénétique des hiPSCs, abordée précédemment, pourrait être 

une explication. Ainsi, la recherche de facteurs permettant de combler cette différence entre hESCs 

et hiPSCs pourrait se révéler nécessaire à l’avenir. 
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  Culture condition Efficiency  

 References 
hPSCs 
type 

Media 
supplementation 

% of RPE 
Quantification 

methods 
Functional assays 

Su
sp

en
si

o
n

 c
u

lt
u

re
 

Osakada et al., 
2008 

hESC Lefty A and Dkk1 (20 
days) / Transitioned to 

adherent culture 

37,4 
Pigmented cells 

(day 60) 
Phagocytosis 

Hirami et al., 
2009 

hiPSC 29,8 
MITF+/PAX6+ (day 

35) 
/ 

Osakada et al., 
2009 

hESC 
and 

hiPSC 

CKI-7 and SB431542 
(21 days) / 

Transitioned to 
adherent culture 

32,5 
(hESC) / 

29,0 
(hiPSC) 

MITF+(day 30) Phagocytosis 

Idelson et al., 
2009 [11] 

hESC 
NIC (1 

week)/Transitioned to 
adherent culture/ 

NIC, activin A (weeks 
3–4) 

33.4 
Pigmented cells 

(week 6) 

Transplantation into RCS rat, 
phagocytosis, PEDF/VEGF 

secretion 
Krohne et al., 

2012 [35] 
hiPSC /   

Kokkinaki et 
al., 2011 

hiPSC 

NIC, activin A (week 3–
4) / Transitioned to 
adherent culture /  
NIC (3–5 weeks) 

37 
Pigmented cells 

(week 8-9) 
Phagocytosis, basal VEGF 

secretion, electrophysiology 

       

A
d

h
er

en
t 

cu
lt

u
re

 

Zahabi et al., 
2012 

hiPSC 

Noggin or SB431542, 
bFGF (day 0–6) / all-
trans-retinoic acid, 

bFGF (day 6–12) / Shh, 
bFGF (day 12–18) 

57,4 MITF+ (day 60) / 

Buchholz et 
al., 2013 

hESC 
and 

hiPSC 

Noggin, IGF1, Dkk1, 
NIC (day 0–2) / 

supplemented with 
bFGF (day 2–4) / IGF1, 
Dkk1, activin A (day 4–

6) / activin A, VIP, 
SU5402 (day 6–14) 

78,5 
(hESCs) / 

63 
(hiPSCs) 

PMEL+ (day 14) Phagocytosis 

Leach et al., 
2015 

hESC 
Same than above + 

CHIR99021, activin A, 
SU5402 (day 8–14) 

97,77 PMEL+ (day 14) 
Phagocytosis, PEDF/ 

VEGF secretion 

Maruotti et 
al., 2015 

hESC 
and 

hiPSC 

NIC and Chetomin (day 
0-14) 

60,8 PMEL+ (day 35) 
Phagocytosis, VEGF 

secretion, transplantation 
into albino NOD-SCID mice 

Lane et al., 
2014 

hESC 
Dorsomorphin (day 0-

10) 
17,7 

foci/cm2 
Pigmented foci / 

       

3D
 a

gg
re

ga
te

s 
an

d
 r

et
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al
 o

rg
an

o
id

s 
cu

lt
u

re
 Meyer et al., 

2009 [56] 

hESC 
and 

hiPSC 

NIM (N2, heparin) (day 
0-16) / Transitioned to 
adherent culture / NIM 

and RDM (+ B27) 

25 (hESC) 
MITF+ cells 

(day 40) 
 

Zhong et al., 
2014 [59] 

hiPSC 19 
MITF+ cells 

(day 28) 
 

Zhu et al., 
2013 

hESC 
and 

hiPSC 

Embedded in Matrigel, 
NIM (N2B27, day 0- 5) 

/ transitioned to 
adherent culture / 

Activin A (day 6–30) 

95,7 
(hESCs) / 

48,0 
(hiPSC) 

Pigmented cells 
(day 30) 

Phagocytosis, transepithelial 
electrical resistance, 

transplantation 
into RSC rat 

Nakano et al., 
2012 

hESC 
Matrigel, IWR1, FBS, 

SAG (day 0–18); 
CHIR99021 (day 15-18) 

/   

Reichman et 
al., 2014 

hiPSC 

NIM (N2, until day 14) 
/ Transitioned to 

adherent culture / NIM 
(N2, until day 15-30) 

/  Phagocytosis 

Tableau 3. Récapitulatif des principaux protocoles de différenciation des CSPhs en cellules de l’EPR 

publiés (Modifié à partir de Leach and Clegg, 2015). 
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ii. Différenciation en progéniteurs de la rétine neurale et en photorécepteurs 

Les protocoles de différenciation permettant de se diriger vers la rétine neurale peuvent être 

classés en 2 catégories principales. Ceux passant par une étape intermédiaire de corps 

embryonnaires puis par une phase de culture en adhérence et ceux passant par la formation 

d’organoïdes appelés « optic cup » qui, comme leur nom l’indique, vise à récapituler la complexité de 

la cupule optique. 

Quoi qu’il en soit, puisque l’EPR et la rétine neurale dérivent de progéniteurs communs avant 

la régionalisation de la vésicule optique, les premières étapes de différenciation sont semblables à 

celles décrites un peu plus haut. Ainsi, comme mentionné précédemment, c’est en 2006 que Lamba 

et al. décrivirent un protocole permettant d’obtenir plus de 80% de progéniteurs rétiniens exprimant 

PAX6 et VSX2 après 3 semaines de différenciation grâce à l’inhibition conjointe des voies WNT et 

BMP. Dans ce même article, les auteurs ont également recherché l’expression de marqueurs plus 

spécifiques de certains types cellulaires de la rétine au sein de leurs progéniteurs et ont observé qu’il 

s’agissait en majorité de précurseurs de cellules ganglionnaires et amacrines. Ainsi, à ce stade 

seulement 12% des cellules exprimaient CRX, un marqueur des photorécepteurs immatures, tandis 

que presqu’aucune cellules n’exprimaient de marqueurs des photorécepteurs matures tels que 

l’opsine S ou la rhodopsine (<0.01%) (Lamba et al., 2006). 

Peu après, Osakada et al. publièrent un protocole leur permettant d’obtenir 35% de 

progéniteurs rétiniens en 35 jours via l’utilisation de DKK-1 et de Lefty-A, un antagoniste de Nodal. 

Bien que moins efficace que celui de Lamba, ce protocole permis aux auteurs de rechercher des 

facteurs induisant la différenciation terminale des progéniteurs rétiniens en photorécepteurs. Ainsi, 

grâce à l’utilisation de taurine et d’A.R ils parvinrent à obtenir envions 20% de cellules exprimant CRX 

à J170. Plus remarquable encore, à J200 les auteurs observèrent 8,5% de cellules exprimant la 

Rhodopsine, 8,9% de cellules exprimant l’opsine M/L et 9,4% de cellules exprimant l’opsine S 

démontrant ainsi qu’il était possible d’obtenir in vitro des photorécepteurs matures à partir de CSPhs 

(Osakada et al., 2008). L’année suivante la même équipe démontra qu’il était également possible 

d’obtenir des résultats similaires en remplaçant DKK-1 et Lefty-A par les petites molécules CKI-7 et 

SB431542 plus facilement transférables en clinique (Osakada et al., 2009). 

Puisque d’un côté le protocole de Lamba permettait une différenciation plus efficace des 

CSPhs en progéniteurs rétiniens et que de l’autre le protocole d’Osakada induisait leur maturation en 

photorécepteurs, Mellough et al. eurent l’idée de combiner les deux. Ceci leur permis d’obtenir près 

de 60% de cellules exprimant la rhodopsine à J45 bien que ces dernières soient rapidement perdues 

au cours de la culture (Mellough et al., 2012). 
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Mais le protocole qui à l’heure actuelle permet la différenciation en photorécepteurs 

matures la plus efficace est sans doute celui publié par Zhou et al. en 2015. Dans cet article, les 

auteurs démontrent que l’utilisation d’un facteur multifonctionnel appelé COCO (DAND5) bloquant à 

la fois les voies WNT, BMP, Activine et Nodal permet d’obtenir 70% de cellules exprimant l’Opsine S 

en seulement 4 à 5 semaines de culture. Cette surreprésentation de cône bleue peut paraitre 

surprenante aux vues de leur nombre relativement faible dans la rétine adulte, mais elle va dans le 

sens d’études précédentes suggérant qu’il s’agit de la différenciation par défaut des précurseurs de 

photorécepteurs (Zhou et al., 2015).    

Enfin, au cours des dernières années plusieurs méthodes permettant la génération 

d’organoïdes appelés « optic cup », récapitulant assez fidèlement les différentes étapes du 

développement de la rétine ont été décrit. Ce type de structure en plus de fournir un excellent 

modèle de la rétinogenèse humaine présente l’avantage de permettre l’obtention de tous les types 

cellulaires de la rétine dont les cellules de l’EPR et les photorécepteurs.  

C’est en 2011 qu’Eiraku et al. rapportèrent pour la première fois que des corps 

embryonnaires de souris, placés dans un milieu de différenciation rétinien supplémenté avec 2% de 

matrigel pour soutenir la formation de structure 3D, étaient capable de s’autoorganiser afin de 

former dans un premier temps une structure semblable à une vésicule optique. Par la suite et sans 

aucun signal extérieur, cette vésicule se replie sur elle-même de manière spontanée pour former une 

cupule bistratifiée récapitulant ainsi les mouvements morphogénétiques observés lors du 

développement de la rétine in vivo (Eiraku et al., 2011). 

Très rapidement, la même équipe adapta ce protocole aux cellules humaines et des résultats 

équivalent furent obtenus. Pour cela toutefois quelques modifications notables durent être 

apportées. En effet, avec les ESCs de souris la différenciation rétinienne était obtenue sans ajout de 

cytokine via l’utilisation d’un milieu appauvri en KSR (2%). Cependant, ce milieu ne convenant pas à 

la formation de corps embryonnaires à partir d’hESCs, les auteurs décidèrent de le remplacer par un 

milieu riche en KSR (20%) tout en se servant d’IWR1, un inhibiteur de la voie WNT pour contrer l’effet 

postériorisant de ce dernier. Dans cette étude, il est également démontré que l’utilisation du SAG, un 

agoniste de SHH, à un timing précis permet d’accroitre l’efficacité de la différenciation rétinienne 

(Nakano et al., 2012). 

Deux ans plus tard, Zhong et al. publièrent un protocole simplifié permettant l’obtention  

d’« optic cup » contenant pour la première fois des photorécepteurs matures capables de répondre à 

un stimuli lumineux (Zhong et al., 2014). 
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En parallèle, plusieurs équipes ont rapporté des variantes du protocole de Nakano et al. 

permettant d’obtenir des structures parfois moins organisées mais de manière plus robuste tout en 

se passant de composé tel que le matrigel dont la composition non définit ne permet pas d’envisager 

des applications cliniques. En 2014 notamment, Reichman et al. publièrent un protocole permettant 

la génération de structures de type neuro-rétine à partir de culture en 2 dimensions qui par la suite 

peuvent être récoltées et cultivées en conditions non adhérente afin d’induire leur maturation. Au 

cours de cette maturation les auteurs rapportent l’apparition séquentielle des 7 types cellulaires de 

la rétine neurale de manière semblable à ce qui est observé in vivo. De plus, conformément à ce qui 

avait été décrit précédemment, l’inhibition de la voie Notch via l’utilisation de DAPT permet de 

promouvoir la différenciation des progéniteurs rétiniens présent dans ces structures en 

photorécepteurs (Reichman et al., 2014). Dernièrement, la même équipe a publié une version xéno-

free de leur protocole de différenciation répondant aux critères de bonne pratique de fabrication 

(Reichman et al., 2017). 

Plus récemment encore, Ovando-Roche et al. ont démontré que l’utilisation de bioréacteurs 

permettait d’améliorer la différenciation et la maturation des « optic cups » et représentait donc une 

option intéressante pour la standardisation et le scale up de la production de cellules rétiniennes 

(Ovando-Roche et al., 2018). 

Pour conclure, au cours des dernières années la différenciation des CSPhs en cellules 

rétiniennes a connu de grandes avancées avec notamment l’apparition des « optic cups » 

récapitulant les grandes étapes de la rétinogenèse in vitro. Cependant, à l’heure actuelle il reste 

difficile d’isoler une population cellulaire pure à partir de ces structures. Or, si dans le cadre de la 

modélisation pathologique ceci ne représente pas un réel problème et peux même être vu comme 

un avantage permettant d’étudier l’interaction entre les différents types cellulaires de la rétine dans 

un contexte pathologique, cela représente un obstacle pour les applications de thérapies cellulaires. 

Pour pallier à cela deux approches sont envisageables. La première consiste à mettre au point des 

techniques de tri cellulaire basées sur l’expression de marqueurs de surface spécifiques permettant 

l’isolement et la remise en culture de chacun des types cellulaires de la rétine à partir d’« optic 

cups ». Cette stratégie semble notamment adaptée aux types cellulaires présents en abondance dans 

ces structures et a déjà été appliquée afin d’isoler des progéniteurs de photorécepteurs (Gagliardi et 

al., 2018; Lakowski et al., 2018). Toutefois cela apparait plus difficilement réalisable, ou en tout cas 

avec un faible rendement, pour les types cellulaires sous-représentés tel que les cellules de Müller. 

La seconde option consiste évidemment à optimiser la différenciation des progéniteurs rétiniens vers 

un type cellulaire en particulier. Toutefois cela risque de prendre encore de nombreuses années 
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puisque comme nous l’avons vu précédemment, les mécanismes régissant cette différenciation 

demeurent largement incompris et ferait intervenir une part non négligeable de stochasticité. 

b. La thérapie cellulaire 

Pour l’heure, les seules cellules rétiniennes dérivées de CSPhs à avoir été greffées chez 

l’homme sont les cellules de l’EPR. Deux stratégies principales ont été employées afin de transplanter 

ces cellules dans l’espace sous-rétinien des patients : la greffe de cellules en suspension et celle d’un 

épithélium déjà polarisé reposant ou non sur un support. Bien que dernièrement la greffe sous forme 

d’épithélium semble devenir l’option privilégiée, chacune de ces deux approches présentent des 

avantages et des inconvénients. La première permettant une chirurgie moins invasive tandis que la 

seconde aurait tendance à promouvoir la survie et la fonctionnalité des cellules greffées. 

En 2011, les cellules de l’EPR furent le second type cellulaire dérivé d’hESCs à être greffées 

chez l’homme par Schwartz et al. Pour cet essai 5×104, 1×105 ou 1,5×105 cellules en suspension 

furent injectées dans la région péricentrale de la macula de 9 patients atteints de la forme sèche de 

la DMLA et de 9 patients atteints de la maladie de Stargardt. Après près de 4 ans de suivi aucun effet 

secondaire important associé à la présence des cellules ou à la chirurgie n’a été observé chez ces 

patients et une légère amélioration de la vision a même été constatée chez certains d’entre eux 

(Schwartz et al., 2012, 2015, 2016). En 2015, Song et al. rapportèrent des résultats similaires suite à 

la greffe de 4 patients coréens avec les mêmes cellules (Song et al., 2015). 

Par la suite, Takahashi et al. développèrent une approche autologue visant à greffer des 

cellules de l’EPR dérivées d’hiPSCs sous la forme de feuillets ne reposant sur aucun support. Pour 

cela, l’équipe eut l’idée de cultiver les cellules de l’EPR sur un insert recouvert de collagène jusqu’à 

formation de l’épithélium puis de traiter l’ensemble avec de la collagénase pour séparer les cellules 

de l’insert. Un premier patient fut greffé avec succès en utilisant cette méthode mais comme 

mentionné précédemment l’essai fut arrêté avant la greffe du second patient rendant difficile toute 

conclusion sur la sureté et l’efficacité d’une telle procédure (Mandai et al., 2017a). Désormais le Dr 

Takahashi s’est orienté vers une approche allogénique et a entamé un nouvel essai clinique. 

Cependant, un premier cas de patient ayant subi des effets indésirables (apparition d’une membrane 

épirétinienne) nécessitant le retrait du greffon fut rapporté en début d’année par la presse.  

De son côté, l’équipe du Dr. Coffey développa une troisième approche visant à greffer des 

cellules de l’EPR dérivées d’hESCs sous la forme d’un épithélium reposant sur une membrane 

synthétique (Polytéréphtalate d’éthylène). Les résultats obtenus sur deux patients atteints de la 

forme humide de la DMLA après la greffe de ce produit de thérapie cellulaire ont été rapportés en 

début d’année. Après 12 mois de suivi les auteurs ont observé 3 effets indésirables liés à la chirurgie 
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et au traitement immunosuppresseur mais aucun lié à la présence du greffon en lui-même et 

rapporte une amélioration significative de la vision chez ces deux patients (da Cruz et al., 2018). En 

parallèle, l’équipe du Dr. Clegg utilisa une approche similaire pour greffer 4 patients atteint de la 

forme sèche de la DMLA avec, encore une fois, des résultats encourageants puisque 6 mois après la 

greffe aucun effet secondaire lié aux greffons où à la procédure chirurgicale n’a été rapporté et que 2 

des 4 patients présentent une amélioration de la vision (Kashani et al., 2018). 

Enfin, en collaboration avec l’Institut de la Vision, nous avons élaboré une approche 

alternative permettant la culture et la greffe de cellules de l’EPR dérivées d’hESCs reposant sur un 

morceau de membrane amiotique. L’utilisation de ce support biologique présente de nombreux 

avantages comme ses propriétés anti-inflammatoires (Niknejad et al., 2008) et antimicrobiennes et 

représente une solution plus physiologique que l’utilisation de matériaux synthétiques pour 

remplacer la membrane de Bruch qui est parfois détériorée chez les patients atteints de DMLA. Dans 

une publication parue en 2017, nous avons notamment démontré à l’aide d’un modèle de rat 

dystrophique que la greffe de ce produit de thérapie cellulaire permettait une meilleure survie des 

photorécepteurs associée à une meilleure préservation des capacités visuelles que la greffe de 

cellules en suspension (Ben M’Barek et al., 2017) (Annexe 1). Suite à ces résultats encourageants un 

essai clinique visant à greffer des patients atteints de rétinites pigmentaires devrait démarrer dans 

les prochains mois. 

Cependant il est important de noter que le remplacement des cellules de l’EPR possède un 

champ d’application restreint.  En effet, il ne s’agit que d’un traitement préventif à réaliser avant que 

la dégénérescence des photorécepteurs qui est la cause directe de la perte de vision ne soit à un 

stade trop avancé. De plus, le dysfonctionnement des cellules de l’EPR n’est pas en cause dans toutes 

les rétinites pigmentaires et leur remplacement est donc parfois inutile. C’est pourquoi la greffe de 

photorécepteurs représenterait dans la plupart des cas une solution plus adaptée. A l’heure actuelle, 

aucun essai clinique en ce sens n’a été entamé puisque, comme dis précédemment, la différenciation 

des photorécepteurs à partir de CSPhs est beaucoup moins bien maitrisée que celle des cellules de 

l’EPR. Toutefois, plusieurs équipes ont récemment greffé des progéniteurs de photorécepteurs sur 

des modèles animaux dystrophiques, soit directement sous la forme de feuillets disséqués à partir 

d’optic cup (Lamba et al., 2010; Mandai et al., 2017b), soit apprès purification par cytométrie en flux 

(Kruczek et al., 2017).  Ces premiers essais ont montré qu’une fois greffées, ces cellules étaient 

capables de former des connexions synaptiques avec les cellules bipolaires de l’hôte et de restaurer 

en partie la capacité visuelle de ces animaux, générant ainsi de nombreux espoirs pour l’avenir. 

Ainsi la greffe de cellules de l’EPR ou de photorécepteurs dérivés de CSPhs devrait, dans les 

années à venir, jouer un rôle majeur dans le traitement des dystrophies rétiniennes. Cependant, quel 
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que soit le type cellulaire greffé, l’un des principaux risques à prendre en compte est celui du rejet. 

En effet bien que l’œil soit considéré comme une zone immune privilégiée, plusieurs études menées 

dans différents modèles animaux ont démontré qu’il n’était pas possible de se passer de traitement 

immunosuppresseur lors d’une greffe allogénique au niveau de la rétine (da Cruz et al., 2007; McGill 

et al., 2018; Sugita et al., 2017). Depuis l’avènement des hiPSCs, l’option la plus évidente pour pallier 

à cette problématique est celle de la greffe autologue. Toutefois, bien que très attractive en théorie, 

l’essai clinique réalisé par le Pr Takahashi (Mandai et al., 2017a) nous démontre que cette stratégie 

demeure difficile à mettre en pratique à l’heure actuelle et ceux pour plusieurs raisons. Tout d’abord, 

la génération d’hiPSCs puis leur différenciation en cellules rétiniennes prend du temps et, dans le 

cadre d’une application clinique, chaque banque de cellules doit subir de nombreux contrôles 

qualités afin de s’assurer de la pureté et de l’intégrité génomique de ces dernières. Ainsi, générer 

une banque de cellules rétiniennes pures et sans aberration chromosomique pour chaque patient 

s’avère complexe. D’autre part, le coût de production de chacune de ces banques qui, in fine, ne 

serviront qu’à traiter un seul patient est évalué à un million de dollars, empêchant toute perspective 

de commercialisation. De plus, dans le cadre d’une greffe autologue réalisée sur un patient atteint 

d’une maladie héréditaire s’ajoute à cela la nécessité de corriger la mutation responsable de la 

pathologie par ingénierie génétique, ce qui augmente encore le coût de production du greffon tout 

en augmentant le risque d’apparition d’aberrations génomiques. C’est pourquoi d’autres stratégies 

sont envisagées. La plus avancée à ce jour est sans doute la création de banques de cellules 

« haplotypées » à partir de donneurs sélectionnés selon leur profil HLA dans le but d’être 

compatibles avec un maximum de receveurs potentiels. Au vu de la diversité du système HLA, la 

création d’une banque permettant de couvrir la majorité de la population mondiale va nécessiter la 

mise en place d’une collaboration internationale. Toutefois, des études menées dans plusieurs pays 

tels que l’Angleterre, le Japon, la Chine et les Etats-Unis ont estimé que « seulement » 50 à 150 

lignées cellulaires homozygotes pour les HLA-A, B et DR seraient nécessaire par pays pour couvrir 50 

à 90% de la population (Barry et al., 2015). Bien que l’utilisation de telles lignées n’écarte pas 

totalement le risque de rejet, des études récentes réalisées chez le primate semblent démontrer que 

dans le cadre de la greffe des cellules de l’EPR cela soit suffisant pour se passer de traitement 

immunosuppresseur (Sugita et al., 2016). 

 Une autre option envisageable est la création par ingénierie génétique de lignées cellulaires 

non-immunogènes. Pour cela, plusieurs équipes ont généré des cellules n’exprimant aucune 

molécules HLA de classe I à leur surface via l’inactivation du gène B2M (Beta-2 Microglobulin) et ont 

démontré que ces dernières étaient capables d’échapper à la réponse immunitaire médiée par les 

lymphocytes T cytotoxiques (Lu et al., 2013; Riolobos et al., 2013; Wang et al., 2015). Cependant, 
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puisqu’il a été décrit que les cellules hématopoïétiques n’exprimant aucun antigène de classe I 

étaient susceptibles d’activer les cellules NKs (Natural killer) et d’être lysées par ces dernières, il est 

probable qu’après différenciation les CSPhs B2M-/- induisent une réponse similaire bien que cela ne 

semble pas être le cas à l’état indifférencié. Afin de pallier à cela, Gornalusse et al ont généré des 

CSPhs exprimant HLA-E, une molécule HLA de classe I faiblement polymorphique, à leur surface, sans 

pour autant exprimer HLA-A, B et C. Dans leur étude, les auteurs démontrent que même après 

différenciation en cellules hématopoïétiques, ces cellules ne sont lysées ni par des cellules NKs, ni par 

des lymphocytes T cytotoxiques provenant d’un autre donneur (Gornalusse et al., 2017). Toutefois, 

bien que prometteuse, l’utilisation de cellules HLA déficientes n’est pas sans risque. En effet, les 

molécules HLA de classe I étant impliquées entre autres dans la présentation des antigènes 

tumoraux, ces cellules pourraient plus facilement échapper au système immunitaire en cas de 

transformation cancéreuse. Afin de prévenir tout risque de ce genre, les auteurs suggèrent 

d’introduire un gène « suicide » inductible tel que le gène HSV-TK (Herpes simplex virus thymidine 

kinase) chez ces cellules. Quoi qu’il en soit, la sécurité liée à l’utilisation de cellules HLA déficientes 

ainsi que leur survie à long terme lors d’une greffe allogénique reste à déterminer avant de pouvoir 

envisager une tentative de greffe chez l’homme. 

c. La modélisation pathologique 

Au-delà de leur utilisation en médecine régénérative, les CSPhs ont apporté la possibilité de 

créer de nouveaux modèles humains pour de nombreuses pathologies. Cette approche se révèle 

particulièrement pertinente pour des maladies affectant des tissus difficiles d’accès ou bien des types 

cellulaires compliqués à amplifier in vitro tels que les cellules rétiniennes. Ainsi, au cours des 

dernières années plusieurs équipes se sont lancées dans la modélisation de diverses rétinopathies à 

l’aide des CSPhs afin de mieux comprendre les mécanismes responsables de ces pathologies et de 

tester l’effet de molécules à potentiel thérapeutique. Cet aspect de l’utilisation des CSPhs a fait 

l’objet d’une revue présentée ci-après. 
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d. CSPhs et édition du génome 

i. Intérêt de l’édition génétique pour la modélisation pathologique et la thérapie cellulaire 

La modélisation pathologique, via l’utilisation des CSPhs, se base le plus souvent sur 

l’identification d’un phénotype pathologique par comparaison entre lignées saines et mutantes. 

Toutefois, l’utilisation de lignées provenant de patients ou d’embryons différents rend parfois 

difficile la distinction entre les différences phénotypiques dues à la mutation d’intérêt et celles dues 

aux différences de fond génétique, aux variations épigénétiques ou encore à la qualité de la 

reprogrammation dans le cas des hiPSCs. Ainsi, des contrôles isogéniques sont nécessaires dans le 

but de confirmer la présence d’un phénotype pathologique identifié par comparaison entre des 

lignées d’origines différentes. Jusqu’à récemment, les techniques d’édition du génome disponibles 

telles que les TALENS, les nucléases à doigt de zinc ou encore les méganucléases étaient à la fois trop 

coûteuses, trop difficiles à concevoir et trop peu efficaces pour permettre la génération, en routine, 

de lignées cellulaires contrôles isogéniques par insertion d’une mutation dans une lignée saine où à 

l’inverse par correction de la mutation d’une lignée pathologique. C’est pourquoi la plupart des 

équipes confirmaient jusque-là l’existence d’un phénotype par comparaison d’un grand nombre de 

lignées ou via l’utilisation de siRNA (small interfering RNA). Cependant, la première approche peut se 

révéler à la fois couteuse et fastidieuse tandis que la seconde n’assure pas l’extinction totale de 

l’expression d’un gène et ne permet pas de mimer le potentiel gain de fonction d’une protéine 

mutée. 

D’un autre côté, bien que la découverte des hiPSCs ait amené la possibilité de réaliser des 

greffes autologues évitant théoriquement tout risque de rejet, il est impossible d’effectuer ce type de 

greffe dans le cadre de maladies héréditaires sans avoir au préalable corrigé, chez les cellules 

prélevées, la mutation responsable de la pathologie.  

Ainsi l’émergence de la technologie CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats/ CRISPR associated protein 9) permettant d’éditer le génome de manière 

relativement simple, efficace et peu coûteuse représente une véritable avancée à la fois pour la 

modélisation pathologique et la thérapie cellulaire basée sur l’utilisation des CSPhs. 

ii. La révolution CRISPR 

C’est en 1987 que les courtes répétitions palindromiques groupées et régulièrement 

espacées (CRISPR) ont été observées pour la première fois chez E.Coli (Ishino et al., 1987). Par la 

suite, ces loci constitués d’une alternance de courtes séquences d’ADN répétées, séparées par des 

séquences uniques appelées « spacers » ont été observées chez de nombreuses autres bactéries. 

Mais ce n’est qu’en 2005 que l’origine étrangère à la bactérie des séquences spacers a été 
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découverte (Mojica et al., 2005) et en 2007 que leur fonction a été élucidée. Les CRISPRs sont, en 

réalité, un élément clé de l’immunité adaptative des bactéries contre les phages (Barrangou et al., 

2007).  

A proximité des locus CRISPRs se trouvent les gènes Cas codant pour différentes protéines 

intervenant dans les 3 étapes de cette réponse immunitaire. La première étant la phase d’adaptation 

au cours de laquelle l’ADN intrus est reconnu puis clivé afin de générer un nouveau « spacer » ajouté 

au locus CRISPR. La seconde étant la phase de synthèse et de maturation du crRNA (CRISPR RNA). Et 

enfin la dernière étant la phase d’interférence qui consiste en l’utilisation de ce crRNA comme guide 

par les endonucléases Cas afin de cliver l’ADN du phage lors de nouvelles infections (Ishino et al., 

2018). 

