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Introduction

Aujourd’hui, 285 millions de personnes présentent une déficience visuelle a travers le monde,
d’apres 1’Organisation Mondiale de la Santé, et prés de 39 millions d’entre eux sont atteints
de cécité (OMS, Aot 2014). En France, on recense 1 personne aveugle sur 1000 (Enquéte
JHandicaps-Incapacités-Dépendance 98-99, 2005).

La cécité ou malvoyance est une forme de handicap sévere. La perte, méme partielle, de la
vision engendre une perte importante d’autonomie de la personne.

Pour comprendre les différentes pathologies et les mécanismes physiopathologiques
impliqués dans les pathologies humaines qui ménent a la cécité, il est avant tout nécessaire de
bien comprendre le développement et le fonctionnement de I’ceil sain, pour ensuite mesurer
I’impact que peut avoir une mutation sur le systeéme visuel.

Mon travail durant ces quatre années a été centré sur les rétinopathies pigmentaires (RPs) qui

touchent 3 millions de personnes a travers le monde (Daiger et al., 2013).

I. La rétine : un tissu neural accompagné d’un épithélium

I.1. L’organisation générale de I’ceil humain

L’ceil est un organe complexe formé d’une succession de tissus trés différents par leur
morphologie mais aussi par leur fonction (Figure 1). Son role est de capter 1’information
lumineuse, de mettre au point et de réguler la quantité¢ de lumicre, pour la convertir en signal
¢lectrophysiologique au niveau de la rétine afin de I’envoyer vers les aires intégratives
supérieures. La lumicre pénétre par le segment antérieur de 1’ceil délimité en amont par une
premicre lentille, la cornée. La cornée filtre les rayons ultra-violets et forme une barricre
entre I’environnement extérieur et I’intérieur de I’ceil. Elle a pour réle de focaliser la lumicre
sur le cristallin.

Le cristallin est un tissu épithélial qui correspond a la seconde lentille, responsable de la
projection fine de 1’image sur la rétine. La courbure variable de ces surfaces réfractives
permet la mise au point en fonction de 1’¢loignement de I’objet.

Entre ces deux structures avasculaires, la lumicre traverse I’humeur aqueuse. Ce liquide

transparent participe au métabolisme du globe oculaire par ses apports en ¢léments nutritifs et
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Figure 1: Structure de I'eil humain.

Adaptée de Wright et al., 2010.
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permet 1’¢élimination des déchets. L humeur aqueuse joue un réle de régulateur de la pression
intraoculaire, permettant de maintenir une partie de la rigidité du globe oculaire.

Le cristallin est bordé par une structure musculaire pigmentée, P’iris, qui donne sa couleur a
I’ceil. L’iris présente une perforation en son centre : la pupille, un diaphragme régulant la
quantité de lumiére qui pénétre dans 1’ceil.

Le segment postérieur commence en arriére du cristallin avec I’humeur vitrée (ou corps
vitré), qui occupe environ 80% de la cavité entre le cristallin et la rétine. L’humeur vitrée est
un gel transparent composé a 99% de fibres de collagene et d’eau. La pression constante qu’il
exerce sur le globe permet absorber les chocs éventuels et de maintenir 1’ensemble des

structures de 1’ceil.

Le globe oculaire est tapissé de 3 tuniques séparées par des membranes. La tunique la plus
interne, la rétine, est composée d’un épithélium pigmentaire, qui empéche la diffusion de la
lumiére dans I’ceil, et d’une neuro-rétine responsable de la transformation et du traitement de
I’information lumineuse en information électrique envoyée vers les aires visuelles.

La choroide, plus externe, est en continuité avec ’iris et le corps ciliaire. C’est une tunique
hyper-vascularisée qui assure un apport constant en nutriments a la partie externe de la rétine.
Sa composition riche en mélanocytes lui confére une coloration brune qui permet de limiter
les réflexions indésirables.

La tunique la plus externe, la sclére, est en continuité directe avec la cornée. C’est une

membrane conjonctive blanche compacte et tres résistante qui protége 1’ensemble de I'ceil.

1.2. L’anatomie de la rétine neurale

La rétine est composée de deux parties distinctes : la rétine neurale, qui contient six types de
neurones principaux et un type de cellule gliale, et I’épithélium pigmentaire rétinien (EPR)

compos¢ d’une monocouche de cellules épithéliales pigmentées (figure 2).

1.2.1. Une structure laminaire

Les cellules de la rétine respectent une organisation laminaire avec une succession de trois
couches cellulaires séparées par des couches plexiformes, sieges des connexions synaptiques.
La couche la plus interne au globe est celle des cellules ganglionnaires. Elle contient les corps

cellulaires et axones des cellules ganglionnaires, les corps cellulaires des cellules amacrines
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Figure 2 : Structure de la rétine humaine.

Adaptée de Wright et al., 2010.
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déplacées et, chez certaines espéces, les astrocytes. Les prolongements des cellules
ganglionnaires se rejoignent au niveau de la papille pour former le nerf optique. Par
I’intermédiaire de ce nerf optique, les cellules ganglionnaires transmettent au cerveau le signal
¢lectrique, issu des cellules bipolaires et des cellules amacrines. Les connexions entre ces
deux types cellulaires sont des synapses situées au sein de la couche plexiforme interne (CPI)

(Matsuoka et al., 2011).

La seconde couche nucléaire appelée couche nucléaire interne (CNI) est formée
principalement par les corps cellulaires de cellules bipolaires, horizontales, amacrines et des
cellules gliales de Miiller.

Les cellules bipolaires transmettent le signal électrique des photorécepteurs aux cellules
ganglionnaires. Plusieurs sous-types de cellules bipolaires ont été recensés en fonction de leur
morphologie et de leur fonctionnalité (connexion avec les photorécepteurs de type batonnet
ou cone) : les cellules bipolaires a batonnets et une dizaine de sous-types de cellules bipolaires
a cones, de type ON ou OFF en fonction de leur réponse (dépolarisation versus
hyperpolarisation) (Wiéssle, 2004).

Les cellules amacrines majoritairement situées dans la zone proximale de la CNI forment des
synapses au niveau de la CPI avec les cellules bipolaires, avec les cellules ganglionnaires et
aussi entre elles, afin de moduler la transmission du signal ¢électrique (Kolb, 1997; Kolb et al.,
2002). 11 existe plus de 40 types de cellules amacrines déterminés en fonction de leur
localisation au sein de la couche de la CNI, de leur morphologie et du type de
neurotransmetteurs qu’elles secretent (GABA et glycine principalement).

Les cellules horizontales sont des cellules arborescentes qui ont pour role de moduler le
signal électrique entre les photorécepteurs et les cellules bipolaires. Au niveau de la couche
plexiforme externe (CPE), deux types majeurs de cellules horizontales ont été¢ décrits suivant
le type de connexion établie avec les photorécepteurs. Les cellules horizontales de type H1
présentent des connexions avec les batonnets et les cones, alors que les cellules de type H2
sont connectées uniquement aux photorécepteurs de type cone (Cueva et al., 2002; Jellali et
al., 2002).

Les cellules gliales de Miiller qui ont leur noyau dans la CNI, émettent des prolongements
jusqu’au corps vitré (membrane limitante interne) et jusqu’aux segments internes des
photorécepteurs pour former la membrane limitante externe. Par ailleurs, leurs prolongements

entourent les vaisseaux sanguins participant ainsi a la formation de la barriere hémato-
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rétinienne et a I’apport énergétique dans 1’ensemble de la rétine ((Newman and Reichenbach,
1996). Les deux couches les plus distales sont composées des photorécepteurs de type cone
et batonnet. La couche nucléaire externe (CNE) contient les corps cellulaires et la couche la
plus externe apposée a 1’épithelium pigmentaire rétinien (EPR) est formée par les segments

externes des photorécepteurs.

1.2.2. Les photorécepteurs

Les photorécepteurs sont des cellules neurosensorielles dont la fonction principale est de
capter les photons pour transformer le signal lumineux en un signal électrique : c’est la
phototransduction (c¢f. 1.2.2.2). On distingue deux types de photorécepteurs : les cones et les
batonnets (Figure 3), dont les noms font référence a la structure de leur segment externe (SE).
Ils différent par leur fonction : les batonnets, majoritaires, sont responsables de la vision
nocturne, ou scotopique, alors que les cones, moins nombreux, sont responsables de la vision
photopique et chromatique (cf- 1.2.2.).

L’organisation cellulaire des photorécepteurs reste commune aux deux types et peut étre
décomposée en quatre régions :

- la terminaison synaptique qui permet la transmission du signal é€lectrique aux cellules
bipolaires au niveau de la CPE.

- le corps cellulaire contenant le noyau au sein de la CNE.

- le segment interne qui possede toute la machinerie cellulaire (réticulum endoplasmique
(RE), appareil de Golgi, péroxysomes ...) des ribosomes et de nombreuses mitochondries.

- le segment externe, rattaché au segment interne par un cil connecteur, contient les disques ou
replis membranaires, dans lesquels sont imbriqués les pigments visuels initiateurs de la

phototransduction (Young, 1976 ; Moustafi et al., 2009).

1.2.2.1. Les batonnets et les cones

Les segments externes des batonnets contiennent un pigment visuel spécifique, la
RHODOPSINE, ayant une forte sensibilité a la lumiére. Il est constitué d'une partie protéique,
appelée OPSINE, et d’un chromophore, le 11 cis-rétinal, une molécule photosensible dérivée
de la vitamine A. Ces pigments sont capables de réagir a un photon unique et sont saturés en
lumiere photopique, permettant donc la vision nocturne. Leur longueur d’onde d’absorbance

maximale est située a 498 nm.
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Les segments externes des cones sont coniques et beaucoup plus courts que ceux des
batonnets. Les pigments visuels présents dans ces segments correspondent a plusieurs types
d'OPSINES. L'Homme et certains grands singes sont trichromates et possédent trois types de
cones différents classés selon leur sensibilité aux différentes longueurs d'ondes : L (long), M
(medium) et S (short). Les cones de type L sont sensibles au rouge, ceux de type M au vert et
ceux de type S au bleu, avec des absorbances maximales respectives a 565, 535 et 420 nm.
Les autres mammiféres sont dichromates. Ainsi, chez les rongeurs, la rétine est composée de
cones de type S (OPSINE bleue) et de cones M, dits également L/M, car I' OPSINE qu'ils
possédent est sensible a la fois au rouge et au vert. Les rétines de ces animaux présentent une
distribution asymétrique des cones de types S et L/M, selon I’axe dorso-ventral (Bowmaker et

Dartnall, 1980 ; Hofer et al., 2005).

La densité relative des batonnets par rapport aux cones traduit le mode de vie diurne et/ou
nocturne des différentes especes animales, les rétines des animaux vivant majoritairement le
jour étant moins riches en batonnets que celles des animaux actifs principalement la nuit (60%
pour les oiseaux contre 96% pour les rongeurs). L’Homme et les autres primates sont une
exception a cette régle puisque leur rétine est composée a 85% de batonnets, bien qu’ils aient
une activité majoritairement diurne. Cette particularité est liée a la présence de la macula,
située dans la partie centrale de la rétine, ou la lumiere se focalise grace aux lentilles (pupille,
et cornée). Dans cette région, dépourvue de vaisseaux sanguins, I’absence de la couche des
cellules ganglionnaires et de la CNI permet au signal lumineux d’atteindre directement les
photorécepteurs. La macula de forme circulaire d’environ 5,5 mm de diameétre est caractérisée
par la présence d’un cone pour un batonnet (ratio 1/1). Le reste de la rétine, la rétine
périphérique, présente seulement 1 cone pour 13 batonnets (Figure 4). La fovéa, située au
centre de la macula, est majoritairement composée de cones de types L et M tandis que les
cones de type S se trouvent essentiellement dans la région parafovéale (Yuodelis and

Hendrickson, 1986 ; Wikler et Rakic, 1990).

1.2.2.2. La phototransduction

La phototransduction est la cascade biochimique qui permet de convertir I’énergie lumineuse
(photon) en un signal électrique (variation de potentiel). Les bases moléculaires de la
phototransduction sont les mémes pour les cones et les batonnets, seule la longueur d’onde

d’excitation varie. Elle se décompose en trois phases (Figure 5) :
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Extrait de Purves et al., 2001.
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- L'absorption de la lumi¢re par le chromophore du pigment visuel provoque un
changement de conformation de celui-ci.

- Le pigment "activé" déclenche une cascade de réactions biochimiques qui modifie la
concentration en messagers intracellulaires.

- Les canaux membranaires répondent a ces changements de concentration en modulant
le flux d'ions a travers la membrane plasmique, entrainant une hyperpolarisation du

photorécepteur.

A lDobscurité, les photorécepteurs sont dans un ¢tat de dépolarisation constant. Cette
dépolarisation résulte d’un flux sortant continu de potassium au niveau du segment interne
ainsi que d’un flux entrant continu de sodium et de calcium via les canaux ioniques fixant le
GMP cyclique (GMPc) au niveau du segment externe. Dans le cas des batonnets, c’est la
RHODOPSINE enclavée dans la membrane des disques des batonnets qui est responsable du
déclenchement de la cascade de phototransduction lors d’une stimulation lumineuse. Le
chromophore de la RHODOPSINE rattaché au 7° domaine transmembranaire est alors sous
forme de 11-cis-retinal et sous I’action des photons, le 11-cis-retinal est transformé en all-
trans-retinal. La méta-RHODOPSINE formée va alors se lier a la transducine, une protéine G,
dont l'activation va conduire a la libération de sa sous-unité o, qui va activer la
phosphodiestérase (PDE), une enzyme capable d'hydrolyser le GMPc. La diminution rapide
de la concentration intracellulaire en GMPc conduit a la fermeture des canaux ioniques
dépendants du GMPc du segment externe. Le flux sortant de potassium toujours présent au
niveau du segment externe va entrainer 1’accumulation des charges positives a l'extérieur du
photorécepteur et donc a son hyperpolarisation. Le retour a 1’état initial se fait grace a la
guanylate cyclase, dont D’activation fait suite a la baisse de calcium. Cette enzyme, en
hydrolysant le GTP en GMPc, induit la réouverture des canaux ioniques sensibles a ce second

messager (Arshavsky, 2002 ; Fu, 2010).

1.2.3. L’épithélium pigmentaire rétinien (EPR)

L'EPR est un tissu formé d’une monocouche cellulaire, apposé sur la membrane de Bruch et
en contact avec les segments externes des photorécepteurs. L’EPR forme un tapis jointif de
cellules épithéliales polarisées, de forme hexagonale, reconnaissable a son aspect typique en
nid d’abeille. La présence de jonctions serrées, composées de différentes protéines

transmembranaires (occludines et claudines), permet de relier les cellules entre elles au niveau
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Figure 6 : Epithélium pigmentaire rétinien.

Les cellules de I’epithélium pigmentaire rétinien (EPR) sont riches en pigments de
mélanine. Le pdle apical des cellules de I’EPR est formé de microvillosités entre
lesquelles sont encastrés les segments externes des photorecepteurs. Le pdle basal
repose sur la membrane de Bruch qui les sépare des capillaires de la choroide. Adapté
de Wright et al., 2010.
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apico-latéral et ainsi d’assurer I’étanchéité de ’EPR. Les jonctions serrées des cellules de
I’EPR délimitent les poles apicaux et basolatéraux des cellules et empéchent la libre
circulation des protéines membranaires entre ces deux pdles. Le réseau de microfilaments
d’actine, qui prend son origine aux jonctions, est impliqué dans la régulation des échanges de
part et d’autre de la cellule. La membrane apicale, qui fait face aux photorécepteurs, se
caractérise par la présence de nombreux prolongements formant les microvillosités dans
lesquelles sont imbriqués les segments externes des photorécepteurs (Figure 6). L'interaction
entre I’EPR et les photorécepteurs se fait par une matrice extracellulaire appelée « matrice
inter-photorécepteurs ». Cette matrice est une structure complexe contenant des facteurs de
croissance tels que le facteur Fibroblast Growth Factor 2 (FGF-2), 'acide hyaluronique, des
protéoglycanes de liaison, des glycosaminoglycanes sulfatés et des métalloprotéases. Elle joue
un réle dans la phagocytose ainsi que dans les échanges nutritionnels entre I’EPR et les
photorécepteurs (Hollyfield, 1999 ; Ishikawa et al., 2015). C’est dans cette région apicale que
vont se localiser la majorité des pigments de mélanine.

La membrane basolatérale, elle, est en contact avec la membrane de Bruch, qui repose sur la
choroide contenant de nombreux vaisseaux sanguins (Figure 6). Les cellules de I’EPR
produisent une lame basale, constituée principalement de collagene, de laminine et de
fibronectine, (Sawada et al. 1987 ; Hiscott et al. 1999 ; Gullapalli et al. 2008 ; Ishikawa et al.,
2015) permettant par I’intermédiaire d’un ensemble d’intégrines de garantir leur ancrage sur
la membrane de Bruch (Zarbin et al. 2003). Des échanges vitaux ont lieu entre les capillaires
de la choroide et ’EPR afin de maintenir I’intégrité ainsi que le bon fonctionnement de la
rétine. La région basolatérale est caractérisée par la présence de nombreuses mitochondries

(Marmorstein, 2001).

1.2.3.1. L’absorption de la lumiére, un role de protecteur

La lumiere qui entre dans 1’ceil est focalisée sur les cellules de la macula entrainant une forte
concentration de I'énergie de photo-oxydation au niveau de la rétine. La fonction la plus
connue de ’EPR est sa capacité a absorber les photons encore libres non-absorbés par les
pigments visuels, améliorant ainsi les qualités optiques de 1’ceil. En limitant la diffusion de
cette énergie lumineuse, I’EPR forme aussi une barriere protectrice pour les tissus avoisinants.
Cette absorption est réalisée grace aux nombreux pigments de meélanine contenus dans les
mélanosomes (Boulton et Dayha-barker 2001).

L’EPR est exposé a une forte photo-oxydation et donc aux dommages oxydatifs qui en

découlent. IIs sont dus a la forte production de radicaux libres, lors de la phagocytose des
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Figure 7 : Transport transépithélial et la régulation du pH dans les
cellules de I’épithélium pigmentaire rétinien.

CIC-2: canaux Chlorure voltage-dépendants ; CFTR: «cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator», canaux chlorures ; Kir7.1 : «Inward
Rectifier K* Channel», canaux potassiques ; maxi-K : canaux K" dépendant
regulant la conductance Ca> ; MCT1 et MTC3: monocarboxylate
transporteur 1 et 3, transporteur de 1'acide lactique. Adapté de Strauss, 2005
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segments externes des photorécepteurs (cf. 1.2.3). Cette photo-oxydation est aussi due a la
présence d’un environnement riche en oxygene causé par les nombreux vaisseaux sanguins
présents dans la choroide. Afin de se protéger des dommages oxydatifs qui en résultent, les
cellules de '’EPR expriment de grandes quantités d’un large panel d'antioxydants non
enzymatiques (l'ascorbate, le a-tocophérol, et le P—caroténe) (Beautty et al., 2000) et
enzymatiques (superoxyde dismutase et la catalase) (Franck et al., 1999 ; Newsome et al.,

1990). Ce puissant systéme permet ¢galement de protéger la rétine neurale avoisinante.

1.2.3.2. Le transport transépithélial, au centre de plusieurs fonctions

En formant une barriére parfaitement étanche qui sépare la rétine neurale externe dépourvue
de vaisseaux sanguins et la choroide richement vascularisée, ’EPR doit assurer le transport
entre le sang et les photorécepteurs. Ce transport permet la nutrition de ces cellules
spécialisées ainsi que 1’évacuation de I'eau et des métabolites de la rétine neurale pour

maintenir 'homéostasie ionique dans I'espace sous-rétinien (Figure 7).

De la choroide vers la rétine :

L'EPR permet le transport de nombreux éléments nutritifs en les absorbant du c6té basolatéral
(vaisseaux sanguins) et en les restituant du coté apical vers les photorécepteurs, trés gros
consommateurs en €énergie. Pour maintenir leur niveau d’activité, les photorécepteurs ont
besoin d’un apport conséquent en glucose, assuré au niveau de ’EPR par I’intermédiaire des
transporteurs de glucose (GLUT1 et GLUT3) largement exprimés sur les membranes
basolatérales et basales de ’EPR (Ban et Rizzolo, 2000).

L’EPR assure aussi I’apport de nombreux métabolites nécessaires au maintien et la
fonctionnalité de la rétine. L’un des plus importants apporté par le sang est la vitamine A (all-
trans-rétinol), futur initiateur de la phototransduction, sous la forme 11-cis-retinal (c¢f. 1.2.2.2)
apres son isomerisation et son oxydation dans ’EPR (cf. 1.2.3.4).

Un troisiéme métabolite indispensable au bon fonctionnement des photorécepteurs est I'acide
docosahexaénoique (ou I’acide gras 22:6w3). Les phospholipides qui composent les
membranes des disques des photorécepteurs sont principalement enrichis en acide
docosahexaénoique. Pour assurer le renouvellement constant des segments externes des
photorécepteurs, cet apport primordial en acide gras 22:6w3 est assuré par ’EPR (Bazan et

al., 1993 ; Fliesler and Anderson,1983).
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Figure 8 : Principales étapes du cycle visuel.

Le rétinal passe de I’état 11-cis a 1’état tout-trans apres avoir absorbé un photon au niveau des
segments externes lors de la phototransduction. Le tout-trans-rétinal va étre exporté vers 'EPR
afin d’étre ré-isoméris¢ (11-cis rétinal) et a nouveau transferé aux photorécepteurs par
I’intermédiaire de différents enzymes et transporteurs.

IRBP : proteine « Interstitial Retinal Binding Brotein » ; CRBP : «Cellular Retinol Binding
Protein »; LRAT : enzyme «Lecithin Retinol Acyltransferase ; RDHS : rétinol-déshydrogénase 5 ;
CRALBP : «Cellular Retinaldehyde Binding Protein» ; t- et c-RDH : 11-trans ou 11-cis-retinol
dehydrogenase. Extrait de Bessant et al., 2001.



