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Avant-propos 

Mon travail de thèse s’intéresse à la modélisation cellulaire et animale de la Granulomatose 

Septique Chronique grâce à la technologie des cellules souches pluripotentes induites afin de 

développer de nouvelles approches thérapeutiques, et notamment la thérapie protéique basée sur 

l’utilisation de protéoliposomes. 

Le premier chapitre de ce mémoire présentera donc la Granulomatose Septique Chronique. 

Le mécanisme physiopathologique de cette pathologie ainsi que les traitements actuellement 

disponibles seront décrits brièvement. Différentes publications issues de mon travail de thèse seront 

introduites et discutées dans ce manuscrit. La première publication, faisant écho au premier chapitre 

de l’introduction, est une revue sur l’impact de la déficience de production des dérivés toxiques de 

l’oxygène en pathologie humaine et plus particulièrement celle due aux mutations géniques des 

membres de la famille des NADPH oxydases (O’Neill et al., 2015a). 

Puis nous aborderons dans un second chapitre la technologie des cellules souches 

pluripotentes induites, technologie révolutionnaire qui a déjà permis de créer depuis 2006 des 

modèles cellulaires de maladies rares ou de maladies ne possédant pas préalablement de modèles 

physiopathologiques. Nous verrons plus en détail les techniques de différenciation hématopoïétique 

à partir des cellules souches pluripotentes ainsi que leur utilité pour la production de cellules 

matures neutrophiles et macrophages pour la modélisation physiopathologique de la CGD, et pour la 

génération de modèles murins dits « humanisés ». 

Enfin, le troisième chapitre de cette introduction sera consacré aux protéoliposomes, un outil 

innovant pour « vectoriser » des protéines membranaires et, dans notre cas, utilisé dans un but 

thérapeutique. Nous verrons plus particulièrement les moyens de produire in vitro des protéines 

recombinantes, notamment membranaires, et les applications plus générales de ces 

protéoliposomes.  

 La partie travail expérimental de ma thèse sera composée de trois parties. La publication 

consacrée à la modélisation cellulaire de la CGD grâce à la technologie des cellules iPS sera présentée 

et discutée en première partie (Brault et al., 2014). Puis, une seconde partie sous forme d’un article 

en rédaction décrira les travaux portant sur la preuve de concept de la thérapie protéique de la CGD 

grâce aux protéoliposomes. Enfin, des résultats préliminaires correspondant à la production de 

cellules souches hématopoïétiques pour la génération de souris humanisées grâce aux cellules iPS 

clôtureront cette partie consacrée aux résultats. 

Nous finirons par une conclusion de l’ensemble de ces résultats et par les perspectives 

futures de ce travail. 
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CHAPITRE I – La Granulomatose Septique Chronique 

1. Le complexe NADPH oxydase des cellules phagocytaires 

Les phagocytes (neutrophiles, macrophages/neutrophiles, éosinophiles) sont les principaux acteurs 

de la réponse immunitaire innée non spécifique, et constituent la première ligne de défense de l’hôte 

contre les microorganismes.  

1.1. Les cellules phagocytaires neutrophiles et macrophages  

1.1.1. Les neutrophiles 

Les polynucléaires neutrophiles représentent près de 50-70 % des leucocytes circulants et possèdent 

une demi-vie courte dans le sang (environ 5 jours) (Pillay et al., 2010). Près de 1011 neutrophiles sont 

produits par jour, et cette quantité peut s’élever à 1012 par jour lors d’une infection. Ils possèdent un 

noyau polylobé et un cytoplasme contenant quatre types de granules : les granules primaires (ou 

azurophiles) riches en myéloperoxydase, défensine, élastase, lysozyme..., les granules secondaires 

(ou spécifiques) contenant principalement de la lactoferrine mais également du cytochrome b558 

(cytb558) et d’autres composés antimicrobiens, les granules tertiaires contenant des métalloprotéases 

comme la gélatinase MMP9, et enfin les vésicules sécrétoires contenant des protéines/récepteurs 

destinées à l'expression membranaire (dont le cytb558, CD11b, CD16…) ou d’autres molécules 

sécrétées dans le plasma (Borregaard and Cowland, 1997). Lors d’une infection de l’organisme 

humain, les pathogènes circulants vont être reconnus comme non-soi par le système immunitaire et 

donc être opsonisés par différentes molécules dont les immunoglobulines ou les dérivés du 

complément. Guidés par un gradient de concentration des chimioattractants libérés au site 

inflammatoire et infectieux [(peptides formylés (fMLP) relargués par les bactéries en destruction, 

(leucotriène (LT) B4, IL-8, fragments du complément C5a)], les neutrophiles circulants vont adhérer à 

l’endothelium vasculaire par l’intermédiaire d’intégrines. Aidés par une libération de protéases telles 

que la gélatinase à partir de leurs granules tertiaires, ils traversent la paroi vasculaire par diapédèse 

et migrent au site infectieux pour neutraliser les pathogènes. Les opsonines (IgG, dérivés du 

complément C3b) mais également les motifs PAMS (pathogen-associated molecular pattern) à la 

surface des agents pathogènes permettent leur reconnaissance par des récepteurs spécifiques des 

neutrophiles : récepteurs aux immunoglobulines, aux dérivés du complément et les TLR (Toll-like 

receptors) respectivement. Le processus de phagocytose est alors déclenché, permettant 

l’englobement intracellulaire des microorganismes (Figure 1). Les différentes granules migrent vers le 

phagosome avec des cinétiques différentes et forment un phagolysosome dans lequel ils déversent 
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les molécules lytiques responsables de la digestion du pathogène. Parallèlement à la phagocytose, le 

complexe NADPH oxydase membranaire est activé (comme nous le verrons plus loin) et produit des 

dérivés toxiques de l’oxygène également appelés formes réactives de l’oxygène (FRO) responsables 

de la mort du microorganisme (Mayadas et al., 2014). La formation de NETs (Neutrophil Extracellular 

Traps) qui consistent en une décondensation de la chromatine associée à une libération d’ADN et de 

protéines granulaires dans le milieu extracellulaire, va participer également à la défense anti-

infectieuse en piégeant et tuant les microorganismes (Brinkmann et al., 2004).  

 

Figure 1. Les processus de phagocytose et de production de dérivés toxiques de l’oxygène responsables de la destruction 

des microorganismes pathogènes développés par les polynucléaires neutrophiles lors d’une infection. D’après (DeLeo et 
al., 2009). 

1.1.2. Les macrophages 

Les macrophages sont issus de la différenciation des monocytes du sang circulant dans les tissus. Ils 

possèdent une durée de vie de plusieurs mois, ce qui est primordial puisqu’ils permettent alors de 

protéger le patient d’un risque d’infection quand la production de neutrophiles est interrompue 

(chimiothérapie, médicaments, transplantation de moelle osseuse…). Comme les neutrophiles, les 

macrophages vont jouer un rôle important dans la défense immunitaire grâce à la phagocytose des 

pathogènes et la production de FRO, mais également la modulation de l’immunité par la sécrétion de 

cytokines, de chimiokines et par leur capacité à présenter l’antigène. De plus, ils vont pouvoir 

phagocyter les cellules apoptotiques de l’organisme, participant ainsi à la résolution de 

l’inflammation (Davies et al., 2013). Ils possèdent également une enzyme, la iNOS (inducible nitric 

oxide synthase) responsable après induction par du LPS et IFNγ (interféron gamma) de la production 

de NO, dérivé toxique également antimicrobien mais aussi métabolite intermédiaire clé de la 

signalisation intracellulaire (MacMicking et al., 1997). 
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Il existe plusieurs types de macrophages : les macrophages M1 dits « activés classiquement », jouant 

un rôle majeur dans la réponse pro-inflammatoire, et les macrophages M2 dits « activés 

alternativement », possédant des fonctions immuno-modulatrices et favorisant le remodelage 

matriciel et la réparation tissulaire. Les macrophages peuvent être polarisés vers le type M1 à la suite 

d’une exposition à l’IFNγ, ou au TNFα (tumor necrosis factor) et LPS, ou vers le type M2 suite à 

l’exposition au M-CSF (macrophage-colony stimulating factor). Il existe 3 sous-types de macrophages 

M2 : M2a, M2b et M2c respectivement pro-fibrotiques, immunorégulateurs et immunosuppresseurs 

(Mantovani et al., 2004). 

1.2 Le complexe NADPH oxydase phagocytaire 

La famille des NADPH (Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate) oxydases chez l’Homme 

comprend 7 isoenzymes NOX/DUOX (NOX1-5, DUOX1 et DUOX2) qui sont exprimées dans de 

nombreux types cellulaires et tissus, et qui possèdent des mécanismes d’activation variés ainsi que 

des rôles biologiques physiologiques spécifiques. Ces enzymes NOX/DUOX sont, entre autres, 

impliquées dans des mécanismes de synthèse d’hormones, d’oncogénèse, des maladies du système 

nerveux central, du système cardiovasculaire et du métabolisme (Bedard and Krause, 2007; O’Neill et 

al., 2015b). Nous nous intéresserons ici uniquement à l’enzyme NADPH oxydase des cellules 

phagocytaires encore nouvellement appelée et de façon impropre NOX2. 

1.2.1 Structure  

La NADPH oxydase des phagocytes est un complexe enzymatique composé d’un élément protéique 

membranaire, le cytochrome b558, élément redox du complexe, formé des deux sous-unités gp91phox 

(ou NOX2) et p22phox, et de facteurs cytosoliques p40phox, p47phox et p67phox (phox = phagocytic 

oxydase) (Figure 2). Des petites protéines G Rac1 et Rac2 participent à la régulation de son activité. 

Ses différentes sous-unités sont sous forme dissociée dans les phagocytes au repos. Sous forme 

active, elle est responsable de la production d’anions superoxydes par réduction de l’oxygène 

moléculaire selon la réaction enzymatique suivante : 2 O2 + NADPH � 2 O2
- + NADP+ + H+ (Vignais, 

2002). 

� Le cytochrome b558 

La sous-unité NOX2 constitue la sous-unité β (ou chaîne lourde) du cytochrome b558 (cytb558). C’est 

une protéine fortement glycosylée de 570 acides aminés (PM : 65,3 kDa) composée de 6 hélices 

transmembranaires situées du côté amino-terminal comportant 2 sites extracellulaires de 

glycosylation (boucles C et E), de 2 boucles B et D intra-cytoplasmiques, et d’une queue cytosolique 

carboxy-terminale hydrophile contenant les sites potentiels de fixation du FAD (Flavine Adénine 
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Dinucléotide) et du NADPH (Figure 2) (Segal et al., 1992; Taylor et al., 1993). Les deux hèmes, liés à 4 

histidines situées dans le 3ème (résidus 101 et 115) et le 5ème passage transmembranaire (résidus 209 

et 222), sont essentiels au passage électronique du FAD vers l’O2 extracellulaire (Biberstine-Kinkade 

et al., 2001).  

La sous-unité α du cytb558, p22phox (ou chaîne légère), est une protéine non glycosylée de 195 acides 

aminés (PM : 22 kDa). Comme NOX2, sa structure n’est à ce jour pas complètement élucidée. Elle 

serait formée d’une région N-terminale avec des régions hydrophobes permettant son ancrage dans 

la membrane plasmique mais le nombre de passages transmembranaires (2 à 4) reste incertain 

(Burritt et al., 1998; Dahan et al., 2002; Groemping and Rittinger, 2005). Nous avons choisi de faire 

figurer 2 passages transmembranaires sur la Figure 2. Son expression n’est pas exclusivement 

restreinte aux cellules phagocytaires puisqu’on la retrouve dans de nombreux tissus associée à 

d’autres NOX (Bedard et Krause 2007). 

 

Figure 2. Le complexe NADPH oxydase au repos et après activation. D’après (O’Neill et al., 2015b) 

Le cytb558 doit son nom à ses propriétés spectrales spécifiques. Il peut être détecté et quantifié par 

son spectre différentiel à partir d’un extrait soluble membranaire. Ce spectre présente deux 

principaux pics d’absorption aux longueurs d’onde 426 nm et 558 nm (Batot et al., 1998; Stasia et al., 

2003). Le cytb558 a été appelé à l’origine flavocytochrome b-245 à cause des potentiels redox des deux 

hèmes à -225 mV et -265 mV, résultant en un potentiel moyen de -245 mV à pH 7 (Cross et al., 1995). 

� Les facteurs cytosoliques  

La sous-unité p47phox est une protéine de 390 acides aminés (PM : 44,7 kDa) qui possède un domaine 

C-terminal riche en résidus arginine et sérine avec 11 sites potentiels de phosphorylation (Volpp et 

al., 1989). Sous-unité organisatrice, elle permet la migration du complexe cytoplasmique p47phox-
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p40phox-p67phox jusqu’au cytb558 après activation de la NADPH oxydase (Figure 2) (El-Benna et al., 

2009; Marcoux et al., 2010).  

La sous-unité p67phox est une protéine de 526 acides aminés (PM : 59,8 kDa) contenant au niveau de 

sa partie N-terminale un domaine interagissant avec Rac, et également des domaines d’interaction 

avec p40phox, p47phox et le cytb558 (Figure 2) (Dang et al., 2011; Grizot et al., 2001a; Nisimoto et al., 

1997; Volpp et al., 1988). Elle est considérée comme « l’activateur » du complexe NADPH oxydase 

(Han et al., 1998; Paclet et al., 2000). 

Dernière sous-unité identifiée (Wientjes et al., 1993), p40phox est une protéine de 339 acides aminés 

(PM : 39 kDa) interagissant faiblement avec p47phox et p67phox (Figure 2), et dont la fonction 

régulatrice (activatrice ou inhibitrice) est toujours controversée (Matute et al., 2005). 

Rac1/2 appartient à la sous-famille Rho au sein de la superfamille Ras des petites protéines (environ 

21 kDa) liant le GTP sous leur forme active (Grizot et al., 2001b). Le cytosol des neutrophiles contient 

principalement Rac2 (> 96 %). Rac1/2 est nécessaire à la fonction de la NADPH oxydase et se lie 

exclusivement à p67phox (Sarfstein et al., 2004). L’activation du complexe NADPH oxydase nécessite sa 

dissociation de rhoGDI au niveau du cytosol et sa liaison au GTP (Figure 2) (Knaus et al., 1991). 

1.2.2 La synthèse et la maturation du cytochrome b558 

L’expression de NOX2 dans les neutrophiles est dépendante de la synthèse concomitante de la 

protéine p22phox et inversement (Parkos et al., 1989). La synthèse des deux sous-unités du cytb558 est 

donc nécessaire pour leur stabilisation mutuelle au niveau de la membrane (Beaumel et al., 2014). Le 

déroulement normal de l’ensemble des étapes de synthèse et de maturation de NOX2 et p22phox 

(Figure 3) permet d’obtenir un cytb558 membranaire fonctionnel essentiel à l’activité du complexe 

NADPH oxydase et indispensable pour une réponse immunitaire innée efficace.  

La sous-unité NOX2 est tout d’abord synthétisée dans le réticulum endoplasmique sous la forme d’un 

précurseur non glycosylé de 55-58 kDa environ qui est immédiatement partiellement glycosylé pour 

donner le précurseur p65phox possédant des chaînes latérales riches en mannose (Figure 3) (Porter et 

al., 1994). Puis, grâce aux 4 histidines 101, 115, 209 et 222 l’incorporation de deux hèmes par 

coordination est possible, phénomène indispensable à l’association de p65phox-p22phox (Biberstine-

Kinkade et al., 2001). Les monomères p65phox et p22phox non associés seraient très instables et 

rapidement dégradés par le protéasome (DeLeo et al., 2000). Après incorporation des hèmes et 

formation du dimère, celui-ci est alors dirigé vers l’appareil de Golgi où NOX2 subit une N-

glycosylation au niveau des résidus asparagine Asn132, Asn149, Asn240 (Wallach and Segal, 1997). Les 

polysaccharides impliqués sont majoritairement du galactose et du N-acétylglucosamine (Harper et 

al., 1985). Il a été montré que la N-glycosylation n’est pas nécessaire au repliement correct de la 
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protéine, à son association avec p22phox, à son insertion dans la membrane, ni à la génération 

d’anions superoxydes (Kleinberg et al., 1989; Paclet et al., 2001a).   

 

Figure 3. Synthèse, maturation et adressage membranaire du cytb558 dans les neutrophiles. D’après le Manuscrit de 
soutenance du diplôme EPHE de Sylvain Beaumel (TheREx/TIMC, UMR CNRS 5525). 

1.1.3. Activation du complexe NADPH oxydase et production de FRO 

Dans les cellules au repos, le complexe NADPH oxydase inactif est dissocié et les protéines p67phox, 

p47phox et p40phox forment un complexe dans le cytosol (Figure 2). Lors de la reconnaissance 

spécifique d’un pathogène ou autre agent stimulant par la cellule phagocytaire, le déclenchement 

d’une cascade de signalisation intracellulaire conduit à la phosphorylation des facteurs cytosoliques 

induisant un changement conformationnel. Ils migrent alors vers la membrane plasmique, ou la 

membrane de la vacuole de phagocytose, pour s’associer au cytb558  et former le complexe NADPH 

oxydase actif (Figure 2) (Segal et al., 2000). Après assemblage du complexe, un transfert électronique 

du NADPH vers l’oxygène moléculaire est alors possible. Le NADPH cytoplasmique est oxydé en 

NADP+ au niveau de la queue cytosolique de NOX2 avec transfert de deux électrons vers le FAD puis 

vers les deux hèmes (liant chacun un atome de fer), et enfin vers l’O2 qui est réduit en anion 

superoxyde O2
- (Figure 2). 

La consommation intense d’oxygène associée à cette activation, appelée « burst oxydatif » ou 

« explosion respiratoire », va conduire à la génération d’une quantité importante d’O2
- (100 fois plus 

qu’au repos), un oxydant avec une activité microbicide modérée. Cet anion superoxyde constitue le 

point de départ de la synthèse des FRO hautement toxiques pour le pathogène. Ainsi, il peut être 

transformé, soit spontanément soit par la superoxyde dismutase, en peroxyde d’hydrogène H2O2 qui, 

à son tour, peut être transformé par la myéloperoxydase (MPO) des granules azurophiles en acide 
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hypochloreux HOCl très toxique (Figure 1). D’autres métabolites peuvent être produits tels que le 

radical hydroxyle HO- hautement réactif ainsi que des oxydants pro-inflammatoires comme l’anion 

peroxynitrite ONOO-, le nitryl chloride NO2Cl et le NO2
-. Pour réguler ce système et éviter 

l’accumulation de dérivés toxiques de l’oxygène dans la cellule comme le peroxyde d’hydrogène, il y 

a intervention d’enzymes de détoxification comme la catalase qui le réduit en O2 et en H2O, et la 

glutathion peroxydase (Segal et al., 2000). 

 

2. La Granulomatose Septique Chronique 

2.1. Généralités 

La Granulomatose septique chronique (CGD) est une immunodéficience héréditaire orpheline 

touchant l’immunité innée et dont les premiers cas ont été rapportés en 1954 chez des jeunes 

garçons souffrant d’infections récurrentes (Janeway et al., 1954). Cette pathologie a été pour la 

première fois étudiée par Berendes, Bridges et Good en 1957 et décrite comme une maladie 

granulomateuse fatale de l’enfance avant 10 ans (Berendes et al., 1957). Elle était définie alors 

comme un syndrome clinique distinct composé d’une combinaison d’infections récurrentes 

suppuratives graves, avec formation de granulomes (donnant son nom à cette pathologie) et autres 

complications inflammatoires (Bridges et al., 1959). Quelques années plus tard, il a été montré qu’il 

s’agissait d’une maladie des cellules phagocytaires (polynucléaires neutrophiles, éosinophiles, 

monocytes/macrophages...) impliquées dans la réponse immunitaire non spécifique de l’hôte et 

causée par le dysfonctionnement du complexe enzymatique NADPH oxydase présent dans ces 

cellules (Holland, 2010). L’absence de production de FRO microbicides est alors responsable de 

l’inefficacité des cellules phagocytaires à détruire les agents infectieux, d’où l’apparition d’un tableau 

clinique sévère qui sera décrit plus loin. De plus, les patients atteints de CGD sont incapables de 

former des NETs car ce phénomène est dépendant de la NADPH oxydase (Fuchs et al., 2007). La 

fréquence de cette pathologie est estimée entre 1/200 000 et 1/250 000 naissances par an (van den 

Berg et al., 2009; Winkelstein et al., 2000) mais peut varier selon les pays et les pratiques ethniques 

(intermariages). Depuis quelques années, les avancées dans le diagnostic et les traitements de cette 

pathologie ont permis d’améliorer l’espérance de vie de ces patients (Kang and Malech, 2009; Roos 

and de Boer, 2014; Seger, 2010a). 
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2.2. Génétique 

La CGD peut être causée par des mutations dans l’un des 5 gènes codant pour les différentes sous-

unités du complexe NADPH oxydase. La majorité de ces mutations conduisent à l’absence de la 

protéine par défaut de synthèse de l’ARNm ou par instabilité de la protéine mutée (tronquée ou 

malformée). Il existe deux modes de transmission de la maladie : lié à l’X ou autosomique récessif. 

2.2.1. La transmission liée à l’X (CGDX) 

Représentant 70 % des cas, la CGDX est la forme la plus fréquemment retrouvée (Roos et al., 2010a). 

Elle est due à des mutations affectant le gène CYBB localisé sur le bras court du chromosome X 

(Xp21.1), composé de 13 exons, et codant pour la sous-unité NOX2 (Royer-Pokora et al., 1986). 

Comme toutes les pathologies touchant le chromosome X, seuls les garçons sont malades, les 

femmes étant « vectrices ». Des mutations de novo apparaissent dans environ 10 % des cas (Segal et 

al., 2000).  

Il existe trois formes variantes de CGDX selon le taux d’expression de NOX2. La forme CGDX0, dans 

laquelle les deux sous-unités NOX2 et p22phox du cytb558 sont absentes, est la forme la plus 

classiquement retrouvée. Des variants très rares de la maladie, CGDX+ et CGDX-, peuvent également 

être diagnostiqués (Defendi et al., 2009; O’Neill et al., 2015b; Stasia and Li, 2008). Dans la forme 

CGDX+, la sous-unité NOX2 est produite en quantité normale mais sous forme inactive. A l’inverse, 

dans la forme CGDX-, NOX2 est fonctionnelle mais sous-exprimée, cela pouvant résulter de mutations 

faux-sens à l’origine d’une perte de la conformation stable de NOX2 ou, plus rarement, de mutations 

dans le promoteur du gène CYBB (Beaumel et al., 2014).  

2.2.2. La transmission autosomique récessive (CGDAR)  

Il existe quatre formes selon le gène affecté : NCF1, NCF2, NCF4 (NCF = neutrophil cytosolic factor) ou 

CYBA codant respectivement p47phox, p67phox, p40phox et p22phox (Roos et al., 2010b). Plus rares (30 % 

des cas de CGD), elles touchent des patients des deux sexes et nécessitent une mutation bi-allélique 

transmise par chacun des deux parents. C’est pourquoi une consanguinité parentale est souvent 

observée dans les formes AR (Bakri et al., 2009; Holland, 2010). 

Les mutations sur le gène NCF1, gène situé sur le bras long du chromosome 7 (7q11.23) et composé 

de 9 exons (Chanock et al., 2000), sont responsables de la majorité des CGD autosomiques récessives 

(CDGAR) (environ 20-25 %). Une délétion GT (ΔGT) au début de l’exon 2 est responsable de 95 % des 

CGDAR470. Elle est causée par des évènements recombinatoires avec deux pseudogènes (ΨNCF1) 

très proches, et elle va entraîner un décalage du cadre de lecture conduisant à l’apparition d’un 

codon stop prématuré (Görlach et al., 1997).  



INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE 

Chapitre I – La Granulomatose Septique Chronique 

15 
 

Situé sur le bras long du chromosome 1q25, le gène NCF2 codant pour p67phox est composé de 16 

exons (Kenney et al., 1993). La forme CGDAR67 représente moins de 5 % des cas de CGD.  

La protéine p22phox est codée par le gène CYBA localisé sur le bras long du chromosome 16 (16q24) et 

formé de 6 exons (Dinauer et al., 1990). Moins de 5 % des patients CGD sont touchés par cette 

forme.  

Un seul cas de mutation touchant le gène NCF4 codant pour p40phox a été rapporté en 2009 (Matute 

et al., 2009). Ce gène NCF4 comporte 10 exons et est localisé sur le bras long du chromosome 22 

(22q13) (Zhan et al., 1996).  

Bien qu’il ne s’agisse pas à proprement parler d’une vraie CGD, deux patients portant une même 

mutation dominante dans le gène codant la petite protéine Rac2 ont développé un syndrome 

d’immunodéficience sévère, prouvant bien l’importance de ce composant dans l’activité de l’enzyme 

NADPH oxydase (Accetta et al., 2011; Ambruso et al., 2000; Williams et al., 2000).  

2.3. Physiopathologie 

Les patients atteints de CGD vont souffrir généralement avant l’âge de 2 ans d’infections graves à 

répétition causées par des agents pathogènes opportunistes, associées à des manifestations 

inflammatoires et avec une très grande diversité des organes atteints. Les formes CGDX, avec un taux 

de mortalité de 3-5 % par an, sont généralement plus sévères que les formes de transmission 

autosomique récessive (van den Berg et al., 2009; Kang and Malech, 2009). Il existe des formes 

découvertes à l’âge adulte (Liese et al., 1996; Cathébras et al., 2001). Il s’agit généralement de 

formes autosomiques récessives affectant la protéine p47phox (Kuhns et al., 2010) ou des formes liées 

à l’X de type X- avec une légère production d’anions superoxydes (Stasia and Li, 2008). A cause du 

rôle important de la sous-unité p67phox dans le fonctionnement du complexe NADPH oxydase, les 

patients présentant une déficience de cette protéine semblent avoir une mortalité plus élevée que 

les formes p47phox (van den Berg et al., 2009) qui, elles, ont un taux de mortalité de 1-2 % par an 

(Roos, 1994). Quelle que soit l’anomalie en cause, il a été montré que la sévérité des complications 

est liée à la présence ou non d’une activité NADPH oxydase résiduelle qui peut donc servir à prédire 

la survie des patients CGD (Kuhns et al., 2010).  

Les manifestations infectieuses sont induites spécifiquement par des bactéries et des agents 

fongiques « catalase positive » (qui dégradent l’H2O2). Les principaux agents bactériens rencontrés 

sont Staphylococcus aureus, des entérobactéries (Salmonella), Nocardia spp., Serratia marcescens, 

Burkholderia cepacia… Cinquante pour cent des infections retrouvées chez les patients CGD sont 

d’origine fongique. Les champignons du genre Aspergillus sont responsables de 33 % de ces 
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infections fongiques, avec un fort taux de mortalité s’élevant à 30-40 %, et les champignons du genre 

Candida spp. d’environ 6 % des cas (van den Berg et al., 2009). 

Le tableau clinique, complexe avec des atteintes multiviscérales, est très hétérogène d’un patient à 

l’autre tant dans l’expression que dans la gravité. Des infections pulmonaires sont présentes dans 

près de 70 % des cas : aspergilloses pulmonaires invasives dues à Aspergillus spp. chez 1/3 des 

patients, représentant la première cause de décès des patients CGD, mais également pneumonies 

dues à B. cepacia, S. aureus, Nocardia spp. La peau est le second site le plus fréquent d’infections : 

abcès, acné ou lésions eczématiformes principalement dus à S. aureus. Des BCGites apparaissent 

dans environ 8 % des cas après vaccination par le Bacille Calmette-Guérin (BCG) (van den Berg et al., 

2009). Des atteintes des ganglions lymphoïdes (lymphadénites) sont souvent dues à S. aureus, mais il 

existe également des formes de lymphadénites nécrosantes graves causées par Granulibacter 

bethesdensis, un pathogène émergent récemment identifié (Greenberg et al., 2006; López et al., 

2008). Des abcès récurrents du foie dus à S. aureus dans 90 % des cas surviennent chez 35 % des 

patients (Holland, 2010). Enfin, des infections osseuses, des septicémies, ou d’autres atteintes 

comme des sinusites, otites, abcès dentaires, infections neuroméningées (bien que rares) peuvent 

également être retrouvées (van den Berg et al., 2009). 

Ces infections bactériennes et fongiques sévères et répétitives s’accompagnent d’une réponse 

inflammatoire persistante dérégulée et surtout exagérée, entraînant des manifestations cliniques 

telles qu’ulcérations de la peau, colites, formation de granulomes (50 % des patients), maladies auto-

immunes… Les foyers inflammatoires de type granulomateux sont formés de cellules géantes, 

multinucléées, résultant de la fusion de macrophages ayant phagocyté des bactéries mais ne les ont 

pas détruites. Ils ont généralement une taille de quelques millimètres mais peuvent parfois être plus 

importants, évoquant un tableau pseudotumoral. Ils sont même parfois suffisamment larges pour 

provoquer des obstructions, notamment dans le tractus gastro-intestinal et plus rarement dans le 

système génito-urinaire ou la rétine (Holland, 2010). Les manifestations auto-immunes observées 

chez les patients CGD sont de type lupus érythémateux systémique, lupus discoïde, 

thrombocytopénie idiopathique, ou maladie inflammatoire de l’intestin (1/3 des patients) pouvant 

être confondue avec une maladie de Crohn (Seger, 2010b). 

Les femmes vectrices de la forme CGDX ne présentent généralement pas de manifestations 

infectieuses sévères lorsque leur activité NADPH oxydase est normale (20 à 80 % d’activité). 

Cependant, des manifestations auto-immunes de type lupus sont fréquemment retrouvées, ou 

également des stomatites aphteuses, des rashs photosensitifs, des manifestations intestinales 

(Battersby et al., 2013). Dans des cas extrêmement rares, lorsqu’il y a une inactivation importante du 
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chromosome X sain chez certaines mères vectrices, les manifestations cliniques peuvent être très 

sévères (Wolach et al., 2005). A l’inverse, les porteurs des formes CGDAR sont asymptomatiques. 

2.4. Le diagnostic de la CGD 

2.4.1. Diagnostic fonctionnel  

La confirmation du diagnostic de la CGD est réalisée par mesure de l’activité NADPH oxydase des 

neutrophiles purifiés à partir d’un prélèvement de sang total. Il repose sur des tests mesurant 

l’activité de la NADPH oxydase des neutrophiles activés par différents agents solubles (phorbol-12-

myristate-13-acétate (PMA), fMLP) ou particulaires (zymosan, billes de latex, S. aureus opsonisé…). 

Le test le plus ancien est le test de réduction du nitrobleu de tétrazolium (NBT) sur lame. La 

production d’anions superoxyde après activation de la NADPH oxydase va réduire le NBT de couleur 

jaune en un précipité insoluble de formazan pourpre/noir. La proportion de neutrophiles ayant 

réduit ou non le NBT est alors déterminée. Actuellement, l’oxydation de la sonde dihydrorhodamine 

123 (DHR123) fluorescente par la production de H2O2, mesurée par cytométrie de flux, tend à 

remplacer l’utilisation du test de réduction du NBT car cette technique plus rapide nécessite un 

nombre très faible de cellules et est aussi quantitative. Ces deux tests permettent de poser 

immédiatement le diagnostic de CGD et également de détecter les femmes vectrices de la forme 

CGDX (2 populations distinctes de phagocytes : l’une possédant une oxydase positive et l’autre avec 

une oxydase négative) (Ochs and Igo, 1973; Vowells et al., 1995). Le test DHR permet en plus de 

suivre efficacement le chimérisme après transplantation de moelle osseuse (CSH) (Kim et al., 2013). 

2.4.2. Diagnostic biochimique 

Le diagnostic de la forme de CGD repose sur l’identification de la protéine mutée manquante. Ce 

diagnostic a longtemps été réalisé par immunodétection (Western Blot) grâce à des anticorps 

spécifiquement dirigés contre les différentes protéines du complexe oxydase (Stasia et al., 2009), 

mais de nouvelles techniques de diagnostic, notamment par cytométrie en flux, permettent de 

détecter plus rapidement les sous-unités de la NADPH oxydase dans les neutrophiles (Defendi et al., 

2009; Wada et al., 2013; Yamauchi et al., 2001).  

2.4.3. Diagnostic génétique 

Les tests fonctionnels et biochimiques décrits ci-dessus permettent la détermination de la sous-unité 

déficiente et orientent donc vers le gène impliqué. La recherche de la mutation responsable peut 

alors se faire sur l’ADNc voire directement sur l’ADNg après PCR et séquençage. Identifier la mutation 

n’est pas nécessaire pour la prise en charge du patient mais permet d’identifier les porteurs 

apparentés (formes AR) ainsi que les femmes vectrices (forme CGDX), est utile au conseil génétique 
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dispensé à la famille par le médecin et permet aussi de proposer un diagnostic prénatal lors d’une 

future grossesse.  

Il existe d’autres techniques permettant d’analyser la présence du cytb558 et l‘activité du complexe 

NADPH oxydase mais celles-ci seront abordées dans la présentation de l’Article 1 (Brault et al., 2014). 

2.5. Les traitements actuels de la CGD 

La prise en charge thérapeutique est la même quelle que soit la forme de CGD. Elle repose sur une 

chimioprophylaxie antimicrobienne tout au long de la vie et nécessite une bonne compliance des 

patients, associée au traitement des infections aigües. Depuis le 1er cas décrit en 1954, les 

prophylaxies antibiotique et antifongique associées ou non à un traitement par interféron gamma 

ont permis d’améliorer la survie des patients (Marciano et al., 2015; Martel et al., 2012). La 

transplantation de cellules CSH non modifiées issues de la moelle osseuse ou du sang de donneur 

sain reste actuellement le seul traitement curatif. Cependant il n’est pas sans danger dans un 

contexte d’infections en terrain inflammatoire (Szabolcs et al., 2010). 

2.5.1. La chimioprophylaxie 

Prophylaxie antibactérienne 

La prophylaxie antibactérienne préconisée en 1ère intention est l’association triméthoprime-

sulfaméthoxazole (TMP-SMX) car son spectre d’activité est actif contre la plupart des pathogènes 

bactériens fréquemment rencontrés (bactéries Gram + et –). Son utilisation a permis de réduire le 

taux d’infections bactériennes sévères d’au moins 50 % chez les patients CGD (Goldblatt, 2002; 

Seger, 2008).  

Prophylaxie antifongique 

Le médicament antifongique de choix est l’itraconazole (Stasia et al., 2009). La grande efficacité de 

l’itraconazole notamment contre les infections dues à Aspergillus spp. a permis de réduire l’incidence 

des infections fongiques aussi bien superficielles que plus graves comme les aspergilloses 

pulmonaires invasive (Gallin et al., 2003). Généralement bien toléré, il peut cependant être 

responsable d’insuffisance rénale progressive (cas pour un patient diagnostiqué à Grenoble et traité 

pendant plusieurs années). Depuis quelques années, des souches d’A. fumigatus résistantes aux 

azolés (itraconazole, voriconazole et sensibilité diminuée au posaconazole) ont émergé (Hodiamont 

et al., 2009; Sfaihi et al., 2013).  

Interféron γ 

Les premiers essais d’utilisation in vitro et in vivo de l’IFNγ ont montré que cette cytokine 

immunomodulatrice aux propriétés antivirale, antimicrobienne et antitumorale pouvait restaurer 
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partiellement l’activité de la NADPH oxydase et améliorer l’activité bactéricide des neutrophiles et 

monocytes circulants. Utilisée depuis les années 1990 par certaines équipes, son efficacité est encore 

controversée (Ezekowitz et al., 1988; International Chronic Granulomatous Disease Cooperative 

Study Group, 1991; Jackson et al., 2001; Woodman et al., 1992). Ainsi, en raison de ces résultats 

contradictoires, du coût et des modalités d’administration contraignantes, l’utilisation de l’IFNγ est 

proposée uniquement aux patients qui, malgré la prophylaxie antimicrobienne, développent des 

infections sévères (Seger, 2008; Stasia et al., 2009). 

2.5.2. Traitement des épisodes infectieux aigus  

Le traitement des infections aiguës au cours de la CGD repose sur l’antibiothérapie, les antifongiques, 

la chirurgie, l’utilisation de corticostéroïdes et, exceptionnellement, la transfusion granulocytaire. 

Antibiothérapie 

Initialement probabiliste, l’antibiothérapie doit être « agressive » et couvrir un large spectre de 

bactéries. La ciprofloxacine en intraveineux est ainsi l’antibiotique le plus utilisé en 1ère ligne. Il peut 

être associé à la vancomycine ou à la teicoplanine pour assurer une meilleure couverture des cocci à 

gram +. Une fois l’agent infectieux identifié, le traitement est ajusté pour s’adapter aux résultats de 

l’antibiogramme (Goldblatt, 2002; Seger, 2008). 

Antifongiques 

En plus de son utilisation en prophylaxie, l’itraconazole est devenu le traitement antifongique de 

référence. Les triazolés de seconde génération (voriconazole, posaconazole et caspofungine) ont 

montré leur efficacité pour les infections fongiques invasives (notamment dues à Aspergillus) 

réfractaires aux traitements de référence (Goldblatt, 2002; Segal et al., 2005; Walsh et al., 2002). 

Chirurgie 

Des gestes chirurgicaux sont parfois nécessaires chez les patients CGD dans les cas d’obstruction ou 

de lésions granulomateuses et suppuratives, et notamment pour le drainage percutané et/ou 

l’excision chirurgicale d’abcès, comme par exemple les abcès du foie (Lublin et al., 2002).  

Corticothérapie 

Les corticostéroïdes comme la prednisolone permettent de maîtriser assez efficacement les 

désordres inflammatoires et complications obstructives rencontrés chez les patients CGD. Mais à 

long terme, ils peuvent entraîner des complications telles que retard de croissance, ostéoporose et 

risque infectieux (Holland, 2010). Dans certains cas d’abcès du foie récurrents et réfractaires à la 

chirurgie, la corticothérapie peut être la seule alternative (Leiding et al., 2012). En cas de colites 

réfractaires, la corticothérapie est associée à d’autres molécules comme l’azathioprine (Seger, 2010a; 

Zanditenas et al., 2004), la ciclosporine (Rosh et al., 1995; Segal et al., 2000) ou des inhibiteurs du 
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TNFα (thalidomide, anticorps monoclonaux bloquant le TNFα comme l’infliximab) (Deffert et al., 

2011; Sokol et al., 2009).  

Transfusion de globules blancs 

Lors des 20 dernières années, de nombreux cas reportés dans la littérature ont montré l’intérêt de la 

transfusion de globules blancs dans le cas d’infections bactériennes et fongiques sévères mettant en 

jeu le pronostic vital et résistant aux traitements ainsi qu’à la chirurgie (Bielorai et al., 2000; Buescher 

and Gallin, 1982; Fanconi et al., 1985; Stasia et al., 2013). Ces transfusions sont généralement bien 

tolérées mais des effets secondaires peuvent apparaître (Stroncek et al., 1996). Le risque d’allo-

immunisation (rencontré chez 78 % des patients) ainsi que la réaction de greffon contre l’hôte 

(GVHD) sont notamment à prendre en compte pour les patients susceptibles de recevoir dans le 

futur une transplantation de moelle osseuse allogénique (Heim et al., 2011). Cette thérapeutique 

controversée tend à disparaître mais peut cependant rester un traitement de dernier recours dans le 

cas où toutes les autres options thérapeutiques ont échoué. 

2.5.3. Transplantation de moelle osseuse/cellules souches hématopoïétiques (CSH)  

Depuis les 1ère transplantations de moelle osseuse allogénique à partir de 1976 (Goudemand et al., 

1976; Rappeport et al., 1982), les modalités des transplantations ont progressivement évolué et ont 

permis d’améliorer l’efficacité de la greffe. Plus de 100 transplantations ont ainsi été réalisées avec 

succès : la grande majorité d’entre elles avec des donneurs apparentés (issus de la même famille, 

généralement un membre de la fratrie) (Kang et al., 2011a) mais, depuis quelques années, des 

transplantations à partir de donneurs HLA-compatibles non apparentés ont également donné 

d’excellents résultats (Goździk et al., 2011; Güngör et al., 2005; Hasegawa et al., 2008; Martinez et 

al., 2012; Schuetz et al., 2007; Soncini et al., 2009), ainsi que la transplantation de cellules souches 

issues de sang de cordon après conditionnement myéloablatif ou réduit (Bhattacharya et al., 2003; 

Jaing et al., 2010; Lin et al., 2013; Mochizuki et al., 2009; Parikh et al., 2007; Tewari et al., 2012).  

Le traitement conventionnel du receveur a longtemps été myéloablatif et reposait sur l’utilisation du 

busulfan à forte dose (Seger et al., 2002) mais cela entraînait une forte morbidité des patients CGD 

fragiles. Des études ont montré qu’un conditionnement réduit subablatif chez des patients CGD à 

haut risque était très efficace et donc prometteur (Güngör et al., 2005, 2014). La dernière étude de 

Güngor et al. a d’ailleurs montré un taux de survie de 93 % des patients avec un chimérisme stable 

sur un suivi de 21 mois, aucun évènement infectieux n’étant apparu pendant la période de suivi chez 

89 % d’entre eux (Güngör et al., 2014).  

Ainsi, la transplantation de CSH, qui était réservée dans le passé à des cas particulièrement sévères 

dans l’enfance et chez des patients pour lesquels il existe un donneur HLA-compatible, pourrait être 
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étendue à d’autres types de patients et réalisée dès que possible dans le but de prévenir les 

complications futures (Åhlin and Fasth, 2015). 

2.5.4. Thérapie génique 

Pour les patients réfractaires au traitement chimioprophylactique et pour lesquels il n’existe aucune 

compatibilité HLA, ne pouvant donc pas bénéficier de transplantation de CSH, la thérapie génique 

pourrait être une option thérapeutique intéressante. En effet, la CGD est une cible de choix pour 

cette thérapie : un seul gène est atteint, la cible est une cellule circulante exclusivement et non 

tissulaire, il existe des modèles cellulaires et animaux pour effectuer des essais précliniques, et la 

correction d’environ 1-5 % des phagocytes circulants est suffisante pour procurer une protection 

efficace (Kang and Malech, 2009).  

Chez l’Homme, les trois premiers essais de phase I ont été réalisés aux USA à partir des années 1995 

sans conditionnement de patients CGDX et CGDAR47 : des injections répétées de cellules CD34+ 

corrigées à l’aide d’un vecteur gammarétroviral ont montré un bénéfice clinique seulement 

transitoire (6 mois) et un taux faible de neutrophiles corrigés circulants (< 1 %) (Barese et al., 2004; 

Malech et al., 1997, 2004). Dans une étude menée entre 2000 et 2010 dans 5 centres, l’utilisation 

d’un conditionnement subablatif chez les patients a permis d’améliorer le taux de neutrophiles 

corrigés circulants (5-25 %) et donc de résoudre les infections, mais la présence de neutrophiles 

corrigés n’a été que transitoire (silencing du transgène) ; et plusieurs patients ont présenté un 

syndrome myélodysplasique avec monosomie 7 à cause de l’insertion du vecteur rétroviral dans des 

oncogènes (Bianchi et al., 2009; Grez et al., 2011; Kang et al., 2010, 2011b; Ott et al., 2006; Stein et 

al., 2010). La délétion de séquences enhancers du LTR (Long terminal repeat) a permis le 

développement de nouveaux vecteurs appelés SIN (Self Inactivating Vector) qui présentent un risque 

réduit d’insertion mutagénique ou de transactivation de proto-oncogènes, ainsi qu’une réduction du 

silencing du transgène. Ces nouveaux vecteurs, de type lentivirus (Naumann et al., 2007; Roesler et 

al., 2002; Santilli et al., 2011), gammarétrovirus (Stein et al., 2013) ou alpharétrovirus (Kaufmann et 

al., 2013), se sont révélés efficaces en phase préclinique de développement pour la correction 

prolongée des neutrophiles circulants. En parallèle, l’utilisation de « codons optimisés » permet 

également l’amélioration de l’expression de la protéine codée (NOX2 dans ce cas) (Kaufmann et al., 

2013; Moreno-Carranza et al., 2009).  

Ainsi, deux nouveaux essais cliniques de phase I/II sont actuellement en cours sur des patients CGDX. 

Le 1er essai, se déroulant en Allemagne, réalise la correction génétique à l’aide d’un vecteur SIN 

gammarétroviral (NCT01906541). Le second essai est multicentrique (France, Allemagne, Angleterre 

et Suisse), coordonné par le Généthon et financé par le Consortium Européen Net4CGD 

(NCT01855685). La fin de ce second essai est prévue en 2017, et utilise un lentivirus SIN avec un 
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promoteur spécifiquement myéloïde pour restreindre l’expression du transgène uniquement aux 

cellules cibles des patients CGDX (Santilli et al., 2011; 2015).  

L’obstacle majeur limitant le succès de la thérapie génique dans le cadre de la CGD est l’absence 

d’avantage sélectif de croissance des cellules corrigées qui leur permettrait de survivre et remplacer 

in vivo les cellules non corrigées (Stein et al., 2006). Mais de nombreuses pistes sont actuellement 

explorées pour maîtriser des risques mutagènes liées à l’utilisation de vecteurs viraux ainsi que pour 

améliorer la reconstitution d’un taux de neutrophiles fonctionnels suffisant pour assurer une 

protection du patient, et leur persistance à long terme chez celui-ci (Grez et al., 2011; Kang and 

Malech, 2012; Kaufmann et al., 2014). Cependant, bien que la thérapie génique soit novatrice et 

prometteuse, elle reste lourde à mettre en place, coûteuse et non dénuée de risques pour le patient.  

2.6. Les modèles cellulaires et animaux de la CGD 

2.6.1. Les modèles cellulaires 

La lignée promyélocytaire PLB-985 a été établie en 1987 à partir de cellules du sang périphérique 

d’une patiente atteinte de leucémie aiguë myéloïde en phase de rechute. Les cellules PLB-985 sont 

des myélomonoblastes pouvant facilement être différenciés in vitro en neutrophiles ou en 

monocytes/macrophages matures par des agents chimiques inducteurs (Tucker et al., 1987), cette 

différenciation étant accompagnée d’une augmentation de l’expression des composants de la 

NADPH oxydase même si son activité est 10 fois moins importante que celle des neutrophiles 

(Pedruzzi et al., 2002). Même si morphologiquement les PLB-985 différenciés ressemblent à des 

neutrophiles, ils ne possèdent que les granules primaires azurophiles et ont un pouvoir de 

phagocytose relativement limité (Pivot-Pajot et al., 2010). Une lignée PLB-985 knock-out (KO) pour le 

gène CYBB a été créée en 1993 par l’équipe du Pr Mary Dinauer, ce qui permet ainsi de modéliser des 

pseudo-neutrophiles CGDX0 (Zhen et al., 1993) et d’étudier la relation structure-activité de l’enzyme 

NADPH oxydase (Debeurme et al., 2010; Picciocchi et al., 2011).  