Il existe 2 grandes classes de système CRISPR-cas selon que la phase d’interférence est 

médiée par une unique protéine effectrice multi-domaines (classe II) ou par plusieurs protéines 

(classe I). Chacune de ces classes étant elle-même sous divisée en 3 types. De par sa plus grande 

simplicité, c’est le système de classe 2/type II, auquel appartient la Cas9, qui a été utilisé pour la mise 

au point de nouvelles technologies permettant l’édition du génome (Koonin et al., 2017). Le locus 

codant pour ce système a la particularité de contenir, en plus des éléments préalablement cités, une 

région codant pour un ARN transactivateur (tracrRNA) à la fois nécessaire à la maturation du crRNA 

et à l’activité endonucléase de la Cas9. Ainsi, avec ce système, seuls 3 éléments sont requis pour 

réaliser une cassure double brin ciblée de l’ADN : le crRNA, le tracrRNA et la Cas9. De par sa 

simplicité, ce système à très rapidement été détourné afin d’éditer le génome de cellules eucaryotes 

et s’est révélé également efficace dans ce contexte (Cong et al., 2013; Mali et al., 2013). Il fut encore 

simplifié en 2012 lorsque Jinek et al. démontrèrent que l’utilisation d’un ADN chimérique appelé 

sgRNA (single guide RNA), résultant de la fusion entre le crRNA et le tracrRNA, permettait de recruter 

la Cas9 et d’induire une cassure double brin de l’ADN aussi efficacement que ces ARNs utilisés 

séparément (Jinek et al., 2012).   

Ainsi, tel que nous l’utilisons aujourd’hui pour éditer le génome, le système CRISPR/Cas9 se 

compose de seulement 2 éléments : une endonucléase (Cas9) et un ARN guide d’une centaine de 

nucléotides dont 20, à l’extrémité 5’, sont complémentaires de la séquence ciblée. La seule 

limitation, quant au choix de cette séquence, étant la présence obligatoire d’une séquence PAM 

(Protospacer Adjacent Motif) directement en 3’ cette dernière, nécessaire au clivage de l’ADN par la 

Cas9. Toutefois, puisque la séquence PAM reconnue par la Cas9 de Streptococcus pyogenes (Cas9 de 

l’espèce bactérienne la plus utilisée) est NGG et que ce motif est statistiquement présent toutes les 8 

paires de bases, cette contrainte reste modérée. 
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Suite à une cassure double brin de l’ADN, les deux principaux mécanismes de réparation de 

l’ADN, le NHEJ (Non-Homologous End Joining) et la recombinaison homologue vont alors être activés. 

Le NHEJ est un système de réparation non conservatif assurant simplement la continuité de la 

molécule d’ADN. Il est dit « sujet aux erreurs » et induit régulièrement de petites insertions ou 

délétions de nucléotides appelées « Indels » pouvant entrainer le décalage du cadre de lecture d’un 

gène et donc l’apparition codon stop et la synthèse d’une protéine tronquée. Ainsi, il est possible 

d’invalider un gène sans apport de matériel génétique exogène en laissant simplement agir le NHEJ 

après avoir induit la cassure double brin de l’ADN. Cependant, la mutation induite sera alors 

aléatoire. A contrario, si l’on souhaite induire une mutation précise ou en corriger une, il est possible 

d’utiliser la recombinaison homologue en apportant à la cellules un fragment d’ADN exogène flanqué 

par des séquences homologues à la région clivée (Figure 18).  

 

Figure 18. Edition du génome par le système CRISPR/Cas9 (Ran et al., 2013). 

A la fois plus simple, moins couteuse et plus efficace que toutes les techniques d’édition du 

génome développées jusqu’alors, l’apparition de la technologie CRISPR/Cas9 a généré un 

engouement énorme. Ainsi, en seulement quelques années de nombreuses améliorations lui ont été 
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apportées afin d’en perfectionner l’efficacité et la spécificité. Parmi c’est amélioration, on notera par 

exemple l’apparition de Cas9 mutées n’induisant qu’une coupure simple brin de l’ADN (Cas9 

nickase). Avec ce système, deux sgRNAs sont donc nécessaires pour induire le clivage de l’ADN 

augmentant ainsi la spécificité de la coupure induite par la Cas9. Des Cas9 totalement inactivées 

appelées « dead Cas9 » ont également été générées et fusionnées avec des protéines permettant 

d’agir localement sur l’ADN telles que des ADN méthyltransférases, des histones désacétylases ou 

encore divers activateurs transcriptionnels. Ainsi, de multiples possibilités s’offre désormais aux 

utilisateurs concernant le choix de la cas9 mais aussi concernant la manière d’apporter cette dernière 

aux cellules (plasmide, ARN, protéine, électroporation, particule virale, lipofection) (Adli, 2018). 

iii. Edition génétique des CSPhs pour l’étude et le traitement des maladies rétiniennes 

Bien que le système CRISPR/Cas9 ai déjà été utilisé à de multiples reprises sur des CSPhs pour 

générer des contrôles isogéniques dans le cadre de la modélisation de diverses pathologies (Zhang et 

al., 2017), peu d’exemples concernant l’utilisation de cette technologie pour la modélisation des 

rétinopathies ont été publiés à ce jour. Récemment tout de même, Deng et al. ont utilisé le système 

CRISPR/Cas9 pour corriger la mutation du gène RPGR chez des hiPSCs dérivées à partir de cellules 

prélevées sur 3 patients atteints de rétinites pigmentaires. Les auteurs ont ainsi démontré que la 

correction de ce gène était suffisante pour que les photorécepteurs obtenus après différenciation 

des hiPSCs en organoïdes rétiniens retrouvent une morphologie et une activité électrophysiologique 

normale, confirmant ainsi que les phénotypes pathologiques observés étaient bien dus à la mutation 

de ce gène et suggérant également, dans un modèle humain, que sa correction par thérapie génique 

pouvait s’avérer une stratégie thérapeutique pertinente (Deng et al., 2018). 

Burnight et al. ont quant à eux récemment développé 3 stratégies différentes basées sur 

l’utilisation de CRISPR/cas9 permettant de rectifier efficacement, dans des hiPSCs, 3 mutations 

couramment retrouvées chez les patients atteints de rétinites pigmentaires, à savoir : (1) l’insertion 

d’une séquence Alu dans l’exon 9 du gène MAK, (2) la mutation intronique IVS26 aboutissant à un 

épissage anormal du gène CEP290 et (3) la mutation dominante « gain de fonction » Pro23His de la 

Rhodopsine. Selon les auteurs, ces 3 types de mutations étant représentatives de la plupart de celles 

retrouvées chez les patients atteints de dystrophies rétiniennes héréditaires, ces différentes 

stratégies pourraient être utilisées afin de générer des hiPSCs génétiquement corrigées à partir des 

cellules de la plupart d’entre eux. Dans leur étude, les auteurs suggèrent que la possibilité de corriger 

ces mutations relativement aisément, va permettre de faciliter la greffe de cellules autologues pour 

ces patients. Il est également probable que ces stratégies vont permettre de faciliter la génération de 

contrôles isogéniques pour les études visant à modéliser ces pathologiques (Burnight et al., 2017). 
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IV. La Polypose Adénomateuse Familiale : une maladie multi-systémique avec 

des atteintes rétiniennes 

La polypose adénomateuse familiales (PAF) est une maladie multi-systémique à transmission 

autosomique dominante due à la mutation du gène APC. Elle se manifeste principalement par 

l’apparition de quelques dizaines à plusieurs centaines d’adénomes au niveau du colon et compte 

pour environ 1% des cancers colorectaux dans le monde (Half et al., 2009). Cependant, comme nous 

allons le voir, les patients atteints par cette pathologie peuvent également développer un certain 

nombre de symptômes extra-intestinaux tels que des lésions pigmentées du fond de l’œil (LPFOs). 

1. Historique et description générale 

Le premier cas de polypes multiples dans le colon fut décrit dès 1721 par Menzel (Menzel, 

1721). Ce dernier fit l’observation post-mortem de nombreuses excroissances sur le colon d’un 

garçon de 15 ans victime de dysenterie. Par la suite, d’autres cas furent rapportés sans pour autant 

qu’un lien avec le développement du cancer colorectal ne soit mis en évidence. 

 Ainsi il faut attendre 1881 et la publication du premier cas de polypes adénomateux avéré 

histologiquement par Skilfasowski, pour que le potentiel cancéreux de ces excroissances soit reconnu 

(Skilfasowski, 1881). Au cours de la même période, le caractère héréditaire de ces lésions commence 

également à être mis en évidence par Cripps (Cripps, 1882) qui rapporte le cas d’un frère et d’une 

sœur présentant tout deux des adénomes multiples dans le colon malgré la rareté de ce symptôme. 

Par la suite, de nombreux cas de familles prédisposées au développement de ces polypes furent 

rapportés et l’aspect héréditaire dominant de la pathologie fut définitivement établit en 1927  

(Cockayne, 1927). 

 Tout d’abord considérée comme une pathologie affectant exclusivement l’intestin, la PAF 

s’est rapidement révélée être une maladie multi-systémique touchant de nombreux tissus. Ainsi, le 

premier symptôme extra-intestinal fut observé en 1916 par Devic et Bussy qui rapportèrent la 

présence d’ostéomes chez un patient souffrant d’une polypose généralisée à tout l’intestin (Devic 

and Bussy, 1912). Mais ce n’est qu’en 1951 que Gardner décrivit ce qui deviendra le syndrome 

éponyme en associant la présence d’adénomes colorectaux au développement de tumeurs 

desmoïdes, de tumeurs osseuses et de kystes épidermiques (Gardner, 1951). Durant les décennies 

qui suivirent de nombreux symptômes furent ajoutés au tableau clinique de ce syndrome tel que le 

cancer de la thyroïde, des anomalies dentaires, des hépatoblastomes ou encore la présence de 

lésions pigmentées du fond de l’œil qui est le symptôme extra-intestinal le plus couramment associé 

à la PAF.   
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 Bien que les patients atteints par ce syndrome ne représentent qu’un peu moins de 1% de 

l’ensemble des cancers colorectaux, des efforts considérables furent réalisés afin d’identifier le gène 

muté chez ces familles au vu de sa probable implication dans les cancers colorectaux sporadiques. 

Pour cela des études de liaisons génétiques furent réalisées sur de nombreuses familles prédisposées 

au développement de polypes intestinaux et c’est ainsi qu’en 1986 la pathologie fut finalement 

rattachée à la délétion d’une région du bras long du chromosome 5 par Herrera (Herrera et al., 

1986). Un an plus tard, Bodmer et Leppert affinent de manière indépendante la localisation du gène 

Adenomatous Polyposis Coli (APC) en 5q21-22 (Bodmer et al., 1987; Leppert et al., 1987) avant que 

Groden ne détermine sa localisation exacte en 1991 (Groden et al., 1991). Puis en 1994, Olschwang 

va encore plus loin en faisant état d’une corrélation génotype-phénotype entre la position de la 

mutation sur APC, la sévérité de la pathologie et la présence de certains symptômes extra-intestinaux 

(Olschwang et al., 1993). Lynch a alors introduit la notion de polypose adénomateuse atténuée 

(PAFA) pour les patients présentant moins de 100 adénomes dans le colon et corrèle ce phénotype 

avec la présence de mutations vers l’extrémité 5’ du gène APC. A l’inverse, les patients porteurs de 

mutations entre les codons 1250 et 1460 seraient généralement atteints d’une polypose plus sévère 

avec souvent plus de 5000 polypes dans le colon (Lynch et al., 1995). 

Depuis, environ 1100 mutations différentes d’APC ont été identifiées chez des patients 

atteints de PAF et il a été démontré que la mutation d’APC était également impliquée dans plus de 

80% des cancers colorectaux sporadiques (Leoz et al., 2015). Ces mutations surviennent 

généralement dans la partie centrale du gène et aboutissent le plus souvent à la synthèse d’une 

protéine tronquée stable. 

Enfin, en 2003, la mutation d’un second gène, MUTYH, fut rattachée au développement de 

multiples polypes intestinaux (Sampson et al., 2003; Sieber et al., 2003). Cette nouvelle forme de 

polypose à transmission autosomique récessive fut donc appelée la polypose adénomateuse associée 

à MUTYH (PAM). Les patients porteurs de cette mutation comptent pour environ 10 à 20% des 

patients atteints de polypose adénomateuse et présente la plupart du temps un phénotype atténué. 

En effet, la mutation bi-allélique de MUTYH est retrouvée chez seulement 7,5% à 12,5% des patients 

présentant plus de 100 adénomes sans mutation d’APC mais est retrouvée chez 16 à 40% des 

patients présentant entre 15 et 99 adénomes colorectaux (Syngal et al., 2015). 

2. Epidémiologie et diagnostique 

En 1955, Reed & Neel estime pour la première fois l’incidence de cette pathologie autour de 

1 sur 8300 en se basant sur un rapport de l’hôpital universitaire du Michigan, faisant de la PAF la 

seconde forme la plus courante de cancer colorectal familial derrière le syndrome de Lynch (cancer 
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colorectal héréditaire sans polypose) (Reed and Neel, 1955). Ce chiffre fut ensuite affiné par 

plusieurs études et les différentes estimations réalisées jusqu’ici, qui varient entre 1 sur 6850 et 1 sur 

29000, semblent constantes partout dans le monde que l’on soit un homme ou une femme (Waller 

et al., 2016). Cependant, bien que de nombreux pays possèdent désormais des registres nationaux 

répertoriant les patients atteints par la PAF, il reste difficile à ce jour d’établir une carte précise de 

l’incidence de la maladie selon les différentes origines ethniques. La pénétrance de la PAF est quant à 

elle considérée proche de 100% concernant le risque de développement d’un cancer colorectal. 

Le diagnostic de la PAF est effectué tout d’abord sur des observations cliniques et la 

coloscopie ou la rectosigmoïdoscopie sont les premiers examens à être réalisés en cas de suspicion. 

Chez une personne avec des antécédents familiaux cet examen doit être réalisé tous les 2 ans dès 

l’adolescence (Vasen et al., 2008).  Par définition, une personne présentant plus de 100 adénomes au 

niveau du colon est atteinte de PAF, qu’il y ait ou non un historique familiale (Varesco, 2004). En effet 

25 à 30% des cas sont dû à des mutations De Novo. Il est alors obligatoire de réaliser un test 

génétique afin de détecter une mutation sur les gènes APC ou MUYTH. Ce test est également 

conseillé pour toutes personnes présentant plus de 10 adénomes colorectaux puisque ces dernières 

sont susceptibles de souffrir d’une forme atténuée de la PAF (Kanth et al., 2017). L’identification de 

la mutation affectant le patient est un élément important du diagnostic puisqu’elle peut donner une 

idée sur la sévérité de la maladie et augmenter la probabilité de présence de certains symptômes. De 

plus, le mode de transmission étant différent selon le gène touché (dominant pour APC et récessif 

pour MUYTH), l’identification de la mutation va non seulement permettre d’adapter la prise en 

charge du patient mais également celle de sa famille. Cependant, il est important de noter qu’un test 

génétique négatif pour les gènes APC et MUYTH ne suffit pas à écarter le diagnostic de PAF. En effet, 

10 à 20% des cas ne présentent aucune mutation détectable sur ces 2 gènes et la raison génétique de 

la maladie demeure alors le plus souvent inconnue, rendant ainsi le dépistage plus contraignant pour 

la famille du patient qui se voit dans l’obligation de subir une coloscopie (Khan et al., 2017). 

Un autre aspect important à prendre en compte lors d’un diagnostic de PAF est la recherche 

des symptômes extra-intestinaux couramment associés tel que des tumeurs desmoïdes. A ce jour, 2 

variantes de la PAF ont été décrites sur la base des symptômes cliniques présents : (i) le syndrome de 

Gardner caractérisé par le développement de kystes épidermiques, d’ostéomes et de tumeurs des 

tissus mous et (ii) le syndrome de Turcot caractérisé par l’association d’adénomes intestinaux et de 

tumeurs au cerveau. Il est à noter que le syndrome de Turcot n’est pas forcément associé à un cas de 

PAF et la mutation du gène APC mais peut également être une forme alternative du syndrome de 

Lynch causée par la mutation des gènes MLH1 ou PMS2 (Varesco, 2004). 
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3. Symptômes non rétiniens  

a. Symptômes colorectaux 

 La PAF se caractérise principalement par l’apparition de quelques dizaines à plusieurs milliers 

de polypes de tailles variables dans les parties descendantes et sigmoïdes du colon ainsi que dans le 

rectum (Figure 19).  

 

Figure 19. Colectomie d’un patient atteint de PAF présentant de nombreux adénomes tubuleux. 

(Waller et al., 2016)  

 Ces polypes apparaissent généralement au cours de l’adolescence et vont ensuite augmenter 

en nombre et en taille pour inéluctablement aboutir à l’apparition d’un carcinome autour de 40 ans  

(Half et al., 2009). A l’heure actuelle, le seul traitement disponible reste la chirurgie. Dans la mesure 

du possible les polypes sont retirés un à un mais le plus souvent une chirurgie préventive visant à 

retirer tout ou une partie du colon est préconisée lors de la seconde décennie de vie du patient. 

Selon la sévérité des symptômes et la partie du colon affectée, plusieurs options chirurgicales sont 

possibles tels que la colectomie avec anastomose iléo-rectale (conservation du rectum), la 

proctocolectomie totale (résection du colon et du rectum) avec iléostomie ou encore la 

proctocolectomie (résection du rectum et de tout ou une partie du colon) avec anastomose iléo-

anale. Après la chirurgie un suivi endoscopique régulier demeure indispensable afin de détecter 

l’apparition de nouveaux polypes et de les retirer le cas échéant (Vasen et al., 2008). 

b. Autres symptômes gastro-intestinaux 

 La quasi-totalité des patients atteints de PAF développent également des adénomes dans le 

duodénum au cours de leur vie. Ces adénomes apparaissent généralement 10 à 15 ans après la 

détection des polypes colorectaux et environs 5% d’entre eux dérivent en adénocarcinomes dans les 

10 ans (Groves et al., 2002). L’évolution de ces adénomes se fait généralement de manière ordonnée 

en suivant les différents stades de l’échelle de Spigelman qui les classifie selon leurs nombres, leurs 
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tailles, leurs histologies et leurs dysplasies. C’est pourquoi il est important de réaliser un suivi 

endoscopique régulier afin de déterminer si une intervention chirurgicale est nécessaire. Plus le 

stade est avancé plus l’intervalle entre chaque examen doit être réduit et à partir du stade III et IV 

une intervention chirurgicale doit être envisagée. Chez les patients jeunes (< 40 ans), si possible, la 

résection locale des polypes est conseillée afin de reporter l’ablation du duodénum 

(duodénectomie). Chez les patients plus âgés présentant un grade IV en revanche, la duodénectomie 

est conseillée (Vasen et al., 2008). 

 Bien que plus rare, des adénomes peuvent également survenir dans le reste de l’intestin 

grêle (jéjunum et iléon).  La proportion exacte de patients affectés par ces derniers n’a pas 

clairement été déterminée mais elle avoisinerait les 50% (Bertoni et al., 1993). Si quelques cas de 

carcinomes ont déjà été rapportés ces lésions progressent rarement jusqu’à ce stade. 

Enfin, les personnes souffrantes de PAF sont prédisposées à l’apparition de polypes des 

glandes fundiques dans l’estomac. Ces derniers sont distincts de ceux apparaissant de manière 

sporadique (considérés comme totalement bénins) puisque dans le cadre de la PAF environ 40% 

d’entre eux présentent des caractéristiques adénomateuses bien qu’ils ne progressent que rarement 

en carcinomes (Bianchi et al., 2008). 

c. Symptômes extra-intestinaux 

En plus de ces polypes, les patients atteints de PAF peuvent également développer divers 

symptômes extra-intestinaux qui vont varier selon la position de la mutation sur APC (Figure 20). 

Parmi les symptômes les plus courants, on retrouve des lésions pigmentées du fond de l’œil (voir 

III.4), des ostéomes, des anormalités dentaires et des tumeurs desmoïdes (Half et al., 2009). 

 Les anormalités dentaires et les ostéomes demeurent la plupart du temps bénins ne 

nécessitant donc pas de prise en charge particulière si ce n’est l’extraction des dents surnuméraires. 

Ces symptômes sont retrouvés chez environ 20% des patients et sont le plus souvent associés avec 

une mutation sur l’exon 15 d’APC entre les codons 767 et 1578 (Groen et al., 2008).  

Les tumeurs desmoïdes quant à elles apparaissent chez 10 à 20% des patients et 

représentent la seconde cause de mortalité chez ces derniers. Il s’agit de tumeurs fibroblastiques, 

non malignes mais invasives localement avec un haut taux de récidive qui, si elles se développent à 

proximité d’un organe vital peuvent entrainer la mort du patient (DE Marchis et al., 2017). 

Contrairement aux tumeurs desmoïdes sporadiques, la plupart des tumeurs associées à la PAF se 

développent dans la paroi ou la cavité intra-abdominale. Les porteurs d’une mutation entre les 

codons 1309 et 1578 d’APC ainsi que les patients ayant déjà subis une opération chirurgicale sont 

particulièrement susceptibles de développer ce type de tumeurs (Bertario et al., 2001). 
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Les possibilités de traitements sont multiples et comprennent à la fois des traitements 

médicamenteux, de la chimiothérapie, des interventions chirurgicales ou encore de la radiothérapie. 

Malheureusement aucun essai clinique randomisé et réalisé sur un nombre suffisant de patients 

n’est venu attester l’efficacité de l’un de ces traitements. Malgré tout, une combinaison de Sulindac 

(anti-inflammatoire non stéroïdien) et de Tamoxifène (anti-estrogènes) semble être le traitement de 

choix concernant les tumeurs intra-abdominales de tailles importantes et la chimiothérapie ou la 

radiothérapie sont à envisager en cas de non-réponse à ce traitement. Le traitement à adopter dans 

le cas des tumeurs situées dans la paroi abdominale est quant à lui encore sujet à controverse. 

Certains conseillant l’intervention chirurgicale afin de retirer les tumeurs avant qu’elles ne 

grossissent tandis que d’autres préfèrent l’éviter puisque l’opération en elle-même augmente le 

risque de voir apparaitre d’autres tumeurs et que le taux de récidives est trop important. En 

conclusion, de plus amples études seraient nécessaires à la mise au point d’un traitement standard 

pour ce type de tumeurs (DE Marchis et al., 2017; Groen et al., 2008). 

En plus de ces symptômes, les patients atteints de PAF sont également prédisposés au 

développement de nombreux autres types de cancers tel que des cancers thyroïdiens le plus souvent 

dut à une mutation dans la région 5’ de l’exon 15 d’APC (1 à 2% des patients), des hépatoblastomes 

(<2%), des tumeurs cérébrales (Syndrome de Turcot, 1 à 2%) et des tumeurs surrénaliennes (7%). 

Chacun de ces symptômes nécessite évidemment une prise en charge spécifique du patient (Groen 

et al., 2008). 

 

Figure 20. Corrélation génotypes-phénotypes des symptômes extra-intestinaux dans les cas de 

polyposes adénomateuses familiales (Groen et al., 2008). 
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4. Lésions pigmentées du fond de l’œil associées à la PAF 

La présence de lésions pigmentées du fond de l’œil (LPFOs) est le symptôme extra-intestinal 

le plus couramment associé à la PAF. Il s’agit de lésions bégnines qui sont régulièrement associées, à 

tort, à l’hypertrophie congénitale de l’épithélium pigmentaire rétinien (HCEPR) observable chez 

certaines personnes non atteintes de PAF (Hennessy et al., 1993). En effet, d’un point de vue clinique 

ces deux symptômes se ressemblent fortement et se manifestent, lorsque l’on réalise un fond d’œil, 

par la présence de lésions pigmentées de tailles variables, rondes et à première vue plates (Figure 

21D). De plus, bien que longtemps considérées comme stable, des études menées sur le long terme 

tendent à démontrer que dans les deux cas le diamètre de ces lésions augmente lentement tout au 

long de la vie (Arepalli et al., 2012).  Cependant plusieurs différences notables existent. Tout d’abord, 

dans le cadre de la PAF les lésions sont multiples et bilatérales, les rendant distinguables lors d’un 

fond d’œil réalisé par un clinicien. Ensuite, des études histologiques menées post mortem ont 

démontré que plusieurs types de lésions étaient observables dans l’EPR des patients atteints de PAF. 

Si la plupart d’entre elles sont effectivement semblables à celles observées lors d’une HCEPR, c’est à 

dire constituées d’une monocouche de cellules hypertrophiées et hyperpigmentées, certaines au 

contraire sont multicouches et s’étendent en direction de la rétine, allant même jusqu’à la traverser 

entièrement (Figure 21A, B et C) (Kasner et al., 1992; Traboulsi et al., 1990). Par conséquent, ces 

lésions peuvent être considérées comme des hamartomes (malformation tissulaire d’aspect 

tumorale constituée de cellules matures semblables à celles constituant l’organe où la malformation 

se développe mais présentes en quantité excessive ou anormalement disposées) de l’EPR même si 

leur classification reste floue (Hennessy et al., 1993; Ly et al., 2015). De plus, l’observation de 

granules pigmentaires de taille supérieure à la normale dans les cellules de l’EPR de patients atteints 

de PAF, même en dehors des LPFOs, suggère un défaut généralisé de la mélanogénèse dans ces 

cellules (Kasner et al., 1992; Traboulsi et al., 1990). Bien que bénins, ces symptômes suggèrent donc 

un rôle d’APC dans la régulation de la prolifération et de la mélanogénèse des cellules de l’EPR. 

Malgré tout, à ce jour et à ma connaissance, aucune complication liée à des LPFOs n’ont été 

rapportée dans le cadre de la PAF. En revanche l’HCEPR a, dans de très rares cas, déjà été impliquée 

dans des cas d’adénocarcinomes et de décollements rétiniens (Moulin et al., 2014; Shields et al., 

2000, 2001; Trichopoulos et al., 2006; Youhnovska et al., 2013). 

Les LPFOs étant congénitales et donc observables dès la naissance, elles représentent l’une 

des manifestations les plus précoces de la PAF. C’est pourquoi la possibilité de les utiliser comme un 

marqueur de la pathologie pour établir un diagnostic a été testée à de nombreuses reprises (Ellis, 

1994; Mirinezhad et al., 2018; Morton et al., 1992; Traboulsi et al., 1987). Les études menées dans ce 

sens, bien que très variables car réalisées le plus souvent sur un nombre insuffisant de patients, 



83 
 

tendent tout de même à montrer que la présence bilatérale de plus de 4 LPFOs est un marqueur 

hautement spécifique de la PAF (94%) (Olea et al., 1996). En revanche, ce critère se révèle 

relativement peu sensible puisque selon l’étude prise en compte l’incidence de ce symptôme chez les 

patients pourrait être inférieur à 70% (supérieur à 90% selon d’autres). Ceci s’explique par le fait que 

seuls les patients porteurs d’une mutation entre les codons 413 et 1387 d’APC semblent susceptibles 

de développer ce type de lésions bien que des exceptions aient déjà été rapportées (Nieuwenhuis 

and Vasen, 2007; Olschwang et al., 1993; Pang et al., 2000). Dans ces conditions, l’absence de LPFOs 

ne peut suffire à poser un diagnostic négatif mais peut à l’inverse permettre à un clinicien de 

suspecter un cas de PAF. De plus, la présence ou non de ces lésions chez un patient peut-être un 

indicateur de la probabilité de développer certains autres symptômes extra-intestinaux.  Ainsi, il a 

été mis en évidence que les patients présentant de multiple LPFOs étaient plus à même de 

développer des cancers de la thyroïde (Groen et al., 2008) tandis que ceux qui en sont dépourvus 

auraient de plus grandes chances de développer des tumeurs desmoïdes (Caspari et al., 1995). 

 

Figure 21. Différents types de LPFOs. (A) Exemple du type de lésion le plus fréquemment retrouvé 

chez les patients atteints de PAF. Ces lésions sont constituées d’une monocouche de cellules 

hypertrophiées et hyperpigmentées. (Grossissement X175) (B) Exemple de lésions bi ou tri-

stratifiées. (Grossissement X560) (C) Exemple d’hamartomes de l’EPR observé chez un patient. 

(Grossissement X480) (D) Fond d’œil d’un patient attient de PAF présentant 2 LPFOs (flèches noires) 

(Traboulsi et al., 1990 et Chen et al., 2006). 
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5. APC, une protéine multifonction 

a. Organisation du gène APC et expression d’isoformes tissus-spécifiques 

Le gène suppresseur de tumeurs Adenomatous Polyposis Coli (APC) se situe sur le bras long 

du chromosome 5, en position 5q21, où il s’étend sur environ 138kB (NC_000005.10). APC est 

exprimé de manière ubiquitaire et jusqu’ici 2 promoteurs principaux, 1A et 1B, ont été identifiés pour 

ce gène. Il a longtemps été considéré que le promoteur 1A était le plus actif tandis que le 1B ne 

jouait qu’un rôle mineur. Cependant, des études plus récentes tendent à montrer que ce dernier 

possède en réalité un rôle important  puisque son inactivation serait responsable de certains cas de 

PAF (Rohlin et al., 2011; Yamaguchi et al., 2016). Dans sa forme dite « conventionnelle », l’ARNm 

d’APC est composé de 8529 pb réparties en 17 exons (exon 1 à 15 + exon 9A et 10A) dont 4, les exons 

1, 7, 9 et 10A font l’objet d’un épissage alternatif (van der Luijt et al., 1995; Suleková and Ballhausen, 

1995; Thliveris et al., 1994). Il est à noter que l’exon 15 est particulièrement long et représente plus 

de 70% de la partie codante d’APC.  