L’élimination vers le sang

La rétine est un tissu ayant ['une des plus fortes densités cellulaires et présente une activité
métabolique conséquente. Cette grande activité associée au mouvement d’eau du corps vitré
pour maintenir une pression constante, engendre une production et une accumulation d’eau
dans la rétine. Au sein de la rétine neurale, les cellules gliales de Miiller évacuent I’eau vers
I’espace sous-rétinien, ou I’EPR prend la reléve pour extérioriser I’eau et permettre une bonne
adhésion entre la neuro-rétine et I’EPR. L’eau traverse ainsi les cellules de ’EPR de part en
part via des canaux spécifiques comme 1’Aquaporine-1 (Hamann et al., 1998). Ce transport
aqueux est couplé au transport actif des ions Na+, K et CI'. Le transport de ces ions, qui
participent a I’établissement d’une différence de potentiel transépithéliale (PTE), est régulé
par plusieurs types de pompes électrolytiques et par des canaux ioniques spécifiques. Les
principaux étant les pompes Na'-K'-ATPase et les canaux potassiques Kir (4.1 et 7.1)
localisés a la membrane apicale (Nagelhus et al., 1999 ; Hughes et Takahira, 1996 ; Shimura
et al., 2001 Strauss et al., 1993). Au poéle basal, différents canaux chlorures (Bestrophine,
CIC-2, CFTR), calciques et potassiques (Kv1.3) sont exprimés (Weng et al., 2002 ; Miiller et
al., 2014).

Le transport transépithélial a aussi pour fonction d’éliminer les produits métaboliques
relargués par les photorécepteurs dans 1’espace sous-rétinien comme 1’acide lactique produit
en grande quantité par les segments externes des photorécepteurs. Le transport de 1'acide
lactique est effectué par des transporteurs de type « mono-carboxylate transporteur» : MCT1
au pole apical et MCT-3 au poéle basal (Philp et al., 2003). Ce transport, couplé a des
mouvements de protons, dépend de la régulation du pH par les ions Na* et CI” et du transport

des ions HCO3" (Yuan et al., 2005).

1.2.3.3. L’implication dans le cycle visuel

Pendant la phototransduction, le rétinal passe de 1’état 11-cis a I’état tout-trans apres avoir
absorbé un photon au niveau des segments externes (cf- 1.2.2.2). Les photorécepteurs n’ayant
pas la capacité de ré-isomériser la molécule sous la forme 11-cis nécessaire a la réception de
nouveaux photons, le tout-frans-rétinal va étre exporté vers I'EPR afin d’étre ré-isomérisé (11-
cis rétinal) et retransferé aux photorécepteurs. C’est ’ensemble de ces étapes qui constitue le

cycle visuel (Mata et al., 2002 ; Arshavsky, 2002 ; Saari, 2012) (Figure 8).
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Figure 9 : Principales voies de signalisation impliquées dans la
phagocytose des segments externes des photorécepteurs par
I’épithélium pigmentaire de la rétine.

L’intégrine avB5 lie les segments externes a la membrane de 1'EPR
déclenchant une cascade de signalisation, au cours de laquelle FAK
(kinase d'adhésion focale) phosphoryle le récepteur MertK. La protéine
Growth-Arrest-Specific protein 6 (Gas6) interagit avec la forme
phosphorylée de MerTK activant la production d'inositol 1,4,5-
triphosphate (insP3). Cette augmentation permet 1’activation du récepteur
CD36 qui adresse un signal d’internalisation. Les segments externes sont
ingérés par I’intermédiaire des phagosomes puis conduits aux lysosomes
afin d’étre digérés. ROS : segment externe des photorécepteurs, RPE :
cellule de I’épithélium pigmentaire rétinien. Extrait de Strauss, 2005.
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Le cycle visuel débute au niveau des disques des segments externes : le tout-trans-rétinal est
transféré de I'espace interdiscal a l'espace cytoplasmique du segment externe par le
transporteur ABCA4
(ATP-binding cassette, subfamily A, member 4), transporteur spécifique de la rétine. Le tout-
trans-rétinal est réduit en tout-trans-rétinol par la rétinol déshydrogénase 12 (RDHI2).
Ensuite le tout-trans-rétinol libéré dans la matrice inter-photorécepteurs va se lier a la protéine
IRBP (Interstitial Retinal Binding Brotein), qui va le diriger jusqu’aux cellules de I’EPR.
Apres son entrée dans la cellule de I’EPR, le tout-trans-rétinol est pris en charge par la
protéine CRBP (Cellular Retinol Binding Protein) (Saari et al., 2002) qui va permettre de
reformer le 11-cis-retinal par I’intermédiaire d’un complexe enzymatique. Ce complexe se
compose de plusieurs protéines qui agissent successivement :
- L’enzyme LRAT (Lecithin Retinol Acyltransferase) estérifie la molécule en ajoutant
un groupe acyl, formant ainsi le all-trans-retinyl ester.
- L’isomérase RPE65 permet la formation du 11-cis-rétinol grace a I’isomérisation du
rétinol et I’hydrolyse de la liaison ester (Redmond et al., 1998 )
- La rétinol-déshydrogénase 5 (RDHS) va oxyder la molécule pour donner le 11-cis-
rétinal.
Le rétinal a 1’état 11-cis va ensuite se lier a la prot€éine CRALBP (Cellular Retinaldehyde
Binding Protein) qui va transférer le 11-cis-retinal vers la matrice inter-photorécepteurs. A ce
niveau le 11-cis-retinal va se lier a la protéine IRBP, permettant ainsi son acheminement

jusqu’aux segments externes des photorécepteurs (Saari et al., 2001).

1.2.3.4. La phagocytose, le renouvellement des segments externes

Les segments externes des photorécepteurs sont régulierement soumis a des dommages photo-
oxydatifs. Pour maintenir la fonction visuelle, ces segments doivent étre constamment
renouvelés. L’EPR se charge de 1’élimination des débris des segments externes par un
mécanisme de phagocytose, tandis que les photorécepteurs régénerent a partir de la base de
leur segment externe. Le rythme circadien associ€ a la coordination entre les photorécepteurs
et ’EPR permettent de maintenir les segments externes a longueur constante.

La phagocytse est un processus diurne qui est déclenché par I’arrivée de la lumiere (Young,
1976, 1978). Trois récepteurs impliqués dans la régulation de la phagocytose par I’EPR ont
¢été identifiés : I’antigéne de surface CD36, le récepteur-tyrosine kinase MerTK (c-Mer Proto-

Oncogene Tyrosine Kinase) et I’intégrine aVP5 (Figure 9).
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Extrait de Strauss, 2009.
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Le processus de phagocytose démarre avec la liaison des débris des segments externes a la
membrane de 'EPR par I’intégrine aVBS (Wu et al., 2005). Cette liaison déclenche une
cascade de signalisation, au cours de laquelle la kinase d'adhésion focale (FAK) va
phosphoryler le récepteur MertK (Finnemann, 2003). La protéine Gas6 (Growth-Arrest-
Specific protein 6) va pouvoir interagir avec la forme phosphorylée de MerTK pour ainsi
activer la voie de la phospholipase C menant a la génération d'inositol 1,4,5-triphosphate
(Hall et al., 2002 ; Mergler et Strauss, 2002) et l’augmentation de la concentration
intracellulaire de calcium (Hall et al., 2001). Cette augmentation permet 1’activation du
récepteur CD36 qui va adresser un signal d’internalisation (Ryeom et al., 1996). Ainsi les
débris des segments externes sont ingérés par I’intermédiaire des phagosomes puis conduits

aux lysosomes afin d’étre digérés.

1.2.3.5. Les secrétions de ’EPR, maintien de son environnement

L’EPR secréte une grande variété de facteurs et de molécules de signalisation dés les stades
développementaux et a 1’état adulte, tels que I’ATP, le ligand Fas (Fas-L), différentes
interleukines et certains inhibiteurs tissulaires de métalloprotéases de la matrice (TIMP). De
nombreux facteurs de croissance sont €¢galement secrétés par I’EPR : différents FGFs, le TGF-
B (Transforming Growth Factor), I'IGF-1 (Insulin-like Growth Factor 1), le PDGF (Platelet-
Derived Growth Factor), le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), le PEDF (Pigment
Epithelium-Derived Factor) ainsi que le CNTF (Ciliary NeuroTrophic Factor) (Strauss, 2005).
(Figure 10)

Certains de ces facteurs sont produits de maniere constante, afin d’assurer l'intégrité des
structures voisines, comme le VEGF (Witmer et al., 2003) et les facteurs TIMP (Alxender et
al., 1990), qui sont sécrétés spécifiquement au pole basolatéral des cellules de ’EPR. Les
facteurs TIMP-1 et TIMP-3 agissent de concert avec le VEGF pour stabiliser la matrice
extracellulaire et I’endothélium voisin. Le facteur neurotrophique PEDF (Dawson etal., 1999),
libéré du coté apical, joue un role neuroprotecteur mais également anti-angiogénique, afin de
prévenir une prolifération éventuelle des vaisseaux. D’autres facteurs sont secrétés en cas de
dommages tissulaires suite a des conditions particulieres comme ['hypoxie, le stress
métabolique, ou un état pathologique. Les facteurs CNTF et FGF vont par exemple étre
secrétés au pole apical afin de protéger les photorécepteurs des dommages causés par la

lumiére (Cao et al., 1997, 2001).
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1.2.3.1. Le privilege immun

L’EPR est un épithélium jointif et étanche. Il participe a la formation de la barriere hémato-
rétinienne. Il sépare la rétine, ainsi que 1’ceil interne, des vaisseaux sanguins de la choroide.
Cette barriere permet d’isoler la rétine des vaisseaux choroidiens et participe au privilege
immun de I’ceil. Des fonctions immunosuppressives de I’EPR ont également été démontrées,
comme 1’habilité¢ des cellules de I’EPR a supprimer 1’activation des lymphocytes. En effet,
I'EPR peut sécréter des facteurs médiateurs du systéme immunitaire tels que les interleukines,
le facteur H du complément (CFH) ou encore la protéine chimiotactique monocytaire-1
(MCPI). Dans des conditions physiologiques normales, les cellules de ’EPR produisent le
CFH, inhibant ainsi I’action du complément, pour protéger les tissus avoisinants (Kim et al.,
2009 ;Chen et al., 2007). Les cellules de I'EPR possédent des récepteurs apicaux répondant
aux cascades de signalisation immunitaire comme les récepteurs du complexe majeur
d’histocompatibilit¢ (CMH), les récepteurs toll-like ou les récepteurs du TNF-a (tumor
necrosis factor o). L’activation de ces récepteurs va déclencher différentes voies de
signalisation qui vont aboutir a la sécrétion d’interleukines, comme II-8 ou IL-6 ou du facteur
MCP1, afin de recruter le systtme immunitaire au niveau de la choroide (Relvas et al., 2009 ;

Austin et al. 2009) (Figure 10).

L’ensemble des fonctions décrites ci-dessus confére a I’EPR un role vital dans la vision et
particulierement dans la physiologie des photorécepteurs. Des mutations dans un gene
spécifique de I’EPR ou un dysfonctionnement d’une de ces fonctions conduisent a des
pathologies rétiniennes cécitantes. On peut citer le cas de mutations dans les genes RPE65 ou
MERTK chez des patients atteints de RP qui vont mener a la dégénérescence des
photorécepteurs. Dans le cadre du cycle visuel, des mutations du gene ABCA4 chez des
patients atteints de la maladie de Stargardt, entrainent une dégénérescence de I’EPR. La

description de ces pathologies sera détaillée dans la partie III.
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Figure 11 : Différentes étapes du développement de I’ceil chez les vertébrés.

A. Les vésicules optiques se forment a partir d’une évagination du diencéphale. B. Lors
du contact avec l'ectoderme de surface, la vésicule optique évolue en diftérents
feuillets, ’EPR présomptif, la rétine neurale et la tige optique; I'ectoderme de surface a
son tour constitue la placode cristallinienne. C. La vésicule optique et la placode
cristallinienne s’invaginent, donnant lieu a la cupule optique et la vésicule
cristallinienne, respectivement. D-E. Transition vers une cupule optique mature.

OV: vésicule optique, MS: Mésenchyme, SE: ectoderme de surface, LP: placode
cristallinienne , NR: Rétine neurale, RPE; épithélium pigmentaire rétinien, OS :
pédoncule optique, LV: vésicule cristallinienne, ON: nerf optique, L: cristallin, C:
cornée. Adapté de Adler et Canto- Soler, 2007.
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II. Le développement : des tissus embryonnaires a la rétine
fonctionnelle

IL.1. Le développement précoce de I’ceil et 1a spécification des
territoires oculaires

I1.1.1. La morphogénése de I’ceil

L’ceil humain, comme celui de I’ensemble des vertébrés, se développe durant la gastrulation.
A ce stade, le territoire présomptif de 1’ceil « eye field territory » se forme au centre du
prosencéphale, puis se divise en deux territoires symétriques lors de la formation de la ligne
médiane. Les premiers signes du développement de I’ceil apparaissent lors de la neurulation.
De maniere bilatérale, les deux fosses optiques se forment par évagination du diencéphale au
moment de la fermeture du tube neural. Elles s’¢largissent pour donner les vésicules optiques
jusqu’a entrer en contact avec l'ectoderme de surface (Figure 11). Ainsi le mésenchyme qui
séparait les vésicules et 1’ectoderme est repoussé de part et d’autre. Les interactions
réciproques entre les vésicules optiques et I’ectoderme permettent la formation a partir de ce
dernier, de la placode cristallinienne. Différents territoires se dessinent au sein de la vésicule
optique : la partie la plus latérale/distale en contact avec I'ectoderme de surface constitue la
future rétine neurale tandis que la partie dorsale/distale correspond au futur EPR. Toute la
partie ventrale/proximale correspond au pédoncule optique qui constituera le futur nerf
optique (Graw, 2010 ; Fuhrman 2010).

La vésicule optique, accompagnée de la placode cristallinienne, s’invagine alors pour former
la cupule optique. La vésicule cristallinienne se referme sur elle-méme en se détachant de la
placode cristallinienne. Par la suite cette vésicule deviendra le cristallin tandis que I'ectoderme
de surface, désormais en contact avec la vésicule cristallinienne formera la cornée. A ce stade,
la cupule optique se décompose en deux couches épithéliales : une couche interne qui fait face
a la vésicule cristallinienne, la future rétine neurale, et la couche externe qui donnera par la
suite ’EPR. Le futur EPR s'étend ventralement pour recouvrir entiérement la couche interne,
tandis que la partie la plus ventrale et proximale se referme pour former le futur nerf optique.
(Graw, 2010 ; Fuhrman 2010 ; Adler et Canto-Soler, 2007). Cette formation asymétrique est
nécessaire afin d’éviter que le nerf optique (le point aveugle) ne se forme dans l'axe optique.
La partie la plus périphérique/distale de la vésicule optique, a la jonction entre les deux

couches, est a I'origine d'une partie de l'iris et du corps ciliaire.
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Tableau 1 : Implication des facteurs extracellulaires dans la formation de I’ eil.

Extrait de Adler et Canto-Soler, 2007.

Extracellular molecules involved in eye development through early optic cup stages

Events during eye development Extracellular molecules References

FGFs; Wnts; BMPs Cavodeassi et al., 2005:Esteve and Bovolenta, 2006;Lee et al.,2006;:Moody, 2004;Moore et al.,
2004;Wilson and Houart,2004;

Chow and Lang, 2001:Ekker et al., 1995:Li et al., 1997;Macdonald et al., 1995;Marti and Bovolenta,
2002;Muller etal., 2000;Pera and Kessel, 1997;Take-uchi et al., 2003;Vargaet al., 1999;Wilson and
Houart, 2004
Bharti et al., 2006;:Chow and Lang, 2001;Fuhrmann et al.,2000;Galy et al., 2002;Horsford et al.,
2005;Kagiyama et al.,2005;Martinez-Morales et al., 2004;Vogel-Hopker et al., 2000;Zhao et al., 2001
Hyer et al., 2003;Matt et al.; 2005;Mic et al., 2004;Molotkowet al., 2006

Specification of the eye field

Splitting of the eye field andproximo-
distalpatterning of theOV

Cyclops: SHH

Patterning of the OV SHH; FGFs; Activin; BMP7;RA
Invagination of the optic vesicleinto an optic RA

cup

Antero-posterior and Dorso-Ventralpatterning
of the optic cup

Nodal; FGFs; SHH; BMPs;RA;
Ventroptin; Follistatin,Chordin,
Noggin; DAN

Adler and Belecky-Adams, 2002;Belecky-Adams and Adler,2001; Huillar et al., 2005; Koshiba-
Takeuchi et al., 2000;Morcillo et al, 2006;Peters, 2002;Sakuta et al., 2001;Sakuta etal., 2006;Yang,
2004;Zhang and Yang, 2001

BMPs: bone morphogenetic proteins; DAN: DAN domain family members; FGFs: fibroblast growth factors; RA: retinoic acid; SHH: sonic hedgehog; Wnts: members of the Wnt family.

Tableau 2 : Implication des facteurs de transcription dans la formation de I’ceil.

Extrait de Adler et Canto-Soler, 2007.

Transcription factors involved in eye development through early optic cup stages

Events during eye development Transcription Factors References

Specification of the eye field
Optic vesicle evagination
Optic vesicle dorso-ventralpatterning

Optic Vesicle Naso-temporalpatterning
Optic vesicle invagination into anoptic cup

Neural retina dorso-ventralpatterning

Neural retina naso-temporalpatterning

Rx: Pax6; Six3; Lhx2:Six6/Optx2; ET; 1l;
Hes1:0tx2

Rx; Pax6; til

Pax6; Rx; Lhx2; Chx10;0tx2; Mitf; Pax2; Vax

BF1/Foxgl; BF2/Foxd2;Pax6
Pax6; Lhx2; Hesl

Pax6, Pax2, Vax, Thx5;Xbrl

Pax6; BF1/Foxgl;BF2/Foxd2; SOHol; GH6

Bailey et al., 2004; Bovolenta, 2006; Chow and Lang, 2001:Esteve and Zuber et al., 2003; Viczian
et al, 2006;Wilson and Houart, 2004;
Bailey et al., 2004;Chow and Lang, 2001;Holleman et al.,1998;Loosli et al., 2001;Loosli et al.,
2003:Rembold et al.,2006
Bharti et al., 2006;Canto-Soler and Adler, 2006;Chow andLang, 2001;Horsford et al.,

2005;Martinez-Morales et al.,2004;Schwarz et al, 2000
Baumer et al., 2002;Hatini et al., 1994:;Yuasa et al., 1996

Canto-Soler and Adler, 2006;Chow and Lang,2001;Lee et al.,2005;Porter et al., 1997;Tomita et

al., 1996
Canto-Soler and Adler, 2006:Chow and Lang, 2001;Leconte etal., 2004:Mui et al., 2005;Peters,
002

Baumer et al., 2002;Chow and Lang, 2001;Peters, 2002; Takahashi et al., 2003;Yuasaet al., 1996
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La partie musculaire, est formée a partir de cellules du mésenchyme environnant, elles-mémes

issues des cellules de la créte neurale (Graw, 2010).

II.1.2. La spécification du territoire oculaire

Plusieurs facteurs extrinséques interviennent dans la délimitation du territoire oculaire
présomptif, coordonnant 1I’expression de facteurs de transcription spécifiques (Tableaux 1 et
2). Les principales molécules solubles qui entrent en jeu appartiennent aux familles Hedgehog
(Hh), Wnt (Wingless), Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) ainsi que différents facteurs de
croissance (Furhmann, 2010 ; Adler et Canto-Soler, 2007 ; Esteve et Bovolenta, 2006)
(Tableau 1).

L’induction neurale (et donc de 1’ceil) repose sur la voie du FGF et de I'IGF alors que la voie
ventralisante du facteur BMP (membre de la famille du TGFp) inhibe la spécification du
neurectoderme et de ce fait la spécification du territoire oculaire. Les protéines Noggine et
Chordine, inhibitrices de la voie BMP, vont ainsi permettre la délimitation du territoire
oculaire présomptif. Par ailleurs, la spécification du territoire antérieur du neuroectoderme se
produit suite a I’inhibition de la voie Wnt canonique postérisante. L’interaction entre les voies
canoniques (Wntl/Wnt8) et non canoniques (Wntl1/Wnt4) de la voie Wnt contribuerait a la
spécification des cellules « oculaires » au niveau de la bordure postérieure du diencéphale.
(Furhmann, 2010 ; Adler etCanto-Soler, 2007 ; Esteve et Bovolenta, 2006)

Ces facteurs extracellulaires induisent I’expression de geénes codant des facteurs de
transcription maitres de la spécification des territoires embryonnaires (Zuber, 2010) (Tableau
2). L’homéoprotéine (paired-like) Otx2 (Orthodenticle homeobox-2) marque le territoire du
prosencéphale et du métencéphale. Ce facteur de transcription est essentiel a la formation de
toutes les structures antérieures dont I’ceil (Acampora et al., 2001). Un des facteurs clefs
initiant la formation du territoire présomptif de I’ceil au sein du prosencéphale est le facteur a
homéoboite Rax/Rx (Zuber, 2010; Bailey et al., 2004). Son expression est régulée au niveau
transcriptionnel par OTX2. Chez la souris, 'invalidation du geéne rx conduit a une absence
totale d'ceil, due a I’absence de formation de vésicules optiques (Mathers et al., 1997). Chez le
xénope, l'injection de morpholinos dirigés contre rx/ et la surexpression de dominant négatif

de rx1 entrainent une forte réduction de la taille de I'eeil, voire une absence complete d'ceil
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Tableau 3 : Différents facteurs de transcription (EFTF) définissant le territoire

oculaire.

Extrait de Zuber et al., 2003.