Les lymphocytes B possèdent une enzyme NADPH oxydase fonctionnelle capable de générer des 

anions superoxyde après activation même si cette activité est 100 fois plus faible que celle des 

neutrophiles (Maly et al., 1988). L’immortalisation des lymphocytes B de patients CGD par le virus 

d’Epstein Barr (EBV) a permis d’obtenir des lignées lymphoblastoïdes LB-EBV pérennes très utiles 

pour le diagnostic génétique de la CGD (Stasia et al., 2005), l’étude du cytb558 (Paclet et al., 2001a; 

Volkman et al., 1984) et les premiers essais de thérapie génique (Thrasher et al., 1992).  

Des cellules CD34+ issues de la moelle osseuse ou du sang périphérique de patients CGDX, CGDAR22, 

CGDAR47 ou CGDAR67 ont été très utilisées pour les essais de thérapie génique visant à démontrer 

l’efficacité de la correction génétique. Les cellules phagocytaires matures (neutrophiles et 
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monocytes) différenciées in vitro à partir de ces cellules CD34+ corrigées sont fonctionnelles et 

produisent des anions superoxyde (Li et al., 1994; Sekhsaria et al., 1993; Weil et al., 1997). 

Cependant, tous les modèles cités restent un pâle modèle des cellules phagocytaires, surtout des 

neutrophiles (pseudo-neutrophiles), cellule sophistiquée de par la complexité de sa morphologie et 

de ses multiples fonctions.  

2.6.2. Les modèles animaux 

En 1995, l’équipe du Pr Mary Dinauer a généré un modèle murin CGDX par recombinaison 

homologue au niveau du gène CYBB sur le chromosome X des cellules souches embryonnaires 

murines (Pollock et al., 1995). Les souris mâles hémizygotes CGDX présentent un phénotype similaire 

à celui retrouvé chez les patients humains CGDX c’est-à-dire l’absence de la sous-unité NOX2, 

l’incapacité à produire des FRO et une susceptibilité accrue aux infections bactériennes et fongiques. 

Des souris p47phox-/- ont également été développées en utilisant une technique basée, comme pour 

les souris NOX2-/-, sur la recombinaison homologue (Jackson et al., 1995). Comme chez les patients 

CGDAR47, ces souris développent spontanément des infections sévères et leur réponse 

inflammatoire est excessive et dérégulée avec développement de granulomes aux sites d’infection. 

Récemment créée par le laboratoire Jackson par insertion d’une mutation dans le gène CYBA, la 

lignée murine nmf333 représente le 1er modèle animal de la forme CGDAR22 (Nakano et al., 2008). 

Ces souris présentent un phénotype particulier associant les signes cliniques de CGD et des 

anomalies sévères de l’équilibre. En effet, la protéine p22phox est associée à NOX3 au niveau de 

l’oreille interne et impliquée dans la formation des cristaux d’otoconie indispensables à l’équilibre et 

à la coordination motrice et vestibulaire (Bánfi et al., 2004). La mutation dans le gène CYBA conduit à 

l’absence de p22phox et donc du complexe NOX3/p22phox. Le cytb558 est également absent (pas de 

NOX2/p22phox) résultant en un défaut de production d’anions superoxydes. Ce modèle a permis 

d’étudier la sensibilité à l’infection pulmonaire au pathogène Burkholderia cepacia (Nakano et al., 

2008). 

Ces modèles murins sont très utiles pour l’étude de la physiopathologie de la CGD lors d’infections 

par des pathogènes spécifiques ainsi que le développement de traitements comme la thérapie 

génique (Fernandez-Boyanapalli et al., 2010; Fujita et al., 2010; Zelazny et al., 2009). Cependant, à ce 

jour, aucun modèle animal mimant les formes génétiques CGDAR67 et CGDAR40 ne sont disponibles.
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CHAPITRE II - Les cellules souches iPS, un outil pour la modélisation 

physiopathologique cellulaire et animale 

1. Généralités sur les cellules souches pluripotentes induites (iPS) 

Chez l’Homme, il existe différents types de cellules souches qui vont apparaître pendant le 

développement depuis l’embryon au stade 1 cellule jusqu’au stade adulte (Figure 4). 

 

Figure 4. Les cellules souches chez l’Homme et leur degré de potence au cours du développement humain. 

Les cellules souches sont définies par deux propriétés intrinsèques : leur capacité d’auto-

renouvellement (en théorie à l’infini en restant à un stade indifférencié) et leur potentiel de 

différenciation ou degré de potence. On distingue quatre degrés de potence : la totipotence, la 

pluripotence, la multipotence et l’unipotence. La totipotence concerne uniquement les cellules issues 

des premières divisions de l’œuf fécondé (du stade 2 cellules au stade 8 cellules), c’est-à-dire 

jusqu’au 4ème jour environ du développement embryonnaire. Ces cellules sont capables de donner 

naissance à des cellules des 3 feuillets embryonnaires (ectoderme, mésoderme ou endoderme) ainsi 

qu’au tissu extra-embryonnaire (qui donnera les annexes embryonnaires, le cordon ombilical et le 

placenta) ; elles peuvent donc reformer un organisme entier. Contrairement aux cellules 

totipotentes, les cellules pluripotentes ne peuvent pas recréer un organisme entier. Elles pourront 

cependant se différencier en tous les types cellulaires de l’organisme (plus de 200, y compris les 

cellules germinales) dérivés de l’un des trois feuillets embryonnaires. Les cellules souches 

embryonnaires (CSE ou cellules ES) en sont l’exemple type (Thomson et al., 1998). De même, bien 

que pouvant donner différents types cellulaires, les cellules souches multipotentes sont déjà 

engagées dans une voie de différenciation au sein d’un lignage spécifique (par exemple les cellules 

souches hématopoïétique). Enfin, les cellules souches unipotentes peuvent proliférer mais en ne 

donnant qu’un seul type cellulaire, ce sont des progéniteurs.  



INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE 

Chapitre II – Les cellules iPS 

25 
 

La révolution des cellules souches iPS 

Les cellules souches d’origine humaine (embryonnaires, fœtales, adultes) possèdent un intérêt 

thérapeutique considérable mais leur utilisation est limitée soit pour des raisons éthiques, 

immunologiques, oncologiques soit par la quantité de matériel disponible. C’est pourquoi, la 

« création » des cellules souches pluripotentes induites iPS (induced pluripotent stem cells) en 2006 

par l’équipe japonaise du Pr Shynia Yamanaka (prix Nobel de Médecine 2012) a révolutionné le 

domaine des cellules souches. Cette équipe a montré que la surexpression de 4 facteurs de 

transcription (FT) (Oct3/4 également appelé Pou5f1, Sox2, Klf4 et c-Myc : cocktail OSKM) dans des 

fibroblastes murins puis humains permettait de les reprogrammer en cellules souches possédant les 

caractéristiques des cellules souches embryonnaires pluripotentes (Figure 5) (Takahashi and 

Yamanaka, 2006; Takahashi et al., 2007). En parallèle, l’équipe américaine de James Thomson a 

reprogrammé des fibroblastes humains en utilisant une combinaison alternative constituée des FT 

Oct4, Sox2, Nanog et Lin28 (cocktail OSNL) clonés dans un vecteur lentiviral (Yu et al., 2007). 

 

Figure 5. La reprogrammation des fibroblastes en cellules souches pluripotentes induites. 

Il s’agit d’une révolution majeure dans le domaine des cellules souches car il est à présent possible de 

disposer de quantités illimitées de cellules souches pluripotentes capables de se différencier en 

n’importe quelle cellule de l’organisme, et cela de façon totalement éthique. De plus, lorsqu’elles 

sont reprogrammées à partir de cellules de patients portant une anomalie génétique particulière, les 

cellules iPS conservent cette anomalie. Cette nouvelle technologie permet donc d’envisager des 

avancées majeures dans les domaines de la médecine régénérative, de la modélisation 

physiopathologique, de la toxicologie et du screening toxicologique notamment. Leurs nombreuses 

applications seront présentées dans le Chapitre II.1.4. 

1.1. La reprogrammation en cellules iPS 

La technologie utilisée pour la génération de cellules iPS a bénéficié des avancées d’autres 

techniques de reprogrammation de cellules somatiques telles que le transfert nucléaire et la fusion 

cellulaire qui ont permis de comprendre le rôle prépondérant de certains gènes dans l’induction et le 

maintien de la pluripotence des cellules souches (Stadtfeld and Hochedlinger, 2010). 
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1.1.1. Le mécanisme de reprogrammation 

La réactivation de l’état de pluripotence dans des cellules différenciées met en jeu un réseau très 

complexe de régulation des mécanismes conduisant à la pluripotence. Ainsi, la reprogrammation des 

cellules somatiques en cellules souches pluripotentes requiert l’élimination des marques 

épigénétiques propres aux cellules somatiques et l’établissement de nouvelles marques 

caractéristiques de la pluripotence (modification de la chromatine et des méthylations de l’ADN) 

(Figure 6). Les FT apportés jouent un rôle prépondérant dans ce phénomène : ils vont en effet induire 

une transition mésenchymale-épithéliale (MET) des cellules somatiques ainsi que des modifications 

métaboliques, morphologiques, un échappement à l’arrêt du cycle cellulaire et une prolifération plus 

rapide (Papp and Plath, 2011). Puis, après réactivation du circuit de pluripotence, les cellules 

reprogrammées sont capables de s’auto-renouveler indépendamment des FT introduits. La 

réactivation de la télomérase lors de la reprogrammation permet également aux cellules de se diviser 

à l’infini sans raccourcissement de leurs télomères (Stadtfeld et al., 2008). 

 

Figure 6. Les évènements séquentiels conduisant à la reprogrammation de cellules différenciées en cellules iPS. D’après 
(Sancho-Martinez and Izpisua Belmonte, 2013). 

La reprogrammation est un processus lent qui nécessite plusieurs semaines et dont l’efficacité, la 

reproductibilité et la qualité des cellules iPS produites (pluripotence et capacité de différenciation) 

sont influencées par différents paramètres : le choix des cellules cibles, des FT, de la méthode de 

reprogrammation…  

1.1.2. Les cellules d’origine 

Les premières cellules reprogrammées étaient des fibroblastes murins et humains du fait de leur 

facilité d’obtention (biopsie de peau), d’amplification en culture et de reprogrammation en cellules 

iPS. Depuis, de nombreux autres types cellulaires ont été reprogrammés avec succès : des 

kératinocytes issus de cheveux, des cellules de cornée, du foie ou de l’estomac, des cellules 
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progénitrices neurales, des cellules sanguines dont les lymphocytes B, des cellules souches adipeuses 

(Stadtfeld and Hochedlinger, 2010). Le type cellulaire et le stade de différenciation de la cellule 

d’origine influencent fortement la « reprogrammabilité » en cellules iPS (Figure 7). Par exemple, les 

kératinocytes humains sont plus rapidement et plus efficacement reprogrammés que les fibroblastes 

humains (Aasen et al., 2008), et l’efficacité de reprogrammation des progéniteurs hématopoïétiques 

est 300 fois supérieure à celle des cellules T ou B (Eminli et al., 2009). Le type cellulaire d’origine peut 

également influencer les propriétés fonctionnelles et moléculaires des cellules iPS générées, et cela à 

cause d’un phénomène de « mémoire épigénétique » (Kim et al., 2011). 

Il est également nécessaire de prendre en compte l’âge du donneur, ses cellules pouvant porter des 

lésions génétiques potentiellement délétères pour une application clinique, ainsi que l’organe 

d’origine, la peau étant plus exposée et susceptible d’accumuler des mutations (Maherali and 

Hochedlinger, 2008). De même, pour un usage thérapeutique, il est préférable que les cellules 

d’origine soient facilement accessibles (sans geste invasif) et disponibles en grande quantité, tout en 

contenant le moins d’aberrations génétiques possible, le moins immunogéniques possible, faciles à 

reprogrammer et avec une bonne efficacité/rapidité. 

 

Figure 7. Influence du type cellulaire de départ sur la « reprogrammabilité » en cellules iPS. D’après (González et al., 
2011). 

1.1.3. Le cocktail de reprogrammation 

� Les facteurs de transcription 

Le cocktail de FT le plus largement utilisé est celui de l’équipe de S. Yamanaka (OSKM : Oct3/4, Sox2, 

Klf4 et c-Myc, ou « cocktail Yamanaka »). Mais l’utilisation de c-Myc est problématique puisque sa 

réactivation peut entraîner le développement de tumeurs (Okita et al., 2007). Il est possible de 

reprogrammer des fibroblastes murins et humains sans c-Myc mais l’efficacité de reprogrammation 

est significativement réduite et le délai de reprogrammation rallongé (Nakagawa et al., 2008). 

Différents cocktails de reprogrammation comme celui développé par l’équipe de J. Thomson (cocktail 
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OSNL) permettent également de générer des cellules iPS avec une efficacité comparable au « cocktail 

Yamanaka » (Yu et al., 2007). Il est possible de réduire le nombre de FT car certains types cellulaires 

sont plus facilement reprogrammables. Ainsi, des cellules iPS ont pu être produites à partir de 

cellules CD133+ issues de sang de cordon en utilisant uniquement les FT Oct4 et Sox2 (Giorgetti et al., 

2009). A l’inverse, l’utilisation de 6 FT (OSKMNL) augmenterait l’efficacité de reprogrammation d’un 

facteur 10 et, grâce à ce cocktail, l’équipe de JM. Lemaître a reprogrammé avec succès des cellules 

sénescentes et a montré un rajeunissement, ouvrant ainsi une porte vers la lutte contre le 

vieillissement (Lapasset et al., 2011).  

� Les petites molécules  

Bien que le cocktail OSKM représente le protocole standard pour la reprogrammation, l’addition de 

petites molécules dans le milieu de culture permet d’augmenter significativement l’efficacité de 

reprogrammation, voire même de remplacer les FT (Jung et al., 2014; Lin and Wu, 2015). Ainsi, des 

molécules agissant sur les mécanismes épigénétiques de remodelage de la chromatine (acide 

valproïque ou trichostatine A) ou agissant sur la méthylation de l’ADN peuvent être utilisées. 

D’autres composés chimiques se sont révélés intéressants comme la thiazovivine, un inhibiteur de 

l’apoptose. La vitamine C par exemple, en diminuant la sénescence et en induisant la déméthylation 

de l’ADN notamment, promeut la transition des colonies pré-iPS vers un état complètement 

reprogrammé (Esteban et al., 2010). De même, le blocage de certaines voies de signalisation comme 

la voie p53/p21 (activée lors de l’induction de la reprogrammation) par des molécules chimiques, des 

siRNA ou des shRNA, augmente l’efficacité et accélère la cinétique de reprogrammation (Kawamura 

et al., 2009). Enfin, des molécules bloquant des voies de signalisation MEK/ERK (PD0325901), de la 

glycogène synthase kinase 3 (GSK-3) (CHIR99021) ou inhibant le TGFβ (SB431542) se sont révélées 

efficaces en combinaison avec d’autres molécules (Jung et al., 2014). Ainsi, en 2013, Hou et al. ont 

reprogrammé avec une efficacité de 0,2 % en 40 jours des cellules murines en cellules iPS en utilisant 

7 composés chimiques, sans FT (Hou et al., 2013). Les cellules iPS créées par cette technique sont 

dites « induites chimiquement » (CiPS, chemically induced pluripotent stem cells). Cependant, pour 

l’instant, aucune obtention de cellules iPS humaines grâce à cette technique n’a été publiée.  

Ces molécules, par leur facilité d’utilisation et l’absence de modification génétique permanente, 

représentent une aide précieuse pour la reprogrammation. Leur effet est souvent rapide et 

réversible, permettant une bonne régulation temporelle. Actuellement, c’est donc l’un des moyens 

les plus prometteurs pour générer des cellules iPS de grade clinique (Higuchi et al., 2015; Lin and Wu, 

2015).  
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1.1.4. Les méthodes de reprogrammation 

De nombreux vecteurs ont été développés depuis la première reprogrammation avec des rétrovirus  

en 2006 par l’équipe de S. Yamanaka. La Figure 8 présente les principales techniques actuelles de 

reprogrammation. 

 

Figure 8. Les vecteurs utilisés pour la reprogrammation des cellules somatiques humaines en cellules iPS. D’après (Bayart 
and Cohen-Haguenauer, 2013).  

� Les vecteurs viraux intégratifs 

Historiquement, les premiers vecteurs utilisés pour apporter les facteurs de transcription étaient les 

rétrovirus et les lentivirus (Takahashi and Yamanaka, 2006; Yu et al., 2007). Mais, bien que très 

efficaces (0,01 à 1 % selon le vecteur et la cellule cible), ces vecteurs viraux intégratifs présentent un 

risque mutagène et de réactivation d’oncogènes du fait de leur insertion aléatoire dans le génome, 

limitant ainsi l’utilisation thérapeutique des cellules iPS reprogrammées avec ces vecteurs. Les efforts 

des chercheurs se sont alors tournés vers le développement de vecteurs viraux intégratifs excisables 

grâce au système de recombinaison Cre-loxP (Kaji et al., 2009; Soldner et al., 2009) ou le système non 

viral transposon/transposase piggyBac ou Sleeping Beauty (Grabundzija et al., 2013; Kaji et al., 2009; 

Woltjen et al., 2009). Bien qu’efficaces, ces deux techniques peuvent laisser des fragments d’ADN ou 

induire des microdélétions au niveau du site d’excision (Figure 8). 
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� Les vecteurs viraux non intégratifs 

Bien que des adénovirus aient été utilisés pour reprogrammer des cellules somatiques humaines 

(Zhou and Freed, 2009), la méthode virale actuellement la plus utilisée est le virus Sendaï. Ce virus à 

ARN non intégratif réplique son génome exclusivement dans le cytoplasme de la cellule transfectée. 

Son efficacité de reprogrammation est comparable à celle des virus intégratifs (0,02-1 %) (Fusaki et 

al., 2009). L’expression du virus diminue progressivement au cours de de la culture (10 passages 

environ), mais dans le cas où des cellules iPS aient conservé le génome viral, l’utilisation d’un 

anticorps dirigé contre la protéine HN exprimée à la surface des cellules infectées permet de 

sélectionner négativement des cellules iPS « virus-free » (Nishishita et al., 2011).  

� Les méthodes non virales 

Les techniques apportant les facteurs de transcription sous forme d’ADN plasmidique, d’ARNm et 

sous forme de protéines recombinantes sont actuellement privilégiées pour produire des cellules iPS 

car elles sont non intégratives (Figure 8). 

ADN plasmidique 

Les vecteurs plasmidiques épisomaux dits « auto-réplicatifs » dérivés du virus d’Epstein Barr 

(oriP/EBNA1) sont actuellement les plus largement utilisés. L’épisome est un élément extra-

chromosomique localisé dans le noyau de la cellule cible qui se réplique une seule fois par cycle 

cellulaire et, sous l’influence de sélection, il peut être maintenu à long terme sous forme épisomale 

dans près de 1 % des cellules initiales transfectées. Il ne nécessite donc pas de transfections répétées 

(Okita et al., 2011; Yu et al., 2009). L’efficacité de reprogrammation reste faible (0,001 %) mais il est 

possible d’associer des petites molécules pour l’améliorer. Leur principal avantage est que, en 

l’absence de sélection, le plasmide épisomal est progressivement éliminé des cellules iPS 

reprogrammées (en 7 passages environ). 

ARNm  

La reprogrammation par l’administration répétée journalière d’ARNm synthétiques est actuellement 

la technique la plus efficace (1-2 %), même si elle est contraignante, et avec une cinétique de 

reprogrammation supérieure aux protocoles utilisant des virus (Warren et al., 2010). De plus, 

l’utilisation d’ARNm permet d’éviter complètement le risque d’intégration génomique ou d’insertion 

mutagène. Il a même été montré qu’une seule transfection d’un ARNm synthétique polycistronique 

« auto-réplicatif » permettait l’expression des FT OSKM à un niveau élevé et constant (> 7 jours) 

pendant un nombre limité de divisions cellulaires (Yoshioka et al., 2013). 
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Protéines 

Les FT apportés sous forme recombinante directement dans les cellules cibles grâce à l’utilisation 

d’un cell penetrating peptide (CPP) comme par exemple 11R, 9R et TAT, ont démontré leur capacité à 

générer des cellules iPS (Kim et al., 2009; Zhang et al., 2012; Zhou et al., 2009). Les cellules iPS 

obtenues par cette technique sont appelées protein-induced pluripotent stem cells (piPSCs). Cette 

méthode simple de reprogrammation à l’aide de protéines n’entraîne aucun risque de modifier 

génétiquement ou chimiquement le génome de la cellule cible. Cependant, plusieurs cycles de 

traitement sont nécessaires et la reprogrammation est lente et 100 à 1000 fois moins efficace que les 

méthodes virales intégratives (0,001 à 0,01 %) limitant ainsi son utilisation.  

1.2. La culture des cellules iPS 

Les cellules souches pluripotentes humaines (hPSCs) sont continuellement en équilibre entre auto-

renouvellement et différenciation. Ainsi, il est nécessaire de parfaitement contrôler leurs conditions 

de culture pour permettre leur prolifération dans un état indifférencié. A l’origine, les hPSCs étaient 

cultivées sur des cellules nourricières d’origine murine : fibroblastes embryonnaires de souris (MEFs), 

dérivés de fœtus de souris entre 12,5 et 14,5 jours de gestation, les plus employés actuellement, ou 

cellules STO immortalisées ; mais des cellules nourricières d’origine humaine peuvent également être 

utilisées (Unger et al., 2009). La prolifération de ces cellules nourricières doit être inactivée par 

irradiation ou traitement avec de la mitomycine C, tout en permettant l’expression et la sécrétion 

des facteurs indispensables au maintien de la culture des hPSCs. Divers facteurs de croissance ou 

additifs doivent être ajoutés dans le milieu de culture pour maintenir la pluripotence, comme le 

facteur de croissance bFGF (basic fibroblast growth factor) qui régule l’auto-renouvellement des 

hPSCs (Levenstein et al., 2006).  

Cependant, une standardisation de la culture ainsi que l’utilisation de produits totalement définis et 

exempts de contaminants d’origine animale sont indispensables en vue d’une application en clinique 

(Lambshead et al., 2013). Des milieux de culture commerciaux parfaitement définis (mais coûteux) 

peuvent ainsi être associés à l’utilisation de substrats protéiques mimant la matrice extracellulaire 

comme le MatrigelTM, le plus employé mais contenant des contaminants xénogéniques (Kleinman et 

al., 1986), ou des protéines recombinante comme le collagène IV, la vitronectine, la fibronectine et la 

laminine. Des substrats synthétiques de type polymères ou hydrogels ont également été développés 

pour la culture des hPSCs, ainsi que des systèmes 3D, mais leur utilisation est plus anecdotique.  
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1.3. La caractérisation des cellules iPS 

Caractériser les cellules iPS est indispensable afin de sélectionner des lignées pluripotentes et ne 

présentant pas d’anomalies génétiques. Cette étape est d’autant plus importante si les cellules iPS 

sont destinées à une application clinique. Ainsi, le choix et le nombre des tests de caractérisation à 

mettre en œuvre sont fonction de l’application prévue. Les principaux tests utilisés sont présentés ci-

dessous mais cette liste est loin d’être exhaustive (Martí et al., 2013; Stadtfeld and Hochedlinger, 

2010). 

Caractérisation morphologique 

Les cellules iPS humaines possèdent les mêmes caractéristiques morphologiques que les cellules ES : 

elles prolifèrent sous forme de colonies rondes, composées de cellules possédant un noyau avec un 

large nucléole, et un cytoplasme peu abondant. Leur temps de doublement est similaire aux cellules 

ES (43-48h) et leur croissance est illimitée in vitro lorsque la culture est réalisée dans des conditions 

optimales (Takahashi et al., 2007). 

Caractérisation phénotypique et fonctionnelle 

Lors de la génération d’une nouvelle lignée iPS humaine, il est possible de sélectionner facilement 

des colonies complètement reprogrammées par leur activité alcaline phosphatase élevée. Puis, après 

amplification, l’une des premières étapes de caractérisation est de démontrer leur pluripotence. 

Celle-ci peut tout d’abord être confirmée par la mise en évidence de l’expression de marqueurs 

membranaires de pluripotence tels que SSEA (stage specific embryonic antigen)-3, SSEA-4, TRA 

(tumor related antigen)-1-60, TRA-1-81 ainsi que des facteurs de transcription nucléaires tels que 

Oct4, Sox2 et Nanog (Takahashi et al., 2007). L’étape suivante est de démontrer que les cellules iPS 

peuvent se différencier en des types cellulaires dérivés des trois lignées embryonnaires (mésoderme, 

ectoderme et endoderme). Cela peut être montré par des tests de différenciation in vitro et in vivo : 

les cellules souches pluripotentes sont en effet capables de former spontanément in vitro des 

structures 3D appelées corps embryoïdes (EBs, embryoid bodies), et de générer in vivo des tératomes 

après injection dans des souris immunodéficientes. Longtemps considéré comme le « gold standard » 

pour la caractérisation de nouvelles lignées de cellules iPS, la nécessité du test de formation de 

tératomes est actuellement débattue.  

Caractérisation génétique 

Des variations génétiques et épigénétiques ont été décrites dans les cellules iPS et certaines d’entre 

elles peuvent affecter les propriétés des cellules iPS et donc leur utilisation thérapeutique. L’un des 

tests les plus couramment employé pour les détecter est le caryotype et il doit être réalisé 

régulièrement pour vérifier l’absence d’acquisition d’anomalies au cours de la culture. En effet, il est 
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estimé qu’au moins 13 à 30 % des lignées iPS analysées développent des anomalies du caryotype au 

moins lors d’un passage. Dans plus de la moitié des cas, il s’agit de trisomie 12 (Taapken et al., 2011). 

Réalisée moins couramment mais pourtant très préconisée, la CGH array est une technique plus 

résolutive que le caryotype, permettant la détection de petits remaniements génétiques (Elliott et 

al., 2010). 

D’autres analyses peuvent être réalisées comme la mise en évidence de la réactivation de la 

télomérase (Stadtfeld et al., 2008) et de l‘inactivation des transgènes (quand utilisation de vecteurs 

intégratifs), ainsi que l’étude du profil d’expression épigénétique, génique, transcriptionnel ou 

protéomique (Pripuzova et al., 2015). 

1.4. Les applications des cellules souches iPS 

La « découverte » des cellules iPS a révolutionné le champ des cellules souches et apporté de 

nombreux espoirs en recherche. Leurs applications sont infinies, allant de la modélisation cellulaire 

physiopathologique à la médecine régénérative en passant par le screening pharmacologique et 

toxicologique (Figure 9).  

 

Figure 9. Les applications des cellules iPS humaines. 
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1.4.1. A partir de cellules iPS « saines » 

Modélisation cellulaire 

Les cellules iPS peuvent être théoriquement différenciées en tous les types cellulaires de l’organisme. 

Leur différenciation a été réalisée avec succès en cellules hématopoïétiques, cardiaques, neurales, 

hépatiques, épithélium pigmenté de la rétine et bien d’autres encore (Efthymiou et al., 2014). Grâce 

à leur similarité avec les cellules ES, les cellules iPS peuvent permettre d’étudier les mécanismes de 

différenciation mais également déterminer le rôle de certains gènes développementaux. 

Thérapie cellulaire et médecine régénérative 

Avec la mise au point de protocoles de différenciation reproductibles et efficaces, il semble possible 

d’obtenir des quantités potentiellement illimitées de cellules différenciées. La technologie des 

cellules iPS ouvre ainsi de nouvelles perspectives pour la génération de cellules transplantables 

autologues ou allogéniques afin de remplacer ou réparer les tissus endommagés par une lésion ou 

une maladie. Dans des maladies neurodégénératives comme la maladie de Parkinson, des lésions de 

la moelle épinière, des pathologies métaboliques comme le diabète de type 1, des pathologies 

cardiaques ou hépatiques, des essais de transplantation chez des animaux modèles ont déjà donné 

des résultats très encourageants (Harding and Mirochnitchenko, 2014).  

En Juillet 2013, le ministère japonais de la Santé a donné son accord pour débuter les premiers essais 

cliniques de médecine régénérative chez l'Homme à l’aide des cellules iPS. Un 1er essai clinique 

conduit par la Fondation pour la Recherche Biomédicale et l’Innovation de Kobé (Institut RIKEN) a 

ainsi été réalisé en septembre 2013 sur une patiente atteinte de dégénérescence maculaire liée à 

l'âge (DMLA), qui est la première cause de cécité des plus de 55 ans dans les pays industrialisés. La 

question de la sécurité de l’utilisation des cellules iPS reste toutefois à résoudre puisque le risque de 

développement de tératome après transplantation chez les patients dû à la présence d’iPS 

résiduelles n’est pas négligeable. Afin de sélectionner des produits dérivés des cellules iPS utilisables 

en clinique, l’équipe du RIKEN a proposé des lignes directrices pour la réalisation des tests 

d’évaluation de la tumorigénicité (c’est-à-dire le potentiel de formation de tumeurs après 

transplantation chez l’animal, généralement la souris) (Kawamata et al., 2015).  

L’utilité des cellules iPS dans le domaine de l’hématologie est également parfaitement démontrée, 

notamment en permettant la production de cellules matures comme les globules rouges (Kobari et 

al., 2012; Lapillonne et al., 2010) et les plaquettes en quantité quasi illimitée (Nakamura et al., 2014) 

à partir de cellules iPS humaines pour de la transfusion. En prenant en compte les principaux 

antigènes du système sanguin (Rh, Duffy, Kell...), Peyrard et al. ont déterminé que trois lignées iPS 
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seulement permettraient de couvrir 99 % des besoins transfusionnels en globules rouges de la 

population française (Peyrard et al., 2011).  

Les cellules iPS pourraient également apporter une solution au problème de la pénurie d’organes 

pour la transplantation. Le 1er essai d’utilisation des cellules iPS pour générer des organes humains 

(pancréas, rein, foie et autres organes) dans des cochons pourrait bientôt être mené aux Etats-Unis 

par le Pr Nakauchi. Pour réaliser cela, il utilise la technique de la complémentation du blastocyste : 

son approche consiste à injecter des cellules iPS d’une espèce 1 dans un blastocyste d’une espèce 2 

modifiée pour être déficiente en un organe donné, puis ces embryons chimériques sont réimplantés 

dans l’utérus d’une « mère porteuse » (Kobayashi et al., 2015; Matsunari et al., 2013). Mais ces 

nouvelles avancées technologiques, bien que porteuses d’espoirs pour pallier au manque d’organes, 

pourraient se heurter à des considérations éthiques...   

Screening toxicologique 

Plus de 40 % des drogues testées lors d’essais cliniques sont abandonnées à cause de l’apparition 

d’effets toxiques inattendus. Les cellules iPS différenciées ou non, saines ou spécifiques de 

pathologies, peuvent servir de modèles prédictifs in vitro pour évaluer la toxicité pré-clinique de 

nombreuses molécules ou nouveaux médicaments, notamment la cardiotoxicité, l’hépatotoxicité et 

même la tératogénicité (Anson et al., 2011). De plus, des panels de lignées cellulaires reproduisant la 

diversité génétique et épigénétique de la population peuvent permettre d’étudier l’influence de 

certains polymorphismes sur le métabolisme ou l’élimination de molécules/médicaments (Ulvestad 

et al., 2013).  

1.4.2. A partir de cellules iPS issues de patients 

Modélisation physiopathologique 

Les chercheurs se sont très rapidement intéressés à la modélisation de maladies en utilisant des 

cellules somatiques issues de patients. Depuis les premières modélisations physiopathologiques 

réalisées en 2008, de nombreuses lignées iPS ont été produites aussi bien pour la modélisation de 

pathologies neurologiques, hématologiques, métaboliques, cardiovasculaires que des cancers 

(Robinton and Daley, 2012). Cette technologie permet ainsi de créer des modèles de pathologies 

pour lesquelles il n’existe pas ou peu de modèles cellulaires pertinents in vitro. Ils permettent ainsi 

d’étudier les mécanismes sous-jacents à une pathologie, d’identifier un phénotype particulier associé 

à celle-ci, développer de nouveaux traitements... C’est cette application qui nous intéresse dans ce 

travail et plus particulièrement la modélisation physiopathologique de la CGD, maladie touchant le 

système hématologique et immunitaire (cf Chapitre I). 
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Thérapie génique 

Dans le cas de maladies constitutionnelles monogéniques, il est théoriquement possible de corriger 

l’anomalie génétique portée par les cellules iPS issues du patient, puis de les différencier en cellules 

d’intérêt et ensuite de les réintroduire chez le patient. La correction génétique peut être réalisée par 

l’utilisation de vecteurs viraux intégratifs (rétrovirus, lentivirus) mais, comme discuté précédemment, 

elle est limitée par le risque d’insertion mutagène. L’évolution actuelle repose sur les nouvelles 

technologies de « l’édition du génome » qui, grâce au mécanisme de recombinaison homologue, 

utilisent la machinerie cellulaire de réparation de l’ADN pour remplacer la séquence mutée d’un gène 

par une séquence saine. Ainsi, des nucléases ZFN (Zinc Finger Nuclease), TALEN (Transcription 

activator-like effector nuclease) (Christian et al., 2010) et CRISPR (Clustered Regularly Interspaced 

Short Palindromic Repeats)-Cas9 permettent d’induire des cassures double-brin dans l’ADN au niveau 

d’un site ciblé, ce qui augmente la fréquence de recombinaison homologue et permet l’introduction 

d’une mutation ou d’un « gène donneur sain » par exemple (Li et al., 2014). Des essais de correction 

génétique utilisant des vecteurs lentiviraux ont été réalisés avec succès dans des maladies 

hématologiques. Par exemple, en 2009 dans l’anémie de Fanconi où les fibroblastes du patient ont 

été corrigés grâce à un vecteur lentiviral puis reprogrammés en cellules iPS et enfin différenciés in 

vitro en progéniteurs hématopoïétiques phénotypiquement normaux (Raya et al., 2009), mais 

également en 2012 dans la porphyrie érythropoïétique congénitale où la correction par thérapie 

génique a permis la production de globules rouges fonctionnels à partir des cellules iPS corrigées 

(Bedel et al., 2012). Des cellules iPS humaines issues de patients atteints de drépanocytose ont 

également pu être corrigées grâce aux techniques ZFN (Sebastiano et al., 2011; Zou et al., 2011a) et 

TALEN (Sun and Zhao, 2013). Très récemment, Li et al. ont réussi à corriger les cellules iPS d’un 

patient atteints de dystrophie musculaire de Duchenne grâce aux technologies TALEN et CRISPR (Li et 

al., 2015). 

Screening pharmacologique 

Ces modèles physiopathologiques permettent également de tester de nouvelles approches 

pharmacologiques potentiellement curatives. Des neurones modélisant le syndrome de Rett (maladie 

neurodégénérative due à une mutation du gène codant MeCP2 situé sur le chromosome X) ont 

permis de tester l’efficacité de différentes drogues et leur phénotype a ainsi pu être partiellement 

corrigé par l’administration d’IGF1 (Marchetto et al., 2010). La mise en place de plateformes 

représenterait un outil inestimable pour permettre le criblage de nombreuses molécules et évaluer 

leur efficacité à corriger le phénotype malade (Phillips and Crook, 2010; Rowntree and McNeish, 

2010).  
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� Banques de cellules iPS 

Actuellement, les chercheurs s’emploient à mettre en place des lignes de conduite internationales 

afin d’harmoniser les « règles de fabrication » (GMP, good manufacturing practice) et de 

caractérisation des cellules iPS pour disposer de lignées de grade clinique conservées dans des 

banques (Andrews et al., 2014; Barry et al., 2015). Il a par exemple été montré que la sélection de 30 

lignées homozygotes seraient suffisantes pour procurer une compatibilité HLA avec 82,2 % de la 

population japonaise (Nakatsuji et al., 2008) alors qu’il faudrait disposer de 100 lignées homozygotes 

pour correspondre à 78 % de la population européenne (Gourraud et al., 2012). Le système HLA est 

bien plus complexe que le système des groupes sanguins érythrocytaires, ce qui explique la plus 

grande quantité de lignées iPS nécessaires. L’institut RIKEN au Japon propose déjà des lignées de 

cellules iPS dérivées de personnes saines ou provenant d’individus malades (> 40 déjà disponibles) 

alors que la 1ère banque européenne pour les cellules iPS humaines (EBiSC, European Bank for 

induced pluripotent Stem Cells) est actuellement en cours de création. 

 

2. Production de cellules souches/progéniteurs hématopoïétiques à partir de 

cellules iPS 

2.1. Les cellules souches hématopoïétiques 

2.1.1. Développement du système hématopoïétique durant l’embryogénèse  

La production de cellules sanguines tout au long de la vie repose sur l'existence de CSH apparaissant 

au cours de l’embryogenèse et assurant l’homéostasie du système hématopoïétique dans 

l’organisme grâce à un auto-renouvellement et une différenciation en cellules matures continus.  

Chez l’Homme, au cours de l’ontogénèse, le développement hématopoïétique est caractérisé par 

deux vagues indépendantes dans le temps et l’espace. L’hématopoïèse dite primitive démarre vers le 

15ème-17ème jour de gestation (jusqu’à la 8ème semaine) avec l’apparition d’îlots sanguins dérivés du 

feuillet mésodermique dans le sac vitellin extra-embryonnaire. Les progéniteurs générés donneraient 

majoritairement des érythroblastes nucléés primitifs, des mégacaryocytes et des macrophages 

primitifs. Ces progéniteurs érythro-myéloïdes du sac vitellin coloniseraient le foie vers le 23ème jour 

de gestation. Une seconde vague de génération de CSH, ou hématopoïèse définitive, aurait lieu dans 

l’embryon au moment de la mise en place de la circulation sanguine (21ème jour de gestation) avec 

apparition de progéniteurs hématopoïétiques multipotents de type adulte capables de repopulation 

érythroïde, myéloïde et lymphoïde à long terme (Tavian et al., 2001). En effet, à partir du jour 27, des 
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CSH définitives émergeraient d’une région appelée "Aorte - Gonades - Mesonephros" (AGM) (Tavian 

and Péault, 2005) et plus particulièrement au niveau de l’aorte dorsale à partir d’un « endothélium 

hémogénique », et seraient responsables de la seconde colonisation du foie à environ 30-40 jours de 

gestation (phase hépatique) et du thymus, qui deviennent ainsi des sites hématopoïétiques et 

lymphopoïétiques respectivement. Depuis le foie fœtal, les CSH vont ensuite coloniser les organes 

hématopoïétiques définitifs. Ainsi, une petite partie de l'érythropoïèse définitive a également lieu du 

2ème au 6ème mois au niveau de la rate (phase splénique). Puis, à partir du 4ème mois de 

développement embryonnaire, les CSH migrent via le système vasculaire dans la moelle osseuse 

(phase myéloïde), siège de l’hématopoïèse définitive chez l’adulte et lieu de résidence des CSH 

(Figure 10). Chez l’enfant, elle a lieu dans tous les os puis, à partir de 5 ans, elle se déroule 

uniquement dans les os plats (pelvis, sternum, os iliaque, côtes, crâne) et les vertèbres. Le thymus et 

la rate continuent de jouer un rôle dans l’hématopoïèse chez l’individu adulte en hébergeant la 

différenciation lymphocytaire T et la différenciation lymphocytaire B respectivement. 

 

Figure 10. La niche hématopoïétique et l’hématopoïèse. 2001 Terese Winslow (assisted by Lydia Kibiuk) 

2.1.2. L’hématopoïèse définitive chez l’adulte 

La niche hématopoïétique 

Dans la moelle osseuse, les CSH sont localisées dans un environnement cellulaire appelé « niche » qui 

les protège. La niche est une structure anatomique et fonctionnelle qui contient les CSH elles-

mêmes, mais également d'autres types cellulaires de soutien formant un microenvironnement 
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médullaire riche en facteurs et molécules diverses capables de réguler la survie, la quiescence, l’auto-

renouvellement, la prolifération et la différenciation des CSH (Schofield, 1978). La matrice 

extracellulaire de cette niche est composée de protéines produites par les cellules stromales comme 

les collagènes, la fibronectine, la laminine… Les cellules stromales jouant un rôle majeur sont les 

cellules endothéliales, les cellules souches mésenchymateuses ainsi que les ostéoblastes. Mais 

d’autres cellules participent également à la niche hématopoïétique comme des fibroblastes, des 

adipocytes, des macrophages... (Figure 10). Elles vont agir par contact direct avec les CSH ou libérer 

dans la niche divers facteurs de croissance hématopoïétiques ou autres composants essentiels 

comme CXCL12/SDF-1 (rétention des CSH dans la niche), angiopoïétine-1, SCF (stem cell factor) et 

thrombopoïétine (TPO) (maintien de la quiescence des CSH) (Boulais and Frenette, 2015). Les 

mécanismes de régulation de l’hématopoïèse sont très complexes et finement régulés par la niche 

hématopoïétique afin de maintenir l’homéostasie du système hématopoïétique durant toute la vie 

d’un individu. 

En plus de la présence des cellules stromales, la niche hématopoïétique procure également un 

environnement hypoxique nécessaire aux CSH en les protégeant des FRO. En effet, l’hypoxie induit la 

sécrétion du facteur de transcription HIF-1α qui va diminuer la respiration mitochondriale et l’activité 

des NADPH oxydases dans les CSH (Suda et al., 2011). Ainsi, une fine régulation de la fluctuation du 

niveau de FRO dans les CSH est indispensable pour le maintien de l’homéostasie du système 

hématopoïétique (Ludin et al., 2014). Les CSH  exprimant un niveau intracellulaire de FRO faible sont 

plus quiescentes et présentent un potentiel d’auto-renouvellement et de transplantation élevés alors 

qu’un niveau élevé de FRO diminue la prolifération des CSH et induit leur différenciation et leur 

mobilisation. Les CSH expriment les isoformes NOX1, 2 (majoritairement) et 4 qui produisent des 

faibles niveaux de FRO constitutivement (Piccoli et al., 2007). Ainsi, la déficience en activité NADPH 

oxydase dans la CGD pourrait être responsable de la diminution de la mobilisation des CSH observée 

après induction par le G-CSF (Sekhsaria et al., 1996). A l’inverse, un défaut de cette balance avec une 

hyper-expression de FRO (stress oxydant) peut également conduire à l’apparition d’hémopathies 

telles que des syndromes myélodysplasiques ou des leucémies ainsi qu’à la sénescence et à une 

diminution du pool de CSH dans la moelle osseuse (Sardina et al., 2012). 

L’hématopoïèse adulte  

Au cours de l’hématopoïèse, la maturation des cellules hématopoïétiques est un processus progressif 

et il est possible donc d’identifier trois compartiments constitués d’un continuum de cellules de 

degrés de maturation variables : 
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- Le compartiment des cellules souches hématopoïétiques : les CSH sont caractérisées par deux 

propriétés principales, leur auto-renouvellement et leur potentiel de différenciation vers toutes les 

lignées hématopoïétiques, 

- Le compartiment des progéniteurs hématopoïétiques : ces progéniteurs issus de la différenciation 

des CSH peuvent être primitifs (capables d’une prolifération importante et de différenciation vers 

plusieurs lignées hématopoïétiques) ou plus matures (incapables d’auto-renouvellement et engagés 

vers une ou deux lignées distinctes), 

- Le compartiment des précurseurs hématopoïétiques : capables d’engendrer les cellules matures 

possédant une morphologie caractéristique identifiable et ne se divisant plus.  

A la fin de ce processus de maturation médullaire, les cellules hématopoïétiques traversent la 

barrière endothéliale, quittent la moelle osseuse et atteignent la circulation sanguine. 

Plus de 1011 cellules hématopoïétiques matures humaines sont ainsi produites chaque jour : 

érythrocytes, plaquettes, neutrophiles, monocytes/macrophages, éosinophiles, basophiles, cellules 

dendritiques, lymphocytes T et B et cellules NK (Figure 10). Pourtant, les CSH sont très peu 

nombreuses dans l’organisme (1 cellule sur 1 million dans la moelle osseuse humaine). Les plus 

primitives sont pour la plupart quiescentes (phase G0), et il est d’ailleurs estimé qu’elles se 

diviseraient tous les 175-350 jours environ (Catlin et al., 2011). L’homéostasie de ce pool de CSH est 

maintenue grâce à une division asymétrique : une CSH se divise en donnant une autre CSH et une 

cellule-fille se différenciant vers un lignage donné. 

2.1.3. Mise en évidence des cellules souches et progéniteurs hématopoïétiques (CSPH) 

Il est très difficile de caractériser précisément les CSPH. Généralement, la caractérisation de ces 

cellules associe évaluation du potentiel hématopoïétique in vitro et in vivo et identification des 

marqueurs de surface.  

2.1.3.1. Evaluation du potentiel hématopoïétique  

� Tests fonctionnels in vitro  

Plusieurs tests in vitro sont disponibles, chacun permettant de distinguer des stades différents de 

maturation des cellules souches ou progéniteurs hématopoïétiques (Figure 11). 