L’un des aspects les plus intéressant de l’organisation du gène APC est l’existence de 

plusieurs exons alternatifs en amont de l’exon 1 pouvant être exprimés soit de manière 

concomitante avec celui-ci, soit le remplacer (Thliveris et al., 1994). Deux d’entre eux notamment, 

appelés exon 0.3 et BS (brain specific), présentent un codon d’initiation de la traduction dans le bon 

cadre de lecture et peuvent donc permettre la synthèse d’une protéine différente (0.3-APC et BS-

APC). Pour cela, l’exon 1 doit être épissé puisque ce dernier comporte un codon STOP en 5’ du codon 

d’initiation de la traduction de la forme classique d’APC. Ainsi, dans le cas ou à la fois les exons BS ou 

0.3 et l’exon 1 sont retenus, c’est la forme dite « conventionnelle » d’APC qui demeure exprimée 

(Santoro and Groden, 1997). 

 De manière intéressante il a été démontré que seuls les tissus matures et non mitotiques, en 

particulier les tissus neuraux, exprimaient les formes d’APC sans l’exon 1, suggérant un rôle 

particulier de ces isoformes dans ces tissus (Bardos et al., 1997; Santoro and Groden, 1997). Dans le 

cas de la rétine neurale et de l’EPR, Liou et al. ont démontré chez la souris que la forme classique 

d’APC était dans un premier temps très majoritairement exprimée au cours de l’embryogénèse 

précoce (avant E.16) puis que l’expression des formes sans l’exon 1 et plus particulièrement 

l’isoforme BS-APC augmentait lors de la maturation de ces tissus.  Cependant les auteurs de ce papier 

ont constaté que dans l’EPR, à l’inverse de la rétine neurale, la forme conventionnelle d’APC restait 

majoritaire (Liou et al., 2004). Il est donc possible que la rétention de cette isoforme habituellement 

exprimée par des tissus prolifératifs entretienne la capacité de ces cellules à migrer et à ré-entrer en 

prolifération comme cela est observé dans certaines pathologies telles que les vitréorétinopathies. 
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Cependant, aucune étude n’a encore été menée dans ce sens et la fonction exacte ainsi que la 

manière dont l’expression de chacune de ces isoformes est régulée reste à déterminer. Dans un 

autre contexte Carson et al. ont tout de même démontré que la réexpression des isoformes 1-APC, 

BS-APC et 0.3-APC dans des cellules tumorales avait des effets différents sur leurs cycles cellulaires et 

que seules les 2 premières permettaient de supprimer le phénotype tumoral, confirmant ainsi que 

ces différentes isoformes possédaient bien des fonctions distinctes (Carson et al., 2004). 

b. APC, une protéine d’échafaudage multi-domaine aux multiples partenaires 

APC code pour une grosse protéine d’échafaudage de 2843 acides aminés (AAs) (310KDa) 

comportant au minimum 8 domaines fonctionnels distincts lui permettant d’interagir avec un grand 

nombre de partenaires (Aoki and Taketo, 2007; Hankey et al., 2018; Näthke, 2004) (Figure 22). 

L’extrémité N-terminal est la partie d’APC la plus conservée parmi les nombreuses espèces chez qui 

ce gène a été séquencé et semble donc avoir un rôle important (Näthke, 2004). On retrouve dans 

cette partie plusieurs répétitions de 7 AA (répétition heptade) pouvant potentiellement former des 

domaines « coiled-coil » impliqués dans l’homodimérisation d’APC (Day and Alber, 2000; Joslyn et al., 

1993). Dans le contexte de la PAF, ces domaines permettraient également la formation 

d’hétérodimères entre les formes complètes et tronquées d’APC suggérant un potentiel effet 

dominant négatif des fragments tronqués via la rétention de la protéine complète (Su et al., 1993). Le 

rôle et l’importance fonctionnelle de cette dimérisation à la fois en contexte sain et pathologique 

reste encore à déterminer, mais ils semblerait qu’elle soit notamment impliquée dans la régulation 

de la migration cellulaire par APC (Li et al., 2008). A la suite de ce domaine d’oligomérisation se 

trouve un domaine Armadillo semblable à celui de la -caténine qui permet à APC d’interagir avec de 

nombreux régulateurs du cytosquelette tels que ASEF1 et 2 ou encore IQGAP1 ainsi qu’avec des 

régulateurs de la voie Wnt /β-caténine telle que la sous unité B56 de PP2A.  

C’est dans la région centrale d’APC que se trouvent la plupart des domaines nécessaires à la 

régulation de la voie Wnt/-caténine. On y retrouve notamment 3 répétitions de 15 AAs capables de 

se lier de manière constitutive avec la β-caténine ainsi que 7 répétitions de 20 AAs dont l’affinité 

pour la β-caténine dépend de leur phosphorylation par GSK3-β. De plus, c’est également dans cette 

région que l’on retrouve les 3 sites de liaison à l’AXIN appelés domaines SAMP.  



86 
 

La partie C-terminale d’APC quant à elle comprend un domaine basique d’environ 200 AAs 

enrichi en AAs chargés positivement lui permettant d’interagir directement avec les microtubules 

ainsi qu’un domaine de liaison à EB1, une protéine se liant à l’extrémité positive des microtubules 

renforçant encore l’interaction entre APC et le cytosquelette. Pour finir, les 15 derniers AAs d’APC 

constituent un site de liaison au domaines PDZ de protéines telle que DLG1. 

Figure 22. Organisation des multiples domaines d’APC (Näthke, 2004). 

Enfin, des séquences d’externalisation et d’internalisation nucléaire (NES/NLS) se trouvant un 

peu partout sur APC permettent de réguler sa localisation dans le cytoplasme et dans le noyau où 

APC est également capable de se lier à l’ADN. 

c. Les principales fonctions d’APC 

i. APC, un membre essentiel du complexe de destruction de la β-caténine 

La régulation de la voie Wnt/β-caténine est sans doute la fonction le plus étudiée d’APC. En 

effet, cette voie de signalisation jouant un rôle central dans l’homéostasie de nombreux tissus, et 

notamment de l’intestin, sa dérégulation est très probablement le principal mécanisme responsable 

de l’initiation des cancers colorectaux (Clevers, 2006; Fevr et al., 2007). Cette hypothèse est 

notamment confirmée par le fait que les souris exprimant une forme stabilisée de la β-caténine 

présentent un phénotype semblable à celui des souris mutantes APC, avec la formation de multiples 

polypes tubuleux au niveau de l’intestin (Harada et al., 1999). De plus, dans le cas de cancers 

colorectaux où aucune mutation d’APC n’est identifiée, il est fréquent d’observer une mutation 

stabilisatrice de la β-caténine (Morin et al., 1997).  Ainsi, de nombreuses équipes ont recherché le 

rôle d’APC dans cette voie de signalisation et ont mis en évidence sa participation au complexe de 

destruction de la -caténine.  
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En l’absence de ligand Wnt, APC se lie à la -caténine via ses domaines de répétition de 15 et 

20 AAs et à l’Axin via ses domaines de répétition SAMP (Ser-Ala-Met-Pro) pour former avec GSK3-β et 

CKI-α un complexe de destruction induisant la phosphorylation de la β-caténine. Cette dernière va 

alors être reconnue par l’ubiquitine ligase β-TRCP permettant ainsi son ubiquitination et sa 

dégradation par le protéasome.  Cette élimination continue de la β-caténine va ainsi empêcher cette 

dernière de s’accumuler dans le cytoplasme et d’entrer dans le noyau, ce qui va maintenir la 

répression des gènes cibles de la voie Wnt par les protéines de la famille TCF/LEF. En revanche, 

lorsque la voie Wnt/β-caténine est activée par la liaison d’un ligand Wnt avec le récepteur 

transmembranaire Frizzled et son corécepteur LRP6, la protéine d’échafaudage DVL est recrutée à la 

membrane entrainant le recrutement de l’Axin au sein de ce complexe nouvellement formé et 

l’inhibition de la phosphorylation de la β-caténine par le complexe de destruction. La β-caténine est 

alors libre de s’accumuler dans le cytoplasme avant d’être transférée dans le noyau ou elle s’associe 

avec les protéines TCF/LEF pour activer l’expression des gène cibles de la voie Wnt (Figure 23). 

 

Figure 23. La voie Wnt/β-caténine (MacDonald, Tamai et He, 2009(MacDonald et al., 2009). 

 De nombreux gènes cibles de cette voie de signalisation ont été identifiés et semblent varier 

selon le type cellulaire considéré. Parmi ceux ayant fait l’objet d’un intérêt particulier, au vu de leur 

probable implication dans le cancer colorectal, on retrouve par exemple des protéines impliquées 

dans la prolifération telles que l’oncogène C-Myc et la Cycline D1 mais également des protéines 

impliquées dans les contacts cellules-cellules et la migration cellulaire comme l’Ephrine B et son 

récepteur (Clevers, 2006; Stamos and Weis, 2013). 
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Bien que plusieurs études aient démontré qu’APC était indispensable à la régulation de la β-

caténine et que cette fonction nécessitait au minimum la présence d’un de ses domaines SAMP et de 

trois de ses répétitions de 20 AAs (Rubinfeld et al., 1997), sa fonction exacte dans le complexe de 

destruction reste floue. Il semble tout de même que l’absence d’APC ne diminue pas la 

phosphorylation de la β-caténine par GSK3-β mais diminue en revanche drastiquement son 

ubiquitination (Yang et al., 2006). Plus précisément, il semblerait qu’APC joue un rôle prépondérant 

dans l’interaction entre β-TRCP et la β-caténine via sa seconde répétition de 20 AAs. Ainsi, lorsqu’APC 

est tronquée en amont de ce site, ces deux protéines ne co-immunoprécipitent plus. Une hypothèse 

avancée pour expliquer ce résultat serait que la liaison entre APC et la β-caténine protège le site 

d’interaction de cette dernière avec β-TRCP de la déphosphorylation induite par PP2A (Su et al., 

2008). D’autres équipes ont quant à elle suggérées un rôle d’APC dans la dynamique d’association 

entre la β-caténine et l’Axin (Xing et al., 2004) ou encore dans la localisation cellulaire du complexe. 

Toutefois des études supplémentaires demeurent nécessaires pour déterminer avec certitude les 

différents rôles d’APC au sein de ce complexe. 

ii. Fonctions d’APC dans le noyau 

En plus de sa participation au complexe de destruction dans le cytoplasme, APC va également 

réguler l’activité transcriptionnelle de la β-caténine directement dans le noyau. La translocation 

nucléaire d’APC est dépendante de ses deux séquences NLS mais également de son domaine 

Armadillo. En effet l’interaction de ce domaine avec la sous unité B56 de PP2A semble promouvoir la 

translocation d’APC dans le noyau et cela indépendamment de l’activité phosphatase de cette 

dernière (Galea et al., 2001). Une fois dans le noyau, APC interagit directement avec la β-caténine et 

facilite son export vers le cytoplasme grâce à ses séquences NES (Neufeld et al., 2000).  

De plus, dans le noyau, APC interagit également avec le corépresseur transcriptionnel CtBP 

via ses répétitions de 15 AAs. Ce complexe va alors être capable d’interagir avec la β-caténine et de la 

déloger de certains locus pour la remplacer par des répresseurs transcriptionnels tel que TLE1 et 

HDAC1 (Choi et al., 2013; Sierra et al., 2006) (Figure 24). Ce mécanisme de répression a notamment 

été mis en évidence au niveau du promoteur des gènes MYC, AXIN2, DKK1 et SP5. L’importance de la 

fonction nucléaire d’APC dans la régulation de la β-caténine par rapport à son rôle dans le complexe 

de destruction est difficile à déterminer. Toutefois, Zeineldine et al. ont démontré chez la souris que 

la mutation des séquences de localisation nucléaire d’APC suffisait à induire une prolifération accrue 

des cellules de l’épithélium intestinal associée à une surexpression de c-Myc, Axin2, and Cyclin D1. De 

plus, un nombre plus important de polypes est observé chez la souris APCmin/+ si l’on mute les 
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séquences NLS de l’allèle sein ce qui démontre un rôle important de la régulation nucléaire de la β-

caténine par APC (Zeineldin et al., 2012).  

Toutefois, la régulation de la β-caténine n’est pas la seule fonction nucléaire d’APC. En effet, 

APC  est également capable de stopper la progression du cycle cellulaire en entrée de phase S en se 

fixant directement aux régions riches en A/T de l’ADN via son domaine C-terminal (Qian et al., 2008), 

ceci ayant pour effet de bloquer la réplication de l’ADN. Conformément avec l’idée qu’APC pouvait 

avoir une fonction nucléaire dans la régulation du cycle cellulaire, il a été proposé que le ratio entre 

sa fraction nucléaire et cytoplasmique soit plus important chez les cellules en cours de prolifération 

que chez les cellules quiescentes (Fagman et al., 2003; Zhang et al., 2001). Cependant, la spécificité 

de plusieurs anticorps ciblant APC couramment utilisés par la communauté ayant été remise en 

question, les résultats observés concernant la localisation nucléaire d’APC doivent être pris avec 

précaution (Brocardo et al., 2005; Davies et al., 2007; Neufeld, 2009; Roberts et al., 2003). 

 

Figure 24. Répression de l’activité transcriptionnelle de la β-caténine par APC et CtBP (Hankey et 

al., 2018). 

En plus de son rôle dans la régulation du cycle cellulaire, APC serait également capable 

d’interagir avec plusieurs protéines du BER (Base Excision Repair) afin de bloquer ce mécanisme de 

réparation de l’ADN. Toutefois, les conséquences de ce blocage en contexte sain et pathologique 

reste à déterminer (Jaiswal and Narayan, 2008; Narayan and Sharma, 2015). 

iii. APC, un régulateur essentiel du cytosquelette 

En plus de son rôle dans la régulation de la voie Wnt canonique, APC s’est également révélé 

être un régulateur essentiel du cytosquelette, intervenant à la fois dans la stabilisation des 

microtubules et dans la dynamique des filaments d’actine. Comme nous allons le voir, via cette 
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régulation APC intervient non seulement dans l’adhérence, la polarité et la migration cellulaire mais 

aussi dans la ségrégation des chromosomes lors de la mitose. 

APC et le cytosquelette d’actine 

APC régule l’organisation du cytosquelette d’actine via 3 partenaires principaux interagissant 

tous avec son domaine Armadillo : IQGAP1 et les facteurs d’échange GEF (Guanine nucleotide 

exchange factor) ASEF1 et ASEF2. 

En l’absence d’APC, ASEF1 et 2 présentent une activité GEF extrêmement faible due à un 

mécanisme d’auto-inhibition exercé par leur extrémité N-terminale (Mitin et al., 2007). Leur 

interaction avec APC augmente considérablement leur activité et ce, probablement via un 

changement de conformation permettant de lever cette inhibition. A l’origine, il a été supposé que 

ceci avait pour effet d’activer RAC1, une petite GTPase ayant un rôle important dans le 

réarrangement du cytosquelette d’actine (Kawasaki et al., 2000). Cependant, une étude postérieure 

a démontré qu’Asef1 et 2 n’exerçaient aucune activité GEF sur RAC1 bien qu’elles soient capables de 

s’y lier et qu’elles activaient plus probablement CDC42 une autre protéine de la même famille 

(Hamann et al., 2007).  De manière intéressante, il a été démontré d’une part que la surexpression 

d’ASEF1 stimulait la migration de cellules épithéliales (Kawasaki et al., 2000) et d’autre part que les 

formes tronquées d’APC, conservant le domaine Armadillo, stimulaient l’activité GEF d’ASEF1 de 

manière plus efficace que la forme totale (Kawasaki et al., 2003; Kim et al., 2018). Ainsi, il est possible 

que la forme tronquée d’APC joue un rôle dans la migration des cellules cancéreuses via ce 

mécanisme, bien que la seule mutation d’APC ne suffise pas à induire la formation de tumeurs 

malines. Cette hypothèse a récemment été appuyée par l’étude publiée par Jiang et al. au cours de 

laquelle les auteurs démontrent que l’utilisation de peptidomimétiques bloquant l’interaction entre 

APC et ASEF permet d’inhiber la migration de cellules colorectales cancéreuses (Jiang et al., 2017).    

L’interaction entre APC et le cytosquelette d’actine est également médiée par IQGAP1, une 

protéine d’échafaudage jouant un rôle crucial dans la réticulation et la polymérisation des filaments 

d’actine (Watanabe et al., 2004). Pour cela IQGAP1 est capable de se lier directement à ces filaments 

ainsi qu’à de multiples protéines impliquées dans leur remodelage tel que CDC42 et RAC1, ce qui va 

avoir pour effet de les stabiliser dans leur forme active (Briggs and Sacks, 2003). De plus, IQGAP1 

interagissant directement avec des protéines impliquées dans la dynamique des microtubules telle 

que CLIP-170, il est imaginable qu’elle forme avec APC une plateforme d’interaction jouant un rôle 

dans la coordination des cytosquelettes d’actine et de microtubule au cours de la migration 

cellulaire. Conformément à cette idée, la déplétion d’APC ou de IQGAP1 empêche la formation d’un 

réseau d’actine à l’avant des cellules Vero (cellules épithéliales rénales de singe) ainsi que la 
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réorientation de leur centrosome, bloquant du même coup la migration dirigée de ces cellules 

(Watanabe et al., 2004). 

Enfin, il a également été démontré  qu’APC interagit directement avec l’actine (Moseley et 

al., 2007) de manière à promouvoir la nucléation des filaments en synergie avec mDia1 

(Breitsprecher et al., 2012; Okada et al., 2010). Via ce mécanisme APC jouerait un rôle prépondérant 

dans la dynamique de renouvellement des adhésions focales en faisant le lien entre les 

cytosquelettes d’actines et de microtubules (Juanes et al., 2017). 

APC et le cytosquelette de microtubules 

APC est capable de se lier aux microtubules de manière directe via son domaine basique et 

de manière indirecte via EB1. Il a été démontré que les microtubules associés à APC étaient plus 

stables et moins sujets à la dépolymérisation à la fois in vitro et in vivo (Zumbrunn et al., 2001). In 

vivo, APC forme des clusters à l’extrémité (+) des microtubules qui sont localisés du côté basal des 

cellules épithéliales polarisées et à l’avant des cellules en cours de migration (Mogensen et al., 2002). 

Bien que l’interaction d’APC avec les microtubules se face via sa partie C-terminale, sa localisation et 

la formation de ces clusters aux extrémités (+) est en revanche dépendante de son domaine 

Armadillo qui lui permet d’interagir indirectement avec la kinésine KIF3B (Jimbo et al., 2002). Ainsi en 

l’absence de sa partie N-terminale, APC est dispersée le long des microtubules (Zumbrunn et al., 

2001). 

Du fait de sa localisation et de son interaction stabilisante avec les microtubules, il a été 

avancé qu’APC jouait un rôle dans l’orientation des cellules en cours de migration. Cette hypothèse a 

été confirmée par Etienne-Manneville et al. qui ont montré chez des astrocytes primaires de rat que 

l’expression d’une forme tronquée d’APC sans sa partie C-terminale et donc incapable d’interagir 

avec les microtubules inhibait la réorientation du centrosome lors d’une migration induite par un 

scratch.  Par la suite, Kroboth et al. démontrèrent dans 3 lignées cellulaires différentes que la 

mutation d’APC inhibait la formation de protrusion à l’avant des cellules en cours de migration et de 

ce fait diminuait la vélocité de ces dernières (Kroboth et al., 2007). En plus de cette fonction dans la 

migration cellulaire, l’interaction d’APC avec les microtubules pourrait également intervenir dans 

l’orientation des cellules épithéliales mourantes afin d’induire la sortie de ces dernières du côté 

apical de l’épithélium plutôt que du côté basal (Marshall et al., 2011).    

APC et le fuseau mitotique 

Au vu de son rôle dans la stabilisation des microtubules et sa localisation à leur extrémité (+), 

la question de savoir si la mutation d’APC avait un rôle direct dans l’instabilité chromosomique 

observée lors de la majorité des cancers colorectaux s’est rapidement posée. Il fut tout d’abord 
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observé que pendant les premières étapes de la mitose, APC était localisée au niveau des 

kinétochores et que les cellules mutantes pour ce gène présentaient un nombre plus important de 

défauts de ségrégation des chromosomes dû à une connexion inefficiente du fuseau mitotique avec 

ces derniers (Fodde et al., 2001; Kaplan et al., 2001). Plusieurs équipes remarquèrent que ce défaut 

pouvait être récapitulé par l’expression du fragment N-terminale d’APC dans des cellules non mutées 

suggérant un rôle dominant négatif de la forme tronquée d’APC (Green and Kaplan, 2003; Tighe et 

al., 2004). La manière dont ce fragment exerce cet effet n’est à ce jour pas entièrement élucidée. 

Cependant une explication possible serait que la formation d’un hétérodimère entre la forme 

tronquée et totale d’APC, empêche l’interaction de cette dernière avec EB1. En effet cette 

association semble nécessaire au bon attachement des microtubules aux kinétochores et la mutation 

d’EB1 conduit à un phénotype très semblable à la mutation d’APC au niveau du fuseau mitotique 

(Green et al., 2005). 

En plus de son rôle au niveau des Kinétochores, il a également été mis en évidence chez la 

drosophile qu’APC était localisée au niveau du cortex des cellules germinales en cours de division où 

elle jouerait un rôle important dans l’orientation du fuseau mitotique (Yamashita et al., 2003). Plus 

récemment, il a été démontré chez C.Elegans qu’au cours de la division asymétrique des cellules 

embryonnaires, APR-1 (Adenomatous polyposis coli protein-related protein 1) était enrichi au niveau 

du cortex cellulaire antérieur où, en stabilisant l’extrémité (+) des microtubules, il diminuerait les 

forces de traction exercées par le fuseau mitotique de ce côté de la cellule participant ainsi à son bon 

positionnement (Sugioka et al., 2018). 

Si le rôle d’APC dans la ségrégation des chromosomes n’est pas une surprise au vu de son 

interaction avec les microtubules, le fait que les défauts associés à sa mutation ne soient pas 

détectés lors du checkpoint mitotique est plus surprenant. Une explication possible serait que la 

mutation d’APC altère également ce processus. De manière cohérente avec cette hypothèse, 

Dikovskaya et al. Ont observé une diminution de la quantité des protéines du checkpoint mitotique 

BUB1 et BUBR1 au niveau des kinétochores des cellules U2OS à la suite de l’inhibition de l’expression 

d’APC (Dikovskaya et al., 2007). Cependant, ces résultats vont à l’encontre de ceux observés par 

Draviam et al. qui ne montrent aucun défaut de localisation de ces deux protéines dans des cellules 

HeLa traitées avec un siAPC (Draviam et al., 2006). De plus, Dikovskaya et al. décrivent une 

diminution du nombre de cellules s’accumulant en mitose lors d’un traitement au Taxol ou au 

Nocodazole à la suite de la déplétion d’APC. Mais là encore ces résultats vont à l’encontre de ceux 

décrits dans plusieurs publications antérieures (Fodde et al., 2001; Kaplan et al., 2001). Ces 

contradictions dans les résultats obtenus par différentes équipes sont probablement dues à 

l’utilisation de lignées cellulaires différentes ou bien à des méthodes de détection plus ou moins 
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sensibles. Quoi qu’il en soit des recherches supplémentaires restent nécessaires afin de déterminer 

comment les cellules mutantes APC échappent au checkpoint mitotique.  

Par ailleurs, plusieurs équipes ont mis en évidence que l’activation de la voie Wnt/β-caténine 

pouvait également promouvoir la survie de cellules présentant une anomalie chromosomique. Il a 

par exemple été démontré que l’expression d’une forme stable de la β-caténine dans des cellules 

souches embryonnaires de souris conduisait à une augmentation de la survie de ces dernières lors 

d’un traitement au Nocodazole en permettant à ces cellules d’échapper au checkpoint G2/M (Aoki et 

al., 2007; Hadjihannas et al., 2006). La capacité des cellules mutantes APC présentant des anomalies 

chromosomiques à échapper au check point mitotique pourrait donc être dû, au moins en partie, à 

l’activation de la voie Wnt. 

iv. APC : Une protéine de liaison à l’ARN ? 

En 2008, la possibilité qu’APC soit également une protéine de liaison à l’ARN a émergée à la 

suite de la publication de Mili, Moissoglu & Macara (Mili et al., 2008). Dans cette publication, les 

auteurs démontrent qu’APC est capable d’interagir au niveau de l’extrémité (+) des microtubules 

avec un groupe d’ARNm spécifiquement localisé dans les pseudopodes à l’avant des fibroblastes en 

cours de migration. De plus, l’inhibition de l’expression d’APC par un shRNA aboutit à une diminution 

de l’accumulation de ces ARNms à l’avant de la cellule suggérant que l’interaction avec APC est 

nécessaire à leur accumulation et/ou ancrage dans cette région. Cependant, aucune information 

n’est fournie dans ce papier quant au domaine d’APC permettant cette interaction ni sur son rôle 

fonctionnel. En effet, dans ce modèle l’inhibition d’APC n’entraine pas de défauts de formation des 

pseudopodes contrairement à ce qui avait été observé dans des études antérieures. Cinq ans plus 

tard, la même équipe a démontré qu’APC interagit avec FUS, une protéine de liaison à l’ARN dont la 

mutation est impliquée dans la sclérose latérale amyotrophique (SLA) (Yasuda et al., 2013). Bien que 

FUS ne soit pas nécessaire à la localisation d’APC et des ARNs qui lui sont associés, elle semble en 

revanche nécessaire à la traduction locale de ces ARNms au niveau des pseudopodes. Les auteurs 

démontrent également que la mutation de FUS, dans leur modèle, conduit à la formation de granules 

de stress cytoplasmiques caractéristiques de la SLA et que ces granules recrutent préférentiellement 

les complexes APC-ARN conduisant à la traduction délocalisée de certains de ces ARNs. Mais encore 

une fois l’implication fonctionnelle de cette observation n’est pas approfondie. 

Plus récemment, Preitner et al. ont démontré qu’APC interagissait de manière directe avec 

l’ARN via son domaine basique. Cette interaction se ferait préférentiellement avec la partie 3’UTR 

des ARNms et en particulier avec les séquences riches en guanine. Dans ce papier, les auteurs 

démontrent également dans un modèle neural qu’APC interagit avec l’ARNm de la β2B-tubulin afin 
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de le diriger vers les axones et que bloquer le site de fixation d’APC sur cet ARNm aboutit à une 

diminution de la taille du cône de croissance de neurones en culture et à un défaut de migration des 

neurones corticaux au cours du développement in vivo (Preitner et al., 2014).  

v. APC régule la synthèse d’acide rétinoïque au cours de la différenciation intestinale et du 

développement de l’œil. 

Bien que la possibilité d’utiliser des composés dérivés de l’A.R pour lutter contre l’apparition 

du cancer colorectale soit investiguée depuis le début des années 80s (M Ward et al., 1978; Wenk et 

al., 1981), ce n’est qu’en 2004 que la régulation de sa synthèse par APC a été mise en évidence. Cette 

année-là, Jette et al. démontrèrent qu’APC régule l’expression de la RDHL (aussi appelée DHRS9) de 

manière indépendante à la β-caténine (Jette et al., 2004). Ainsi, la mutation d’APC se traduit par un 

défaut de synthèse de l’A.R dû à une faible conversion du rétinol. La même année, Nadauld et al. 

Publient que chez le zebrafish, la mutation d’APC et de zRDHB aboutit à un phénotype semblable au 

niveau de l’épithélium intestinal, caractérisé par un défaut de différenciation des entérocytes 

(Nadauld et al., 2004). Deux ans plus tard, la même équipe suggère que la diminution de l’expression 

des RDHs associée à la mutation d’APC est en fait due à la stabilisation de CtBP qui est normalement 

orientée vers le protéasome par APC (Nadauld et al., 2006a). Ils démontrent également dans un 

second papier que la diminution de la synthèse de l’A.R suite à la mutation d’APC est responsable de 

l’augmentation de l’expression de COX-2 qui est observée dans de nombreux adénomes et 

carcinomes intestinaux (Eisinger et al., 2007).  

En 2009, Phelps et al. vont encore plus loin en remettant en cause le modèle classique 

voulant que l’accumulation nucléaire de β-caténine suite à la mutation d’APC soit l’évènement 

initiateur dans la formation des adénomes du colon (Phelps et al., 2009). En effet, comme d’autres 

auparavant, ils observent que dans de nombreux cas d’adénomes précoces la seule mutation d’APC, 

même bi-allélique, ne suffit pas à induire cette accumulation et qu’un événement supplémentaire tel 

que la mutation de K-RAS est nécessaire pour cela. Ainsi, les auteurs suggèrent que l’événement 

initiateur dans la formation des polypes serait la stabilisation de CtBP qui induirait un défaut de 

différenciation des cellules de l’épithélium intestinal. Le rôle de l’A.R n’est pas abordé directement 

dans cette étude mais si l’on fait le lien avec les publications de Nadauld et al., il est probable que la 

diminution de sa synthèse soit au moins en partie responsable du défaut de différenciation observé à 

la suite de l’accumulation de CtBP. 

Enfin, la même équipe a également mise en évidence que le régulation de la synthèse d’A.R 

par APC joue un rôle important dans le développement de la rétine (Nadauld et al., 2006b). Dans leur 

papier, les auteurs démontrent notamment que la mutation homozygote d’APC chez le zebrafish 
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induit d’important défauts de différenciation des cellules de l’EPR et des photorécepteurs et 

suggèrent que ces défauts sont plus probablement dus à une carence en A.R qu’à l’augmentation de 

l’activité transcriptionnelle de la β-caténine. En effet, ils observent que les cellules de l’EPR mutantes 

APC présentent une importante diminution de l’expression de Rdh5 et que l’injection d’un 

morpholino ciblant ce gène permet de copier le phénotype induit par la mutation d’APC au niveau de 

l’EPR, tandis qu’à l’inverse, un traitement avec de l’A.R restaure le phénotype des zebrafishs mutants 

APC. Ainsi, les auteurs suggèrent que les défauts observés au niveau de l’EPR chez les patients 

atteints de PAF, tel que les LPFOs, seraient dus à une diminution de la synthèse d’A.R par les cellules 

de l’EPR. Toutefois, l’absence de défauts similaires chez les zebrafishs arborant une mutation 

hétérozygote d’APC ne permet pas d’en être certain. La diminution de la synthèse d’A.R par les 

cellules de l’EPR porteuses d’une mutation hétérozygote sur APC ainsi que la manière dont cette 

diminution aboutirait à la formation de LPFOs reste donc à mettre en évidence dans un contexte 

humain. 