EFTF Long Name Transcription factor family
Tha3 (Xtho3 ou ET}) Eye T-box T-box

Rax/Ru (Xrax) Retina homeobox-1 Paired-like homeobox

Pax6 Paired homeobox-6 Paired homeobox

So3 Sine oculis-related homeobox-3 Six family of homeobox

Lhx2 LIM homeobox-2 LIM (Lin 11, Isl-1, Mec-3) homeobax
Tix (Xnr2el ou T} Tallless Nucdlear receptor-type

Six6 { Xsix6 ou Opb) OptlcSix-gene 2 Six famlly of homeobox
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(Andreazzoli et al., 1999). Rx/Rax participe a la ségrégation des cellules du territoire
présomptif de I’ceil de fagon coordonnée avec un ensemble de facteurs de transcription bien
identifiés et communément nommés « Eye Field Transcription Factors» (EFTFs) : PAXG,
SIX3, LHX2, SIX6 (OPTX2), TLX (NR2EIl) et TBX3 (Zuber, 2010; Bailey et al., 2004)
(Tableau 3). Le role de ces facteurs de transcription est conservé a travers les espéces. De
nombreuses expériences de sous-expression ou de sur-expression de ces différents facteurs
dans plusieurs espéces (rongeurs, xénope, poisson) ont permis de mieux comprendre leurs
roles respectifs (Shaham et al. 2012; Zuber, 2010; Adler and Canto-Soler, 2006). L'apparition
d'un phénotype rétinien chez I'Homme suite a I'existence de nombreuses mutations dans les
genes codant ces EFTFs, confirme également le role primordial de ces différents génes (Graw,
2003). On citera ainsi quelques exemples marquants. La surexpression du géne six3 a
différents stades de développement dans les embryons de poissons médaka entraine la
formation d'yeux ectopiques avec une rétine €largie, résultant d’une expression ectopique de
Pax6 et Rx dans le cerveau moyen et le cervelet (Loosli et al., 1999). Une autre étude, chez le
xénope, a montré que la surexpression de optx2/six6 conduisait au méme phénotype que celui
observé apres surexpression de six3, a savoir un élargissement de la taille de 1'ceil (Bernier et
al. 2000). Concernant pax6, la surexpression de ce facteur de transcription dans les
blastomeres de xénope est capable d’induire une ébauche d’ceil ectopique (Chow et al. 1999).
Par ailleurs, les souris porteuses d’une mutation de type «perte de fonction » a 1’état
hétérozygote dans le géne Pax6 développent un phénotype nommé microphtalmie (yeux
anormalement petits) (Hill et al., 1991). Les vésicules optiques de souris invalidées pour LAx2
ont une identité altérée puisque de nombreux marqueurs de 1’éminence thalamique et de
I’hypothalamus antéro-dorsal sont exprimés (Roy et al. 2013), suggérant que la présence de
Lhx2 est nécessaire au maintien de 1’identité oculaire en supprimant les destins cellulaires

alternatifs.

La surexpression des facteurs pax6, tbx3, rx, six3, six6 et tlx in foto en combinaison avec otx2
est suffisante pour induire (méme en dehors du systeéme nerveux) la formation d’un ceil
ectopique chez le xénope (Zuber et al., 2003). De manicre intéressante, la surexpression de
noggin, un inhibiteur de la voie de signalisation des BMPs, est capable d’induire 1’expression
d’un certain nombre d’EFTFs tels que pax6, six3, rx lhx2 et optx2 (Zuber et al. 2003). Les
mémes auteurs ont rapporté que la transplantation de cellules souches embryonnaires de
xénope préalablement engagées dans un lignage rétinien par injection d’EFTFs et d’otx2

permet I’induction d’yeux fonctionnels (Viczian et al. 2009). Une des fonctions d’otx2 serait
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Figure 12 : Spécification de la neuro-rétine et de I’épithélium

pigmentaire rétinien

Facteurs intrinseéques (en haut) et extrinseques (en bas). Les
inductions embryonnaires sont représentées par des fleches.
Extrait de Fuhrmann 2010.
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Donc de rendre compétentes les cellules du territoire oculaire présomptif a répondre a
’activité de ces facteurs de transcription.

La division du territoire présomptif en deux territoires bilatéraux est médié¢ par Cyclops
(CYC), membre appartenant a la superfamille TGF. Ce facteur régule I’expression de Sonic
hedgehog (SHH) au niveau des cellules de la ligne médiane ventrale du tube neural ainsi que
celles de la plaque préchordale et du mésoderme axial. Ces deux facteurs sont essentiels a la
séparation du territoire oculaire en deux vésicules optiques et a la mise place de I’axe dorso-
ventral en inhibant I’expression de PAX6 dans la partie médiane. L’absence de CYC induit
une perte d’expression de SHH dans le diencéphale ventral ce qui entraine ’absence de

scission et donc la cyclopie (Graw, 2010 ; Chow and Lang, 2001).

I1.1.3. Mise en place des vésicules optiques et spécification de ’EPR versus
neuro-rétine

Les facteurs de transcription Otx2 et Mitf (Microphthalmia-Associated Transcription Factor)
qui appartient a la famille bHLH & domaine leucine zipper, sont les deux genes maitres de la
spécification de ’EPR (Fuhrman, 2010 ; Adler and Canto-Soler, 2007 ; Martinez-Morales et
al., 2004). Ils sont tous deux exprimés dans le neuro-épithélium de la vésicule optique, leur
expression se restreint ensuite a ’EPR. OTX2 active I’expression de MITF, ensemble ils
permettent 1’activation des génes impliqués dans la différenciation des cellules de I’EPR
(Figure 12). L’expression de MITF dépend également de facteurs extrinséques comme
I’activine (membre de la famille des TGFpB) secrétée par le mésenchyme extra-oculaire
(Furhmann, 2010). Par la suite de nombreux signaux assurent le maintien du phénotype de
I’EPR : les voies SHH, BMP, ainsi que la voie WNT (par I’intermédiaire de la B-caténine, et
de I’acide rétinoique). Un défaut ou une inactivation d’une de ces voies de signalisation peut
induire la trans-différenciation de I’EPR en rétine neurale (Fuhrmann, 2010 ; Martinez-
Morales et al., 2004).

La délimitation de la rétine neurale et de ’EPR résulte de la répression réciproque entre les
facteurs MITF et VSX2 (Visual system homeobox 2). VSX2, également nommé CHX10, est
un facteur de transcription a homéoboite, exprimé dans un premier temps dans toute la
vésicule optique distale, puis son expression est ensuite restreinte a la neuro-rétine lorsque
I’expression de MITF s’éteint. Les souris invalidées pour le geéne Vsx2 montrent une

expression ectopique de Mitf dans la neuro-rétine liée a une expansion de I’EPR (Horsford et
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Figure 13 : Patron temporel de la rétinogenése chez les espéces modéles.

Extrait de Martins et Pearson, 2008.
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Figure 14 : Représentation des modéles de compétence.

Les CPRs passent par des états de compétence dans une fenétre de temps déterminée
durant laquelle : (a) ils donneront naissance a un type cellulaire donné (transition
unidirectionnelle - compétence stricte); (b) ils peuvent choisirent plusieurs destins
cellulaires  (transition unidirectionnelle). GC: cellule ganglionnaire, PR :
photorécepteur, HC : cellule horizontale, AC : cellule amacrine, BC : cellule bipolaire,
MC : cellule de Miiller. Extrait de Boije et al., 2014.
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al., 2005). Certains membres de la famille du FGF tels que les FGF8 et FGF9, exprimés
lorsque la placode cristallinienne entre en contact avec la neuro-rétine, jouent un role dans la
délimitation de la frontiére entre la rétine neurale et I’EPR (Fuhrmann, 2010 ; Martinez-

Morales et al., 2004).

I1.2. La rétinogenése

Les cellules constituant la rétine neurale sont générées a partir de cellules progénitrices
rétiniennes (CPRs) multipotentes qui possédent la caractéristique de donner naissance a tous
les types de cellules de la rétine dans un ordre conservé a travers I’évolution (Young, 1985 ;

Turner et Cepko, 1987).

Une premicre vague de différenciation, dite précoce, correspond a la génération des cellules
ganglionnaires, des cellules amacrines et horizontales et des photorécepteurs de type cone.
Les photorécepteurs de type batonnet, ainsi que les cellules bipolaires et les cellules gliales de
Miiller sont produites lors d’une deuxiéme phase de différenciation chevauchante. On parle
dans ce cas de cellules de type tardif (Young, 1985) (Figure 13).

Plusieurs anciennes études d’analyses clonales ont démontré que le potentiel de prolifération
et de différenciation des CPRs dépendaient des signaux environnementaux. Cependant deux
progéniteurs ne présentent pas forcément la méme sensibilit¢ pour un méme facteur
extrinséque, en fonction de leur programme transcriptionnel intrinséque ; on parle alors
d’états de compétence des CPRs (Cepko, 2014 ; Goetz et al., 2014 ; Livesey and Cepko,
2001). Ainsi au cours du développement de la rétine neurale, les CPRs passent par « des états
de compétence » transitoires, durant lesquels elles ne sont capables de générer qu’un nombre
restreint de sous-types rétiniens (Figure 14). Si les signaux environnementaux peuvent
modifier la proportion relative de chaque type cellulaire, ils ne peuvent changer le
déterminisme temporel interne des CPRs car ils ne permettent pas la formation de types
cellulaires inappropriés pour un stade de développement précis. Ce modele est basé sur une
restriction progressive de compétence des CPRs. Ces cellules auraient ainsi le potentiel de
donner tous les types cellulaires & des stades treés précoces du développement et perdent
progressivement la capacit¢ a donner des cellules dites "précoces" au cours du
développement.

Ce processus permettant la spécification et la différenciation d’un type cellulaire précis est
régi par une combinaison de facteurs extrinséques et intrinséques (Cepko, 2014 ; Goetz et al.,

2014 ; Bassett and Wallace, 2012). Si la part relative de ces deux types de facteurs et leur
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Figure 15 : Hiérarchie transcriptionnelle régulant la rétinogenese.

Modele de spécification des différents lignages par répression de Vsx2 :
Une fois D’expression de Vsx2 réprimée, les progéniteurs peuvent
exprimer les facteurs pro-rétininiens impliqués dans la spécification/le
lignage des autres types cellulaires. Cette répression se produit dans
I’ordre histogénétique conservé entre les especes. GC: cellule
ganglionnaire, PR : photorécepteur, HC: cellule horizontale, AC:
cellule amacrine, BC : cellule bipolaire, MC : cellule de Miiller. Extrait
de Boije et al., 2014.
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chronologie relative reste difficile a évaluer, on peut postuler qu'une CPR s’engagerait
définitivement dans un destin cellulaire donné une fois qu’une combinaison de facteurs de
transcription, elle-méme établie par des facteurs extrinséques, serait « fixée », devenant par la
suite indépendante de ces facteurs extracellulaires. De récentes études de vidéo-microscopie,
permettant de suivre le lignage d’une seule CPR in vivo, ont démontré la participation de
mécanismes stochastiques dans le choix du destin cellulaire de cette cellule (Gomes et al.,
2011). En fait la descendance des cellules filles d’une CPR n’obéit pas au modele de
compétence stricte (un type cellulaire pour un état de compétence a un moment donné), car
les CPRs pourraient choisir de multiples destins cellulaires a un méme moment (Boije et al.,
2014).

Il est actuellement admis que la co-expression de facteurs de transcription de type bHLH avec
des facteurs a homéodomaine est indispensable pour la détermination et la différenciation des
cellules qui forment la rétine. Les facteurs de transcription de type bHLH sont responsables de
I’engagement ou de la spécification des CPRs dans leur voie de différenciation, alors que les
facteurs a homéodomaine sont indispensables pour 1’acquisition d’une identité¢ cellulaire
précise en relation avec 1’organisation spatiale. (Bassett and Wallace, 2012; Ohsawa et al.,
2008; Wang et Harris, 2005; Livesey and Cepko, 2001). D’autres déterminants
intracellulaires tels que les facteurs forkhead, les facteurs a domaine en doigt de zinc ou
encore les facteurs a domaine «basic-leucine zipper » (bZIP) sont impliqués dans la
différenciation des cellules de la rétine.

Chez un certain nombre de vertébrés, il existe une forme de hiérarchie transcriptionnelle qui
pourrait expliquer une partie des décisions que les CPRs doivent prendre pour atteindre un
destin cellulaire précis (Boije et al., 2014). Au cours de la phase précoce du développement de
la rétine toutes les CPRs expriment le facteur Vsx2 qui inhibe I’expression de facteurs de
transcription majeurs tels que Atoh7, Foxn4 (en amont de Ptfla) et Vsx1 (Figure 15).
Lorsque le développement progresse, I’expression de Vsx2 est réprimée dans les CPRs,
permettant ainsi 1’expression des geénes influencant le destin cellulaire des CPRs (Vitorino et
al., 2009). Seule une petite population de CPRs conserve un niveau important de Vsx2 et va
donner naissance aux futures cellules bipolaires et gliales de Miiller. Pour les autres CPRs, en
fonction du niveau d’expression d’Atoh7 et de la présence ou non de Ptfla, chaque CPR va
donner naissance a différents types cellulaires. Le facteur de transcription Atoh7 est
nécessaire pour la génération des cellules ganglionnaires et empéche la spécification vers le
lignage des photorécepteurs, en inhibant les génes nécessaires a leur développement (Feng et

al., 2010 ; Yang et al., 2003). L’expression de Foxn4 puis de Ptf1 permet d’inhiber
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cours de la rétinogenése.
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GC : cellule ganglionnaire, PR : photorécepteur, HC : cellule
horizontale, AC : cellule amacrine, BC : cellule bipolaire, MC :
cellule de Miiller. Extrait de Boije et al., 2014.
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Figure 17 : Patron temporel de la génération des photorécepteurs de types cone et
batonnet chez la souris (a) et chez ’Homme (b).

Chez I’Homme, les cones et batonnets sont générés entre les semaines feetales 8 et 10.
La genese des cones se termine en période pré-natale alors que celle des batonnets se
prolonge en post-natale. L’expression de I’OPSINE S débute a la 12° semaine, celle des
OPSINE L et M et de la RHODOPSINE, vers la 15° semaine.

Extrait de Swaroop et al., 2010.
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I’expression d’Atoh7 conduisant a 1’engagement des CPRs dans le lignage des cellules
amacrines et horizontales (Li et al., 2004 ; Fujitani et al., 2006 ; Lelievre et al., 2011). Bien
que cette hiérarchie de facteurs de transcription puisse expliquer comment les différents types
de cellules rétiniennes sont générés, de nombreuses études (non rapportées ici) ont révélé
I’existence de plusieurs facteurs supplémentaires influengant le destin cellulaire des CPRs
(Bassett et Wallace, 2012) (Figure 16). L’implication de ces différents facteurs de
transcription

ne sera détaillée ci-dessous que pour le lignage des photorécepteurs, ces derniers étant les

cellules d’intérét que nous avons cherchés a générer au cours de mon projet de these.

I1.3. La différenciation des photorécepteurs

La génération des différents types de photorécepteurs comportent plusieurs étapes : tout
d’abord une spécification « large » en photorécepteur, puis le choix du destin cellulaire cone
ou batonnet et enfin la sélection d’un sous-type de cones (ou de batonnets dans les espéces en
contenant plusieurs). Plusieurs facteurs intrinséques ont été identifiés et les régulations
géniques qu’ils orchestrent soutiennent le modele (Swaroop et al., 2010) selon lequel la

différenciation en cones de type S serait la voie par défaut (Figure 17).

I1.3.1. Les facteurs intrinseques

La spécification des photorécepteurs repose principalement sur les deux facteurs de
transcription OTX2 et CRX (Cone Rod Homeobox).

En plus de son expression dans le cerveau antérieur dans les stades précoces de
développement (cf. 1.2.1), OTX2 se retrouve exprimé dans la rétine neurale aux stades plus
tardifs de développement principalement dans la future couche des photorécepteurs et
restreint aux cellules post-mitotiques (Bovolenta et al., 1997; Glubrecht et al., 2009; Nishida
et al., 2003). Chez la souris, I’expression d’OTX2 précede celle du facteur de transcription
CRX dans la couche des photorécepteurs (Nishida et al., 2003). A la naissance, I’expression
d’OTX2 diminue dans les photorécepteurs et s’intensifie dans la CNI. Le patron d’expression
s’inverse pour CRX dont I’expression s’intensifie dans la couche des photorécepteurs et
diminue dans la CNI (Nishida et al., 2003; Glubrecht et al., 2009). Les souris invalidées pour
le gene Otx2 spécifiquement dans les cellules exprimant Crx, présentent une microphtalmie et
une absence totale de photorécepteurs (cOnes et batonnets) qui s’accompagne d’une

augmentation du nombre de cellules amacrines (Nishida et al., 2003). De plus, l'invalidation
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d'Otx2 conduit a une augmentation de I’apoptose suggérant un réle supplémentaire de ce géne
dans la survie des précurseurs des photorécepteurs (Nishida et al., 2003). La surexpression
d'Otx2 a I’aide de rétrovirus conduit les CPRs infectées a se différencier en photorécepteurs
au dépend des cellules bipolaires, amacrines et des cellules gliales de Miiller (Nishida et al.,
2003). L’ensemble de ces résultats démontre que le géne Ox2 est nécessaire et suffisant a la
spécification des photorécepteurs.

Dans la cascade de spécification des photorécepteurs, OTX2 active I’expression du facteur de
transcription CRX mais aussi celle de génes impliqués dans le développement des
photorécepteurs (Hennig et al., 2008) dans un programme indépendant de CRX (Figure 18).
Le géne CRX (ou otx5 chez les amphibiens, les poissons et le poulet) est un orthologue
d’Orthodenticle (Otd) de drosophile, comme OTX1 et OTX2. (Chen et al., 1997; Freund et al.,
1997; Furukawa et al., 1997). L’expression de Crx apparait dans les précurseurs post-
mitotiques des photorécepteurs de types cone et batonnet dans la rétine de rongeur (Chen et
al., 1997 ; Furukawa et al., 1997). Chez ’homme, on retrouve un profil similaire avec une
détection de CRX au moment de la détermination des cones dans la zone présomptive de
différenciation des photorécepteurs (Bibb et al., 2001).

CRX est un facteur de transcription activateur (Furukawa et al., 1997; Hennig et al., 2008) qui
agit en activant I’expression de genes spécifiques des photorécepteurs, comme la Rhodopsine
ou I’Arrestine (Hennig et al., 2008) en synergie avec le facteur de transcription NRL (Neural
Retina Leucine-zipper protein) et le récepteur nucléaire NR2E3 (voir ci-dessous) (Hennig et
al., 2008; Oh et al., 2008) (Figure 18).

La surexpression de CRX dans les CPRs de souris méne a une augmentation du nombre de
photorécepteurs aux dépend des cellules amacrines et gliales de Miiller (Furukawa et al.,
1997). L’invalidation du geéne Crx ou I’injection d’un dominant négatif de Crx chez la souris
perturbe également le développement terminal des photorécepteurs avec une absence de
segments externes et une absence d’activité €lectrophysiologique (Chen et al., 1997; Freund et
al., 1997; Furukawa et al., 1997). Ces données suggerent que ce facteur de transcription est
également nécessaire a la survie et la maturation finale des photorécepteurs.

Chez I'Homme, de nombreuses mutations dans le géne CRX ont été identifiées chez des
patients atteints d’amaurose congénitale de Leber (ACL) et de RP (Freund et al., 1997, 1998)
(Tableau 4, page 58).

Les études menées sur CRX et OTX2 suggerent qu'une CPR sortant du cycle cellulaire va

exprimer OTX2 pour étre spécifiée dans le lignage photorécepteur en exprimant CRX. CRX
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augmente sa propre expression conduisant la CPR a se différencier en photorécepteur. Des
études récentes ont rapporté le role du facteur de transcription a doigt de zinc, BLIMP1
(PRDM1), dans le maintien des CPRs exprimant OTX2 dans le lignage des photorécepteurs
(Brzezinski et al., 2013; Katoh et al., 2010). BLIMP1 aurait la capacité de réprimer les geénes
impliqués dans le lignage des cellules bipolaires, au sein des CPRs OTX2-positives,
permettant ainsi leur différenciation finale en photorécepteurs.

D’autres facteurs de transcription tels que NEUROD, RAX et ASCLI, qui participent a la
différenciation de différents types cellulaires rétiniens, jouent également un réle dans la
différenciation des photorécepteurs. Des expériences de surexpression de dominants négatifs
de NEUROD ou de RAX dans la rétine de poulet montrent une diminution de la population des
photorécepteurs (Yan et Wang, 2004 ; Chen and Cepko, 2002). Chez les mammiferes, la
surexpression de NEUROD ou d’ASCLI pendant la rétinogenese tardive conduit a une

différenciation précoce des batonnets (Hatakeyama et Kageyama, 2004).

Concernant la différenciation des cones versus batonnets, trois génes majeurs jouent un role
dans cette spécification : NRL, NR2E3 et RORp.

Le facteur de transcription NRL qui appartient a la famille des bZIPs est un membre de la
sous-famille de I’oncogéne v-Maf (Swaroop et al., 1992). NRL est exprimé spécifiquement
dans les photorécepteurs de type batonnet (Swaroop et al., 1992; Akimoto et al., 2006). Les
souris invalidées pour Nr/, présentent une rétine dépourvue de batonnets et enrichie en cones
de type S (Akimoto et al., 2006 ; Mears et al., 2001), confirmant le réle indispensable de ce
facteur dans la différenciation des photorécepteurs de type batonnet. La surexpression de Nr/
chez la souris est suffisante pour initier la différenciation des précurseurs des photorécepteurs
en batonnets et bloquer la différenciation en cones ainsi que [’expression des genes
spécifiques des cones (Oh et al., 2007). Ainsi NRL fonctionnerait comme un inhibiteur du
programme de spécification des cones au sein des précurseurs de photorécepteurs afin de
promouvoir la formation des batonnets agissant de concert avec CRX. Cette interaction CRX-
NRL activerait I’expression de génes spécifiques des batonnets dont la RHODOPSINE et
inhiberait I’expression de genes spécifiques des cones (Oh et al. 2008 ; Akimoto et al., 2006 ;
Mears et al., 2001 ; Mitton et al., 2000).