Le test clonogénique ou CFC (colony-forming cells) assay 

Ce test clonogénique met en évidence la présence de précurseurs/progéniteurs déjà plus ou moins 

engagés dans un lignage hématopoïétique. En effet, ceux-ci possèdent la capacité de former en 7-21 

jours des colonies hématopoïétiques dans un milieu semi-solide (méthylcellulose) contenant des 

cytokines hématopoïétiques. Le type de colonies renseigne sur le type de progéniteurs présents dans 
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la population analysée : progéniteur multipotent (CFU-GEMM ou CFU-Mix, colony-forming unit 

granulocyte erythrocyte macrophage megakaryocyte), bipotent (CFU-GM, colony-forming unit 

granulocyte-macrophage), ou unipotent : érythroïde (BFU-E, burst-forming unit erythrocyte, et CFU-

E, colony-forming unit erythrocyte), mégacaryocytaire (CFU-Mk ou CFU-Meg, colony-forming unit 

megakaryocyte), granulocytaire (CFU-G, colony-forming unit granulocyte), macrophagique (CFU-M, 

colony-forming unit macrophage), éosinophile (CFU-Eo, colony-forming unit eosinophil) et basophile 

(CFU-Baso, colony-forming unit basophile). De même, la taille de chaque colonie serait directement 

proportionnelle au potentiel prolifératif du progéniteur à l’origine de cette colonie. Dans cet essai dit 

« à court terme », les progéniteurs se différencient en moins de 3 semaines et ont un nombre de 

division limité (5 à 10) (Wognum et al., 2003). Ce test n’est donc pas approprié pour identifier les 

cellules immatures comme les CSH qui nécessitent plus de temps pour donner des cellules 

différenciées (Coulombel, 2004). 

 

Figure 11. Evolution des marqueurs des cellules souches et du potentiel hématopoïétique au cours de l’hématopoïèse. 

Les marqueurs de surface les plus couramment employés sont indiqués dans les encarts gris, le potentiel hématopoïétique 
est indiqué en bleu et les cytokines hématopoïétiques en rouge. 
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Les systèmes de coculture : LTC-IC et CAFC  

Dans ces systèmes de coculture dits « à long terme » qui durent plus de 5 semaines, les cellules 

testées sont cultivées sur des cellules stromales murines irradiées (MS-5 et S17 par exemple) en 

présence de cytokines, mimant ainsi le microenvironnement médullaire. Ils permettent de détecter 

des cellules plus immatures que les progéniteurs détectés par le test CFC, c’est-à-dire des CSH (mais 

pas toutes) ainsi que d’autres cellules un peu plus différenciées (Figure 11) (Sutherland et al., 1990). 

Ainsi, des progéniteurs hématopoïétiques déjà engagés vont terminer leur maturation et finalement 

disparaître au cours des 3-5 semaines de culture à cause de leur potentiel de prolifération limité, 

alors que les cellules plus immatures vont accomplir un nombre élevé de divisions (> 15) avant de 

donner des cellules différenciées. Ces tests ont permis d’identifier deux types de cellules : les LTC-IC 

(long-term culture-initiating cells) qui, après 5 semaines de culture, donneront des colonies 

détectables par le test CFC, et les CAFC (cobblestone area-forming cells) qui vont s’insérer dans la 

couche stromale et former un cluster de cellules pavimenteuses fortement associé aux cellules 

stromales. Le test des LTC-IC permet ainsi de déterminer, dans une population analysée, la fréquence 

des CSH (dilutions limites et analyse par la loi de Poisson) (Coulombel, 2004).  

� Reconstitution hématopoïétique in vivo  

Bien que les systèmes de coculture comme le LTC-IC permettent une bonne estimation in vitro de la 

présence de CSH, ils ne permettent pas de prédire totalement le potentiel de reconstitution des 

cellules hématopoïétiques in vivo. Ainsi, le seul test prouvant la présence de « vraies » CSH dans une 

population donnée est le test de reconstitution hématopoïétique in vivo à long terme après 

transplantations en série dans des souris immunodéficientes NOD/SCID irradiées ; ces cellules sont 

ainsi appelées SRC (scid-repopulating cells) (Dick et al., 1997). Par exemple, il y aurait 1 SRC pour 

9,3x105 cellules mononucléées du cordon ombilical, pour 3x106 cellules de la moelle osseuse, pour 

8x106 cellules du sang périphérique (après mobilisation par du G-SCF) ou pour 617 cellules 

CD34+CD38- (Dick et al., 1997). Un très faible nombre de SRC voire même une seule cellule SRC serait 

capable de reconstituer une hématopoïèse durable dans des souris immunodéficientes.  

Il faut cependant distinguer deux types de SRC. Des ST-SRC (short-term-SRC) peuvent être détectées 

à partir de 2 semaines post-transplantation mais leur potentiel de différenciation est restreint aux 

compartiments érythroïdes et myéloïdes, et seulement à court terme (2-3 semaines). A l’inverse, les 

LT-SRC (long-term-SRC) sont détectées après 8-10 semaines et sont capables de reconstituer une 

hématopoïèse à long terme (Glimm et al., 2001).  

Comme déjà précisé précédemment, les CSH sont multipotentes et capables d’auto-renouvellement. 

Ainsi, l’injection primaire permet de tester la multipotence des CSH injectées en analysant les 

lignages reconstitués. Puis, l’injection secondaire, où la moelle osseuse des souris transplantées est 
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ré-injectée dans d’autres souris immunodéficientes irradiées, permet de tester leur capacité de 

reconstitution secondaire et donc leur potentiel d’auto-renouvellement. 

2.1.3.2. Marqueurs de surface 

La biologie des CSH est très complexe et il est donc très difficile de trouver un ensemble de 

marqueurs caractérisant phénotypiquement parfaitement les CSH. Certains marqueurs sont 

cependant à présent bien associés aux CSH (Figure 11).  

Les cellules hématopoïétiques primitives, dont les CSH, n’expriment pas les marqueurs de lignage 

(Lin) tels que la glycophorine A exprimée par les érythrocytes, les marqueurs CD3, CD4, CD8, CD19, 

CD20 exprimés par les lymphocytes, ou les marqueurs CD14, CD16 et CD66b associés aux cellules 

myéloïdes. La sélection de cellules Lin- permet donc généralement un enrichissement en CSH de 50-

200 fois en fonction des marqueurs de lignage utilisés (Wognum et al., 2003). 

Le marqueur hématopoïétique CD34 est le plus utilisé pour identifier et isoler les CSH car il est 

exprimé par la majorité des cellules capables de reconstituer une hématopoïèse durable multi-lignée 

dans des souris immunodéficientes, mais il est également exprimé par les cellules progénitrices plus 

différenciées. L’isolement des cellules CD34+ conduit donc à un enrichissement de 25 à 100 fois en 

CSH et progéniteurs hématopoïétiques. Cependant, bien que les cellules CD34+ représentent près de 

5 % du foie fœtal, du sang de cordon ou de la moelle osseuse, en réalité moins de 0,1 % de ces 

cellules sont de vraies CSH, moins de 1 % sont des LTC-IC et moins de 20 % des CFC (Wognum et al., 

2003).  

D’autres marqueurs combinés avec le CD34 peuvent permettre de définir plus précisément le 

phénotype des CSH. Ainsi les CSH sont généralement CD34+CD38- et n’expriment le marqueur CD38 

qu’au cours de leur différenciation. D’autres marqueurs seraient absents ou faiblement exprimés par 

les CSH comme le marqueur CD45RA ou HLA-DR, alors que d’autres seraient exprimés par la majorité 

des CSH comme CD90 (également appelé Thy1), CD133, CD117 (également appelé c-kit, récepteur du 

SCF), KDR (récepteur du VEGF-2), CD49f ou le CXCR4 (récepteur du CXCL12/SDF-1α, impliqué dans le 

chimiotactisme des CSH et nécessaire pour le homing et la prise de greffe) (Handgretinger and Kuçi, 

2013; Lapidot and Kollet, 2002; Majeti et al., 2007; Ziegler et al., 1999). 

En plus des marqueurs de surface, la capacité d’efflux/exclusion de colorants spécifiques permet 

également d’identifier les CSH. La population de cellules réfractaires aux colorants fluorescents 

comme la rhodamine 123 (Rho) ou le Hoechst 33342 (Ho) est appelée " side-population " (SP) et 

contient ainsi un très grand nombre de CSH (Wognum et al., 2003). De même, les CSH présentent 

une activité intracellulaire élevée de l'enzyme aldéhyde déhydrogénase (ALDH) (Storms et al., 1999). 
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2.2. Production de progéniteurs CD34
+
 humains à partir de cellules souches 

pluripotentes humaines (hPSCs) 

La différenciation hématopoïétique des cellules ES humaines a déjà permis de nombreuses avancées 

dans l’étude de l’ontogénie du système hématopoïétique humain et la compréhension des 

mécanismes de différenciation hématopoïétique puisque leur étude directe sur l’embryon humain 

est limitée pour des raisons éthiques et techniques. Les cellules souches pluripotentes iPS 

représentent une source potentielle illimitée et éthique de cellules hématopoïétiques. L’enjeu est en 

effet majeur puisque l’obtention de CSH en quantité illimitée grâce aux cellules iPS pourrait 

permettre de pallier au manque de donneurs HLA compatibles pour la transplantation allogénique ou 

produire des CSH corrigées autologues pour guérir des maladies hématologiques sévères 

(drépanocytose, thalassémies, leucémies...), générer des modèles physiopathologiques cellulaires et 

animaux (voir Chapitre II-4 Souris humanisées) ou encore produire des cellules matures pour la 

thérapie cellulaire (Vanhee and Vandekerckhove, 2015). 

L’objectif de tous les protocoles de différenciation hématopoïétique est de créer in vitro un 

microenvironnement favorable pour orienter la différenciation des hPSCs spécifiquement vers le 

lignage hématopoïétique, soit pour l’obtention de CSPH, soit pour la différenciation terminale en 

cellules hématopoïétiques matures. Il existe dans la littérature une quantité très importante de 

protocoles de différenciation montrant l’obtention de cellules CD34+ et nous verrons ici de façon 

générale le principe de ces protocoles et les dernières avancées publiées. La différenciation 

hématopoïétique a d’abord été développée sur les cellules ES puis ces différents protocoles ont été 

adaptés aux cellules iPS ; ces deux types de cellules souches seront donc abordés en parallèle. 

Plusieurs de ces études ont d’ailleurs noté que le timing de différenciation hématopoïétique in vitro 

des cellules ES et iPS était similaire.  

2.2.1. Les techniques de différenciation hématopoïétique 

Deux techniques principales sont employées pour induire la différenciation hématopoïétique : la 

première technique repose sur un système de coculture avec des cellules stromales et la seconde 

technique sur la formation de corps embryoïdes (EBs). 

Coculture avec des cellules stromales 

L’objectif de ces systèmes de coculture est de mimer le microenvironnement embryonnaire ayant 

permis l’émergence des CSH. Ainsi, la première différenciation hématopoïétique à partir des cellules 

ES humaines a été réalisée en utilisant des cellules stromales murines C166, une lignée de cellules 

endothéliales dérivée du sac vitellin (jour 12 de gestation), et S17, des cellules stromales issues de la 
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moelle osseuse (Kaufman et al., 2001). D’autres lignées stromales murines se sont révélées 

intéressantes comme les cellules MS-5 ou les cellules OP9 (Nakano, 1996; Yoshida et al., 1990). Les 

cellules OP9 seraient d’ailleurs les plus efficaces pour induire la formation de cellules CD34+ à partir 

de cellules ES humaines (Vodyanik et al., 2005). D’autres lignées ont également été employées mais 

de façon plus anecdotique, telles que des cellules stromales dérivées de foie fœtal humain (Ledran et 

al., 2008; Qiu et al., 2005) mais également d’AGM (Ledran et al., 2008; Weisel et al., 2006).  

Formation des corps embryoïdes 

Dans cette structure 3D qui reproduit le développement embryonnaire in vivo (Zambidis et al., 2005), 

il se produit spontanément une différenciation vers les trois feuillets embryonnaires dont le 

mésoderme, source du lignage hématopoïétique. Cependant, cette différenciation spontanée est peu 

efficace en termes de rendement de progéniteurs hématopoïétiques CD34+ produits mais peut être 

améliorée par l’ajout de cytokines afin d’orienter la différenciation. Chadwick et al. ont ainsi montré 

en 2003 l’importance du BMP4 (bone morphogenetic protein-4) sur la différenciation des cellules ES 

humaines (Chadwick et al., 2003). D’autres équipes ont également développé des techniques 

permettant d’obtenir une taille plus homogène des EBs afin d’améliorer la différenciation 

hématopoïétique : hanging drop (Cerdan et al., 2007), spin EBs (Ng et al., 2005). 

Combinaison corps embryoïdes / cultures stromales 

La combinaison de ces deux approches, c’est-à-dire la formation des corps embryoïdes suivie de la 

coculture sur cellules stromales, généralement des cellules OP9, a également prouvé son efficacité 

(Kim et al., 2005; Wang et al., 2005a). Les cellules OP9 permettraient notamment la survie des 

précurseurs hématopoïétiques produits dans les EBs et induiraient leur prolifération (Ji et al., 2008). 

Différenciation sur matrice extracellulaire 

Afin de s’affranchir de l’utilisation de cellules stromales animales ou de la variabilité de la formation 

des EBs, la différenciation hématopoïétique des hPSCs a également pu être obtenue par culture des 

cellules souches en milieu sans sérum dans des disques recouverts avec du MatrigelTM (Niwa et al., 

2011) ou avec des protéines de la matrice extracellulaire comme la fibronectine et le collagène IV 

(Salvagiotto et al., 2011) en présence de cytokines hématopoïétiques. 

2.2.2. Améliorations des protocoles de différenciation 

La connaissance plus précise des voies régulant l’hématopoïèse au cours de l’embryogénèse grâce 

notamment aux cellules ES murines et humaines a conduit à développer de nouvelles approches 

pour améliorer les protocoles de différenciation et optimiser la production de progéniteurs 

hématopoïétiques. 
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Cytokines et stimulation des voies de signalisation  

De nombreux protocoles utilisent des facteurs de croissances et cytokines pour mimer les voies de 

signalisation mises en jeu de façon séquentielle au cours de l’embryogénèse. Ainsi, des facteurs de 

croissance ou cytokines hématopoïétiques comme le BMP-4 (Chadwick et al., 2003; Zhang et al., 

2008), Wnt3a (Wang and Nakayama, 2009), bFGF (Pick et al., 2007), VEGF (Cerdan et al., 2004; 

Kennedy et al., 2007; Pick et al., 2007), Flt3L, TPO, SCF (Srivastava et al., 2007), IL3, IL6 et d’autres 

encore vont activer des voies de signalisation impliquées dans le développement hématopoïétique 

telles que les voies Activin A/nodal ou Wnt/β-catenine, améliorant ainsi la production de 

précurseurs/progéniteurs CD34+ en systèmes de coculture ou d’EBs. En effet, la voie Activin/nodal 

est essentielle pour l’hématopoïèse primitive et il a été montré qu’une inhibition de cette voie 

aboutit à la génération d’une population enrichie en progéniteurs définitifs (Kennedy et al., 2012). A 

l’inverse, l’inhibition précoce de la voie Wnt bloquerait le développement de l’hématopoïèse 

définitive (Sturgeon et al., 2014). 

De façon très intéressante, Tian et al. en 2004 ont montré que l’effet de ces cytokines était différent 

selon la technique d’induction de l’hématopoïèse utilisée (coculture versus corps embryoïdes). Ainsi, 

la combinaison des cytokines SCF/Flt3L/TPO permettrait une différenciation hématopoïétique en 

système stromal (sans sérum) mais ne serait pas suffisante en système EB. L’ajout de BMP4 serait 

essentiel pour l’induction hématopoïétique efficace à partir des EBs, suggérant que les cellules 

stromales pourraient être une source de BMP4 (Tian et al., 2004).  

Certaines équipes ont génétiquement modifié les cellules stromales afin de leur faire exprimer des 

activateurs de ces voies de signalisation : cellules stromales S17 ou M210 exprimant Wnt1 (Woll et 

al., 2008), et cellules stromales OP9 exprimant Wnt3 (OP9-W3a) ou le ligand Delta-like 1 de la voie 

Notch (OP9-DL1) (Amabile et al., 2013) puisque la voie de signalisation Notch serait également 

impliquée dans le développement hématopoïétique (Bigas et al., 2010). 

Expression forcée de facteurs de transcription 

Une piste très intéressante pour produire des CSPH transplantables est d’induire l’expression de 

facteurs de transcription impliqués dans l’hématopoïèse. Kyba et al. ont ainsi montré en 2002 à partir 

de cellules ES murines que l’expression forcée dans les EBs du facteur de transcription HoxB4, gène 

impliqué dans l’auto-renouvellement des CSH définitives, permettait la formation de CSH possédant 

un potentiel de prise de greffe multi-lignée à long terme dans des souris immunodéficientes irradiées 

(Kyba et al., 2002). Cependant, l’efficacité de l’expression forcée de ce facteur dans les cellules 

souches pluripotentes humaines est controversée. Il a en effet été montré que l’expression 

ectopique d’HoxB4 améliorerait la différenciation hématopoïétique des cellules ES humaines et 
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l’expansion des cellules hématopoïétiques mais sans améliorer leur prise de greffe (Bowles et al., 

2006; Lee et al., 2008; Wang et al., 2005b). 

La surexpression dans des cellules ES humaines du facteur de transcription SOX17, impliqué dans la 

transition endothéliale-hématopoïétique et donc dans le développement de l’hématopoïèse 

définitive, a permis l’expansion des cellules CD34+CD45- capables de donner naissance à des 

progéniteurs hématopoïétiques multi-lignée (Nakajima-Takagi et al., 2013). Ceci pourrait donc être 

une piste intéressante pour l’amplification des CSH à des fins thérapeutiques. 

De même, Ran et al. ont montré que l’expression forcée ectopique dans des cellules ES et iPS 

humaines de RunX1a, un régulateur positif des gènes impliqués dans l’hématopoïèse, améliorerait la 

production de CSPH ainsi que leur expansion in vitro et leur potentiel de reconstitution multi-lignée 

après transplantation dans la MO de souris immunodéficientes (Ran et al., 2013).  

Conditions de culture 

Les conditions de culture peuvent également jouer un rôle important dans la différenciation 

hématopoïétique. Dans l’organisme humain, les CSH sont présentes dans une niche hypoxique. Il a 

ainsi été montré une amélioration de la différenciation hématopoïétique des hPSCs en condition 

hypoxique (5 % CO2) par rapport à une différenciation se déroulant en condition normoxique 

(Salvagiotto et al., 2011).  

 

3. La modélisation physiopathologique de la CGD grâce aux cellules iPS 

3.1. Production de neutrophiles et macrophages à partir des cellules souches ES et iPS 

Depuis les premiers essais sur les cellules ES murines, de nombreux protocoles de différenciation 

hématopoïétique ont été développés pour obtenir des neutrophiles et des macrophages à partir de 

hPSCs. Ces méthodes impliquent toutes la production de progéniteurs hématopoïétiques qui sont 

ensuite différenciés en cellules matures. La majorité des méthodes de différenciation utilisent des 

protocoles en plusieurs étapes pouvant associer différentes techniques comme la coculture avec des 

cellules stromales murines OP9, la formation de corps embryoïdes, la culture en suspension... Le 

principe général des différents protocoles publiés pour la production de neutrophiles et 

macrophages à partir de cellules iPS humaines uniquement est récapitulé dans la Figure 12.  
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Figure 12. Principe général des protocoles de différenciation hématopoïétique des cellules souches iPS humaines en 

neutrophiles et macrophages. 

A chaque étape de culture, des cytokines différentes permettent d’orienter la différenciation 

hématopoïétique vers le type cellulaire désiré, et sont celles intervenant dans l’hématopoïèse 

physiologique (Figure 11). La combinaison de cytokines utilisées ainsi que leur concentration sont 

très variables d’un protocole à l’autre. De façon unanime cependant, le G-CSF et le M-CSF sont 

ajoutés en fin de différenciation car ces deux cytokines sont essentielles à la différentiation terminale 

en cellules matures neutrophiles et macrophages respectivement. 

� Génération de neutrophiles 

Nous avons comparé les différents protocoles issus de la littérature pour la différenciation des hPSCs 

en neutrophiles matures, ainsi que les rendements obtenus et les durées de culture nécessaires à 

leur obtention. Leurs caractéristiques sont indiquées dans le Tableau 1 ci-dessous. 
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Tableau 1. Protocoles de production de neutrophiles à partir des cellules souches pluripotentes murines et humaines. 

 

Il semble plus facile de produire des neutrophiles à partir de cellules ES plutôt qu’iPS, et à partir de 

cellules murines plutôt qu’humaines. Le rendement de ces protocoles à partir des cellules iPS 

humaines est donc globalement faible, avec un pourcentage de pureté d’environ 50 % seulement. La 

durée d’obtention des neutrophiles est variable et oscille entre 20 et 40 jours. Seul le protocole 

récemment publié par Lachmann et al. permet une production prolongée de neutrophiles pendant 

plusieurs semaines (Lachmann et al., 2015). De plus, il présente l’avantage d’être réalisé entièrement 

sans cellules stromales murines, ce qui également le cas pour le protocole de Merling et al. alors que 

tous les autres protocoles publiés impliquent une étape de coculture avec les cellules OP9 (Merling 

et al., 2015). Cependant, la pureté en neutrophiles produits dans ces deux protocoles doit encore 

être améliorée.  

� Génération de macrophages  

Nous avons comparé les différents protocoles issus de la littérature pour la différenciation des hPSCs 

en macrophages matures, ainsi que les rendements obtenus et les durées de culture nécessaires à 

leur obtention. Leurs caractéristiques sont indiquées dans le Tableau 2 ci-dessous. 
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Tableau 2. Protocoles de production de macrophages à partir des cellules souches pluripotentes murines et humaines. 

 

Les macrophages semblent être obtenus plus facilement que des neutrophiles. Probablement grâce à 

la dernière étape de différenciation réalisée en adhérence qui permet leur sélection (6-8 j en 

présence de M-CSF) et leur pureté atteint alors plus de 90 % dans la majorité des articles (quand elle 

est précisée). Globalement, le temps minimum pour produire des macrophages est d’environ 25-30 j. 

Il est surtout important de noter que certains protocoles tels que celui développé par Karlsson et al. 

en 2008 (Karlsson et al., 2008) et utilisé tel quel ou modifié (Flynn et al., 2015; Jiang et al., 2012; 

Wilgenburg et al., 2013) permettent une production prolongée et en grande quantité de 

monocytes/macrophages.  
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Pour conclure sur ces différents protocoles de différenciation en neutrophiles ou en macrophages, 

l’induction de la différenciation hématopoïétique grâce à la formation des corps embryoïdes est 

employée plus fréquemment que la culture avec des cellules OP9. Il est en effet évident que, pour 

une application de thérapie cellulaire, il est indispensable de disposer de méthodes de différenciation 

sans cellules stromales et sans sérum. Plusieurs équipes ont donc développé des protocoles mieux 

définis, sans sérum ni cellules stromales, permettant ainsi la production de cellules neutrophiles ou 

macrophages utilisables chez l’Homme en thérapie (Merling et al., 2015; Senju et al., 2011; 

Wilgenburg et al., 2013; Yanagimachi et al., 2013).  

3.2. Production de neutrophiles et macrophages modélisant la CGD 

Parmi les différentes équipes citées ci-dessus, certaines ont utilisé des cellules de patients (ou de 

souris) CGD reprogrammées en cellules iPS afin de produire des neutrophiles et/ou macrophages 

modélisant différentes formes génétiques de CGD. Certains de ces modèles cellulaires ont même été 

utilisés pour développer de nouvelles approches de thérapie génique (Tableau 3).  

Tableau 3. Neutrophiles et macrophages modèles de CGD à partir de cellules iPS murines et humaines et développement 

de nouvelles stratégies de thérapie génique 
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Mukherjee et al. en Angleterre ont été les premiers à générer des cellules iPS CGDX à partir de 

fibroblastes de souris CGDX (Mukherjee et al., 2011). La correction génétique a été réalisée avec 

succès sur les EBs J6 par transfection de l’ADNc fonctionnel de NOX2 à l’aide d’un vecteur lentiviral 

SIN. Des neutrophiles capables de produire des FRO ont ainsi été obtenus après différenciation 

hématopoïétique des EBs corrigés. 

L’équipe de Malech aux Etats-Unis a utilisé des cellules iPS reprogrammées à partir de cellules 

souches mésenchymateuses issues de la MO d’un patient mâle adulte atteint de CGDX (Zou et al., 

2011b). Ils ont été les premiers à montrer que les neutrophiles différenciés à partir de patients CGD 

modélisent parfaitement le phénotype oxydase-négatif retrouvé chez ces patients. La correction 

génétique a été directement réalisée sur les cellules iPS grâce à la technologie d’édition du génome 

utilisant les nucléases à doigt de zinc ZFN (Zou et al., 2009). Récemment, cette même équipe a publié 

la production de neutrophiles et macrophages à partir de cellules iPS reprogrammées à partir de 

CD34+ issues du sang périphérique de patients atteints des 5 formes génétiques de CGD (Merling et 

al., 2013). Des neutrophiles et macrophages p67phox et p40phox sont donc à présent modélisés. Ils ont 

montré que leur approche d’édition du génome par ZFN développée en 2011 sur les cellules iPS 

CGDX était efficace sur les 5 formes génétiques en permettant la production de cellules 

phagocytaires corrigées capables de produire des FRO (Merling et al., 2015). 

C’est en 2012 que Jiang et al. ont réussi la modélisation de macrophages CGD pour la première fois 

(Jiang et al., 2012). Ils ont ainsi généré une lignée iPS à partir des fibroblastes d’un patient CGDAR47 

et deux lignées issues de deux patients CGDX qu’ils ont ensuite différenciés en macrophages selon 

une méthode publiée précédemment (Karlsson et al., 2008). Il y a quelques mois, une approche de 

correction génétique basée sur l’utilisation de CRISPR-Cas9 a été réalisée avec succès sur les 

macrophages CGDX par cette équipe. Cette nouvelle technique a permis de corriger la mutation 

directement dans le gène CYBB du patient et de restaurer ainsi l’activité NADPH oxydase et la 

production de FRO uniquement dans les macrophages (Flynn et al., 2015). 

En 2014, nous avons publié pour la première fois l’obtention de neutrophiles et macrophages 

CGDAR22 ainsi que des neutrophiles CGDAR47 (Brault et al., 2014). De plus, notre travail a permis 

une vraie quantification du rendement de production et une amélioration de la pureté des 

neutrophiles produits à partir de cellules iPS humaines (Tableaux 1 et 2). Ce travail sera développé 

dans la partie introductive de l’article 1. 

Très récemment, des neutrophiles CGDX produits grâce à leur protocole développé auparavant 

(Lachmann et al., 2015) ont été corrigés par la technologie TALEN. Par rapport aux techniques ZFN 

publiées plut tôt, ils ont montré que la technologie TALEN est moins toxique que les ZFN et donc plus 
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efficace pour corriger les cellules iPS. De plus, ils ont limité l’expression de gp91phox à la lignée 

myéloïde, évitant ainsi une expression inappropriée de FRO dans les CSH (Dreyer et al., 2015). 

Enfin, il y a quelques mois, une nouvelle équipe a testé deux approches différentes pour restaurer 

l’activité NADPH oxydase de neutrophiles CGDX : la 1ère approche utilise le système 

transposon/transposase piggyBac qui permet l’intégration aléatoire d’une seule copie du 

chromosome bactérien BAC contenant la séquence fonctionnelle du gène CYBB, et la 2nde approche 

repose sur le mécanisme de recombinaison homologue pour corriger directement au niveau du gène 

CYBB grâce également à un vecteur BAC (Laugsch et al., 2015). 

Les cellules iPS sont un outil très puissant pour la modélisation physiopathologique et permettent 

des études sur des formes génétiques rares (seulement 1 cas de patient CGDAR40 à ce jour). De plus, 

elles sont essentielles au développement de nouvelles thérapies, notamment les approches de 

thérapie génique, afin d’améliorer leur efficacité et leur sécurité avant leur utilisation en clinique 

chez l’Homme. Une nouvelle approche thérapeutique par transfert protéique que nous développons 

dans le laboratoire TheREx sera abordée dans le Chapitre III ainsi que dans la partie introductive de 

l’article 2. 

 

4. Les souris humanisées 

La souris est un bon modèle animal facile à manipuler (taille réduite et entretien facile) et avec un 

développement rapide (temps de génération court). Cependant, même si la souris est un mammifère 

qui partage des caractéristiques physiologiques communes avec l'Homme, les modèles murins 

peuvent parfois ne pas modéliser parfaitement le système humain. De plus, certains agents 

pathogènes pour l’Homme ne le sont pas pour la souris. Ainsi  ce modèle animal ne permet pas 

toujours d’étudier la physiopathologie d’une maladie et n’est pas toujours pertinent pour tester de 

nouvelles thérapies dans le contexte d’études pré-cliniques.  

L’« humanisation » des souris a été initiée dans les années 1980. Le terme « souris humanisées » se 

rapporte à des souris immunodéficientes qui ont été greffées avec des cellules souches ou des tissus 

humains et/ou modifiées génétiquement pour exprimer un gène humain (pour revue sur les souris 

humanisées génétiquement, voir (Scheer et al., 2013)). Les premiers types d’humanisation 

concernaient le système immunitaire (et c’est ce qui nous intéresse dans ce travail), mais il est aussi 

possible de créer des souris avec des organes humains (foie, pancréas, poumons, intestins, peau...) 

(Brehm et al., 2014). Pour que l’humanisation des souris avec des cellules souches ou des tissus 

humains soit possible, il faut éliminer les cellules murines pour que les cellules humaines puissent se 
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greffer à leur place. Cela peut être réalisé par irradiation par exemple pour la transplantation de CSH, 

par l’ablation des cellules murines directement ou par modification génétique de la souris.  

4.1. Humanisation du système immunitaire 

L’objectif du développement de modèles murins possédant un système immunitaire humanisé est de 

mimer le plus étroitement possible les fonctions immunes et hématologiques humaines. Ces souris 

sont dites souris HIS (Humanized immune system) ou HHLS (Human hemato-lymphoid system). Elles 

représentent de puissants outils pour investiguer l’hématopoïèse et l’immunité humaines normales 

mais également pathologiques, pour étudier les mécanismes d’infections par des agents pathogènes 

ainsi que pour tester de nouvelles molécules thérapeutiques.  

Seules des souris immunodéficientes sont utilisables pour la transplantation de tissus ou cellules 

d’origine humaine du fait de l’absence de lymphocytes T et B murins et surtout de cellules NK dont la 

présence limite la prise de greffe des cellules humaines (Shultz et al., 2003). Nous détaillerons ci-

dessous les différents modèles de souris immunodéficientes disponibles pour la génération de souris 

humanisées ainsi que les limites et améliorations de ces modèles. 

4.1.1. Souris immunodéficientes SCID et NOD/SCID 

L’histoire des souris immunodéficientes utilisées pour la reconstitution d’un système hémato-

lymphoïde humain a réellement commencé en 1983 avec la création des premières souris C.B-17-

Prkdcscid (SCID, severe combined immunodeficiency) et NOD (non-obese diabetic)-SCID qui ne 

produisent pas de cellules T et B à cause de mutations dans le gène PRKDC (protein kinase, DNA-

activated, catalytic polypeptide) impliqué dans la réparation de l’ADN et donc nécessaire pour le 

réarrangement des récepteurs des cellules T et B (Bosma et al., 1983; Greiner et al., 1995; Prochazka 

et al., 1992; Shultz et al., 1995). Les souris NOD/SCID ont montré une meilleure efficacité de 

reconstitution hémato-lymphoïde que les souris SCID (Greiner et al., 1995). Cependant, elles 

conservent une activité de cellules NK qui ne permet pas une prise de greffe optimale (McCune et al., 

1988; Shultz et al., 1995). L’efficacité de la prise de greffe peut être améliorée en traitant les souris 

NOD/SCID avec des anticorps anti-asialo GM1 (ganglioside-monosialic acid) qui inhibent 

complètement l’activité des cellules NK (Yoshino et al., 2000), ou en créant des souris NOD/SCID 

homozygotes mutées par exemple pour le gène de la β2-microglobuline (NOD/SCID/β2mnull), une 

protéine nécessaire pour l’immunité innée par le CMH de classe I (Christianson et al., 1997; Kollet et 

al., 2000). Cependant, dans les souris NOD/SCID, la production de cellules myéloïdes est imparfaite et 

les cellules lymphoïdes sont non fonctionnelles. De plus, ces souris développent rapidement des 

lymphomes thymiques, ce qui raccourcit considérablement leur durée de vie (8-9 mois) (Shultz et al., 

1995). 
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4.1.2. Souris immunodéficientes NOG, NSG et BRG 

A partir des années 2000, des lignées de souris complètement déficientes en cellules NK ont été 

développées grâce à l’introduction de mutations (IL2Rγ-/-) ou à l’absence (IL2Rγnull/null) de la chaîne γ 

du récepteur de l’IL2 (et d’autres cytokines également) indispensable au développement des cellules 

NK, associées ou non à des mutations dans les gènes Rag1 et 2 (recombination activating gene) 

empêchant les recombinaisons V(D)J nécessaires au développement des cellules T et B (Figure 13). 

Ces 3 lignées murines sont les suivantes : NOG (NOD/SCID/γc-/-) (Ito et al., 2002), NSG 

(NOD/SCID/IL2Rγnull) (Ishikawa et al., 2005; Shultz et al., 2005) et BRG (BALB/c-Rag2-/- IL2Rγ-/- ou 

BALB/c-Rag1-/- IL2Rγ-/-) (Brehm et al., 2010a; Traggiai et al., 2004), ces dernières présentant en plus 

une mutation dans le gène Rag1 ou Rag2. Les souris NOG, NSG et BRG se sont révélées bien plus 

efficaces que les lignées précédentes en termes d’efficacité de prise de greffe des cellules humaines. 

De plus, elles sont génétiquement très stables, ne développent pas de tumeurs spontanément et 

possèdent donc une durée de vie plus longue (> 15 mois). Elles ne sont cependant pas équivalentes 

entre elles en termes de reconstitution hémato-lymphoïde. Par exemple, les souris NSG et BRG sont 

équivalentes pour le développement des lymphocytes B alors qu’il a été montré que les souris 

NOG/NSG étaient plus efficaces pour le développement des lymphocytes T que les souris BRG 

(Brehm et al., 2010a; Lepus et al., 2009). Cette différence est due au fond génétique NOD des souris 

NOG et NSG plus permissif résultant d’un polymorphisme dans le gène codant le récepteur SIRPα 

(signal regulatory protein alpha) (Takenaka et al., 2007). En effet, lorsque ce récepteur (exprimé par 

les macrophages, les neutrophiles, les cellules dendritiques et certaines cellules progénitrices 

hématopoïétiques) est activé par son ligand CD47, cela induit un signal négatif « Don’t eat me » 

inhibant la phagocytose par les macrophages. Or, le CD47 humain présent sur les cellules 

transplantées a une faible affinité pour le récepteur SIRPα murin, ce qui entraîne leur phagocytose 

par les phagocytes murins. Le polymorphisme présent chez les souris NOG et NSG améliore la 

capacité de SIRPα à lier le CD47 humain et induit donc une tolérance par les macrophages, ce qui 

permet alors une meilleure prise de greffe des CSH humaines.  

4.1.3. Modalités et suivi de la transplantation 

En plus de la sélection de la lignée murine la plus pertinente pour la transplantation, d’autres 

paramètres sont à choisir afin de générer des souris humanisées, comme le conditionnement de la 

souris ainsi que le type de cellules et la voie d’injection (Figure 13). En effet, le pré-conditionnement 

de la souris receveuse est généralement nécessaire et peut être réalisé par irradiation gamma ou 

rayon X, ou chimiquement par traitement au busulfan (Hayakawa et al., 2009). L’humanisation de ces 

souris peut être obtenue par transplantation de tissus hématopoïétiques fœtaux comme le foie ou le 

thymus, ou de CSPH humaines CD34+ issues de sang de cordon, de foie fœtal, plus efficace pour la 
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génération de souris HIS (Lepus et al., 2009), mais également de moelle osseuse et de sang 

périphérique après mobilisation avec du G-CSF. L’injection des CSPH dans les souris nouveau-nés est 

généralement réalisée par voie intrahépatique, intracardiaque ou intraveineuse (veine faciale), alors 

que dans des souris adultes elle se fait préférentiellement par voie intraveineuse (veine de la queue) 

(Ishikawa et al., 2005; Ito et al., 2002; Traggiai et al., 2004). Les CSPH ayant un fort tropisme pour la 

moelle osseuse, leur injection systémique va conduire à leur homing dans la moelle osseuse de la 

souris. L’injection des CSPH dans les souris nouveau-nés mimerait mieux le développement 

hématopoïétique humain, et il a été montré que le taux de prise de greffe était bien plus élevé qu’en 

utilisant des souris adultes (Brehm et al., 2010b).  

 

Figure 13. Les modalités de génération de souris possédant un système immunitaire humain.  

La reconstitution hémato-lymphoïde chez la souris immunodéficiente receveuse est généralement 

analysée à partir de 2-3 mois post-greffe et se traduit notamment par la présence de cellules 

humaines dans la moelle osseuse, la production de cellules hématopoïétiques matures circulantes 

(lymphocytes T et B, monocytes/macrophages, cellules NK, cellules dendritiques...), la colonisation 

des organes lymphoïdes primaires et secondaires (rate, ganglions lymphatiques) et même d’autres 

organes comme le foie, les poumons, le cerveau, la peau, l’intestin... Ainsi, dans les modèles 

humanisés NOG, NSG ou BRG, des taux de 30-60 % de cellules CD45+ humaines peuvent être 

retrouvés dans le sang circulant, et maintenus pendant 6-9 mois. Puis, la production de cellules 

humaines commence à décliner (Legrand et al., 2008).  

4.1.4.  Limites des modèles de souris humanisées et améliorations des lignées murines 

Les souris NOG, NSG et BRG sont les plus couramment utilisées pour obtenir des souris HIS car elles 

permettent une bonne reconstitution hémato-lymphoïde. Cependant, avec ces lignées, il n’y a pas ou 
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peu de production de neutrophiles (< 2-3 % des leucocytes humains), de globules rouges ou de 

plaquettes, le développement de certaines cellules reste incomplet (notamment les lymphocytes T)... 

L’hypothèse est que, bien qu’il existe des réactivités croisées entre les cytokines murines et 

humaines, l’action des cytokines murines ne serait pas optimale pour la reconstitution 

hématopoïétique par les CSH humaines. Ainsi, des lignées de souris NOG, NSG ou BRG ont été 

modifiées génétiquement pour sécréter à des niveaux quasi physiologiques des cytokines 

hématopoïétiques humaines afin de créer un environnement plus favorable pour les cellules 

transplantées (Figure 13). Grâce à l’expression endogène de cytokines humaines comme TPO, SCF, 

GM-CSF, IL3 et M-CSF certaines lignées ont obtenu une prise de greffe plus élevée et prolongée (> 6 

mois) ainsi que le développement de la lignée myéloïde (granulocytes, macrophages…) et/ou des 

lymphocytes T dans la moelle osseuse, la circulation sanguine ou dans les tissus (Billerbeck et al., 

2011; Brehm et al., 2012; Rathinam et al., 2011; Rongvaux et al., 2011, 2014; Takagi et al., 2012; 

Willinger et al., 2011).  

4.2. Applications des souris avec un système immunitaire humanisé 

Aucun modèle murin humanisé n’est parfait, leurs particularités ont été présentées précédemment. 

Ainsi, en fonction de la question posée, les chercheurs doivent choisir le modèle le plus approprié 

pour y répondre. Les applications des souris humanisées sont très nombreuses et les exemples 

présentés ici ne sont donc pas exhaustifs. 

� Transplantation 

Les souris humanisées NOD/SCID, NOG et BRG sont de très bons modèles pour étudier le phénomène 

de maladie du greffon contre l’hôte (GvHD, aigü et chronique) qui apparaît fréquemment après une 

transplantation de moelle osseuse allogénique, mais également le rejet de greffe après 

transplantation d’un organe solide (Brehm and Shultz, 2012; Hogenes et al., 2014). Modéliser ces 

phénomènes permet ainsi de tester de nouveaux traitements pour les réduire, et surtout à terme 

d’améliorer la transplantation chez l’Homme. 

� Maladies infectieuses 

Les modèles de souris humanisées représentent également un outil inestimable pour étudier la 

pathogénèse de certains agents infectieux, qu’ils soient d’origine virale, bactérienne ou parasitaire, 

et permettre le développement de nouveaux traitements ou de vaccins. 

Les souris immunodéficientes se sont révélées très utiles pour modéliser des infections par des 

agents lymphotropes comme le virus VIH (Marsden and Zack, 2015), HTLV-1, CMV, EBV, HSV, le virus 

de la dengue, influenza A… où les lymphocytes humains circulants sont la cible des agents 



INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE 

Chapitre II – Les cellules iPS 

58 
 

pathogènes (Münz, 2014). Pour les virus dits hépatotropes comme les virus de l’hépatite B (HBV) et C 

(HCV), de nouveaux modèles humanisés pour le système immunitaire et le foie permettent d’étudier 

à la fois la pathogénèse et la réponse immune humaine (Washburn et al., 2011). 

Des modèles humanisés d’infections bactériennes ont également été développés tels que des 

modèles mimant des infections à Staphyloccocus aureus (Knop et al., 2015) ou à Salmonella typhi, 

une bactérie qui ne cause habituellement pas d’infection chez la souris (Song et al., 2010). 

Concernant les parasites, la malaria est l’une des infections les plus répandues dans le monde. Les 

souris humanisées ont été très utilisées pour étudier le développement de Plasmodium falsiparum 

(Kaushansky et al., 2014). En 2014, un nouveau modèle de souris humanisées a été créé pour 

modéliser le cycle de vie complet de P. falciparum (Wijayalath et al., 2014). 

� Cancérologie 

Les souris NOG et NSG sont de bons outils pour modéliser les cancers humains car la croissance 

tumorale est très rapide, et le taux de prise de greffe est généralement élevé grâce à un 

environnement permissif dû à l’absence de cellules NK murines. Les souris immunodéficientes 

permettent ainsi d’étudier la biologie des tumeurs et leur croissance, les mécanismes d’angiogénèse 

et de métastase mais également de développer de nouvelles approches d’imagerie et de traitements 

anti-cancéreux. De nombreux cancers humains comme des lymphomes, leucémies, mélanomes, 

cancers du sein, du poumon, du pancréas, ou des neuroblastomes ont ainsi été implantés dans ces 

souris immunodéficientes (Zhou et al., 2014). 

4.3. Souris avec un système immunitaire humain grâce aux hPSCs  

La transplantation dans des souris immunodéficientes est le seul moyen de prouver la production de 

« vraies » cellules souches hématopoïétiques (ou SRC). Le Tableau 4 présente ainsi les approches 

utilisées ainsi que les résultats obtenus en termes de prise de greffe (ou taux de chimérisme) et de 

reconstitution hématopoïétique à partir des cellules ES et iPS. 
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Source de 

PSC 
Méthode de différenciation

Type de cellules 

injectées

Voie de 

transplantation et 

quantité de cellules 

injectées

Modèle animal (dose 

d'irradiation)

Taux de chimérisme et reconstitution 

hématopoïétique
Référence

Formation d'EB J10 et isolement de cellules PECAM-

1
+
Flk1

+
VE-cadherin

+
CD45

-
 puis culture sur 

fibronectine pendant 7 j  avec cytokines

Cellules hématopoïétiques 

CD45
+ 

surexprimant HoxB4 

Voie intrafémorale : 4-

15x10
4
 cellules

souris NOD/SCID (3,5 Gy) 

ou NOD/SCID/β2m
-/-  

(3,25 

Gy)

Reconstitution lymphoïde, myéloïde et érythroïde 

chez 11/19 souris et taux de chimérisme < 1 % dans 

la MO après 2 mois

Wang et al. 

2005

Coculture pendant 7-24 j avec des cellules stromales 

S17 irradiées 

Population hétérogène de 

cellules hématopoïétiques 

issues de la coculture

Voie IV : 2-4x10
6
 cellules 

Voie intrafémorale : 0,5-

3,8x10
6
 cellules 

souris NOD/SCID traitées 

avec Ac anti-asialo GM1 (3 

Gy)

Taux de chimérisme primaire : 0,16-1,44 % et 

secondaire : 0,08-0,2 % hCD45
+
 dans la MO après 3-

6 mois

Tian et al. 

2006

Coculture pendant 17 j avec des cellules stromales 

S17 irradiées 

Cellules Lin
-
CD34

+
 ou 

CD34
+
CD38

-

Voie intrapéritonéale in 

utero  : 0,13-1,4x10
5 

cellules 

fœtus de mouton (< 65 j de 

gestation)

Taux de chimérisme primaire et secondaire < 0,1 % 

dans la MO et le sang périphérique à 5-17 mois 

post-transplantation

Narayan et 

al.  2006

Coculture pendant 12-18 j avec des cellules 

stromales dérivées de l’AGM ou du foie fœtal 

irradiées et en présence de cytokines 

Cellules hématopoïétiques 

et cellules stromales

Voie intrafémorale : 

5x10
5
 cellules

souris NSG (2 Sv)

Taux de chimérisme : 0,1-2 % dans MO et jusqu'à 

16 % dans le sang périphérique à 2-3 mois post-

transplantation dans toutes les souris, et de 1,5-3 

% en transplantation secondaire

Ledran et al. 

2008

Cellules pré-traitées avec un milieu conditionné par 

les cellules humaines HepG2 d’hépatocarcinome 

puis formation d’EB et culture pendant 14 j

Cellules dissociées des EB
Voie intrafémorale :  

2x10
5 

cellules
souris NOG (2,75 Gy)

Reconstitution érythroïde puis myéloïde avec un 

taux de chimérisme d'environ 2 % à 3 semaines et 

< 0,1 % à 4 mois, persistance de cellules humaines 

jusqu'à 10 mois. Transplantation secondaire < 0,1 %

Lu et al. 2009

Formation d'EB et culture avec des cytokines 

pendant 10-13 j 
Cellules CD34

+
CD45

+ 

surexprimant RunX1a

Voie intrafémorale :  1,5-

3x10
5 

cellules
souris NSG (3 Gy)

Taux de chimérisme d'environ 5-15 % à 9 semaines 

avec econstitution érythroïde, myéloïde et 

lymphoïde après 9 semaines

Ran et al. 

2013

Cellules iPS 

murines

EB J6 dissociés puis cultivés pendant 14-16 j sur 

cellules OP9 en présence de cytokines

Cellules surexprimant 

HoxB4 issues de la 

coculture

Voie rétro-orbitale :  

quantité de cellules 

injectées non précisée

souris drépanocytaires 

hβ
S
/hβ

S 
(5,5 Gy x2)  

traitées avec Ac anti-asialo 

GM1

Prise de greffe dans 3/3 souris, stable > 60 % 

jusqu'à 3 mois dans le sang périphérique. 

Reconstitution érythroïde

Hanna et al. 