Pour conclure, depuis sa découverte au début des années 90s, un nombre impressionnant 

d’études ont été réalisées sur APC afin de comprendre le rôle joué par ce gène suppresseur de 

tumeurs dans la cellule. Ces études ont abouti à la découverte d’un nombre non moins 

impressionnant de partenaires et de fonctions pour APC, dont toutes n’ont pu être abordées ici. Mais 

au fur et à mesure que notre compréhension au sujet de cette protéine avance, de nouvelles 

questions se posent. L’une d’entre elles par exemple concerne la manière dont ces différentes 

fonctions sont coordonnées. En effet, puisque bon nombre de partenaires interagissent avec la 

même région d’APC et que cette dernière intervient dans tous les compartiments cellulaires, il parait 

difficilement concevable qu’elle exerce toute ces fonctions simultanément. Ceci laisse supposer que 

la cellule a la possibilité d’affecter APC à une fonction plutôt qu’à une autre en contrôlant par 

exemple sa localisation cellulaire. Différentes phosphorylations semblent notamment être 

impliquées dans ce processus ainsi que dans le choix des partenaires d’APC en modifiant son affinité 

pour certains d’entre eux. Cependant, des études supplémentaires vont être nécessaires pour mieux 

comprendre cet aspect du fonctionnement d’APC. 

De plus, bien qu’APC soit exprimée de manière quasi-ubiquitaire, la plupart des études 

menées à son sujet se sont focalisées sur son rôle dans l’intestin en recherchant systématiquement 

un lien avec la tumorigenèse. Ces dernières années cependant, comme nous avons pu le voir de plus 

en plus d’équipes se sont intéressées aux rôles d’APC dans les tissus neuraux où cette protéine est 

largement exprimée. Ceci a permis de mettre en évidence son implication dans la croissance des 

axones ainsi que dans la polarisation et la migration de certains types de neurones, suggérant que 

son rôle dans d’autres tissus que l’intestin mérite d’être plus approfondi. 
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6. Modélisation des défauts associés à la mutation d’APC 

a. Les modèles murins 

i. Avantages et limites des souris mutantes APC 

Le premier modèle de souris mutantes APC, la souris « multiple intestinal neoplasia » (Min), a 

été généré au début des années 90s par mutagénèse aléatoire à l’ethylnitrosourea (ENU) (Moser et 

al., 1990; Su et al., 1992). Cette souris, porteuse d’une mutation sur l’exon 851 d’APC, a depuis été 

intensément utilisée dans le but de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents à la 

tumorigenèse du colon et de tester différentes approches thérapeutiques visant à soigner la PAF et 

les cancers colorectaux sporadiques. Tandis que les souris homozygotes pour cette mutation 

(ApcMin/Min) décèdent très rapidement au cours du développement embryonnaire, les souris 

hétérozygotes (Apc+/Min) présentent un phénotype semblable à celui des patients atteints de PAF avec 

cependant quelques différences notables. En effet, bien que ces souris développent en moyenne 

entre 20 et 100 polypes intestinaux au cours de leur vie, la plupart d’entre eux ne se forment pas au 

niveau du colon comme ce qui est observé chez les patients mais plutôt au niveau de l’intestin grêle 

(Moser et al., 1990). De plus, la durée de vie limitée de ces souris, qui décèdent généralement 

d’anémie dû à des saignements importants au niveau de l’intestin vers l’âge de 120 jours, rend 

extrêmement rare l’apparition de tumeurs malignes avant le décès de l’animal et ne permet donc pas 

d’étudier la progression des adénomes jusqu’à ce stade (Halberg et al., 2009). On peut également 

émettre l’hypothèse que ce temps de vie limité explique la quasi-absence dans ce modèle de certains 

symptômes extra-intestinaux retrouvés chez les patients tels que les tumeurs desmoïdes. Une autre 

différence importante avec ce qui est observé chez les patients est l’apparition de tumeurs 

mammaires chez environ 5% des souris Apc+/Min (Moser et al., 1993). En effet, bien que la mutation 

d’APC ou la méthylation de son promoteur soit observée dans plus de 30% des cancers du sein 

(Furuuchi et al., 2000; Jin et al., 2001), les patients atteints de PAF ne présentent, de manière 

surprenante, aucune susceptibilité pour ce type de cancer. 

 Malgré ces différences, la souris Apc+/Min a permis de faire avancer de manière significative 

notre compréhension des facteurs influençant l’apparition et la progression du cancer colorectal. Par 

exemple, la variation du phénotype associé à cette mutation en fonction du fond génétique a permis 

de mettre en évidence de nombreux gènes modificateurs appelés Mom (Modifiers of Min) pouvant 

aggraver ou atténuer la polypose intestinale, fournissant ainsi de nouvelles cibles thérapeutiques 

pour cette pathologie (Dietrich et al., 1993; Kwong et al., 2007; Nnadi et al., 2012; Silverman et al., 

2002). 
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 Au cours des 2 dernières décennies, de nombreux autres modèles de souris porteuses de 

mutation sur APC en aval ou en amont de la mutation Min ont été générés avec des phénotypes 

parfois plus proches de ce qui est observé chez le patient et parfois au contraire très surprenant 

(Figure 25). Les modèles présentant une mutation en amont de celle de la souris Min ont 

généralement un phénotype très semblable à cette dernière avec toutefois un nombre plus ou moins 

important de polypes intestinaux toujours situés majoritairement au niveau de l’intestin grêle. Il est à 

noter que le nombre de polypes n’augmente pas de manière systématique avec le raccourcissement 

de la protéine mais dépend de chaque mutation (Zeineldin and Neufeld, 2013).  

 La génération de souris porteuses de mutation en aval du codon 851 a donné lieu à la 

production de phénotypes extrêmement variés et ce parfois pour des mutations très proches. Les 

souris Apc1638T et Apc1572T par exemple, qui expriment une protéine tronquée différente de seulement 

66 AAs, présentent des phénotypes très différents. En effet, tandis que la première mutation est 

viable à l’état homozygote, la seconde induit un arrêt précoce du développement (Gaspar et al., 

2009; Smits et al., 1999). De plus, à l’état hétérozygote la mutation Apc1572T/+ n’induit pas la 

formation de polypes intestinaux mais entraine en revanche le développement de tumeurs 

mammaires métastatiques chez 100% des souris femelles, impliquant ainsi l’absence de la partie C-

terminale d’APC dans le développement du cancer du sein plutôt que dans celui du cancer colorectal. 

Ainsi ces 2 modèles présentent un phénotype très éloigné des symptômes observés chez les patients 

atteints de PAF. 

Certaines souris à l’inverse comme la souris Apc1638N/+ ont permis de modéliser plus 

fidèlement les symptômes de la PAF. Chez ce modèle, la forme tronquée d’APC est quasi 

indétectable et la mutation aboutie donc à une simple haploinsuffisance d’APC. Cette souris 

développe significativement moins de polypes intestinaux que la souris Min (généralement moins de 

10) ce qui lui confère une durée de vie accrue permettant l’observation de tumeurs invasives. De 

plus, près de 100% de ces souris développent des tumeurs desmoïdes ainsi que des kystes cutanés au 

cours de leur vie permettant l’étude de ces symptômes (Smits et al., 1998). Enfin, il s’agit également 

à ce jour du seul modèle murin pour lequel des lésions pigmentées du fond de l’œil ont été 

rapportées (Marcus et al., 1997, 2000). 

D’autres modèles ont également été générés afin de modéliser les formes les plus sévères de 

la PAF tels que les souris Apc1309 (correspond à la mutation la plus fréquemment retrouvée chez les 

patients atteints de PAF) et Apc1322. En effet, chez l’Homme, ces mutations qui se situent en aval de la 

première répétition de 20 AAs d’APC induisent des symptômes plus importants au niveau de 

l’intestin. C’est ce qui a conduit à l’élaboration de l’hypothèse « just right » qui veut que la rétention 

de cette répétition par la forme tronquée d’APC permette seulement une légère augmentation des 
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signaux Wnt/β-caténine plus propice au développement du cancer colorectal qu’une augmentation 

massive de l’activité de cette voie de signalisation. Cependant, ces deux modèles de souris ont donné 

des résultats contrastés. En effet, si la souris Apc1322/+ présente effectivement un nombre plus 

important de polypes intestinaux que la souris Min (Pollard et al., 2009), la souris Apc1309/+ présente 

quant à elle moins de polypes (Niho et al., 2003). Les raisons de phénotypes aussi différents entre 

des souris comportant deux mutations aussi proches demeurent à ce jour inconnus mais elles sont 

probablement indépendantes d’APC et plutôt dues à des facteurs environnementaux ou à des 

différences dans les techniques utilisées pour la génération de ces modèles. 

 

Figure 25. Récapitulatif des principaux modèles de souris mutantes APC (Modifié à partir Fodde and 

Smits, 2001). 

 Enfin, différentes souris mutantes conditionnelles pour Apc ont été générées afin d’étudier 

l’effet de cette mutation dans un tissu en particulier et de contourner la durée de vie limitée de ces 

animaux. Ces mutations conditionnelles sont généralement basées sur un système Cre/Lox classique 

et plusieurs souris porteuses de sites LoxP à différentes positions sur le gène Apc sont désormais 

disponibles et peuvent être croisées avec des souris exprimant la Cre sous le contrôle d’un 

promoteur tissu-spécifique. Ce type de souris a notamment permis de mettre en évidence le rôle 

d’APC dans le développement de la peau et du thymus ainsi que son rôle dans le cerveau où sa 

déplétion conduit à l’apparition de troubles cognitives et de comportements autistiques chez la 

souris (Kuraguchi et al., 2006; Mohn et al., 2014). 
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ii. Le rat, un modèle plus adapté ? 

Comme nous venons de le voir, la souris mutante Apc ne récapitule pas pleinement les 

symptômes observés chez l’Homme, c’est pourquoi plusieurs équipes ont recherché un modèle plus 

approprié. Au cours des dernières années, deux rats mutants Apc sont apparus et semblent 

reproduire plus fidèlement la pathologie que les modèles de souris. Le premier d’entre eux, le rat 

PIRC (Polyposis In the Rat Colon), est porteur d’une mutation sur Apc aboutissant à l’apparition d’un 

codon stop en position 1137. A l’état hétérozygote cette mutation induit chez le rat l’apparition de 

polype intestinaux préférentiellement au niveau du colon de manière semblable à ce qui est observé 

chez l’humain. De plus, la durée de vie plus importante de ces rats comparés aux souris mutantes 

APC permet d’observer la transformation maligne et l’invasion locale de certains de ces polypes bien 

qu’aucune métastase n’ait encore été observée dans ce modèle. Les rats PIRC présentent également 

des tumeurs de la mâchoire, un symptôme pouvant être retrouvé chez certains patients. En 

revanche, aucune description des autres symptômes extra-intestinaux associés à la PAF n’a encore 

été rapportée mais il est difficile de savoir pour le moment si ces symptômes sont absents ou n’ont 

simplement pas encore été recherchés (Amos-Landgraf et al., 2007). 

Le second modèle de rat appelé KAD porte quant à lui une mutation aboutissant à la synthèse 

d’une forme tronquée d’APC déplétée de ces 321 derniers AAs. Cette mutation qui ne tronque que 

l’extrémité C-terminale d’APC n’affecte pas la durée de vie des rats même à l’état homozygote et 

n’induit pas non plus la formation de polypes intestinaux de manière spontanée. En revanche, ces 

animaux présentent une sensibilité accrue à la tumorigenèse induite par inflammation du colon. En 

effet, à la suite d’un traitement avec un agent inflammatoire comme le Dextrane de Sulfate Sodique 

(DSS) en combinaison avec le carcinogène azoxyméthane, 100% des rats KAD développent des 

polypes intestinaux avec une distribution le long de l’intestin proche de ce qui est observé chez les 

patients atteints de PAF. Ainsi, chez ce rat l’apparition d’adénomes dépend entièrement de 

l’inflammation fournissant un excellent modèle pour l’étude des facteurs environnementaux 

impliqués dans le développement du cancer colorectal (Yoshimi et al., 2009). 

Pour conclure, en plus de refléter de manière plus fidèle les symptômes intestinaux observés 

chez l’Homme, le rat présente par rapport à la souris un certain nombre d’avantage facilitant l’étude 

de la PAF. Tout d’abord la taille plus importante de ses intestins permet de laisser croître plus 

longtemps les adénomes intestinaux afin d’étudier les stades plus tardifs et permet même un suivi 

endoscopique de ces derniers au cours du temps. Enfin, puisque le polymorphisme d’APC a été 

associé à la schizophrénie et à un trouble du spectre autistique (Cui et al., 2005; Zhou et al., 2007), de 

plus en plus d’équipes s’intéressent aux rôles de cette protéine dans le cerveau et nul doute que le 
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rat qui est déjà largement utilisé pour modéliser les troubles neurologiques sera un modèle de choix 

pour explorer cet aspect d’APC. 

b. Les modèles cellulaires 

i. Les lignées cellulaires tumorales 

De très nombreuses lignées cellulaires tumorales mutantes APC sont disponibles. La 

compagnie « American Type Culture collection » (ATCC) par exemple propose à elle seule plus de 30 

lignées différentes porteuses de mutations sur ce gène. La plupart d’entre elles sont évidemment 

dérivées de tumeurs du côlon mais des cellules provenant d’autres types de tumeurs comme des 

tumeurs mammaires, des tumeurs du poumon et des tumeurs de l’utérus sont également 

disponibles (https://www.lgcstandards-atcc.org/). L’accessibilité, la facilité de culture et la possibilité 

de modifier aisément ces cellules ont fait de ces dernières un modèle très utile, notamment pour la 

découverte de nouveaux composés thérapeutiques et la recherche des mécanismes d’action de 

traitements déjà connus pour fonctionner in vivo (Bracht et al., 2010; Nautiyal et al., 2011). 

Cependant ces cellules présentent plusieurs inconvénients. Tout d’abord, ces lignées sont des 

populations clonales et ne représentent donc pas la diversité génétique des cellules cancéreuses in 

vivo qui est un élément important dans la résistance de ces dernières aux thérapies ciblées. De plus, 

ces cellules sont pour la quasi-totalité dérivées de carcinomes et donc de lésions à un stade déjà 

avancé où plusieurs mutations additionnelles à l’événement déclencheur de la tumorigenèse se sont 

accumulées. Elles ne permettent donc pas de modéliser les étapes précoces de la progression 

tumorales et rendent difficiles l’études de l’effet d’une mutation en particulier dans ce processus.  

Une alternative possible à l’utilisation de ces cellules cancéreuses est la manipulation 

génétique de lignées cellulaires non mutées à l’aide de shRNA, de plasmides ou du système CRISPR-

Cas9 qui permet l’étude plus spécifique de la perte ou du gain de fonction d’un gène donné. Dans le 

cas d’APC, divers plasmides permettant l’expression de différentes formes tronquées d’APC ainsi que 

des shRNAs préalablement validés ou encore des ARNs guides (ARNg) permettant de cibler différents 

exons d’APC avec la Cas9 sont déjà disponibles dans le commerce.  

ii. Les CSPhs mutantes APC 

Etonnamment au vu du nombre d’étude menées sur ce gène, peu de lignées de CSPhs 

mutantes APC ont été décrites à ce jour. L’exemple le plus notable d’utilisation de telles lignées est 

sans doute l’étude publiée par Crespo et al. en 2017. Les auteurs y démontrent que les organoïdes 

intestinaux dérivés d’hiPSCs mutantes APC présentent une augmentation de l’activité de la voie 

Wnt/β-Caténine ainsi qu’une prolifération accrue de l’épithélium intestinal. Dans cette étude les 
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auteurs démontrent également que la généticine permet de restaurer spécifiquement le phénotype 

des organoïdes mutants APC et démontrent ainsi l’utilité de ce type de modèle pour le criblage de 

composés pharmaceutiques (Crespo et al., 2017). 

Concernant l’utilisation d’hESCs mutantes APC, à ce jour et à ma connaissance seules 2 

lignées en plus des 2 en notre possession ont été décrite par Yedid et al. en 2016 (Yedid et al., 2016). 

Dans cet article les auteurs observent une accumulation nucléaire de la β-Caténine dans seulement 

une de leurs 2 lignées. Bien qu’il soit possible que cette disparité soit due à la différence de position 

de la mutation sur APC, cela parait peu probable puisque dans les 2 cas elle se trouve en amont des 

domaines de répétition de 15 et 20 AAs et induit la synthèse d’une protéine tronquée incapable de 

se lier à la β-Caténine. Il est donc plus vraisemblable que cette disparité soit due à la différence de 

fond génétique et/ou à l’acquisition de mutations supplémentaires au cours de la culture. Il est à 

noter toutefois que les auteurs n’ont observé de second hit sur l’allèle sein d’APC pour aucune des 2 

lignées et que par conséquent, ces mutations supplémentaires, si elles existent, affectent 

probablement d’autres facteurs impliqués dans la régulation de la voie Wnt/β-Caténine. Enfin, on 

peut constater que dans cette étude les auteurs se sont intéressés à l’impact de la mutation d’APC 

uniquement au stade pluripotent, stade pour lequel très peu de choses sont connu sur la fonction 

d’APC ce qui rend difficile l’interprétation de leurs résultats.  
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OBJECTIFS 

Bien que bégnines, la présence de LPFOs chez les patients atteints de PAF suggère qu’APC 

intervient dans la régulation de la mélanogénèse et de la prolifération des cellules de l’EPR. L’objectif 

initial de ma thèse était donc de modéliser ces atteintes rétiniennes associées à la mutation d’APC 

dans le but de mieux comprendre le rôle de cette protéine dans ces deux phénomènes.  

Appréhender le rôle d’APC dans l’EPR pourrait notamment permettre de mieux comprendre 

les mécanismes régulant la prolifération de ces cellules, phénomène impliqué dans d’autres 

rétinopathies. En effet, bien que chez une personne saine les cellules de l’EPR ne se divisent 

quasiment plus une fois le développement de l’œil achevé, il a été observé que ces dernières 

pouvaient de nouveau entrer en prolifération dans le cadre de certaines pathologies. Cette 

prolifération peut parfois se révéler bénéfique comme dans certains cas de néovascularisation de la 

choroïde (NVC) où l’hypertrophie de l’EPR a été associée à une régression de la néovascularisation, 

mais elle peut également avoir des conséquences délétères lorsqu’elle est associée à une transition 

épithélio-mésenchymateuse (TEM) comme c’est le cas chez les patients atteints de 

vitréorétinopathies (Stern and Temple, 2015). Ainsi, l’identification des mécanismes responsables de 

l’hypertrophie de l’EPR associée à la mutation d’APC pourrait permettre de déterminer les voies de 

signalisation à cibler afin de moduler la prolifération de ces cellules.  

En parallèle de l’étude de la prolifération cellulaire, déterminer comment la mutation de ce 

gène aboutit à une synthèse anormale de mélanine dans les cellules de l’EPR devrait également 

permettre de mieux appréhender la régulation d’un processus qui, jusqu’à présent, a principalement 

été investigué dans les mélanocytes faute de modèles cellulaires pertinents pour son étude dans 

l’EPR.  

Contrairement aux lignées primaires de cellules de l’EPR qui sont extrêmement difficile à 

maintenir en culture et aux lignées immortalisées, telle que la lignée ARPE-19, qui présentent une 

morphologie très différente de ce qui est observé in vivo et ne synthétise pas de mélanine (Ablonczy 

et al., 2011; Voisin et al., 2018), les cellules de l’EPR dérivées de CSPhs présentent l’avantage d’être à 

la fois accessible en grande quantité et de récapituler la plupart des fonctions des cellules de l’EPR in 

vitro. Par conséquent, leur utilisation pour l’étude du rôle d’APC dans ce tissu était particulièrement 

adaptée. 

 Cependant, au cours de mes premiers mois de thèse, nous nous sommes aperçus que les 

hESCs mutantes APC se différentiaient très difficilement en cellules de l’EPR avec la méthode 

spontanée. C’est pourquoi, après avoir testé sans succès le protocole publié par Leach et al. (Leach et 



103 
 

al., 2015), nous avons décidé de mettre au point un nouveau protocole de différenciation dirigée 

avec pour objectif qu’il soit suffisamment efficace pour se passer de la sélection manuelle des zones 

pigmentées et ainsi permettre l’automatisation complète de la différenciation des cellules de l’EPR. 

De plus, pour que ce protocole soit rapidement utilisable dans le cadre des projets de thérapies 

cellulaires menées par notre équipe (Annexe 1), un autre élément pris en compte lors de sa mise au 

point a été d’utiliser des composés facilement transférables en clinique. A notre connaissance, il 

s’agit là du premier protocole de différenciation automatisé pour ce type cellulaire.  

En parallèle, afin d’avancer mon projet initial j’ai généré une lignée d’hESCs mutante APC 

isogénique à l’aide de la technologie CRISPR/Cas9. S’agissant de la première utilisation de cette 

technologie au sein d’I-STEM, ceci a nécessité la mise en place de différents outils permettant 

l’isolation et la caractérisation des cellules mutantes après transfection. 

 Enfin, une fois le protocole de différenciation dirigé mis au point, j’ai pu finalement 

différentier les hESCs mutantes APC en cellules de l’EPR et caractériser leur phénotype en 

recherchant notamment chez ces cellules un défaut de pigmentation et de prolifération en lien avec 

ce qui est observé chez les patients atteints de PAF. 
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RESULTATS 

I. Mise au point d’un protocole automatisé pour la différenciation des 

cellules de l’EPR 

1. Résultats 

Comme évoqué dans l’introduction, la capacité des CSPhs à se différencier spontanément en 

cellules de l’EPR combinée à la possibilité de facilement reconnaitre et sélectionner ces cellules via 

leur morphologie et leur pigmentation a rapidement permis l’obtention d’une population pure de 

cellules de l’EPR dans des conditions de bonnes pratiques de fabrication. Ces cellules ont par la suite 

pu être greffées chez des patients souffrant de pathologies rétiniennes impliquant une atrophie ou 

un dysfonctionnement de l’EPR dans le cadre de divers essais cliniques avec des premiers résultats 

encourageants (da Cruz et al., 2018; Kashani et al., 2018; Mandai et al., 2017a; Schwartz et al., 2016). 

Cependant la méthode de différenciation spontanée étant longue et fastidieuse, il semble difficile de 

l’utiliser à grande échelle pour une production industrielle, ce qui sera nécessaire à l’avenir surtout 

dans le cadre d’une pathologie affectant autant de patients que la DMLA (1,5 millions de personnes 

en France et 288 millions dans le monde d’ici 2040 (Wong et al., 2014)). C’est pourquoi, au cours de 

la dernière décennie plusieurs équipes ont cherché à améliorer la rapidité et l’efficacité de la 

différenciation des cellules de l’EPR en se basant notamment sur les études développementales 

réalisées chez le zebrafish, le xénope et la souris. Cependant, tandis que ces protocoles devenaient 

de plus en plus efficaces jusqu’à permettre l’obtention d’une population pure de cellules de l’EPR 

sans enrichissement manuel ils devenaient également de plus en plus complexes avec l’utilisation de 

multiples cytokines, petites molécules et autres suppléments qui, ensembles, vont difficilement 

satisfaire les critères de bonne pratique de fabrication. De plus, jusqu’à aujourd’hui aucun protocole 

automatisé n’a été décrit. Or, la différenciation manuelle, dans le cadre d’une production à grande 

échelle et d’une commercialisation, présente une variabilité et des coûts trop importants. 

Dans notre étude, nous démontrons que l’utilisation séquentielle de seulement 3 composés, 

la Nicotinamide, l’Activine A et le CHIR99021, sans étapes de formation de corps embryonnaires, 

permet de récapituler les principales étapes de la rétinogenèse et d’améliorer suffisamment 

l’efficacité de différenciation des cellules de l’EPR pour permettre l’obtention d’une population pure 

sans enrichissement manuel. Ce protocole simple et efficace nous a permis d’automatiser la 

différenciation de ces cellules à l’aide d’un robot présent à I-STEM, le Compact Select (Sartorius). 

Notre laboratoire ayant préalablement publié sa capacité à maintenir et à amplifier des CSPhs avec 
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ce même automate (Archibald et al., 2016), nous sommes désormais en mesure de complètement 

automatiser le procédé de différenciation des cellules de l’EPR, de la décongélation des CSPhs 

jusqu’au banking des cellules différenciées prêtes à l’emploi.  Ce protocole permet ainsi d’envisager 

la production à grande échelle de cellules de l’EPR dérivées de CSPhs avec un coût et une variabilité 

réduite pour des applications de thérapie cellulaire mais également de criblage à haut débit avec de 

larges banques de composés thérapeutiques. 
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Abstract: Dysfunction or death of retinal pigment epithelial cells is involved in some forms of 

Retinitis Pigmentosa and in age-related macular degeneration (AMD), the leading cause of 

blindness in developed countries. Since there is still no cure for most patients with these diseases, 

the transplantation of RPE cells derived from human pluripotent stem cells (hPSCs) represents an 

attractive therapeutic alternative. First attempts to transplant hPSCs derived RPE cells in AMD 

patients demonstrated the safety and suggested the potential efficacy of this strategy. However, it 

also highlighted the need to upscale the production of the cell material to be grafted at an 

industrial level to treat the millions of potential patients. Automated cell culture systems, that are 

currently used to amplify hPSCs, are necessary to change the scale of cell production. In the 

present study, we developed a protocol amenable for automation that combines in a sequential 

manner Nicotinamide, Activin A and CHIR99021 to direct the differentiation of hPSCs into RPE cells. 

This novel differentiation protocol combined with the use of cell culture robots open new vistas for 

the production of large batches of RPE cells while maintaining a high cell purity and functionality. 

Such methodology of cell culture automation could therefore be applied to various differentiation 

processes in order to generate material suitable for cell therapy.  

Key words: cell therapy, regenerative medicine, human pluripotent stem cells, retinal pigment 

epithelial cells, age-related macular degeneration, retinitis pigmentosa. 

Introduction 

Human pluripotent stem cells (hPSCs), including human embryonic stem cells (hESCs) and human 

induced pluripotent stem cells (hiPSCs) are characterized by unlimited self-renewal and their ability 

to differentiate into any cell type. Due to these properties, extensive efforts have been done to use 

them as a source material for cell therapy to repair damaged tissues. At the forefront of cell therapy, 
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the replacement of retinal pigment epithelium (RPE), the monolayer of pigmented cells localized 

between the neural retina and the choroid, acts as a proof of concept. RPE plays crucial roles in sight 

mainly by contributing to the blood/retina barrier, absorbing light energy but also by transporting 

nutrients such as glucose and retinol from the blood to the photoreceptors [1]. Therefore, 

dysfunction or loss of RPE may engender the secondary loss of photoreceptors. RPE cells are altered 

in 5% of cases of Retinitis Pigmentosa (RP, a group of rare hereditary diseases) and in Age-related 

Macular Degeneration (AMD) [2,3]. AMD is the leading cause of blindness in developed countries 

with more than 150 million people affected worldwide, a figure that will increase in the coming years 

[4]. It can be classified into two groups, dry or wet, based on the presence of choroidal 

neovascularization. While the understanding of the molecular mechanisms underlying wet AMD, 

which accounts for approximately 10-15% of AMD patients, led to the development of effective anti-

VEGF drugs, there is still no treatment for dry AMD and for most of RPs [5,6]. As such, the 

transplantation of RPE cells derived from human pluripotent stem cells (hPSCs) represents an 

attractive strategy for treating retinal degenerative diseases [7,8]. 

hPSCs spontaneously differentiate into RPE cells after removal of basic fibroblast growth factor 

(bFGF), used to maintain the pluripotency state, from the culture medium [9-11]. The distinctive 

cobblestone morphology of RPE cells as well as their pigmentation allow to manually collect 

pigmented areas that appear upon differentiation of hPSCs to obtain a pure population of RPE cells. 

Such approach of RPE cells production is used as cell replacement material in on going and planned 

clinical trials [12-15]. However, this spontaneous method remains fastidious, inefficient and time 

consuming (8 to 12 weeks of hPSCs differentiation) making it incompatible with the industrial large-

scale production which is required to treat the millions of potential patients. 