Une des cibles majeures de NRL est le géne codant le récepteur nucléaire NR2E3 (Mears et
al., 2001; Oh et al., 2008).

Le facteur NR2E3 est un récepteur nucléaire orphelin de la famille des récepteurs aux

hormones stéroides/thyroides dont l'activation dépend de sa liaison dans sa partie C-terminale
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Tableau 4 : Facteurs de transcription impliqués dans le développement de pathologies

oculaires.

Extrait de Graw et al., 2003.

Gene  Human®* Mouse* Tissue of expression
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avec un ligand encore inconnu a ce jour. NR2E3 est exprimé spécifiquement dans les
précurseurs post-mitoques des batonnets et les batonnets matures, exprimant la
RHODOPSINE chez les rongeurs (Chen et al., 2005) et chez I’ Homme (Bumsted O'Brien et
al., 2004). NR2E3 réprime I’expression des geénes spécifiques des photorécepteurs de type
cone (Oh et al., 2008 ; Cheng et al., 2006) et active I’expression des geénes des batonnets
(Cheng et al., 2006). Sa surexpression est notamment suffisante pour restaurer une production
des cellules de type batonnet dans les rétines des souris invalidées pour Nrl. Cette activité
transcriptionnelle repose sur son interaction avec CRX (Cheng et al., 2006). NR2E3 pourrait
aussi agir en potentialisant 1’activité transcriptionnelle des complexes NRL/CRX.

Les souris rd7 délétées de fagon spontanée pour le géne Nr2e3 présentent un excés de cones
de type S, une perte de batonnets dans les stades plus tardifs ainsi que 1’existence de cellules
au phénotype mixte batonnet/cone (Haider et al., 2001). Cette absence de NR2E3 chez la
souris rd7 n'empéche pas la transcription de génes spécifiques des batonnets méme si une
surexpression des geénes spécifiques des cones est observée (Chen et al., 2005).

Chez I’'Homme, diverses mutations ont ¢té¢ décrites et conduisent majoritairement a un
syndrome d’hypersensibilté a la lumiere bleue (Enhanced S-Cone syndrome) et plus rarement

a des RPs (Scorderet and Escher 2009) (cf. 11.3.3) (Tableau 4).

Le récepteur nucléaire orphelin RORJ (retinoid-related orphan nuclear receptor [3), joue
¢galement un role dans la spécification des batonnets en aval de CRX et OTX2 ainsi qu’en
amont de NRL et de NR2E3. RORp, est également impliqué dans I’extinction du programme
de spécification des cones et dans la maturation/survie des photorécepteurs. En effet la perte
de fonction de Rorf dans la rétine induit une diminution drastique du nombre de batonnets
mais ¢également une augmentation de la population de cones. Ces derniers sont
majoritairement non fonctionnels car sans segments externes (Jia et al., 2009). Les facteurs de
transcription NRL et NR2E3 ne sont pas exprimés dans les rétines de ces souris invalidées
pour le géne Rorf (Jia et al., 2009), ce qui suggere que le programme de spécification des

batonnets n’a pu €tre initié.

D’autres facteurs de la famille des récepteurs nucléaires, TRB32, RXRy et COUP-TF, ont été
décrits comme participant a la spécification des sous-types de cones S versus. M.
TRP2, une des 2 isoformes du récepteur nucléaire aux hormones thyroidiennes, est exprimée
dans les précurseurs des cones chez la souris et n’est plus détectée chez 1’adulte (Applebury et
al., 2007; Ng et al., 2001). Dans les rétines des souris invalidées pour 7752, I’ OPSINE M
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n’est plus exprimée dans les cones alors que I’ OPSINE S est induite dans tous les cones (Ng
et al., 2001). La répression transcriptionnelle des OPSINES S et I’activation des OPSINES M
relaient 1’activité des hormones thyroidiennes (Applebury et al., 2007 ; Roberts et al., 2006).
En effet, I’ajout d’hormones thyroidiennes conduit a une diminution du nombre de cones de
type S et a une augmentation du nombre de cones de type M (Roberts et al., 2006). Ces
observations sont

en accord avec la distribution de I'hormone thyroidienne dans la rétine lorsque la
différenciation des cones S débute, selon un gradient décroissant qui va de la partie dorsale de
la rétine, la région ou se différencient les cones de type M, vers la partie ventrale de la rétine
(Roberts et al., 20006).

TRP2 peut agir sous forme d’hétérodimeres ou d’homodimeres. Les récepteurs aux hormones
thyroidiennes régulent notamment de nombreux processus en s’hétérodimérisant avec les
membres de la famille RXR (Retinoid X Receptors) de récepteurs nucléaires. Il semble que
les deux fonctions de ce récepteur reposent sur des complexes transcriptionnels différents.
L’hétérodimere TRB2/RXRy serait impliqué dans la fonction de répression de I’ OPSINE S
(Roberts et al., 2005). L’activation de I’ OPSINE M reposerait, quant a elle, sur ’activité
transcriptionnelle d’homodimeres TRB2/TRP2. Les rétines de souris invalidées pour Rxry
révelent une expression de I' OPSINE de type S dans tous les cones mais contrairement au
souris invalidées pour 772 (Ng et al., 2001), le nombre et le gradient de distribution des
cones de type M restent inchangés (Roberts et al., 2005).

Les récepteurs nucléaires orphelins COUP-TF ont également été impliqués dans
I’établissement de ce gradient dorso-ventral des OPSINES S et M en amont de TRB2 (Satoh
et al., 2009). En effet, les facteurs COUP-TFI et COUP-TFII présentent une expression
complémentaire le long de 1’axe dorso-ventral. COUP-TFI est surtout exprimé dans la région
ventrale ou il apparait nécessaire pour y réprimer 1’expression de I’OPSINE M. COUP-TFII
est, quant a lui, restreint a la région dorsale et participe a 1’inhibition de I’expression de
I’OPSINE S, notamment en inhibant la transactivation de I’ OPSINE S par le dimeére
CRX/RORS2.

Contrairement aux facteurs réprimant I’expression de I’OPSINE S décrits ci-dessus, le facteur
RORBP2 régule positivement 1’expression de I’OPSINE S en synergie avec CRX. (Srinivas et
al., 2006). Le facteur de la méme famille, Rora régule également positivement 1’expression de

I’OPSINE S et M avec CRX (Fujieda et al., 2009).
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I1.3.2. Les facteurs extrinséques

Plusieurs facteurs exogeénes ont été¢ décrits comme impliqués dans la différenciation des
photorécepteurs a différents niveaux (spécification, maturation...). La voie Delta/Notch
responsable du maintien des CPRs a 1’état indifférencié, prévient également 1I’engagement des
CPRs dans le lignage des photorécepteurs. En effet, les souris ou le géne Notchl a été
spécifiquement délété dans les CPRs, présentent une microphtalmie et de gros défauts
morphologiques au niveau de la rétine (Yaron et al., 2006 ; Jadhav et al., 2006). De plus, cette
inactivation de Nofchl conduit a l'activation d'un programme transcriptionnel spécifique des

photorécepteurs de type cone qui se différencient alors en plus grand nombre.

Parmi les facteurs exogenes inducteurs de la différenciation de photorécepteurs, 1’hormone
thyroidienne semble étre impliquée plus spécifiquement dans celle des cones par

I’intermédiaire de son récepteur nucléaire TRB2.

L’un des facteurs extrinséques clefs dans la différenciation des photorécepteurs est I’acide
rétinoique, un dérivé de la vitamine A. L’acide rétinoique, est capable d'induire in vitro et in
vivo la différenciation des cellules rétiniennes embryonnaires de rat en photorécepteurs de
type batonnet (Kelley et al., 1999, 1994). Chez le poisson zebre, le traitement a 1’acide
rétinoique conduit également a une différenciation précoce des batonnets et a un arrét de la
maturation des cones (Hyatt et al., 1996). Toujours chez le poisson zebre, une étude plus
récente a montré que l'acide rétinoique augmente 1'expression de la Rhodopsine (batonnets) et
de 1'Opsine rouge alors que celle de 1'Opsine bleue diminue (Prabhudesai et al., 2005). Au
cours du développement, ’EPR devient une autre source de production d’acide rétinoique et
favorise la différenciation des progéniteurs en photorécepteurs de type batonnet (Prabhudesai
et al., 2005). Les effets de 1’acide rétinoique sont sous-tendus par son interaction avec un de
ses récepteurs nucléaires, RXRy, qui est spécifiquement exprimé dans les cones en cours de

différenciation (Roberts et al., 2005) (cf. I1.1.3).
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I11.

Les dystrophies rétiniennes héréditaires

Les dystrophies rétiniennes englobent de nombreuses pathologies d’étiologies diverses :
génétiques, multifactorielles ou idiopathiques. Elles se caractérisent par le dysfonctionnement
puis la perte de cellules de la rétine, principalement les photorécepteurs, entrainant une
déficience visuelle partielle ou totale.
Les dystrophies rétiniennes héréditaires sont en régle des affections monogéniques se
manifestant a tous ages de la vie. Elles touchent un individu sur 2000 soit plus de 2 millions
de personnes a travers le monde. Il est possible de les classer en fonction du type de
photorécepteur (cones versus batonnets) affecté en premier ou le plus atteint et suivant la
région de la rétine touchée (périphérique versus centrale). D’autres critéres permettent de
classer les différentes formes de dystrophies rétiniennes :
- forme stationnaire ou dégénérative,
- forme non syndromique ou syndromique,
- mode de transmission (liée a I’X, dominante ou récessive). L’ensemble de ces critéres
a permis d’établir une forme de classification relativement simple (Berger et al 2010)
(Figure 19).
Nous évoquerons brievement ces différentes formes de pathologies en insistant sur les RPs
qui correspondent aux pathologies ciblées dans notre étude pour la génération de cellules

induites a la pluripotence (iPS).

III.1.  Les atteintes de la rétine centrale et dystrophies cones-
batonnets

Les photorécepteurs de type cone étant responsables de la vision diurne ainsi que de la
discrimination des couleurs ; ce sont ces deux principales fonctions qui sont affectées dans le
cadre des atteintes de la rétine centrale. En effet les principaux symptomes sont une baisse
significative de 1’acuité visuelle, une dyschromatopsie pouvant aller jusqu’a I’achromatopsie,
une photophobie et un nystagmus.

Les dystrophies des cones non dégénératives stationnaires, sont responsables d’achromatopsie
compléte et incompléte. Elles sont majoritairement dues a des mutations de quatre genes
codant des protéines essentielles dans la phototransduction des cones : CNGA3, CNGB3,
GNAT?2 et PDE6C (Nathans et al., 1986 ; Chang et al, 2009).
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Figure 19 : Dystrophies rétiniennes héréditaires affectant les photorécepteurs.

Classification de Berger et al., 2010.
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Figure 20 : Classification des RPs et les principaux génes responsables.

Adaptée de Berger et al., 2010.
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S’agissant des atteintes dégénératives des cones, on distingue les dystrophies des cones pures
(rares), des dystrophies cone-batonnet et des dégénérescences maculaires essentiellement sur
la base de deux critéres cliniques. En effet, seuls les patients atteints de dystrophies des cones
ou coOnes-batonnets présentent un électrorétinogramme (ERG) global altéré en raison de
I’atteinte de 1’ensemble des cones de la rétine. Alors que les patients atteints de
dégénérescences maculaires présentent une altération exclusive des cones de la macula, qui

contribuent pour une part négligable aux réponses de I’ERG globale.

Une vingtaine de genes ont été recensés comme porteurs de mutations responsables de
dystrophies cones-batonnets de type non syndromique avec un mode de transmission variable
selon le geéne atteint (Berger et al., 2010). La maladie de Stargardt est 1’atteinte maculaire la
plus répandue, elle représente par exemple 9% des patients atteints de dystrophies rétiniennes
héréditaires recensés a [’hdpital des XV-XX (Communication du Dr. Isabelle Audo). Il s’agit
d’une pathologie a transmission autosomique récessive, due aux mutations bialléliques du
gene ABCA4, qui code pour le transporteur ABCR (Allikmets et al., 1997). Cette protéine
impliquée dans le transport des rétinioides des photorécepteurs vers 1’épithélium pigmentaire
et est exprimée spécifiquement a la membrane des disques des photorécepteurs. Un
dysfonctionnement de ce transporteur engendre une accumulation des dérivés de la vitamine
A au sein des segments externes des photorécepteurs et une dégénérescence de ces derniers.
Les mutations du gene ABCA4 entrainent une diminution de I’activité du transporteur et
provoquent des phénotypes trés variables, plus ou moins séveres (Berger et al., 2010). Ainsi
suivant le degré de sévérité, la pathologie va étre limitée a une dégénérescence maculaire ou
s’étendre (dystrophie cones-batonnets) (Rozet et al., 1998 ; Briggs et al., 2001) et les
mutations les plus séveres seront a ’origine de certaines formes de dystrophies batonnets-

cones (RPs) (Cremers et al., 1998).

III.2.  Les dystrophies batonnets-cones

Les batonnets étant responsables de la vision en conditions scotopiques et absents de la fovéa,
une atteinte des batonnets perturbe en premier lieu la vision nocturne et périphérique. On peut
distinguer deux grandes classes de dystrophies batonnet-cones : les formes stationnaires
regroupées sous le terme cécité nocturne congénitale stationnaire (CNCS) et les formes
progressives appelées RPs, de type syndromiques telles que le syndrome de Usher ou non

syndromiques. (Figures 19 et 20)
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Figure 21 : Fonds d’ceil de patient atteint de RP a
différents stade de la pathologie: précoce (A),
intermédiaire (B) et avancé (C).

Extrait de Hamel et al., 2006.
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II1.2.1. La cécité nocturne congénitale stationnaire (CNCS)

Comme son nom l'indique, la CNCS est une déficience visuelle non-progressive qui présente
a la naissance les premieres symptomes semblable a ceux des RPs. Trois modes de
transmission ont été rapportés : autosomique dominante, récessive et récessive lice a 1'X.
Actuellement, 11 génes sont connus pour porter des mutations, associées a cette maladie
(Zeitz et al., 2015). Si une partie de ces génes codent pour des protéines impliquées dans la
cascade de phototransduction (Audo et al., 2009), certains correspondent a des protéines
localisées dans les cellules bipolaires (Zeitz et al., 2009) comme le récepteur au glutamate
GRM6 (Dryja et al., 2005 ; Zeitz et al., 2007) ou la nyctalopine (NYX) (Bech-Hansen et al.,
2000). Alors que la plupart des mutations dans le géne RHO menent a des RPs de type
autosomique dominant ou récessif (voir ci-dessous), quelques substitutions d'acides aminés

peuvent conduire a la CNCS (Dryja et al., 1993 ; Zeitz et al.,2008).

I11.2.2. Les rétinites pigmentaires (RPs)

Le terme RP représente un groupe de maladies héréditaires qui se caractérisent par une
dégénérescence des photorécepteurs et des dépots pigmentaires intra-rétiniens (Figure 21).
Les RPs appartiennent aux dystrophies batonnets-cones avec dans un premier temps une
dégénérescence des batonnets en périphérie, suivie dans la majorité des cas par une
dégénérescence des cones. Cette dégénérescence évolue de la rétine périphérique a la rétine
centrale. Cette chronologie explique pourquoi les patients sont initialement atteints d’une
cécité nocturne et ne présentent une déficience de la vision diurne que plus tard dans leur vie
(Hamel, 2006). En général la RP se déclare a 1’adolescence et évolue tout au long de la vie
jusqu’a la cécité méme si I’apparition des premiers signes et 1’évolution de la maladie varie
fortement en fonction des patients (RP syndromiques versus non syndromiques, type de
mutation, facteurs environnementaux ...). Lorsque la RP n’est pas associée a d’autres
symptomes, il est difficile d’évaluer 1’apparition de la maladie car les patients peuvent déja

avoir perdu un trés grand nombre de batonnets avant de ressentir les premiers symptomes.

I11.2.2.1. Les RPs syndromiques

Dans 20 a 30 % des cas la RP est associée a un syndrome non oculaire (Hartong et al., 2006).
Les deux principaux syndromes en terme de nombre de patients atteints et de genes identifiés
sont le syndrome de Bardet-Biedl et le syndrome d’Usher avec respectivement 17 et 12 genes

mutés (Daiger et al., 2013) (Figure 20).
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Le syndrome de Bardet-Biedl, qui représente 5-6% des cas de RP, se caractérise également
par I’association d’autres symptomes tels qu’une obésité, une polydactylie post-axiale, une
atteinte de la fonction rénale, un hypogénitalisme et un déficit intellectuel plus ou moins
sévere (Chennen et al., 2014). Ces atteintes sans rélations apparentes ont été expliquées par un
dysfonctionnement du métabolisme ciliaire partagé par les systémes en cause (rétine, rein, os,
systéme nerveux...). L’association de ces atteintes définit une nouvelle famille de maladie :
les ciliopathies. D’autres ciliopathies avec atteintes rétiniennes sont bien connues bien que
moins fréquentes : le syndrome de Joubert correspond a une atteinte plus générale du systéme
nerveux central avec une malformation congénitale du tronc cérébral. Des troubles
respiratoires, un nystagmus, une hypotonie, une ataxie et un retard du développement moteur
peuvent étre observés (Romani et al., 2013). Le syndrome de senior Loken (SLS) quant a lui
désigne une atteinte oculo-rénale tres rare (1/1 000 000) qui se caractérise par l'association
d'une néphropathie tubulo-interstitielle chronique et d'une RP. De méme que le syndrome de
Bardet-Biedl, les syndromes de Joubert et de Senior-Loken sont des maladies trés hétérogeénes
au plan génétique (7 geénes rapportées codent pour des protéines du cil primaire) (Fliegauf et
al., 2006).

Le syndrome d’Usher, quant a lui, associe a la RP une surdité neurosensorielle profonde
présente des la naissance et associée a des troubles vestibulaires (syndrome d’Usher type I),
ou modérée a intensité faible et non-progressive (Type II). La forme de type III, tres rare,
associe une surditité progressive, une RP ainsi qu’une ataxie vestibulaire dont le degré
d’atteinte peut varier. Le syndrome d’Usher correspond a 14% des cas de RP avec une
prévalence de 1/30 000 et il s’agit de la cause la plus fréquente de surdité-cécité héréditaire
(Hamel et al., 2006). Les types 1 et 2 du syndrome d’Usher sont les formes les plus
fréquemment observées puisqu’elles représentent a elles deux environ 90-95% de tous les cas.
Au moins 12 loci chromosomiques ont été identifiés jusqu’a présent et assignés aux trois
formes cliniques majeures. Parmi les génes identifiés a ces loci, on peut citer pour la forme de
type 1: MYO7A4 (USHIB), USHIC, CDH23 (USHID), PCDH15 (USHIF), USHIG et CIB2
(USH1J). Trois genes ont été identifiés dans le syndrome de type II : USH2A, GPR9S
(VLGR1) et DFNB31 (Saihan et al., 2009).

Il existe d’autre RP syndromiques. La plupart reléve de défaut métabolique. Notons a titre
d’exemple Lla maladie de Refsum associe une neuropathie périphérique a la RP suite a
I'accumulation d'acide phytanique dans le systéme nerveux périphérique et dans la rétine

(Jansen et al., 2004).
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A. BBS1 2-3%
BBS2 0-81%
BBS4 0-23%

MYO7A 4%
CDH23 3.5%
USH1C 0.7%

MEKKS 0-6% PCDH151-1%
6 USH1G 0.7%
ARL6, BBS5, BES7,
TTC8, PTHB1 11% USH3A 2%
BBS10 2% MASS1, USH2B,

unknown 10%
Unknown BBS 3%

RP1<1%
NRL <1%

NR2E3 0-25%

RGR 0-5%

SAG <1% PDE6B 4-5%

PDEGA 3-4%
RPE65 2%
CNGAL 1%

CERKL 1%

RLBF1 1%

RHO 1%

TULP1 1% (NGB1 4%

ABCA4 5.6%

MERTK 1%

CRB1 1%

RP15.5% RP27-10%

RPGR
PRPF31 5% 70-80%
PRPF3 4%

RDS/ROM1 2.5%

RPE, RP23, RP24,

PRPF8 2% unknown

IMPDH1 2%

NRL1%
(RX 1%

F50N2, CA4, GUCA1B,
RP9, SEMA4A 2%

Figure 22 : Répartition des génes responsables de RP, selon leur mode de transmission : récessif
(A), dominant (B), liée a I’X (C).

Extrait de Hartong et al., 2006.
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I11.2.2.1. Les RPs non syndromiques

Comme nous I’avons mentionné précédemment, la pathologie se manifeste dans un premier
temps par une diminution de 1’acuité et du champ visuel en condition nocturne. A ce stade de
la maladie, les déficits sont minimes et les examens cliniques simples montrent rarement
d’anomalies. Seule une diminution de l'amplitude de I’onde a dans les conditions scotopiques
peut étre visualisées par ERG global. En progressant, la maladie évolue vers une cécité
nocturne compléte, les patients prennent alors pleinement conscience de leur atteinte visuelle.
Le champ visuel va progressivement se rétrécir, ce qui se traduit par une vision dite tubulaire.
Une dyschromatopsie 1égere peut apparaitre, conduisant a une vision pale des couleurs ainsi
qu’a une photophobie. Ces symptdmes sont les signes de ’atteinte des photorécepteurs de
type cone. L’atteinte de la rétine centrale, sous forme d’cedéme maculaire ou d’une atrophie
fovéo-maculaire, engendre une baisse de 1’acuité visuelle centrale. Les examens cliniques
révelent différentes altérations :

- des dépdts pigmentaires dans la rétine périphérique produits par la migration des

cellules de I’EPR dans les couches internes suite a la mort des photorécepteurs,

- une nette atrophie de la rétine,

- une paleur du disque de la papille optique,

- une diminution des ondes a et b observées dans toutes les conditions,

- un scotome en périphérie qui s’¢élargit avec la progression de la RP (Hamel, 2006).
Au stade final de la pathologie, la cécité est quasi-totale et le champ de vision se réduit a une
forme de tunnel autour d’un point focal avec seulement quelques degrés d’acuité visuelle. Le
fond d’ceil révele alors des dépots pigmentaires jusqu’a la macula, avec un aspect cireux du
disque optique. Une angiographie a la fluorescéine révele une forte atrophie de la rétine et de
la choroide en périphérie. Les réponses a I’ERG sont souvent devenues trop faibles pour étre

enregistrables (Figure 21).