2007

Coculture avec des cellules OP9 pendant 8 j en 

présence de cytokines
Cellules CD34

+ Voie intra-tibiale : 5x10
5 

cellules

souris NOD/SCID femelles 

(3 Gy) 

6,5-9,5 % de cellules humaines dans la MO et 2,1-

2,5 % dans le sang périphérique après 6 semaines. 

Reconstitution érythroïde

Wang et al. 

2012

Formation d'EB et culture pendant 18 j en présence 

de cytokines

Cellules dissociées des EB 

(20,8 % de CD34
+
CD45

+
)

Voie intrafémorale :  

4x10
5
 cellules

souris NOD/SCID ou NSG 

(3,65 Gy)

Aucune prise de greffe dans les souris NOD/SCID, 

et chimérisme < 0,1 % dans les souris NSG après 10 

semaines. Pas de reconstitution hématopoïétique

Risueño et 

al.  2012

Formation d'EB et culture en présence de cytokines 

puis isolement de cellules CD34
+
CD45

+

Cellules CD34
+
CD45

+ 

transfectées avec des 

facteurs de transcription et 

amplifiées pendant 14 j

Voie intrafémorale :  0,8-

1,2x10
6
 cellules

souris NSG (2,5 Gy)

Prise de greffe dans 16/21 souris avec un taux de 

chimérisme moyen de 2,7 % après 1 mois, 

reconstitution érythroïde (jusqu'à 6 semaines) et 

myéloïde (jusqu'à 3 mois)

Doulatov et 

al. 2013

Formation de tératomes par co-injection iPS/OP9-

Wnt3a en SC ou IM dans des souris NSG et croissance 

pendant 8 semaines

Cellules CD34
+
CD45

+ 

isolées de tératomes 

Voie intra-orbitale : 100 

à 10 000 cellules  
souris NSG (1,5 Gy)

Taux de chimérisme de 0,1-2 % (et 0,04 % en 

transplantation secondaire) et reconstitution 

érythroïde, myéloïde et lymphoïde T et B après 2 

mois. 

Amabile et 

al.  2013

Formation de tératomes par co-injection iPS/OP9 

dans les testicules de souris NOD/SCID et libération 

de SCF et TPO (pompe micro-osmotique),  croissance 

pendant 12 semaines

Cellules CD34
+
CD45

+ 

isolées de la MO des souris 

portant les tératomes

Voie intrafémorale : 600 

cellules

souris NOD/SCID ou 

NOD/SCID/JAK3
null 

(2 Gy)

Prise de greffe supérieure dans les souris  

NOD/SCID/JAK3
null 

et taux de chimérisme de 0,2-5 

% après 3 mois. Reconstitution érythroïde, 

myéloïde et lymphoïde en transplantation 

primaire et secondaire

Suzuki et al. 

2013

Cellules ES 

humaines

Cellules iPS 

humaines



INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE 

Chapitre II – Les cellules iPS 

60 
 

4.3.1. A partir de cellules ES humaines 

Pour la première fois en 2005, des progéniteurs hématopoïétiques différenciés à partir de cellules ES 

humaines ont été capables de reconstitution myéloïde, lymphoïde et érythroïde de la moelle osseuse 

de souris immunodéficientes NOD/SCID (Wang et al., 2005b). L’expression forcée ectopique d’HoxB4 

dans ces progéniteurs augmente leur capacité proliférative mais l’efficacité de la prise de greffe ainsi 

que le taux de chimérisme restent faibles (< 1 %).  

Un an plus tard, cette fois-ci en utilisant un système de coculture sur des cellules stromales murines 

S17, deux autres équipes montrent la production de cellules SRC capables de prise de greffe après 

transplantation dans des souris NOD/SCID (Tian et al., 2006) ou in utero dans des fœtus de mouton 

(Narayan et al., 2006). Cependant, là encore, le taux de chimérisme reste inférieur à 1-2 %. Ledran et 

al. ont obtenu une efficacité de prise de greffe et un taux de chimérisme similaires en utilisant des 

cellules stromales dérivées de l’AGM ou de foie fœtal (Ledran et al., 2008). Si la reconstitution 

myéloïde a bien été mise en évidence, la reconstitution lymphoïde n’a cependant pas été clairement 

démontrée. De même, aucune lymphopoïèse n’a pu être mise en évidence dans l’étude de Lu et al. 

après transplantation de cellules hématopoïétiques alors qu’elles sont capables de reconstitution 

érythroïde et myéloïde prolongée (Lu et al., 2009). Par contre, de façon surprenante, des cellules 

lymphoïdes ont pu être détectées lors de la transplantation secondaire après 3 mois. 

Finalement, Ran et al. ont réussi à produire des cellules hématopoïétiques capables de reconstitution 

érythroïde, lymphoïde et myéloïde détectable 9 semaines après transplantation grâce à la 

transduction du facteur de transcription RunX1a dans les cellules ES humaines (Ran et al., 2013). 

4.3.2. A partir de cellules iPS murines et humaines 

La 1ère transplantation de cellules hématopoïétiques dérivées de cellules iPS dans un modèle de 

souris drépanocytaires a été réalisée avec succès en 2007 par Hanna et al. (Hanna et al., 2007). Ils ont 

mis en évidence que les cellules iPS issues de souris drépanocytaires, génétiquement modifiées pour 

exprimer HoxB4 et corrigées par recombinaison homologue puis transplantées, étaient capables de 

restaurer le phénotype drépanocytaire (reconstitution érythroïde). Des résultats équivalents ont été 

obtenus par transplantation de progéniteurs CD34+ différenciés à partir de cellules iPS humaines 

issues de patient souffrant de β-thalassémie et corrigées (Wang et al., 2012). Leur analyse s’est 

cependant concentrée sur la reconstitution érythrocytaire, et ni la production de cellules lymphoïdes 

ou myéloïdes ni la maintenance à long terme de l’hématopoïèse n’ont été évaluées. Ces deux articles 

ont ainsi prouvé la faisabilité de l’utilisation des cellules iPS pour la correction d’une maladie 

génétique hématologique touchant les globules rouges.  

Au même moment, en utilisant cette fois-ci le système des EBs pour induire la différenciation, une 

autre équipe a montré que des cellules hématopoïétiques humaines issues d’EBs ont été capables de 
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se greffer dans la moelle osseuse des souris transplantées et d’y survivre après 10 semaines mais pas 

de migrer ou de reconstituer l’hématopoïèse (Risueño et al., 2012).  

Plus récemment, des progéniteurs hématopoïétiques transduits avec une combinaison de facteurs de 

transcription puis amplifiés in vitro ont été capables de reconstitution à court terme érythroïde et 

myéloïde (Doulatov et al., 2013). 

Il a donc fallu attendre 2013 pour que des cellules iPS humaines soient différenciées en progéniteurs 

CD34+ capables de reconstituer un système hémato-lymphoïde fonctionnel dans des souris. Seules 

deux équipes ont réussi cette prouesse, toutes les deux grâce à la formation de tératomes induits 

après co-injection de cellules iPS et OP9 (Amabile et al., 2013; Suzuki et al., 2013). Leur nouvelle 

approche est basée sur l’hypothèse que les tératomes formeraient un microenvironnement similaire 

à celui de l’embryon, permettant ainsi le développement de cellules hématopoïétiques. Dans l’article 

publié par Amabile et al., les tératomes ont été formés par co-injection des iPS avec des cellules OP9-

Wnt3a. Les progéniteurs CD34+CD45+ isolés des tératomes ont montré une efficacité de prise de 

greffe comparable aux cellules de sang de cordon et une reconstitution multi-lignée prédominant sur 

la lignée myéloïde. Suzuki et al. ont formés les tératomes par co-injection iPS/OP9 et libération 

progressive ectopique de SCF et TPO grâce à l’implantation d’une pompe micro-osmotique. Ils ont 

mis en évidence, comme le groupe précédent, une infiltration des organes murins et notamment de 

la moelle osseuse par des cellules humaines myéloïdes et lymphoïdes dans les souris NOD/SCID 

portant les tératomes iPS/OP9. Mais contrairement à Amabile et al., ils ont isolé les progéniteurs 

CD34+CD45+ humains directement de la moelle osseuse des souris portant les tératomes et les ont 

réinjectés dans des souris NOD/SCID/JAK3null, conduisant à une reconstitution multi-lignée. 

La comparaison de tous ces articles est rendue difficile par la variété de protocoles disponibles pour 

produire les progéniteurs CD34+, les voies d’injection, les modèles de souris utilisés… Tous ces 

paramètres peuvent avoir une influence considérable sur l’efficacité de la prise de greffe des cellules 

transplantées mais également sur leur potentiel de reconstitution multi-lignée et la durée de cette 

reconstitution.
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CHAPITRE III - La thérapie protéique : vectorisation de protéines 

membranaires grâce aux protéoliposomes 

1. Les protéines membranaires chez l’Homme 

Les protéines membranaires représentent près de 20-30 % des protéines totales chez l’Homme 

(Ahram et al., 2006; Fagerberg et al., 2010). Elles sont classées en 2 groupes selon leur localisation 

(Figure 14) :  

- les protéines périphériques : associées directement aux lipides de la membrane ou à des protéines 

membranaires intégrales le plus souvent par le biais d’interactions électrostatiques mais sans 

traverser la membrane, 

- les protéines intégrales : également appelées protéines transmembranaires, elles contiennent des 

domaines hydrophobes constitués d’hélices alpha (le plus fréquemment) ou de tonneaux beta (dans 

le cas de protéines de bactéries gram -) intégrés dans la double couche lipidique de la membrane 

cellulaire et liés entre eux par des boucles extracellulaires et/ou intracellulaires. Le nombre de 

domaines transmembranaires de ces protéines est variable. 

 

Figure 14. Les protéines membranaires chez l’Homme : périphériques et intégrales. D’après The human protein atlas : 
http://www.proteinatlas.org/humanproteome/secretome  .

Parmi les protéines transmembranaires, on peut trouver notamment des récepteurs, des enzymes, 

des transporteurs régulant les mouvements de molécules ou d’ions divers à l’intérieur ou à 

l’extérieur de la cellule, des protéines jouant un rôle dans la signalisation cellulaire, l'adhésion entre 

les membranes, la fixation de la matrice extracellulaire, la production d’énergie, la régulation du 

volume cellulaire, les phénomènes de détoxification… Ainsi, à cause de leur rôle important dans des 

processus biologiques essentiels, elles peuvent être impliquées dans de nombreuses maladies 

génétiques (Sanders and Myers, 2004). Pour cette raison, elles représentent près de 70 % des cibles 

pharmacologiques actuelles (Lundstrom, 2007). 
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Cependant, l’étude de ces protéines membranaires (élucider leur structure, comprendre leur 

fonction et l’effet de mutations…) est limitée par la difficulté à les produire en grande quantité in 

vitro tout en conservant leur fonctionnalité. Actuellement, 2452 protéines membranaires 

(http://pdbtm.enzim.hu/ ; dernière mise à jour le 14/08/15) sont déposées dans la « Protein Data 

Bank », une collection mondiale de données sur la structure 3D de protéines essentiellement, ce qui 

représente moins de 3 % des structures totales (115092 au 6 octobre 2015).  

Dans les chapitres suivants, nous détaillerons les différents systèmes d’expression cellulaires et 

acellulaires permettant la production de protéines recombinantes membranaires et nous nous 

intéresserons ensuite plus particulièrement aux protéoliposomes et leurs applications. 

 

2. Les systèmes d’expression cellulaires 

Les systèmes classiques cellulaires ont été les premiers développés afin de produire des protéines 

recombinantes. En effet, une protéine peut être produite de façon recombinante après insertion de 

l’ADN du gène codant cette protéine d’intérêt dans des cellules ou microorganismes servant 

d’ « usine de production ». Ces usines de production peuvent être de type procaryote (bactérie) ou 

eucaryote (levures, cellules d’insecte ou de mammifères) (Figure 15).  

 

Figure 15. Les organismes procaryotes et eucaryotes d’expression cellulaire les plus fréquemment utilisés pour la 

production de protéines recombinantes : Escherichia coli pour les systèmes procaryotes, puis pour les systèmes 
eucaryotes, il s’agit des levures comme Saccharomyces cerevisiae et Pichia pastoris, du système baculovirus/cellule 
d’insecte, et enfin des cellules de mammifère comme HEK293 (human embryonic kidney), CHO (chinese hamster ovary) et 
COS (fibroblaste rénal de singe). 

2.1. Choix du système d’expression : procaryote ou eucaryote ? 

Pour produire une protéine recombinante, il faut choisir le système d’expression le plus approprié. Et 

pour cela, différents critères sont à prendre en compte : la quantité de protéine à produire, si celle-ci 

nécessite des modifications post-traductionnelles (MPT), si elle doit être soluble et fonctionnelle, si 

une étape de purification est nécessaire ou non, le coût, l’équipement disponible...  
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Certaines MPT peuvent être essentielles pour la stabilité voire l’activité d’une protéine donnée. Les 

plus courantes pour une protéine sont la glycosylation, la phosphorylation, l’acétylation, la 

méthylation, l’ubiquitinylation... (Khoury et al., 2011). La formation de ponts disulfures est également 

une MPT importante puisqu’elle permet la stabilisation du repliement de nombreuses protéines 

(Saibil, 2013)  

Les systèmes d’expression procaryotes et eucaryotes cités plus haut ne sont pas tous équivalents 

pour la production des protéines recombinantes. Leurs principaux avantages et inconvénients sont 

synthétisés dans le Tableau 5. 

Tableau 5. Avantages et inconvénients des principaux systèmes d’expression cellulaires 

 

2.1.1. Les systèmes d’expression procaryotes 

Escherichia coli, un bacille Gram négatif, est le système procaryote le plus couramment répandu pour 

la synthèse de protéines recombinantes même si d’autres bactéries ont également été utilisées 
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comme Bacillus subtilis et Ralstonia eutropha (Yin et al., 2007). Dans E. coli, les protéines peuvent 

être sécrétées dans le périplasme de la bactérie, ou directement dans le milieu extracellulaire, ce qui 

réduit la dégradation par les protéases et rend la purification plus facile. Les protéines peuvent aussi 

être produites sous forme de corps d’inclusion mais dans ce cas, la protéine est sous forme insoluble 

et souvent mal repliée ce qui nécessitera une étape de solubilisation et de renaturation (Khow and 

Suntrarachun, 2012). Les systèmes procaryotes sont généralement plus faciles d’utilisation, moins 

coûteux et avec une croissance plus rapide que les systèmes en cellules de mammifères ce qui 

augmente leur rendement : de l’ordre de plusieurs g/L. Cependant, aucune MPT n’est possible avec 

E. coli et l’absence de protéines chaperonnes peut conduire au mauvais repliement de la protéine. 

2.1.1. Les systèmes d’expression eucaryotes 

Les systèmes eucaryotes présentent des avantages indéniables pour l’obtention de protéines 

eucaryotes stables et fonctionnelles puisqu’elles vont pouvoir subir des MPT nécessaires à leur 

stabilité et leur activité (Tableau 5). Les principales levures utilisées sont Saccharomyces cerevisiae et 

Pichia pastoris. Elles sont très faciles à cultiver et à manipuler génétiquement. Le système 

baculovirus-cellules d’insecte est également très efficace pour la synthèse de glycoprotéines 

eucaryotes bien que les glycosylations ne soient pas identiques et peuvent rendre la protéine 

immunogène. Des évolutions continuelles de ces différents systèmes permettent la réalisation de 

glycosylations plus proche de celles des cellules de mammifères (Palmberger et al., 2012; Wildt and 

Gerngross, 2005). Les cellules de mammifères sont finalement celles qui permettent le plus de MPT 

mais elles sont plus coûteuses, et le rendement est généralement plus faible. Parmi celles-ci, on peut 

citer notamment les cellules COS, CHO et HEK 293 (Figure 15) (Yin et al., 2007).  

2.2. Production de protéines membranaires en systèmes d’expression cellulaires 

Les systèmes d’expression cellulaires procaryotes et eucaryotes sont très utiles pour la synthèse de 

protéines solubles. Parmi celles utilisées en clinique, on peut d’ailleurs citer des vaccins contre 

l’hépatite B produits dans S. cerevisiae (HBVaxPro®) ou cellules CHO (Genhevac B®), l’insuline 

humaine recombinante produite généralement dans E. coli ou S. cerevisiae, des hormones, des 

facteurs hématopoïétiques, de la coagulation, des anticorps monoclonaux (cellules CHO : rituximab, 

trastuzumab)...  Les « Biomédicaments » approuvés par la FDA (Food and Drug Administration) et 

l’EMA (Agence Européenne du Médicament) seraient produits dans 56 % des cas par des cellules de 

mammifère, 24 % par E. coli, 13 % par S. cerevisiae, 4 % par des cellules d’insecte et enfin 3 % par des 

animaux ou plantes transgéniques (Baeshen et al., 2014). En France, 168 Biomédicaments étaient 

commercialisés à la date du 31 mai 2013 (Etat des lieux 2013 LEEM) et plus de 800 seraient 
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actuellement en cours de développement, majoritairement des anticorps monoclonaux et des 

vaccins. 

Cependant, les protéines toxiques et les protéines membranaires restent difficilement 

synthétisables. En effet, la surexpression des protéines membranaires en systèmes cellulaires in vivo 

entraîne fréquemment une toxicité cellulaire pouvant être due entre autre à leur agrégation 

spontanée (elles sont non solubles en solution aqueuse), à l’inhibition de la synthèse d’autres 

protéines de la cellule hôte ou à une trop forte densité pouvant bloquer le transport cellulaire voire 

même lyser la membrane cellulaire (Klammt et al., 2006; Klepsch et al., 2011). De plus, les protéines 

membranaires produites peuvent être non fonctionnelles suite à leur agrégation, à un mauvais 

repliement, à l’absence de ponts disulfure ou de modifications post-traductionnelles essentielles à 

leur activité… En conséquence, la quantité de protéines membranaires fonctionnelles produites avec 

les systèmes classiques in vivo reste généralement faible (0,1 à 15 µg/mL, soit 1000 fois moins que 

pour des protéines solubles).  

L’amélioration de souches d’E. coli permet cependant d’améliorer la production de protéines 

membranaires (Schlegel et al., 2014). D’autres systèmes cellulaires, notamment le système 

baculovirus-cellules d’insecte et la levure Pichia pastoris, se sont également révélés intéressants. En 

effet, des cellules d’insectes infectées par du baculovirus contenant l’ADNc codant pour la protéine 

membranaire vont permettre d’une part la synthèse de la protéine membranaire au niveau de la 

membrane de la cellule d’insecte (Rotrosen et al., 1993), mais également la prolifération du virus et 

la présence de la protéine membranaire au niveau de l’enveloppe virale (Loisel et al., 1997). Ce 

baculovirus extracellulaire peut ensuite être fusionné avec des liposomes pour former des 

protéoliposomes (Fukushima et al., 2008). De même, les souches de Pichia pastoris ont été 

génétiquement modifiées et les conditions de synthèse optimisées ; elle se présentent donc à 

présent comme des systèmes très utiles pour la synthèse de protéines membranaires (Gonçalves et 

al., 2013).  

 

3. Les systèmes d’expression acellulaires 

Le principe de base des systèmes d’expression acellulaires est l’utilisation de la machinerie 

transcriptionnelle et traductionnelle d’un organisme afin de produire, à partir d’une information 

génétique exogène, une protéine recombinante spécifique. Ces systèmes pourraient donc offrir une 

solution aux limites des systèmes cellulaires présentées ci-dessus. Depuis la 1ère description faite en 

1950 de l’utilisation de lysats cellulaires pour synthétiser des protéines in vitro (Borsook, 1950), cette 

technique a évolué. Ainsi, le premier système acellulaire traductionnel à partir d’ARNm et celui de 
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transcription/traduction couplées à partir d’ADN ont ainsi été développés en 1961 et 1967 

respectivement (DeVries and Zubay, 1967; Nirenberg and Matthaei, 1961).  

3.1. Description des systèmes d’expression acellulaires 

Les systèmes acellulaires peuvent être caractérisés selon 3 principaux critères : l’origine de l’extrait 

cellulaire (généralement d’organismes procaryotes (bactéries) et eucaryotes (germe de blé, 

réticulocytes de lapin…)), le type de système de production et enfin la technique de production. 

3.1.1. L’origine de l’extrait cellulaire 

Préparation des extraits cellulaires 

La préparation de l’extrait est très simple pour E. coli puisqu’il suffit de lyser les bactéries et 

d’éliminer les débris cellulaires ainsi que l’ADN bactérien (Kigawa et al., 2004; Swartz et al., 2004). 

C’est donc le système le plus populaire et de nombreux kits utilisant des extraits d’E.coli sont 

actuellement commercialisés.  

Le germe de blé est utilisé depuis 1973 pour la production de protéines. Cependant, la préparation 

de l’extrait à partir des germes, également appelés embryons, reste laborieuse et très longue 

(Harbers, 2014; Takai and Endo, 2010). Grâce à la commercialisation de kits, ils sont également très 

utilisés actuellement. 

La préparation du lysat à partir de réticulocytes de lapin est également assez complexe (Jackson and 

Hunt, 1983), mais des kits commercialisés facilitent ainsi l’emploi de ces lysats. 

D’autres types d’extraits cellulaires peuvent également être utilisés comme des lysats de cellules 

d’insectes (Ezure et al., 2010) ou de mammifères (CHO) (Brödel et al., 2014) et même de cellules 

humaines comme les cellules HeLa (Mikami et al., 2010)  

Contenu des extraits cellulaires 

L’extrait issu de ces organismes contient les éléments nécessaires à la transcription et la traduction 

et éventuellement aux MPT : ARN polymérase T7 purifiée, ARNt, ribosomes, facteurs de régulation 

(initiation, élongation, terminaison), facteurs de transcription… Comme ces extraits peuvent 

également contenir des substances inhibitrices (nucléases, protéases, enzymes hydrolysant les 

nucléotides triphosphates NTP), des systèmes purifiés ont également vu le jour. Ainsi, la machinerie 

entière de traduction d’E. coli a été reconstituée in vitro à partir de plus de 100 composants purifiés 

et présente une grande efficacité de traduction (Ohashi et al., 2010; Shimizu et al., 2001). 

L’ADN et l’ARNm endogènes issus de l’organisme dont est extrait le lysat sont éliminés afin d’éviter la 

synthèse de protéines contaminantes non désirées. 
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Choix du système d’expression 

Comme pour les systèmes classiques cellulaires, le choix du système doit être déterminé en fonction 

du type de protéine (procaryote ou eucaryote) et des applications prévues. Les avantages et 

inconvénients des principaux systèmes d’expression acellulaires sont détaillés dans le Tableau 6. 

Pour revue, voir également (Chong, 2014). 

Tableau 6. Avantages et inconvénients des principaux systèmes d’expression acellulaires. 

 

3.1.2. Le type de système de production 

Le choix du système de production dépend de la forme sous laquelle est apportée l’information 

génétique servant de modèle : ADN (plasmide, produit PCR linéaire) ou directement ARNm.  

Information génétique exogène  

L’ADN modèle codant la protéine d’intérêt doit contenir dans sa séquence des éléments 

indispensables comme un promoteur fort pour la transcription (généralement le promoteur T7), un 

signal d’initiation de la traduction en 5’ (séquence Shine-Dalgarno pour E. coli ou séquence Kozak 

pour les systèmes eucaryotes), et des séquences de terminaison de la transcription et de la 

traduction en 3’ (He et al., 2011).  

Les systèmes de production 

Trois systèmes de production sont disponibles : 

- Système traductionnel seul : l’information génétique est apportée sous forme d’ARNm directement 

(Figure 16). 

- Système couplé : la transcription et la traduction sont réalisées en continu dans le même milieu 

réactionnel permettant ainsi de produire la protéine en une seule étape à partir de l’ADN. Ce 

système est très utilisé pour la synthèse des protéines procaryotes car elles ne nécessitent pas de 

modifications post-transcriptionnelles de l’ARNm (Figure 16). 

- Système lié : la transcription et la traduction sont réalisées séparément à partir de l’ADN. Ce 

système est très utilisé pour la synthèse des protéines eucaryotes où une étape de maturation post-

transcriptionnelle de l’ARNm est nécessaire : l’épissage pour éliminer les introns et l’ajout d’une 
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coiffe (M7 méthyl-guanosine) à l'extrémité 5’ et d’une queue poly(A) en 3’ pour ainsi éviter la 

dégradation précoce de l’ARNm. 

 

Figure 16. Les types de systèmes (traductionnel seul ou couplé) et les techniques de production (batch ou continuous 

exchange cell-free, CECF) en système acellulaire. RM = milieu réactionnel et FM = milieu d’alimentation, ces deux 
compartiments sont séparés par une membrane semi-perméable dans le système CECF (à droite). L’ADN et l’ARNm sont 
schématisés par une double hélice et une chaîne simple brin respectivement. Les points bleus représentent les substrats 
frais essentiels du milieu réactionnel et les points oranges les produits de dégradation. Schéma modifié d’après (Junge et 
al., 2011). 

3.1.3. La technique de production  

Les protéines peuvent être produites soit dans un seul compartiment (batch) soit dans un système à 

plusieurs compartiments :  

- Batch : la durée de vie de cette technique de production est limitée à quelques heures notamment 

à cause de l’épuisement rapide des nutriments essentiels, la dégradation de l’ARNm et 

l’accumulation des produits de dégradation (Figure 16).  

- Système de séparation de la chambre de réaction en 2 compartiments : le système de production 

CFCF (continuous flow cell-free) développé par Spirin en 1988 (Spirin et al., 1988) a été simplifié avec 

le développement de la méthode en CECF (continuous exchange cell-free) (Figure 16). Dans ces 

systèmes, la production peut être maintenue pendant de nombreuses heures (> 20h) grâce au retrait 

régulier des produits de dégradation du milieu réactionnel (RM = reaction mix) séparé du milieu 

d’alimentation (FM = feeding mixture) par une membrane semi-perméable et l’apport continu de 

précurseurs frais et substrats fournisseurs d’énergie ce qui augmente le rendement de production 

des protéines (Shirokov et al., 2007).  

3.2. Optimisations de la production des protéines recombinantes  

Il est nécessaire de connaître la structure de la protéine, les conditions de synthèse requises, les 

étapes de traitement post-synthèse (MPT) et la finalité de la protéine produite afin de déterminer le 

protocole adéquat à utiliser et les éléments à rajouter dans le milieu réactionnel (Carlson et al., 

2012).  



INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE 

Chapitre III – La thérapie protéique 

70 
 

Il est ainsi indispensable d’optimiser des paramètres tels que la concentration en ions et acides 

aminés, la qualité et la concentration de l’ADN/ARNm servant de modèle, les dNTP et les ARNt à 

ajouter, la source d'énergie pour alimenter la synthèse protéique (glucose, glucose-6-phosphate ou 

ATP directement) ainsi que le système de régénération d’énergie, les conditions réductrices ou 

oxydantes… Par exemple, la création d’un milieu oxydant permet de favoriser la formation des ponts 

disulfures entre deux résidus de cystéine et donc le repliement correct de ces protéines (Kim and 

Swartz, 2004). Le système peut également être stabilisé par l’ajout d’inhibiteurs de protéases et de 

RNAse, ou optimisé grâce à des cofacteurs, inhibiteurs ou substrats ayant un effet bénéfique sur la 

synthèse des protéines… L’utilisation d’acides aminés modifiés/marqués/mutés peut permettre la 

production d’une protéine marquée détectable par immunofluorescence ou par radioactivité, ou 

même biotinylée pour faciliter sa purification (Spirin, 2004). 

Les systèmes classiques utilisant les extraits d’E. coli, germe de blé et réticulocytes de lapin sont 

incapables de réaliser des glycosylations (Tableau 5). Or, la glycosylation est l’une des plus 

importantes MPT et concerne notamment les protéines membranaires et les protéines sécrétées qui 

sont glycosylées immédiatement après leur entrée dans le réticulum endoplasmique. Des 

glycosylations ont pu être induites dans ces systèmes acellulaires en supplémentant le milieu 

réactionnel avec des vésicules microsomales provenant de la fragmentation du réticulum 

endoplasmique de cellules pancréatiques de chien (Lingappa et al., 1978), ou en ajoutant par 

exemple des composants purifiés extraits de la bactérie Campylobacter jejuni possédant une 

machinerie de N-glycosylation fonctionnelle (Guarino and DeLisa, 2012).  

3.3. Production de protéines membranaires en systèmes d’expression acellulaires 

Les protéines membranaires peuvent être produites en systèmes d’expression acellulaires selon deux 

principales méthodes : sous forme précipitée, ou sous forme soluble en présence de détergents ou 

de lipides (Junge et al., 2011). En effet, lorsqu’une protéine membranaire est produite en l’absence 

de compartiment hydrophobe, elle précipite spontanément ce qui peut ensuite avoir un impact 

négatif sur son activité après « re-solubilisation ». L’ajout de détergents ou de lipides crée alors un 

environnement hydrophobe essentiel pour la solubilité et la conformation correcte des protéines 

membranaires. 

Synthèse en présence de détergents 

La synthèse des protéines membranaires en présence de détergents conduit à la formation de 

protéomicelles. Or, certains détergents peuvent entraîner la dénaturation de la protéine, avoir un 

impact sur sa conformation et/ou son activité ou affecter la transcription/traduction en inactivant 

des composants essentiels (Klammt et al., 2005). De plus, les micelles ne miment pas tout à fait les 
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membranes cellulaires et les conséquences sur la structure et l’activité de la protéine membranaire 

ne sont pas totalement maîtrisées (Seddon et al., 2004).  

Synthèse en présence de lipides 

Les lipides peuvent être amenés dans le milieu réactionnel sous différentes formes (Figure 17) : 

liposomes de composition définie, fractions isolées de membrane cellulaire (par exemple vésicules 

produites à partir de membranes internes d’E. coli), microsomes, nanodisques (nanoparticules 

lipidiques formées d’une double couche phospholipidique plane entourée par un coating protéique 

de soutien) ou de bicelles (mélange de lipides et de détergents) (Sachse et al., 2014).  

 
Figure 17. La synthèse de protéines membranaires en système acellulaire en présence de différentes sources de lipides. 

Lors de la synthèse de la protéine membranaire d’intérêt dans un milieu réactionnel contenant les éléments nécessaires 
(acides aminés, ARNt, ribosomes et autres réactifs), sa solubilisation peut être obtenue grâce à l’ajout de lipides sous forme 
de nanodisques, de microsomes ou vésicules, de liposomes ou de bicelles. D’après (Sachse et al., 2014).  

Les principaux avantages des systèmes acellulaires sont leur rapidité (quelques heures contre 

10-12 jours pour les systèmes cellulaires) et la production à haut débit de protéines recombinantes 

dans de petits volumes de réaction (µL à mL) conduisant à des taux de production de l’ordre du 

mg/mL de milieu réactionnel (pour des protéines solubles généralement). De plus, comme décrits 

plus haut, ces systèmes ouverts permettent des modifications faciles du milieu réactionnel et à tout 

moment en fonction de l’application prévue, le tout ayant pour objectif la production de protéines 

biologiquement fonctionnelles, de protéines toxiques pour les cellules ou de régulation ou instables. 

Ces techniques évoluent sans cesse afin d’augmenter le rendement, améliorer la fonctionnalité et la 

pureté des protéines produites. Celles-ci sont utilisables directement pour des études de 
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protéomique structurale (résonnance magnétique nucléaire RMN ou cristallographie à rayon X) et 

des études fonctionnelles, de mutagénèse, la production de « puces à protéines » pour le criblage à 

haut débit de nouveaux médicaments-candidats contre des pathologies spécifiques mais également 

l’étude des processus biologiques comme la traduction protéique avec notamment le screening 

d’agents toxiques et l’identification d’inhibiteurs de la traduction (Carlson et al., 2012; He et al., 

2011; Katzen et al., 2005; Klammt et al., 2006). 

 

4. Les protéoliposomes : obtention, caractérisation et applications 

4.1. Obtention des protéoliposomes 

Comme nous l’avons vu dans le paragraphe précédent, les protéoliposomes peuvent être obtenus en 

système d’expression acellulaire par fusion de protéomicelles avec des liposomes. Mais l’addition de 

liposomes directement dans le milieu réactionnel peut permettre l’obtention de protéoliposomes en 

une seule étape, et en moins d’un jour, car simultanément à leur traduction, les protéines 

membranaires vont s’insérer spontanément dans la bicouche lipidique des liposomes (Marques et al., 

2007). L’avantage des liposomes est qu’ils vont notamment mimer l’environnement cellulaire normal 

de la protéine membranaire et donc favoriser son repliement correct voire même optimiser son 

activité fonctionnelle. Par contre, les conditions du système sont à optimiser intensivement pour 

chaque protéine : la quantité de liposomes (de trop fortes concentrations de liposomes peuvent 

inhiber le processus de transcription/traduction), le ratio lipides/protéines (un ratio compris entre 

800 et 10 est généralement associé à une formation efficace des protéoliposomes alors qu’un ratio 

faible (< 10 car trop de protéines) entraîne un fort risque d’agrégation des protéines et une 

augmentation de la perméabilité des protéoliposomes) et enfin la charge des liposomes (des 

liposomes cationiques peuvent inhiber la traduction et des liposomes cationiques ou anioniques 

peuvent empêcher le repliement correct de la protéine synthétisée) (Rigaud and Lévy, 2003; 

Umakoshi et al., 2009).  

Nous verrons tout d’abord les liposomes utilisés pour la formation des protéoliposomes ainsi que les 

différentes techniques de caractérisation des protéoliposomes, et nous finirons par donner quelques 

exemples de leurs applications. 
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4.2. Liposomes utilisés 

Les liposomes sont des structures vésiculaires sphériques possédant un diamètre allant de 30 

nanomètres à quelques micromètres. Ils sont constitués de lipides amphiphiles (à la fois hydrophile 

et hydrophobe) et bicaténaires (deux chaînes hydrocarbonées et une tête polaire). Grâce à leur 

capacité à encapsuler des solutions aqueuses et des composés hydrophiles ou lipophiles, ils sont 

parmi les plus anciens systèmes de transport de molécules utilisés. De plus, ils sont biocompatibles, 

biodégradables et présentent une faible toxicité. Ils ont été utilisés comme système modèle de 

membranes pour étudier les membranes cellulaires, dans les technologies de microfluidique, pour la 

production de nanogels, en cosmétique et en alimentaire, pour l’imagerie, comme outil de 

vectorisation de médicaments en pharmacologie et cancérologie, de matériel génétique pour la 

thérapie génique (ADN, ARN, siRNA, miRNA…), d’agents actifs en ingénierie tissulaire, et pour la 

médecine régénérative (Laouini et al., 2012; Monteiro et al., 2014). 

Les propriétés des liposomes varient considérablement en fonction de leur composition en lipides, 

leur taille, leur méthode de préparation ou leur fonctionnalisation. Nous détaillerons donc 

brièvement ces quatre points. 

4.2.1. La composition lipidique 

Les phospholipides sont les composants majeurs de la membrane plasmique grâce à leur propriété 

amphiphile. Ainsi, parmi les phospholipides naturels, la phosphatidylcholine (PC) et la 

phosphatidyléthanolamine (PE) sont les plus souvent utilisées pour former les liposomes (Figure 18). 

Mais ces lipides naturels sont moins stables que les synthétiques qui sont formés par modification 

des phospholipides naturels, par exemple le 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC) et le 

1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoéthanolamine (DOPE) (Figure 18). Comme dans la membrane 

plasmique, la fluidité et la mobilité des lipides au sein de la bicouche conditionnent les propriétés des 

liposomes. L’addition de cholestérol (Figure 18), un stéroïde hydrophobe point de départ de la 

synthèse de nombreuses hormones et jouant un rôle important dans la membrane plasmique, va 

modifier les propriétés de la bicouche lipidique en augmentant la densité de la zone hydrophobe ce 

qui aura pour conséquence une diminution de la fluidité et de la perméabilité à l’eau des liposomes 

et donc une plus grande résistance (Vemuri and Rhodes, 1995). Ainsi, des liposomes composés de 

phospholipides et cholestérol sont dits « conventionnels ». L’ajout de lipides chargés négativement 

(comme la PC ou la PE) permet d’éviter l’agrégation voire la fusion des liposomes. De plus, les 

membranes cellulaires étant chargées négativement, l’activité de nombreuses protéines 

membranaires va également dépendre de la présence de charges négatives à la surface des 

liposomes (Rigaud and Lévy, 2003). 
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Figure 18. Les principaux lipides utilisés dans la composition des liposomes conventionnels. 

4.2.2. La classification des liposomes 

Les liposomes sont classés selon leur taille mais également selon le nombre de bicouches lipidiques 

(aussi appelé lamellarité) (Figure 19).  

 

Figure 19. La classification des liposomes selon leur taille et leur lamellarité. Liposomes unilamellaires (ULV, unilamellar 

vesicle) petits (SUV, small unilamellar vesicle), gros (LUV, large unilamellar vesicle) ou géants (GUV, giant unilamellar 

vesicle) ; liposomes oligolamellaires (OLV, oligolamellar vesicle) ; liposomes multilamellaires (MLV, multilamellar vesicle) ; 
liposomes multivésiculaires (MVV, multivesicular vesicle). D’après (Laouini et al., 2012). 

La taille des liposomes va conditionner leur stabilité ainsi que leur vitesse d’élimination de la 

circulation sanguine. Ainsi, leur stabilité est maximale entre 80 et 200 nm, et des liposomes de taille 

inférieure à 70 nm et supérieure à 300 nm vont être plus rapidement éliminés que des liposomes de 

taille d’environ 150-200 nm, avec une accumulation dans le foie pour les plus petits et dans la rate 

pour les plus gros (Litzinger et al., 1994).  

Les liposomes peuvent également être classés selon leur composition et leur application in vivo. En 

dehors des liposomes conventionnels, il existe également des liposomes à longue durée de 
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circulation, des immunoliposomes, des liposomes chargés (cationiques ou anioniques) ou 

fluorescents (lipides fluorescents) et des liposomes sensibles au pH (Figure 20).   

 

Figure 20. La classification des liposomes selon leur composition et leur application. (a) Liposomes conventionnels, (b) 
liposomes à longue durée de circulation ou furtifs, (c) immunoliposomes et (d) liposomes fluorescents ou chargés. D’après 
(Monteiro et al., 2014). 

Liposomes conventionnels 

Comme décrit précédemment, les liposomes conventionnels sont constitués de phospholipides 

(chargés ou non) et de cholestérol. Ils sont très couramment utilisés pour la vectorisation de 

médicaments. Cependant, ils sont généralement très rapidement éliminés de la circulation sanguine 

par les macrophages du foie et de la rate. 

Liposomes à longue durée de circulation 

Pour pallier à la courte durée de circulation sanguine des liposomes conventionnels, des 

modifications ont été apportées afin d’augmenter leur demi-vie. Ainsi, la liaison covalente de 

polymères hydrophiles synthétiques tels que le polyéthylène glycol (PEG) à la surface des liposomes 

change les propriétés de surface et leur confère notamment une certaine hydrophilie qui améliore 

leur pharmacocinétique in vivo. Les liposomes constitués de phospholipides, cholestérol et PEG sont 

appelés « sterically stabilized liposomes » ou « furtifs » ou liposomes PEGylés (Figure 20). Cette 

surface PEGylée formerait une barrière stérique empêchant l’adsorption de protéines notamment 

plasmatiques comme les osponines à la surface des liposomes et empêcherait leur phagocytose par 

les cellules du système réticulo-endothélial (Woodle, 1998). Il semblerait cependant que 

l’administration répétée de liposomes PEGylés conduise à leur élimination rapide du sang par un 

phénomène de « clairance accélérée » [accelerated blood clearance (ABC)] due à une réponse 

immunogène avec apparition d’anticorps anti-PEG et conduisant à l’apparition d’effets indésirables 

pouvant être très graves (Wang et al., 2007). Ainsi, des polysaccharides naturels comme l’héparine, 

le chitosan, le dextran ou d’autres polymères naturels ou synthétiques se sont révélés intéressants 

pour remplacer le PEG (Knop et al., 2010).  
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Immunoliposomes 

Des anticorps entiers ou des fragments d’anticorps spécifiques d’une cible antigénique peuvent être 

utilisés pour fonctionnaliser les liposomes avec comme objectif l’interaction des liposomes avec des 

antigènes ou des récepteurs de surface surexprimés sur la cellule cible. Les anticorps sont fixés 

directement au niveau de la bicouche lipidique ou à l’extrémité de la chaîne de PEG (Figure 20). Ces 

liposomes ainsi modifiés ont été appelés « ligand-targeted liposomes » ou immunoliposomes (Moles 

et al., 2015). 

4.2.3. Les techniques de préparation des liposomes 

De nombreuses méthodes de préparation des liposomes ont été développées, mais les trois 

principales techniques utilisées sont : l'hydratation d'un film phospholipidique, l’évaporation en 

phase inverse ou par injection de solvant (Laouini et al., 2012; Monteiro et al., 2014). 

Ces techniques de préparation des liposomes produisent généralement des LUV ou des MLV. Et la 

plupart d’entre elles aboutissent à l’obtention de liposomes de taille hétérogène. Des méthodes 

physiques telles que l’extrudation ou la sonication permettent ensuite d’homogénéiser la taille. Les 

liposomes utilisés pour la formation des protéoliposomes sont classiquement des LUV mais leur taille 

est souvent hétérogène malgré les méthodes pour homogénéiser et il reste parfois des vésicules 

multilamellaires résiduelles (Katzen et al., 2009). 

4.3. Caractérisation des protéoliposomes 

Caractériser les protéoliposomes après leur production est indispensable pour contrôler leur qualité, 

leur stabilité, s’assurer de la reproductibilité de leur fabrication, prédire leur comportement in vitro 

et in vivo. Cette caractérisation est d’autant plus importante si l’objectif est une utilisation 

thérapeutique chez l’Homme.  

4.3.1. Taille/diamètre moyen 

La taille ou le diamètre moyen des liposomes peuvent être déterminés par différentes techniques 

parmi lesquelles :  

- des techniques de diffusion d’un rayonnement comme la diffusion dynamique de la lumière ou 

dynamic light scattering (DLS), qui est assez rapide et permet de déterminer le diamètre 

hydrodynamique de particules ainsi que la distribution des tailles des particules dissoutes dans un 

solvant. La technique de diffusion statique de la lumière ou static light scattering (SLS) permet de 

mesurer la masse molaire absolue à partir de la relation entre l'intensité de la lumière diffusée par 

une molécule, sa taille et sa masse molaire. Et enfin, la diffusion des rayons X aux petits angles en 
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solution ou small-angle X-ray scattering (SAXS) dans laquelle les photons diffusés en traversant 

l’échantillon vont fournir des informations sur la forme, les dimensions et également la structure des 

liposomes (Laouini et al., 2012; Monteiro et al., 2014).  

- des techniques de microscopie : la microscopie optique, la microscopie à transmission électronique 

(TEM, transmission electron microscopy), la microscopie de force atomique (AFM, atomic force 

microscopy) et la microscopie confocale à balayage laser (CLSM, confocal laser scanning microscopy) 

peuvent donner des informations sur la dimension et la forme des liposomes mais également sur leur 

structure interne ou leurs propriétés de surface (Paclet et al., 2000; Ruozi et al., 2011).  

- la cytométrie en flux permettrait également de mesurer la taille de chaque particule grâce au 

principe de diffusion de la lumière, en donnant des informations sur la distribution de leur taille dans 

un échantillon, mais elle requiert l’utilisation d’un cytomètre adapté à la détection de particules de 

taille < 0,5 µm ou fluorescentes (Nolte-’t Hoen et al., 2012). 

4.3.2. Le potentiel zêta (ζ) 

Le potentiel zêta représente la charge électrique qu'une particule acquiert grâce aux ions qui 

l’entourent quand elle est en solution. Ainsi, en mesurant l’intensité des répulsions électrostatiques 

entre particules, il permet de prédire la stabilité d’une suspension de protéoliposomes. En effet, si les 

particules en suspension ont un potentiel zêta négatif ou positif important (> 30 mV en valeur 

absolue), elles vont avoir tendance à se repousser et il n’y aura pas de phénomène d’agrégation : 

elles sont considérées stables. Au contraire, des particules avec un potentiel zêta positif ou négatif 

faible vont avoir tendance à s’agréger (Laouini et al., 2012). L’électrophorèse laser Doppler ou Laser 

Doppler electrophoresis (LDE) est la technique la plus largement utilisée pour la mesure du potentiel 

zêta. L’électrophorèse capillaire s’est développée également dans le but de déterminer la migration 

électrophorétique et donc le potentiel zêta (Franzen et al., 2011). 

4.3.3. L’efficacité d’incorporation des protéines membranaires 

L’efficacité d’incorporation est définie comme la quantité totale de protéines encapsulées/intégrées 

dans les liposomes par rapport à la quantité initiale de protéines. La mise en œuvre d’une migration 

par SDS-PAGE suivie d’une détection par western blot permet de mettre en évidence de façon simple 

et rapide la présence des protéines d’intérêt au sein des protéoliposomes. Cependant, la méthode la 

plus précise mais aussi la plus lourde pour mesurer cette incorporation est le gradient de sucrose : la 

quantité de protéines et de lipides dans les différentes couches de sucrose est analysée par 

colorimétrie, marquage radioactif ou fluorescent (Rigaud and Lévy, 2003). Une autre technique très 

efficace est la cryofracture des protéoliposomes qui fait apparaître, de façon isolée, chacun des 2 

feuillets de la bicouche lipidique avec soit des protéines qui font saillie, soit des cavités vides. Les 
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feuillets sont ensuite traités par pulvérisation de carbone et de platine et cette empreinte carbone-

platine est analysée par microscopie électronique à transmission (Severs, 2007). 

4.3.4. La pureté des protéines membranaires incorporées  

Lors de la synthèse des protéoliposomes, des impuretés peuvent être incorporées en plus de la 

protéine d’intérêt. Ainsi, la présence de protéines non spécifiques comme des protéines cellulaires 

provenant de la cellule hôte dans les systèmes de production cellulaires ou à cause de la présence 

d’ADN ou ARNm résiduel dans le lysat dans les systèmes de production acellulaires peut être 

analysée par SDS-PAGE puis quantification après coloration au bleu de Coomassie ou à l’argent par 

exemple. 