During the last ten years, several teams have developed differentiation protocols based on 

developmental studies made in xenopus, zebrafish and mouse to improve RPE differentiation, with 

the use of various cytokines and/or small molecules. Among those, Idelson et al. (2009) notably 

showed that the sequential use of Nicotinamide (NIC) and Activin A, a member of the TGF-β super-

family factors, improves RPE differentiation although the mechanisms by which NIC improves neural 

and eye field specifications remained elusive [16,17]. However, this protocol still requires the 

aggregation of hPSCs into 3 dimensional (3D) structures called embryonic bodies (EBs). EBs are hardly 

compatible with automation and large-scale productions due to the heterogeneity of such 3D 

structures and the additional manipulations required to move from adherent to 3D culture and vice 

versa. Many other research teams have since published protocols that improve the generation of 

functional hPSCs derived RPE cells by combining the use of an increasing number of cytokines and 

small molecules [18-20]. One of the quickest and most efficient was published by Buchholz et al. in 
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2014 [21]. As RPE and neural retina progenitors (NRPs) have the same embryonic origin, they 

combined a protocol published by Lamba allowing the obtention of 80% of NRPs [22] with previously 

described RPE inducing factors such as Nicotinamide and Activin A. Using this method, they obtained 

78% of cells expressing the pigmentation marker PMEL17 after 14 days of differentiation. One year 

later the same team published that the use of CHIR99021, an activator of the canonical Wnt 

pathway, at the end of the differentiation, increased RPE cells derivation and allowed bypassing 

manual enrichment of pigmented cells [23]. It is, however, important to note that even if nearly all 

the cells express PMEL17 at day 14 with this protocol (97.7%), a homogenous epithelium of cuboidal 

and pigmented cells is not observed until day 49 and the banking of RPE cells is only performed 

several weeks after (Day 84) [24]. 

Therefore, although the differentiation of hPSCs into RPE cells became more efficient during the last 

years, it remains a long and laborious process requiring meticulous manipulations from hPSCs 

thawing to RPE cells banking. Since many cell culture parameters, such as seeding homogeneity or 

the time spent by the cells out of the incubator, impact on the proliferation and the differentiation of 

hPSCs, manual processing implies operator to operator variability [25,26]. Consequently, the quality 

of hPSCs and the efficiency of their differentiation into RPE cells are currently highly dependent on 

technician skills. In this regard, automation should not only allow scaling up the production of RPE 

cells but should also increase its robustness. It could consequently enable larger and more reliable 

cell production for clinical and disease modeling applications. Robots, such as Cellhost system or 

CompacT SelecT system, as well as appropriate programing were already developed for the 

amplification of hPSCs. Differentiation into mesenchymal and neural stem cells has been also 

implemented in such systems [27-32]. Until recently, the requirement of a manual enrichment to 

obtain a pure population of RPE cells prevented the use of these automated systems for the 

differentiation of this cell type. However, the recent development of protocols allowing efficient 

differentiation of hPSCs into RPE cells offers now the possibility to automate the production of these 

cells.  

Thus, our aim was to develop a fully automated process allowing the large-scale production of hPSCs 

derived RPE cells. Considering that the use of numerous growth factors and small molecules on a 

large scale could be very expensive, especially for an automated process which requires significant 

dead volumes, we implemented a simplified RPE differentiation protocol amenable for automation 

that only requires the treatment of hPSCs with NIC, Activin A and CHIR99021 in a sequential manner. 

Our protocol recapitulates the main steps of retinal development and is sufficient to obtain a pure 

population of RPE cells without manual enrichment. We then programmed a culture robot to 

automate this protocol in order to upscale the production process. 16 billion of mature and 
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functional RPE cells could now be produced within 12 weeks with only one round of production. Such 

efficient and reproducible automated protocol should be useful for the treatment of the millions of 

patients affected by RPE associated retinal degeneration. 

Materials and Methods 

Manual hESCs culture and RPE cell differentiation 

Clinical-grade hESC line RC-09 [13,33] was used and cultured in feeder free conditions using 

mTeSR™1 Medium (StemCell technologies) and hESC qualified Matrigel (Corning) (Figure S1). Cells 

were banked at passage 36 and used for RPE differentiation between passage 38 and 45. Cells were 

plated at 50×103 cells per cm2 and grown until they reached 80 percent of confluence before 

switching to a differentiation medium composed of Dulbecco’s modified Eagle’s medium (high 

glucose, Thermo Fisher Scientific) supplemented with 50 μM β-mercaptoethanol, 1× minimum 

essential medium–nonessential amino acids (Thermo Fisher Scientific) and 20% (D0-D42) or 4% (after 

passage 1) of knockout serum replacement (KSR, Thermo Fisher Scientific). During all the 

differentiation process the medium was changed every 2 days. 

RPE cells were obtained by spontaneous differentiation of hESCs as previously described [25]. Briefly, 

hESCs were grown to confluence and switched to a FGF-2 deprived culture medium. Pigmented 

patches were then dissected under a stereomicroscope with a fine 15° ophthalmic knife and replated 

in culture dishes coated with hESC qualified Matrigel (corning). 

For the referred “directed differentiation” protocol, 10mM Nicotinamide (Sigma), 100ng/ml Activin A 

(Peprotech) and 3µM CHIR99021 (Tocris) were added sequentially to the basal differentiation 

medium at specific time point (Figure 2A). On day 42, cells were incubated with TrypLE Reagent 

(Thermo Fisher Scientific) for 10 minutes to remove cell contaminants, then washed with PBS and re-

incubated with TrypLE Reagent for 20 minutes to allow RPE dissociation. Cells were then seeded at a 

final dilution of 1/3 or 1/5 in dishes coated with hESC qualified Matrigel (Corning). 

Mature RPE cells were dissociated and cryopreserved in liquid nitrogen vapors with CryoStor CS10 

medium (StemCell technologies) at passage 1 or 2.  

Automated RPE differentiation process 

The CompacT SelecT (Sartorius) is a fully automated cell culture platform which allows the expansion 

and differentiation of large batches of adherent cells in a controlled environment (Figure S2). The 

system allows the automation of media changes and cell passaging as well as the monitoring of 

culture vessels with the automated live-cell imaging system IncuCyte (Sartorius). Contrary to the 

manual protocol, cells were not centrifuged after dissociation but were directly seeded into new 
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flasks with enough medium to ensure that the final concentration of TryPLE reagent in the daughter 

flasks did not exceed 5%. The automated process is presented in Figure 3. 

Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction 

Total RNAs were extracted using RNAeasy Plus Mini kit (Qiagen) and cDNA synthesized using 

SuperScript III (Invitrogen). Quantitative real-time RT-PCR was performed using a Quant Studio 12K 

flex (Applied Biosystems) with HiGreen qPCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific). Primer 

sequences are listed in Supplementary Table 1. Experiments were performed with at least three 

technical replicates per plate and expression levels were normalized to 18S. Relative expression 

compared to hESCs gene expression levels were determined by calculating the 2−ΔΔCt. 

Immunostaining 

RPE cells were grown on Matrigel-coated 96 or 24-well plates. Adherent cells were fixed in 4% PFA 

for 10 min at room temperature (RT) and rinsed 3 times with PBS. After 30 min in blocking solution 

(10% FBS in 0.1% Triton PBS) at RT, cells were incubated with primary antibodies overnight at 4°C (as 

listed in Supplementary Table 2). After 3 washes in PBS, appropriate Alexa Fluor-conjugated 

secondary antibodies (Invitrogen) were added at 1:500 for 1h at RT in presence of DAPI (Invitrogen, 

1: 5,000). 

Image acquisition and analysis. 

Images were acquired with an Axio observer Z1 microscope (Zeiss) with a Hamamatsu ORCA-flash 4.0 

camera and a spinning disk unit (Yokogawa CSU-X1-A1N-E; Camera evolve, EMCCD 512) with 

Metamorph software or with a LSM-800 confocal microscope (Zeiss) with Zen software. Images were 

exported, analyzed and processed with Fiji software. For zx images, xy stacks (0.33 μm z step size) 

covering cell width were resliced in zx. The quantification of pigmented areas was performed after 

manual delimitation of culture dish areas using Fiji software. Pictures were then binarized to 8-bit 

images using a fixed intensity threshold and the black area fraction was measured. 

Flow cytometry 

Cells were detached from culture plates, fixed in 4% PFA for 10 min at RT and permeabilized with PBS 

containing 0.1% Triton for 30 min before labeling with TYRP1 antibody for 1 hr at RT. Labeling of the 

cell surface markers TRA-1-81 and SSEA4 was performed on freshly dissociated cells for 15 min at 

4°C. Cells were then incubated with fluorochrome-conjugated primary antibody for 30min at RT and 

rinsed twice with PBS. The antibodies used and their working dilutions are listed in Supplementary 

Table 2. Cells were analyzed using a cell MACSquant analyzer (MiltenyiBiotec). Gates were drawn 

according to fluorescence minus one (FMO) controls or on samples labeled with isotype control 

antibodies. Data were analyzed using FlowJo software (Tree Star, Ashland, OR). 
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Phagocytosis assay 

hESCs derived RPE cells were exposed for 3 hours to purified FITC-labeled photoreceptor outer 

segments of pig (gift from Dr. E. Nandrot). After washing with PBS, cells were fixed in cold methanol 

and labelled with DAPI. Images were taken with LSM-800 confocal microscope (Zeiss). hESCs derived 

RPE cells were also exposed to pHrodo Green Zymosan Bioparticles (Thermo Fisher Scientific) 

overnight. These particles are pH-sensitive and become fluorescent after cell entry and phagosome 

formation. As a negative control, phagocytosis assays were performed at 4°C to block the phagocytic 

process. Plates were then read using a microplate reader (Clariostar-BMG LABTECH) and values were 

normalized to DAPI intensities. 

VEGF quantification by ELISA assay 

hESCs derived RPE cells were grown on Transwell membrane (Corning) coated with Matrigel. Cell 

culture supernatants from the cell apical and basal sides were collected each week. VEGF 

measurements were done in triplicate using the human VEGF Quantikine ELISA kit (R&D System) 

according to manufacturer instruction. 

Statistical analysis 

All experiments were performed in triplicate. Summary statistical analyses were performed in XLSTAT 

software. Comparisons between experiments were performed using the unpaired t-test and 

statistical significance was established as *p < 0.05, **p < 0.01. 

Results 

Sequential use of Nicotinamide, Activin A and CHIR99021 improves RPE differentiation by 

recapitulating the main steps of retinal development 

In an effort to simplify previous directed differentiation protocols for automation, we decided to test 

whether the simple use of NIC, Activin A and CHIR99021 in a sequential manner (referred as 

“directed protocol”), without the additional cytokines used by Leach et al. [23], improves RPE 

differentiation of adherent hESCs enough to bypass manual enrichment (Figure 2A). We compared 

efficiency of this “directed protocol” with the classical spontaneous one. 

We first checked whether the sequential use of NIC, Activin A and CHIR99021 could recapitulate the 

main steps of retinal development by evaluating the expression of markers of the early eye field 

stage, optic vesicle stage and immature RPE cells at different time points during the differentiation 

(Figure 1A). The use of NIC for the first 7 days of differentiation significantly enhanced the transient 

expression of the early eye field transcription factors SIX homeobox 3 (SIX3) and Retinal homeobox 

(RAX) concomitantly to a higher decrease of NANOG expression at mRNA level when compared to 

the spontaneous protocol (p<0.01; Figure 1B). This eye field specification was confirmed at the 
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protein level with the co-expression of the LIM homeobox 2 (LHX2) and the Paired box 6 (PAX6) 

proteins by most cells at day 7 after NIC treatment (86.8% ± 4.3%, n = 3 Figure 1C). Overall, our data 

suggested that the addition of NIC for 7 days promotes the exit of hESCs from their pluripotent state 

toward the eye field lineage.  

Consecutive treatment with Activin A from day 7 to day 14 significantly increased the expression at 

mRNA levels of two transcription factors involved in optic vesicle patterning, the visual system 

homeobox 2 gene (VSX2 or CHX10) and the melanocyte inducing transcription factor (MITF), when 

compared to spontaneous differentiation (Figure 1B, p ≤ 0.05), with a peak expression at day 14 

before the drug switch for VSX2. Concomitantly, both RAX and SIX3 mRNA levels were found 

decreased. Induction of the optic vesicle markers VSX2 and MITF was confirmed by 

immunofluorescence assays. On day 10, cell patches co-expressing these two proteins were observed 

(Figure 1D). On day 14, by contrast, cells expressing VSX2 were distinct from those expressing MITF, 

suggesting rapid co-repression of these two genes as described previously (Figure 1E) [34,35].  

Finally, activation of the canonical WNT signaling pathway by CHIR99021 treatment from day 14 to 

day 35-42 induced RPE commitment as seen by the acute decreased expression of VSX2 mRNA levels 

(Figure 1B). By contrast, the spontaneous differentiation did not significantly modified gene 

expression after day 10. MITF expression is significantly upregulated in the directed protocol when 

compared to the spontaneous one (p<0.01). Immunostaining assays confirmed the absence of VSX2+ 

cells at day 21 and the increased number of MITF+ cells (87.5% ± 12.5%) (Figure 1F). At this stage 

putative RPE precursors MITF-positive cells emerged and organized around 3D structures that did not 

express MITF and VSX2 (Figure 1F).  

We then determined the purity of hESC-derived RPE cell population after 6 weeks of differentiation. 

A large majority of the culture dish with cells exposed to the directed protocol (72.96% ± 1.94% of 

the culture area, n = 3) was covered by pigmented cells on day 42 (Figure 2B and 2C). In contrast, 

only isolated patches of pigmentation were visible with the spontaneous protocol (3.481% ± 1.12% of 

the growth area) as reported in a previous study [11] (Figure 2B and 2C). Importantly, the vast 

majority of cells obtained after 42 days of differentiation co-expressed PAX6 and MITF (82.2%% ± 

3.2%, n = 3), two markers of RPE cells (Figure 2D). 

Taken together our results indicate that the sequential use of Nicotinamide, Activin A and CHIR99021 

recapitulates the main steps of retinal development and efficiently directs hESCs into a highly-

enriched RPE population within 42 days compared to the spontaneous differentiation. 

Directed protocol allows obtaining a pure population of RPE cells without manual enrichment and 

automation of the differentiation 



113 
 

Using the “directed differentiation” protocol, we set up a fully automated process by performing 

media changes and enzymatic passaging using the CompacT SelecT automation platform. This 

automated cell culture platform is composed of a flask incubator, bar-coded flasks for cell process 

tracking, multiple connected pumps to dispense culture media, a six-axis anthropomorphic robotic 

arm and a live-cell imaging system (Incucyte) (Figure 3 and S2). 

RPE cells form a cohesive epithelium in culture that requires long incubation times with dissociation 

reagents to be dissociated into single cells. In order to eliminate a maximum of cell contaminants we 

took advantage of this characteristic by performing a differential dissociation treatment with Tryple 

Express (Figure 3). We were able to remove the vast majority of unpigmented cells that are less 

adherent than RPE cells on day 42 with a first short incubation of 10 minutes with TrypLE Express 

followed by a rinse. A second enzyme incubation of 35 minutes then enabled the detachment and 

dissociation of RPE cells.  

As the automated system does not include any centrifuge, it was impossible to eliminate the TrypLE 

used to dissociate RPE cells. Thus, we assessed if the final 5% of TrypLE remaining in the medium 

after passaging did not affect the re-adherence and the growth of the cells. No difference between 

cells replated in presence of 5% of TrypLE or after a centrifugation step was observed (data not 

shown). We also checked that the presence of TrypLe did not affect RPE identity and once again no 

difference was detected in RPE gene expression between enzymatic passaging with or without 

centrifugation (Figure 4B). 

After 2 automatized passages, 94.7%± 0.2% (n = 3) of cells co-expressed the two transcription factors 

PAX6 and MITF (Figure 4A) indicating a homogenous population of RPE cells comparable with the 

one obtained after manual enrichment [13]. Additional immunostaining showed that these cells also 

expressed RPE markers EZRIN (95.0% ± 2.8%, n = 3), BESTROPHIN (89.4% ± 3.9%, n = 3), Zonula 

occludens-1 (ZO-1) (99.3% ± 0.4%, n = 3) and MER proto-oncogene, tyrosine kinase (MERTK) (97.1% ± 

1.1%, n = 3) (Figure S3). The gene expression of late RPE markers such as RPE65 and CRALBP was also 

detected by RTqPCR at a similar level of that was observed using the manual spontaneous 

differentiation protocol (Fig.4B). We further characterized the cell population by flow cytometry and 

found that 96.8% ± 1.9 (n = 3) of the cells expressed the pigmentation marker tyrosinase related 

protein 1 (TYRP1) at passage 2 (Figure 4C). 

All together these data demonstrate that we were able to obtain pure bona fide RPE cells from hESCs 

in an automated system without loss of identity. 

RPE obtained by automated differentiation are mature and functional. 
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Important issues concerning cells differentiated from hPSCs are their maturity and functionality. As 

an indicator of epithelial maturity, we evaluated the apico-basal polarization of specific RPE markers. 

As expected, RPE cells homogeneously expressed the microvilli protein EZRIN, the tight junction 

marker ZO-1 and the tyrosine kinase receptor MERTK at their apical membrane while the calcium 

activated chloride channel, BESTROPHIN was localized at the baso-lateral compartment (Figure 5A). 

One of the most important functions of RPE cells is the phagocytosis of the outer segments shed by 

the photoreceptors. To determine whether the cells differentiated according to our directed protocol 

on the automated cell culture platform were functional, we assessed their ability to phagocyte pig 

fluorescein isothiocyanate (FITC)–labeled photoreceptor outer segments (Figure 5B) and quantified 

the fluorescence signal of pH-sensitive particles that become fluorescent after cell entry and 

phagosome formation (Figure 5C). RPE cells incubated with pH-sensitive particles at 37°C present a 

3.2-fold increase in fluorescence intensity compare to cells incubated at 4°C, a temperature at which 

phagocytic process is blocked.  Moreover, using a permeable support to separate apical and basal 

extracellular compartments we measured the polarized secretion of vascular endothelial growth 

factor (VEGF) by hESCs derived RPE cells. We observed a progressive polarization of VEGF secretion 

starting from 3 weeks of culture with a preferential basal secretion (Figure 5D). 

All these results suggest that RPE cells differentiated from hPSCs using a fully automated protocol are 

functional in vitro.  

RPE cells differentiated using CompacT SelecT automate can be amplified until passage 3 to 

produce large banks of cells.  

Previous studies showed that RPE cells derived from hPSCs had a limited amplification potential 

before they undergo an epithelial-mesenchymal transition (EMT) [36,37]. In line with these studies, 

RPE cells obtained from an automated production adopted a mesenchymal phenotype starting from 

passage 4 (Figure 6A) despite the maintenance of the expression of the RPE markers MITF and BEST. 

This microscopic observation is correlated with the rising of mesenchymal markers LUM and FN1 

starting from passage 5 (p<0.01; Figure 6B). This suggests an EMT transition of RPE cells, which 

however maintain an RPE identity. Consequently, we decided to bank our cells at passage 2 using an 

automated cell banking system called Fill-it (Sartorius) to obtain bona fide RPE at passage 3 after 

thawing. 

Discussion 

Since Klimanskaya et al. first showed that hESCs spontaneously differentiate into RPE, extensive 

efforts have been made to increase speed and efficiency of the differentiation protocol 

[16,18,19,21]. Previous works described that the sequential use of NIC and Activin A allowed 
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increasing EB commitment into retinal lineage. In another hand, Leach et al. showed that the same 

factors, in addition to many others including bFGF, Noggin, DKK1, Insulin Growth Factor (IGF) -1, 

CHIR99021, B27 and N2 supplements, increased RPE differentiation of human pluripotent stem cells 

[23]. By contrast, we described in this study that the use of only 3 cytokines and small molecules 

(NIC, Activin A and CHIR99021) in a sequential manner allowed obtaining a pure population of RPE 

cells without 3D culture step and manual dissection of pigmented foci. 

As previously described [16,21], the use of Nicotinamide quickly reduced the expression of 

pluripotent markers, suggesting the rapid exit of pluripotent state, while increasing eye field gene 

expression in treated cells. In this study, Activin A increased both expression of the neural retina 

marker VSX2 and the RPE marker MITF. These two markers are initially co-expressed by the same 

cells at day 10 suggesting that at this stage the cells could be bipotent [38] and able to give rise to 

both RPE and neural retina progenitors. But quickly, two subpopulations of cells expressing either 

one of these two genes appeared. This result is consistent with the known role of VSX2 on MITF 

repression during optic vesicle patterning [34]. The increased VSX2 expression following Activin A 

treatment is however surprising as it is known to induce RPE specification rather than neural retina 

[39]. This result could be due to the endogenous expression of bFGF that positively regulates the 

expression of VSX2. The simultaneous use of a FGF inhibitor, such as SU5402, already used in 

previous described protocol, may be necessary at this stage to repress neural retina markers [40]. 

The presence of cells expressing only VSX2, meaning that they are potentially engage in the neural 

retinal lineage, could be problematic at this stage. However, the later use of the small molecule 

CHIR99021 rapidly leads to the acute decrease of VSX2 expression concomitant with an increased 

expression of MITF, meaning that the activation of the Wnt/β-catenin pathway at this stage induces 

the death of VSX2 positive cells or their conversion into RPE precursors. It is also possible that 

CHIR99021 treatment induces the differentiation of VSX2 positives cells into other mature lineages 

that are further eliminated by differential dissociation. 

This “directed protocol” enabled us to obtain 87.5% of RPE precursors that express MITF on day 21. 

However, we decided to allow them to mature until they form a cohesive epithelium before 

performing the first passage on day 42 in order to carry out a differential dissociation and eliminate 

the last cell contaminants without manual enrichment. Compared with the “14-days method” 

published by Foltz et al. [24], these 42 days of differentiation could seem long, but despite we 

performed the first passage several weeks later we bank RPE cells at the same time (D84), suggesting 

that the removal of factors other than NIC, Activin A and CHIR99021 doesn’t delay the overall 

production of RPE cells. 
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We then used CompacT SelecT system to scale up and automate RPE differentiation. We showed that 

using this automate we are able to obtain a pure population of hESC-derived RPE cells that are 

polarized and functional after two passages. Moreover, we assessed that these cells could be frozen, 

thawed and amplified. We observed that RPE cells differentiated using this automated protocol can’t 

be maintained in culture more than 3 passages before starting an EMT, but this number of passages 

might be extend as previously described by adding ROCK inhibitor in the culture medium [36]. 

Anyway, this limited number of passages does not prevent the generation of large banks of RPE cells. 

Indeed, as the RPE cell density is about 1×106 cells/cm2 at confluence, it is theoretically possible to 

produce about 16 billion of RPE cells at passage 2 per round of differentiation with the automated 

process described in Figure S4. A bank of this size is much larger than those previously described by 

us and others [13,18,41], and could be produced by a single operator using CompacT selecT except 

for the banking step. Moreover, the use of HYPERflask (Corning) with a growth area of 1720 cm2 

could even increase the number of cells produced per bank.  

Considering that 1×105 RPE cells are currently used to graft a human eye [14,15], the automated 

process described here should allow to produce enough cells to treat several thousands of patients 

with retinal degeneration even if some steps of the production, such as the simultaneous banking of 

a huge numbers of cryovials, remain challenging. However, before to use it for clinical application our 

protocol must be modified to bring it into compliance with Good Manufacturing Practice (GMP) 

guidelines. For example, Matrigel has to be replaced by a xenofree matrix. In addition, the 

qualification of the CompacT SelecT system for clinical applications is a complicated procedure, even 

if it has been already done by others [42]. 

In conclusion, following the previously published amplification of hPSCs using CompacT SelecT 

automate [43], we described a fully automated RPE cells differentiation process from the hPSCs 

thawing to the banking of differentiated cells. Such automated process is a step towards the scale up 

and the industrialization of RPE differentiation that will be necessary to treat large numbers of 

patients. Finally, we also want to draw reader’s attention to the fact that any differentiation protocol 

that doesn’t require 3D culture or manual selection can theoretically be adapted to the CompacT 

SelecT culture system opening new perspectives concerning the scale up and the industrialization of 

the production of many cell types differentiated from hPSCs.  
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Figures 

 

Figure 1: Use of nicotinamide, Activin A and CHIR99021 in a sequential manner recapitulates the 

main steps of retinal development. (A) Schematic representation of the retinal development. H, 

Hypothalamus; OV, Optic Vesicle; L, Lens; NR, Neural Retina; RPE, Retinal Pigment Epithelium; OS, 

Optic Stalk. (B) Relative gene expressions were quantified by RT-qPCR and normalized to mRNA 

expression at day 0 (n = 3, mean ± SD). Control condition corresponds to RPE 20% KSR. (C) 

Representative immunofluorescence for PAX6 and LHX2 at day 7 and for VSX2 and MITF at day 10 

(D), D14 (E) and D21 (F). 
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Figure 2: Directed differentiation protocol improves RPE differentiation. (A) Schematic 

representation of the directed differentiation protocol (black star: cell contaminants). (B) 

Representative macroscopic observation of the culture dishes after 42 days of differentiation (blue 

circles: quantified areas) and (C) quantification of the pigmented area (n = 3, mean ± SD), (D) 

Representative immunofluorescence images for the RPE markers PAX6 and MITF after 42 days of 

differentiation. 
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Figure 3: Flowchart of the automated passaging of RPE cells using the Compact Select automation 

platform. 
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Figure 4: Automated differentiation and amplification of a pure population of RPE without manual 

selection. (A) Representative immunofluorescence for the RPE markers MITF and PAX6 at passage 2 

after 21 days of culture. (B) Relative gene expression of RPE markers quantified by RT-qPCR (n = 3, 

except for spontaneous differentiation (n = 1), mean ± SD). (C) Representative flow cytometry 

histogram for the pigmentation marker TYRP1. 
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Figure 5: RPE obtained by automated differentiation are mature and functional. (A) Confocal 

images (projection of XZ planes) for the RPE markers EZRIN, BEST, ZO-1 and MERTK. (B) Fluorescence 

intensity quantification of hESC-RPE cells after exposure to pH-sensitive bioparticles (n = 3, mean ± 

SD). (C) Images of hESCs derived RPE after 4 hours of exposure to fluorescein isothiocyanate (FITC)–

labeled pig photoreceptor cell outer segment (FITC-POS; green). (D) Quantification of vascular 

endothelial growth factor (VEGF) secreted by hESC-RPE cells at different time points using an ELISA 

assay (n = 3, mean ± SD).  
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Figure 6: RPE obtained by automated differentiation can be maintained in culture until passage 3. 

(A) Light microscopy images of hESC-RPE at passage 3, 4 and 5. (B) Relative gene expression of EMT 

(LUM and FN1) and RPE (MITF and BEST) markers quantified by RT-qPCR (n= 3, mean ± SD). 
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Figure S1: Characterization of the clinical-grade hESC line RC-09. (A) Fluorescence images for the 

pluripotent markers NANOG, SSEA4, OCT3/4 and TRA1-60. (B) Representative flow cytometry 

histogram for the pluripotency markers TRA1-81 and SSEA4. (C) Analysis of copy number 

chromosome using high-density single-nucleotide polymorphism-based genotype arrays. 
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Figure S2: Overview of the CompacT SelecT platform. (A) Flask carousel incubator, (B) Plate 

incubator, (C) Media pumps, (D) Decappers, (E) Robot arm, (F) Pipette head. 
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Figure S3: Characterization of hESCs derived RPE cells. (A) Fluorescence images for the RPE markers 

BEST, MERTK, EZRIN and ZO-1 at passage 2 (D35). 
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Figure S4. Schematic representation of the automated RPE production process. Steps (2) to (5) can 

be performed using the CompacT SelecT system automation platform. Step (6) can be performed 

using automated cryovial filing system Fill-it and the controlled-rate freezing system Cryomed.  
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Gene   SEQUENCE 

18S 
FRW GAGGATGAGGTGGAACGTGT 
REV TCTTCAGTCGCTCCAGGTCT 

NANOG 
FRW CAAAGGCAAACAACCCACTT 
REV TCTGCTGGAGGCTGAGGTAT 

RAX 
FRW GGCAAGGTCAACCTACCAGAG   
REV CATGGAGGACACTTCCAGCTT   

SIX3 
FRW CCTCCCACTTCTTGTTGCCA 
REV CGCTACTCGCCAGAAGTATGG 

PAX6 
FRW GCCAGCAACACACCTAGTCA 
REV TGTGAGGGCTGTGTCTGTTC 

VSX2 
FRW CTGCCGGAAGACAGGATACA 
REV TAGAGCCCATACTCCGCCA 

MITF 
FRW CCGGGTGCAGAATTGTAACT 
REV GGACAATTTTGGCATTTTGG 

RPE65 
FRW AGCACTGAGTTGAGCAAGCA 
REV GGCCTGTCTCACAGAGGAAG 

CRALBP 
FRW CACGCTGCCCAAGTATGATG 
REV CCAGGACAGTTGAGGAGAGG 

TYROSYNASE 
FRW GTGTAGCCTTCTTCCAACTCAG 
REV GTTCCTCATTACCAAATAGCATCC 

BEST1 
FRW GTCAGAGGCTCCTCCTTCCT 
REV TCTGCTCCACCAGTGTTCTG 

LUM 
FRW TCACATGCCACACCACAAGA 
REV CAGTCACGCCAGTCTCTGAA 

FN1 
FRW CTGGCCAGTCCTACAACCAG   
REV CGGGAATCTTCTCTGTCAGCC 

Table S1. List of quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction (qRT-PCR) primers. 
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Antibody Host Company Reference Dilution Application 

PAX6 Rabbit Biolegend PRB-278P 1/500 Immunofluorescence 

MITF Mouse Dako M3621 1/250 Immunofluorescence 

VSX2 Goat Santa Cruz Biotechnology sc-21690 1/250 Immunofluorescence 

TYRP1 Mouse LifeSpan BioSciences MS-771-P1 1/500 - 1/100 Flow cytometry 

EZRIN Mouse Sigma  E8897 1/250 Immunofluorescence 

ZO-1 Rabbit Invitrogen 402300 1/500 Immunofluorescence 

BEST Mouse Abcam ab2182 1/250 Immunofluorescence 

MERTK Rabbit Abcam  Y323 1/500 Immunofluorescence 

NANOG Rabbit Santa Cruz Biotechnology sc-33760 1/500 Immunofluorescence 

OCT 3/4 Goat Santa Cruz Biotechnology sc-5279 1/500 Immunofluorescence 

SSEA4 Mouse R&D systems  FAB1435A 1/100 Flow cytometry 

TRA1-60 Mouse Santa Cruz Biotechnology sc-21705 1/500 Immunofluorescence 

TRA1-81 Mouse Santa Cruz Biotechnology sc-21706 1/500 Immunofluorescence 

TRA1-81 Mouse eBioscience  12-8883-82 1/100 Flow cytometry 

Table S2. List of primary antibodies. 
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2. Discussion et perspectives 

Dans cet article, nous décrivons pour la première fois la différenciation automatisée de CSPhs 

en cellules de l’EPR. Pour cela, la nicotinamide, l’Activine A ainsi que le CHIR99021 ont été utilisés de 

manière séquentielle afin de récapituler les principales étapes de la rétinogenèse. 