Les formes de RP non syndromiques sont de loin les plus fréquentes avec une prévalence
estimée a 1/ 4000 personnes, soit plus d’un million de personnes a travers le monde (Daiger et
al., 2013). La diversit¢ génétique des RPs est bien connue avec les trois modes de
transmission mendéliens. Entre 15 et 20% des cas de RP sont issus de transmissions
autosomiques dominantes, contre 20 a 30% pour les transmissions autosomiques récessives et
6 a 10% liées au chromosome X (Figure 22). De trés rares cas de transmission

mitochondriale ont été rapportés et sont généralement associés a des formes de RP atypiques
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Tableau 5 : Ensemble des génes responsables de RPs non syndromiques.

Adapté de Daiger et al. 2013.

T fretiniti
Symbol  Location Protein ype of refinitis Other diseases Mutations
pigmentos a
ABCA4 1p22.1 ATP-binding cassette Autosomal recessive Recessive macu}lar dystropfhy; re(fessive dystrophy; recessive 680
transporter — retinal fundus flavimaculatus; recessive cone-rod dystrophy
BEST1 11q12.3 Bestrophin 1 Autosomal dommatm 5 Do@lnant Vltreo-r.etmochormdopathy; recessive 23
autosomal recessive bestrophinopathy; dominant Best type macular dystrophy
C20RF71  2p23.2 Chronpsonm 2 Autosomal recessive 13
reading frame 71
C8ORF37 8q22.1 ChrO@som 8 open Autosomal recessive Recessive cone-rod 4
reading frame 37
CA4 179232  Carbonic anhydrase IV Autosomal dominant 6
Ceramide kinase-like . . - .
CERKL 2q31.3 tei Autosomal recessive Recessive cone-rod dystrophy with inner retinopathy 8
protein
CLRN1 3q25.1 Clarin-1 Autosomal recessive Recessive Usher syndrome 23
CNGA1 4p12 Rod cGMP-gated c‘hannel Autosomal recessive 8
alpha subunit
CNGBI1 16q13 Rod cGMP-gated f;hannel Autosomal recessive 6
beta subunit
. Recessive Leber congenital amaurosis; dominant pigmented
CRBI1 1q31.3 Crumbs homolog 1 Autosomal recessive S 183
paravenous chorioretinal atrophy
Cone-rod otx-like . . .
. Recessive, dominant and de novo Leber congenital
CRX 19q13.32 photoreceptor homeobox  Autosomal dominant . . . 51
o amaurosis; dominant cone-rod dystrophie
transcription factor
DHDDS  1Ip36.11 . Dehydrodolichy! Autosomal recessive 1
diphosphate synthetase
Eyes shut/spacemaker .
EYS 6q12 . Autosomal recessive 118
(Drosophila) homolog
FAM161A  2pl5 .Fa_m”Y with sequence Autosomal recessive 6
similarity 161 member A
FSCN2 17925.3 Ret]gal fascm homolog 2 Autosomal dominant Dominant macular dystrophy 1
actin bundling protein
GUCAIB  6p21.1 Gl,lan},/late CyCl,ase Autosomal dominant Dominant macular dystrophy 3
activating protein 1B
NAD(+)-specific isocitrate .
IDH3B 20p13 T Autosomal recessive 2
IMPDHI1 7q32.1 Inosine monophosphate Autosomal dominant Dominant Leber congenital amaurosis 14
dehydrogenase 1
IMPG2 3ql2.3 LSl o O Autosomal recessive 10
proteoglycan 2
KLHL7  7pl153 Kelch-like 7 protein Autosomal dominant 3
(Drosophila)
Lecithin retinol . . . .
LRAT 4q32.1 Autosomal recessive Recessive Leber congenital amaurosis 10
acyltransferase
MAK 6p24.2 Male germ—c'ell associated Autosomal recessive 9
kinase
MERTK 2q13 c-mer protooTlcog.ene Autosomal recessive 27
receptor tyrosine kinase
MRFP Membrane Fr@ed—related Autosomal recessive
Protein
NR2E3 15q23 Nuclf?ar receptor Autosomal domma:nt ; Recessive Stargz_irdt disease; Goldmann-Favre syndrome; 45
subfamily 2 group E3 autosomal recessive recessive enhanced S-cone syndrome
NRL 14q11.2  Neural retina lucine zipper Autosomal domma,nt ; Recessive retinitis pigmentosa 14
autosomal recessive
OFDI Xp222 Oral-fa(:lal-dlglta-l Xlinked Orofaciodigital syndrome 1, Simpson-Golabi-Behmel 127
syndrome 1 protein syndrome2
PDE6GA 5q33.1 cGMP phosphodle'sterase Autosomal recessive 16
alpha subunit
Rod cGMP
PDE6B 4pl16.3  phosphodiesterase beta Autosomal recessive Dominant congenital stationary night blindness 39
subunit
PDEGG  17q253  nosphodiesterase 6G o ecessive 1
c¢GMP-specific rod gamma
PRCD 17925.1 Progresswve rod—cor.le Autosomal recessive 2
degeneration protein
PROMI 4p1532 Prominin 1 Autosomal recessive Dominant Stargar(%t-llke and bulls eye macular dystrophy; 9
dominant cone-rod dystrophy
Human homolog of yeast
PRPF3 1q21.2  pre-mRNA splicing factor Autosomal dominat 3
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PRCD

PROM1

PRPF3

PRPF6

PRPF8

PRPF31

PRPH2

RBP3
RDHI12

RGR

RLBP1

ROM1

RPE65

RPGR

SAG
SEMA4A

SNRNP200

SPATA7

TOPORS

TTC8

TULP1
USH2A
ZNF513

17q25.1

4p15.32

1q21.2

20q13.33

17p13.3

19q13.42

6p21.1

10q11.22
14q24.1

10q23.1
3q22.1

15¢26.1

11q123

8ql2.1

Xp11.23

Tpl4.3

1p31.2

Xpll.4

2q37.1
1922

2q11.2

149313

9p21.1

14932.11
6p21.31
1q41
2p233

Progressive rod-cone
degeneration protein

Prominin 1

Human homolog of yeast
pre-mRNA splicing factor
3
Human homolog of yeast
pre-mRNA splicing factor
6
Human homolog of yeast
pre-mRNA splicing factor
C8
Human homolog of yeast
pre-mRNA splicing factor
31

Peripherin 2

Retinol binding protein 3,
interstitial
Retinol dehydrogenase 12
RPE-retinal G prtein-
coupled receptor

Rhodopsin

Retinaldehyde-binding
proteinl

Retinal outer segment
membrane protein 1

RP1 protein

Retinitis pigmentosa 2 (X-
linked)
RP9 protein or PIM 1-
kinase associated protein
1

Retinal pigment epithelium-
specific 65 kDa protein

Retinitis pigmentosa
GTPase regulator
Arrestin (s-antigen)
Semaphorin 4A
Small nuclear
ribonucleoprotein 200 kDa
Us)
Spermatogenesis
associated protein 7
Topoisomerase I binding
arginine/serine rich
protein
Tetratricopeptide repeat
domain 8
Tubby-like protein 1
Usherin
Zinc finger protein 513

Autosomal recessive

Autosomal recessive

Autosomal dominat

Autosomal dominat

Autosomal dominat

Autosomal dominat

Autosomal dominant;
digenic with ROM 1

Autosomal recessive
Autosomal dominat
Autosomal recessive

Autosomal dominant ;
autosomal recessive

Autosomal recessive

Autosomal
dominant;digenic
w/PRPH2
Autosomal dominant ;
autosomal recessive

X-linked

Autosomal dominat

Autosomal dominant ;
autosomal recessive

X-linked

Autosomal recessive

Autosomal dominat

Autosomal dominat

Autosomal recessive

Autosomal dominat

Autosomal recessive

Autosomal recessive
Autosomal recessive

Autosomal recessive

Dominant Stargardt-like and bulls eye macular dystrophy;
dominant cone-rod dystrophy

Dominant macular dystrophy; dominant vitelliform MD;
dominant cone-rod dystrophy; dominant central areolar
choroidal dystrophy

Recessive Leber congenital amaurosis

Dominant choroidal sclerosis

Dominant congenital stationary night blindness

Recessive Bothnia dystrophy; recessive retinitis punctata
albescens; recessive Newfoundland rod-cone dystrophy

Autosomal dominant and recessive

Recessive Leber congenital amaurosis

X-linked cone dystrophy 1; X-linked atrophic macular
dystrophy
Recessive Oguchi disease

Dominant cone-rod dystrophy

Recessive Leber congenital amaurosis

Recessive Bardet-Biedl syndrom

Recessive Leber congenital amaurosis

Recessive Usher syndrome

21

65

123

66

161

20

67

76

134

151

31
392
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et syndromiques (Hartong et al., 2006). Aujourd’hui preés de 3100 mutations différentes ont
¢été identifiées dans les RP. Récemment, Daiger et al. (2013) ont recensé un ensemble de 56
genes impliqués dans le développement de RP non-syndromiques (Tableau 5). Les différents
genes associés aux RPs peuvent étre regroupés en six grandes catégories en fonction du réle
biologique de la protéine codante : la phototransduction, le métabolisme rétinien (cycle visuel,
phagocytose des cellules de I’EPR), le développement et la différenciation cellulaire, la
structure cellulaire et I'épissage (Berger., 2010).

Si des mutations de nombreux genes ont été identifiées comme responsables de RP au sein de
la cascade de phototransduction (canaux ioniques, enzymes), le geéne codant la
RHODOPSINE est le plus fréquemment muté (plus de 20% des cas de RP) avec plus d’une
centaine de mutations différentes (cf. 11.2).

Un grand nombre de geénes codant des protéines impliquées dans le cycle visuel (cf. 1.2.3.3)
sont également en cause dans les RPs: LRAT, RDH, RPE65, CRALBP. Les mutations de
LRAT et de RPEG6S5 donnent des RPs sévéres ave une présentation d’Amarose congénitale de
Leber (ACL) (Chacon-Camacho et al. 2015 ; Browne et al., 2011). Des mutations dans
d’autres génes codant des protéines responsables de fonctions biologiques spécifiques des
cellules de ’EPR, tels que MERTK ou BESTI peuvent également €tre responsables de formes
rares de RP.

Des genes codant des facteurs de transcription importants pour la différenciation rétinienne et
plus particuliérement ceux qui interviennent dans le lignage des photorécepteurs peuvent étre
responsables de RP suite a certaines mutations. (Bessant et al., 1999). De nombreuses
mutations autosomiques dominantes ont été rapportées pour CRX, mais elles donnent plus
souvent des dystrophies cones-batonnets (cf. 1I1.1) que des RPs (Freund et al., 1997 ).
Quelques mutations causant des RPs ont été rapportées pour le facteur de transcription NRL
impliqué dans la spécification cOne versus batonnets (Bessant et al., 1999). Un troisiéme
facteur de transcription, NR2E3, également impliqué dans la spécification cone versus
batonnets peut également étre a 1’origine de RP suite & des mutations bien spécifiques (cf.
111.2.2)

La structure particuliére des photorécepteurs est déterminée par un ensemble de protéines qui
maintiennent la structure des segments externes. Des mutations dans certains genes codant ces
protéines telles que ROM1 (Rod outer segment protein 1), PERIPHERINE ou FASCININE-2
peuvent engendrer des RPs. (Kajiwara et al., 1994, Goldberg et Molday, 1996 ; Apfelstedt-
Sylla et al., 1995).
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La derniére grande catégorie de génes responsables de RP concerne la famille de génes codant
des protéines du splicéosome impliquées dans la machinerie d’épissage des ARNms. Trois
protéines spécifiques, appelées PRP (precursor of mRNA protein) PRP3, PRP8 et PRP31
codées respectivement par les génes PRPF3, PRPFS8 et PRPF31 sont impliquées dans des
formes autosomiques dominantes de RP. Ces genes sont responsables d’environ 15% des RPs
de cette catégorie. L’exemple du géne PRPF31 sur lequel j’ai travaillé durant ma thése sera

détaillé dans la partie suivante.
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intron
| exon : exon
J 3 ‘E
5' splice site ".‘ 3' splice site

*-Branch Point Sequence (BPS)

U4/U6-Us5
tri-snRNP

intron

Two transesterification
reactions

| exon | exon |
ligated mRNA

Figure 23 : Mécanismes d’assemblage du splicéosome et
d’épissage : ’implication du facteur Prpf31

Les cases grisées notées 3 , 8 et 31 représentent les facteurs d’épissages
: PRPF31, PRPFS8 et PRPF3, les cercles blancs représentent les snRNPs
(U1, U2 et le tri-snRNP U4/U5 U6). Extrait de Pacione et al., 2003.
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IIL.3.  Les génes d’intéréts

II1.3.1. PRPF31 (Pré-mRNA splincing factor 31)

Plus de 5% des RPs autosomiques dominantes sont causées par une mutation dans le géne
PRPF31 (Hartong et al., 2006) soit environ 2.5% de 1’ensemble des RPs (Sullivan et al.,
2006). 1l s’agit ainsi du second géne le plus fréquemment muté chez les patients atteints de RP
(Vithana et al., 2003).

Le géne PRPF31, situé sur le chromosome 19 (région q13.4), comprend 14 exons pour une
taille de 18kb. Il code pour le facteur d’épissage PRP31 composé de 499 acides aminés et un
poids de 61 kDa (Vithanan et al., 2001 ; Makarova et al., 2002). Ce facteur, exprim¢ de fagon
ubiquitaire, intervient directement dans la machinerie du splicéosome (Figure 23).

Le splicéosome, responsable de I'¢limination des séquences introniques par épissage, est
formé d’un ensemble de cing petites ribonucléoprotéines nucléaires (U1, U2, U4, U5, et U6)
(Will et Luhrmann, 1997 ; Hastings et Krainer, 2001). L'épissage majeur, est initi¢ par la
liaison de la ribonuléoproteine (« small nuclear ribonucleoprotein » ou snRNP) Ul en 5’ du
site d’épissage du pré-ARNm et de la snRNP U2 en 3’ au point d’embranchement (BPS)
(Hastings & Krainer, 2001 ; Pacione et al., 2003). Le splicéosome devient actif lorsqu’un
complexe protéique constitué¢ des snRNP U5 et U4 / U6 vient s’attacher en 5’ de la séquence
d'épissage. Chacune des snRNP est liée spécifiquement avec un facteur d’épissage de pré-
ARNm (respectivement PRP3, PRP31 et PRPS) (Makarova et al., 2002). Divers
réarrangements ont lieu entre les snRNP, les facteurs d’épissage et la s€équence intronique : la
snRNP US se lie en 5’ libérant ainsi le snRNP Ul. Les snRNP U4 et U6 se dissocient I’un de
I’autre, permettant & U6 et U2 de se lier. Ainsi le splicéosome forme un noyau catalytique
entre U2, U5, U6 permettant 1'élimination de l'intron du pré-ARNm (Pacione et al., 2003 ;
Schultz et al., 2006). Le facteur PRP31 joue un role crucial au sein du splicéosome en
stabilisant le complexe tri-snRNP U5 U4/U6. 11 régule la liaison de la snRNP U4 a la
séquence intronique et facilite la dissociation des snRNP U4 et U5 (Weidenhammer et al.,

1997 ; Lui et al., 2007).

Le locus de PRPF31 a été découvert comme responsable d’une forme autosomique dominante
de RP avant de connaitre la fonction du géne, grace a une étude familiale (Al-Maghtheh et al.,
1994 ; 1996). Preés de 65 mutations ont été recensées a ce jour sur différentes parties du geéne

PRPF31 (Daiger et al., 2013). L’éventail de mutations comprend des mutations
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Tableau 6 : Mutations connues dans le géne PRPF31 responsables de RPs.

Adapté de Audo et al., 2010 et Liu et Zack, 2013.

Mutation Effet sur la protéine Références
c.-3 7del p.? Sullivan et al., 2013
¢.1-2481G>T (IVS1 +1G>T) effet sur I'épissage Liu et al., 2008
c.19 20insA p.Leu7Hisfs*4 Sullivan et al., 2013
c.1215delG p,G405fs+7X Dong et al., 2013
complexe (insertion-deletion) p.? Dong et al., 2013
c.79G>T p-Glu27X Waseem et al., 2007
c.177+1G>A effet sur I'épissage Sullivan et al., 2006; Rivolta et al., 2006
c.196_197delAA K66Dfs X2 Xu et al., 2012
¢.220C>T p-GIn74X2 Sullivan et al., 2006
c.267delA p-Glu89Aspfs*11 Sullivan et al., 2013
¢.319C>G p-Leul07Val Rivolta et al., 2006
¢.323-2A>G effet sur I'épissage Rivolta et al., 2006

¢.331 342del
¢.358 359delAA
¢.390delC
c.413C>A (c.412C>A)
c.421-1G>A
c.421G>T
¢.527+1G>T
c.527+1G>A

c.527+3A>G

¢.528-39_531del
c.528-1G>A
¢.528-3_45del (IVS6-3 to -45 del)
c.544_618del75 bp
c.615delC
c.581C>A
580-581dup33bp
¢.636delG
€.646G>C
¢.732_737delins20bp
¢.758_767del
non préciser
¢.769_770insA
¢.785delT
¢.808_809insC
c.824_825insA
.828_829delCA
c.856-2A>G
c.871G>C
¢.877_910del
¢.895T>C
délétion de 14bp dans I'exon 9
¢.915_916insTGT

€.920_920insA

¢.973G>T
1049_1VS10+20del/insCCCCT
¢.1060C>T
¢.1073+1G>A (IVS10+1G>A)
c.1074-2 A>T
c.1084delA
¢.1098delG
c.1115_1125del
c.1142delG
Intl1 ¢.1146+2T>C
c.1155_1159delGGACG/insAGGGATT
¢.1374+654C>G
indel ex1/int1
4.8 kb deletion
11.3 kb deletion
59 kb deletion
32-42 kb deletion
> 44.8 kb deletion
30 kb deletion

p.His111 Tlel14del
p.Lys120Glufs X122
p-Asnl31MetfsX67 (p.Asnl31fs7ter197)
p.Thr138Lys
effet sur I'épissage
p-Glul41X
effet sur I'épissage
effet sur I'épissage

effet sur I'épissage

p.?
effet sur I'épissage
effet sur I'épissage
E182 E206del
p.Y205*
p-Alal94Glu
insertion de 11 acides aminés
p-Met212Ilefs X27 (Met212fs/ter238)
p.Ala216Pro
p-Met244£sX248
p-Gly253AlafsX65 (p.Gly253fs/ter317)
p.Lys257£sX277
p-Thr258AspfsX21 (Lys257fsX277)
p-Phe262Serfs X59
p-His270Profs*8
p-Y275X
p.His276GInfs X2 (p.His276{sX237)
effet sur I'épissage
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faux sens, des insertions et/ou délétions plus au moins importantes. Rio Frio et collaborateurs
(2008b) ont montré que la majorité des mutations (29 sur 40 analysées) dans le géne PRPF31
mene a I’apparition d’un codon stop prématuré et a la dégradation de ' ARNm (Tableau 6).
Le phénotype, 1'age d'apparition et la gravité de la maladie chez les patients varient selon le
type de mutation. De plus, au sein d’'une méme famille, la méme mutation a été associée a des
variations phénotypiques comme rapporté dans plusieurs études familiales réalisées a travers
le monde au cours des dix derniéres années en Angleterre (Al-Maghtheh et al., 1994 ; Vithana
et al., 2001), Colombie (Al-Maghtheh al., 1996; Vithana et al., 1998), Chine (Xia et al., 2004 ;
Liu et al., 2008 ; Xu et al., 2013), Inde (Saini et al., 2013), Etats-Unis (McGee et al., 1997) et
en France (Audo et al., 2010). L’ensemble de ces études a révélé la présence de patients
asymptomatiques, mettant en évidence la pénétrance incompléte de la pathologie. Les patients
symptomatiques différent principalement des patients asymptomatiques porteurs de la méme
mutation, par les niveaux d’ARNm de PRPF31 produits (Waseem et al., 2007 ; Venturini et
al., 2012). Cette caractéristique d’haplo-insuffisance défini la capacité¢ de 1’alléle sain a
produire la protéine sauvage en quantit¢ suffisante, malgré la présence de l'allele
pathologique. Elle est a la base de I’apparition et de la pénétrance des symptomes de la
maladie (Xia et al., 2004 ; Abu-Safieh et al., 2006). Un haut niveau d'expression de l'all¢le
sauvage permet de compenser la présence de l'allele muté et ainsi d’assurer la fonction
biologique de la protéine PRP31 chez les patients asymptomatiques. Au contraire un taux
d’expression insuffisant de l'alléle sauvage, par rapport au niveau d’expression nécessaire de
PRPF31, entrainerait les symptomes de la RP.