4.3.5. L’activité fonctionnelle de la protéine membranaire  

Lorsque la protéine membranaire d’intérêt possède une activité particulière (transport, énergie, 

enzymatique,…), il est important de vérifier que cette activité est conservée dans les 

protéoliposomes. La détermination de cette activité est ainsi spécifique à chaque protéine 

membranaire (Rigaud and Lévy, 2003). 

4.4. Principales applications des protéoliposomes  

4.4.1. La thérapie protéique utilisant des protéoliposomes 

Contrairement à la thérapie génique, la thérapie protéique vise à remplacer directement la protéine 

défectueuse et non le gène. Peu d’exemples de thérapies protéiques utilisant les protéoliposomes 

ont été publiées jusqu’à présent. Il est cependant à noter un fort potentiel de cette nouvelle 

technologie pour la vaccination anti-parasitaire (Migliaccio et al., 2008; Santos et al., 2006) et anti-

bactérienne (Fernández et al., 2013; Tirado et al., 2015). Pour cela, des extraits d’agents pathogènes 

sont généralement intégrés au niveau de la membrane des protéoliposomes qui, après 

administration, vont induire une réponse humorale in vivo. Ces approches vaccinales sont pour 

l’instant au stade de l’expérimentation animale mais pourraient être utilisées chez l’Homme dans le 

futur. A l’inverse, des protéoliposomes ont déjà démontré leur efficacité dans un essai clinique de 

phase I chez des patients atteints de lymphome folliculaire : des protéines membranaires de la 

tumeur de chaque patient sont extraites et incorporées dans la membrane des liposomes en même 

temps que l’IL2 qui stimule la prolifération des lymphocytes T activés. Ces protéoliposomes ont induit 

une réponse immune dirigée contre les antigènes de la tumeur et permis la rémission complète chez 

un patient et une stabilisation de la maladie chez un second patient (Neelapu et al., 2007). Deux 

essais de phase III sont également actuellement en cours pour le traitement du cancer métastatique 

du sein après le succès de l’étude de phase II avec des protéoliposomes vaccinaux : des 
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protéoliposomes formés du ganglioside NeuGcGM3 exprimé par les cellules cancéreuses et inclus 

dans la membrane de Neisseria meningitidis déclenchent ainsi une réponse humorale et cellulaire 

ciblée qui a permis une meilleure survie des patientes vaccinées (Mulens et al., 2010). En thérapie 

protéique anti-cancéreuse proprement dite, notre équipe a réussi à induire l’apoptose des lignées 

cellulaires de carcinome colorectal in vitro grâce à l’apport, dans ces cellules, de la protéine pro-

apoptotique Bak sous forme de protéoliposomes (Liguori et al., 2008). Bak est une protéine 

normalement localisée dans la membrane mitochondriale externe et participe à l’activation de la 

voie apoptotique intrinsèque. Récemment, ces protéoliposomes Bak ont notamment permis la 

régression tumorale in vivo de glioblastomes dans un modèle murin (Liguori et al., 2015).  

L’utilisation de protéoliposomes pour le transport de protéines membranaires produites par des 

systèmes acellulaires est une avancée récente. Leurs applications sont pour l’instant encore peu 

développées mais il est très probable qu’elles le deviennent dans les années futures.  

4.4.2. Les autres applications des protéoliposomes 

Production d’anticorps monoclonaux – Des protéines membranaires entières, purifiées, dans leur 

conformation correcte, et présentes avec une haute densité à la surface des protéoliposomes 

représentent un antigène idéal pour la production d’anticorps monoclonaux dirigés contre ces 

protéines. Il a ainsi été montré que l’injection des protéoliposomes à des souris ou des lapins 

induisait la production d’anticorps spécifiques de récepteurs membranaires couplés aux protéines G 

(RCPG). Cela permettrait ainsi de disposer d’anticorps thérapeutiques contre ces récepteurs 

impliqués dans la plupart des réponses cellulaires à des hormones, neurotransmetteurs, etc. (Takeda 

et al., 2015).  

Diagnostic - Les protéoliposomes ont également démontré leur intérêt dans le diagnostic de 

certaines pathologies caractérisées par la production d’auto-anticorps. Dans le cas des maladies 

thyroïdiennes comme la maladie d’Hashimoto par exemple des protéoliposomes ayant incorporé le 

récepteur à la TSH (thyroid-stimulating hormone) permettent de détecter directement la présence 

d’auto-anticorps dirigés contre le TSHR dans le sang du patient (Fukushima et al., 2009). De même, 

d’autres applications diagnostiques sont en développement comme l’utilisation des protéoliposomes 

comme « capteurs biomimétiques » permettant la détection d’anticorps ou de paramètres 

biologiques comme le glucose (Bally et al., 2010; Ciancaglini et al., 2012; Gayet and Lenormand, 

2015). En plus du diagnostic, cette approche miniaturisée (« protein array ») s’avérerait très utile 

pour le screening et le développement de molécules thérapeutiques (Bally et al., 2010). 

Détermination de la structure des protéines membranaires – L’incorporation des protéines 

membranaires dans des protéoliposomes ou des protéomicelles a représenté une avancée majeure 
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dans l’élucidation de leur structure par des techniques de cristallographie rayon X (Deniaud et al., 

2010) ou par spectroscopie par RMN (Koglin et al., 2006; Murray et al., 2014). 

Détermination de la fonction des protéines membranaires – Comprendre la fonction d’une protéine 

membranaire est également possible grâce aux protéoliposomes. On peut citer l’exemple de  la 

porine OEP24 issues de chloroplastes (Liguori et al., 2010), d’une autre protéine avec une fonction de 

canal ionique (Kreir et al., 2008) et très récemment du transporteur GLUT4 de rat impliqué dans 

l’homéostasie du glucose (Kraft et al., 2015).  
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OBJECTIFS DE LA THESE 

La Granulomatose Septique Chronique est une maladie génétique rare de l’immunité innée 

dans laquelle les patients atteints souffrent d’infections graves et récurrentes mettant en jeu leur 

pronostic vital. Actuellement, le manque de stratégies thérapeutiques dans cette pathologie ainsi 

que de modèles cellulaires et animaux pertinents sont évidents. 

Dans ce contexte, les objectifs de ce travail de thèse étaient multiples :  

1) Produire des modèles cellulaires physiopathologiques de la CGD à partir de cellules souches iPS 

générées à partir de fibroblastes de patients atteints de CGD. Au cours de ce travail, trois formes 

génétiques de CGD ont été modélisées : CGDX, CGDAR22 et CGDAR47, pour deux types de cellules 

phagocytaires : neutrophiles et macrophages. Les résultats obtenus ont fait l’objet d’un article publié 

en Décembre 2014 qui est présenté dans la prochaine section. 

 

2) Développer une approche de thérapie protéique basée sur l’utilisation de protéoliposomes. Le 

but était de faire la preuve de concept de l’utilisation de protéoliposomes vectorisant le complexe 

protéique membranaire cytb558 dans des macrophages CGDX pour restaurer une activité NADPH 

oxydase fonctionnelle in cellulo. Un article est actuellement en cours de rédaction et, bien que 

certaines expériences restent à réaliser, la version actuelle de cet article est présentée ici. 

  

3) Générer des modèles murins « humanisés » de la CGD. Une optimisation des conditions de 

culture pour induire la différenciation hématopoïétique des cellules iPS est également en cours afin 

de produire des cellules hématopoïétiques CD34+ capables de reconstituer un système 

hématopoïétique humain après transplantation dans des souris immunodéficientes. Les résultats 

préliminaires réalisés pour évaluer la faisabilité de cette approche sont détaillés dans la section 

suivante également.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

REVUE SUR LES DESORDRES GENETIQUES ASSOCIES A 

LA DEFICIENCE EN FRO
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 Présentation de la revue 

O’Neill S, Brault J, Stasia MJ, Knaus UG. (2015). Genetic disorders coupled to ROS deficiency. Redox 

Biology.6:135–156. 

 Chez l’Homme, la famille des NADPH oxydases contient 7 isoformes de la sous-unité 

catalytique (NOX1-5 et dual oxidase DUOX1-2). Chaque isoforme est unique en termes de 

distribution tissulaire, structure, interaction avec les sous-unités cytosoliques (p22phox, p40phox, 

p47phox, p67phox, Rac1/2, NOXO1, NOXA1, DUOXO1, DUOXA1) et mécanisme d’activation. Cette 

famille peut être divisée en 2 classes : les enzymes NOX associées à p22phox (NOX1, 2, 3 et 4) et celles 

régulées par le calcium (NOX5, DUOX1 et DUOX2) (Bedard and Krause, 2007). 

 Jusque dans les années 1990, la NADPH oxydase phagocytaire (contenant NOX2) était la 

seule connue ; mais d’autres NOX ont par la suite été détectées dans des cellules non phagocytaires. 

Elles sont par exemple retrouvées associées ou non à NOX2 dans les cellules endothéliales (NOX2, 

NOX4 et NOX5), les cellules du muscle lisse (NOX1, NOX2 et NOX4), les cellules souches 

hématopoïétiques (NOX1, 2 et 4), les neurones (NOX2 et 4), le côlon (NOX1), le rein (NOX4), 

l’épithélium pulmonaire (NOX1, DUOX1), les cellules thyroïdiennes (DUOX1 et 2), l’oreille interne 

(NOX3), etc (Bedard and Krause, 2007; Lambeth, 2004). Leur niveau de production de FRO est 

cependant 100 fois plus faible que dans les cellules phagocytaires activées. La notion du rôle des FRO 

comme seconds messagers a alors émergé, et leur implication dans les mécanismes cellulaires 

comme l’angiogenèse, l’hématopoïèse, la réparation tissulaire, la prolifération, l’apoptose, la 

sénescence et la migration cellulaire, le contrôle de la réponse inflammatoire, etc. a été largement 

démontrée (Brieger et al., 2012; Lambeth, 2004). 

 Le niveau des FRO est finement régulé dans l’organisme et des variations importantes 

peuvent donc avoir un impact physiologique majeur. La diversité des atteintes est liée à la 

localisation tissulaire ubiquitaire de ces enzymes et à leur implication dans de nombreux processus. 

La production excessive de FRO, surpassant les mécanismes de défense anti-oxydante naturelle de 

l’organisme, est délétère pour les cellules car elle induit l’oxydation des lipides ou d’autres protéines, 

des mutations dans l’ADN ou l’hyper-activation des voies de signalisation dépendantes des FRO, ce 

qui peut donc entraîner l’apparition de maladies cardiovasculaires, neurodégénératives, cancers… A 

l’inverse, l’importance des FRO comme molécules de signalisation pourrait expliquer certaines 

conséquences physiopathologiques induites par une déficience en NOX ou en facteurs cytosoliques 

(Brieger et al., 2012). 

 Comme cela a été très largement abordé dans l’introduction, la NADPH oxydase phagocytaire 

joue un rôle essentiel dans les phagocytes pour la défense anti-infectieuse. Ainsi, le déficit de NOX2, 
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ou également des autres sous-unités du complexe, dans les cellules phagocytaires est responsable de 

l’apparition de la CGD ; il s’agit de l’exemple le plus connu et le plus étudié. Des mutations 

spécifiques dans le gène CYBB peuvent conduire à l’inhibition complète (X0 et X+) ou partielle (X-) de 

son activité. L’étude de ces variants (et de leurs mutations) a permis de comprendre la structure de 

NOX2 et ses interactions avec les autres protéines du complexe (Stasia and Li, 2008). Contrairement 

aux idées reçues associant les FRO à l’inflammation, ceux-ci sont également essentiels à la résolution 

de l’inflammation et de la réponse immune ainsi qu’à la protection vis-à-vis des maladies auto-

immunes (Schäppi et al., 2008). L’hyperinflammation retrouvée chez les patients atteints de CGD 

pourrait être due à un défaut de production de FRO conduisant à différents mécanismes discutés 

dans cette revue tels qu’un défaut d’apoptose des cellules inflammatoires, l’accumulation de débris 

cellulaires, l’absence d’inactivation de médiateurs pro-inflammatoires conduisant à une réponse 

inflammatoire prolongée mais aussi le dysfonctionnement de l’autophagie entraînant l’activation de 

l’inflammasome NLP3 avec production anormale d’IL1β (de Luca et al., 2014) 

 Cependant, d’autres atteintes peuvent être induites par le déficit en NOX2 ou en facteurs 

cytosoliques dans les cellules non phagocytaires du fait de leur expression ubiquitaire. Ainsi, 

l’absence d’expression de NOX2 au niveau vasculaire (endothélium, adventice, plaquettes…) ou dans 

les neurones pourrait être responsable de maladies vasculaires (dilatation artérielle par exemple) ou 

de maladies cérébrales (déficit synaptique et défaillance de la mémoire) respectivement (Kishida et 

al., 2006; Violi et al., 2009). De même, il existerait un lien entre la déficience en p47phox et l’apparition 

de diabètes (NOX2 et 4 dans les cellules pancréatiques β) ainsi que de maladies rénales ou 

cardiovasculaires (NOX2) (Leiding et al., 2013). Enfin, la déficience en NOX2 ainsi que certains 

variants de CYBA, NCF1, NCF2, NCF4, NOX1 et DUOX1 sont reconnus comme un facteur de 

susceptibilité pour le développement de maladies inflammatoires de l’intestin (maladie de Crohn, 

colite ulcéreuse). Il n’est donc pas surprenant que des atteintes gastro-intestinales soient 

fréquemment rencontrées chez les patients CGD (près de 33 %) (Marciano et al., 2004). L’étude de la 

littérature montre également que d’autres variants dans les gènes codants pour les différents 

composants de la NADPH oxydase pourraient être des facteurs de susceptibilité pour d’autres 

pathologies (infections mycobactériennes, hypertension, arthrite rhumatoïde, lupus…). 

 Les DUOX1 et 2 sont responsables de la production d’H2O2 dans les cellules thyroïdiennes et 

sont essentielles pour la synthèse des hormones thyroïdiennes. Des mutations dans l’hétérodimère 

DUOX2/DUOXA2 notamment sont donc impliquées dans l’hypothyroïdie congénitale (Moreno et al., 

2002). Plus de 40 variants de DUOX2 ont été répertoriés dans la littérature, certains sont associés à 

un hypothyroïdisme transitoire alors que d’autres conduisent à des formes sévères permanentes. 

Cette revue présente, dans ce contexte, la conséquence des variants sur la structure de l’enzyme et 

sur sa fonction de synthèse des hormones thyroïdiennes.  
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 Les modèles cellulaires, notamment les cellules PLB-985 pouvant être différenciées en 

« pseudo-neutrophiles », ont été très largement utilisés pour les études de relation structure-

fonction de NOX2 et ces études sont résumées dans cette revue. Cependant, grâce à la technologie 

des cellules iPS, plusieurs équipes ont pu obtenir de véritables phagocytes possédant les 

caractéristiques morphologiques et phénotypiques des neutrophiles et des macrophages 

physiologiques et ce, à partir de cellules somatiques de souris knock-out pour CYBB (CGDX) et de 

patients CGD. Nous détaillons brièvement ici les techniques de différenciation hématopoïétique 

mises en œuvre pour produire des neutrophiles ou des macrophages, ce qui n’avait pas encore été 

rapporté dans les revues précédentes sur le sujet (Kang and Malech, 2012; Kaufmann et al., 2014). 

Les avancées des approches de thérapie génique rendues possibles grâce à ces nouveaux modèles 

cellulaires ainsi que les applications futures des cellules iPS dans le cas de la CGD sont également 

abordées. 
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Présentation de l’article 1  

Optimized Generation of Functional Neutrophils and Macrophages from Patient-Specific Induced 

Pluripotent Stem Cells: Ex Vivo Models of X
0
-Linked, AR22

0
- and AR47

0
- Chronic Granulomatous 

Diseases.   

Brault J, Goutagny E, Telugu N, Shao K, Baquié M, Satre V, Coutton C, Grunwald D, Brion JP, Barlogis 

V, Stephan JL, Plantaz D, Hescheler J, Krause KH, Šarić T, Stasia MJ. (2014). BioResearch Open 

Access.3(6):311-326. 

La Granulomatose Septique Chronique est une maladie génétique de l’immunodéficience 

innée rare et sévère dans laquelle la répétition des épisodes infectieux peut entraîner l’apparition de 

comorbidités très invalidantes chez les patients si la prophylaxie antibactérienne et antifongique est 

inefficace. De plus, même si la transplantation de moelle osseuse a pu guérir définitivement certains 

patients, la difficulté d’avoir un donneur compatible et le terrain souvent infectieux et inflammatoire 

des patients sont des freins à cette thérapie. La thérapie génique est un traitement actuellement en 

cours d’évaluation et, pour l’instant, la sécurité, l’efficacité et le prix de ce traitement en empêchent 

son utilisation en clinique chez l’Homme (cf Chapitre I).  

Pour développer de nouvelles approches thérapeutiques ou améliorer les techniques de 

thérapie génique, il faut disposer de modèles cellulaires pertinents. Les modèles cellulaires 

disponibles jusqu’à présent comme les cellules PLB-985, les lymphocytes B ou les cellules 

progénitrices CD34+ issues de patients, se sont révélés utiles pour les premiers essais de thérapie 

génique mais ils restent imparfaits et/ou ne permettent pas de modéliser toutes les formes 

génétiques de la CGD. En 2011, avec l’émergence de la technologie des cellules iPS et leur potentiel 

pour le développement de modèles physiopathologiques, cette technologie nous a semblé très 

pertinente pour développer de nouveaux modèles cellulaires de la CGD (cf Chapitre II). Son intérêt 

dans le cadre de la CGD pour la modélisation et/ou le développement de nouvelles thérapeutiques 

avait été démontré par deux équipes qui ont produits des neutrophiles CGDX à partir de cellules iPS 

issues de patients CGDX et de souris KO CGDX (Mukherjee et al., 2011; Zou et al., 2011b). Notre 

objectif était donc de créer des modèles cellulaires de neutrophiles et de macrophages humains 

modélisant la forme génétique CGDX, la forme la plus fréquente, mais également les formes 

autosomiques récessives CGDAR22 et CGDAR47. Cet article décrit ainsi notre protocole optimisé 

pour la production de cellules phagocytaires matures modélisant trois formes génétiques de la CGD. 

La première étape du projet a consisté à mettre en place la technique de culture des cellules 

souches iPS dans le laboratoire et à réaliser leur caractérisation morphologique, phénotypique et 

génétique. Deux clones pour chacune des 4 lignées de cellules iPS (WT, CGDX, CGDAR22 et CGDAR47) 
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ont été analysés. L’analyse de la pluripotence par cytométrie en flux et microscopie confocale a 

montré que ces différents clones expriment les marqueurs de pluripotence membranaires SSEA-3, 

SSEA-4 et Tra-1-81 ainsi que les facteurs de transcription nucléaires Oct4, Sox2 et Nanog (Figure 1A). 

De plus, ils sont capables de former in vitro des corps embryoïdes constitués de types cellulaires 

dérivés des 3 lignées embryonnaires et mis en évidence en immunofluorescence par l’expression de 

marqueurs spécifiques de l’ectoderme (nestine et MAP-2), du mésoderme (αSMA et troponine I) et 

de l’endoderme (αFP et CD31) (Figure 1B). La mutation responsable de la pathologie chez chaque 

patient a bien été retrouvée dans leurs clones iPS respectifs après séquençage (Figure 2A). Pour finir, 

l’analyse du caryotype a montré qu’aucun des clones ne présentait d’anomalie génétique (Figure 2B). 

Pourtant, en CGH array, une technique plus résolutive que le caryotype, deux larges délétions 

télomériques dans le chromosome 18 de l’un des clones de la lignée CGDX ont été mises en évidence 

et nous ont conduit à l’éliminer du reste des expériences (Figure 2C). 

Dans un second temps, nous avons optimisé le protocole de différenciation hématopoïétique 

pour produire des progéniteurs hématopoïétiques puis des cellules phagocytaires matures. La 

comparaison des différents protocoles issus de la littérature (Choi et al., 2009a; Mukherjee et al., 

2011; Niwa et al., 2009; Yokoyama et al., 2009; Zou et al., 2011b) nous a conduit à privilégier 

l’approche publiée par Choi et al. qui induit la différenciation hématopoïétique grâce au système de 

coculture iPS/OP9. L’avantage majeur de ce protocole est, qu’en plus d’être efficace et peu coûteux, 

il permet ensuite d’obtenir des cellules matures neutrophiles et macrophages mais également 

éosinophiles et cellules dendritiques (Choi et al., 2009a, 2011). Nous avons optimisé ce protocole et 

montré que de grandes quantités de progéniteurs CD34+ (en moyenne 1,5x105 cellules CD34+ à partir 

de 1x106 cellules iPS) peuvent être obtenues après 10 jours de coculture iPS/OP9 (Figure 3D). Ces 

progéniteurs sont capables de donner naissance à des colonies hématopoïétiques après culture en 

méthylcellulose en présence de cytokines (test des CFC), et peuvent également être congelés sans 

perdre leur potentiel hématopoïétique (Figure 3B et C). Ils permettent alors la production de 

neutrophiles ou macrophages à la demande.  

La différenciation terminale en neutrophiles à partir des cellules CD34+ isolées ou en 

macrophages matures à partir des cellules issues de la coculture iPS/OP9 J10 a été adaptée d’après 

celle décrite par Choi et al. (Choi et al., 2009a). Le rendement et la durée de différenciation ont été 

déterminés précisément : en moyenne 0,3x105 neutrophiles sont produits en 25 jours et 3x106 

macrophages en 28 jours à partir de 1x106 cellules iPS. Nous avons ensuite caractérisé 

morphologiquement, phénotypiquement et fonctionnellement les neutrophiles et macrophages 

différenciés à partir des différentes lignées de cellules iPS.  
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Concernant la caractérisation des neutrophiles, nous avons pour la première fois mis en évidence la 

présence des 3 types de granules azurophiles, spécifiques et tertiaires par la détection directe de 

myéloperoxydase, lactoferrine et MMP9 respectivement (Figure 5). Pour les macrophages, l’analyse 

de l’expression de marqueurs de surface spécifiques par cytométrie en flux a montré que la 

population produite est pure et mature (CD14+, CD11b+ et CD45+), appartient en majorité au sous-

type de macrophages M2c (HLA-DR-, CCR7-, MR+) et exprime les molécules de co-stimulation CD40, 

CD80 et CD86 impliquées dans la présentation de l’antigène (Figure 6B). De plus, plus de 80 % des 

macrophages sont capables de phagocyter des particules de S. aureus ou de zymosan opsonisé 

(ZOPS) fluorescents (Figure 6D). Pour finir, l’analyse des cytokines produites après stimulation par du 

LPS a montré leur capacité à produire des cytokines pro-inflammatoire (IL6 et IL8) et anti-

iflammatoires (IL10) (Figure 6C).   

Pour finir, nous avons confirmé le phénotype CGD dans ces cellules phagocytaires produites in vitro 

en montrant d’une part l’absence d’expression en cytométrie en flux des sous-unités NOX2 et p22phox 

dans les formes CGDX et CGDAR22 alors qu’elles sont présentes dans la forme CGDAR47 (Figure 7A), 

et d’autre part l’absence de production de FRO après stimulation des cellules phagocytaires 

neutrophiles et macrophages issus de chacune des lignées CGD. L’analyse de l’activité NADPH 

oxydase a été réalisée par 3 techniques : le test NBT sur lame (Figure 7B), le test DHR par cytométrie 

en flux (Figure 7C) et la chimiluminescence (Figure 7D). Les techniques du test NBT et du test DHR, 

couramment utilisés pour le diagnostic biologique de la CGD, ont déjà été décrits en introduction. 

Quant à la technique de chimiluminescence, elle est particulièrement sensible et permet la détection 

des H2O2 intra- et extracellulaires. Le principe de ce test repose sur l’utilisation de luminol qui est 

oxydé par les H2O2 en présence de peroxydase (HRPO) puis retourne à son état fondamental en 

émettant des photons. Cette émission de lumière, quantifiée par un luminomètre, est 

proportionnelle à l’activité NADPH oxydase (Stasia et al., 2009). Cette technique apporte plus 

d’informations sur l’intensité et la cinétique de production des FRO dans les neutrophiles et les 

macrophages issus d’iPS WT. Elle montre notamment une production intense de FRO dans les 

neutrophiles avec les deux stimulateurs (PMA et ZOPS) mais également dans les macrophages 

stimulés avec du ZOPS. A l’inverse, les macrophages stimulés avec du PMA ont une production de 

FRO plus lente mais prolongée et moins intense que la stimulation avec le ZOPS (Figure 7D).  

En conclusion, nous avons mis en place au laboratoire un protocole efficace et reproductible 

permettant l’obtention de neutrophiles et macrophages matures récapitulant parfaitement le 

phénotype des 3 formes génétiques CGDX, CGDAR22 et CGDAR47. Ces modèles pourront être utilisés 

pour des études physiopathologiques ainsi que pour le développement de nouvelles approches 

thérapeutiques.
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Présentation de l’article 2  

Successful proteoliposome-based therapy for X-linked Chronic Granulomatous Disease – Proof-of-

concept using human macrophages differentiated from XCGD patient-specific induced pluripotent 

stem cells.  

Brault J, Vaganay G, Cortes S, Stasia MJ. Journal of Controlled  Release. (Article en rédaction) 

La Granulomatose Septique Chronique est une enzymopathie génétique rare appartenant 

aux syndromes d’immunodéficience innés qui affectent les enfants dès leur plus jeune âge. La forme 

de transmission principale est liée à l’X (70 % des cas) et est due à l’absence ou au 

dysfonctionnement de l’élément redox NOX2/p22phox (cytochrome b558 ou cytb558) du complexe 

NADPH oxydase (cf Chapitre I). S’il existe des traitements alternatifs coûteux en développement, 

mais non sans risques, tels que la greffe de moelle allogénique ou la thérapie génique, le principal 

traitement actuel est la prophylaxie antibiotique et antifongique à vie. Cependant, ce traitement qui 

entraîne notamment des résistances à long terme s’est avéré inefficace (même en intraveineuse) 

devant des infections pulmonaires foudroyantes, première cause de décès de ces patients. 

Nous nous proposons donc de développer un traitement par thérapie protéique, sous 

forme de liposomes NOX2/p22
phox

 recombinants pour restaurer la fonction de la NADPH oxydase 

des phagocytes des patients atteints de CGDX afin de lutter contre les agents pathogènes lors 

d’infections. Nous désirons apporter la preuve de concept de ce nouveau traitement qui pourrait, à 

terme, lutter rapidement et localement contre les infections pulmonaires par apport de 

proteoliposomes thérapeutiques sous forme de nébulisat par exemple. 

La production de protéoliposomes ayant incorporé une forme tronquée de NOX2 et sa délivrance à 

des cellules de carcinome et HeLa a été faite en 2007 par notre équipe (Marques et al., 2007). Pour la 

première fois, des protéoliposomes ont été produits en une seule étape dans un système 

d’expression acellulaire basé sur le lysat bactérien d’E. coli. Cette technologie a fait l’objet d’un 

brevet international (WO 2008152262 A2) licencié à la start-up grenobloise Synthelis SAS. Le 

rationnel de la thérapie protéique par les protéoliposomes contenant NOX2 et p22phox dans les 

formes CGDX (et aussi CGDAR22, non montré dans l’article) est donc évident : apporter ces sous-

unités formant le cytb558 au niveau de la membrane plasmique des phagocytes CGDX déficients afin 

d’induire la formation d’un complexe NADPH oxydase actif. Grâce au travail publié récemment (cf 

Article 1), nous sommes en possession des modèles cellulaires mimant les phagocytes des patients 

atteints de CGD, permettant de tester cette nouvelle forme de thérapie pour apporter la preuve de 

concept. Ainsi nous utiliserons les macrophages CGDX issus de la différenciation d’iPSCs de patients 

que nous pouvons produire à volonté.    
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Dans le cadre de ce projet, nous collaborons avec la start-up Synthelis SAS qui nous fournit 

des liposomes ayant intégré les deux sous-unités NOX2 et p22
phox

 capables de les « vectoriser » et 

de les incorporer dans des membranes plasmiques de cellules eucaryotes.  

Cet article présente tout d’abord la technique de production des protéoliposomes mise en œuvre par 

la start-up Synthelis SAS (Figure 1). La composition du milieu réactionnel a été ajustée pour 

permettre la co-expression optimale de la forme entière de NOX2 avec son partenaire p22phox (Figure 

2). La présence de ces deux sous-unités a été démontrée par migration électrophorétique SDS-PAGE 

puis coloration au bleu de Coomassie et Western blot (Figure 3A). La taille apparente de NOX2 est de 

55 kDa et celle de p22phox est de 20-25 kDa, ce qui est conforme à la littérature (Parkos et al., 1987). Il 

est à noter que la préparation des protéoliposomes n’est pas pure et contient des contaminants 

bactériens. Les conditions du milieu réactionnel ont été optimisées pour induire l’incorporation des 

deux hèmes dans NOX2, essentiels à l’activité de l’enzyme (Biberstine-Kinkade et al., 2001; DeLeo et 

al., 2000). Le spectre différentiel du cyb558 a confirmé l’intégration des hèmes grâce à la mise en 

évidence des deux principaux pics d’absorption aux longueurs d’onde 426 nm et 558 nm (Batot et al., 

1998; Stasia et al., 2003) (Figure 3B). Les liposomes contenant le cytb558 (0,14 µM à 426 nm) sont 

capables de reconstituer in vitro un complexe NADPH oxydase fonctionnel produisant des anions 

superoxydes lorsqu’ils sont incubés avec les facteurs cytosoliques de la NADPH oxydase en présence 

d’un agent activateur comme l’acide arachidonique après stimulation par du NADPH. La production 

de FRO a été mise en évidence par le suivi de la réduction du cytochrome c par détection 

spectrophotométrique et montre une activité oxydase des liposomes NOX2/p22phox (4,42 nmoles de 

superoxydes/min/mg d’hèmes) supérieure à celles des liposomes négatifs (Figure 3C). 

L’interaction des liposomes NOX2/p22phox avec les macrophages CGDX0 issus des cellules iPS a 

montré que ceux-ci n’induisent aucune toxicité cellulaire (test de viabilité MTT) (Figure 4A). De plus, 

leur capacité à délivrer le cytb558 a été mise en évidence par cytométrie en flux et microscopie 

confocale par la présence des sous-unités NOX2 et p22phox au niveau de la membrane plasmique des 

macrophages après 24h d’incubation (Figure 4B et C). Cette restauration phénotypique 

s’accompagne d’une restauration de l’activité NADPH oxydase in vivo. En effet, le test NBT a montré 

que les macrophages CGDX0 incubés 24h avec les liposomes NOX2/p22phox puis stimulés par un agent 

soluble, le PMA, étaient capables de produire des FRO alors que seule une activité oxydase résiduelle 

était visible dans les macrophages traités avec des liposomes négatifs (Figure 5).  

En conclusion, nous faisons ici la preuve du concept de l’utilisation d’un système d’expression 

acellulaire pour la production rapide et peu coûteuse de protéoliposomes thérapeutiques. Ces 

protéoliposomes sont capables de délivrer un cytb558 fonctionnel à la membrane de macrophages 

CGDX0 afin de restaurer une enzyme NADPH oxydase active et représentent donc une option 

thérapeutique innovante pour les patients atteints de CGDX.  
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Abstract   

CGD is a rare inherited immunodeficiency due to the dysfunction of the phagocytic NADPH oxidase 

complex leading to severe and recurrent infections in small children. The main genetic form is the X-

linked CGD (XCGD) affecting NOX2 and p22phox secondarily, its membrane partner in the oxidase 

complex. The first cause of death of the patients is pulmonary infections refractory to conventional 

antibiotics treatments. Proteoliposomes-based therapy is an emerging approach for protein 

membrane delivery. Thus it could represent an alternative therapeutic for severe pulmonary 

infections of CGD patients as a local and targeted treatment. We developed an enzymatic 

replacement therapy as recombinant NOX2/p22phox (cytb558) liposomes to restore bactericidal power 

of XCGD phagocytes. Using an optimized prokaryotic cell-free protein synthesis system, a 

recombinant cytb558 with heme integration was produced and incorporated into liposomes. These 

proteoliposomes were able to generate ROS in a cell-free-system assay in presence of recombinant 

p47phox, p67phox and Rac, the cytosolic components of the NADPH oxidase complex, after activation by 

arachidonic acid and NADPH. Furthermore, cytb558 was successfully delivered at the plasma 

membrane of X0-CGD induced pluripotent stem cells-derived macrophages. In addition the NADPH 

oxidase activity of X0-CGD macrophages treated with proteoliposomes was restored. In conclusion, 

we confirm that proteoliposomes represent a new promising technology for the delivery of 

functional proteins to the membrane of targeted cells. In the future, this safe and efficient liposomal 

enzymatic replacement therapy could have a place in the therapeutic arsenal of CGD patients for the 

treatment of infections refractory to conventional medications. 
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1. Introduction 

Protein-based therapies represent a promising and safe alternative in medicine with more than 164 

proteins approved in Europe for clinical use. Actually, almost 70% of the pharmaceutical targets are 

membrane proteins [1]. However, the production of functional membrane proteins in sufficient 

amount for therapeutic use is limited because of their biophysical characteristics. The recent 

development of cell-free protein synthesis (CFPS) techniques for the production of recombinant 

membrane proteins and their integration into liposomes to form proteoliposomes holds a great 

promise to vectorize therapeutic proteins to targeted cells [2]. Indeed, in the past 20 years, 

liposomes have been widely used as pharmaceutical carriers for drug delivery [3–5]. Moreover, they 

provide a specific environment required for the insertion and function of membrane proteins. 

Successful results were recently obtained with proteoliposomes able to deliver anti-tumoral 

apoptotic protein [6, 7] or anti-tumoral [8, 9], anti-bacterial [10] or anti-parasite [11] vaccines. 

Therefore, proteoliposomes could be used for treatment of monogenetic disorders as enzyme 

replacement therapy. 

Indeed chronic granulomatous disease (CGD) is a suitable candidate to demonstrate the feasibility of 

this new protein therapy. This rare inherited disorder of the innate immune system (1/200,000 

births) is caused by mutations in one of the five genes encoding the subunits of the NADPH oxidase 

complex expressed in phagocytic cells (neutrophils, monocytes/macrophages, eosinophils) [12]. This 

enzymatic complex is composed of two membrane subunits (the redox subunit gp91phox, also called 

NOX2, and p22phox, both forming the flavocytochrome b558 or cytb558), cytosolic components (p47phox, 

p67phox and p40phox) and the small G protein Rac1/2. When stimulated, the cytosolic subunits 

translocate to the plasma membrane and associate with cytb558 to form the active NADPH oxidase 

complex [13]. Activated NADPH oxidase is responsible for the production of antimicrobial reactive 

oxygen species (ROS) and therefore its deficiency leads to recurrent and life-threatening infections in 

early childhood of CGD patients [14]. The main genetic form of CGD is the X-linked CGD (70% of 

cases) caused by mutations in the CYBB gene resulting in the absence (or dysfunction) of NOX2 and 

p22phox secondarily, and therefore of the cytb558 [15]. Up to now bone marrow transplantation (BMT) 

is the only curative treatment but this therapeutic approach is not devoid of risks in a context of 

infections and immunodeficiency although recent progresses in patient conditioning have improved 

the safety and efficacy of this treatment in high-risk CGD patients [16]. Encouraging results were also 

obtained by the gene therapy approach but the type and the design of viral vector constructs used 

for, is currently under investigation in order to control random genome insertion and stabilization of 

the promoter [17, 18]. In addition, this therapy is highly expensive and difficult to apply to a large 

number of patients. However the major treatment for CGD patients is antibiotic and antifungal 

prophylaxis all their life.  But the first cause of death of CGD patients is pulmonary infections that are 

mainly refractory to antibiotic treatment even intravenously [19]. Thus alternative treatments to 

target pulmonary sites are desperately needed to rapidly fight life-threatening infections in CGD 

patients.    

Recently, efficacy of nanotechnology approaches as liposomes for inhalation treatment of lung 

diseases has been reviewed [20]. Liposomes are safe nanocarriers ideal for the vectorization of 

functional membrane proteins. Furthermore, they could be functionalized with antibodies in order to 

improve the targeting to interest cells like phagocytes in the lung. In a previous work, using an 

optimized E. coli-based CFPS system, our team showed for the first time the production of a 
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recombinant and active truncated form of NOX2 in liposomes and demonstrated its efficient delivery 

to the membrane of human carcinoma cell lines [21]. Thus, NOX2/p22phox liposomes could represent 

an attractive delivery system for complementing NADPH oxidase activity in the phagocytic cells of 

ROS-deficient CGD patients. However, in cellulo restoration of ROS-deficient phagocytic cells have 

never been reported yet using a functional recombinant membrane cytb558. Thus, the first step 

toward the development of this new therapy, i.e. production of active recombinant cytb558 in 

proteoliposomes, is challenging: both subunits have to be co-expressed and two heme molecules 

have to be incorporated into NOX2 [22].Cellular models are also important to consider for evaluating 

new therapeutic approach in pre-clinical studies. Recently, the technology of the induced pluripotent 

stem cells (iPSCs) has been shown to be very useful for the physiopathologic modelisation of diseases 

[23]. Thus, CGD patient-specific iPSCs were successfully differentiated into neutrophils and/or 

macrophages recapitulating the ROS-deficient phenotype by few teams including us [24–30]. Some of 

them have demonstrated that genome editing approaches using ZFN [24, 27], TALEN [29], CRIPSR-

Cas9 [28], and BAC transgenesis or gene targeting [30] can correct efficiently CGD-iPSCs to restore 

the NADPH oxidase activity in the CGD-iPSCs-derived phagocytes. 

In this work, our objective was to demonstrate the proof-of-concept of a new therapy for CGD 

patients: the protein-based therapy. The production of proteoliposomes containing an active 

recombinant cytb558 was optimized. In addition we studied their ability to vectorize and deliver the 

cytb558 at the membrane of X0-CGD iPSCs-derived macrophages in order to restore the NADPH 

oxidase activity of these ROS-deficient cells.  

We report here the development of a promising new liposomal enzyme replacement therapy that 

could represent a curative alternative against life-threatening lung infections refractory to 

conventional antibiotic and antifungal therapy. 
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2. Material & methods 

2.1 Liposome preparation 

All lipids were purchased from Avanti Polar lipids. Liposomes were prepared using a 10 mg/ml lipid 

mixture of (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC): 1,2-dilinoleoyl-sn-glycero-3-

phosphoethanolamine (DOPE): 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphate (DMPA):cholesterol; 

40:20:20:20 volume ratio) in chloroform. Chloroform was evaporated using a Univapo 150H. The thin 

lipid film was rehydrated with diethylpyrocarbonate (DEPC)-treated water to obtain 30 mg/mL lipid 

slurry. This solution was sonicated using a tip sonicator (Branson Digital Sonifier 250) at 20% for 5 

times 30 seconds before being filtered with a 0.22 µm PES filter. 

2.2 Cell-free synthesis of NOX2-p22
phox

 protein and proteoliposome purification  

The R199Q mutation was introduced into the wildtype (WT) NOX2 cDNA in pBluescript II KS (+) vector 

using the QuikChange site-directed mutagenesis kit (Stratagene) and subcloned into the mammalian 

expression vector pEF-PGKneo as previously described [31]. Then, R199Q mutant NOX2 cDNA and 

p22phox cDNA sequence were subcloned by Proteogenix into a specific plasmid optimized by Synthelis 

SAS. The two plasmids and the preformed liposome solution were added to 1 mL of the batch 

reaction mixture. Energy mix was developed by Synthelis SAS. Cell-free reaction was carried out at 

30°C for 16h with gentle agitation at 400 rpm by using an E. coli extract [21]. Liposomes prepared 

with identical lipid composition, in the absence of cDNA encoding the NOX2 and p22phox proteins, 

were used as negative controls. To purify proteoliposomes, cell-free reactions were loaded on top of 

3-step discontinuous sucrose gradient (60%, 30% and 5%) prepared in 50 mM Hepes pH 7.5 buffer. 

After centrifugation at 280,000g for 1h at 4°C, fractions were collected at each interface and 

analyzed by Western blotting and Coomassie blue. 

2.3 Biochemical characterization of proteoliposomes    

The samples were diluted with 50 mM Hepes pH 7.5 buffer and separated by SDS-PAGE. For western 

blotting analysis, the gel-bound protein bands were electrotransferred to a nitrocellulose membrane. 

The membrane was blocked by incubation for 1h at room temperature in 5% nonfat milk in Tris-

Buffered Saline and Tween 20 (TBST). For p22phox detection, the blocked membrane was then 

incubated in a poly histidine antibody conjugated with a horseradish peroxidase (Sigma-Aldrich) 

diluted at 1:10 000 in TBST buffer, 5% nonfat milk. For NOX2 detection, the blocked membrane was 

incubated in an anti-NOX2 antibody (clone 54.1; Abcam) diluted at 1:1 000 in TBST buffer, 5% nonfat 

milk then after washing in an anti-mouse IgG-Peroxidase antibody (Sigma-Aldrich) diluted at 1:10 000 

in TBST buffer, 5% nonfat milk. After washing with TBST three times, the blots were developed using 

a chemiluminescence method (ECL; GE Healthcare). 

Differential spectrum of purified cytochrome b558 was performed as already published [32]. 

Reduction was achieved by adding a few grains of sodium dithionite to the proteoliposome sample, 

and the reduced-minus-oxidized difference spectra were recorded at room temperature with a 

spectrophotometer (Biotek Synergy HT). Cytb558 integrity was validated by reduced-minus-oxidized 

difference spectroscopy using band absorption at 426 nm and the valley at ∼410–411 nm. Cytb558 

was quantified using Soret band absorption with the relation ΔDO = ε.l.c. A molecular absorption 

coefficient of ε426nm = 0.106 µM-1.cm-1 for the Soret band was used for calculations [33]. 
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2.4 iPS cell culture and hematopoietic differentiation into mature macrophages  

iPSCs were reprogrammed by a retroviral method from human dermal fibroblasts (hDFs) isolated 

from the skin biopsy of a healthy control (WT) and a X0-CGD patient and are maintained in an 

undifferentiated state on irradiated mouse embryonic fibroblasts as previously described [26, 34]. 

Then, hematopoietic differentiation of iPSCs into mature macrophages was performed using our 

recently published protocol [26]. Macrophages were adhered on 96-well plate for viability assay, 24-

well plate for flow cytometry and in vivo activity test and 4-well Nunc™ Lab-Tek™ II Chamber Slide™ 

(ThermoFischer) for confocal microscopy.  

2.5 Recombinant cell-free system (CFS) 

NOX2/p22phox (3 pmol equivalent NOX2) or negative liposomes were incubated with purified 

recombinant cytosolic subunits p67phox, p47phox and Rac1Q61L (1 µM), and flavin adenine dinucleotide 

FAD (10 µM) as previously described [32, 35], and in presence of 400 µM arachidonic acid (Sigma-

Aldrich) in a total volume of 200 µL to induce NADPH oxidase assembly. After incubation for 10 min 

at room temperature, oxidase activity was measured in the presence of 100 µM final cytochrome c 

and with 200 µM final NADPH tetrasodium salt (Sigma-Aldrich) to initiate the superoxide production. 

The O2•− production was determined by measuring the absorbance of cytochrome c at 550 nm using 

a spectrophotometer (Mithras, Berthold). Activity was expressed as nmol of superoxide 

produced/min/mg of hemes using a molar extinction coefficient of 21 nM-1.cm-1 for cytc [36]. 

2.6 Evaluation of cell viability: MTT assay 

Cell viability was determined by a MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide; Sigma-Aldrich) assay based on the activity of a mitochondrial dehydrogenase enzyme from 

viable cells which are able to cleave the tetrazolium rings of the yellow MTT and form dark blue 

formazan crystals. 15,000 X0-CGD iPSCs-derived macrophages were seeded in a 96-well plate and 

treated with NOX2/p22phox (2 pmol equivalent NOX2) and negative liposomes for 8, 12 and 24h at 

37°C. MTT was then added to each well (200 µL of a 0.5 mg/mL MTT solution) and cells were 

incubated for a further 3-5h at 37°C. After medium removal and washing with PBS to remove the 

excess of proteoliposomes, pure DMSO (dimethylsulfoxyde; Sigma-Aldrich) was added to each well 

(200 µL) to dissolve the formazan crystals. After 30 min of incubation at room temperature on a plate 

shaker to ensure adequate solubilization, the absorbance readings for each well were performed at 

560 nm using a multiwall scanning Varioskan™ Flash spectrophotometer and a SkanIt Software 

(version 2.4.1) (ThermoFisher). The absorbance is directly proportional to the number of viable cells, 

and survival was calculated as the percentage of the staining values of untreated cells. All assays 

were performed in triplicate. 

2.7 Flow cytometry  

For flow cytometry, 150,000 X0-CGD macrophages were treated for 24h at 37°C with NOX2/p22phox 

(20 pmol equivalent NOX2) and negative liposomes and then stained with anti-NOX2 and anti-p22phox 

antibodies as previously described [26]. Control staining with appropriate isotype-matched control 

was included to establish thresholds for positive staining. WT iPSCs-derived macrophages were used 

as positive control. Cell fluorescence was quantified using a FACS Canto II (BD Biosciences). Data 
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were collected and analysed with the FACS DIVA software (BD Biosciences) and FlowJo software 

(Tree Star). 

2.8 Confocal microscopy 

For confocal microscopy, 150,000 X0-CGD macrophages were treated for 24h at 37°C with 

NOX2/p22phox (20 pmol equivalent NOX2) and negative liposomes. Then, X0-CGD and WT 

macrophages were rinsed with PBS, fixed in 4% PFA for 20 min and then blocked with PBS, 5% BSA, 

5% goat serum (Gibco) for 15 min at room temperature. Cells were stained with an unconjugated 

antibody 7D5 (1:50, D162-3; Clinisciences) for 1h at 4°C followed by incubation with AF488-

conjugated anti-mouse IgG1 secondary antibody (1:200; ThermoFischer) for 1h at room temperature. 

After several washings, nuclei were stained with Hoechst 33258 1 µg/ml (Sigma-Aldrich). Images 

were acquired using a confocal laser scanning microscope TCS-SP2 (Leica) and analysed with ImageJ 

software. 