 Le choix d’utiliser la nicotinamide pour induire la différenciation neuroectodermique des 

CSPhs a été motivé par les nombreuses études ayant rapporté l’amélioration de la différenciation des 

cellules de l’EPR grâce à son utilisation (Buchholz et al., 2013; Idelson et al., 2009; Maruotti et al., 

2015) ainsi que par la possibilité d’utiliser cette forme de la vitamine B3 en clinique. Cependant, les 

mécanismes via lesquels la nicotinamide agit demeurent incompris. En effet, bien que Buchholz et al. 

aient décris que l’utilisation d’un inhibiteur de PARP1, le 3-aminobenzamide (3-ABA), permettait de 

récapituler partiellement les effets de la nicotinamide sur la différenciation des CSPhs, l’efficacité de 

ce composé reste très inférieure à celle de la nicotinamide suggérant l’implication de mécanismes 

additionnels. De plus, dans cet article les auteurs démontrent seulement que l’inhibition de PARP1 et 

l’utilisation de la Nicotinamide présentent un effet similaire sur l’expression de certains gènes 

impliqués dans la pluripotence et la différenciation des CSPhs en progéniteurs rétiniens mais ne 

démontrent pas clairement que l’effet de la nicotinamide passe par ce mécanisme (Buchholz et al., 

2013). Or, la nicotinamide étant un précurseur du NAD+, une co-enzyme impliquée dans de 

nombreuses réactions métaboliques, son ajout au milieu de culture module probablement de 

nombreuses autres voies de signalisation pouvant expliquer cet effet. Il a par exemple été démontré 

que la nicotinamide était un inhibiteur de la Sirtuine 1 (SIRT-1) (Avalos et al., 2005), une désacétylase 

dépendante de NAD+ qui est impliquée dans le maintien de la pluripotence et dont il a déjà été 

démontré que l’inhibition promouvait la différenciation neurale (Hu et al., 2014; Kim et al., 2016; Liu 

et al., 2014). Il est donc possible que l’effet de la nicotinamide sur les premières étapes de la 

différenciation rétinienne passe également par l’inhibition de cette enzyme. Mettre en évidence le 

mécanisme d’action de la nicotinamide pourrait permettre d’identifier un composé plus spécifique et 

encore plus efficace que cette dernière dans le cadre de la différenciation rétinienne et revêt donc un 

réel intérêt. 

D’autre part, nous rapportons ici l’augmentation de l’expression de VSX2, un marqueur de la 

rétine neurale, suite à l’utilisation de l’Activine A. Or, les études développementales menées in vivo 

suggèrent que ce facteur favorise la différenciation des cellules de l’EPR plutôt que celle des cellules 

de la rétine neurale (Fuhrmann et al., 2000). Cependant, nos résultats sont cohérents avec ceux de 

Leach et al. qui observent également la présence de deux populations, l’une exprimant VSX2 et 

l’autre MITF, suite au traitement des progéniteurs rétiniens avec l’Activine A et la petite molécule 

SU5402, un inhibiteur des voies FGFs (Leach et al., 2015). De manière semblable, Lane et al. 
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rapportent que l’utilisation de l’activine A ne permet pas de réprimer l’expression de VSX2 induite 

par le traitement précoce des CSPhs avec un inhibiteur des voies BMPs (Lane et al., 2014). Dans notre 

cas, ce problème est résolu par l’activation de la voie Wnt/β qui diminue drastiquement l’expression 

de VSX2, de manière semblable à ce que Leach et al. ont rapporté préalablement (Leach et al., 2015). 

Ceci suggère qu’au cours du développement de la rétine, ce serait la sécrétion des signaux Wnt par 

les tissus adjacents plutôt que celle de l’activine A qui serait responsable de la répression de 

l’expression de VSX2 chez les futures cellules de l’EPR. Meyer et al. ont cependant rapporté que le 

traitement de vésicules optiques dérivées de CSPhs avec de l’activine A aboutissait à une diminution 

de l’expression de VSX2 (Meyer et al., 2011). Des études supplémentaires seront donc nécessaires 

afin de déterminer l’effet de l’activine A sur l’expression de VSX2 et la différenciation des 

progéniteurs rétiniens. 

 Quoiqu’il en soit, ce nouveau protocole automatisé devrait permettre à l’avenir la 

production de cellules de l’EPR à plus grande échelle tout en réduisant les biais de culture et le coût 

de la différenciation. Avec les résultats encourageants, du moins au niveau tolérance, des premiers 

essais cliniques visant à greffer des cellules de l’EPR dérivées de CSPhs, un protocole de 

différenciation robuste, viable économiquement et compatible avec des applications cliniques 

devient nécessaire. Dans cet optique, quelques ajustements seront nécessaires afin que notre 

protocole réponde aux critères de bonnes pratiques de fabrication. Tout d’abord, le matrigel qui est 

préparé à partir de cellules de sarcomes murins doit être remplacé par une matrice xéno-free de 

composition définie permettant également l’adhérence des CSPhs et des cellules de l’EPR.  

L’utilisation de la matrice L7 (Lonza), une matrice de synthèse répondant aux critères de bonne 

pratique de fabrication et qui est adaptée à la culture des CSPhs est actuellement en cours d’essai. 

Après quelques ajustements concernant notamment la densité d’ensemencement des CSPhs, les 

premiers résultats semblent probants et des essais de différenciation automatisée avec cette matrice 

devraient être lancés prochainement.  

Un autre point, cette fois plus difficile à résoudre, est de faire en sorte que le Compact Select 

réponde aux normes de bonnes pratiques de fabrication. Cela nécessite, entre autres, que 

l’automate soit placé dans une pièce de culture dédiée de classe B. D’autre ajustement sont 

nécessaire mais il est à noter que le Compact Select a déjà été placé en condition GMPs (good 

manufacturing process) par d’autres laboratoires tel que le centre d’ingénierie biologique de 

l’université de Loughborough. Un article a d’ailleurs été publié afin de rapporter la complexité 

administrative et technique d’une telle opération (Hourd et al., 2014). Pour le reste, les milieux de 

culture, le sérum de remplacement, les cytokines, les petites molécules ainsi que la TRYPLE utilisés 

pour ce protocole sont tous utilisables en clinique ou possèdent des équivalents qui le sont. 
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II. Caractérisation du phénotype des cellules de l’EPR mutantes APC 

1. Matériels et méthodes 

Seules les méthodes non décrites dans l’article ci-dessus seront présentées ici.   

d. Edition génétique avec la technologie CRISPR/Cas9 et sélection des clones 

mutants 

La génération d’une lignée d’hESCs mutante APC a constitué la première utilisation de la 

technologie CRISPR/Cas9 au sein d’ISTEM. Ceci a donc nécessité l’optimisation des protocoles de 

transfection des CSPhs utilisés au laboratoire et la mise en place de techniques permettant la 

détection et l’isolation rapide des clones mutés. Ce travail a finalement abouti à la mise en place 

d’une stratégie globale désormais utilisée par l’ensemble du laboratoire pour générer des lignées de 

CSPhs mutantes (Figure 26). 

 

Figure 26. Stratégie utilisée pour la génération d’une lignée d’hESCs mutante APC. 
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Insertion d’une mutation dans l’exon 9 d’APC avec la technologie CRISPR/Cas9  

Afin d’induire une mutation dans l’exon 9 d’APC, les hESCs RC-09 ont été transfectées par 

nucléofection (Amaxa, Nucleofector, Lonza) avec le plasmide pSpCas9-(BB)-2A-GFP (Ran et al., 2013). 

Ce plasmide permet à la fois l’expression de la Cas9 sous le contrôle du promoteur EF1-α et celle de 

l’ARNg de son choix sous le control du promoteur U6 (Figure 26). Ici, l’ARNg a été choisi à l’aide du 

site crispr.mit.edu/ de manière à cibler la séquence CACCGCGCTTACTGTGAAACCTGT afin d’induire 

une mutation proche du nucléotide 1278 d’APC. Puisque l’objectif était d’induire une mutation 

aboutissant à la synthèse d’une protéine tronquée, il fut décidé de ne pas apporter de cassette de 

recombinaison homologue à la cellule et de compter sur les erreurs induites par la jonction 

d’extrémités non-homologues (NHEJ) lors de la réparation des cassures doubles brins de l’ADN 

induites par la Cas9.  

Quantification de la proportion de cellules mutées après transfection 

Afin de quantifier la proportion de cellules mutées 48h après transfection, un test basé sur 

l’utilisation de la T7 endonucléase (NEB) a été réalisé en suivant les instructions du fournisseur. En 

résumé, après extraction de l’ADN génomique à l’aide du kit QIAmp DNA Blood mini plus (Qiagen), 

un fragment de 741 pb a été amplifié par PCR à l’aide d’amorces encadrant la séquence ciblée par 

l’ARNg (Annexe 2). Puis après une étape de dénaturation et de ré-appariement aboutissant à la 

formation d’hétéroduplex entre des brins d’ADN sauvages et mutés, le produit de PCR a été incubé 

avec la T7 endonucléase, une enzyme de restriction capable de reconnaitre et de cliver les zones de 

mésappariement de l’ADN. Le pourcentage de fragments clivés a ensuite été quantifié à l’aide d’une 

puce et d’un Bioanalyseur Agilent.   

Isolation et détection des clones mutants APC 

Afin d’obtenir une population clonale de cellules mutantes APC, les cellules RC-09 

transfectées ont tous d’abord été ensemencées à une faible densité de 250 cellules/cm2. Par la suite, 

afin de limiter au maximum les risques de contamination, des colonies bien isolées ont été 

individuellement repiquées dans des plaques 96 puits à l’aide d’un automate, le Cellcelector (Aviso). 

Ces plaques ont ensuite été dupliquées à l’aide d’un second automate (Bravo, Agilent), l’une des 

plaques filles étant utilisée pour réaliser une extraction d’ADNg tandis que l’autre était conservée en 

culture ou congelée. L’extraction d’ADNg a cette fois été réalisée à l’aide du kit « Quick DNA 96 » 

(Zymo research). 

Par la suite, la présence ou non d’une mutation a été détectée pour chaque clone par HRM 

(high resolution melt curve), une technique permettant de déterminer rapidement la présence d’une 

délétion ou d’une insertion de nucléotides en se basant sur l’allure de la courbe de dénaturation d’un 

fragment d’ADN amplifié par PCR.  Pour cela des amorces différentes de celles utilisées pour le test 
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T7 endonucléase ont été conçues afin de diminuer la taille de l’amplicon et ainsi augmenter la 

sensibilité du HRM (Annexe 2). Ce test a été réalisé sur un QuantStudio 12K Flex (TermoFisher) à 

l’aide du kit MeltDoctor HRM (TermoFisher). 

Clonage et séquençage des produits de PCR  

Une fois les clones mutants identifiés, une PCR a été réalisée à partir de l’ADNg de chacun 

d’entre eux afin d’amplifier la zone mutée. Les produits de PCR ont ensuite été clonés dans des 

vecteurs plasmidiques Zero Blunt TOPO (ThermoFisher) avant d’être utilisés pour transformer des 

bactéries E.Coli Stbl3 par choc thermique (TermoFisher). L’ADN plasmidique de 18 clones bactériens 

a ensuite été extrait pour chaque clone mutant sélectionné par HRM puis envoyé à séquencer chez 

Eurofins. 

e. Caractérisation du phénotype mutant APC 

Culture des hESCs  

Nous disposons au sein du laboratoire de deux lignées hESCs porteuses de mutations 

hétérozygotes sur APC détectées au cours d’un DPI (STR-355-APC/FE09-0271-L1 et STR-305-

APC/FE09-073-L1). La première, qui sera appelée APC-1 dans les pages qui vont suivre, est porteuse 

d’une mutation sur l’exon 15 d’APC (3736dG) tandis que la seconde, qui sera nommée APC-2, est 

porteuse d’une mutation sur l’exon 9 (1273dG). Dans les 2 cas, ces mutations aboutissent à un 

décalage du cadre de lecture entrainant l’apparition d’un codon stop et la synthèse d’une protéine 

tronquée de 137 et 47KDa respectivement. Ces cellules ainsi que les cellules saines RC-09 et SA01 

(nommées respectivement WT-1 et WT-2 par la suite) ont été cultivées en condition feeder free sur 

un coating de Matrigel (Corning) et avec du milieu mTeSR™1 (Stem cells). 

Différenciation en cellules de l’EPR des hESCs mutantes APC 

 Les deux lignées d’hESCs mutantes APC (APC-1 et APC-2) ainsi que la lignée RC-09 mutante 

APC (RC-09 APC+/-) générée par mutagénèse dirigée ont été différenciées en cellules de l’EPR en 

utilisant le protocole dirigé décrit dans l’article présenté précédemment. Cependant, la 

différenciation des cellules mutantes APC demeurant moins efficace que celles des cellules sauvages 

même avec ce protocole, un enrichissement manuel a dû être réalisé lors du premier passage afin 

d’obtenir une population pure de cellules de l’EPR. 

PCR quantitative, Immunofluorescence, cytométrie en flux et acquisition des images  

 Ces expériences ont été réalisées en utilisant des protocoles identiques à ceux décrit dans 

l’article présenté précédemment. Les amorces et les anticorps utilisés pour cette étude sont 

récapitulés respectivement dans les annexes 2 et 3. 
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Western Blot 

Les cellules ont été lysées dans du tampon RIPA (Sigma-Aldrich) supplémenté avec des anti-

phosphatases (Roche) et un cocktail d’anti-protéase (Sigma-Aldrich). Les électrophorèses ont été 

réalisées avec 15µg de protéines totales déposées sur des gel pré-coulés Mini-PROTEAN® TGX™ 4-

15% (Biorad). Suite à la migration, les protéines ont été transférés sur membrane de nitrocellulose 

0.2µm en utilisant l’appareil Trans-Blot Turbo transfert starter (BioRad).  

Après incubation avec les anticorps primaires, les membranes ont été incubées avec des 

anticorps secondaires couplés soit à la péroxydase (GE Healthcare), soit à un fluorochrome (Licor). 

Dans le premier cas la révélation a été réalisée à l’aide du kit Amersham ECL Prime Western Blotting 

Detection Reagent (GE Healthcare) et de l’imageur Image Quant LAS4000 mini. Dans le second cas la 

révélation a été effectuée grâce à un imageur Odyssey CLx (Licor). 

2. Résultats 

a. Génération d’une lignée d’hESCs mutante APC avec la technologie 

CRISPR/Cas9 

Puisque les cellules de l’EPR sont extrêmement difficiles à transfecter que ce soit par 

lipofection, nucléofection ou même via l’utilisation de lentivirus, cela rendait compliqué l’utilisation 

de siRNA pour confirmer l’implication directe de la mutation d’APC dans les différences 

phénotypiques observées entre lignées saines et mutantes. En effet, ces lignées provenant 

d’embryons différents, ces variations auraient également pu être dues à des différences de fond 

génétique, des variations épigénétiques ou encore à l’adaptation des cellules aux conditions de 

culture. De plus, la forme tronquée d’APC pouvant exercer un effet gain de fonction, la simple 

extinction de l’expression d’APC n’était pas suffisante pour copier les effets de la mutation. Pour 

pallier à cela, il fut décidé de générer par mutagénèse dirigée via l’utilisation de la technologie 

CRISPR/Cas9 une lignée d’hESCs RC-09 porteuse de la même mutation sur APC que la lignée APC-2.  

Pour se faire, les cellules RC-09 ont été transfectées au stade pluripotent avec le plasmide 

pSpCas9-(BB)-2A-GFP qui permet à la fois l’expression de la Cas9, de la GFP et celle d’un ARNg ciblant 

l’exon 9 d’APC. 48h après transfection, environ 7% des cellules étaient porteuses d’une mutation 

dans la zone ciblée (Figure 27). Cette proportion de cellules mutées relativement peu élevée peut 

s’expliquer par la faible efficacité de transfection des CSPhs (environ 35% de cellules GFP+). Pour 

pallier à cela, nous avons tout d’abord essayé de trier par cytométrie en flux les cellules exprimant la 

GFP. Cependant, le tri entrainant une forte mortalité cellulaire ainsi que la différenciation des cellules 

récupérées, il fut finalement décidé d’isoler des clones mutants à partir du pool de cellules non 

triées.  
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Figure 27. Proportion de cellules RC-09 mutées 48h après transfection avec le plasmide permettant 

l’expression de la Cas9. (A) Quantification par puce Agilent de la proportion de fragments d’ADN 

clivés par la T7 endonucléase. (B) Confirmation par PCR « classique » de la présence des bandes 

attendues pour les fragments d’ADN clivés (flèches rouges). (La flèche noire correspond à la taille 

attendue pour le produit de PCR non clivé). 

Afin d’isoler les clones mutés, les cellules RC-09 transfectées ont été ensemencées à basse 

densité pour permettre l’émergence de colonies isolées formées par une cellule unique. Ces colonies 

ont ensuite été repiquées dans des plaques 96 et la technique du HRM a été choisie afin de cribler 

rapidement un grand nombre de clones (Figure 28). 

Figure 28. Sélection des clones mutés et identification de leurs mutations par séquençage. (A) 

Exemple de 2 clones mutants APC identifiés par HRM, l’un porteur d’une mutation hétérozygote et 

l’autre d’une mutation homozygote (B) Résultat du séquençage des 18 produits de PCR obtenue à 

partir de l’ADNg du clone A8 clonés dans des vecteurs TOPO BLUNT. 

 Sur les 96 clones testés, 11 clones hétérozygotes et 2 clones homozygotes mutants APC ont 

été identifiés. Malheureusement, après séquençage il s’est avéré que les 2 clones homozygotes 

étaient porteurs de délétion de 6 et 27 pbs n’aboutissant pas à un décalage du cadre de lecture et à 
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l’apparition d’un codon stop. Les clones hétérozygotes étaient quant à eux porteurs de mutations 

variées et c’est le clone A8 qui fut finalement sélectionné. Le choix d’utiliser ce clone plutôt qu’un 

autre a été motivé par le fait que la délétion de 4 pbs en position 1281 (1281dTGGA) détectée chez 

ce dernier aboutit à l’apparition, 76 pbs plus loin, du même codon stop que celui présent chez la 

lignée APC-2. De plus, le séquençage n’a révélé la présence d’aucune cellules contaminantes 

porteuses d’une autre mutation sur APC chez ce clone (Figure 28).  

Par la suite, la pureté du clone A8 a été contrôlée en réalisant un nouvel ensemencement à 

basse densité et en vérifiant que les profils HRM de 20 sous clones étaient identiques. De plus, 

l’absence d’effet « off-target » a été vérifiée en séquençant les 5 séquences de l’ADN présentant le 

plus de chance d’être ciblées par notre ARNg en dehors de la zone voulue selon le site 

crispr.mit.edu/. Aucune mutation n’a été détectée. Enfin, nous avons vérifié l’intégrité du génome de 

ces cellules et avons malheureusement détecté une duplication du locus 20q11.21 (Figure 20). 

Cependant puisqu’il s’agit d’un défaut couramment observé chez les hESCs en culture (Lefort et al., 

2008), cette duplication n’a probablement aucun rapport avec l’utilisation de la Cas9. 

Figure 29. Contrôle de la pureté et de l’intégrité génomique du clone A8. (A) Profil HRM identique 

de 20 sous clones du clone A8. (B) Séquence des 5 sites de mutations off target les plus probables 

selon le site crispr.mit.edu/. (C) Présence d’une duplication du locus 20q11.21. 

Enfin, nous avons vérifié la pluripotence des cellules obtenues en contrôlant notamment 

l’expression des marqueurs de surface SSEA4 et TRA1-60 ainsi que celle des facteurs de transcription 

OCT-4 et NANOG par immunofluorescence. L’expression des marqueurs SSEA4 et TRA1-81 a 

également été quantifiée par cytométrie en flux et une co-expression de plus de 90% pour ces deux 

marqueurs a été constatée (Figure 30). Dans les pages qui suivront, l’appellation RC-09 APC+/- fera 

référence aux cellules dérivées du clone A8. 
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Figure 30. Pluripotence du clone A8. (A) Expression des marqueurs de pluripotence NANOG, SSEA4, 

OCT4, et TRA1-60. (B) Quantification de l’expression des marqueurs TRA1-81 et SSEA4 par cytométrie 

en flux. 

b. Pigmentation et prolifération anormales des cellules de l’EPR mutantes APC 

(résultats préliminaires) 

Afin de modéliser les atteintes de l’EPR associées à la mutation d’APC, 5 lignées d’hESCs dont 

2 saines, 2 mutantes APC ainsi que la lignée modifiée par ingénierie génétique décrite un peu plus 

haut ont été utilisées. Les informations concernant ces cellules sont récapitulées dans le Tableau 4. 

  WT-1 (RC-09) WT-2 (SA01) 
APC-1 (STR-

355-APC) 
APC-2 (STR-

305-APC) 
RC-09 APC+/- 

Sexe XY XY XY XY XY 

Caryotype Normal Normal 
Duplication 

20q11,21 and 
3q13.11 

Normal 
Duplication 
20q11,21 

Statut APC Sauvage Sauvage 

Hétérozygote, 
3736delG 

(exon, codon 
1246) 

Hétérozygote, 
1273delG 

(Exon 9, codon 
425) 

Hétérozygote, 
1281dTGGA 

(Exon 9, Codon 
427) 

Tableau 4. Récapitulatif des lignées hESCs utilisées. 

La pluripotence de ces lignées a été vérifiée avant différenciation et chacune d’entre elles 

présentaient une morphologie typique des hESCs et exprimaient les deux marqueurs de surfaces 

TRA1-81 et SSEA4 à plus de 85% (Figure 31A et B). 
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Figure 31. Caractérisation des lignées hESCs utilisées et des cellules de l’EPR différenciées à partir 

de ces lignées. (A) Expression des marqueurs de pluripotence NANOG et SSEA4. (B) Quantification de 

l’expression des marqueurs TRA1-81 et SSEA4 par cytométrie en flue. (C) Expression des marqueurs 

des cellules de l’EPR ZO-1, TYRP1 et PAX6 
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Ces 5 lignées ont ensuite été différenciées en cellules de l’EPR avec, comme évoqué 

précédemment, une efficacité beaucoup plus faible pour les cellules mutantes APC. Malgré tout, 

grâce à l’utilisation du protocole dirigé décrit plus haut et à une sélection manuelle des zones 

pigmentées lors du premier passage, nous somme parvenu à obtenir des populations de cellules de 

l’EPR mutantes APC exprimant entre autres les marqueurs ZO1, PAX6 et TYRP1 de manière 

homogène à passage 2 (Figure 31c). 

Nous avons alors recherché la présence d’un phénotype pathologique chez les cellules de 

l’EPR mutantes APC en accordant une attention particulière à leur pigmentation ainsi qu’à leur 

prolifération. L’observation macroscopique des cellules en cultures ainsi que celle des culots 

cellulaires réalisés à partir de cellules de l’EPR saines WT-1 et mutantes APC-1 suffit à se rendre 

compte que ces dernières sont nettement plus pigmentées (Figure 32a). Au vu de cette différence 

flagrante, nous avons décidé de quantifier par Western Blot l’expression de MITF, un facteur de 

transcription clé de la mélanogénèse ainsi que celle de la Tyrosinase, une enzyme impliquée dans la 

synthèse de la mélanine. Nous avons ainsi observé une expression deux fois plus importante de la 

tyrosinase chez les cellules mutantes APC-1 associée à une hausse de l’expression de MITF bien que 

plus modeste (Figure 32b). 

 

Figure 32. Hyperpigmentation des cellules de l’EPR mutantes APC. (A) Observation macroscopique 

et microscopique des cellules de l’EPR sauvages (WT-1) et mutantes APC (APC-1). (B) et (C) 

Quantification de l’expression de MITF et de la Tyrosinase par Western Blot (n = 3). 
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Afin de confirmer que ce phénotype était bien dû à la mutation d’APC et non pas à la 

différence de fond génétique entre les lignées APC-1 et WT-1, nous avons également comparé la 

pigmentation des cellules RC-09 saines (WT-1) avec celles des cellules RC-09 APC+/-. Une fois de plus 

nous avons constaté que les cellules mutantes APC présentaient une pigmentation nettement plus 

marquée, associée à une expression 2 fois plus importante de la Tyrosinase au niveau protéique, 

confirmant l’implication de la mutation d’APC dans ce phénotype (Figure 33). 

 

Figure 33. Confirmation du phénotype d’hyperpigmentation chez les cellules RC-09 APC+/-. (A) 

Culots cellulaires réalisés à partir des cellules de l’EPR RC-09 (WT-1) et RC-09 APC+/-. (B) 

Quantification de l’expression de la Tyrosinase par Western Blot (n = 3). 

Nous avons ensuite cherché à déterminer si l’hyperpigmentation des cellules mutantes APC 

pouvaient être dut à une activation anormale de la voie Wnt/β-caténine chez ces dernières. Pour 

cela, nous avons tout d’abord vérifié par immunofluorescence si la mutation hétérozygote d’APC 

suffisait à induire une accumulation nucléaire de la β-caténine chez les cellules de l’EPR, mais aucune 

différence entre les cellules saines et les cellules mutantes APC n’a été constatée. Nous nous sommes 

alors intéressés à l’expression de certains gènes tels que TCF-1 et l’AXIN2 dont il est connu que 

l’expression est régulée par la voie Wnt canonique. Si l’expression de TCF-1 semble bel et bien accrue 

chez les cellules mutantes APC, aucune différence n’a été observée pour l’AXIN2 (Figure 34a) et des 

expériences supplémentaires seront donc nécessaires afin de déterminer si la voie Wnt est 

anormalement activée chez ces cellules. Malgré cela, nous avons décidé de vérifier si l’activation de 

cette voie de signalisation était suffisante pour induire l’hyperpigmentation des cellules de l’EPR. 

Pour cela nous avons traité des cellules saines (WT-1) avec du CHIR99021 et avons constaté chez les 

cellules traitées une pigmentation plus importante associée à une surexpression de MITF et de la 

Tyrosinase de manière semblable à ce qui est observée chez les cellules mutantes APC (Figure 34b et 

c). Par conséquent, il est possible que l’activation de la voie Wnt/β-caténine soit responsable de 

l’augmentation de la pigmentation chez les cellules de l’EPR mutantes APC mais des expériences 

supplémentaires demeurent nécessaire afin d’établir un lien direct entre les deux dans ce contexte. 
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Figure 34. Effet de l’activation de la voie Wnt/β-caténine sur la pigmentation des cellules de l’EPR. 

(A) Expression relative des gènes TCF-1 et AXIN2 quantifiée par qPCR (B) Observation macroscopique 

et microscopique des cellules de l’EPR traitées avec du CHIR99021 ou non après 21 jours de culture. 

(c) Quantification de l’expression de MITF et de la Tyrosinase par Western Blot (n = 1).  

D’un autre côté, nous avons rapidement constaté que les cellules de l’EPR porteuses d’une 

mutation sur l’exon 9 d’APC (APC-2 et RC-09 APC+/-) proliféraient moins rapidement que les cellules 

saines. Un phénotype qui apparait en revanche moins marqué chez les cellules porteuses d’une 

mutation sur l’exon 15 (APC-1) (Figure 35a). Nous avons donc décidé de nous intéresser chez ces 

cellules à l’expression de P21, un marqueur de la sénescence. De manière cohérente avec les 

observations faites en culture, près de 75% des cellules de l’EPR mutantes APC-2 expriment P21 à 

passage 2 après seulement 7 jours de culture contre un peu moins de 3% pour les deux lignées saines 

(WT-1 et WT-2) et un peu plus de 6% pour la lignée APC-1. Qui plus est, ce phénotype est retrouvé 

chez la lignée RC-09 APC+/- avec plus de 66% de cellules exprimant P21 ce qui suggère que c’est bien 

la mutation d’APC qui en est responsable. Après 21 jours de culture les cellules APC-1 semblent 

également exprimées P21 de manière un peu plus importante que les cellules saines (17,3% contre 

6,0% pour la lignée WT1 et 8,9% pour la WT-2) bien que cela reste très inférieur à ce qui est observé 

pour les lignées APC-2 et RC-09 APC+/- à ce stade (89,2 et 75,6%) (Figure 35b). 
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Figure 35. Ralentissement de la prolifération des cellules de l’EPR mutantes APC. (A) Expression du 

marqueur de la sénescence P21 par les cellules de l’EPR sauvages (WT-1 et WT-2) et mutantes APC 

(APC-1, APC-2 et RC-09 APC+/-) (n = 3). (B) Pourcentage de cellules exprimant P21 après 7 et 21 jours 

de culture. (C) Expression relative du gène COX-2 quantifiée par qPCR (n = 3). 
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Puisqu’aucun retard de prolifération n’avait été observé chez les cellules traitées avec du 

CHIR99021 lors des expériences visant à reproduire le phénotype d’hyperpigmentation, il est peu 

probable que l’activation de la voie WNT/β-caténine soit responsable du ralentissement de la 

croissance des cellules de l’EPR porteuses d’une mutation sur l’exon 9 d’APC. Nous avons donc 

recherché d‘autres voies de signalisation dérégulées par cette mutation pouvant potentiellement 

être impliquées dans ce phénotype. De manière surprenante et à l’inverse de ce qui a été décrit dans 

le colon, nous avons observé par qPCR une forte diminution de l’expression de COX-2 chez les 

cellules de l’EPR mutantes APC-2 (Figure 35C). Or, il a déjà été mise en évidence dans d’autres 

contextes que l’inhibition de COX-2 pouvait induire une augmentation de l’expression de P21. De 

plus, la diminution de l’expression de COX-2 apparait moins importante chez les cellules mutantes 

APC-1 ce qui serait cohérent avec le phénotype moins marqué de ces dernières. La diminution de 

l’expression de COX-2 chez les cellules de l’EPR porteuses d’une mutation sur l’exon 9 d’APC apparait 

donc comme un mécanisme pouvant potentiellement être impliqué dans le ralentissement de leur 

prolifération bien que des expériences additionnelles soient nécessaire pour le démontrer.   