A la lumiére des différents résultats démontrant la pénétrance incompléte de la maladie, des
modeles de co-régulation ont été proposés. En 2008, I’étude de Rio Frio et al., met en
¢vidence le produit d’un élément génétique (eQTL: expression quantitative trait locus) situé
dans la région 14q21-23 capable de réguler la transcription des deux all¢les de PRPF31 (Rio
Frio et al., 2008a, 2009). Plus récemment un second gene isoallélique, CNOT3, situé en
19q13.4 proche de PRPF31, a été décrit comme un régulateur négatif spécifique de PRPF31,
en se liant directement a son promoteur (Venturini et al., 2012). CNOT3 étant lui-méme
soumis a des variations d’expression soit a cause d’un polymorphisme du geéne ou bien suite a
I’action des facteurs de ’eQTL du chromosome 14 (Utz et al., 2013) (Figure 24). L’ensemble
de ces ¢tudes suggere que le phénotype de la maladie serait déterminé par le co-héritage
allélique PRPF3] (mutant et sauvage) et CNOT3 (alle¢les correspondants aux variants
fortement exprimés) (Rose et al., 2014) (Figure 25).
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dans la Rétine
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controle symptomatique asymptomatique

Figure 24 : Mode¢le de régulation de I’expression du géne PRPF31 en fonction de CNOT3
et des eQTLs 14q21-23.

La rétine (pointillés rouge) a des exigences d’épissage plus élevées par rapport a d'autres tissus
(pointillés violet), limitant la manifestation de la maladie a la rétine. L'expression de l'allele
sauvage de PRPF31 est modulée par les facteurs de co-régulation eQTLs et le géne CNOTS3.
Ainsi, I’expression de CNOT3 et des eQTLs determinent le phénotype symptomatique ou
asymptomatique parmi les patients porteurs hétérozygotes portant 1'alléle sauvage et mutant,
comparé au personne homozygote sauvage (controle). Extrait de Utz et al., 2013.
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Figure 25: Combinaison génétique entre les génes CNOT3 et PRPF31 chez des
individus porteur de mutation sur PRPF31.

L représente un allele avec une faible expression de CNOT3 et H indique une haute
expression de CNOT3. L’allele muté de PRPF31 (rouge barr¢), I’alléle sauvage en bleu.
L’apparition de la maladie necessite une haute expression des deux alleles du gene CNOT3
(D), alors qu’une expression moins importante de CNOT3 donne un phénotype
asymptomatique (A, B et C). Adapté de Rose et al., 2014.

84



Le mécanisme d’épissage étant essentiel a toute cellule de I’organisme, plusieurs études ont
cherché pourquoi les mutations du géne PRPF31 entrainent exclusivement une maladie de
type RP non syndromique. L’existence d’isoformes spécifiques de PRPF31 dans la rétine a
été exclue (Tanackovic et Rivolta, 2009). En revanche, il a été rapporté chez la souris adulte
que les niveaux d'expression des facteurs d’épissage (dont PRPF31) et des 5 snRNPs sont plus
¢levés dans la rétine que dans les autres tissus, suggérant qu’une forte activité basale
d’épissage est requise dans la rétine (Cao et al., 2011). Les mémes observations ont été
rapportées a partir de rétines humaines (Tanackovic et al., 2011). Ainsi, bien que des
mutations dans PRPF31 conférent des insuffisances d'épissage dans tous les tissus, la haute
activité d’épissage requise dans la rétine par rapport aux autres tissus conduit a des
manifestations de la maladie spécifiquement dans le tissu rétinien. Cette forte activité
d’épissage pourrait étre requise par les photorécepteurs en raison du renouvellement constant
de leurs segments externes et la nécessité de synthétiser de grandes quantités de protéines
impliquées dans la phototransduction.

Des études visant a évaluer les effets des mutations de PRPF31 sur I’épissage de pré-ARNm,
ont mis en évidence des altérations de I’épissage de certains genes spécifiques des
photorécepteurs. Par une approche d’immunoprécipitation couplée a une analyse par
microarray, Mordes et al. (2007) met en évidence 146 transcrits dont 1’épissage est dépendant
de PRP31. Parmi ces transcrits, certains sont issus de génes connus pour étre potentiellement
responsables de RP en cas de mutations. En utilisant deux lignées cellulaires exprimant une
forme mutée de PRP31 (une délétion et une insertion), ces auteurs ont démontré dans certains
cas des défauts d’épissage des genes PRPH2 (Retinal Degeneration Slow, peripherine) et
FSCN2, (retinal actin-binding protein fascin) (Mordes et al., 2007). Des études sur des
cultures primaires de neurones rétiniens de souris post-natales exprimant des formes mutées
de PRP31, ont mis en évidence un épissage réduit de I’intron 3 du géne de la RHODOPSINE.
Ceci engendre une réduction d’expression de la protéine et une apoptose des cellules
porteuses de la mutation (Yuan et al., 2005). A I’oppos¢ d’autres études, dont I’analyse de
lymphocytes de certains patients, démontrent un effet mineur ou absent sur I’épissage pour

certaines mutations de PRPF31 (Deery et al., 2002 ; Rivolta et al. 2006).

D’autres ¢tudes mettent en cause les cellules de I’EPR, comme le type cellulaire affecté et
responsable de la pathologie liée aux mutations du géne PRPF31.
Si I’invalidation du géne Prpf31 chez la souris s’est avérée létale (Bukjakowska et al., 2009),

les souris Prpf31 +/- agées de plus d’un an présentent des perturbations dans I'EPR avec la
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perte des invaginations basales. Une accumulation de dépots amorphes entre I'EPR et la
membrane de Bruch est observée (Graziotto et al., 2011). Plus récemment un défaut de
I’activité de phagocytose des cellules de I’EPR des souris Prpf31 +/- a été rapporté (Farkas et
al., 2014). Le méme résultat a été obtenu avec une lignée humaine de cellules de I’EPR
(ARPE-19) ou I’expression de PRPF31 a été réprimée par des petits ARN interférents
(siRNA) (Farkas et al., 2014). La localisation et l'expression de certains marqueurs
d'adhésion, comme la sous-unit¢ B5 de l’intégrine et de protéines impliquées dans la
phagocytose tel que le récepteur MerTK, sont également perturbées dans I’EPR des souris
Prpf31 +/- (Farkas et al., 2014). L’ensemble de ces résultats suggere que des défauts
d’adhésion et de phagocytose des cellules de I’EPR pourraient étre la conséquence de
mutation(s) dans le géne codant le facteur d'épissage Prp31 et donc que les cellules de ’EPR

seraient susceptibles d'étre les premieres cellules affectées dans la pathologie.

I11.3.2. RHODOPSINE

Les mutations du geéne codant la RHODOPSINE, le pigment visuel des batonnets, sont
responsable de plus de 20% des RPs autosomiques dominantes a travers le monde. Cette
prévalence varie d’un pays a un autre. Par exemple, aux Etats-Unis, les mutations du géne de
la RHODOPSINE représentent jusqu'a 26% des patients atteints (Sullivan et al. 2006). Les
¢tudes de cohortes européennes montrent moins de variabilité : Espagne (20%), Allemagne
(16%) (Bunge et al., 1993), Italie (16%) (Ziviello et al., 2005), et France (16.5%) (Audo et al.,
2010), a I’exception du Royaume-Uni et de la Norveége qui présentent une prévalence de 25 a
50% (Ingleheam et al.,1998 ; Grondahl et al., 2007). A 1’opposé les populations d’Asie
montrent une prévalence plus faible : moins de 7% pour la Chine (Chan et al., 2001), moins
de 6% au Japon (Ando et al., 2007), et moins de 2% en Inde (Gandra et al., 2008).

Ces nombreuses études de cohortes réalisées a travers le monde ont permis de mettre en
¢vidence un large spectre de mutations du gene RHO (Sohocki et al., 2001 ; Sullivan et al.
2006). Selon le type de mutation (autosomique dominante ou récessive) ainsi que sa
localisation dans le geéne, les patients vont présenter une RP ou CNCS (Mendes et al., 2005 ;
Berger et al., 2010).

Ce gene situé dans la région 3q21-24, composé de 1044 paires de bases comprend cing exons

et code pour une protéine de 348 acides aminés. La RHODOPSINE, qui appartient a la
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Figure 26 : Structure secondaire de la RHODOPSINE, localisant les principales
mutations connues et leur classification.

Extrait de Mendes et al., 2005.

88



superfamille des récepteurs couplés aux protéines G est organisée en trois domaines distincts :
la partie N-terminale intra discale, la partie transmembranaire constituée de 7 domaines et la
partie C-terminale localisée dans le cytoplasme des segments externes (Napier et al., 2014)
(Figure 26).

Plus de 160 mutations ont été recensées dans le géne RHO comme responsables de RPs
(Human Gene Mutation Database HGMD). Les premiéres mutations identifiées furent les
substitutions P23H et P347L, respectivement les plus communes aux Etats-Unis et en Europe
(Dryja et al., 1990). Par la suite, différentes études démontrant I’existence de nombreuses
autres mutations (Sung et al. 1994) ont permis d’établir une classification de I’ensemble des
mutations en fonction de leur effet direct sur la protéine (Kaushals et Khorana, 1994). Cette
classification a évolué au fur et a mesure de 1’identification de nouvelles mutations, menant a
I’identification de 6 classes de mutations en 2005 (Mendes et al. 2005) (Figure 26).

Les mutations qui n’interférent pas dans le repliement de la RHODOPSINE, mais qui
engendrent un défaut de transport de la protéine sont regroupées dans la classe I, telle que la
mutation P347L (Kim et al 2012). La classe II correspond aux mutations empéchant la
reconstitution de la RHODOPSINE avec le 11-cis-rétinal, due a une séquestration de la
protéine au sein du recticulum endoplasmique, comme la mutation P23H (Comitato et al.,
2014). Les mutations de la classe III, comme la mutation R135L, correspondent aux
mutations qui interférent dans le mécanisme d’endocytose (Chuang et al., 2004). La classe IV
regroupe les mutations qui impliquent une modification post-transcriptionnelle affectant la
stabilit¢ de la protéine. C’est le cas de la mutation substitutive T4R (Zhu et al. 2004).
L’ensemble des mutations qui entralnent une augmentation du taux d'activation la
transducine, comme la mutation V137M, est regroupé dans la classe V (Andres et al., 2003).
Enfin les mutations qui provoquent une activation constitutive de la RHODOPSINE en
absence du chromophore (a I’obscurité) sont regroupées dans la classe VI. Ces mutations sont
principalement responsables de CSNB. Cette classification ne permet malheureusement pas a
ce jour de classer toutes les mutations trouvées car toutes n’ont pas fait 1’objet d’étude
détaillée sur les conséquences biochimiques et cellulaires de la mutation (Mendes et al.,
2005).

Une des mutations les plus étudiée est la substitution de la proline en position 23 qui a une
trés forte prévalence aux Etats-Unis (12% des RPs autosomiques dominantes) alors qu’elle est
absente dans la population européenne (Dryja et al. 1990 ; Farrar et al., 1990). La mutation
P23H correspond aujourd’hui au modele type des mutations de la classe 2, avec une forme de

la RHODOPSINE mal repliée et mal localisée. Ce mauvais repliement entraine un stress au
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niveau du rectilium endoplasmique et la formation d’agrégats protéiques menant a 1’apoptose
des cellules (Comitato et al., 2014). Sept mutations substitutives de la proline en position 347
sont liées a I’apparition de RP : P347S, P347L, P347A, P347G, P347C, P347R et P347T. La
mutation P347L est la mutation la plus commune des RPs autosomiques dominantes en
Europe (Audo et al. 2010).

Plusieurs études menées sur différents modéles transgéniques ont démontré que le domaine C-
terminal était essentiel pour le transport de la RHODOPSINE dans les segments externes des
photorécepteurs (Li et al., 1996, Green et al., 2000, Concepcion et al., 2002). Les rats
transgéniques S334ter, dont la RHODOPSINE est amputée des 15 acides aminés C-
terminaux, présentent une distribution anormale de la forme tronquée de la rhodopsine,
détectée dans la CNE (Green et al. 2000). A I’échelle subcellulaire, les auteurs démontrent un
enrichissement de la RHODOPSINE au niveau cytoplasmique et membranaire (Green et al.
2000). Concepcion et al. (2002) ont rapporté dans le méme modele S334ter que les molécules
de RHODOPSINE mutées sont co-transportées avec la RHODOPSINE sauvage au sein des
vésicules post-Golgi, mais que cette mauvaise localisation ne serait pas responsable de la mort
des photorécepteurs. Des modéles de lapins transgéniques (Kondo et al., 2009) et de porcs
transgéniques (Petters et al., 1997, Kraft et al., 2005) pour les mutations P347L et P347S ont
¢galement été générés et développent une dégénérescence des photorécepteurs présentant de
nombreuses similitudes avec celles observées chez des patients atteints de la méme mutation.
De maniére intéressante, Kraft et al. (2005) confirme une délocalisation de la RHODOPSINE
au niveau des segments internes des photorécepteurs et démontre que la réponse a la lumiére
de la RHODOPSINE mutée est sensiblement altérée. Une hypothése envisagée serait que la
substitution P347 de la RHODOPSINE interfere avec I’inactivation de la rhodopsine. Cette
hypothese est en accord avec d’anciens travaux (Ohguro, 1997), montrant un fort niveau de
phosphorylation par la Rhodopsine kinase de peptides contenant les substitutions P347S et
P347L, ce qui pourrait perturber le processus d’inactivation de la RHODOPSINE.

Ces différents modeles n’ont pas permis d’€lucider clairement le(s) mécanisme(s)
moléculaire(s) et cellulaire(s) qui sous-tend(ent) la mort de photorécepteurs suite aux
mutations de type P347 du geéne de RHODOPSINE chez I’Homme. L’évaluation et la
compréhension de ces mécanismes sont essentielles pour le développement de futures

thérapies.
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Figure 27 : Structure du géne NR2E3, localisant les principales mutations connues.

Les différents domaines fonctionnels sont représentés par les rectangles blancs et noirs : région de
liaison a 'ADN indépendamment du ligand (A/B), domaine de liaison a 'ADN (DBD), région
charniére (hinge) et domaine de liaison du ligand potentiel (LBD).
Extrait de Schorderet et al., 2009.
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II1.3.1. NR2E3 (Nuclear receptor, class 2, subfamily E, member 3)

Le facteur de transcription Nr2e3 également appelé « récepteur nucléaire spécifique des
photorécepteurs » (PNR), est un membre de la superfamille des récepteurs nucléaires aux
hormones stéroides/thyroides dont l'activation dépend de sa liaison avec un ligand.

Le géne NR2E3 situé sur le chromosome 15 (région q22.32), comprend 8 exons pour une
taille de 7,5kb. Il code pour une protéine composée de 410 acides aminés d’un poids
moléculaire de 45 kDa. Le facteur Nr2e3 partage une organisation structurelle avec
I’ensemble des récepteurs nucléaires aux hormones (Figure 27). L'extrémité N contient le
domaine A/B hautement variable qui contribue a la liaison a 'ADN indépendamment du
ligand. La région la plus conservée du récepteur nucléaire contient le domaine de liaison a
I'ADN (DBD). En C-terminal se trouve le domaine de liaison du ligand potentiel, une poche
hydrophobique formée de 12 hélices alpha (LBD). La région charniére (Hinge) trés variable
qui relie les domaines DBD et LBD constitue le domaine le plus spécifique a chaque type de
récepteur nucléaire (Schorderet et Escher, 2009 ; Mollema et Haider, 2010).

L’expression de Nr2e3 est restreinte a la couche externe de la neuro-rétine. Plusieurs études
ont permis de lui attribuer différents roles dans la différenciation des photorécepteurs,
particuliérement dans le choix du lignage cone versus batonnet, en interagissant avec les
facteurs de transcription CRX et NRL (¢f 11.1.3) (Chen et al., 2005 ; Peng et al., 2005 ; Cheng
etal., 2006 ; Oh et al ., 2008 ; Webber et al., 2008 ; Haider et al ., 2009).

En accord avec l'expression de ce facteur de transcription spécifique a la rétine, toutes les
mutations décrites dans NR2E3 sont uniquement associées a des dégénérescences rétiniennes
aux phénotypes cliniques extrémement variables (Schorderet et Escher, 2009). Un grand
nombre de mutations est associé¢ avec le syndrome d'augementation des cones S (Enhanced S-
Cone syndrome ou ESCS), aussi appelé syndrome de Goldmann-Favre. Ce syndrome au
mode de transmission autosomique récessif se manifeste par [’absence de batonnet
fonctionnel, une augmentation du nombre de cone S (d’ou une augmentation de la sensibilité
aux courtes longueurs d’onde) et des altérations variables des cones L/M. La réponse des
cones S évaluée par ’ERG chez ces patients atteints d’ESCS présente une amplitude environ
30 fois plus élevée par rapport a la norme. Les études actuelles ont permis d’identifier plus
d’une trentaine de mutations causales dans I’ESCS, la majorité d’entre-elles étant situées dans
les domaines DBD (12 mutations) et LBD (16 mutations). Les mutations dans le géne NR2E3

représentent 1 a 2% des formes dominantes de RPs. Actuellement, une seule mutation causale

93



normal

A
Normal NR2E3, , dimerization
N Interaction between NR2E3, . and Crx N

Activation DNA binding of NR2E3, Repression

= ESCS (it
i Normal NR2E3,_ . dimerization \ ‘:7.';,- i
: 4 Altered NR2E3, . dimerization N
No interaction between NR2E3_ .. and Crx i
No DNA binding of NR2E3_ .- ) : 'ﬁ ; S
Decrease No repression

adRP

No NR2E3_ dimerization
Normal interaction between NR2E3_ . and Crx
No DNA binding of NR2E3,. |
No potentiation No activation

Figure 28 : Mécanismes moléculaires potentiels a la base des différents phénotypes rétiniens
dus aux mutations dans le géne NR2E3.

Dans la situation "normale", le facteur Nr2e3 active les geénes spécifiques des batonnets (le
promoteur du géne de la RHODOPSINE) et réprime les genes spécifiques des cones (promoteur
des génes de I’OPSINE M et de I’OPSINE S) de concert avec CRX et NRL. B) Chez les patients
atteints d’hypersensibilit¢é a la lumiere bleue (ESCS) porteurs principalement de mutations
localisées dans le domaine DBD (absence de liaison a 'ADN), NR2E3 ne peut potentialiser CRX /
NRL qui transactivent le géne RHO et ne répriment pas l'expression des geénes spécifiques des
cones. C) Chez les patients atteint adRP, la protéine NR2E3 porteuse de la mutation G56R agit
comme un répresseur des genes des batonnets et des cones, La protéines mutées lient CRX sans
pouvoir se lier a I’ADN, empéchant donc CRX de jouer son rdle de transactivateur du gene RHO.
Adapté de Roduit et al., 2009.
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a ¢t¢ identifiée (RP37) : une substitution G56R localisée dans le premier doigt de zinc du

domaine DBD (Coppieters et al., 2007 ; Gire et al., 2007 ; Escher et al., 2009).

Plusieurs études in vitro par surexpression ont permis d’avancer dans la compréhension des
mécanismes moléculaires qui sous-tendent le phénotype observé (ESCS versus RP) en
fonction du type de mutation (Escher et al., 2009 ; Roduit et al., 2009). Chez les patients
atteints d’ESCS porteurs d’une mutation dans le domaine DBD, en absence de liaison a
I’ADN, NR2E3 ne pourrait potentialiser I’activation des génes des batonnets dépendante du
complexe CRX/NRL et ne serait pas capable de réprimer I’expression des génes spécifiques
des cones. La protéine NR2E3 mutée (G56R) agirait quant a elle comme un dominant négatif
en réprimant 1’expression des genes spécifiques des photorécepteurs induite par CRX (Roduit
et al., 2009) (Figure 28). Néanmoins, aucune altération de I’interaction entre CRX et la forme
G56R de NR2E3 n’a été rapportée. Exceptées ces études dans des modeles artificiels
(surexpression dans des cellules de rein), le(s) mécanismes(s) moléculaire(s) et cellulaire(s)
responsable(s) de telle ou telle forme de dystrophies des photorécepteurs (ESCS, arRP ou

adRP) reste(nt) encore trés mal connug(s).
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IV. Les cellules souches pluripotentes induites (cellules iPS)

IV.1. Les cellules souches pluripotentes

Une cellule souche pluripotente est définie par deux caractéristiques principales : la propriété
d’auto-renouvellement (multiplication a I’identique pour produire de nouvelles cellules
souches) et sa capacité a se différencier dans 1’ensemble des différents types de cellules de
I’organisme. Aux premiers stades de développement des mammifeéres (avant le 4° jour
embryonnaire) les cellules de la morula sont totipotentes, c’est-a-dire qu’elles sont capables
de donner tous les types de tissus embryonnaires et extra-embryonnaires (Figure 29). Au
stade blastocyste, la capacité de différenciation des cellules se restreint aux cellules des tissus
embryonnaires. Ces cellules situées dans la masse interne du blastocyste sont dites alors
pluripotentes (Sugarawa et al., 2012). Les cellules multipotentes sont des cellules souches
capables de donner plusieurs types cellulaires issus du méme lignage, comme les CPRs qui
sont capables de générer tous les types cellulaires de la rétine (Cepko, 2014). Ces cellules sont
présentes au cours du développement jusqu’au stade adulte, ou elles sont généralement
regroupées au sein de niches spécialisées. C’est le cas par exemple de la zone marginale
ciliaire (ZMC) de I’ceil contenant les cellules souches rétiniennes adultes, qui permettent chez
certaines especes de générer de nouveaux neurones rétiniens (Perron et Harris, 2000). Enfin
les cellules souches dites unipotentes sont des cellules capables de ne donner qu’un seul type

cellulaire spécialisé.

IV.1.1. Les cellules souches embryonnaires (cellules ES)

La capacité des cellules souches pluripotentes a générer tous les types cellulaires de
I’organisme offre un grand potentiel en médecine régénérative et plus largement pour
I’ensemble du domaine biomédical. C’est dans ce contexte que les premicres cellules souches
embryonnaires ont été isolées et mises en culture a partir de blastocystes de souris en 1981
(Evans and Kaufman, 1981). La premicre lignée de cellules souches embryonnaires (ES)

humaines ne fut dérivée qu’en 1998 par 1’équipe du Dr Thomson (Thomson et al., 1998).