2.9 Nitroblue Tetrazolium (NBT) test 

150,000 X0-CGD iPSCs-derived macrophages were seeded in a 24-well plate and treated for 24h with 

NOX2/p22phox (20 pmol equivalent NOX2) and negative liposomes. In cellulo NADPH oxidase activity 

was measured by a NBT-reduction test as previously described [37]. Briefly, macrophages were 

primed with 1 µg/mL LPS (lipopolysaccharide; Sigma-Aldrich) for 3h at 37°C and then stimulated with 

200 ng/mL PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate; Sigma-Aldrich) in presence of NBT (Sigma-Aldrich). 

After 1h of incubation at 37°C with agitation at 250 rpm, cells were washed with PBS and, fixed in 4% 

PFA and then images were acquired using a microscope Nikon Eclipse TS1000 with a camera Nikon 

DS.   
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3. Results 

3.1 Production and in vitro biochemical characterization of proteoliposomes   

The cell-free system used in this work was adapted for membrane protein synthesis by adding 

synthetic liposomes to the reaction medium (Patent PCT/FR2008/050757 operated by Synthelis). 

Thus, in a single stage reaction, the products obtained directly from this process are proteoliposomes 

containing membrane proteins in their native, active form (Fig. 1).  

 

Figure 1. Schematic diagram of cell-free system for membrane protein synthesis. Cell-free system requires E. 

coli extract, energy regeneration system, substrates (e.g., NTPs, salts, amino acids, chaperones, cofactors…). 
Cell-free transcription and translation is initiated by adding liposomes and DNA (plasmid or PCR-product) into 
reaction. 

The advantage to use cell-free expression system is that it is a completely open system in which each 

parameter of the reaction can be modified depending on the target protein to be produced, and this 

format is particularly suited for the co-expression of membrane proteins. Optimizations of the cell-

free system is described here in order to achieve, in one step reaction, integration of NOX2 and 

p22phox subunits into a liposome to produce active proteoliposomes directly. In order to improve the 

expression, we have mainly optimized Mg2+ and K+ ion concentrations (Fig. 2A), type and liposome 

concentrations and time (Fig. 2B). Co-expression of NOX2 and p22phox was achieved with two 

different plasmids, each carrying the gene of one protein. A mix of NOX2 and p22phox genetic material 

was prepared and several ratios were tested in order to retain 1:1 DNA ratio (data not shown). In 

addition we used a R199Q mutated NOX2 cDNA in order to improve the NADPH oxidase activity as 

previously described [31, 38]. In order to reconstitute the heme groups within the NOX2 subunit, we 

also performed a correlated screening of hemin and iron concentrations during protein expression 

(Fig. 2C). 
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Figure 2. Screening of expression conditions. A) Effect of lysate, potassium and magnesium concentrations on 
protein expression. In vitro expression was performed in 96-well plates with a volume of 50µL. The presence of 
the p22phox protein was detected using a monoclonal anti-His HRP-conjugated antibody. B) Variation of time 
with liposomes. In vitro expressions were performed in batch format (100µL) and separated by SDS-PAGE on a 
15% gel. Reactions were carried out at 30°C during 2, 4, 6 or 16 hours incubation. The Western Blot was 
incubated with anti-His antibody for p22phox detection or with 54.1 anti-Nox2 antibody. C) Variation of iron and 
hemin on protein expression. In vitro expression was performed in 96-well plates with a volume of 50µL.  

In a typical cell-free reaction supplemented with liposomes, the cytb558 complex was produced and 

purified on a discontinuous sucrose gradient to separate proteoliposomes from liposomes and 

aggregated proteins. We first checked the successful synthesis and integration of the two subunits 

NOX2 and p22phox at the membrane of the proteoliposomes. The expression efficiency was detected 

by SDS PAGE and Western blotting and quantified by Coomassie brilliant blue staining (Fig. 3A and B). 

These results confirmed the presence of both subunits inside NOX2/p22phox liposomes only. The 

batch expression yield of the partially purified proteoliposomes was estimated to 5-10 µg/mL for 

NOX2 and 20 µg/mL for p22phox (Fig. 3A). We detected here the 55kDa unglycosylated form of NOX2 

and p22phox at 20-25 kDa (Fig. 3A et B). Furthermore, the reduced-minus-oxidized spectra performed 

on the NOX2/p22phox liposomes identified the two characteristic peaks at 426 nm (Soret band) and 

558 nm (α band), confirming hemes incorporation in the NOX2 subunit while they were absent in 

negative liposomes (Fig. 3C). The cytb558 concentration of 0.14 µM in NOX2/p22phox liposomes was 

calculated from the absorbance at 426 nm. 
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Figure 3. In vitro biochemical characterization of NOX2/p22

phox
 liposomes. A) SDS-PAGE analysis and 

Coomassie blue staining of NOX2/p22phox and negative liposomes. B) Western Blot analysis using monoclonal 
antibodies against p22phox and NOX2. C) Dithionite-reduced-minus-oxidized spectra of NOX2/p22phox liposomes. 
D) In vitro NADPH oxidase activity of NOX2/p22phox and negative liposomes in a recombinant cell-free system 
assay. Red curves represent NOX2/p22phox liposomes and blue curves negative liposomes. 

Then, we investigated the ability of NOX2/p22phox liposomes to produce superoxide anions in an in 

vitro cell-free system (CFS) assay in the presence of recombinant cytosolic proteins p47phox, p67phox 

and Rac1Q61L (active form of Rac1), NADPH, cytochrome c and an adequate amount of arachidonic 

acid determined previously (data not shown). In this reconstituted system, the NADPH oxidase 

activity of NOX2/p22phox liposomes was of 4.42 nmoles of superoxides/min/mg of hemes whereas in 

the negative liposomes the activity was only residual (Fig. 3D).  

These data demonstrated the efficiency of our optimized E. coli based cell-free expression system to 

co-express both subunits of the cytb558 with heme incorporation and integrate them into the 

membrane of liposomes. Our results showed that the NOX2/p22phox liposomes produced were able 

to reconstitute a functional NADPH oxidase complex producing superoxide anions in vitro. 

3.2 In cellulo interaction of liposomes with X
0
CGD iPSCs-derived macrophages  

We recently published a method to produce high amount of mature macrophages from iPSCs [26]. 

Thus X0CGD iPSCs-derived macrophages were used as a target cell to analyze the efficiency of the 
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proteoliposome-based therapy developed in this work. First, we checked the viability of 

macrophages after exposure to NOX2/p22phox and negative liposomes using the MTT test specific of 

the mitochondria activity in living cells. No loss of viability was observed after 8, 12 or 24h treatment 

of X0-CGD iPSCs-derived macrophages (Fig. 4A). In order to analyze the ability of proteoliposomes to 

deliver cytb558 to the macrophage membranes, X0CGD iPSC-derived macrophages were treated for 

24h with NOX2/p22phox or negative liposomes. The presence of these two components of the NADPH 

oxidase complex was measured by flow cytometry. X0-CGD macrophages treated with NOX2/p22phox 

liposomes showed the presence of NOX2 and p22phox compared to treatment with negative 

liposomes, even if the incorporation of both subunits was lower than what is detected in WT 

macrophages (Fig. 4B). 

 
Figure 4. Analysis of in cellulo incorporation of NOX2/p22

phox
 liposomes in the membranes of iPSCs-derived 

macrophages. A) Viability of iPSCs-derived macrophages after 8, 12 and 24h of treatment. Untreated cells (NT) 
are used as positive control (100 %) and DMSO treated cells as negative control. B) Flow cytometry analysis of 
NOX2 and p22phox expression using monoclonal antibodies (black curve) in WT and X0-CGD macrophages, and 
X0-CGD macrophages treated for 24h with NOX2/p22phox (red curve) or negative (green curve) liposomes. 
Isotype controls are represented by gray-filled curves. C) Confocal microscopy showing the staining of NOX2 

protein with 7D5 antibody and FITC-conjugated secondary antibody (green) in WT and X0-CGD macrophages 
treated for 24h with NOX2/p22phox or negative liposomes. Nuclei were counterstained with Hoechst in red.  

To further check the localization of the delivered cytb558, immunofluorescence staining using 7D5 

antibody targeting an extracellular domain of NOX2 was performed on 24h-treated X0-CGD 

macrophages and untreated WT macrophages. A positive green fluorescence was detected only at 

the membrane of X0-CGD macrophages treated with NOX2/p22phox liposomes (Fig. 4C). These results 

demonstrated that NOX2/p22phox liposomes can be used to deliver the cytb558 at the plasma 

membrane of iPS-derived X0-CGD macrophages without affecting their viability. 
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3.3 In cellulo NADPH oxidase activity of proteoliposomes-treated macrophages    

Based on these promising results, we finally analyzed the ability of these proteoliposomes to restore 

the in cellulo NADPH oxidase activity in the ROS-deficient macrophages. NBT test performed on X0-

CGD macrophages treated with NOX2/p22phox liposomes during 24h showed a blue precipitate of 

formazan, revealing the production of ROS upon PMA stimulation (Fig. 5). 

 
 
Figure 5. Analysis of in cellulo restoration of the ROS production of X

0
-CGD iPSCs-derived macrophages in the 

NBT test. Only X0-CGD macrophages were treated for 24h with NOX2/p22phox or negative liposomes. Then WT 
and X0-CGD macrophages were pre-stimulated with LPS for 3h and stimulated with PMA or not (resting) (Scale 
bars = 50 µm). 

The level of restoration is quite similar to the one found in WT macrophages while only residual 

activity was found in macrophages treated with negative liposomes (Fig. 5). In conclusion, 24h-

treatment of X0-CGD macrophages with proteoliposomes integrating a functional cytb558 led to a 

restoration of the NADPH activity and the production of ROS in these cells. 
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4. Discussion  

 In this study, we described a successful technology to produce therapeutic 

proteoliposomes for X-CGD patients. Production of membrane proteins causes significant problems 

in overexpression studies because of their hydrophobic nature and their negative effects observed 

on membrane properties. Establishing efficient protocols for the production of functionally folded 

membrane proteins is therefore a challenging task, and numerous specific characteristics have to be 

considered. We have overcome this bottleneck by using a cell-free process to obtain 

proteoliposomes containing membrane proteins. Cell-free expression offers an interesting 

alternative method to produce membrane proteins in high amounts [39]. Few years ago, our team 

has previously demonstrated that an efficient and easy production of liposomes containing a 

truncated form of NOX2 could be obtained in one single step with an optimized E. coli-based 

expression system [21]. However the truncated form of NOX2 produced integrated into liposomes 

exhibited a diaphorase activity, but no NADPH oxidase activity could be measured because no hemes 

were incorporated and the essential partner of NOX2, i.e. p22phox was not expressed.  

 In the present work, we have demonstrated that NOX2/p22phox can be synthesized directly 

into synthetic liposomes using an optimized E.coli cell-free expression system with an adequate cDNA 

ratio of both proteins. The efficiency of protein synthesis is governed by the availability of the 

constant supply of energy. Several parameters like the concentrations of critical compounds must be 

checked for optimal protein expression. For each new protein target these parameters need to be 

optimized in order to obtain the best conditions for high level expression. For example, ion 

concentrations have an important impact on protein expression. In this present study, Mg2+ 

concentration was found to be between 15-20 mM, while K+ was found to be between 280-320 mM. 

Lipid composition of lipid bilayer was also optimized using lipids such as DOPE, a helper neutral 

fusogenic lipid known to favor the fusion with the plasma membrane of targeted cells [40, 41]. We 

first tried to expressed NOX2 and p22phox separately but as it is found in phagocytes [42], NOX2 was 

not expressed in absence of its partner in our cell-free expression system (data not shown). Others 

have shown the same as the production of active recombinant NOX2 in membranes was possible 

only in presence of p22phox [43, 44]. Surprisingly, a team recently succeeded to produce NOX2 alone 

using a CFPS system based on yeast [45]. Indeed, they showed that the absence of p22phox modifies 

the pattern of glycosylation of NOX2 but does not reduce the expression and incorporation of NOX2 

at the membrane even if increasing the protein instability. Moreover, in their system, p22phox was not 

required for superoxide production. In our system NOX2 was expressed at a lower level compare to 

p22phox expression (10-fold lower). This was probably due to the complex structure of NOX2 

compared to that of p22phox. However the important point is that cytb558 was correctly structured and 

hemes were incorporated in it proving a probably correct heterodimerization of both subunits.  

We produced the non-glycosylated form of NOX2 migrating as a 55kDa band in SDS-PAGE and 

western blot. In phagocytes, NOX2 is detected as a highly glycosylated form of 91 kDa [46]. Indeed, E. 

coli based cell-free expression system is not able to perform post-translational modifications 

including N-glycosylations while other systems (eg. Baculovirus/insect cell system, yeast) can produce 

eukaryotic proteins with post-translational modifications [47]. Same results were obtained when 

using cell-free system based on rabbit reticulocytes lysates [42, 48, 49]. On the contrary, glycosylated 

forms of NOX2 were produced using the cellular expression system Pichia pastoris [44, 50]. However, 

it has been demonstrated that glycosylations are not required for the assembly of the NOX2-p22phox 

dimer, heme incorporation or superoxide anions generation [51, 52]. This was also confirmed by 



ARTICLE 2 

103 
 

Rotrosen et al. that produced in a baculovirus/insect cell system, a functional cytb558 containing a 

weakly glycosylated NOX2 [43]. In addition the murine NOX2 is not glycosylated and migrates with an 

apparent molecular mass of 58 kDa instead of 91 kDa but it is active [53]. Recently N-glycosylation of 

murine NOX1 was shown to not be required for normal enzyme activity, protein stability and 

membrane trafficking [54]. As is true for NOX2, the contribution of glycosylation in NOX1 to its 

biological function remains unclear.  

In contrast, it is well established that heme incorporation is essential for the NADPH oxidase activity 

[55, 56]. Our results support this observation because failure in heme incorporation in the cytb558 led 

to the absence of cytochrome c reduction in our in vitro reconstituted cell-free system assay (data 

not shown) and as it was previously demonstrated in Marques et al. [21]. Correct heme synthesis and 

integration within NOX2 was obtained when hemin or its precursor, δ-aminolevulinic acid, was added 

in the reaction medium as previously described [43, 44]. With an estimated yield of 5-10 mg/L of 

NOX2 produced, our cell-free system is more efficient in term of yield but also time of production (6-

16h versus 65-72h) than previous reported cell-based systems [44]. Furthermore, this technology is 

cheap and easy to use.  

 In order to enhance the NADPH oxidase activity of our therapeutic proteoliposomes, we 

used a cDNA carrying the R199Q mutation as a template for the NOX2 synthesis because this 

mutation was described to lead to a 4- to 8-fold increase in ROS production after activation [31]. 

Further characterization of proteoliposomes showed that they were able to reconstitute an in vitro 

functional NADPH oxidase complex in presence of recombinant cytosolic components and 

arachidonic acid upon NADPH stimulation. However, residual activity dependent of the presence of 

NADPH was found during this assay. Similar results were previously obtained for an NADPH 

reductase (http://www.synthelis.com). This residual oxidase activity is probably related to the 

liposome-containing reaction medium. As shown with Coomassie blue staining performed on 

liposomes, contaminant proteins are present in the preparation and some of them in the bacterial 

lysates may have NADPH reduction ability.  

 To further analyze the in cellulo properties of NOX2/p22phox liposomes, we used a cellular 

model of CGD macrophages to demonstrate the feasibility, the safety and the efficacy of this new 

proteoliposome-based therapy. Mature macrophages are easier to obtain from iPSCs than 

neutrophils as we previously shown, and X-linked CGD is the main form of this disease, that’s why we 

focused here on developing a vector able to bring the cytb558 at the membrane of ROS-deficient X0-

CGD macrophages [26]. First, the use of proteoliposomes as a new therapy requires ascertaining the 

safety toward the treated cells and more importantly the delivery of the therapeutic protein at the 

correct site. In our experiments, no toxicity was shown at any time of incubation and membrane 

delivery was revealed by the presence of both subunits NOX2 and p22phox after 24h of incubation. 

Finally, we showed that the delivery of the cytb558 at the plasma membrane of the ROS-deficient 

macrophages was associated with the restoration of a functional NADPH oxidase activity in these 

cells. Other proteoliposomes were proved to be efficient in the literature for other applications. 

Indeed in the context of antitumoral therapy, liposomes containing the pro-apoptotic Bak protein 

designed by our team have demonstrated powerful activity to induce apoptosis in vitro in human 

colorectal carcinoma cell lines and in vivo in a mouse model of glioblastoma [6, 7]. Human clinical 

trials using tumor-derived proteoliposomes vaccines showed interesting results against follicular 

lymphoma [8] or breast metastatic cancer [9]. First results from these studies showed the absence of 

immunogenicity and confirmed the safety of the proteoliposome-based therapy. 
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 Next step will be to test the bactericidal power of the proteoliposomes treated-XCGD 

macrophages. In future, after biodisponibility studies and maybe chemical modifications to render 

the proteoliposomes more stables and less immunogens, they will be tested in vivo in the XCGD mice 

model of pulmonary infections, first by local nebulization. These pre-clinical experiments will be 

important for a future translation of this therapy to the clinic. 

5. Conclusion 

 In conclusion, we propose a simple and efficient technology to co-express NOX2 with its 

partner p22phox with hemes incorporation in order to produce a functional cytb558 directly into the 

lipid bilayer of liposomes. We showed that the E. coli-based CFPS is a fast and inexpensive technology 

for the production of recombinant therapeutic proteoliposomes. Furthermore, this is the first time 

that proteoliposomes are demonstrated to be efficient for a membrane enzyme deficiency. In the 

future, NOX2/p22phox liposomes could represent an effective and promising therapy for CGD patients. 

References  

1. Lundstrom K: Structural genomics and drug discovery. J Cell Mol Med 2007, 11:224–238. 

2. Liguori L, Lenormand JL: Production of recombinant proteoliposomes for therapeutic uses. Methods Enzymol 

2009, 465:209–223. 

3. Torchilin VP: Multifunctional nanocarriers. Adv Drug Deliv Rev 2006, 58:1532–1555. 

4. Monteiro N, Martins A, Reis RL, Neves NM: Liposomes in tissue engineering and regenerative medicine. J R 

Soc Interface R Soc 2014, 11:20140459. 

5. Madni A, Sarfraz M, Rehman M, Ahmad M, Akhtar N, Ahmad S, Tahir N, Ijaz S, Al-Kassas R, Löbenberg R: 

Liposomal drug delivery: a versatile platform for challenging clinical applications. J Pharm Pharm Sci Publ Can 

Soc Pharm Sci Société Can Sci Pharm 2014, 17:401–426. 

6. Liguori L, Marques B, Villegas-Mendez A, Rothe R, Lenormand J-L: Liposomes-mediated delivery of pro-

apoptotic therapeutic membrane proteins. J Control Release Off J Control Release Soc 2008, 126:217–227. 

7. Liguori L, Pastorino F, Rousset X, Alfano S, Cortes S, Emionite L, Daga A, Ponzoni M, Lenormand J-L: Anti-

Tumor Effects of Bak-Proteoliposomes against Glioblastoma. Mol Basel Switz 2015, 20:15893–15909. 

8. Neelapu SS, Gause BL, Harvey L, Lee S-T, Frye AR, Horton J, Robb RJ, Popescu MC, Kwak LW: A novel 

proteoliposomal vaccine induces antitumor immunity against follicular lymphoma. Blood 2007, 109:5160–5163. 

9. Mulens V, de la Torre A, Marinello P, Rodríguez R, Cardoso J, Díaz R, O’Farrill M, Macias A, Viada C, Saurez G, 

Carr A, Crombet T, Mazorra Z, Perez R, Fernandez LE: Immunogenicity and safety of a NeuGcGM3 based cancer 

vaccine: Results from a controlled study in metastatic breast cancer patients. Hum Vaccin 2010, 6. 

10. Tirado Y, Puig A, Alvarez N, Borrero R, Aguilar A, Camacho F, Reyes F, Fernández S, Pérez JL, Espinoza DM, 

Payán JAB, Sarmiento ME, Norazmi M-N, Hernández-Pando R, Acosta A: Protective capacity of proteoliposomes 

from Mycobacterium bovis BCG in a mouse model of tuberculosis. Hum Vaccines Immunother 2015, 11:657–

661. 

11. Migliaccio V, Santos FR, Ciancaglini P, Ramalho-Pinto FJ: Use of proteoliposome as a vaccine against 

Trypanosoma cruzi in mice. Chem Phys Lipids 2008, 152:86–94. 

12. van den Berg JM, van Koppen E, Ahlin A, Belohradsky BH, Bernatowska E, Corbeel L, Español T, Fischer A, 

Kurenko-Deptuch M, Mouy R, Petropoulou T, Roesler J, Seger R, Stasia M-J, Valerius NH, Weening RS, Wolach 

B, Roos D, Kuijpers TW: Chronic granulomatous disease: the European experience. PloS One 2009, 4:e5234. 

13. Segal BH, Leto TL, Gallin JI, Malech HL, Holland SM: Genetic, biochemical, and clinical features of chronic 

granulomatous disease. Medicine (Baltimore) 2000, 79:170–200. 

14. Holland SM: Chronic granulomatous disease. Hematol Oncol Clin North Am 2013, 27:89–99, viii. 



ARTICLE 2 

105 
 

15. Roos D, Kuhns DB, Maddalena A, Roesler J, Lopez JA, Ariga T, Avcin T, de Boer M, Bustamante J, Condino-

Neto A, Di Matteo G, He J, Hill HR, Holland SM, Kannengiesser C, Köker MY, Kondratenko I, van Leeuwen K, 

Malech HL, Marodi L, Nunoi H, Stasia M-J, Ventura AM, Witwer CT, Wolach B, Gallin JI: Hematologically 

important mutations: X-linked chronic granulomatous disease (third update). Blood Cells Mol Dis 2010, 45:246–

265. 

16. Güngör T, Teira P, Slatter M, Stussi G, Stepensky P, Moshous D, Vermont C, Ahmad I, Shaw PJ, Telles da 

Cunha JM, Schlegel PG, Hough R, Fasth A, Kentouche K, Gruhn B, Fernandes JF, Lachance S, Bredius R, Resnick 

IB, Belohradsky BH, Gennery A, Fischer A, Gaspar HB, Schanz U, Seger R, Rentsch K, Veys P, Haddad E, Albert 

MH, Hassan M, et al.: Reduced-intensity conditioning and HLA-matched haemopoietic stem-cell transplantation 

in patients with chronic granulomatous disease: a prospective multicentre study. Lancet Lond Engl 2014, 

383:436–448. 

17. Kaufmann KB, Chiriaco M, Siler U, Finocchi A, Reichenbach J, Stein S, Grez M: Gene therapy for chronic 

granulomatous disease: current status and future perspectives. Curr Gene Ther 2014, 14:447–460. 

18. Touzot F, Hacein-Bey-Abina S, Fischer A, Cavazzana M: Gene therapy for inherited immunodeficiency. 

Expert Opin Biol Ther 2014, 14:789–798. 

19. Winkelstein JA, Marino MC, Johnston RB Jr, Boyle J, Curnutte J, Gallin JI, Malech HL, Holland SM, Ochs H, 

Quie P, Buckley RH, Foster CB, Chanock SJ, Dickler H: Chronic granulomatous disease. Report on a national 

registry of 368 patients. Medicine (Baltimore) 2000, 79:155–169. 

20. Kuzmov A, Minko T: Nanotechnology approaches for inhalation treatment of lung diseases. J Control 

Release Off J Control Release Soc 2015. 

21. Marques B, Liguori L, Paclet M-H, Villegas-Mendéz A, Rothe R, Morel F, Lenormand J-L: Liposome-mediated 

cellular delivery of active gp91(phox). PloS One 2007, 2:e856. 

22. Cross AR, Rae J, Curnutte JT: Cytochrome b-245 of the neutrophil superoxide-generating system contains 

two nonidentical hemes. Potentiometric studies of a mutant form of gp91phox. J Biol Chem 1995, 270:17075–

17077. 

23. Robinton DA, Daley GQ: The promise of induced pluripotent stem cells in research and therapy. Nature 

2012, 481:295–305. 

24. Zou J, Sweeney CL, Chou B-K, Choi U, Pan J, Wang H, Dowey SN, Cheng L, Malech HL: Oxidase-deficient 

neutrophils from X-linked chronic granulomatous disease iPS cells: functional correction by zinc finger 

nuclease–mediated safe harbor targeting. Blood 2011, 117:5561 –5572. 

25. Jiang Y, Cowley SA, Siler U, Melguizo D, Tilgner K, Browne C, Dewilton A, Przyborski S, Saretzki G, James WS, 

Seger RA, Reichenbach J, Lako M, Armstrong L: Derivation and functional analysis of patient-specific induced 

pluripotent stem cells as an in vitro model of chronic granulomatous disease. Stem Cells Dayt Ohio 2012, 

30:599–611. 

26. Brault J, Goutagny E, Telugu N, Shao K, Baquié M, Satre V, Coutton C, Grunwald D, Brion J-P, Barlogis V, 

Stephan J-L, Plantaz D, Hescheler J, Krause K-H, Sarić T, Stasia MJ: Optimized Generation of Functional 

Neutrophils and Macrophages from Patient-Specific Induced Pluripotent Stem Cells: Ex Vivo Models of X(0)-

Linked, AR22(0)- and AR47(0)- Chronic Granulomatous Diseases. BioResearch Open Access 2014, 3:311–326. 

27. Merling RK, Sweeney CL, Chu J, Bodansky A, Choi U, Priel DL, Kuhns DB, Wang H, Vasilevsky S, De Ravin SS, 

Winkler T, Dunbar CE, Zou J, Zarember KA, Gallin JI, Holland SM, Malech HL: An AAVS1-targeted minigene 

platform for correction of iPSCs from all five types of chronic granulomatous disease. Mol Ther J Am Soc Gene 

Ther 2015, 23:147–157. 

28. Flynn R, Grundmann A, Renz P, Haenseler W, James WS, Cowley SA, Moore MD: CRISPR-mediated 

genotypic and phenotypic correction of a chronic granulomatous disease mutation in human iPS cells. Exp 

Hematol 2015. 

29. Dreyer A-K, Hoffmann D, Lachmann N, Ackermann M, Steinemann D, Timm B, Siler U, Reichenbach J, Grez 

M, Moritz T, Schambach A, Cathomen T: TALEN-mediated functional correction of X-linked chronic 

granulomatous disease in patient-derived induced pluripotent stem cells. Biomaterials 2015, 69:191–200. 



ARTICLE 2 

106 
 

30. Laugsch M, Rostovskaya M, Velychko S, Richter C, Zimmer A, Klink B, Schröck E, Haase M, Neumann K, 

Thieme S, Roesler J, Brenner S, Anastassiadis K: Functional restoration of gp91phox-oxidase activity by BAC 

transgenesis and gene targeting in X-linked chronic granulomatous disease iPSCs. Mol Ther J Am Soc Gene Ther 

2015. 

31. Li XJ, Grunwald D, Mathieu J, Morel F, Stasia M-J: Crucial role of two potential cytosolic regions of Nox2, 

191TSSTKTIRRS200 and 484DESQANHFAVHHDEEKD500, on NADPH oxidase activation. J Biol Chem 2005, 

280:14962–14973. 

32. Picciocchi A, Debeurme F, Beaumel S, Dagher M-C, Grunwald D, Jesaitis AJ, Stasia M-J: Role of putative 

second transmembrane region of Nox2 protein in the structural stability and electron transfer of the phagocytic 

NADPH oxidase. J Biol Chem 2011, 286:28357–28369. 

33. Batot G, Paclet MH, Doussière J, Vergnaud S, Martel C, Vignais PV, Morel F: Biochemical and 

immunochemical properties of B lymphocyte cytochrome b558. Biochim Biophys Acta 1998, 1406:188–202. 

34. Takahashi K, Tanabe K, Ohnuki M, Narita M, Ichisaka T, Tomoda K, Yamanaka S: Induction of pluripotent 

stem cells from adult human fibroblasts by defined factors. Cell 2007, 131:861–872. 

35. Debeurme F, Picciocchi A, Dagher M-C, Grunwald D, Beaumel S, Fieschi F, Stasia M-J: Regulation of NADPH 

oxidase activity in phagocytes: relationship between FAD/NADPH binding and oxidase complex assembly. J Biol 

Chem 2010, 285:33197–33208. 

36. Cross AR, Jones OT, Harper AM, Segal AW: Oxidation-reduction properties of the cytochrome b found in the 

plasma-membrane fraction of human neutrophils. A possible oxidase in the respiratory burst. Biochem J 1981, 

194:599–606. 

37. Segal AW, Levi AJ: The mechanism of the NBT (nitroblue tetrazolium) test. Clin Sci 1973, 44:26P. 

38. Carrichon L, Picciocchi A, Debeurme F, Defendi F, Beaumel S, Jesaitis AJ, Dagher M-C, Stasia M-J: 

Characterization of superoxide overproduction by the D-Loop(Nox4)-Nox2 cytochrome b(558) in phagocytes-

Differential sensitivity to calcium and phosphorylation events. Biochim Biophys Acta 2011, 1808:78–90. 

39. Sachse R, Dondapati SK, Fenz SF, Schmidt T, Kubick S: Membrane protein synthesis in cell-free systems: 

from bio-mimetic systems to bio-membranes. FEBS Lett 2014, 588:2774–2781. 

40. Kleusch C, Hersch N, Hoffmann B, Merkel R, Csiszár A: Fluorescent lipids: functional parts of fusogenic 

liposomes and tools for cell membrane labeling and visualization. Mol Basel Switz 2012, 17:1055–1073. 

41. Lonez C, Lensink MF, Kleiren E, Vanderwinden J-M, Ruysschaert J-M, Vandenbranden M: Fusogenic activity 

of cationic lipids and lipid shape distribution. Cell Mol Life Sci CMLS 2010, 67:483–494. 

42. Parkos CA, Allen RA, Cochrane CG, Jesaitis AJ: Purified cytochrome b from human granulocyte plasma 

membrane is comprised of two polypeptides with relative molecular weights of 91,000 and 22,000. J Clin Invest 

1987, 80:732–742. 

43. Rotrosen D, Yeung CL, Katkin JP: Production of recombinant cytochrome b558 allows reconstitution of the 

phagocyte NADPH oxidase solely from recombinant proteins. J Biol Chem 1993, 268:14256–14260. 

44. Ostuni MA, Lamanuzzi LB, Bizouarn T, Dagher M-C, Baciou L: Expression of functional mammal 

flavocytochrome b(558) in yeast: comparison with improved insect cell system. Biochim Biophys Acta 2010, 

1798:1179–1188. 

45. Ezzine A, Souabni H, Bizouarn T, Baciou L: Recombinant form of mammalian gp91(phox) is active in the 

absence of p22(phox). Biochem J 2014, 462:337–345. 

46. Harper AM, Chaplin MF, Segal AW: Cytochrome b-245 from human neutrophils is a glycoprotein. Biochem J 

1985, 227:783–788. 

47. Carlson ED, Gan R, Hodgman CE, Jewett MC: Cell-free protein synthesis: applications come of age. 

Biotechnol Adv 2012, 30:1185–1194. 

48. Wallach TM, Segal AW: Analysis of glycosylation sites on gp91phox, the flavocytochrome of the NADPH 

oxidase, by site-directed mutagenesis and translation in vitro. Biochem J 1997, 321 (3):583–585. 



ARTICLE 2 

107 
 

49. Yu L, DeLeo FR, Biberstine-Kinkade KJ, Renee J, Nauseef WM, Dinauer MC: Biosynthesis of flavocytochrome 

b558 . gp91(phox) is synthesized as a 65-kDa precursor (p65) in the endoplasmic reticulum. J Biol Chem 1999, 

274:4364–4369. 

50. Ezzine A, Souabni H, Bizouarn T, Baciou L: Recombinant form of mammalian gp91(phox) is active in the 

absence of p22(phox). Biochem J 2014, 462:337–345. 

51. Kleinberg ME, Rotrosen D, Malech HL: Asparagine-linked glycosylation of cytochrome b558 large subunit 

varies in different human phagocytic cells. J Immunol Baltim Md 1950 1989, 143:4152–4157. 

52. Paclet MH, Coleman AW, Burritt J, Morel F: NADPH oxidase of Epstein-Barr-virus immortalized B 

lymphocytes. Effect of cytochrome b(558) glycosylation. Eur J Biochem FEBS 2001, 268:5197–5208. 

53. Björgvinsdóttir H, Zhen L, Dinauer MC: Cloning of murine gp91phox cDNA and functional expression in a 

human X-linked chronic granulomatous disease cell line. Blood 1996, 87:2005–2010. 

54. Matsumoto M, Katsuyama M, Iwata K, Ibi M, Zhang J, Zhu K, Nauseef WM, Yabe-Nishimura C: 

Characterization of N-glycosylation sites on the extracellular domain of NOX1/NADPH oxidase. Free Radic Biol 

Med 2014, 68:196–204. 

55. DeLeo FR, Burritt JB, Yu L, Jesaitis AJ, Dinauer MC, Nauseef WM: Processing and maturation of 

flavocytochrome b558 include incorporation of heme as a prerequisite for heterodimer assembly. J Biol Chem 

2000, 275:13986–13993. 

56. Biberstine-Kinkade KJ, DeLeo FR, Epstein RI, LeRoy BA, Nauseef WM, Dinauer MC: Heme-ligating histidines 

in flavocytochrome b(558): identification of specific histidines in gp91(phox). J Biol Chem 2001, 276:31105–

31112. 

  



ARTICLE 2 

108 
 

Discussion/perspectives 

Développer une nouvelle approche thérapeutique pour soigner les patients atteints de CGD 

est actuellement  un enjeu majeur, et cela, afin de remplacer la prophylaxie antibiotique et 

antifongique journalière et ainsi diminuer les effets secondaires tels que l’apparition de résistances 

ou d’atteintes rénales. De plus, la cause majeure de décès des patients CGD est l’infection 

pulmonaire qui est très souvent réfractaire au traitement antibiotique même par voie intraveineuse. 

La thérapie protéique par les protéoliposomes se présente donc comme une solution alternative de 

choix du fait de la sécurité et l’efficacité des liposomes qui ont déjà fait leurs preuves pour la 

vectorisation de molécules de chimiothérapie notamment (Tila et al., 2015). De même, d’autres 

applications des protéoliposomes présentées dans la partie Introduction (cf Chapitre III.4.4) 

montrent que leur utilisation en clinique chez l’Homme est envisageable dans un futur proche.  

Les protéoliposomes que nous développons sont destinés aux patients atteints des formes 

génétiques CGDX et CGDAR22 (plus de 70 % des cas de CGD) pour lesquels le cytochrome b558 

membranaire est déficient. Pour la forme autosomique CGDAR47 touchant la sous-unité cytosolique 

p47phox et représentant 25 % des cas de CGD, une autre technique de vectorisation de protéines 

utilisant les propriétés physicochimiques des CPP (cell-penetrating peptides) est actuellement en 

cours de développement au laboratoire. Cette dernière pourra être étendue à l’autre forme 

génétique de la CGD de transmission autosomique récessive, la  CGDAR67. 

Les résultats présentés dans ce mémoire démontrent la faisabilité de cette nouvelle 

approche et l’efficacité des liposomes NOX2/p22phox pour restaurer l’activité NADPH oxydase des 

macrophages CGDX0 in cellulo. En partant de la technologie développée en 2007 utilisant un CFPS 

basé sur des extraits d’E. coli et l’ajout de liposomes dans le milieu réactionnel (Marques et al., 

2007), la start-up Synthelis a su optimiser les conditions du milieu réactionnel du système acellulaire 

pour aboutir à la formation de protéoliposomes contenant le cytochrome b558 complet avec 

intégration des hèmes. La présence des deux sous-unités dans les protéoliposomes a bien été validée 

(SDS-PAGE et coloration au bleu de Coomassie et Western blot). Si la forme p22phox est bien détectée 

à une masse molaire d’environ 20-25 kDa, NOX2 semble migrer aux alentours de 55 kDa en SDS-

PAGE. Le système E. coli n’est en effet pas capable de réaliser les modifications post-traductionnelles 

telles que la glycosylation contrairement aux systèmes d’expression cellulaires comme 

baculovirus/cellules d’insectes ou des levures (Pichia pastoris) (Carlson et al., 2012). Celles-ci ne sont 

cependant nécessaires ni pour l’assemblage du dimère NOX2-p22phox, ni pour l’intégration des 

hèmes, ni pour l’activité de l’enzyme (Kleinberg et al., 1989; Paclet et al., 2001b). Le spectre est un 

bon « contrôle de qualité » de la production de protéoliposomes actifs puisque seuls les liposomes 
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possédant un spectre correct avec les deux pics caractéristiques à 426 nm et 558 nm présentent une 

activité NADPH oxydase in vitro dans un système acellulaire reconstitué recombinant. Ce système 

d’expression acellulaire est donc très efficace en termes de rendement mais également de temps, et 

il est peu coûteux et très facile d’utilisation. De plus, afin d’améliorer l’efficacité de production de 

FRO par le cytb558, l’ADNc codant la protéine NOX2 utilisé porte la mutation R199Q qui améliore de 4-

8 fois la production de FRO (Li et al., 2005). Il serait toutefois intéressant de produire des 

protéoliposomes contenant la forme non mutée de NOX2 pour analyser l’activité “normale” par 

rapport à celle “optimisée”. De même, la spécificité de l’activité NADPH oxydase devra être 

démontrée par l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques tels que la SOD (superoxyde dismutase) et le DPI 

(diphenylene iodonium). La caractérisation in vitro des protéoliposomes est encore incomplète à ce 

stade de la rédaction et d’autres analyses viendront prochainement compléter ce travail. Nous 

envisageons par exemple de déterminer la taille des protéoliposomes à l’aide de la technique de 

Dynamic Light Scattering (DLS), ce qui nous permettra d’évaluer leur stabilité et leur devenir dans 

l’organisme en vue d’une utilisation pré-clinique future.  

L’un des obstacles majeurs de la technique de production est la stérilité des produits obtenus. 

Différentes techniques employées pour stériliser les échantillons (filtration, centrifugation) ont 

conduit à la production de protéoliposomes inactifs. Il est donc très difficile de trouver une condition 

optimale afin d’obtenir des protéoliposomes stériles ET actifs, et ce point reste encore à améliorer. 

Dans un second temps de ce travail, nous avons montré que les liposomes NOX2/p22phox n’induisent 

aucune toxicité et sont capables de délivrer le cytb558 à la membrane des macrophages cibles après 

24h d’incubation, ce qui est très prometteur pour une application clinique future. La quantification 

du niveau de restauration de l’activité NADPH oxydase n’a pas été réalisée pour l’instant mais sera 

réalisée à l’aide d’une méthode plus quantitative (test NBT quantitatif, chimiluminescence, 

AmplexRed) (Dupré-Crochet et al., 2013; Maghzal et al., 2012).  

La finalisation de cette démonstration de faisabilité sur les macrophages CGDX0 et donc la 

soumission de l’article est prévue pour début 2016. C’est la première fois que la reconstitution d’un 

complexe NADPH oxydase fonctionnel est démontrée dans des cellules phagocytaires déficientes. 

Nous envisageons également de valider la restauration de l’activité NADPH oxydase dans les 

neutrophiles CGDX0 ainsi que dans les neutrophiles et macrophages modélisant la forme CGDAR22. 

Ce travail est très prometteur dans le développement d’une nouvelle approche de thérapie 

protéique pour la CGD. De nombreuses perspectives sont envisagées, notamment la démonstration 

de l’efficacité de cette approche thérapeutique in vivo. Des souris CGD KO CYBB modélisant la forme 

CGDX0 ont été très utilisées pour le développement des approches de thérapie génique (Pollock et 

al., 1995). Ces souris seraient donc utiles pour étudier les propriétés thérapeutiques des 
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protéoliposomes vis-à-vis d’infections provoquées (bactérienne avec Pseudomonas aeruginosa, ou 

fongique avec Aspergillus fumigatus). En effet, les infections fongiques pulmonaires sont la première 

cause de mortalité des patients atteints de CGD (van den Berg et al., 2009). La voie d’administration 

par instillation intranasale serait donc tout particulièrement adaptée pour protéger/soigner les 

patients localement vis-à-vis des infections pulmonaires (Kuzmov and Minko, 2015). Par contre, cela 

nécessitera une formulation galénique adaptée, sous la forme d’aérosols par exemple, et 

éventuellement une fonctionnalisation des protéoliposomes avec du polyéthylène glycol (PEG) pour 

les rendre plus furtifs vis-à-vis du système immunitaire et améliorer leur stabilité. Des études 

complémentaires de biodisponibilité et d’innocuité seront également à mettre en œuvre dans le 

modèle souris CGDX. Enfin, l’utilisation de cette approche en traitement préventif ou curatif sera 

également à étudier dans ce modèle murin ainsi que le rythme d’administration et le dosage.  

A plus long terme, cette thérapie protéique, que l’on pourrait également appeler « enzymothérapie 

substitutive liposomale », pourrait un jour jouer un rôle important dans l’arsenal thérapeutique des 

patients CGD, tout comme les patients souffrant de maladies de surcharge (ex : maladies de Pompe 

et de Fabry  dues à des déficits en enzymes α-glucosidase et α-galactosidase respectivement) qui 

bénéficient actuellement de traitements enzymatiques avec une autorisation de mise sur le marché 

(AMM). 
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Génération de souris humanisées à partir de cellules iPS  

Introduction du travail 

Pour développer de nouveaux traitements de la CGD comme nous l’avons décrit 

précédemment, il est nécessaire de disposer de modèles animaux performants mimant parfaitement 

la maladie. Il existe 5 formes génétiques de CGD, la plus fréquente est de transmission liée à l’X 

(CGDX, 70 % des cas) et les autres de transmission autosomale récessive (CGDAR47 (25 % des cas), 

CGDAR22, CGDAR67 et CGAR40). Or, il n’existe actuellement de modèles murins que pour 3 formes 

génétiques : CGDX (Pollock et al., 1995), CGDAR47 (Jackson et al., 1995) et CGDAR22 (Nakano et al., 

2008). Ces modèles animaux se sont révélés très utiles à la compréhension des mécanismes 

physiopathologiques de la maladie ainsi qu’à l’évaluation de nouvelles thérapeutiques telles que la 

thérapie génique. Mais ils ont également des limites puisqu’ils ne modélisent pas parfaitement la 

physiologie humaine et ne peuvent donc pas toujours prédire les réactions du système immunitaire 

humain vis-à-vis d’un nouveau médicament. 

Les souris humanisées possédant un système hématopoïétique humain sont donc à l’heure 

actuelle le « must to have tool » pour les études pré-cliniques et pour le screening de nouvelles 

molécules thérapeutiques (Ito et al., 2012). Elles peuvent être obtenues par transplantation de 

cellules souches/progéniteurs hématopoïétiques (CSPH) CD34+ (issues de sang de cordon, de tissus 

fœtaux ou du sang circulant après mobilisation par du G-CSF) dans des souris immunodéficientes (cf 

Chapitre II.4). Mais pour créer des souris humanisées modélisant une pathologie 

hématologique/immunitaire donnée, la seule solution serait de prélever les CSPH CD34+ issues du 

sang des patients eux-mêmes. Or, la quantité de CSPH CD34+ circulante est trop faible et leur nombre 

est difficilement amplifiable. De plus, lorsqu’elles sont cultivées trop longtemps elles perdent alors 

leur potentiel de cellule souche. La seule alternative actuellement serait d’utiliser des cellules CD34+ 

différenciées à partir de cellules souches iPS. A ce jour seules deux équipes ont réussi à produire des 

cellules CD34+ capables de prise de greffe et de reconstitution multi-lignée (érythroïde, myéloïde et 

lymphoïde) à long terme grâce à la formation de tératomes (Amabile et al., 2013; Suzuki et al., 2013). 

La preuve de concept est donc établie mais les taux de reconstitution restent très faibles.  

Notre objectif est donc de produire, à partir des cellules iPS humaines, des CSPH CD34
+
 

capables de prise de greffe et de reconstitution hématopoïétique afin de générer des souris 

humanisées WT mais également CGDX, CGDAR22, CGDAR47 et CGDAR67. Les modèles humanisés 

CGDX et CGDAR22 nous permettront notamment d’évaluer in vivo la thérapie protéique utilisant 
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les protéoliposomes que nous développons actuellement (cf Article 2). Les autres modèles seront 

utilisés pour le développement d’autres approches thérapeutiques développées au laboratoire. 

Dans cette troisième partie du travail expérimental effectué au cours de cette thèse, nous 

présenterons les protocoles de différenciation hématopoïétique des cellules souches iPS en CSPH 

CD34+ mis en œuvre pour atteindre deux objectifs :  

1) la mise en place d’un protocole efficace permettant la production de grandes quantités de 

progéniteurs CD34
+ pour l’obtention de neutrophiles et macrophages modèles (cf Article 1) ; seuls 

les résultats obtenus pour la lignée iPS WT seront présentés dans cette partie ;  

2) la production de CSPH CD34
+
 capables de prise de greffe et reconstitution hématopoïétique pour 

la génération de souris HIS. 

Pour une meilleure compréhension et pour simplifier l’interprétation des résultats obtenus au cours 

de ce travail, des éléments de discussion seront apportés au fur et à mesure de la présentation des 

résultats. Puis le matériel et méthodes spécifique ayant servi pour la réalisation de ces expériences 

sera décrit. Enfin, nous finirons par une discussion globale de cette partie et nous aborderons les 

pistes à explorer pour améliorer les expériences de transplantation réalisées dans ce travail.  
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Résultats 

1. Optimisation quantitative de la production de progéniteurs hématopoïétiques CD34
+
  

Dans la littérature, deux principales techniques sont utilisées pour produire des progéniteurs CD34+ à 

partir des cellules iPS et pour induire leur différenciation terminale en neutrophiles et/ou 

macrophages. Nous avons donc testé la technique de formation des corps embryoïdes ainsi que des 

techniques utilisant le système de coculture avec la lignée stromale murine OP9. 

1.1 Protocole « Yokoyama » : EBs pendant 16 jours en suspension 

Yokoyama et al. ont été les premiers à décrire un protocole efficace permettant la production de 

neutrophiles avec une pureté de 70-80 % à partir de cellules ES humaines (Yokoyama et al., 2009). Ce 

protocole s’est également révélé efficace à partir de cellules iPS humaines (Zou et al., 2011b), c’est 

pourquoi nous avons choisi de le tester. A partir de nos cellules iPS humaines, nous avons donc 

formé des corps embryoïdes qui ont ensuite été cultivés en suspension pendant 16 jours en présence 

de BMP4, SCF, Flt3L, TPO, IL6 et IL3. Puis nous avons analysé le phénotype et le potentiel 

hématopoïétique des cellules issues des EBs J16 (Figure 21).  