3. Discussion et perspectives 

La différenciation des hESCs mutantes APC en cellules de l’EPR s’est révélée beaucoup plus 

compliquée que prévue et plusieurs raisons peuvent être avancées pour l’expliquer. Tout d’abord, il 

est possible que la mutation d’APC aboutisse à une activation anormale de la voie Wnt/β-caténine 

chez les hESCs. Or, si l’effet de l’activation de cette voie de signalisation à ce stade est sujet à débat, 

certains ayant démontré qu’elle permettait de maintenir les hESCs à l’état indifférencié (Sato et al., 

2004) tandis que d’autres suggèrent qu’elle permet l’engagement de ces cellules vers le lignage 

mésodermique (Davidson et al., 2012), il semble clair qu’elle n’induit pas la différenciation des CSPhs 

en progéniteurs neuro-ectodermiques et représente donc un désavantage pour la différenciation des 

cellules de l’EPR. Une autre explication plausible provient du fait que l’un des phénotypes observés 

chez les cellules de l’EPR mutantes APC et dont il sera question un peu plus bas est un ralentissement 

de la prolifération potentiellement associé à une sénescence prématurée. Il est donc possible que le 

faible rendement observé ne soit pas dû à un défaut de différenciation mais plutôt à un désavantage 

sélectif pour les cellules de l’EPR mutantes APC en culture favorisant l’émergence d’autres types 

cellulaires. 

Quelles qu’en soient les raisons, cette difficulté à obtenir des cellules de l’EPR mutantes APC 

a considérablement ralentit l’avancement de ce projet tout au long de ma thèse. C’est pourquoi les 

résultats présentés ci-dessus restent très préliminaires et doivent par conséquent être interprétés 

avec précaution. Toutefois, la comparaison entre les cellules de l’EPR dérivées d’hESCs saines et 
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mutantes APC suggèrent fortement un rôle de cette protéine dans la régulation de la mélanogénèse 

et de la prolifération de ces cellules. 

a. Hyperpigmentation des cellules de l’EPR mutantes APC 

La première chose que l’on constate lorsque l’on compare les cellules de l’EPR saines et 

mutantes APC est l’hyperpigmentation des cellules mutantes. Ce phénotype coïncide avec 

l’observation post-mortem de granules pigmentaires de tailles anormales chez des patients atteints 

de PAF (Kasner et al., 1992; Traboulsi et al., 1990). Cependant, il est à noter que ce phénomène 

semble largement amplifié dans nos cultures par rapport à ce qui est observé chez les patients. Il est 

difficile de savoir avec certitude les raisons d’une telle exacerbation. Mais il est possible que cela soit 

dû au fait qu’en culture, les cellules de l’EPR dérivées d’hESCs synthétisent de la mélanine en continu 

tandis qu’in vivo cette synthèse n’a lieu qu’au cours d’une fenêtre de temps restreinte lors du 

développement embryonnaire (Boulton, 2014). Ceci permet sans doute la mise en place d’une 

différence plus marquée entre cellules saines et mutantes APC au fil du temps. D’autre part, 

l’augmentation de la synthèse de la mélanine par les cellules de l’EPR mutantes APC n’est pas la seule 

explication possible à l’aspect plus pigmenté de ces dernières en culture. En effet, puisque nous 

avons observé en parallèle que les cellules mutantes proliféraient moins rapidement que les cellules 

saines, cette impression peut également être due à une dilution moins importante des granules 

pigmentaires entre cellules filles résultant d’un plus faible nombre de division cellulaire. Cela dit, 

l’augmentation de l’expression de MITF et de la Tyrosinase observée par Western Blot semble tout 

de même confirmer l’augmentation de la mélanogénèse chez les cellules mutantes APC.  

Nous avons donc recherché les mécanismes responsables de ce phénotype. Puisque que le 

rôle le plus décris d’APC est celui de répresseur de la voie Wnt/β-caténine et qu’il a été démontré 

que cette voie de signalisation régulait l’expression de MITF chez les mélanocytes (D’Mello et al., 

2016), nous avons commencé par chercher à déterminer si son activation était responsable de 

l’hyperpigmentation des cellules de l’EPR mutantes APC. Mais bien que nous ayons observé que 

l’activation de la voie Wnt canonique à l’aide du CHIR99021 induisait bel et bien une augmentation 

de la pigmentation des cellules de l’EPR associée à une hausse de l’expression de MITF et de la 

Tyrosinase, nous ne sommes pas parvenus à mettre clairement en évidence une activation anormale 

de cette voie de signalisation chez les cellules mutantes APC. Il nous est donc pour le moment 

impossible de conclure sur le rôle joué par l’activation de la voie Wnt/β-caténine dans 

l’hyperpigmentation de ces cellules. Il est à noter qu’il existe plusieurs systèmes rapporteurs tel que 

le plasmide TOPFlash (TCF Reporter Plasmid) qui permettent de mesurer plus précisément 

l’activation de la voie Wnt canonique que les méthodes que nous avons employé. Cependant, 
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puisqu’il est difficile de transfecter efficacement les cellules de l’EPR, leur utilisation était compliquée 

dans notre cas.  

Ainsi, des expériences supplémentaires seront nécessaires pour comprendre les mécanismes 

responsables de l’augmentation de la mélanogénèse chez les cellules de l’EPR mutantes APC. 

L’observation par microscopie électronique du stade de maturation des mélanosomes chez les 

cellules de l’EPR saines et mutantes pourrait, par exemple, se révéler pertinente dans le but 

d’identifier quelles étapes de la mélanogénèse sont affectées par la mutation d’APC. L’identification 

de ces mécanismes devrait permettre de mieux comprendre la régulation d’un phénomène qui, 

jusqu’à présent, a principalement été étudié dans les mélanocytes. Or, puisqu’à l’inverse de ces 

dernières les cellules de l’EPR ne produisent plus de mélanine après la naissance, il est probable que 

la régulation de la mélanogénèse varie entre ces 2 types cellulaires. L’absence de mélanogénèse chez 

les cellules de l’EPR adultes aboutit d’ailleurs à une diminution du contenu en mélanine chez ces 

cellules au cours du vieillissement. L’impact fonctionnel de cette diminution demeure ambigu mais 

elle pourrait considérablement réduire la protection des cellules de l’EPR contre le stress photo-

oxydatif participant ainsi à l’étiologie de la DMLA (Dontsov et al., 2017; Sarna et al., 2003) 

Comprendre les mécanismes régulant la mélanogénèse chez les cellules de l’EPR pourrait donc 

permettre de jouer sur la synthèse de la mélanine et ainsi prévenir l’augmentation du stress photo-

oxydatif de la rétine au cours du vieillissement.  

D’une manière plus générale, les résultats présentés ici suggèrent qu’il est possible d’utiliser 

les CSPhs afin de modéliser les maladies affectant la pigmentation des cellules l’EPR telle que 

l’albinisme oculaire qui regroupe un ensemble de pathologies se caractérisant par une 

hypopigmentation de l’EPR et de l’iris associées à une acuité visuelle réduite et une photophobie. 

Bien que la cause la plus fréquente d’albinisme oculaire soit la mutation du gène AO1, le rôle de 

cette protéine lors de la mélanogenèse demeure flou et ceci en partie à cause de l’absence de 

modèle pertinent permettant l’étude des fonctions de cette protéine in vitro (Burgoyne et al., 2015; 

Schiaffino, 2010). En effet, puisque la plupart des lignées primaires ou immortalisées de cellules de 

l’EPR ne synthétisent pas de mélanine, les fonctions de cette protéine ont jusqu’à présent 

principalement été étudiées chez les mélanocytes, bien que les patients atteints par cette mutation 

présentent rarement des défauts pigmentaires au niveau de la peau. Par conséquent, les cellules de 

l’EPR dérivées de CSPhs représentent une opportunité unique d’étudier dans un contexte humain les 

mécanismes responsables de l’albinisme oculaire de type 1. 
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b. Défaut de prolifération des cellules de l’EPR mutantes APC 

Le ralentissement de la prolifération que nous avons observé chez les cellules de l’EPR 

mutantes APC n’était pas attendu et donc plutôt surprenant. Pour autant, ce n’est pas la première 

fois qu’une augmentation de l’expression de P21 suite à la mutation d’APC est rapportée. En effet, en 

2010 Cole et al. ont démontré que la délétion d’APC au niveau des cellules de l’épithélium rénal 

induisait la sénescence de ces dernières, sénescence caractérisée par une forte expression de P21 

(Cole et al., 2010). Dans ce papier, les auteurs suggèrent que ce phénomène non retrouvé chez les 

cellules intestinales explique le fait que cette mutation ne soit pas un élément déclencheur du cancer 

du rein. Dès lors, il n’est pas exclu que ce mécanisme protecteur fonctionne dans d’autres tissus. En 

effet, APC étant exprimée de manière ubiquitaire, il est intriguant que l’intestin soit affecté dans de 

telles proportions tandis que les cancers extra-intestinaux dus à la mutation de ce gène demeurent 

relativement rares. 

Dans notre cas, bien que cela reste à confirmer, il est intéressant de constater que les cellules 

de l’EPR porteuses d’une mutation sur l’exon 9 d’APC semblent présenter une expression de P21 et 

un ralentissement de la prolifération beaucoup plus important que celles porteuses d’une mutation 

sur l’exon 15. En supposant que cette différence soit bien due à la position de la mutation sur APC, 

cela suggère que la synthèse d’une protéine tronquée trop courte est un désavantage pour la 

croissance des LPFOs et coïncide avec le fait que les patients porteurs d’une mutation vers 

l’extrémité 5’ d’APC présente rarement ce type de lésions (Nieuwenhuis and Vasen, 2007). Cela 

suggère également que le ou les domaines d’APC dont la perte est impliquée dans ce phénotype de 

sénescence, se trouve(nt) entre les codons 427 (mutation APC-2) et 1246 (mutation APC-1). Cette 

région comprend notamment le domaine Armadillo ainsi que les 3 répétitions de 15 AAs et une des 

sept répétitions de 20 AAs permettant à APC de se lier à la β-caténine. L’activation plus importante 

de la voie Wnt/β-caténine chez les cellules de l’EPR porteuses d’une mutation sur l’exon 9 d’APC que 

chez les cellules porteuses d’une mutation sur l’exon 15 semblait donc une explication plausible au 

phénotype plus marqué des premières. Cependant, puisque le traitement des cellules saines avec du 

CHIR99021 qui est un activateur fort de cette voie de signalisation n’a semblé entrainer aucun retard 

de prolifération chez ces dernières, il est peu probable que l’activation de la voie Wnt canonique soit 

impliquée dans ce phénomène. Nous avons donc recherché d’autres mécanismes dérégulés par la 

mutation d’APC pouvant expliquer l’augmentation de l’expression de P21. De manière surprenante, 

nous avons constaté qu’à l’inverse de ce qui est décrit aux niveaux des adénomes colorectaux, la 

mutation d’APC induisait une diminution de l’expression de COX-2 chez les cellules de l’EPR et que 

cette diminution était particulièrement importante chez les cellules porteuses d’une mutation sur 

l’exon 9. Or, il a déjà été mis en évidence dans d’autres types cellulaires que l’inhibition de COX-2 
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pouvait induire un processus de sénescence via l’augmentation de l’expression de P21 (Chen et al., 

2008; Toyoshima et al., 2002). Bien qu’à l’heure actuelle rien ne nous permette de faire le lien entre 

la diminution de l’expression de COX-2 et l’augmentation de celle de P21 chez les cellules de l’EPR, il 

s’agit d’une piste intéressante à explorer. Si cette hypothèse se révélait exacte, l’utilisation 

d’inhibiteur de COX-2 dans le cadre de rétinopathies impliquant une prolifération anormale des 

cellules de l’EPR, telles que les vitréorétinopathies prolifératives, pourrait se révéler pertinente. Des 

inhibiteurs de ce type tel que le Célécoxib présentent l’avantage d’être déjà utilisés en clinique dans 

le cadre de pathologies non rétiniennes. 

 Là encore, des expériences supplémentaires seront donc nécessaires afin de déterminer 

comment la mutation d’APC induit l’expression de P21 chez les cellules de l’EPR. De multiples voies 

de signalisation ont été impliquées dans la régulation de l’expression de P21 et sont généralement 

classées en 2 grandes catégories selon qu’elles soient dépendantes ou non de p53 (Jung et al., 2010). 

Ainsi, déterminer si l’augmentation de l’expression de P21 induite par la mutation d’APC chez les 

cellules de l’EPR est dépendante de P53 permettrait d’apporter un premier éclairage sur les 

mécanismes impliqués. 
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DISCUSSION GENERALE 

 Une discussion propre aux résultats obtenus aux cours de ma thèse a déjà été réalisée dans 

la partie précédente. Celle qui va suivre sera donc consacrée à des réflexions plus générales sur 

l’utilisation des CSPhs pour la modélisation et le traitement de pathologies rétiniennes ainsi que sur 

leur possible utilisation pour la modélisation des symptômes non rétiniens associés à la PAF. 

I. Utilisation des CSPhs pour modéliser et traiter les rétinopathies  

Les problématiques liées à l’utilisation des cellules souches pluripotentes seront abordées 

dans le cadre des pathologies rétiniennes, mais il est à noter que la plupart des limites soulevées 

s’appliquent à l’utilisation des CSPhs en général. 

1. Différenciations rétiniennes des CSPhs : le plus dur reste à faire 

D’une manière générale, que ce soit pour des applications de thérapie cellulaire ou de 

modélisation pathologique, l’un des principaux obstacles à l’utilisation des CSPhs est le manque de 

protocoles robustes permettant la différenciation de ces dernières vers le type cellulaire d’intérêt. 

Concernant la différenciation des cellules rétiniennes, des efforts considérables ont été réalisés ces 

dernières années afin de récapituler les premières étapes de la rétinogenèse in vitro. Cependant, 

bien qu’il soit désormais possible de générer des CPRs de manière efficace à partir de CSPhs, notre 

capacité à orienter la différenciation terminale de ces dernières vers un type cellulaire en particulier 

demeure très limitée et seule la différenciation des cellules de l’EPR est bien maitrisée à ce jour. 

Malheureusement, contrairement à la différenciation des cellules de l’EPR qui est principalement 

induite par des facteurs extrinsèques pouvant facilement être récapitulés in vitro tels que les signaux 

Wnt et Activine sécrétés par le mésenchyme péri-oculaire, la spécification des cellules composant la 

rétine neurale semble être régulée par des mécanismes beaucoup plus complexes et ne dépend pas 

uniquement de cytokines pouvant être ajoutées au milieu de culture. Certaines études suggèrent 

même qu’in vivo, cette différenciation serait en grande partie stochastique dépendant simplement 

d’une certaine probabilité partagée par tous les CPRs de donner l’un ou l’autre des types cellulaires 

de la rétine (Gomes et al., 2011; He et al., 2012). Il risque par conséquent d’être difficile d’orienter 

efficacement ces dernières vers un type cellulaire en particulier. 

Ceci étant dit, plusieurs équipes ont déjà démontré qu’il était possible de favoriser in vitro la 

différenciation des CPRs en photorécepteurs via l’utilisation de diverses molécules telles que la 

Taurine, l’A.R (Osakada et al., 2008) ou encore le facteur COCO (Zhou et al., 2015), bien que le rôle de 

ces molécules dans la spécification des cellules rétiniennes in vivo au cours du développement 
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embryonnaire demeure ambigu. De la même manière, il a été démontré que l’utilisation de la 

Forsekoline permettait de favoriser la différenciation des cellules ganglionnaires par un mécanisme 

qui reste à déterminer (Sluch et al., 2015). Mais malgré ces améliorations, les protocoles décrits 

jusqu’à aujourd’hui demeurent relativement inefficaces et impliquent le plus souvent une étape de 

tri par cytométrie en flux à partir de structures de type « optic cup » si l’on souhaite obtenir une 

population cellulaire pure, ce qui est difficilement compatible avec des applications cliniques ou 

simplement la production de grandes banques de cellules. De plus, la différenciation des CSPhs vers 

les autres types cellulaires de la rétine telles que les cellules bipolaires et amacrines a été largement 

délaissée jusqu’ici.  

Ainsi, l’absence de protocoles efficaces permettant d’orienter la différenciation terminale des 

CPRs demeure pour le moment un frein à la modélisation et au traitement par thérapie cellulaire de 

nombreuses rétinopathies telles que les glaucomes qui entrainent la dégénérescence des cellules 

ganglionnaires ou la rétinopathie diabétique qui affecte la plupart des cellules rétiniennes. 

L’amélioration de ces protocoles se révèlent donc d’une importance capitale et puisque les études 

développementales menées jusqu’ici n’apporte que peu de pistes à explorer dans ce sens, il est 

nécessaire d’établir de nouvelles stratégies afin d’identifier des facteurs extrinsèques permettant 

d’orienter le devenir des CPRs in vitro même si ces facteurs n’interviennent pas nécessairement dans 

ce processus lors du développement embryonnaire. Afin de découvrir de tels composés, des 

campagnes de criblage semblables à celles ayant permis à Maruotti et al ( Maruotti et al., 2015) 

d’identifier la Chetomin comme un inducteur de la différenciation des cellules de l’EPR pourraient 

être envisagées pour chaque type cellulaire de la rétine. Ce genre de criblage semble d’autant plus 

réalisable que ces types cellulaires sont extrêmement bien caractérisés et que des marqueurs 

spécifiques ont été identifiés pour chacun d’entre eux permettant ainsi d’évaluer rapidement l’effet 

d’une molécule sur le devenir des CPRs. Au laboratoire I-stem, des criblages à haut débit sont 

régulièrement réalisés afin d’identifier de nouveaux composés thérapeutiques dans le cadre de 

maladies monogéniques variées, il est donc tout à fait envisageable d’utiliser notre savoir-faire dans 

ce domaine pour cribler des composer influençant la différenciation des CPRs. Toutefois, de tels 

criblages nécessitent des étapes importantes de miniaturisation et d’optimisation des coûts d’autant 

plus que dans le cadre d’un projet visant à mettre au point un protocole de différenciation, le facteur 

temps est à prendre en compte et multiplie donc le nombre de conditions à tester. 
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2. Utilisation des CSPhs pour la thérapie cellulaire : leçons à tirer de la greffe des cellules 

de l’EPR 

La thérapie cellulaire est sans doute l’utilisation la plus évidente et la plus prometteuse des 

CSPhs. En effet, la possibilité de pouvoir remplacer un tissu endommagé ou malade par des cellules 

saines produites en laboratoire apparait comme une solution attractive pour traiter bon nombre de 

pathologies. Dans ce contexte ultra compétitif, les cellules de l’EPR furent parmi les première cellules 

dérivées de CSPhs à avoir été greffées chez l’homme il y a de cela 7 ans (Schwartz et al., 2012). 

Plusieurs facteurs peuvent expliquer le choix de ces cellules pour les premiers essais de thérapie 

cellulaire. Tout d’abord, comme expliqué précédemment l’œil est un organe présentant de 

nombreux avantages facilitant la transplantation, la survie et le suivie du greffon (Introduction partie 

IV.4). Ensuite, le fait qu’en culture les CSPhs se différencient spontanément en cellules de l’EPR 

associé à la possibilité de facilement reconnaitre et purifier ces cellules grâce à leur pigmentation et 

leur morphologie a permis de rapidement obtenir une population pure de cellules de l’EPR tout en 

respectant les contraintes de bonnes pratiques de fabrication. Ces avantages couplés au fait que le 

dysfonctionnement et la dégénérescence des cellules de l’EPR sont impliqués dans certain cas de 

rétinites pigmentaires et dans la DMLA ont poussé de nombreuses équipes à se lancer dans des 

essais cliniques visant à greffer ces cellules chez des patients atteints par ces pathologies (da Cruz et 

al., 2018; Kashani et al., 2018; Mandai et al., 2017a; Schwartz et al., 2015). Dans leur ensemble, ces 

premiers essais ont permis de démontrer la sureté et dans une certaine mesure l’efficacité de la 

greffe de CSPhs différenciées, ce qui est très prometteur pour l’avenir. Ces essais ont également 

permis de mettre en place l’ensemble des procédures nécessaires à la translation clinique d’un 

produit de thérapie cellulaire dérivé de CSPhs ce qui facilitera les prochaines tentatives de greffe 

chez l’homme, que ce soit pour le remplacement de cellules de l’EPR ou d’un autre type cellulaire. 

Toutefois, certaines erreurs commises ont également permis d’identifier des facteurs clefs à prendre 

en compte avant de se lancer dans un projet de thérapie cellulaire car difficilement modifiable en 

cours de route. 

Avec le recul, il me semble par exemple qu’il aurait été souhaitable de perfectionner le 

protocole de différenciation des CSPhs en cellules de l’EPR avant de se lancer dans des essais 

cliniques afin d’anticiper une application à grande échelle dès le départ. En effet, jusqu’à présent les 

cellules de l’EPR greffées chez l’homme ont toutes été générées avec un protocole de différenciation 

incluant un enrichissement manuel des zones pigmentées. Or, comme précisé précédemment, si 

cette stratégie permet effectivement d’obtenir une population pure de cellule de l’EPR, elle n’est pas 

envisageable à grande échelle et ne pourra donc pas être utilisée en routine même si les essais 

cliniques se révèlent fructueux. Des protocoles plus efficaces (Buchholz et al., 2013; Idelson et al., 
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2009; Maruotti et al., 2015), dont notre protocole automatisé, sont dorénavant disponibles et 

doivent être rapidement adaptés aux exigences de bonnes pratiques de fabrication afin de permettre 

leurs utilisations en clinique. Cependant, il va désormais falloir démontrer que les cellules produites 

avec ces nouveaux protocoles sont équivalentes à celles greffées jusqu’à présent. Pour cela il faudra 

probablement recommencer les études pré-cliniques et cliniques ayant permis de prouver que 

l’utilisation de ces cellules ne représente aucun danger, ce qui va nécessiter du temps et des 

ressources non négligeables. Ainsi, afin de ne pas se retrouver confronté aux mêmes problèmes pour 

la greffe des photorécepteurs, il serait à mon avis judicieux de perfectionner autant que possible la 

différenciation des CSPhs vers ce type cellulaire avant d’envisager le passage en essai clinique et ne 

pas se contenter, par exemple, de les purifier par cytométrie en flux à partir d’«optic-cup ». 

 Il est également intéressant de constater que la plupart des effets secondaires observés lors 

des premiers essais cliniques ne sont pas dus à la présence du greffon mais plutôt à la procédure 

chirurgicale (da Cruz et al., 2018). Ceci suggère qu’il sera nécessaire à l’avenir de perfectionner la 

manière dont on apporte les cellules aux patients, avec par exemple la création de nouveaux 

systèmes d’injection, autant que la fabrication du greffon en lui-même. 

D’autre part, les difficultés rencontrées par l’équipe du Dr. Takahashi lors de son essai 

clinique ont permis de mettre en évidence que la greffe de cellules autologues bien que très 

attractive en théorie pour limiter les risques de rejet était pour le moment inenvisageable en 

pratique. En effet, même en faisant abstraction des anomalies génomiques observées chez les hiPSCs 

reprogrammées à partir des cellules du second patient qui l’ont obligé à arrêter l’essai (Garber, 

2015), le coût de production d’un greffon était astronomique et s’élevait à plusieurs centaines de 

milliers d’euros ce qui empêche naturellement toute perspective de commercialisation. Pourtant, 

certaines équipes continuent d’explorer cette piste et souhaite même corriger la mutation de cellules 

de patients atteints d’une rétinopathie héréditaire par mutagénèse dirigée avant de les 

reprogrammer et de les différentier en cellules rétiniennes pour les greffer, ajoutant encore un coût 

supplémentaire à la production de ces cellules (Burnight et al., 2017). Mais à moins que ces équipes 

ne parviennent à réduire de manière drastique les coûts liés à la génération de lignées hiPSCs, la 

greffe autologue est vouée à rester au stade de preuve de concept. Pour l’heure, la greffe 

allogénique demeure donc l’option la plus réaliste bien que nécessitant un traitement 

immunosuppresseur. Dans le cas de l’œil qui est un organe dis immuno- privilégié, la nécessité d’un 

tel traitement a souvent été débattu. Cependant puisque plusieurs études suggèrent que ce privilège 

n’est pas parfait (Algvere et al., 1999; Streilein et al., 2002; Sugita et al., 2017; Zhang and Bok, 1998), 

tous les patients greffés jusqu’à aujourd’hui ont reçu un traitement immunosuppresseur soit par voie 

orale soit sous la forme d’implants intraoculaires. L’observation qu’un implant local est suffisant pour 
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maintenir la survie du greffon à long terme devrait d’ailleurs permettre à l’avenir de limiter les effets 

secondaires liés à un traitement immunosuppresseur systémique (da Cruz et al., 2018).  Une autre 

approche, plus réaliste d’un point de vue économique que la greffe autologue, a été envisagé afin de 

limiter les risques de rejet. Il s’agit de la création de banques d’hiPSCs « haplotypées » à partir de 

donneurs sélectionnés selon leur profil HLA de manière à ce que ces lignées soient compatibles avec 

le plus de receveurs possibles. Toutefois des études supplémentaires seront nécessaires afin de 

déterminer avec précision combien de lignées différentes vont être requises pour couvrir une 

majorité de la population et dans quelles mesures l’utilisation de ces cellules « haplotypées » permet 

de diminuer l’utilisation des traitements immunosuppresseurs (de Rham and Villard, 2014; Sugita et 

al., 2016). 

Pour conclure, bien que les premiers essais de thérapie cellulaire menés chez l’homme soient 

très prometteurs, il ne faut pas oublier que le traitement de quelques patients en essai clinique n’est 

qu’une étape vers la mise au point d’un traitement commercialisable et accessible au plus grand 

nombre. Ainsi l’adaptation du protocole de différenciation à grande échelle et la maitrise des coûts 

liés à la production du greffon sont des éléments trop souvent négligés qui doivent être pris en 

compte dès le départ lorsqu’on se lance dans ce type de projet. 

3. Problématiques liées à l’utilisation des CSPhs pour la modélisation pathologique  

Comme nous l’avons vu avec la modélisation des atteintes de l’EPR associées à la mutation 

d’APC, l’utilisation des CSPhs peut permettre, dans une certaine mesure, de récapituler in vitro les 

symptômes d’une pathologie et d’étudier les mécanismes qui en sont responsables. Ce type de 

modèle se révèle particulièrement intéressant dans le cadre des maladies rétiniennes pour lesquelles 

très peu de lignées cellulaires humaines pertinentes sont disponibles. Toutefois, l’utilisation des 

CSPhs pour la modélisation pathologique présente encore de nombreuses limites qu’il faudra 

dépasser à l’avenir.  

Tout d’abord, la variabilité observée entre des lignées de CSPhs provenant d’embryons ou de 

donneurs différents rend souvent difficile l’interprétation des résultats obtenus. Jusqu’à récemment, 

2 stratégies principales étaient utilisées afin de s’assurer qu’un phénotype « pathologique » était 

bien causé par la mutation d’un gène d’intérêt et non pas par des différences de fond génétique. La 

première consistait à comparer un grand nombre de lignées saines et mutantes ce qui pouvait 

s’avérer couteux et fastidieux, sans compter qu’il n’est pas toujours possible d’avoir accès à plusieurs 

lignées d’hESCs mutantes. La seconde option consistait quant à elle à employer des ARNs interférents 

dans le but d’essayer de mimer l’effet d’une mutation dans des lignées saines ou à l’inverse d’utiliser 

des plasmides permettant de réexprimer le gène sauvage dans des lignées mutantes pour restaurer 
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leurs phénotypes. Cependant, il faut garder à l’esprit que les ARNs interférents n’ont en général pas 

une efficacité parfaite, que leur effet est temporaire et que leur utilisation ne permet pas de mimer 

le potentiel gain de fonction d’une protéine tronquée. De plus, puisque dons notre cas il nous était 

difficile de transfecter efficacement les cellules de l’EPR, l’utilisation de siRNA ou de plasmide pour 

confirmer que les phénotypes observés étaient bien dus à la mutation d’APC n’était pas 

envisageable. Heureusement, au cours des dernières années l’avènement de la technologie 

CRISPR/Cas9 a permis de résoudre en grande partie les problèmes de variabilités liées aux 

différences de fond génétique via la génération par mutagénèse dirigée de lignées de CSPhs 

isogéniques ayant pour seule différence la mutation d’un gène d’intérêt.  