Les méthodes de culture des cellules ES humaines ont été optimisées par la suite, pour
garantir a long terme un maintien de leurs propriétés d'auto-renouvellement et de

pluripotence, avec une stabilité du caryotype (Amit et al., 2000).

Les cellules ES humaines présentent une morphologie caractéristique avec un noyau imposant

qui occupe la majorité de 1’espace cytoplasmique, elles sont serrées sous la forme de colonies
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Figure 29 : Hiérarchisation du potentiel des cellules souches au cours du
développement et lors de l1a reprogrammation.

L’ontogenése commence a partir d'une seule cellule, le zygote. Le zygote et les
blastomeres de 1'embryon précoce sont totipotentes avec le potentiel de former
'organisme entier. Ce potentiel de différenciation diminue progressivement au
cours du developpement a une capacit¢ de pluripotence, multipotence,
unipotence jusqu’aux cellules somatiques différenciées en phase terminale. Le
potentiel des cellules somatiques peut étre rétabli au stade totipotent par SCNT
ou a l'état pluripotent par la reprogrammation. ICM : “internal cellular mass” ;
SCNT: somatic cell nuclear transfer. Extrait de Mitalipov et Wolf, 2009.
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compactes aux bordures bien délimitées. En plus de cet aspect morphologique, la grande
capacité de prolifération, la pluripotence et un caryotype euploide sont des caractéristiques
importantes des cellules ES humaines (Cowan et al.,, 2004). Les cellules ES humaines
possedent une activité importante de la télomerase et de 1’alcaline phosphatase, cette derniére
¢tant facilement visualisable par simple réaction biochimique in vitro. De plus, ces cellules
sont caractérisées par 1’expression de différents marqueurs de surface spécifiques comme le
glycolipide Stage Specific Embryonic Antigen-4 (SSEA-4) ou les protéoglycanes de type
« Tumor Related Antigen » (TRA), TRA-1-60 et TRA-1-81 (Thomson et al., 1998). Les
cellules ES expriment aussi une combinaison de facteurs de transcription spécifiques de leur
¢tat de pluripotence, tels que le facteur « octamer-binding transcription factor -4 » (OCT4),
connu aussi sous le nom POUS5F1, mais aussi le facteur a homéo-domaine NANOG, le facteur
« Sex determining region Y -box 2 » (SOX2), ou encore le facteur LIN28A (Koestenbauer et
al., 2006). Les facteurs de transcription OCT4, NANOG et SOX2 forment un circuit de
régulation essentiel au maintien de 1’état de pluripotence des cellules ES (Chambers et al,

2003 ; Boyer et al., 2005).

D’un point de vue fonctionnel, les cellules ES humaines peuvent étre caractérisées par leur
habilité¢ a se différencier dans différents types cellulaires correspondant aux trois feuillets
embryonnaires (endoderme, mésoderme et ectoderme). Deux techniques sont utilisées pour
mettre en évidence cette différenciation spontanée. La premiere par formation de corps
embryonnaires, correspondant a des agrégats sphériques de cellules ES mis en culture en
suspension en absence de FGF-2 qui est responsable du maintien de 1’état transitoire de
pluripotence (Itskovitz-Eldor et al., 2000). La seconde technique consiste a injecter les
cellules ES humaines dans un modéle de souris ou rat immuno-déficient, ou les cellules vont
étre capable de former différents tératomes qui contiennent des cellules issues des trois

feuillets embryonnaires (Thomson et al., 1998).

Ces propriétés uniques des cellules ES donnent I’opportunit¢ de mieux comprendre le
développement embryonnaire humain. De plus, elles peuvent étre la source d’une grande
quantité de cellules différenciées pour différentes études de la thérapie cellulaire aux criblages
de médicaments (Sugarawa et al., 2012). Cependant, la dérivation de cellules ES humaines
implique la destruction d’un embryon de pré-implantation, ce qui pose de nombreuses
questions ¢éthiques et alimente aujourd’hui un vaste débat sur les considérations morales,
religieuses et politiques associées a cette recherche. Ainsi, méme si la recherche sur les

cellules ES humaines
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s’avere indispensable, la génération de cellules souches pluripotentes sans I'utilisation de

matériel embryonnaire est souvent considérée comme plus approprice.

IV.1.2. Les cellules souches induites a la pluripotence (cellules iPS)

En 2006, Takahashi et Yamanaka ont démontré qu’en forcant des fibroblastes murins a
exprimer certains facteurs de transcription connus pour étre associé€s a I’état de pluripotence,
les cellules adoptaient une morphologie semblable a celle des cellules ES. La surexpression a
I’aide de rétrovirus des quatre genes Oct4, Sox2, Klf4, et c-Myc, a été identifiée comme
suffisante pour induire la pluripotence chez ces fibroblastes de souris. Ces facteurs ont été
sélectionnés parmi les 24 génes candidats connus pour leur role dans I’état de pluripotence.
Les cellules résultantes, appelées cellules souches induites a la pluripotence (« induced
pluripotent stem (iPS) cells ») ont été reconnues comme similaires aux cellules ES d’un point

de vue moléculaire et fonctionnel (Takahashi et al., 2006).

La méme équipe du Pr Yamanaka a été capable de reprogrammer par la méme approche des
fibroblastes humains (Takahashi et al., 2007). Ces fibroblastes sur-exprimant les quatre
facteurs OCT4, SOX2, KLF4 et C-MYC et cultivés dans les mémes conditions que les
cellules ES, modifient et forment des colonies similaires aux colonies de cellules ES
humaines en culture. Une seconde équipe a également démontré la capacité des fibroblastes
humains a étre reprogrammer en cellules iPS suite a la transduction avec une autre
combinaison de facteurs de transcription également impliqué dans le maintien de 1’état de

pluripotence : OCT4, SOX2, NANOG, et LIN28 (Yu et al., 2007).

Les cellules 1PS font encore 1’objet de nombreuses études comparatives face aux cellules ES.
Bien que les cellules iPS soit décrites comme semblables aux cellules ES au niveau
morphologique et moléculaire, avec une expression spécifique de marqueurs de la
pluripotence et leur capacité de différenciation dans 1’ensemble des types cellulaires (corps
embryonnaires, tératomes), la mise en évidence d’une mémoire épigénétique aux seins des
cellules iPS (différences d’expression génique, de miRNAs et de méthylation) pose encore de

quelques questions au sein de la communauté scientifique.

IV.1.2.1. Les méthodes de reprogrammation

L’efficacité de la reprogrammation des cellules somatiques en cellules iPS présente une forte

variabilité. Celle-ci dépendant essentiellement du type de cellules somatiques utilisé, de la
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cellules souches pluripotentes.

Extrait de Lund et al, 2012.
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combinaison de facteurs reprogrammateurs et du systéme de reprogrammation associ€, mais

¢galement des techniques de culture des cellules iPS.

IV.1.2.2. Les cellules initiales

Selon le type cellulaire initial, des différences d’efficacit¢é et de cinétique de la
reprogrammation sont observées. Par exemple, 8 a 12 jours sont nécessaires pour
reprogrammer des fibroblastes embryonnaires de souris a l'aide de rétrovirus alors que le
méme processus prend 20 a 25 jours avec des fibroblastes de prépuce humain (Gonzalez et al.,

2011).

Chez 'Homme les fibroblastes du derme sont le plus couramment utilisés (80% des études
publiées) ; viennent ensuite les cellules sanguines, principalement en raison de leur
accessibilité¢ et de la relative facilit¢ de culture de celles-ci. D’autre types de cellules
somatiques ont été utilisés, comme les kératinocytes (Aasen et al ., 2008; Maherali et al .
2008), les hepatocytes (Aoi et al., 2008), les mélanocytes (Utikal et al., 2009) ainsi que des
cellules pancréatiques (Stadtfeld et al., 2008). Différents types de cellules souches adultes,
telles que les cellules souches neurales, mésenchymateuses ou dérivées du tissu adipeux ont

¢galement pu étre reprogrammeées (Eminli et al ., 2009; Kim JB et al., 2009a, 2009b).

Plusieurs études ont analysé la capacité de différents types de cellules somatiques a étre
reprogrammeés, afin de démontrer I’intérét de chacun par rapport a leur facilité de
reprogrammation, leur disponibilité ou encore leur pertinence thérapeutique. Par exemple, les
kératinocytes primaires humains transduits avec les facteurs OCT4, SOX2, KLF4 et C-MYC
présentent une reprogrammation 100 fois plus efficace et se multiplient beaucoup plus vite
que des fibroblastes (Aasen et al., 2008). Les cellules de sang de cordon qui expriment
I’antigene de surface CD133, peuvent étre reprogrammeées en cellules iPS en sur-exprimant
juste les deux facteurs OCT4 et SOX2 (Giorgetti et al., 2009). De plus, leur disponibilité dans
les banques de cellules de sang de cordon pourrait offrir un avantage logistique pour leur

utilisation.

Différentes aberrations génomiques et épigénétiques peuvent survenir lors de la génération
des cellules iPS ; aussi bien durant la reprogrammation que lors de la culture (entretien,
congélation, décongélation) (Lund et al., 2012) (Figure 30). Méme si la plupart des lignées de

cellules iPS maintiennent un caryotype normal, un certain nombre d’aberrations
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chromosomiques récurrentes peuvent ¢étre retrouvées telles que [’amplification des
chromosomes 8, 12, 17, 20 et X. L’inactivation du chromosome X, I’empreinte génomique
(« impriting ») et la méthylation de ’ADN font partie des altérations épigénétiques qui
peuvent étre observées lors de la culture des cellules iPS (et cellules ES) suivant les types de
cultures (prolongées, présence versus absence de cellules nourriciéres). Lors de la
reprogrammation, les altérations épigénétiques rapportées concernent des anomalies de
méthylation de I’ADN sur des motifs H3K27me3 et H3K9me3 d’un sous-ensemble de genes
(Guenther et al., 2010). Plusieurs études ont démontré que la mémoire épigénétique des
cellules d'origine pouvait étre conservée dans les cellules iPS et par conséquent conférerait
aux cellules iPS la facilité a se différencier dans leur lignage cellulaire d’origine (Kim K et
al., 2010, Polo et al., 2010). Dans ce contexte on peut signaler que des cellules iPS générées a
partir de cellules rétiniennes telles que les cellules de I’EPR et de photorécepteurs, se
différencient plus facilement, respectivement en cellules de I’EPR (Liao et al., 2010) et en
photorécepteurs (Hiler et al., 2015). Ces résultats sont non négligeables pour 1’utilisation

future des cellules iPS humaines a des fins cliniques (Chun et al., 2010).

IV.1.2.3. Les facteurs de reprogrammation

Les facteurs de reprogrammation correspondent a des facteurs de transcription codés par des
genes qui sont normalement exprimés tres tot au cours du développement embryonnaire car
impliqués dans le maintien de la pluripotence des cellules souches embryonnaires. La
combinaison la plus couramment utilisée est 1’association des quatre facteurs OCT4, KLF4,
SOX2 et C-MYC, appelée cocktail « OKSM », mis en évidence par 1’équipe du Pr Yamanaka
(Takahashi et al., 2007). La combinaison OCT4, SOX2, NANOG, et LIN28 (OSNL), décrite
par 1’équipe du Dr Thomson (Yu et al., 2007) est moins utilisée mais possede ’avantage
d’exclure le proto-oncogéne C-MYC. Dans ce contexte, différentes approches de
reprogrammation ont été entreprises en utilisant une combinaison de seulement trois (OKS)
ou deux facteurs (OK). Le proto-oncogéene C-MYC, n’est pas indispensable a la
reprogrammation, mais améliore considérablement son efficacité. Il agit principalement dans
les stades précoces en rendant I’environnement de la chromatine actif (Rahl et al., 2010). Les
facteurs C-MYC et KLF4 agissent sur la prolifération cellulaire et peuvent étre remplacés par
des homologues, respectivement L-MYC ou N-MYC et KLF2 ou KLF5 (Nakagawa et al.,
2008). Le facteur SOX2 peut étre remplacé par SOX1 ou par SOX3 (Nakagawa et al., 2008),

ou bien ne pas étre utilisé si les cellules somatiques d’origine I’expriment de fagon endogene
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Tableau 7: Composés chimiques utilisés pour faciliter la reprogrammation.

Extrait de Zhang et al., 2012.

Compound name Identity

Function

References

Epigenetic-related compounds

Valproic acid (VPA) HDAC inhibitor

Suberoylanilide hydroxame HDAC inhibitor
acid (SAHA)
Trichostatin A (TSA)

Sodium butyrate (NaB)

HDAC inhibitor
HDAC inhibitor

BIX-01294 (9 HMT inhibitor

RG108 DNMT inhibitor

S-azazcytidine (5-aza) DNMT inhibitor
Parnate LSDI inhibitor

Signaling-pathway- or kinase-related compounds
PD0325901 MEK inhibitor

CHIR99021

GSK3 inhibitor

6-bromoindirubin-3'-oxime (BIO) GSK3 inhibitor

Kenpaullone GSK3 and CDK inhibitor

PD173074 FGF receptor inhibitor

SU5402 FGF receptor inhibitor

A-83-01 ALK4, ALKS, ALK7
inhibitor

SB431542 ALK4, ALKS, ALK7
inhibitor

E-616452 ALK4, ALKS and ALK7
inhibitor

LDNI193189 ALK2, ALK3 and ALK6
inhibitor

Compound E y-secretase
inhibitor

JAK Inhibitor 1 JAK inhibitor

RasGAP and ERK
inhibitor

ROCK inhibitor

Pluripotin (SC1)

Y-27632

Thiazovivin (Tzv) ROCK inhibitor

StemRegeninl AhR antagonist
PS48 PDKI activator
BayK8644 L-type Ca®'
channel agonist
Forskolin PKA agonist

Promotes MEF reprogramming efficiency,
and enables Octd- and Sox2-mediated
reprogramming of human fibroblasts;
facilitates proteins mediated reprogramming of MEFs
Promotes MEF reprogramming efficiency

Promotes MEF reprogramming efficiency
Enhances reprogramming efficiency of human
adult or fetal fibroblasts;
facilitates Oct4-only mediated reprogramming
when combined with A-83-01/PD0325901/PS48
Enables NPC reprogramming mediated by Oct4 and
Kif4, or substitutes for Oct4 in NPC reprogramming;
promotes MEF reprogramming mediated by Oct4 and Kif4
Promotes MEF reprogramming mediated by Ocrd
when combined with BIX-01294
Increases MEF reprogramming efficiency

Enables reprogramming of human
keratinocytes mediated by Ocrd and Kif4;
facilitates the conversion of mEpiSCs to naive

pluripotent state

Blocks differentiation pathway of ESCs and
supports self-renewal;

supports ESC derivation from refractory
strains or species;

facilitates conversion of mEpiSCs and hESCs
to naive pluripotent state;

facilitates generation and maintenance of
mESC-like rat or human iPSCs;

facilitates rapid and efficient generation of
fully reprogrammed hiPSCs;

enables Ocrd-mediated reprogramming when
combined with A-83-01/NaB/PS48

Supports ESCs self-renewal; facilitates ESCs
derivation from refractory stains or species

captures and maintains lineage-specific stem cells,
like pNSCs; facilitates the conversion of mEpiSCs
and hESCs to naive pluripotent state;

enables Octd- and K{f4-mediated reprogramming of
MEFs or human primary keratinocytes with Parnate;

facilitates generation and maintenance of
mESC-like rat or human iPSCs;

facilitates the neural conversion of human
fibroblasts mediated by Ascl/ and Ngn2

Promotes self-renewal of ESCs and Isl+
cardiovascular progenitors

Replaces Kif4 in MEF reprogramming

Supports mESC self-renewal;

facilitates the conversion of mEpiSCs to
naive pluripotent state

Supports mESC self-renewal

Facilitates the conversion of mEpiSCs to
naive pluripotent state;

enables generation and long-term maintenance
of mESC-like human iPSCs;

enables Ocr4-mediated reprogramming when
combined with PD0325901/NaB/PS48

Captures and maintains pNSCs when
combined with CHIR99021;

facilitates rapid and efficient generation of
fully reprogrammed human iPSCs;

Facilitates the neural conversion of human
fibroblasts mediated by Ascl! and Ngn2

Replaces Sox2 in MEF reprogramming.

Facilitates the neural conversion of human
fibroblasts mediated by Ascl! and Ngn2
Accelerates the generation of pNSCs

Inhibits the generation of iPSCs in
iPSC-TF-based transdifferentiaion
Maintains mESC self-renewal

Improves survival of hESCs upon dissociation

Improves survival of hESCs upon dissociation;
facilitates rapid and efficient generation of
fully reprogrammed hiPSCs
Enables ex vivo expansion of CD34+ HSCs ex vivo
Enables OCT4-mediated reprogramming with
A-83-01, NaB and PD0325901
Promotes MEF reprogramming mediated by
Oct4 and KIf4 when combined with BIX-01294
Induces Kif4 and KIf2 expression to facilitate
hESCs conversion into a naive pluripotent state

(Huangfu et al., 2008a;
Huangfu et al., 2008b)

(Zhou et al., 2009)
(Huangfu et al., 2008a)

(Huangfu et al,, 2008a)
(Mali et al,, 2010)

(Zhu et al., 2010)
(Shi et al., 2008b)

(Shi et al., 2008a)
(Shi et al., 2008a)

(Huangfu et al., 2008a;
Mikkelsen et al., 2008)
(Li et al., 2009b)

(Zhou et al., 2010)

(Ying et al., 2008;
Tsutsui et al.)
(Nichols et al., 2009;
Buehr et al., 2008;
Li et al., 2008)
(Hanna et al., 2010;
Zhou et al., 2010)
(Li et al., 2009a)

(Lin et al., 2009)
(Zhu et al., 2010)

(Ying et al., 2008;
Tsutsui et al. 2011)

(Nichols et al., 2009;
Buehr et al., 2008;
Li et al., 2008)

(Li et al., 2009a;
Hanna et al., 2010;
Zhou et al., 2010;
Li et al., 2009b)

(Li et al., 2009a)

(Ladewig et al.,, 2012)
(Sato et al., 2004;
Qyang et al,, 2007)
(Lyssiotis et al., 2009)
(Buehr et al., 2008)
(Zhou et al., 2010)

(Buehr et al., 2008)
(Zhou et al., 2010)

(Li et al., 2009a)
(Zhu et al., 2010)
(Li et al., 2011)

(Lin et al., 2009)

(Ladewig et al., 2012)

(Ichida et al., 2009;
Maherali and
Hochedlinger, 2009)

(Ladewig et al., 2012)

(Lietal, 2011)

(Efe et al., 2011;
Kim et al., 2011a)
(Chen et al., 2006)

(Chen et al., 2010;
Ohgushi et al., 2010;
Xu et al., 2010)

(Xu et al., 2010)

(Lin et al., 2009)

(Boitano et al., 2010)
(Zhu et al., 2010)

(Shi et al., 2008a)

(Hanna et al., 2010)

Notice that, in this table, reprogramming generally refers to iPSC-TF-mediated reprogramming; in most cases the iPSC-TFs are Oct4, Sox2, KIf4 and Myc.

HDAC, histone deacetylase; HMT, histone methyltransferase; DNMT, DNA methyltransferase; LSDI, lysine-specific demethylase 1; MEK, MAPK kinase;
GSK3, glycogen synthase kinase 3; FGF, fibroblast growth factor; activin A receptor-like kinase (ALK) ALK2, ACVRI1; ALK3, BMPRIA; ALK4, ACVRIB;
ALKS, TGFBBR1; ALK6, BMPRIB; ALK7, ACVRIC; JAK, Janus kinase; RasGAP, Ras GTPase-activating protein; ERKs, extracellular signal-regulated
kinases; PDK1, phosphoinositide-dependent kinase 1; ROCK, Rho-associated coiled-coil-containing protein kinase; AhR, aryl hydrocarbon receptor; PKA,
protein kinase A; MEF, mouse embryonic fibroblasts; ESC, embryonic stem cell; mESC, mouse ESC; hESC, human ESC; mEpiSC, mouse epiblast stem cell;

iPSC, induced pluripotent stem cell; NPC, neural progenitor cell; pNSC, primitive neural stem cell; HSC, hematopoietic stem cell.




comme les cellules souches neurales. Dans ce cas particulier, il a ét¢ démontré que la
surexpression du seul facteur OCT4 est suffisante pour générer des cellules iPS (Kim et al.,
2009). Des approches utilisant la sous-unité catalytique de la télomérase humaine (hTERT) et
I’antigéne T du virus simien 40 (SV 40 large T antigen) en combinaison avec le cocktail

OKSM ont permis d’augmenter I’efficacité de la reprogrammation (Park et al., 2008).

D’autres approches ont consisté a utiliser de petites molécules capables de moduler
spécifiquement certaines voies de transduction. Elles peuvent étre associées avec différents
cocktails de facteurs de transcription pour augmenter 1’efficacité de reprogrammation ou pour
remplacer certains facteurs reprogrammateurs (Zhang et al., 2012) (Tableau 7). Le
remodelage de la chromatine étant une des étapes critiques qui limite la vitesse de génération
des cellules iPS, certains composés chimiques agissant sur la chromatine (méthylation,
acétylation,..) ont été utilisés. Parmi les composés facilitant la reprogrammation, on peut citer
I’azacytidine, un inhibiteur de la méthyltransférase de I’ADN, ainsi que différents inhibiteurs
de T'histone désacétylase (HDAC), tels que I’acide hydroxamique, la trichostatine A et 'acide
valproique (Huangfu et al., 2008a; Li et al,. 2009). Des composés capables d’inhiber la
« Glycogen Synthase Kinase 3 » (GSK3) ou la « Mitogen-activated protein kinase 1 »
(MEK1) améliorent également la reprogrammation induite par le cocktail OKSM. Des
cellules iPS ont pu étre obtenues a partir de fibroblastes humains avec les seuls facteurs OCT4
et SOX2 associés a I’acide valproique (Huangfu et al., 2008b). Zhu et al. (2010) ont démontré
qu’il était possible de reprogrammer des kératinocytes et des cellules endothéliales (HUVEC)
avec le seul facteur OCT4 associ¢ a quatre composés chimiques : un inhibiteur sélectif du
récepteur 1 au TGFp, un inhibiteur de MEK1, un inhibiteur de ’HDAC et un activateur de la
« 3’-phosphoinositide-dependent kinase-1 » (PDK1).