 

Figure 21. Formation des corps embryoïdes et analyse phénotypique et fonctionnelle après 16 jours de culture en 

présence de cytokines. A) Evolution de la morphologie des corps embryoïdes après 2 jours et après 16 jours de culture en 
suspension. B) Graphiques montrant l’expression des marqueurs CD31, CD34, CD43 et CD45 après 16 jours de culture des 
corps embryoïdes. C) Analyse des proportions de cellules positives pour les marqueurs CD31, CD34, CD43 et CD45 (n=9 
expériences). D) Dot plots montrant l’expression des marqueurs CD34/CD45 (contrôle isotypique dans l’encart en haut à 
droite), et analyse de l’expression des marqueurs CD43 et CD31 par les cellules CD34+CD45- (en violet). E) Histogramme 
donnant le nombre de CFU obtenues pour 106 cellules mises en culture dans de la méthylcellulose (sans EPO), ainsi que la 

 répartition en CFU-M ou CFU-G et -GM (n=8).
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Comme le montre la Figure 21A, au fur et à mesure de la différenciation, la morphologie des corps 

embryoïdes évolue et devient « bulleuse » ou « cystique ». Au 16ème jour, la dissociation de ces corps 

embryoïdes révèle la présence de cellules exprimant les marqueurs CD31, CD34, CD43 ou CD45 

(Figure 21B). Cette expérience réalisée à 9 reprises a montré de façon systématique la présence de 

cellules CD34+ bien que la proportion retrouvée soit variable (4 % ± 2,6 %) (Figure 21C). Une analyse 

plus précise de ces cellules CD34+ montre qu’elles sont majoritairement CD31+CD45- (Figure 21D). Par 

contre, en ce qui concerne le marqueur CD43, son expression est variable et est la plupart du temps 

faible dans les cellules CD34+ (7,5 % sur l’exemple montré ici (panel haut), 7 expériences sur 9) bien 

qu’elle puisse parfois atteindre près de 36 % des cellules CD34+ (2 expériences sur 9 (panel bas)) 

(Figure 21D). Il semble donc que dans la majorité des cas nous obtenions des cellules de type 

endothélial CD34+CD31+CD43-CD45-, et dans moins de 20 % des expériences, nous produisions des 

cellules hématopoïétiques CD34+CD31+CD43+CD45- tel que défini par (Vodyanik et al., 2005).  

En parallèle de cette analyse phénotypique, nous avons analysé in vitro le potentiel hématopoïétique 

des cellules contenues dans les EB J16 à l’aide du test des CFC (Figure 21E). En moyenne, entre 200 et 

250 CFU peuvent être obtenues à partir de 1x106 cellules issues des corps embryoïdes (Figure 21E). 

Mais aucune corrélation n’a pu être mise en évidence entre le nombre de colonies obtenues et le 

nombre de cellules CD34+ ou le phénotype CD34+CD43+CD45+/-. La majorité des CFU obtenues sont 

de type macrophagique (CFU-M) et représentent 85 % des CFU, alors que les colonies granulocytaires 

(CFU-G et -GM) représentent à peine 15 % des colonies (Figure 21E). Des colonies de type érythroïde 

ne sont pas obtenues puisque la méthylcellulose utilisée ne contient pas d’érythropoïétine.  

En termes de rendement, il faut 15-30x106 cellules iPS pour obtenir en moyenne 2,7x106 cellules 

dissociées à partir des EBs J16, ce qui donnerait à peine 1x105 cellules CD34+ (pour une proportion 

moyenne de 4 %). Cela représente donc moins de 1 cellule CD34+ obtenue à partir de 100-150 

cellules iPS. Cette technique est donc peu efficace en termes de quantité de cellules CD34
+
 

produites.  

Discussion des résultats du protocole « Yokoyama » 

Avant de démarrer les protocoles de différenciation hématopoïétique, nous nous sommes d’abord 

intéressés aux différentes techniques de formation des corps embryoïdes. Nous avons ainsi testé la 

technique manuelle par simple décollement des colonies iPS et culture en suspension, mais 

également des techniques plus complexes comme le hanging drop, le spin, des plaques dédiées 

AggreWellTM (StemCell Technologies) et une technique en méthylcellulose 1 % en plaque 96 puits. 

Bien que les résultats n’aient pas été détaillés ici, la technique manuelle reste la plus simple à mettre 

en œuvre et la plus efficace en termes de formation d’EBs, c’est donc celle que nous avons utilisée 

dans ces expériences, et également celle utilisée dans ces deux articles (Yokoyama et al., 2009; Zou 
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et al., 2011b). Par contre, il est à noter qu’elle conduit à la formation d’EBs de taille relativement 

hétérogène, ce qui peut apporter une certaine variabilité dans l’efficacité de la différenciation.  

Aucun des deux articles utilisés comme référence n’a analysé le phénotype des cellules issues des 

EBs après 16-17 jours de culture en suspension (Yokoyama et al., 2009; Zou et al., 2011b). 

Cependant, nos résultats sont comparables avec ceux de l’article de Zambidis et al. qui montrent un 

pic de production de cellules CD34+ à J15-20 (environ 6 %) alors que 1-3 % seulement de cellules 

CD45+ sont produites à cette même période à partir de cellules hES (Zambidis et al., 2005). Ils n’ont 

cependant utilisé aucunes cytokines pour induire la différenciation des EBs. Ainsi, lorsque les EBs 

issus de cellules hES humaines (Chadwick et al., 2003) ou d’iPS humaines (Lengerke et al., 2009) sont 

cultivées avec du SCF, Flt3L, BMP4, IL3, IL6 et G-CSF pendant 15 ou 17 jours respectivement, plus de 

25 % de cellules CD34+ et 10 % de cellules CD45+ peuvent être obtenues. La faible efficacité de notre 

protocole de différenciation pourrait être due aux cytokines et concentrations différentes 

employées. L’autre hypothèse serait une cinétique de maturation différée à partir de notre lignée de 

cellules iPS. En effet, la population CD45+ apparaît après J15 dans leur protocole et s’accompagne 

d’une augmentation du potentiel hématopoïétique (test des CFC) (Chadwick et al., 2003). Après 16 

jours de culture, les cellules CD34+ produites avec notre protocole sont principalement de phénotype 

CD34+CD31+CD43-CD45- généralement associé au type endothélial (Vodyanik et al., 2005), bien que 

des cellules de phénotype hématopoïétique CD34+CD31+CD43+CD45- soient également obtenues. Il 

est donc possible que dans nos conditions, la maturation en progéniteurs CD34+CD43+CD45+ se 

produise après 16 jours. Il sera donc envisagé de renouveler prochainement cette expérience en 

modifiant le cocktail de cytokines et/ou en analysant la cinétique d’apparition des progéniteurs 

hématopoïétiques à partir de J5 jusqu’à J25. Bien que nous n’ayons pas testé le potentiel de prise de 

greffe in vivo de ces cellules CD34+ issues des EBs J16, des analyses complémentaires pourraient 

s’avérer très intéressantes en vue de notre second objectif, l’obtention de souris humanisées. 

1.2 Cocultures iPS/OP9 

Comme montré par Vodyanik et al. en 2005, les cellules OP9 issues de souris déficientes en M-CSF 

sont les cellules stromales les plus efficaces pour induire la différenciation des cellules souches 

pluripotentes (Vodyanik et al., 2005). Cependant, un très grand nombre de protocoles différents par 

les milieux de culture, les cytokines ajoutées, la durée, etc. sont publiés dans la littérature. Parmi 

ceux-ci, trois nous ont semblés plus particulièrement pertinents, notamment car ils ont permis la 

production de progéniteurs CD34+ capables de donner naissance à cellules hématopoïétiques 

matures neutrophiles et/ou macrophages, ce qui était l’objectif principal du travail de thèse. Les 

conditions de culture optimales pour induire la différenciation hématopoïétique des cellules iPS ont 

donc été déterminées en testant trois protocoles : le premier utilisant de l’acide ascorbique (AA) 
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(Choi et al., 2009b), le second du VEGF (Morishima et al., 2011), et le troisième du BMP4 pendant 4 

jours puis du VEGF et SCF pendant 2 jours et enfin un mélange de SCF, TPO, IL3, Flt3L et G-CSF (Niwa 

et al., 2011). Des cocultures iPS/OP9 avec du milieu seul ont été utilisées comme contrôle. Les 

cellules produites ont été analysées par cytométrie en flux après 7, 10 ou 13 j de culture (Figure 22). 

 

Figure 22. Influence des cytokines et de la durée de culture sur la différenciation hématopoïétique dans le système de 

coculture iPS/OP9. A) Analyse par cytométrie en flux des proportions de cellules positives pour les marqueurs CD31, CD34, 
CD43 ou CD45 lors de la culture sans cytokines (n=3), avec acide ascorbique (+ AA) (n=3 ou 4), avec BMP4 (n=2 à 4), ou avec 
BMP4 pendant 4j puis SCF et VEGF pendant 2j puis SCF, TPO, IL3, Flt3L et G-CSF (n=2). ND = non déterminé ; p < 0,0,5. B) 
Histogramme montrant, pour la condition de culture avec acide ascorbique, le nombre de CFU obtenues pour 106 cellules 
mises en culture dans de la méthylcellulose, ainsi que la répartition en CFU-M, et CFU-G ou -GM (n=1). La proportion de 
cellules CD34+ dans la population analysée est indiquée en bleu. C) Analyse par cytométrie en flux de la maturation des 
cellules CD34+ isolées à partir des cocultures iPS/OP9 J10 (+AA) : dot plots montrant la co-expression du marqueur CD34 
avec les marqueurs Lin (à gauche) ou CD38 (au milieu) (contrôle isotypique en haut à droite pour chaque marqueur). 

 Sélection de la population CD34+CD38- puis analyse de l’expression des marqueurs CD43 et CD45 sur cette population.

Comme le montre la Figure 22A, l’ajout d’acide ascorbique (+ AA) permet d’améliorer la quantité de 

cellules CD34+ produites avec une moyenne de 7,3 % (± 1,2) à J10. Dans cette condition, on peut 

également observer une maturation progressive avec l’augmentation de la proportion de cellules 

CD45+ de J7 à J13. De façon évidente, les autres conditions (contrôle, VEGF ou BMP4/VEGF/SCF...) 

sont moins efficaces pour induire la différenciation hématopoïétique des cellules iPS (Figure 22A).  

Pour vérifier le potentiel hématopoïétique des cellules après 7, 10 ou 13 jours de coculture iPS/OP9 

en présence d’AA, les cellules issues des cocultures ont été mises en culture en méthylcellulose en 

présence de cytokines (sans EPO) (Figure 22B). Dans cette expérience, le pourcentage de cellules 

CD34+ était de 3,3 %, 5,3 % et 5,1 % à J7, J10 et J13 respectivement (comme indiqué en bleu sur le 

graphique 22B).  Ainsi, malgré une quantité équivalente de cellules CD34+ mises en culture à J10 et 
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J13, il semble qu’il y ait un plus grand nombre de colonies obtenu à J13 par rapport à J10 (250 versus 

200).  

Afin de mieux analyser le degré de maturation des cellules CD34+ produites après 10 jours de 

coculture iPS/OP9, les cellules CD34+ ont été isolées par tri magnétique et l’expression des 

marqueurs Lin, CD38, CD43 et CD45 a été analysée par cytométrie en flux (Figure 22C). Après tri 

magnétique, l’analyse phénotypique des cellules CD34+ montre qu’elles sont en majorité Lin-CD38- 

(95 % des cellules) (Figure 22C). De plus, 30 % des cellules CD34+CD38- sont également CD43+CD45+ 

(Figure 22C).  

A partir de 10-15x106 cellules iPS et après 10 jours de culture en présence d’acide ascorbique 

uniquement, il est théoriquement possible de produire en moyenne 1,1x106 cellules CD34+ (si on 

considère une proportion moyenne de 7,3 % de cellules CD34+ comme présenté dans la figure 22A). 

Nous avons également montré que les cellules CD34+ isolées peuvent être congelées puis 

décongelées sans perdre leur potentiel hématopoïétique (cf Article 1).  

La technique de coculture iPS/OP9 en présence d’acide ascorbique est plus efficace et plus rapide 

que les techniques utilisant les corps embryoïdes. Son avantage majeur est son faible coût et 

surtout sa mise à l’échelle facile pour obtenir plusieurs millions de cellules CD34+. Ces cellules nous 

ont ainsi permis de produire les neutrophiles et macrophages présentés dans l’Article 1. 

De plus, le profil phénotypique et fonctionnel des cellules CD34
+
 produites étant très intéressant, 

leur potentiel de prise de greffe a été testé in vivo au cours de l’essai de Transplantation n°1 (partie 

résultats 2.1).  

Discussion des résultats des cocultures iPS/OP9 

Dans le protocole publié par Niwa et al., les cellules CD34+ apparaissent après 4 jours de culture, les 

cellules CD43+ après 6 jours, et les cellules CD45+ après 10 jours en condition de culture sans sérum ni 

cellules stromales (Niwa et al., 2011), ce qui est comparable aux résultats que nous avons obtenu 

avec sérum et en présence de cellules stromales (Figure 22A). Cependant, ce protocole est peu 

efficace en termes de rendement de progéniteurs CD34+ (1,5 % à J10) et nous n’avons donc pas 

réalisé d’analyses supplémentaires. En parallèle, nous avons testé le protocole établi par Morishima 

et al. pour la génération de progéniteurs hématopoïétiques puis neutrophiles matures (Morishima et 

al., 2011). Après 10 jours de culture en présence de VEGF, nous obtenons une moyenne de 2,5 % 

cellules CD34+ (± 1,0 %, n=4) (Figure 22A) alors qu’eux avaient obtenu des proportions d’environ 7 à 

12 % de cellules CD34+. Dans nos conditions de culture, ces deux protocoles sont donc moins 

efficaces que les résultats publiés.  
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Finalement, l’ajout d’AA dans les cocultures iPS/OP9 s’est révélé la technique la plus efficace en 

termes de rendement en cellules CD34+. A partir de 7 lignées iPS différentes, Choi et al. avaient 

obtenu 1,9 % à 16,1 % de cellules CD43+ après 8 jours de coculture (Choi et al., 2009b) alors que nous 

nous situons plutôt à 3 % de cellules CD43+ à J10. Comme déjà remarqué par d’autres équipes, le pic 

de différenciation hématopoïétique est plus précoce en système de coculture que dans les EBs 

(Vodyanik et al., 2005) puisque des cellules CD45+ apparaissent avant le 10ème jour de coculture 

(Figure 22C).  

Certains facteurs pouvant expliquer une plus faible efficacité des protocoles de différenciation  par 

rapport aux données de la littérature seront discutés ci-après.  

1.3 Discussion sur les facteurs pouvant influencer la différenciation hématopoïétique 

Plusieurs facteurs peuvent expliquer la difficulté à produire des cellules souches hématopoïétiques à 

partir de nos cellules iPS mais également à partir des lignées iPS d’autres laboratoires (Wang et al., 

2005c) :  

- le type cellulaire d’origine : des cellules iPS de différentes origines peuvent posséder un potentiel 

de différenciation différent (Niwa et al., 2009; Reimer et al., 2012; Xu et al., 2012). Par exemple, les 

cellules souches mésenchymateuses de la moelle osseuse seraient plus efficaces que les fibroblastes 

pour produire des cellules iPS capables de donner naissance à des cellules CD34+ dans un système 

d’EBs (Xu et al., 2012). Nous possédons actuellement une lignée de cellules iPS BC1 issues de la 

reprogrammation de cellules CD34+ de la moelle osseuse grâce à un vecteur épisomal plasmidique 

EBNA1/OriP (OCT4, SOX2, KLF4, c-MYC and LIN28) (Chou et al., 2011). Cette lignée utilisée en 

parallèle permettrait de comparer l’efficacité de la différenciation hématopoïétique de nos lignées 

issues de fibroblastes. 

- la méthode de reprogrammation utilisée pour produire les cellules iPS pourrait également jouer un 

rôle bien que Choi et al. n’aient montré aucune corrélation entre l’origine des fibroblastes ou le 

nombre de facteurs de transcription utilisés sur l’efficacité de la différenciation hématopoïétique 

(Choi et al., 2009b). Nous avons récemment développé au laboratoire une technique de 

reprogrammation non virale et non intégrative utilisant des plasmides épisomiques (Okita et al., 

2013). Nous souhaiterions donc étudier la différenciation hématopoïétique dans nos lignées iPS 

rétrovirales versus épisomales (sur les mêmes fibroblastes donneurs) pour voir l’influence de la 

technique de reprogrammation. De façon surprenante, nous avons noté un léger retard de 

maturation pour les deux lignées iPS épisomales (CGDAR22 et CGDAR47) par rapport aux deux 

lignées iPS rétrovirales (WT et CGDX) (données non présentées), l’influence de la méthode de 

reprogrammation sera donc à analyser plus précisément. 
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- le potentiel intrinsèque de la lignée iPS : toutes les lignées iPS ne possèdent pas le même potentiel 

hématopoïétique à cause de variations génétiques et épigénétiques intrinsèques (Mills et al., 2013). 

Alors que l’étude de Mills et al. a montré que deux clones de la même origine avaient le même 

potentiel, d’autres équipes ont montré que deux lignées iPS issues du même donneur et avec la 

même technique de reprogrammation peuvent avoir un potentiel de différenciation 

hématopoïétique différent mais qui pourrait s’expliquer, dans le cas de la reprogrammation par une 

méthode rétrovirale, d’une expression des FT ou d’une intégration dans des sites du génome liés au 

développement hématopoïétique (Choi et al., 2009b; Inoue et al., 2011). Produire 3-4 clones à partir 

d’un même donneur pourrait donc permettre de sélectionner une lignée avec un bon potentiel 

hématopoïétique. Nous possédons au moins 2 clones pour chaque lignée iPS mais aucune différence 

n’a pu être observée entre les deux clones d’une même lignée (cf Article 1).  

- les conditions de culture des cellules iPS (avec ou sans cellules nourricières) peuvent influencer leur 

potentiel de différenciation. Il a d’ailleurs été montré que la culture des iPS sur MEFs est préférable 

pour initier la formation d’EBs pour la différenciation hématopoïétique (Kardel and Eaves, 2012). 

Toutes nos cellules iPS sont actuellement cultivées sur MEFs, mais nous sommes également capables 

de les maintenir dans un état indifférencié sur des supports matriciels comme le MatrigelTM (BD 

Biosciences) ou la Vitronectine XFTM (StemCell Technologies). 

- la technique de différenciation : comme nous avons pu le voir dans la première partie de ces 

résultats, le type de protocole mis en œuvre influence fortement la différenciation des cellules iPS et 

différents types de cellules CD34+ avec des potentiels hématopoïétiques in vitro variés notamment 

peuvent être produits. 

2. Production de CSPH CD34
+
 pour la génération de souris humanisées 

Lors de la dernière année de thèse, nous avons tenté de produire des CSPH capables de prise 

de greffe et de reconstitution hématopoïétique in vivo après transplantation dans des souris 

immunodéficientes afin de générer des souris humanisées HIS. Au total, quatre essais de 

transplantation ont été réalisés dont un est encore en cours. Les trois premiers essais ont été réalisés 

en collaboration avec la start-up TransCure Biosciences (Archamps), et le quatrième avec le Pr Sophie 

Park (Clinique Universitaire d'Hématologie, CHU Grenoble) et le Dr Mathieu Meunier. Les 

caractéristiques des cellules transplantées, des souris utilisées et des résultats obtenus sont 

synthétisées dans le Tableau 7. Pour chaque essai, la prise de greffe a été analysée 4 mois après la 

transplantation en mesurant par cytométrie en flux la proportion de cellules humaines (marqueur 

CD45 humain versus CD45 murin) dans le sang périphérique, la moelle osseuse et/ou la rate comme 

précisé à chaque fois. 
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2.1 Coculture iPS/OP9 J10 + AA : Transplantation n°1 

Nous avons montré précédemment que la différenciation en coculture iPS/OP9 J10 + AA permettait 

la production de cellules hématopoïétiques peu différenciées CD34+CD43+CD45+/- capables de donner 

des colonies hématopoïétiques dans le test des CFC in vitro (Figure 22B et C). Nous avons donc 

réalisé avec ce protocole de différenciation un premier essai de transplantation dans des souris 

immunodéficientes NOG. 

Les cellules issues des cocultures ont été triées ou non sur l’expression du marqueur CD34 : cellules 

CD34+ pures versus cellules non triées ; et trois doses ont été injectées par voie intraveineuse (veine 

caudale) : 100 000, 200 000 et 300 000 CD34+ (ou leur équivalent pour les conditions non triées) 

(Tableau 7). L’analyse phénotypique des cellules CD34+ produites pour cet essai montrait une 

proportion de 1,5 % de cellules CD34+CD43+CD45- (soit environ 1500, 3000 et 4500 cellules 

transplantées pour chacune des 3 doses) et 4,5 % de cellules CD34+CD43+CD45+ (soit environ 4500, 

9000 et 13500 cellules transplantées pour chacune des 3 doses) (résultats non présentés). Une souris 

est morte le jour même de l’injection (souris 5) et une autre la semaine suivante (souris 2), mais la 

cause de leur mort n’a pas été établie. Aucune prise de greffe n’a pu être mise en évidence après 

analyse de la moelle osseuse (fémur), de la rate et du sang périphérique à 4 mois post-

transplantation. 

Discussion des résultats 

L’échec de ce premier essai de transplantation peut s’expliquer à la fois par la faible dose de cellules 

injectées et la voie d’administration utilisée. En effet, dans un article publié en 2012, Wang et al. 

avaient obtenu une prise de greffe de 6,5-9,5 % dans la moelle osseuse à 6 semaines et une 

reconstitution érythroïde après l’injection de 500 000 cellules CD34+ par voie intra-fémorale (Wang 

et al., 2012). Ces cellules CD34+ étaient issues de la coculture de cellules iPS/OP9 pendant 8 jours, 

période à laquelle ils obtenaient des proportions de cellules CD43+CD31+ de 3,3 %, ce qui est 

équivalent avec les résultats obtenus dans notre protocole au jour 10 de différenciation (Figure 22A). 

Un autre point à prendre en compte est la présence de cellules non hématopoïétiques dans les 

cellules injectées et qui pourraient inhiber la prise de greffe. Cependant, il a été montré que la 

présence de cellules matures comme des cellules souches mésenchymateuses (CSM, ou cellules 

stromales murines comme OP9, S17, MS-5) pourrait avoir un rôle essentiel pour le homing et la prise 

de greffe des CSH (Bonnet et al., 1999; Verstegen et al., 1998). C’est la raison pour laquelle nous 

avons testé lors de cette transplantation l’injection de cellules CD34+ avec ou sans cellules stromales, 

et c’est probablement également la démarche d’autres équipes (Ledran et al., 2008; Tian et al., 

2006). 
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Dans la suite du travail, d’autres marqueurs ont été étudiés afin d’améliorer la caractérisation 

phénotypique des cellules CD34+ produites : CXCR4 et CD133 exprimés par les CSH et CD38 non 

exprimé (marqueur de maturation) par les CSH. A l’inverse, le marqueur CD31 a été abandonné car il 

apportait peu d’informations supplémentaires puisqu’il était toujours exprimé par les cellules CD34+ 

(Figure 21D et 22A), et le marqueur CD43 également car, même s’il avait montré une certaine utilité 

pour suivre le stade de différenciation hématopoïétique (Vodyanik et al., 2006), il nous semblait peu 

intéressant pour définir le statut de CSH capables de prise de greffe. 

2.2 Formation de tératomes et Transplantation n°2 

Les deux équipes Amabile et al. et Suzuki et al. ont prouvé en 2013 que les tératomes formaient un 

microenvironnement propice au développement d’une niche hématopoïétique (Amabile et al., 2013; 

Suzuki et al., 2013). Nous avons donc étudié l’apparition de cellules hématopoïétiques CD34+ après 

formation de tératomes dans des souris immunodéficientes NOD/SCID. Trois expériences ont été 

réalisées, les deux premières par injection de cellules iPS seules, et la troisième par co-injection des 

cellules iPS avec des cellules OP9 en sous-cutané comme précisé dans le Matériel et Méthodes.  

a) Tératome iPS  

Expérience 1  

Dans ce premier essai, des tératomes ont été formés par injection sous-cutanée de cellules iPS dans 

deux souris NOD/SCID. Après 6 semaines de croissance, les deux tératomes ont été dissociés et le 

phénotype hématopoïétique des  cellules obtenues a été analysé par cytométrie en flux (Figure 23).  
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Figure 23. Analyse phénotypique par cytométrie en flux des tératomes iPS à 6 semaines de croissance. A) Graphiques 
montrant l’expression des marqueurs CD34, CD38, CD45, CXCR4 et CD133 pour le tératome 1 (la courbe grise représente le 
contrôle isotypique). B) Dot plots montrant la co-expression des marqueurs CD34/CD45 (en haut) et CXCR4/CD133 (en bas) 
pour le contrôle isotypique et les tératomes 1 et 2.  

L’analyse phénotypique a révélé la présence de très peu de cellules CD34+CD45+ (< 0,5 %) pour les 

deux tératomes, bien que le tératome 2 semble contenir plus de cellules CD45+ (Figure 23A et B). Par 

contre de façon surprenante, une population exprimant les marqueurs CXCR4 et CD133 a été 

détectée (Figure 23A). Ces deux marqueurs sont co-exprimés par 12-20 % des cellules issues des 

tératomes (Figure 23B). Pour  cette première expérience, nous n’avons pas obtenu de cellules 

CD34
+
, et nous n’avons donc pas poursuivi l’investigation.  

Expérience 2 

Afin de vérifier ces premiers résultats et de voir si une croissance plus longue des tératomes 

permettait d’améliorer leur différenciation hématopoïétique, une nouvelle implantation de 

tératomes a été réalisée dans des souris NOD/SCID et leur composition a été analysée après 7 

semaines (Figure 24).  
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Figure 24. Développement des tératomes iPS dans des souris NOD/SCID et analyse phénotypique par cytométrie en flux 

des cellules issues de ces tératomes. A) Courbe de croissance des tératomes des souris 1 et 2 pendant 7 semaines après 
injection des cellules iPS seules. B) Images des souris 1 et 2 ainsi que des tératomes après sacrifice et dissection. C) Dot plot 
montrant l’expression des marqueurs CD34 et CD45 pour les 2 souris en fonction de la technique de dissociation (Accutase 
ou Collagénase IV pendant 1h30). D) Graphiques montrant l’expression des marqueurs CXCR4 et CD133 pour le tératome de 

 la souris 1 dissocié avec de la Collagénase IV (la courbe grise représente le contrôle isotypique). 

Le suivi de la croissance de ces tératomes montre que l’augmentation de la taille est exponentielle 

(Figure 24A). Les tératomes obtenus 7 semaines après l’implantation semblent vascularisés et 

forment des capsules liquides (Figure 24B). Dans cette expérience, nous avons comparé deux 

techniques de dissociation des tératomes, la première utilisant de l’Accutase comme précédemment, 

et la seconde de la Collagénase IV. La viabilité des cellules dissociées n’a pas été significativement 

améliorée avec une technique ou l’autre. Comme précédemment, peu de cellules CD34+ ont été 

obtenues (Figure 24C). Par contre, de façon surprenante, une population de cellules CD45+ a pu être 

détectée à près de 3 % pour la souris 2 (Figure 24C). Contrairement aux résultats obtenus dans 

l’expérience 1, très peu de cellules CXCR4+ et aucunes cellules CD133+ ne sont présentes dans les 

tératomes de la souris 1 (Figure 24D). Les mêmes résultats ont été obtenus pour la souris 2. 

Le potentiel hématopoïétique in vitro des cellules présentes dans les tératomes a été analysé. 

Malheureusement, malgré les précautions prises, une contamination probablement lors de 

dissection des tératomes a rendu l’analyse impossible. Des colonies de type CFU-M ont cependant pu 

être détectées pour la souris 1 malgré la contamination, suggérant la présence de progéniteurs 
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hématopoïétiques au sein des tératomes. Cette deuxième expérience confirme le peu d’efficacité 

des tératomes formés d’iPS seules à développer efficacement une hématopoïèse. 

b) Tératome iPS/OP9 : Transplantation n°2 

Dans l’objectif d’améliorer la production de cellules CD34+, nous avons co-injecté en sous-cutané des 

cellules iPS avec des cellules OP9 dans des souris NOD/SCID (Amabile et al., 2013; Suzuki et al., 2013). 

Deux tératomes ont été implantés par souris. Les 4 tératomes obtenus ont ensuite été dissociés et 

les cellules rassemblées pour les analyses phénotypique et fonctionnelle (Figure 25). 

 

Figure 25. Formation de tératomes iPS/OP9 dans des souris NOD/SCID et analyse phénotypique par cytométrie en flux 

des cellules issues de ces tératomes. A) Images des deux souris ainsi que des quatre tératomes après sacrifice et dissection. 
B) Graphiques montrant l’expression des marqueurs CD34, CD38, CD45, CXCR4 et CD133 pour les 4 tératomes poolés (la 
courbe grise représente le contrôle isotypique). C) Dot plot montrant la co-expression des marqueurs CD34/CD45, 
CD34/CD38 (contrôle isotypique dans l’encart en haut à droite) et CXCR4/CD133 (dans la population CD34+).  

Pour ces tératomes, 10 semaines de croissance ont été nécessaires pour atteindre une taille 

comparable à celle des tératomes précédents (Figure 25A). La présence des cellules OP9 semble avoir 

amélioré la production de cellules CD34+ puisque plus de 15 % de cellules CD34+ ont été obtenues 

(Figure 25B). Par contre, aucune cellule CD45+ n’a pu être détectée (Figure 25A et B) et des cellules 

CXCR4+ ou CD133+ sont à nouveau présentes (Figure 25B). L’analyse plus précise des cellules 

CD34+CD38- montre qu’une faible proportion d’entre elles expriment le marqueur CXCR4 et aucune 

le marqueur CD133 (Figure 25C). La présence de cellules CD34+ étant encourageante, nous avons 

analysé le potentiel hématopoïétique in vitro des cellules issues de ces tératomes mais aucune CFU 

n’a été détectée. 
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En parallèle, nous avons analysé le potentiel hématopoïétique in vivo des cellules issues des 

tératomes par injection rétro-orbitale de 5x106 cellules (soit environ 8x105 cellules CD34+) dans des 

souris NOG (Tableau 7). Cependant, aucune prise de greffe n’a pu être mise en évidence au bout 

de 4 mois après analyse de la moelle osseuse (fémur), de la rate et du sang périphérique.  

Discussion des résultats de la formation des tératomes 

La formation des tératomes par injection de cellules iPS seules est peu efficace pour induire la 

différenciation hématopoïétique même si lors du second essai, des cellules CD45+ (mais très peu de 

cellules CD34+) ont été mises en évidence (Figures 25 et 26), cela pouvant être dû à la croissance des 

tératomes pendant une semaine supplémentaire. En utilisant l’approche publiée par Amabile et al., 

nous obtenons 0,1 % de cellules CD34+CD45+ après 10 semaines de croissance des tératomes iPS avec 

des cellules OP9 (Figure 25), contre 0,05 % pour Amabile et al. après 8 semaines de croissance des 

tératomes iPS/OP9-DL1 (avec 14,2 % de cellules CD45+). Cependant, même en injectant une dose 80 

fois supérieure en cellules CD34+ (dont environ 8000 cellules CD34+CD45+) à celle d’Amabile et al., 

aucune prise de greffe n’a pu être observée à 4 mois. Dans leur article, ils obtenaient pourtant des 

taux de chimérisme > 1 % dès la dose de 4000 cellules CD34+CD45+ injectées. Plusieurs hypothèses 

peuvent expliquer l’échec de notre essai de transplantation. La première hypothèse est qu’il faudrait 

injecter une population purifiée et non, comme nous l’avons fait, toutes les cellules issues de 

tératomes. La seconde hypothèse est que les cellules CD34+ injectées expriment peu le marqueur 

CXCR4 révélant un potentiel de homing assez faible pour aller coloniser la moelle osseuse (MO), 

d’autant plus que nous avons utilisé une voie d’administration rétro-orbitale (comme Amabile et al.). 

Nous pourrions essayer d’améliorer cette technique 1) en optimisant les conditions de formation des 

tératomes : utilisation de lignées OP9 modifiées, délivrance de cytokines hématopoïétiques 

humaines grâce à une pompe micro-osmotique tel que décrit par Suzuki et al. et isolement des 

cellules CD34+CD45+ humaines de la MO des souris portant les tératomes et non des tératomes eux-

mêmes (Suzuki et al., 2013), ou 2) en modifiant les conditions de transplantation : isolement des 

cellules d’intérêt (CD34+ ou CD34+CD45+) et injection directe intra-fémorale dans des souris NOG ou 

NSG.  

Malgré l’intérêt démontré de cette approche utilisant les tératomes dans la littérature, nous avons 

obtenu peu de résultats intéressants en termes de production de cellules progénitrices possédant 

un potentiel hématopoïétique in vitro ou in vivo. De plus, cette technique est contraignante et 

longue, peu éthique, coûteuse, et nous avons donc décidé de l’abandonner et de nous intéresser 

plus particulièrement aux techniques utilisant les EBs et les systèmes de cocultures. 
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2.3 Cocultures iPS/OP9 J4, J6, J8 : Transplantation n°3 

Dans l’hypothèse où les cellules transplantées dans l’essai de Transplantation n°1 (iPS/OP9 J10 + AA) 

ne seraient pas assez primitives, nous avons modifié le milieu et raccourci la durée de culture. En 

effet, nous avons testé un milieu commercial sans sérum (dit « milieu HSC ») associé à des cytokines 

hématopoïétiques (BMP4, TPO, SCF, Flt3L, IL3 et IL6) pour induire la différenciation des cellules iPS. 

De plus, en considérant un éventuel potentiel de reconstitution hématopoïétique des cellules CD34- 

comme cela a été décrit dans la littérature (Bhatia et al., 1998; Zanjani et al., 1998), nous avons 

décidé d’injecter toutes les cellules humaines issues des cocultures après tri anti-cellules murines 

OP9, comprenant donc à la fois les cellules CD34+ et les CD34-. La Figure 26 présente le phénotype 

des cellules humaines produites à J4, J6 et J8 de différenciation en milieu HSC comme précédemment 

décrit et après tri.  

 

Figure 26. Analyse phénotypique par cytométrie en flux des cellules produites à J4, J6 et J8 de coculture iPS/OP9. Sur les 
graphiques de gauche, les cellules CD34+CD38- ont été sélectionnées (contrôle isotypique dans l’encart en haut à droite) ; 

 leur expression pour les marqueurs CXCR4 et CD133 est représentée dans les dot plots de droite.

Comme le montre cette figure, plus de 10 % de cellules CD34+ sont obtenues après 8 jours de 

coculture (Figure 26), ce qui est supérieur à la proportion moyenne obtenue après 10 jours de culture 

en milieu classique avec sérum et AA (Figure 22A). Aucune cellule n’exprime le marqueur CD45 

(graphiques non montrés), montrant qu’il s’agit d’une population immature. Une augmentation de la 

proportion de cellules doubles positives CD34+CXCR4+ peut être observée au cours de la 

différenciation (Figure 26). Concernant le marqueur CD133, un léger décalage de la fluorescence 

observé à J6 et J8 semble indiquer l’apparition de cellules CD34+CD133+, mais ces résultats sont à re-
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confirmer. Malheureusement, le potentiel hématopoïétique in vitro de ces cellules n’a pas pu être 

déterminé à cause d’une trop faible quantité de cellules mises en culture en méthylcellulose.  

Le potentiel hématopoïétique in vivo des cellules humaines totales (CD34+ et CD34-) a été analysé par 

transplantation rétro-orbitale dans des souris NOG d’un équivalent de 0,2x105, 0,9x105 et 1,6x105 

cellules CD34+ obtenues à partir des cocultures à J4, J6 et J8 respectivement (cf Tableau 7). Comme 

précédemment, aucune prise de greffe n’a pu être détectée après 4 mois par analyse de la 

proportion de cellules humaines dans le fémur, la rate et le sang périphérique. 

Discussion des résultats  

Du fait du stade de différenciation précoce, peu de cellules CD34+ sont présentes dans les cocultures, 

ce qui explique les faibles quantités de cellules CD34+ injectées et c’est sûrement l’une des causes 

principales de l’échec de la prise de greffe. De plus, la majorité des articles ayant obtenu une prise de 

greffe avait montré la présence de cellules CD34+CD45+. Or, dans cette expérience, peu voire aucunes 

cellules CD45+ n’ont été injectées.   

2.4 Transplantation n°4 

a) Protocole « Hanna » : EBs 7 j en suspension puis en coculture sur OP9 

Hanna et al. ont été les premiers à produire des CSPH transplantables à partir de cellules iPS murines 

sur-exprimant le facteur de transcription HoxB4 (Hanna et al., 2007). Nous avons donc testé leur 

protocole de différenciation sur nos cellules iPS humaines. Des corps embryoïdes ont été formés 

puis, après 7 jours de culture en suspension avec de l’acide ascorbique uniquement, ces EBs ont été 

dissociés et mis en culture sur des cellules OP9 pendant 7 à 14 jours avec du Flt3L, SCF, TPO et VEGF. 

Nous avons analysé le phénotype et le potentiel hématopoïétique des cellules issues des EBs J7 et 

des cocultures EB/OP9 après 7 et 14 jours de culture (Figure 27). 
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Figure 27. Analyse phénotypique et potentiel hématopoïétique (test CFC) des cellules issues des EBs J7, ou des EBs J7 

cultivés pendant 7 à 14 jours sur les cellules OP9. A) Analyse par cytométrie en flux des proportions de cellules positives 
pour les marqueurs CD34, CD38, CD45, CXCR4 et CD133 (n=3, 2 et 1 pour les EBs J7, EBs J7+7 et EBs J7+14 respectivement). 
B) Dot plots montrant la co-expression du marqueur CD34 avec les marqueurs CD45, CD38, CXCR4 et CD133 pour les 3 
conditions de culture (contrôle isotypique en haut à droite pour chaque marqueur). C) Histogramme montrant, pour 
chaque condition de culture, le nombre de CFU obtenues pour 106 cellules mises en culture dans de la méthylcellulose, ainsi 

 que la répartition en CFU-M, -G, -GM et BFU-E, CFU-E (n=1).   

L’analyse globale des marqueurs phénotypiques montre une maturation au cours de la culture avec 

une augmentation de la proportion de cellules CD34+ et CD45+ mais très peu de cellules CD38+ à ces 

différents stades (Figure 27A et B). Si on analyse plus précisément le phénotype des cellules 

hématopoïétique produites, on remarque que la population à EBs J7 est uniquement composée de 

cellules CD34+CD45- (population en violet) alors qu’une population CD34+CD45+ (population en bleu 

ciel) apparaît à EBs J7+7. Cette population CD45+ devient plus importante au cours de la culture sur 

OP9 (population en vert dans la fenêtre) (Figure 27B). Cette maturation semble s’accompagner de 

l’acquisition du marqueur CD38 pour les EBs J7+14 et d’une augmentation de l’expression du 

marqueur CXCR4 (Figure 27B).  

Le potentiel hématopoïétique in vitro évolue également au cours de la différenciation avec une 

augmentation du nombre de CFU dans la condition EBs J7+7, qui s’accompagne de l’apparition de 

colonies de type érythroïde (BFU-E et CFU-E) (méthylcellulose contenant de l’EPO) (Figure 27C). 

Comme précédemment, les progéniteurs produits sont en majorité de type macrophagique (CFU-M). 

A l’inverse, très peu de CFU sont obtenues à EBs J7+14 (Figure 27C). 
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A partir de 10-15x106 cellules iPS, on obtient à EBs J7 environ 0,54x106 cellules totales (dont 0,14x106 

cellules CD34+ en moyenne, n=3), à EBs J7+7, environ 4,6x106 cellules totales (dont 0,41x106 cellules 

CD34+ en moyenne, n=2), et à EBs J7+14, 7x106 cellules totales (dont 0,81x106 cellules CD34+, n=1). 

Ainsi, en moyenne 8 cellules CD34+ peuvent être obtenues à partir de 100-150 cellules iPS.  

Le phénotype ainsi que le potentiel hématopoïétique in vitro des cellules obtenues dans les 

conditions EBs J7 et EBs J7+7 étant intéressantes, nous avons analysé leur potentiel 

hématopoïétique in vivo. Les résultats de ceux-ci seront présentés plus loin. 

Discussion des résultats 

Dans le protocole « Hanna », après 7j de culture en présence d’acide ascorbique, les EBs contiennent 

déjà près de 4 % de progéniteurs hématopoïétiques CD34+ (et < 1 % de cellules CD45+) capables de 

former des CFU (Figure 27). L’association de la technique de formation des EBs puis la culture sur 

cellules OP9 se révèle très prometteuse puisque la proportion de cellules CD34+CD45+ est augmentée 

après 7 j et 14 j de coculture (Figure 27A et B). Pourtant, il est surprenant que le potentiel 

hématopoïétique in vitro soit si faible à EBs J7+14 alors que la proportion de cellules CD34+CD45+ est 

supérieure à celle des EBs J7+7. Il pourrait s’agir soit d’un problème technique (n=1 pour EBs J7+14) 

soit d’une perte du potentiel à cause d’une maturation trop importante de ces progéniteurs. 

Ce protocole est très similaire à celui décrit par Woods et al. qui, après 7 j de culture d’EBs en 

présence de cytokines (notamment BMP4, SCF, Flt3L, VEGF et TGFβ) puis culture sur OP9 pendant 

14 j, obtiennent des proportions très élevées de cellules CD45+ (jusqu’à 40 %) alors que nous 

atteignons à peine 7 % (Woods et al., 2011). Après un total de 21 j de culture, ils produisent une 

majorité de progéniteurs matures CD34+CD38+CD45+, ce qui pourrait expliquer l’échec de leur essai 

de transplantation dans des souris immunodéprimées. En effet, 2 souris seulement sur 35 ont 

montré une prise de greffe qui a ensuite rapidement diminué, suggérant la production de ST (short 

term)-HSC et non de LT (long term)-HSC. Ces résultats orientent donc encore plus en faveur de la 

sélection de cellules plus primitives CD38- qui seraient plutôt de type LT-HSC. Leur résultat semble 

donc indiquer que notre condition EBs J7+14 du protocole « Hanna » serait peu intéressante en 

terme de potentiel hématopoïétique et il n’est donc pas prévu de la tester in vivo. 

b) Coculture iPS/OP9 et iPS/MS5 

Bien que nous ayons déjà testé la condition iPS/OP9 J10 + AA avec 3 doses de cellules CD34+ injectées 

(Transplantation n°1) et qu’aucune prise de greffe n’ait été observée à 4 mois, nous espérons que 

cette nouvelle voie d’administration ainsi que le changement du milieu de culture améliorera la prise 

de greffe. Nous testons donc à nouveau le milieu sans sérum avec des cytokines comme dans la 

transplantation n°3, mais après 10 jours de coculture pour voir si la présence de cellules CD45+ 
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permet d’augmenter la prise de greffe. Au cours d’analyses préliminaires non présentées dans la 

thèse ainsi que les données de la littérature (Vodyanik et al., 2005), les cellules iPS peuvent 

également être différenciées en cellules CD34+ par coculture sur des cellules stromales MS-5, et il 

nous a paru donc intéressant de comparer ces deux types de cellules stromales, OP9 et MS-5. 

La Figure 28 présente l’analyse phénotypique et fonctionnelle in vitro des cellules CD34+ purifiées à 

partir des quatre conditions de cocultures (iPS/OP9 ou MS-5 pour les deux milieux de culture).  

 

Figure 28. Analyse phénotypique et fonctionnelle in vitro des cellules CD34
+
 isolées à partir des cocultures iPS/OP9 ou 

MS-5 10 jours en milieu classique (avec sérum) ou sans sérum (milieu HSC et cytokines). A) Dot plot montrant la co-
expression du marqueur CD34 avec CD45 (à gauche) ou CD38 (au milieu). Les cellules CD34+CD38- ont été sélectionnées et 
l’expression des marqueurs CXCR4 et CD133 par ces cellules présentée sur les dots plot à droite. Les contrôles isotypiques 
sont indiqués dans les encarts. B) Histogramme montrant, pour les 4 conditions de culture, le nombre de CFU obtenues 
pour 106 cellules mises en culture dans de la méthylcellulose (avec EPO), ainsi que la répartition en CFU-M, et CFU-G ou -

 GM (n=2).

La culture sans sérum semble favoriser la maturation des cellules CD34+ puisqu’une plus grande 

proportion de cellules CD45+ est visible dans la condition iPS/OP9 sans sérum (Figure 28A). Il est 

d’ailleurs intéressant de noter que dans cette condition, les cellules CD34+CD45+ (en vert sur le 

graphique) sont CXCR4-CD133- alors que la majorité des cellules CD34+CD45- sont CXCR4+ (66,8 %) et 

une faible proportion sont CD133+ (environ 10 %). Dans les 3 autres conditions, il n’y a pas ou peu de 

cellules CD45+.  

Plus de colonies sont obtenues pour la condition iPS/OP9 sans sérum qu’en milieu classique (Figure 

28B), ce phénomène pouvant s’expliquer d’une part par la plus faible pureté en cellules CD34+ après 

tri des cultures en milieu classique (59,5 % contre 92 %) ou d’autre part par l’immaturité de ces 
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cellules (faible proportion de cellules CD45+). Ces deux explications peuvent également s’appliquer 

aux deux conditions de coculture iPS/MS-5.  

L’absence de sérum améliore également le rendement en cellules CD34+ : le rendement dans la 

condition iPS/OP9 J10 sans sérum en présence de cytokines est 4-5 fois supérieur (0,7x106 cellules 

CD34+ à partir de 1x106 cellules iPS) à la condition avec acide ascorbique en milieu classique (0,17x106 

cellules CD34+ à partir de 1x106 cellules iPS), et de même, pour les cocultures iPS/MS-5 (0,26x106 

cellules CD34+ en condition sans sérum versus 0,01x106 cellules CD34+ en milieu classique avec sérum 

à partir de 1x106 cellules iPS).  

Les résultats obtenus concernant l’évaluation du potentiel hématopoïétique in vivo des cellules 

obtenues dans ces 4 conditions de culture seront présentés plus loin. 