Lorsque j’ai débuté ma thèse en 2014, l’utilisation du système CRISPR/Cas9 sur les CSPhs en 

était à ses balbutiements et, comme nous l’avons vu, l’efficacité d’édition du génome bien que très 

supérieure à ce qui était obtenu auparavant avec les TALENs ou les méga-nucléases demeurait 

relativement faible dans ce type cellulaire. C’est pourquoi nous avons opté pour la stratégie la plus 

simple possible en comptant sur les erreurs induites par la jonction d’extrémités non-homologues 

lors de la réparation des cassures doubles brins de l’ADN pour générer une lignée de CSPhs 

isogéniques mutantes APC. Depuis, de multiples stratégies ont été employées afin d’améliorer 

l’efficacité de l’édition du génome des CSPhs. Ces stratégies diverses et variées vont de l’utilisation 

de Cas9 modifiées pour en augmenter l’efficacité et la spécificité jusqu’à l’utilisation de petites 

molécules permettant de diminuer l’activité du NHEJ pour favoriser la recombinaison homologue, en 

passant par l’amélioration des protocoles de transfection via l’utilisation, par exemple, de complexes 

ribonucléoprotéiques permettant d’apporter la Cas9 à la cellule directement sous forme protéique 

associée à l’ARNg de son choix (Zhang et al., 2017). Au-delà de la génération de contrôles isogéniques 

pour confirmer l’existence d’un phénotype pathologique, il est désormais possible de générer des 

lignées de CSPhs rapportrices de l’expression d’un gène, d’introduire plusieurs mutations dans une 

même lignée cellulaire, d’y introduire des mutations conditionnelles ou encore d’y introduire des 

transgènes dont l’expression est inductible. Ainsi, le perfectionnement de la technologie CRISPR/Cas9 

à considérablement élargi le champ des possibilités concernant l’utilisation des CSPhs pour la 

modélisation pathologique.  

 Une autre limite liée à l’utilisation des CSPhs pour la modélisation de certaines maladies 

provient du fait que les cellules différenciées à partir de ces dernières conservent généralement un 

phénotype fœtal, comme en témoigne les cellules de l’EPR qui synthétisent de la mélanine en 

continue ou le temps nécessaire à l’obtention de photorécepteurs exprimant des marqueurs matures 

tels que l’opsine. De ce fait, l’utilisation de ces cellules pour modéliser des pathologies se 

manifestant tardivement, telle que la DMLA, pose question. Afin de pouvoir modéliser efficacement 
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ce type de maladie il faudrait en réalité parvenir à induire la maturation des cellules dérivées de 

CSPhs d’une part et réussir à reproduire les effets du vieillissement sur ces dernières d’autre part 

(Cornacchia and Studer, 2017). Concernant l’obtention de cellules matures plusieurs approches sont 

envisageables. La culture prolongée par exemple est souvent suffisante pour induire l’expression de 

marqueurs de plus en plus matures mais cela peut prendre plusieurs mois et se révèle donc long et 

fastidieux. Afin d’accélérer ce processus il est bien évidemment possible d’essayer d’améliorer les 

protocoles de différenciation via l’ajout de cytokines ou de petites molécules visant à reproduire les 

étapes tardives du développement mais ces dernières sont généralement moins bien caractérisées 

que les étapes précoces car plus complexes. Enfin, puisqu’il a été observé à de nombreuses reprises 

que greffer des progéniteurs permettait d’induire leur maturation, il est également possible 

d’essayer de reproduire en culture l’environnement « normal » de ces cellules via la mise en place de 

système de coculture ou l’application de stress mécaniques pour les cellules qui y sont normalement 

soumises. La manière de reproduire en culture les effets du vieillissement demeure de son côté plus 

énigmatique. Certaines équipes ont tout de même tenté de l’induire via différentes stratégies 

comme le raccourcissement des télomères ou l’expression de la progérine, la protéine responsable 

de ce qui ressemble à un vieillissement accéléré chez les patients atteints de Progéria (Miller et al., 

2013; Vera et al., 2016). Mais ces méthodes bien qu’induisant l’apparition de certains marqueurs 

associés au vieillissement restent très artificielles et ne permettent certainement pas de récapituler 

toutes les caractéristiques du vieillissement « naturel ».  

 Enfin, jusqu’à récemment les modèles pathologiques créés à partir de CSPhs demeuraient 

relativement simples et n’offraient la possibilité d’étudier l’effet d’une mutation que sur un seul type 

cellulaire à la fois. Or, dans de nombreux cas de rétinites pigmentaires par exemple, la mutation 

responsable de la pathologie affecte le fonctionnement des cellules de l’EPR ce qui entraine de 

manière indirecte la dégénérescence des photorécepteurs et la perte de la vision. Par conséquent, il 

est impossible de récapituler pleinement ces pathologies in vitro en cultivant ces 2 types cellulaires 

séparément. De la même manière, le symptôme de néovascularisation de la choroïde observé dans la 

forme humide de la DMLA ne peut être reproduit in vitro sans reconstituer la barrière hémato-

rétinienne dans son ensemble. Un premier pas vers la génération de modèles plus complexes a été 

réalisé au cours des dernières années avec la différenciation des CSPhs en organoïdes 3D, tels que les 

« optic cup », qui permettent d’étudier les interactions entre plusieurs types cellulaires en condition 

saines et pathologiques. Toutefois, ce type de modèle est compliqué à manipuler et permet 

difficilement, par exemple, d’introduire une mutation dans un seul type cellulaire afin d’observer 

l’effet indirect que cela a sur les autres et ainsi, faire la différence entre les mécanismes cellulaires 

autonomes et non autonomes. C’est pourquoi des approches d’ingénierie tissulaire ont récemment 
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été utilisées dans le but de créer des modèles qui représenteraient la diversité cellulaire d’un tissu, 

tout en restant facilement manipulables. Lors du congrès ARVO en 2017, l’équipe du Dr. Bharti a par 

exemple présenté un modèle de barrière hémato-rétinienne constituée de cellules endothéliales et 

de cellules de l’EPR dérivées de CSPhs séparées par un polymère, le tout généré par Bio-impression 

3D. Les résultats préliminaires présentés ce jour-là tendaient à montrer que ce modèle permettait de 

reproduire la néovascularisation de la choroïde observée chez les patients atteint de la forme 

humide de la DMLA en utilisant des hiPSCs reprogrammées à partir de fibroblastes provenant de ces 

patients.  

Les puces microfluidiques se révèlent également être un outil intéressant pour la 

reconstruction de tissu in vitro en permettant la communication de type cellulaires différents tout en 

compartimentant leur culture. Récemment, un modèle de barrière hémato-rétinienne a également 

été générée grâce à cette technologie (Figure 36) (Yeste et al., 2017). Les lignées cellulaires utilisées 

dans l’étude en question étaient rudimentaires mais le concept n’en demeure pas moins intéressant 

et l’on peut facilement imaginer les remplacer par des cellules dérivées de CSPhs afin de créer un 

modèle plus physiologique. L’avantage ici étant qu’il est possible par exemple, d’introduire des 

cellules mutées dans un seul compartiment cellulaire et d’observer l’effet « cellulaire non 

autonome » de cette mutation sur les autres cellules.  

 

Figure 36. Représentation schématique d’une puce microfluidique visant à reconstituer la barrière 

hémato-rétinienne. HREC (human retinal endothelial cells), SH-SY5Y (human neuroblastoma cell 

line), ARPE19 (human retinal pigment epithelial cell line)  (Yeste et al., 2017). 

 Ainsi, les avancées technologiques réalisées au cours des dernières années tels que le 

développement de la technologie CRISPR/Cas9, de la Bio-impression 3D ou encore des puces 

microfluidiques ouvrent de nouvelles perspectives dans le cadre de la modélisation pathologiques 

avec les CSPhs. Toutefois, rendre ces nouvelles technologies compatibles avec les techniques 

d’analyse à haut débit afin de pouvoir en tirer pleinement profit promet d’être un sacré challenge. 
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II. Intérêt des CSPhs pour la modélisation des symptômes non rétiniens 

associées à la PAF 

Au cours de ma thèse je me suis focalisé sur la modélisation des atteintes rétiniennes 

associées à la mutation d’APC afin de comprendre le rôle de cette protéine dans la régulation de la 

mélanogénèse et de la prolifération de ces cellules. Cependant, comme décrit dans l’introduction, la 

PAF est une maladie multi-systémique dont l’atteinte principale se situe au niveau du colon. Dès lors, 

il est naturel de se demander s’il est également faisable et pertinent d’utiliser les CSPhs mutantes 

APC pour modéliser ce symptôme.  

Pour répondre à cette question, il faut tout d’abord se demander s’il est actuellement 

possible de différencier des CSPhs en cellules intestinales. En 2011, Spence et al. ont décrit un 

protocole permettant de générer de manière efficace à partir de CSPhs des organoïdes intestinaux 

comprenant tous les types cellulaires de l’épithélium intestinal dans des proportions similaires à ce 

qui est observé in vivo (Spence et al., 2011). Il apparait donc tout à fait envisageable d’utiliser ce 

protocole pour différencier des CSPhs mutantes APC afin de rechercher un phénotype pathologique 

chez les organoïdes ainsi générés. Cela a même déjà été réalisé par Crespo et al. qui, dans une étude 

parue en 2017, ont utilisé une version légèrement modifiée du protocole de Spence et al. afin 

d’induire la différenciation d’hiPSCs reprogrammées à partir de fibroblastes de patients atteints de 

PAF en organoïdes coliques. Dans cette étude, les auteurs observent une augmentation de l’activité 

de la voie Wnt/β-caténine et une prolifération accrue de l’épithélium intestinal chez les organoïdes 

mutants APC. De plus, les auteurs y démontrent que l’utilisation de la Généticine permet de 

restaurer une prolifération normale chez les organoïdes mutants sans affecter celle des organoïdes 

sauvages (Crespo et al., 2017). 

Ainsi, les organoïdes intestinaux différenciés à partir de CSPhs mutantes APC semblent être 

un model pertinent des atteintes intestinales de la PAF. Aux vues de l’implication de la mutation de 

ce gène dans plus de 80% des cancers colorectaux, on peut alors se demander pourquoi si peu 

d’études utilisant ce modèle sont parues depuis 2011 et la publication du protocole de Spence et al. 

Cela pose en réalité la question de l’utilité d’un tel modèle. Dans le cas des atteintes de l’EPR 

l’utilisation des CSPhs se justifiait par l’absence d’autres modèles cellulaires humains pertinent pour 

la modélisation de ce symptôme. En effet, les cellules de l’EPR adultes primaires étant extrêmement 

difficile à maintenir en culture au-delà de quelques passages, leur emploi dans la recherche est très 

limité. D’un autre côté, les lignées immortalisées de cellules de l’EPR telle que la lignée ARPE-19 ont 

une morphologie très différente des cellules in vivo et leur pigmentation est rarement observée en 

culture. Les cellules de l’EPR dérivées de CSPhs apparaissaient donc comme le meilleur modèle 
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humain pour étudier le rôle d’APC dans ce tissu. Dans le cas des atteintes intestinales en revanche, la 

situation est très différente. Tout d’abord, de multiples lignées cellulaires sont disponibles et ont déjà 

prouvé leur utilité pour l’étude des foncions d’APC dans ce tissu. Mais surtout, il est possible de 

générer des organoïdes à partir de cryptes intestinales récoltées lors de biopsies qui ressemblent 

fortement à ceux obtenus par différenciation des CSPhs (Sato et al., 2009). On peut ainsi non 

seulement générer des organoïdes à partir de cryptes provenant de personnes saines et de patients 

atteints de PAF, mais on peut en plus en générer à partir de cryptes provenant d’adénome plus ou 

moins avancés pour étudier les différent stades de leur progression (Fujii et al., 2016). Récemment, 

ce type d’organoïde a même été utilisé en combinaison avec la technologie CRISPR/Cas9 afin de 

modéliser in vitro la progression du cancer colorectal en introduisant de manière successive des 

mutations dans les gènes APC, K-RAS, SMAD4, P53 et PIK3CA (Matano et al., 2015). Par conséquent, 

bien que les organoïdes intestinaux dérivées de CSPhs soient un outil précieux dans d’autres 

domaines tels que l’étude du développement de l’intestin, ils ne représentent qu’un intérêt limité 

pour la modélisation de la PAF et du cancer colorectal. Leur unique avantage dans ce contexte réside 

dans la facilité d’accès des CSPhs par rapport au cryptes intestinales humaines et dans la quantité 

d’organoïdes qu’il est possible de générer à partir de ces cellules, ce qui ne représente un réel atout 

que dans le cadre d’applications spécifiques nécessitant une quantité très importante de matériel 

biologique. Le criblage de composées pharmaceutiques à haut débit est l’une de ces applications 

mais, pour l’heure, la variabilité des structures 3D obtenues après différenciation ainsi que la 

nécessité d’inclure les organoïdes dans du matrigel rend difficile la miniaturisation de leur culture et 

l’identification de marqueurs biologiques quantifiables à haut débit. Toutefois, il est à noter que la 

miniaturisation de la différenciation et de la culture d’organoïdes rénaux a récemment été décrite et 

a permis la réalisation d’un criblage de molécules à petite échelle sur des organoïdes mutants 

(Czerniecki et al., 2018), démontrant ainsi la faisabilité de ce type d’approche. Il est donc très 

probable que la différenciation et la culture des organoïdes intestinaux dérivés de CSPhs soient très 

prochainement miniaturisées et automatisées à leur tour afin de permettre la réalisation de criblages 

à haut débit sur ce modèle. 

De la même manière que pour les atteintes intestinales, il apparait possible de modéliser les 

tumeurs desmoïdes associées à la PAF à l’aide des CSPhs. En effet, plusieurs études semblent 

démontrer que ces tumeurs dérivent de cellules souches mésenchymateuses (CSMs) (Wu et al., 

2010). Or, la différenciation des CSPhs vers ce type cellulaire est relativement bien maitrisée, même 

si l’équivalence entre les CSMs adultes et celles dérivées de CSPhs est toujours sujet à débat (West et 

al., 2016). Mais là encore, d’autres modèles cellulaires humains pertinents sont déjà disponibles ce 

qui remet en question la nécessité d’un modèle dérivé de CSPhs.  En effet, il est possible d’établir des 
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lignées cellulaires primaires, amplifiables sur plusieurs passages, à partir de fibroblastes ou de CSMs 

récoltées sur des tumeurs desmoïdes (Carothers et al., 2012; Ghanbari-Azarnier et al., 2013). De plus, 

si l’on souhaite s’intéresser spécifiquement à l’impact de la mutation d’APC sur ce type cellulaire sans 

être biaisé par les mutations additionnelles dont sont probablement porteuses des cellules prélevées 

sur des tumeurs à un stade déjà avancé, il apparait désormais relativement simple d’introduire une 

mutation sur ce gène chez des CSMs adultes saines grâce à la technologie CRISPR/Cas9. Par 

conséquent, le principal intérêt de l’utilisation des CSPhs pour la modélisation des tumeurs 

desmoïdes réside une nouvelle fois dans leur facilité d’accès et la quantité de matériel biologique 

qu’il est possible d’obtenir grâce à ces cellules. En effet, bien que les CSMs adultes puissent être 

amplifiées sur plusieurs passages, il a été démontré que contrairement au CSPhs elles étaient tout de 

même soumises à la sénescence réplicative qui se caractérise au-delà d’un certain nombre de 

passage par une diminution de la vitesse de prolifération, des changement morphologiques, la perte 

de l’expression de certains marqueurs et une diminution de la capacité de différenciation (Wagner et 

al., 2008). Par conséquent, les fibroblastes et même les CSMs récoltées sur des patients ne 

représentent pas une ressource biologique intarissable et l’utilisation de CSMs dérivées de CSPhs 

peut permettre la réalisation de projets nécessitant une quantité très importante de cellules.   

En conclusion, avant de s’orienter vers l’utilisation des CSPhs pour modéliser une pathologie 

il est important de se demander s’il n’existe pas un autre modèle cellulaire plus avantageux pour 

l’application que l’on envisage. Les CSPhs sont un outil puissant offrant la possibilité d’avoir accès à 

une quantité quasi-illimitée de matériel biologique et cela même pour des tissus habituellement 

difficiles d’accès chez l’homme comme la rétine. Toutefois, il ne faut pas oublier que leur utilisation 

comporte également un certain nombre d’inconvénients tels que le temps de culture nécessaire à la 

différenciation vers le type cellulaire d’intérêt, les variations observées d’une différenciation à l’autre 

qui peuvent compliquer la réplication des résultats ou encore la conservation de caractéristiques 

fœtales par les cellules différentiées. Ainsi, leur utilisation dans le cadre de la modélisation 

pathologique ne doit pas devenir systématique et doit se faire de manière complémentaire avec celle 

des modèles animaux et cellulaires déjà disponibles. 
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CONCLUSION 

Les objectifs de ma thèse étaient : (1) la mise au point d’un protocole de différenciation des 

CSPhs en cellules de l’EPR suffisamment efficace pour permettre d’automatiser la production de ces 

cellules et (2) l’utilisation de ce protocole pour la différenciation des hESCs mutantes APC afin de 

modéliser les atteintes rétiniennes associées à la PAF. 

En permettant d’envisager la production des cellules de l’EPR à grande échelle, le protocole 

de différenciation automatisé décrit dans la première partie de cette thèse représente un pas en 

avant vers la mise au point d’un traitement accessible au plus grand nombre contre la DMLA et 

certaines rétinites pigmentaires. Toutefois, quelques ajustements demeurent nécessaires avant de 

pouvoir envisager son utilisation en clinique, tel que le remplacement du Matrigel par une matrice 

xéno-free. De plus, son efficacité pour la différenciation des hiPSCs reste à démontrer. En effet, pour 

l’heure, seules des hESCs ont été différenciées avec cette méthode, or puisque plusieurs protocoles 

préalablement publiés présentent une efficacité de différenciation plus faible à partir d’hiPSCs, il est 

possible qu’il en soit de même avec le nôtre. C’est pourquoi il faudra rapidement vérifier que 

l’efficacité de notre protocole demeure suffisante lors de la différenciation de cellules 

reprogrammées pour permettre l’automatisation du procédé. 

D’autre part, la différenciation des hESCs mutantes APC en cellules de l’EPR réalisée dans la 

seconde partie de cette étude a permis de mettre en évidence, dans un contexte humain, le rôle de 

cette protéine dans la régulation de la pigmentation et de la prolifération de ces cellules. Ainsi, 

l’identification des mécanismes responsables de l’hyperpigmentation des cellules mutantes APC 

devrait permettre de mieux comprendre la régulation de la mélanogénèse chez les cellules de l’EPR, 

un phénomène jusque-là principalement étudié dans les mélanocytes. D’un autre côté, comprendre 

les mécanismes responsables de l’arrêt de la division des cellules mutantes APC pourrait permettre 

d’identifier des voies de signalisation à cibler dans le but de moduler la prolifération des cellules de 

l’EPR, ce qui représente un réel intérêt dans le cadre de certaines rétinopathies impliquant une 

atrophie ou une prolifération anormale de ces cellules. 

 D’un point de vue personnel, les difficultés rencontrées au cours de ma thèse m’ont permis 

de me rendre compte de certaines problématiques inhérentes à l’utilisation des CSPhs. Notre 

incapacité à obtenir des cellules de l’EPR avec certains protocoles préalablement publiés souligne par 

exemple qu’il est extrêmement difficile de mettre au point des méthodes de différenciation 

reproductibles. L’efficacité d’un protocole de différenciation peut en effet varier d’une lignée 

cellulaire à une autre mais également d’un laboratoire à un autre pour une même lignée sans que les 
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raisons en soient clairement établies. Dans le cadre de la modélisation pathologique, vient s’ajouter à 

cela le fait que la mutation d’intérêt peut interférer dans le processus de différenciation comme ce 

fut le cas pour nous avec la mutation d’APC. Bien que l’optimisation du protocole de différenciation 

nous ai permis d’obtenir des cellules mutantes en quantité suffisante pour mener l’étude, l’efficacité 

de la différenciation de ces cellules est toujours restée très inférieure à celle des cellules sauvages et 

ce, même pour la lignée mutante générée par ingénierie génétique à partir d’une lignée saine. La 

mise au point d’un protocole de différenciation spécifique à ces cellules avec, par exemple, 

l’utilisation d’inhibiteurs de la voie Wnt aurait peut-être pu permettre de compenser cette 

différence. Toutefois, puisqu’il n’est possible de comparer des cellules mutantes et sauvages que si 

ces dernières sont cultivées dans les mêmes conditions, il aurait fallu que ce protocole convienne 

également à ces dernières. De plus, il parait difficilement concevable de mettre au point un nouveau 

protocole de différenciation à chaque fois que ce type de problème se présente.  

Ainsi, je me suis aperçu durant ma thèse qu’il était important d’optimiser les protocoles de 

différenciation existant et cela même pour des types cellulaires tel que l’EPR dont la différenciation 

est considérée comme maitrisée. Par conséquent, si j’en ai la possibilité, je souhaiterai à l’avenir 

étudier le développement oculaire afin de participer à l’amélioration des protocoles de 

différenciation des CSPhs vers les différents types cellulaires de la rétine, voir vers des types 

cellulaires appartenant à d’autres structures de l’œil.  
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ANNEXES 

Annexe 1 : Human ESC-derived retinal epithelial cell sheets potentiate rescue of 

photoreceptor cell loss in rats with retinal degeneration 
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Annexe 2 : Liste des amorces utilisées 
 

Gene   SEQUENCE 

18S 
FRW GAGGATGAGGTGGAACGTGT 

REV TCTTCAGTCGCTCCAGGTCT 

NANOG 
FRW CAAAGGCAAACAACCCACTT 

REV TCTGCTGGAGGCTGAGGTAT 

RAX 
FRW GGCAAGGTCAACCTACCAGAG   

REV CATGGAGGACACTTCCAGCTT   

SIX3 
FRW CCTCCCACTTCTTGTTGCCA 

REV CGCTACTCGCCAGAAGTATGG 

PAX6 
FRW GCCAGCAACACACCTAGTCA 

REV TGTGAGGGCTGTGTCTGTTC 

VSX2 
FRW CTGCCGGAAGACAGGATACA 

REV TAGAGCCCATACTCCGCCA 

MITF 
FRW CCGGGTGCAGAATTGTAACT 

REV GGACAATTTTGGCATTTTGG 

RPE65 
FRW AGCACTGAGTTGAGCAAGCA 

REV GGCCTGTCTCACAGAGGAAG 

CRALBP 
FRW CACGCTGCCCAAGTATGATG 

REV CCAGGACAGTTGAGGAGAGG 

TYROSYNASE 
FRW GTGTAGCCTTCTTCCAACTCAG 

REV GTTCCTCATTACCAAATAGCATCC 

BEST1 
FRW GTCAGAGGCTCCTCCTTCCT 

REV TCTGCTCCACCAGTGTTCTG 

LUM 
FRW TCACATGCCACACCACAAGA 

REV CAGTCACGCCAGTCTCTGAA 

FN1 
FRW CTGGCCAGTCCTACAACCAG   

REV CGGGAATCTTCTCTGTCAGCC 

COX-2 
FRW CCCTTCTGCCTGACACCTTT 

REV TTCTGTACTGCGGGTGGAAC 

TCF1 
FRW GGCTTCTACTCCCTGACCTC 

REV TGCTTGTGTCTTCAGGTTGC 

AXIN2 
FRW TAACCCCTCAGAGCGATGGA 

REV AGTTCCTCTCAGCAATCGGC 

APC HRM 
FRW CCGAGTCCTTCATCTTTTGG 

REV TGCTTTGAAACATGCACTACG 

APC gRNA 
FRW CACCGTGGCAGGAAGCTCATGAACC 

REV AAACGGTTCATGAGCTTCCTGCCAC  
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Annexe 3 : Liste des anticorps utilisés 
 

Antibody Host Company Reference Dilution Application 

PAX6 Rabbit Biolegend PRB-278P 1/500 Immunofluorescence 

MITF Mouse Dako M3621 1/250 Immunofluorescence 

VSX2 Goat Santa Cruz Biotechnology sc-21690 1/250 Immunofluorescence 

TYRP1 Mouse LifeSpan BioSciences MS-771-P1 
1/500  
1/100 

Immunofluorescence - 
Flow cytometry 

EZRIN Mouse Sigma  E8897 1/250 Immunofluorescence 

ZO-1 Rabbit Invitrogen 402300 1/500 Immunofluorescence 

BEST Mouse Abcam ab2182 1/250 Immunofluorescence 

MERTK Rabbit Abcam  Y323 1/500 Immunofluorescence 

NANOG Rabbit Santa Cruz Biotechnology sc-33760 1/500 Immunofluorescence 

OCT 3/4 Goat Santa Cruz Biotechnology sc-5279 1/500 Immunofluorescence 

SSEA4 Mouse R&D systems  FAB1435A 1/100 Flow cytometry 

TRA1-60 Mouse Santa Cruz Biotechnology sc-21705 1/500 Immunofluorescence 

TRA1-81 Mouse Santa Cruz Biotechnology sc-21706 1/500 Immunofluorescence 

TRA1-81 Mouse eBioscience  12-8883-82 1/100 Flow cytometry 

TYROSYNASE Mouse Abcam ab738 1/1000 Western Blot 

MITF Rabbit Abcam ab20663 1/1000 Western Blot 

P21 Rabbit Santa Cruz Biotechnology sc-397 1/500 Immunofluorescence 
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Titre : Automatisation de la différenciation des cellules souches pluripotentes humaines en cellules de 

l’épithélium pigmentaire rétinien et modélisation des symptômes rétiniens associés à la mutation d’APC 

Mots clés : Cellules souches pluripotentes humaines, épithélium pigmentaire rétinien, thérapie cellulaire, 

modélisation pathologique, polypose adénomateuse familiale 

Résumé : Les premiers essais cliniques visant à greffer des cellules de l’épithélium pigmentaire rétinien 

(EPR) dérivées de cellules souches pluripotentes humaines (CSPhs) chez des patients atteints de 

dégénérescence maculaire liée à l’âge ou de rétinites pigmentaires se sont révélés à la fois satisfaisants 

du point de vue de la tolérance et prometteurs du point de vue de l’efficacité. Toutefois, ils ont également 
pointé du doigt la nécessité d’un protocole de différenciation plus efficace, plus robuste et moins onéreux 

que ceux employés actuellement avant de pouvoir utiliser ce traitement en routine. Au cours de cette 

étude, nous avons mis au point un nouveau protocole de différenciation récapitulant les principales 
étapes de la rétinogenèse via l’utilisation séquentielle de seulement 3 composés (Nicotinamide, Activine 

A et CHIR99021). Ce protocole a permis d’automatiser la différenciation des cellules de l’EPR et permet 

donc d’envisager la production de ces cellules à grande échelle pour la mise au point d’un traitement 

accessible au plus grand nombre. 

Dans un second temps, nous avons utilisé ce nouveau protocole de différenciation pour 

modéliser les atteintes rétiniennes associées à la Polypose Adénomateuse Familiale (PAF). La PAF est 

une maladie héréditaire à transmission autosomique dominante causée par la mutation du gène 
suppresseur de tumeur Adenomatous Polyposis Coli (APC). Cette pathologie se caractérise 

principalement par l’apparition de quelques centaines à plusieurs milliers d’adénomes dans le colon, 

mais certains patients présentent également des symptômes extra-intestinaux dont le plus courant est la 
formation de lésions pigmentées du fond de l’œil. Bien que presque toujours bénignes, la présence de ces 

lésions suggère un rôle d’APC dans le développement et l’homéostasie de l’EPR. La différenciation de 

CSPhs porteuses d’une mutation sur APC en cellules de l’EPR nous a ainsi permis de mettre en évidence 
un rôle nouveau pour cette protéine dans la régulation de mélanogénèse et de la prolifération de ces 

cellules. 
 

 

Title : Automation of human pluripotent stem cell differentiation toward retinal pigment epithelial cells 

for large-scale productions and modeling of the retinal manifestations associated with familial 

adenomatous polyposis 

Keywords : Pluripotent stem cells, retinal pigment epithelium, cell therapy, disease modeling, familial 

adenomatous polyposis 

Abstract : First attempts to transplant retinal pigment epithelial (RPE) cells derived from human 
pluripotent stem cells (hPSCs) in patients affected by age related macular degeneration or retinitis 

pigmentosa have shown both satisfactory safety results and promising efficacy results. However, they 

also highlighted the need for more robust and efficient differentiation protocols to treat large numbers of 
patients. In our study, we used only three compounds in a sequential manner (Nicotinamide, Activin A 

and CHIR99021) to develop a novel differentiation protocol that summarizes the main steps of 

retinogenesis. This protocol enabled us to automate RPE cells differentiation and, thus, should enable the 

large-scale production of these cells for the development of a treatment accessible to all.  

Secondly, we used this new differentiation protocol to model retinal manifestations of Familial 

Adenomatous Polyposis Coli (FAP). FAP is an autosomal dominant inherited disease due to the 

mutation of the tumor suppressor gene Adenomatous Polyposis Coli (APC). This disease is mainly 
characterized by the development of hundreds to thousands of adenomas in the rectum and colon but also 

by various extra -intestinal manifestations. Among these manifestations, pigmented ocular fundus lesions 

are the most common. Although these lesions are almost always benign, they suggest a role for APC in 
the development and the homeostasis of the RPE. In this study, we differentiated hPSCs harboring APC 

mutations into RPE cells and described a new role for this protein in the regulation of the melanogenesis 

and the proliferation of these cells.  