Discussion des résultats 

Les cocultures iPS/OP9 J4, J6, J8 en milieu HSC et cytokines produisent des cellules immatures 

CD34+CD45- (Figure 26) mais n’ont pas permis la production de cellules greffables (Transplantation 

n°3). La coculture iPS/OP9 J10 en milieu HSC et cytokines permet d’améliorer de façon importante la 

proportion de cellules CD34+CD45+ (Figure 28). Nous avons confirmé que  les cocultures sur cellules 

MS-5 sont moins efficaces pour induire la différenciation hématopoïétique, surtout en milieu 

classique avec sérum, ce qui avait déjà été montré avec les cellules hES (Vodyanik et al., 2005).  

La pureté obtenue à l’issue du tri magnétique des cellules CD34+ réalisé sur ces 4 conditions de 

culture est très variable. Nous avions en effet déjà remarqué que la pureté est plus faible lorsque les 

cocultures sont précoces (63 %, 80 % et 91 % de cellules CD34+ purifiées à J4, J6 et J8 

respectivement), alors qu’elle est habituellement supérieure à 90 % à J10 (données non montrées). 

La faible pureté obtenue sur cette expérience est peut-être donc liée à un problème technique.  

c) Résultats de l’expérience de Transplantation n°4 

L’intérêt majeur de ce 4ème essai de transplantation, actuellement en cours, est l’injection des cellules 

CD34+ directement dans le tibia de souris NSG afin de suivre leur prise de greffe indépendamment de 

leur capacité de homing.  

Six conditions de différenciation hématopoïétique sont testées : les conditions EBs J7 et EBs J7+7 

pour lesquelles nous avons obtenu la production de cellules CD34+CXCR4+CD45+/- possédant un 

potentiel hématopoïétique in vitro (Figure 27), ainsi que des conditions de culture iPS/OP9 ou MS-5 

cultivées pendant 10 jours soit en milieu classique avec sérum (+ AA) ou en milieu sans sérum (+ 

cytokines hématopoïétiques) (Figure 28). Pour les deux conditions EBs J7 et EBs J7+7, environ 1x105 

cellules CD34+ purifiées ont été injectées. Pour les quatre conditions iPS/OP9 ou MS-5 avec les deux 

milieux de culture, les quantités en cellules CD34+ injectées sont variables et dépendent de la pureté 
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obtenue après tri (Tableau 7). Ces cellules ont été injectées par voie intra-fémorale dans des souris 

NSG irradiées. Malheureusement la souris injectée avec la condition EB J7+7 ainsi que des souris 

injectées avec les conditions iPS/OP9 et MS-5 (milieu HSC pour les deux) sont mortes dans les jours 

suivant l’injection.  

La prise de greffe a été analysée 3 mois après la transplantation par prélèvement de la MO du tibia 

injecté et analyse par cytométrie en flux et coloration MGG (Figure 29). 

 

Figure 29. Analyse de la prise de greffe à 12 semaines dans le tibia injecté des souris injectées avec des cellules CD34
+
 

issues des EBs J7 (panels hauts) ou iPS/OP9 J10 (panels bas). A) Analyse par cytométrie en flux de la proportion de cellules 
humaines (hCD45) versus murines (mCD45). B) Myélogramme et coloration MGG après ponction du tibia droit des souris 

 transplantées (grossissement x40, échelle = 20 µm).

Les résultats présentés sont ceux obtenus pour les souris ayant reçu les cellules CD34+ isolées à partir 

des conditions EBs J7 (protocole Hanna) et coculture iPS/OP9 J10 (milieu HSC sans sérum). Plus de 

99 % des cellules analysées sont vivantes (DAPI négatives, données non présentées). Une très faible 

proportion de cellules humaines hCD45+mCD45- a été détectée et s’élève à 0,3 et 0,1 %, ainsi qu’une 

reprise de l’hématopoïèse murine (mCD45+) s’élevant à 3,1 et 1,3 % respectivement (Figure 29A). 

Cette hématopoïèse murine est également visible dans le myélogramme des souris montrant la 

présence de cellules à différents degrés de maturation dont des précurseurs/progéniteurs myéloïdes, 

mégacaryocytes et globules rouges (Figure 29B). L’analyse de la MO des autres souris n’a pas pu être 

réalisée à cause de difficultés de prélèvement intra-tibial à 3 mois.  

Cependant ces résultats sont préliminaires et il est prévu d’évaluer la prise de greffe dans la MO du 

tibia non injecté à 5 mois puis sacrifier les souris à 6 mois (voire plus) pour analyser les fémurs, la rate 
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et le sang périphérique. Lors de cette dernière analyse, la reconstitution hématopoïétique sera plus 

largement étudiée en analysant également la reconstitution myéloïde, lymphoïde et érythroïde. 

Discussion des résultats 

Concernant les doses de cellules CD34+ injectées, certaines conditions de culture ont permis de 

produire et donc d’injecter de plus grandes quantités de cellules et également plus de souris, ce qui 

est notamment le cas des cocultures iPS/OP9 et MS-5 en milieu HSC. A l’inverse, les EBs ont un 

rendement très faible en cellules CD34+ et nous n’avons donc pu injecter qu’un seule souris avec 

environ 1x105 cellules CD34+ pour les EBs J7 et EBs J7+7 du protocole « Hanna ». 

La voie intraveineuse (veine caudale ou rétro-orbital) utilisée dans les trois premiers essais de 

transplantation n’était probablement pas la voie la plus judicieuse à choisir dans ce contexte où la 

capacité de homing des cellules transplantées n’est pas certaine. C’est pourquoi dans cet essai, nous 

avons injecté les cellules directement dans la moelle osseuse des souris par voie intra-tibiale. 

Il est encore trop tôt pour discuter véritablement ces résultats. Cependant, nous avons noté une 

reprise faible de l’hématopoïèse murine (mCD45+). Les souris NSG ont été irradiées à une dose de 

1,5 Gy, ce qui est relativement faible par rapport aux protocoles publiés (généralement 2 à 3,5 Gy, cf 

Tableau 4) et pourrait expliquer la présence de cellules CD45+ murines. Le conditionnement des 

souris transplantées est un facteur qui peut influencer l’efficacité de la prise de greffe. En effet, une 

dose trop faible d’irradiation ou d’agent de chimiothérapie pourrait être inefficace pour supprimer 

l’hématopoïèse murine, ce qui limiterait la prise de greffe des cellules humaines. 

Ces résultats restent encore préliminaires mais la présence de cellules hCD45+mCD45- même en très 

faible proportion est très encourageante. Cependant, l’anticorps utilisé hCD45 manque de spécificité 

et détecte également le marqueur CD45 murin, expliquant le décalage de fluorescence des cellules 

mCD45+ (Figure 29A). Ces résultats sont donc à reconfirmer avec un anticorps plus spécifique. En 

parallèle, nous pourrions utiliser des techniques de détection des séquences ALU spécifiques des 

cellules humaines par  hybridation in situ ou directement par PCR (Ueda et al., 2000). 

2.5 Récapitulatif des expériences de transplantation et discussion globale des résultats  

Le Tableau 7 récapitule toutes les caractéristiques de protocoles de différenciation utilisés pour les 

expériences de tranplantation ainsi que les résultats obtenus.  
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Tableau 7. Tableau récapitulatif des caractéristiques des 4 essais de transplantation réalisés 

 

Les choix que nous avons faits pour ces quatre essais concernant la quantité ou le type de cellules 

transplantées ont été largement discutés précédemment et peuvent être responsables de l’échec de 

certaines transplantations. Cependant, d’autres facteurs pourraient influencer la prise de greffe 

parmi lesquels : 

- le choix du type de souris receveuse : les souris NOG et NSG sont les plus efficaces pour la 

génération de souris humanisées. L’utilisation de souris nouveau-nés pourrait améliorer la réussite 

de la transplantation non seulement car l’efficacité de prise de greffe est généralement plus élevée 

(Brehm et al., 2010a), mais également car les cellules produites par différenciation hématopoïétique 

des cellules iPS auraient un statut plutôt embryonnaire qui serait plus compatible avec le 

microenvironnement murin des souris nouveau-nés (Liu et al., 2015).  

- le choix de la voie d’administration : l’échec des transplantations 1, 2 et 3 pourrait être en partie 

dû à un défaut de homing des cellules transplantées par voie IV même si la plupart d’entre elles 

expriment le marqueur CXCR4. Un taux d’expression comparable est d’ailleurs retrouvé dans d’autres 

études. L’expression de ce marqueur signe généralement un potentiel de homing dans la MO (Peled 

et al., 1999). Mais en réalité, l’absence d’expression de CXCR4 par les cellules CD34+ pourrait ne pas 

Transplan

tation

Méthode de 

différenciation

Type de cellules 

injectées

Voie de transplantation 

et quantité de cellules 

injectées

Modèle animal 

(conditionnement)

Taux de chimérisme et 

reconstitution

1
Coculture iPS/OP9 + AA 

pendant 10 jours 

CD34+ pures (pureté de 

99,1 %) : souris 1 à 3       

cellules non triées (8,3 % 

CD34+) : souris 4 à 6

Voie intraveineuse :          

souris 1 et 4 : 1x105 CD34+ 

ou équivalent               

souris 2 et 5 : 2x105 CD34+ 

ou équivalent               

souris 3 et 6 : 3x105 CD34+ 

ou équivalent

6 souris NOG (busulfan 

48h et 24h avant 

transplantation)

Suivi jusqu'à 4 mois : pas 

de prise de greffe

2

Formation de tératomes par 

co-injection iPS/OP9 en SC 

dans des souris NOD/SCID 

et croissance pendant 10 

semaines

Cellules issues des 

tératomes : 15,8 % de 

cellules CD34+

Voie rétro-orbitale :        

5x106 cellules (soit environ 

8x105 cellules CD34+)

2 souris NOG (busulfan 

48h et 24h avant 

transplantation)

Suivi jusqu'à 4 mois : pas 

de prise de greffe

3

Coculture iPS/OP9 + 

cytokines pendant 4, 6 ou 8 

jours puis tri anti-cellules 

OP9

Cellules humaines issues 

des J4, J6 et J8 de 

coculture

Voie rétro-orbitale :          

souris 1 et 2 : 0,2x105 

CD34+ (J4)                  

souris 3 et 4 : 0,9x105 

CD34+ (J6)                  

souris 5 et 6 : 1,6x105 

CD34+ (J8)

6 souris NOG (busulfan 

48h et 24h avant 

transplantation)

Suivi jusqu'à 4 mois : pas 

de prise de greffe

6 conditions de culture 

différentes :
Cellules triées CD34+ Voie intra-tibiale :

11 souris NSG (1,5 Gy) + 

1 contrôle :
En cours

 -EB J7 "Hanna" pureté = 70 % 1,1x105 CD34+ 1 souris

- EB J7+7j sur OP9 "Hanna" pureté = 95 % 1x105 CD34+ 1 souris 1/1 morte

- iPS/OP9 J10 milieu HSC + 

cytokines

pureté = 92 % 1,7x105 CD34+ 3 souris 1/3 morte

- iPS/OP9 J10 milieu aMEM 

+ AA

pureté = 59,5 % 1,1x105 CD34+ 2 souris

- iPS/MS-5 J10 milieu HSC + 

cytokines

pureté = 70,5 % 1,7x105 CD34+ 3 souris 1/3 morte

- iPS/MS-5 J10 milieu aMEM 

+ AA

pureté = 10,3 % 0,3x105 CD34+ 1 souris

4
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limiter leur prise de greffe après transplantation puisqu’un article de Rosu-Myles et al. a montré que 

le compartiment des CSH était hétérogène en termes d’expression du marqueur CXCR4 et que les 

populations CXCR4+ et CXCR4- possédaient des capacités de prolifération et de différenciation 

équivalentes après transplantation IV dans des souris NOD/SCID (Rosu-Myles et al., 2000). L’injection 

des cellules hématopoïétiques humaines directement dans la MO des souris permettrait ainsi de 

pallier à une éventuelle déficience de homing des cellules CD34+ dérivées hPSCs par rapport à la voie 

intraveineuse, raison pour laquelle nous avons choisi cette voie d’administration pour la 

Transplantation n°4.  

De plus, la mortalité des souris après injection IV de grandes quantités de cellules dérivées des iPS ou 

ES peut s’expliquer dans certains cas par un phénomène d’embolie pulmonaire lié à une agrégation 

des cellules en réaction au sérum de souris (Wang et al., 2005b). C’est sans doute la cause de la mort 

de la souris 5 de l’expérience de Transplantation n°1. L’injection des cellules directement dans la MO 

(intra-tibiale ou intra-fémorale) pourrait donc limiter la mortalité immédiate des souris.  

- la durée de l’expérience puisque l’analyse de la prise de greffe peut être évaluée à partir de 2 

semaines et jusqu’à 12 mois après transplantation. Cette analyse est généralement estimée par 

l’expression du marqueur CD45 humain versus murin par cytométrie en flux par des prélèvements de 

la MO, rate, sang périphérique, comme nous l’avons fait. Cependant, les souris ont été sacrifiées au 

4ème mois post-transplantation. Cette durée n’est peut-être pas suffisante pour détecter une prise de 

greffe et nous avons donc décidé de prolonger ces essais jusqu’à 6 mois voire plus dans la 

Transplantation n°4. 
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Matériel et Méthodes 

Culture cellulaire 

La culture des cellules iPS et OP9 est réalisée tel que décrit dans l’article 1 (Brault et al., 2014). La 

lignée stromale murine MS-5 nous a été généreusement fournie par le Pr Sophie Park. Ces cellules 

sont cultivées dans du milieu Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) 1X + GlutaMAXTM-I (4,5 g/L 

glucose) (Gibco) avec 10 % de sérum de veau fœtal (SVF ; Gibco), 1 % de pénicilline-streptomycine 

100X (Gibco) et 1 % d’acides aminés non essentiels (Minimum Essential Medium-Non Essential 

Amino Acid (MEM-NEAA) 100X (Gibco).  

Différenciation hématopoïétique 

Toutes les cytokines hématopoïétiques utilisées dans ces protocoles de différenciation proviennent 

de Miltenyi Biotec. 

Formation de tératomes 

1x106 cellules iPS seules ou 2-3x106 cellules iPS avec 1x106 cellules OP9 dans un mélange de 

MatrigelTM (BD Biosciences) et milieu DMEM/F12 (1 :1) (Gibco) sont injectées en sous-cutané dans le 

flanc de souris NOD/SCID (Amabile et al., 2013; Suzuki et al., 2013). La taille des tératomes est 

mesurée à l’aide d’un pied à coulisse et selon la formule suivante : épaisseur²xlongueur/2. Les souris 

sont sacrifiées lorsque les tératomes atteignent une taille pouvant affecter leur comportement, leur 

mobilité ou leur alimentation ; cela correspond à une taille d’environ 1000 mm3. Après 7 à 10 

semaines, les souris sont sacrifiées et les tératomes prélevés et coupés en petits fragments à l’aide 

d’un scalpel. Puis la dissociation est réalisée par incubation des fragments de tératome avec de la 

Collagénase IV 1 mg/mL (Gibco) ou de la StemPro® Accutase® (Gibco) pendant 1h30 à 37°C associée 

à une dissociation mécanique par aspiration-refoulement. La suspension obtenue est ensuite lavée et 

filtrée à l’aide d’un tamis cellulaire de 100 µm puis 40 µm avant d’être analysée (cytométrie en flux, 

test CFC, transplantation). 

Formation de corps embryoïdes (EBs) 

Les colonies iPS sont décollées de leur support de culture par traitement avec de la collagénase IV 

1 mg/mL et transférées dans des disques recouverts de pHEMA (poly-hydroxyéthylméthacrylate, 

Sigma) puis cultivées en suspension dans différents milieux de culture.  

Les EBs sont cultivés pendant 16 jours en milieu Iscove Modified Dulbecco Medium (IMDM, Gibco) 

avec 15 % de SVF, 1 % MEM-NEAA, 2 mM L-glutamine, 100 µM βME (β-mercaptoéthanol, Gibco), 25 

ng/mL BMP4, 50 ng/mL SCF, 50 ng/mL Flt3L, 50 ng/mL IL6 et 20 ng/mL TPO (Yokoyama et al., 2009). 
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Les EBs sont ensuite dissociés par incubation avec de la collagénase IV 1 mg/mL pendant 10-30 min à 

37°C. 

Dans le protocole « Hanna » modifié (Hanna et al., 2007), les EBs sont cultivés pendant 7 jours en 

milieu IMDM avec 15 % de SVF et 50 µg/mL d’acide ascorbique (AA, Sigma). Puis, les EBs J7 sont 

dissociés avec de la collagénase IV 1 mg/mL pendant 30 min à 37°C avec une dissociation mécanique 

toutes les 5-10 min. Les cellules dissociées sont ensuite transférées sur des cellules OP9 en plaque 6 

puits à une densité de 1x105 cellules/puits dans du milieu IMDM avec 10 % SVF, 100 ng/mL Flt3L, 100 

ng/mL SCF, 40 ng/mL VEGF et 40 ng/mL TPO. La plaque est ensuite centrifugée 60 min à 900 rpm. 

Après 7 jours de culture, les cocultures sont dissociées avec de la Trypsine-EDTA 0,05 % (Gibco) 

pendant 5-10 min à 37°C, les cellules rincées puis cultivées dans une flasque T75 dans le même milieu 

que précédemment pendant 7 jours. La dissociation des cocultures EBs J7 + 14  est réalisée par 

incubation avec de la Trypsine-EDTA 0,05 % pendant 5-10 min à 37°C.  

Les cellules issues des dissociations d’EBs ou de cocultures sont lavées et filtrées (40 µm). 

Coculture iPS/OP9 ou iPS/MS-5 

Les colonies iPS sont cultivées sur OP9 ou MS-5, décollées et dissociées comme décrit dans Brault et 

al. (Brault et al., 2014). Le milieu de différenciation sans sérum repose sur l’utilisation de milieu 

StemMACS HSC Expansion Media XF appelé « milieu HSC » (Miltenyi Biotec) dans lequel sont 

ajoutées les cytokines suivantes : 100 ng/mL Flt3L, 100 ng/mL SCF, 50 ng/mL IL3, 50 ng/mL IL6, 

20 ng/mL BMP4 et 10 ng/mL TPO.  

Purification des cellules (progéniteurs CD34
+
 ou cellules humaines) par tri magnétique 

Le tri des cellules CD34+ (billes anti-CD34) (Brault et al., 2014) ou cellules humaines (billes anti-

cellules murines) est réalisé selon les recommandations du fabricant (Miltenyi Biotec). La pureté de la 

fraction positive CD34+ ou négative humaine est ensuite analysée par cytométrie en flux. 

Test des Colony-forming cells (CFC) 

Pour analyser leur potentiel hématopoïétique, les cellules sont reprises dans 150 µL de milieu IMDM 

2 % SVF et transférées dans 1,5 mL de StemMACS HSC-CFU media avec 3U/mL EPO (130-091-280) ou 

sans EPO (130-091-277) (Miltenyi Biotec). Le nombre de cellules mises en culture est fonction de leur 

pureté en cellules CD34+ : 1.105 cellules/1,5 mL lorsqu’elles sont non triées ou 5.104 cellules/1,5 mL 

lorsqu’il s’agit de cellules purifiées CD34+. Le nombre de CFU (Colony-Forming Unit) est compté après 

14-21 jours d’incubation et rapporté pour 106 cellules. L’identification des colonies est réalisée sur 

des critères morphologiques (Brault et al., 2014). 
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Transplantation dans les souris immunodéficientes 

Deux types de souris immunodéficientes ont été utilisées pour les essais de transplantation : des 

souris NOG (transplantations 1, 2 et 3) et des souris NSG (transplantation 4). Le conditionnement des 

souris NOG est réalisé 48h et 24h avant la transplantation par traitement avec du Busulfan à une 

dose totale de 25 mg/kg pour les femelles et 15 mg/kg pour les mâles, et celui des souris NSG par 

irradiation X avec une dose de 1,5 Gy. Lors de la transplantation, les souris sont anesthésiées soit par 

inhalation d’isoflurane à 3-4 % dans une chambre d’induction soit par injection intrapéritonéale d’un 

mélange de kétamine (50mg/kg) et de xylazine (5mg/kg). Trois voies d’administration ont été testées 

et pour chacune d’elle le volume maximal injecté est indiqué : injection intraveineuse dans la veine 

de la queue (200 µL), injection rétro-orbitale (200 µL) et injection intra-tibiale (40 µL). Les souris sont 

placées dans un environnement approprié, isolateur stérile (souris NSG) ou cages individuelles 

ventilées (souris NOD/SCID et NOG), et surveillées régulièrement durant toute la durée de 

l’expérience. Puis la prise de greffe est analysée comme décrit ci-après et les souris sacrifiées à 4 

mois ou plus tard selon l’essai de transplantation. 

Analyse de la prise de greffe 

Le sang périphérique est prélevé par prélèvement rétro-orbital ou la moelle osseuse par prélèvement 

intra-tibial lors de l’évaluation de la prise de greffe jusqu’à 4 mois. Puis, lors du sacrifice, le sang 

périphérique, la rate et les fémurs des souris transplantées sont prélevés et analysés par cytométrie 

en flux et/ou coloration May-Grünwald-Giemsa (MGG). 

Cytométrie en flux 

Les cellules à analyser sont lavées en tampon FACS (PBS + 2 % SVF + EDTA 2 mM + azide de sodium 

0,05 % (p/v, NaN3)) puis incubées avec les anticorps couplés suivants dilués au 1/20ème pendant 

30 min à température ambiante : Lin-FITC (association des marqueurs CD14, CD3, CD20 et CD56 tous 

couplés au FITC), CD31-PE, CD34-VioBlue, CD38-PE, CD43-FITC, hCD45-APC, CXCR4-PE-Cy7 et CD133-

FITC VioBright pour l’analyse du phénotype hématopoïétique ; DAPI, hCD45-VioGreen, et mCD45-

PerCP-Vio700 pour l’analyse de la prise de greffe après transplantation. Tous les anticorps 

proviennent de Miltenyi Biotec. En parallèle, des cellules incubées avec des isotypes contrôles 

permettent d’établir le seuil de marquage positif. L’analyse est réalisée avec un cytomètre en flux 

FACS Canto II (BD Biosciences) par acquisition d’au moins 10000 évènements pour chaque marquage. 

Les logiciels Diva et FlowJo ont été utilisés pour le traitement des données. 
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Discussion/perspectives 

Les modèles murins modélisant des pathologies génétiques, quand ils existent, sont très 

utiles pour étudier la physiopathologie d’une maladie ou développer de nouvelles thérapies par 

exemple. Cependant toutes les maladies ne possèdent pas de modèles animaux. Si on considère 

l’exemple de la CGD notamment, il n’existe pas de modèle animal pour les formes CGDAR67 et 

CGDAR40. Actuellement, les souris possédant un système immunitaire humanisé se présentent 

comme des outils de choix pour mieux modéliser les pathologies humaines touchant les cellules de 

l’immunité. Cependant, cette technologie est encore peu développée pour cette application alors 

que les souris humanisées seraient un atout inestimable. 

 Si la technologie des cellules iPS a largement démontré son efficacité pour le développement 

de modèles cellulaires physiopathologiques, elle est pour l’instant peu efficace pour permettre la 

génération de souris HIS modèle de maladies (cf Chapitre II.4.3). Notre objectif a donc été donc de 

produire, à partir de cellules iPS, des cellules CD34+ capables de générer des souris HIS.  

Actuellement les souris humanisées sont produites principalement à partir de CSH issues de 

sang de cordon, de moelle osseuse ou de cellules CD34+ du sang périphérique après mobilisation par 

du G-CSF. En clinique, les CSH capables de reconstitution hématopoïétique à long terme sont 

présentes dans la population CD34+. Mais depuis plus de 40 ans les chercheurs s’attachent à définir 

plus précisément les CSH selon leur morphologie, les marqueurs de surface, leurs caractéristiques 

biochimiques… La plus grande probabilité de trouver des CSH capables de prise de greffe et de 

reconstitution hématopoïétique se trouverait plus précisément dans le compartiment des cellules 

Lin-CD34+CD38-CD45RA-CD90+HLA-DR-, mais d’autres marqueurs additionnels peuvent s’ajouter pour 

caractériser ces cellules puisque les CSH seraient également CXCR4+, CD117+, CD133+… A partir des 

cellules ES et iPS, le moment exact de la production de telles cellules est inconnu et, comme nous 

avons pu le voir, cela est dépendant de facteurs comme la technique employée, les conditions de 

culture, les cellules elles-mêmes..., de nombreux paramètres qui sont à prendre en compte pour 

atteindre notre objectif. 

Au cours de ce travail, nous avons pu montrer la production de cellules CD34+ in vitro grâce à des 

approches de formation de tératomes, d’EBs ou de cocultures. Mais même si nous avons pu obtenir 

une différenciation hématopoïétique dans les tératomes iPS/OP9, nous avons jugé cette approche 

trop contraignante et surtout peu éthique. Les cellules CD34+ produites en systèmes EBs ou coculture 

possédent un potentiel hématopoïétique in vitro mais pas de capacité de prise de greffe après 

transplantation in vivo dans des souris immunodéficientes dans nos conditions d’étude. Pour 

l’instant, nous ne pouvons donc pas conclure sur le choix de l’une ou l’autre de ces approches et 
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nous continuerons donc de les étudier toutes les deux. Deux hypothèses se présentent pour 

expliquer ces échecs : soit nous n’avons jamais réussi à produire des « CSH avec un potentiel 

transplantable », soit nous en avons produit mais les conditions de transplantation choisies n’étaient 

pas optimales pour permettre la prise de greffe de ces cellules. Sur ce dernier point, l’analyse de la 

dernière expérience de transplantation est actuellement en cours et les premiers résultats obtenus 

semblent indiquer que la voie intra-tibiale est idéale pour ces cellules différenciées à partir de hPSCs. 

Nous ne sommes en effet pas en présence de cellules CD34+ « physiologiques » qui, elles, présentent 

une très bonne prise de greffe après injection intraveineuse. Il est donc nécessaire de s’adapter aux 

contraintes de la technologie des cellules iPS. La voie intra-fémorale/intra-tibiale est la voie 

d’injection choisie par 4 équipes sur 5 ayant publié des résultats encourageants à partir de cellules 

iPS humaines au cours des 3 dernières années. Le peu d’articles publiés à ce sujet est d’ailleurs assez 

révélateur de la difficulté de cet objectif alors qu’il s’agit d’un enjeu majeur en médecine. 

Les trois premiers essais de transplantation n’ont pas été concluants et nous en avons tiré les 

conclusions suivantes : en plus de modifier la voie d’injection, il nous faut mieux définir le phénotype 

des cellules hématopoïétiques avant de les transplanter et surtout évaluer leur potentiel 

hématopoïétique in vitro à l’aide d’un autre test, le test des LTC-IC.  

Le sang de cordon serait plus riche en CSH possédant une activité SRC (Scid-repopulating cell), et 

notamment en cellules CD34+CD38- que la moelle osseuse adulte. Si on s’arrête à cette définition, la 

population CD34+ que nous produisons est également CD38- et devrait donc contenir, avec une 

probabilité impossible à déterminer, au moins 1 SRC. L’association d’autres marqueurs est donc 

nécessaire. Une difficulté supplémentaire est que les deux seules équipes ayant réussi à produire des 

cellules capables de reconstitution multi-lignée les ont définies uniquement comme des cellules 

CD34+CD45+, ce qui ne facilite pas la reproduction de leur travail (Amabile et al., 2013; Suzuki et al., 

2013). C’est pourquoi, en utilisant l’association des marqueurs CD34, CD38, CD45, CXCR4 et CD133, 

nous pensions arriver à analyser et interpréter le phénotype des cellules produites (Wang et al., 

2005c). Mais l’interprétation des deux derniers marqueurs, CXCR4 et CD133 s’avère finalement 

difficile. Dans la littérature, le potentiel de homing des CSH est associé à l’expression du marqueur 

CXCR4. Or, à présent que nous injectons les cellules CD34+ directement dans la moelle osseuse, 

l’analyse de son expression ne serait plus indispensable. Concernant le marqueur CD133, les cellules 

CD34+ produites avec nos protocoles de différenciation sont majoritairement CD133-. Vodyanik et al. 

avaient précédemment remarqué que seules 12 % des cellules CD34+ issues des hESCs exprimaient le 

marqueur CD133 après 8 jours de différenciation sur cellules OP9, ce qui est cohérent avec les 

résultats que nous obtenons (Vodyanik et al., 2005). Le marqueur CD133 est en réalité un marqueur 

des cellules souches de façon générale et il est par exemple exprimé par les neuroprogéniteurs (Peh 

et al., 2009) et les cellules ES humaines (Chadwick et al., 2003; Zambidis et al., 2005). La présence 
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d’une population CD34-CD133+ pourrait donc indiquer soit la présence de cellules iPS résiduelles, soit 

la différenciation de cellules souches non hématopoïétiques, soit représenter un stade immature 

pouvant donner naissance à des cellules CD34+CD133+ (Handgretinger and Kuçi, 2013). Les cellules 

iPS indifférenciées sont CD34-CD45- mais nous n’avons pas examiné l’expression du marqueur CD133 

dans ces cellules, cela sera donc à vérifier.  

Ainsi, parmi les améliorations à apporter à ce projet, les deux principales seraient les suivantes : 

1) Amélioration de l’analyse du phénotype : de nouveaux marqueurs phénotypiques seront ajoutés 

tels que CD90, CD45RA, HLA-DR, CD117 et KDR (VEGFR2) puisque leur absence ou au contraire leur 

expression selon le marqueur signerait la présence de cellules possédant un phénotype similaire à 

celui des CSH. 

2) Amélioration de l’analyse du potentiel hématopoïétique : nous avons systématiquement analysé le 

potentiel des cellules hématopoïétiques produites par le test des CFC et nous produisons des cellules 

CD34+ possédant un potentiel hématopoïétique in vitro. Cependant, ce test ne détecte que des 

progéniteurs déjà engagés dans une voie de différenciation et est donc inapproprié pour détecter 

des CSH (Coulombel, 2004). Néanmoins, la présence de progéniteurs est un bon signe puisqu’elle 

implique la présence d’une cellule plus immature dans les jours précédant le développement de ces 

progéniteurs. Nous avons donc récemment mis en place au laboratoire le test des LTC-IC afin 

d’identifier des progéniteurs immatures actuellement non détectés par le test des CFC. La mise en 

œuvre systématique de ce test pour étudier le potentiel des cellules produites nous permettra de 

mieux déterminer la fenêtre d’apparition de CSPH immatures potentiellement capables de prise de 

greffe. Il est par contre important de prendre en compte que les tests fonctionnels in vitro ne 

représentent pas toujours le potentiel hématopoïétique in vivo. 

En conclusion, les résultats présentés dans ce travail sont encourageants puisque nous 

montrons la production de cellules CD34+ avec un potentiel hématopoïétique in vitro (et in vivo à 

confirmer), mais certains paramètres restent encore à améliorer. La maîtrise de la cinétique de 

différenciation hématopoïétique est essentielle pour déterminer le stade d’apparition de « cellules 

souches hématopoïétiques » et c’est le point sur lequel nous allons à présent travailler activement. 

D’autres études pourraient s’avérer intéressantes également pour atteindre cet objectif. Par 

exemple, le niveau d’expression des FRO dans les cellules hématopoïétiques serait un bon indicateur 

de leur capacité de repopulation à long terme (LT-HSC) ou à court terme (ST-HSC). Il a notamment 

été montré que ce phénotype ne serait pas figé et ainsi, à partir de ST-HSC, il serait possible de les 

faire retourner à un état de LT-HSC en modifiant le niveau de FRO dans ces cellules (Ludin et al., 

2014). De même, en plus de l’étude de l’expression des marqueurs de surface et du potentiel 

hématopoïétique, la majorité des articles publiés ont également analysé la cinétique d’expression 
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des gènes impliqués dans l’induction mésodermale (gènes BRACHYURY, MIXL1…) ou dans la 

régulation de l’hématopoïèse. GATA-1, GATA-2, SCL/TAL1, RUNX1/AML, HOXB4, PU.1 et C/EBPα par 

exemple sont des facteurs de transcription majeurs jouant un rôle essentiel dans le développement 

hématopoïétique en régulant de nombreux gènes impliqués dans la différenciation (Liu et al., 2015). 

La cinétique d’expression de ces gènes au cours de la différenciation hématopoïétique diffère selon 

le système de différenciation mis en œuvre (coculture ou EBs), les modifications génétiques 

éventuelles des cellules souches ou l’utilisation de cytokines. Il serait donc très utile de compléter les 

analyses phénotypique et fonctionnelle par le suivi de l’expression des différents gènes impliqués 

dans la différenciation hématopoïétique. 

L’enjeu de ce travail dépasse en réalité celui de la production de modèles murins humanisés 

pour modéliser la CGD et pourrait être étendu à l’Homme. Plus de 4000 greffes de CSH sont réalisées 

chaque année en France et la majorité des patients sont traités pour des hémopathies malignes 

(lymphome, myélome, leucémie) (données de l’Agence de Biomédecine). Plus de 60 % de ces greffes 

sont réalisées à partir de donneurs non apparentés (incluant le sang de cordon) et 40 % de donneurs 

apparentés. Mais il reste encore une proportion non négligeable de patients pour lesquels il n’existe 

aucun donneur compatible. Ainsi, produire des CSH autologues à partir des cellules iPS permettrait 

de pallier au manque de donneurs HLA compatibles et offrirait une alternative aux patients souffrant 

de maladies hématopoïétiques. 
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Les deux objectifs principaux de ce travail de thèse étaient de créer de nouveaux modèles 

cellulaires pertinents de différentes formes génétiques de CGD et de développer à partir de ces 

modèles, une nouvelle approche thérapeutique basée sur l’utilisation de protéoliposomes.  

Grâce à l’utilisation de cellules souches iPS issues de la reprogrammation de fibroblastes de patients 

CGDX, CGDAR22 et CGDAR47, nous avons produit in vitro, par différenciation hématopoïétique, des 

neutrophiles et macrophages matures mimant ces 3 formes génétiques. Les cellules phagocytaires 

obtenues sont morphologiquement identiques aux cellules normales et possèdent les 

caractéristiques des cellules matures comme la présence des granules primaires (MPO), secondaires 

(lactoferrine) et tertiaires (gélatinase) pour les neutrophiles et l’expression de marqueurs de surface 

spécifiques pour les macrophages. Ceux-ci sont également fonctionnels pour les fonctions de 

phagocytose (S. aureus et ZOPS) et de relargage de cytokines. Nous avons confirmé que les 

neutrophiles et macrophages issus de cellules iPS CGD sont incapables de produire des FRO après 

stimulation par du PMA ou du ZOPS. Ils reproduisent donc bien in vitro le phénotype déficient des 

patients CGD. Ces nouveaux modèles cellulaires peuvent être produits en quantité quasi illimitée et à 

la demande. Grâce à la mise en place de cette technique efficace de différenciation 

hématopoïétique, nous pourrions modéliser des neutrophiles et macrophages porteurs d’autres 

mutations ou pour d’autres formes génétiques de CGD. Ces mises au point pourront également être 

adaptées à la modélisation physiopathologique d’autres maladies touchant le système 

hématopoïétique, et notamment les cellules phagocytaires. 

Nous nous sommes ensuite intéressés au développement d’une nouvelle approche de thérapie 

protéique à l’aide de ces modèles cellulaires, et plus particulièrement des macrophages mimant la 

forme CGD liée à l’X. En effet, il s’agit de la forme majoritaire de CGD (70 % des patients) et est 

caractérisée par l’absence du cytb558 membranaire (formé des sous-unités NOX2 et p22phox). Le choix 

de l’approche de thérapie à l’aide de protéoliposomes s’est imposé d’une part car les liposomes sont 

actuellement des vecteurs de choix pour la délivrance de protéines membranaires, et d’autre part  

car la start-up Synthelis SAS, issue de notre équipe, possède l’expertise de la production de 

protéoliposomes thérapeutiques. A l’aide d’un système acellulaire optimisé basé sur des extraits d’E. 

coli, ils ont produit des liposomes contenant un complexe membranaire NOX2/p22phox fonctionnel 

intégrant les deux hèmes au niveau de NOX2. Nous avons tout d’abord démontré que ces 

protéoliposomes contenant le cytb558 recombinant sont capables de reconstituer, in vitro dans un 

système acellulaire reconstitué, un complexe NADPH oxydase capable de former des FRO réduisant 

le cytochrome c. De plus, ces protéoliposomes sont capables de délivrer le cytb558 in vivo dans des 

macrophages CGDX, restaurant ainsi l’activité NADPH oxydase de ces cellules. Bien que certaines 

caractérisations de ces protéoliposomes manquent encore, nous avons fait au cours de ce travail la 
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preuve de concept de l’efficacité de cette nouvelle thérapie. Lorsque celle-ci sera complètement 

validée in vitro, des essais pré-cliniques sur des souris KO CGDX seront mis en place afin d’analyser 

leur efficacité in vivo.  

Cette « enzymothérapie substitutive liposomale » permettrait d’apporter une alternative 

thérapeutique pour le traitement des infections pulmonaires réfractaires aux antibiotiques et 

antifongiques actuels. Une utilisation prophylactique pourrait également être envisagée afin de 

remplacer la chimioprophylaxie journalière responsable d’effets secondaires non négligeables. 

De plus, d’autres maladies résultant de l’absence de protéines membranaires pourraient bénéficier 

de cette nouvelle approche thérapeutique. 

L’objectif secondaire de cette thèse était d’initier un travail sur la génération de nouveaux 

modèles murins « humanisés » pour les différentes formes génétiques de CGD.  

Pour réaliser cela, différents protocoles de différenciation hématopoïétiques ont été testés sur des 

cellules iPS saines contrôles dans un premier temps. Ainsi, grâce à la formation de tératomes ou de 

corps embryoïdes, ou encore par des systèmes de cocultures, nous avons obtenu des cellules 

hématopoïétiques CD34+. Le phénotype de ces cellules CD34+ s’est révélé très variable selon le 

protocole utilisé et la durée de culture. Dans la majorité des techniques de différenciation, les 

cellules CD34+ produites possèdent un potentiel hématopoïétique in vitro (test des CFC). Pourtant, 

elles ne sont pas capables de prise de greffe et de reconstitution hématopoïétique in vivo après 

transplantation par voie intra-veineuse dans des souris immunodéficientes de type NOG ou NSG. 

Notre dernier essai de transplantation utilisant la voie intra-tibiale a cependant montré des résultats 

encourageants qui seront à confirmer. Bien que de nombreuses pistes soient encore à explorer, ces 

essais préliminaires nous ont permis d’améliorer notre maîtrise de la différenciation 

hématopoïétique afin d’envisager prochainement la production de cellules hématopoïétiques 

capables de prise de greffe. 

A moyen terme, le développement de souris humanisées contrôle puis CGD permettra de disposer 

de modèles animaux plus proches de l’Homme pour les essais pré-cliniques de nouvelles thérapies, 

et notamment pour le développement de la thérapie protéique grâce aux protéoliposomes.  

A plus long terme, des modèles animaux humanisés pourraient être produits pour d’autres maladies 

touchant le système hématopoïétique et pour lesquelles il n’existe pas de modèles actuellement.
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Chronic Granulomatous Disease (CGD) is a rare inherited pathology of the innate immune 
system that affects the phagocytic cells (neutrophils, macrophages). This disease is caused by 
mutations in the subunits of the NADPH oxidase complex composed of the membrane cytochrome 
b558 (NOX2 associated with p22phox) and the cytosolic components (p47phox, p67phox et p40phox). 
Dysfunction in this enzymatic complex leads to the absence of microbicidal reactive oxygen species 
(ROS) and therefore to the development of recurrent and life-threatening infections in early 
childhood. Life-long prophylaxis is used to protect these patients but it may be responsible for side 
effects. Bone marrow transplantation is the only curative treatment but it can not be proposed to all 
the patients. In addition, gene therapy is not possible up to now. So there is a real lack of new 
therapies for this disease. However, to develop new therapeutic approaches, relevant 
physiopathological models must be available. Actually, existing models are imperfect or missing. 
Thus, the goal of our work is to produce cellular and animal models of CGD to develop a new 

proteoliposome-based therapy. 

 Induced pluripotent stem cells (iPSCs) are a powerful tool for physiopathologic modeling due 
to their pluripotency and self-renewal properties. Using CGD patient-specific iPSCs regrogrammed 
from fibroblasts, we developped an efficient protocol for in vitro hematopoietic differentiation into 
neutrophils and macrophages. We showed that the phagocytic cells produced are mature and 
reproduce the ROS-deficient phenotype found in CGD patients. Thus, we obtained relevant cellular 
models for three genetic forms of CGD: X-linked CGD and the two autosomal recessive forms 
AR22CGD and AR47CGD. 
Then, we demonstrated the proof-of-concept of the efficacy of therapeutic proteoliposomes on X-
CGD iPS-derived macrophages. Indeed, X-CGD is the main form of the disease (70% of cases) and is 
caused by the absence of the membrane cytochrome b558 (NOX2/p22phox). Thanks to a collaboration 
with the start-up Synthelis SAS, liposomes integrating the cytochrome b558 into lipid bilayers were 
produced in an E. coli-based cell-free protein expression system. These NOX2/p22phox liposomes were 
able to reconstitute a functional NADPH oxidase enzyme in vitro and to deliver the cytochrome b558 
at the plasma membrane of X-CGD macrophages, leading to restore the NADPH oxidase activity with 
a ROS production. 
Finally, we proposed to generate « humanized » mice models with a human immune system after 
transplantation of CD34+ hematopoietic stem cells able to engraft and reconstitute long-term 
hematopoiesis in immunodeficient mice. Using healthy iPSCs, we successfuly produced CD34+ 
hematopoietic cells with in vitro hematopoietic potential. However, no in vivo engraftment was really 
confirmed yet. 

 In conclusion, during this project, we produced cellular models of three genetic forms of CGD 
using patient-specific iPSCs. Then, X-CGD macrophages were used to demonstrate in vitro the 
efficacy of a new therapy. This « liposomal replacement enzymotherapy » could, in the future, 
represents a curative alternative against life-threatening lung infections refractory to conventional 
antibiotic and antifungal therapy. 

 

Keywords: Chronic Granulomatous Disease – induced pluripotent stem cells – physiopathologic 

modelisation – proteoliposomes – « humanized » mouse 

 

 

 

 



 

 
 

La Granulomatose Septique Chronique (CGD) est une maladie génétique rare de 
l’immunodéficience innée affectant les cellules phagocytaires (neutrophiles, macrophages). Elle est 
causée par des mutations dans les sous-unités du complexe NADPH oxydase formé du cytochrome 
b558 membranaire (NOX2 associé à p22phox) et de facteurs cytosoliques (p47phox, p67phox et p40phox). La 
déficience de ce complexe enzymatique va conduire à l’absence de formation de formes réactives de 
l’oxygène (FRO) microbicides et donc à l’apparition d’infections graves et récurrentes très tôt dans 
l’enfance. La chimioprophylaxie à vie permet de protéger ces patients mais peut être responsable 
d’effets indésirables. La seule thérapie curative est la transplantation de moelle osseuse mais tous les 
patients ne peuvent en bénéficier, et la thérapie génique n’est pas encore envisageable. Il y a donc 
un manque réel de nouvelles thérapies pour cette maladie. Cependant pour développer de nouveaux 
traitements, il faut disposer de modèles physiopathologiques pertinents. Or, les modèles existants 
sont imparfaits ou manquants. Le but de notre travail est donc de produire des modèles cellulaires 

et animaux de la CGD pour  développer dans un second temps, une nouvelle approche 

thérapeutique basée sur l’utilisation de protéoliposomes. 

 Grâce à leurs propriétés de pluripotence et d’auto-renouvellement à l’infini, les cellules 
souches pluripotentes induites (iPS) sont un outil puissant pour la modélisation physiopathologique. 
Ainsi, à partir de fibroblastes de patients atteints de CGD reprogrammés en cellules iPS, nous avons 
mis au point un protocole efficace de différenciation hématopoïétique in vitro en neutrophiles et 
macrophages. Nous avons montré que ces cellules phagocytaires sont matures et reproduisent 
parfaitement le phénotype déficient en FRO des patients CGD. Nous avons donc obtenu des modèles 
cellulaires pertinent modélisant trois formes génétiques de CGD, la CGD liée à l’X et deux formes 
autosomiques récessives, CGDAR22 et CGDAR47. 
Nous avons ensuite réalisé la preuve du concept de l’efficacité de protéoliposomes thérapeutiques 
sur les macrophages modélisés de la forme CGDX, la forme génétique la plus fréquente (70 % des 
cas) due à l’absence du cytochrome b558 membranaire (NOX2/p22phox). Grâce à une collaboration 
avec la start-up Synthelis SAS, des liposomes contenant le cytochrome b558 au niveau de la 
membrane lipidique ont été produits dans un système d’expression acellulaire basé sur l’utilisation 
d’extraits d’Escherichia coli. Ces liposomes NOX2/p22phox sont capables de reconstituer une enzyme 
NADPH oxydase fonctionnelle in vitro et de délivrer le cytochrome b558 à la membrane des 
macrophages CGDX qui présentent alors une restauration de l’activité NADPH oxydase avec la 
production de FRO. 
Enfin, notre objectif secondaire était de générer des souris dites « humanisées » par transplantation 
de cellules souches hématopoïétiques CD34+ capables de prise de greffe et de reconstitution 
hématopoïétique dans des souris immunodéficientes. A partir de cellules iPS saines, nous avons 
réussi à produire des cellules hématopoïétiques CD34+ possédant un potentiel hématopoïétique in 

vitro. Cependant, malgré des résultats encourageants, aucune prise de greffe in vivo n’a pu être 
réellement confirmée à ce jour. 

Pour conclure, nous avons donc montré au cours de ce projet, la production de modèles 
cellulaires de trois formes génétiques de CGD à partir de cellules iPS. Puis le modèle de macrophages 
CGDX nous a permis de faire la preuve de l’efficacité d’une nouvelle thérapie in vitro, une 
« enzymothérapie subsitutive liposomale », qui pourrait à terme, offrir une alternative thérapeutique 
pour le traitement des infections aigües pulmonaires des patients CGD réfractaires aux traitements 
antibiotiques et antifongiques conventionnels. 
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