IV.1.2.4. Les méthodes de reprogrammation

IV.1.2.4.1. Les méthodes intégratives

Les systémes viraux :

Initialement les vecteurs rétroviraux, associés au virus inactivé de la leucémie murine de
Moloney (MMLYV), ont été¢ les premiers types de vecteurs utilisés pour la génération de
cellules iPS avec une efficacité de 1’ordre de 0,01% pour les fibroblastes humains (Figure
31). Pres de 20 sites différents d'intégration rétrovirale (RIS) par clone de cellule iPS ont été

mis en évidence (Takahashi et al., 2007). Les rétrovirus ayant tendance a s’intégrer pres des
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Figure 31 : Représentation des différentes techniques de reprogrammation utilisant
des vecteurs viraux.

Extrait de Gonzalez et al., 2011.
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sites initiateurs de la transcription, ils peuvent étre susceptibles de causer des transformations
malignes, remettant en cause la sécurité¢ des cellules iPS (Hawley et al., 2008 ; Varas et al.,
2009). Des vecteurs lentiviraux dérivés du VIH ont également été utilisés avec succes (Yu et
al., 2007 ; Blelloch et al., 2007) (Figure 31). Ces vecteurs ont une plus grande efficacité
d'infection que les rétrovirus et ont la capacité de transcrire de plus grands ensembles
génétiques (jusqu’a 8-10kb). Cette propriété a ainsi permis l'utilisation de grands vecteurs
polycistroniques capables de coder les quatre facteurs de reprogrammation en une
construction unique grace la présence d’un élément « Internal Ribosome Entry Site » (IRES)
et de « self-cleaving 2A peptides sequences » (Carey et al., 2009 ; Sommer et al., 2009). De
plus, la dérivation de cellules iPS a partir d'une seule intégration grice a un vecteur
polycistronique réduit les risques de mutagenése due a I’insertion virale et augmente
I’efficacité de reprogrammation (Sommer et al., 2009). Contrairement aux vecteurs dérivés
des rétrovirus, I’expression des transgenes apportés par les lentivirus est moins efficacement
réprimée dans les cellules iPS (Hotta & Ellis, 2008), ce qui peut potentiellement perturber la
différenciation des cellules iPS dans certains lignages cellulaires. Des systémes inductibles
classiques utilisant les systemes TetON avec le promoteur a la tétracycline permettant de
controler I’expression des transgeénes ont alors ét¢ développées (Brambrink et al., 2008 ;

Stadtfeld et al., 2008).

Les systémes non-viraux :

Dans le but d’éviter les vecteurs viraux dont 1’intégration des transgenes est aléatoire, des
systémes basés sur la transfection (lipofection, €lectroporation, nucléofection) d'ADN ont été
développés. Plusieurs améliorations ont alors été apportées a ce systeme notamment par
I’utilisation de constructions multicistroniques similaires a celles utilisées dans les systémes
viraux (cf- IV.1.2.4.1). Pour améliorer la stabilit¢ et 1’efficacité d'intégration de ces
constructions polycistroniques non virales, la séquence a été placée dans des systeme de
transposition de type piggyBac (PB) (Wang et al., 2008) (Figure 32). Le systeme PB est
constitué d'un plasmide donneur contenant le transposon, co-transfecté avec un plasmide
auxiliaire exprimant la transposase. Plusieurs équipes ont utilis¢ les vecteurs de
reprogrammation de type PB pour générer des cellules iPS a partir de fibroblastes de souris et
humains, puis ont éliminé le transposon par recombinaison (systéme Cre) (Woltjen et al.,

2009 ; Yusa et al., 2009).
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Figure 33 : Répresentation du mécanisme de réplication du virus de Sendai.
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IV.1.2.4.2. Les méthodes non-intégratives

Pour limiter les risques d’intégration des geénes reprogrammateurs, notamment le proto-
oncogene C-MYC, des systémes non-intégratifs ont été¢ développés, en se basant sur le fait
que l'expression transitoire des facteurs de reprogrammation est suffisante pour la génération

de cellules iPS a partir de cellules somatiques.

Les systémes viraux :

La premiére tentative pour générer des cellules iPS par un systéme non-intégratif a été
réalisée par I’utilisation d’un vecteur de type adénovirus contenant les quatre facteurs OKSM
(Stadtfeld et al., 2008). Cependant, 'efficacité de génération de cellules iPS avec ce systéme
est trés dépendante du type cellulaire de départ et reste de I’ordre de 0,0001% a 0,0018%, ce
qui est environ trois fois inférieur a celle obtenue avec les rétrovirus (Zhou et al., 2009)

(Figure 31).

Le virus Sendai (SeV) est un virus a ARN a brin négatif non segmenté qui a une réplication
exclusivement cytoplasmique, sans étape de transcription inverse via la formation d'ADN
(Figure 33). Les geénes délivrés par les virus de Sendai ne peuvent donc pas €tre intégrés au
génome de la cellule hote, ni étre régulés par des modifications épigénétiques. Plusieurs
équipes ont utilisé les virus de Sendai comme vecteur de reprogrammation pour générer des
cellules iPS, a partir de cellules somatiques de souris ou humaines (Fusaki et al., 2009 ;
Macarthur et al., 2012 ; Seki et al., 2010 et 2012 ; Kahler et al. 2013). Les cellules
reprogrammeées ¢liminent les ARNs viraux par dilution en raison de la forte prolifération
cellulaire. Si les premieres techniques se basaient sur I'utilisation de plusieurs vecteurs ARN
pour la production des quatre facteurs de reprogrammation, multipliant ainsi le titre infectieux
et la mort potentielle des cellules, un vecteur contenant les quatre facteurs a été¢ développé
(Nishimura et al., 2011). Cette technique est aujourd’hui tout aussi efficace que I’approche

rétrovirale et présente les avantages d’une sécurité accrue pour le manipulateur.

Les systémes non-viraux :

Comme alternative aux virus, certains auteurs ont développé des stratégies de

reprogrammation basées sur la transfection d’ADN plasmidique a partir d’épisomes
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exprimant respectivement C-MYC et OKS, ou d’un plasmide unique polycistronique
exprimant OKSM (Okita et al., 2008 ; Jia et al., 2010) (Figure 32). Cette technique est peu
efficace, probablement en raison d’un faible taux de transfection di a la grande taille des
plasmides et en raison d’une dilution prématurée des plasmides dans les cellules mitotiques.
Une fagon de contourner ce probléme consiste a utiliser des épisomes contenant une origine
de réplication (oriP) et ’antigéne-1 du virus nucléaire d’Epstein-Barr (EBNA1) (Yu et al,,
2009), facilitant leur maintien dans les cellules en division (Yates et al., 1984). Dans ce
contexte, la co-transfection de trois plasmides oriP/EBNAT1 exprimant respectivement OCT4-
SOX2-NANOG-KLF4, OCT4-SOX2-SV40LT-KLF4 et MYC-LIN28 a permis de générer des
cellules iPS a partir de fibroblastes feetaux humains (Yu et al. 2009). L’efficacité¢ de
reprogrammation reste tres faible (3 a 6 colonies par million de cellules nucléofectées) et la
majorité des lignées de cellules iPS obtenues n’a pas perdu les épisomes (Yu et al., 2009).
Une préoccupation majeure a propos de ce systeme est la présence de l'antigéne SV40LT
parmi les facteurs de reprogrammation. Ce puissant proto-oncogeéne viral est capable de
réguler la voie de signalisation p53 et celle du rétinoblastome et ainsi favoriser la génération

de lignées de cellules iPS avec un fort potentiel malin.

Afin de diminuer la taille des épisomes et de supprimer la séquences procaryotes
potentiellement méthylable, les ADN circulaires de type « minicircle » sont une solution
intéressante pour l'expression des facteurs de reprogrammation sans intégration (Jia et al.,
2010) (Figure 32). Ces vecteurs sont surenroulés et ne disposent ni d'origine de réplication
bactérienne, ni de géne de résistance aux antibiotiques car la structure initiale du plasmide est
¢liminée par une recombinaison (Chen et al., 2003). Cette technique présente un taux

d’efficacité tres limité (0,005%) (Jia et al., 2010).

Plus récemment, des équipes ont développé des approches de reprogrammation en utilisant
des ARNms synthétiques codant les facteurs de reprogrammation OKSM et LIN28 (Warren
et al., 2010 ; Plews et al., 2010 ; Yakubov et al., 2010) (Figure 32). En raison de la faible
stabilit¢ des ARNm, cette méthode nécessite une répétition quotidienne de la transfection des
ARNm pendant 5 a 15 jours, entrainant un fort taux de mort cellulaire. Plusieurs équipes ont
alors utiliser en compléments des molécules ou des miARNs pour ihniber la voie de
I’interféron, qui est la principale voie responsable de la mort cellulaire (Angel et Yanik,
2010 ; Plews et al., 2010). Cette technique de reprogrammation a un rendement beaucoup plus
¢levé que les autres techniques non-intégratives, similaires aux approches utilisant les virus.

Cette nouvelle technique de reprogrammation peut représenter
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Extrait de Gonzalez et al, 2011.
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un procédé optimal. En effet, les risques d'intégration génomique ou de mutagenése par
insertion, associés aux « techniques virales » sont évités et elle présente une plus grande

efficacité que les méthodes utilisant I’ADN (Sohn et al.,2012).

Des études récentes ont rapporté 1’expression de miARN spécifiques dans les cellules ES. Ces
miARNSs jouent un role crucial dans la régulation des génes de la pluripotence (Leonardo et
al., 2012) (Figure 32). Plusieurs équipes ont ainsi développé des approches de
reprogrammation a 1’aide de miARNSs spécifiques des cellules souches pluripotentes (Anokye-
Danso et al. 2011 ; Miyoshi et al. 2011 ; Subramanyam et al., 2011 ). Une efficacité correcte
de reprogrammation a ainsi pu étre obtenue avec des cellules somatiques humaines suivant
différentes combinaisons de miRNA : miR302b/miR372 (Subramanyan et al., 2011),
miR200c¢/miR302s/miR369s (Miyoshi et al., 2011) et miR303/miR367, en présence d’un
inhibiteur de HDAC (Anokye-Danso et al., 2011).

Les vecteurs non-nucléiques :

Une autre fagcon d’éviter d’introduire du matériel génétique exogeéne dans la cellule consiste a
délivrer les facteurs reprogrammateurs sous forme protéique (Figure 32). Afin de faire
pénétrer ces protéines dans la cellule, il est possible d’utiliser la protéine TAT du HIV
(Frankel et Pabo, 1988). Le développement de protéines de fusion OCT4, SOX2, KLF4 et C-
MYC avec le domaine TAT a permis de reprogrammer des fibroblastes humains en présence
d’un inhibiteur ’HDAC (Zhou et al., 2009 ; Kim D et al., 2009). Cependant ces protocoles
sont trés peu efficaces (0,001%) et le temps de reprogrammation est trés long (8 semaines).
Par ailleurs, la production de ces protéines en quantité suffisante est relativement fastidieuse,

rendant cette approche peu utilisable en routine.

Depuis la mise en évidence du processus de reprogrammation par les quatre facteurs OKSM
(Takahashi et al., 2007), les techniques n’ont cessé de progresser et de se multiplier (Holm
Zachres et al,. 2010) (Figure 34). Aujourd’hui, un large éventail de techniques est possible.
Pour choisir la méthode la plus adéquate, il est important de prendre en considération

différents parameétres :

- le type cellulaire de départ et la quantité de cellules disponibles,

- le but de I’¢tude (recherche versus clinique),
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- les facteurs inhérents a chaque type de reprogrammation, tels que la préparation des
vecteurs (ADN, ARN ou virus) et le temps de reprogrammation,

- le taux d’efficacité.

Actuellement les cellules 1PS humaines contournent les préoccupations éthiques rencontrées
dans le cadre de l’utilisation des cellules ES humaines et fournissent une source
potentiellement illimitée de cellules différenci¢ées de I’ensemble des types cellulaires de
I’organisme. Leur utilisation ouvre ainsi la voie a de nombreuses études de recherche
fondamentale et clinique allant de la compréhension du développement humain a la thérapie
cellulaire. De plus, la possibilité de générer des cellules iPS a partir de cellules somatiques de
patients permet de modéliser divers pathologies et ainsi de mieux les comprendre et de

développer de nouvelles applications thérapeutiques.
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V. Les cellules iPS humaines : différenciation rétinienne et
applications

Au cours des derniéres années, un nombre croissant de données indiquent que les cellules
pluripotentes humaines (cellules ES et iPS) peuvent étre différenciées en cellules de rétine, en
particulier en photorécepteurs et en cellules de I’EPR (Borooah et al., 2013; Rowland et al.,

2012) qui sont les principales cellules affectées dans les cas de RP (cf. 111.2.2).

V.1. Protocoles de différenciation

V.1.1. Différenciation en photorécepteurs

En se fondant sur l'identification des signaux moléculaires requis pour la spécification du
territoire oculaire et pour la différenciation de la rétine, Lamba et al. (2006) ont été les
premiers a établir les conditions permettant de générer efficacement des cellules rétiniennes a
partir de cellules ES humaines. Ce protocole est basé¢ sur I’utilisation d’une combinaison
d'inhibiteurs de la voie BMP (Noggin) et de la voie WNT (Dkk-1) ainsi que de I’addition d’un
facteur de croissance analogue a l'insuline (IGF-1). Différentes combinaisons alternatives ont
¢té¢ mise en évidence ces dernieres années pour engager la différenciation des cellules ES et
1PS humaines dans le lignage des photorécepteurs, comme par exemple 1’utilisation de Lefty,
un antagoniste de la voie BMP/Nodal (Osakada et al., 2008, 2009 ; Hirami et al.,
2009 ; Lamba et al., 2010).

La méthode développée par Meyer et al. (2009) évite l'utilisation de protéines recombinantes
et tire parti de la sécrétion endogéne de NOGGIN et de DKK-1, grace a des milieux
supplémentés de N2 ou B27 ou petites molécules favorisant la différenciation neurale, comme
SUS5402. Plusieurs protocoles utilisant a la fois des systemes de culture en deux et trois
dimensions, associés a des milieux de culture pro-neuraux, ont permis de générer des
progéniteurs rétiniens, capables de se différencier dans I’ensemble des types cellulaires de la
neuro-rétine, dont les photorécepteurs. Une étape de formation de corps embryonnaires (EB)
reste trés majoritairement présente dans les différents protocoles (Tableau 8).

Des études récentes ont rapporté la génération de structures rétiniennes en trois dimensions,
avec un déroulement qui récapitule in vitro plus ou moins fidélement le développement de la
rétine in vivo. Comme précédemment démontré a partir de cellules ES de souris (Eiraku et al.,

2011), I'auto-formation de cupules optiques a été obtenue avec des cellules ES humaines. Les

121



Tableau 8 : Principaux protocoles de différenciation des cellules souches
pluripotentes humaines en cellules de rétine

Adapté de Goureau et al, 2012.

Cellules
Références pluripotentes Facteurs et suppléments utilisés Méthode de cultures . ”l:emps. de- Résultats
ez différenciation
utilis ées
Dkk-1, IGF1, Noggin, FGF2 3D (EB)
. . 26 % de cellules RAX+PAXG6, 12% de
Lamba ctal. 2006 hES La3semaines oy les CRX+ et 5.75% de cellules NRL+
Suppléments N2, B27 puis 2D (Matrigel)
- R i 9 +
Osakada et al. 2008 et PHlcteclefty [ CRITecSBaISe2 D e T joune s sont Rhodopsine .
2009/ Himari etal. 2009/ hES et hiPS 170-200 jours Jours, €57 psiner.
. A 200 jours, environ 10% des cellules
Jin etal. 2011 et 2012 Acide rétinoique et Taurine et 2D (Poly expriment OPSINE
4 Lysine/laminine/fibronectine ) P
3D (agrégats),
. ) L. X Apres 16 jours, 95% des cellules sont
2D (I
Meyer et al. 2009 hES et hiPS Suppléments N2 et B27 (laminine) Plus de 50 jours PAXG6+ ct RAX+. 25% cxpriment VSX2.
puis 3D (rosette en suspension)
3D (agrégats), A 3 semaines plus de 70% des cellules
sont PAX6+ ; 12% CRX+ et 30% NRL+.
Lamba et al. 2010 hES et hiPS Noggin, Dkkl et IGF1 2 mois sont? 5 12% et 30%
Moins de 1% des cellules exprime la
2D (laminine) RHODOPSINE ou I'OPSINE.
3D (agrégats),
M ¢al. 2011/ Philli N in (D hine), Dkk-1 Les vésicules expriment a 80 jours CRX
eyer etal. ips  p eq eppips  T\oggin (Dorsomorphine), Dk 2D (laminine) Plus de 120 jours (55.9%), Pas de marquage RHODOPSINE
etal. 2012 (XAV939) et héparine
ou OPSINE.
puis 3D (rosette en suspension)
KSR & N2 B27 oD éme de culture hESC A 17 jours 80% des cellules présente un
et suppléments (N2, ) (systéme de culture ) marqueur de la rétine neurale (Rx, Pax6,
Amirpour etal. 2012 hES 17 a 41 jours Otx2 and Vsx2). A 41 jours, des cellules
IGF-1, Dkk-1, Noggin, Shh, FGF-2 2D (poly-ornithine, laminine) sont positives pour la RECOVERINE et
I'OPSINE.
Suppléments (B27 sans rétinoique e
acide et N2) 2D (gélatine)
Hambright et al. 2012 hES 50 jours Pas d'Tmmunohistochimie
Noggin, FGF2, FGF9, Dkk-1 et IGF-1 2D ( gélatine/laminine)
KSR et suppléments (N2, B) 3D (agrégats),
A 45 50% d Tlul i
Mellough et al. 2012 hES, hiPSC 35465 jours Jours l,Z)PeSSINC]Z Lies exprime
IGF-1, Dkk-1, Noggin, Lefty, Shh, et L. -
. 2D (poly-ornithine, laminine)
Taurine
KSR et suppléments (N2, B27) 3D (EB +Matrigel) A 40 jours des cellules RECOVERINE+
d CRX+ t ob: ées. A 126 j
Nakano et al; 2012 hES 120jours ~ CTGTRAT SNt observees Jours
T détection de cellules NRL+ et
IWRI, SAG, acide rétinoique et 3D (sus . RHODOSPINE+
CHIR99021 (suspension)
KSR et suppléments (N2, B27) 3D (EB)
A 90 j 1 Thul i
Tucker et al. 2011 et 2013 hiPS 60490 jours QOJO“';EC*’S&@E;EEW‘“W
DAPT, FGF1, IGF-1, Dkk-1, Noggin D th
ot FGF2 (synthemax)
Suppléments N2 et B27 3D (Matrigel)
RX est présent des 1
Boucherie etal. 2013 hESet hiPS 30 jours Le marqueur CRX est présent dés 10
S . jours, et RHODOPSINE a 30 jours
Acide rétinoique, Taurine, FGF2, 2D (Matrigel
FGF1,ct SHH (Matrige)
. Suppléments N2 et B27 Noggin, Dkk- . A 15 jours les cellules CRX+ sont
Yanai etal. 2013 hES 1, IGF1, FGF2 Taurine et T3 3D (EB) 15 jours détectables
3D (Matrigel) A 40 jours les cellules CRX+ sont
Zhuetal. 2013 hiPS Suppléments N2 et B27 5460 jours présentes; augmentation de leur
2D (Matrigel) nombren avec le temps
Suppléments N2 et B27 3D (EB) Les marqueurs RECOVERINE, OPSINE,
Tucker etal. 2013 hiPS de 5a 150 jours  RHODOPSINE apparaissent entre 90 et
IGF-1, Dkk-1, Noggin, FGF2, DAPT 120 jours.
ot FGF1 2D (synthemax)
FBS, Suppléments (B27 sans 3D (EB +Matrigel appauvrie en
. rétinoique acide et N2) facteurs) Photorécepteurs sensibles a la lumiéres
Zhong et al. 2014 hiPS

Héparine, Acide rétinoique , taurine

3D (suspension)

35a 150 jours

présents apres 150-200 jours



Yanai et al. 2013

Suppléments N2 et B27 Noggin, Dkk-
1, IGF1, FGF2 Taurine et T3

3D (EB)

15 jours

A 15 jours les cellules CRX+ sont
détectables

Zhuetal. 2013

hiPS

Suppléments N2 et B27

3D (Matrigel)

2D (Matrigel)

52460 jours

A 40 jours les cellules CRX+ sont
présentes; augmentation de leur
nombren avec le temps

Tucker etal. 2013

hiPS

Suppléments N2 et B27

IGF-1, Dkk-1, Noggin, FGF2, DAPT
et FGF1

3D (EB)

2D (synthemax)

de 5a 150 jours

Les marqueurs RECOVERINE, OPSINE,
RHODOPSINE apparaissent entre 90 et
120 jours.

Zhong et al. 2014

hiPS

FBS, Suppléments (B27 sans
rétinoique acide et N2)

Héparine, Acide rétinoique , taurine

3D (EB +Matrigel appauvrie en
facteurs)

3D (suspension)

354150 jours

Photorécepteurs sensibles a la lumicres
présents aprés 150-200 jours

Reichman et al. 2014

hiPS

Supplément N2

2D (systéme de culture iPS)

3D (suspension)

14 a 150 jours

Marqueurs de la neurorétine détectés
des 14 jours, Cellules ganglionnaires dés
21 jours et phorécepteursentre 35 jours
(CRX/RECOVERINE) et 100 jours
(RHODOPSINE et OPSINE)

‘Wang et al. 2015

hES et hiPS

KSR, Supplément N2

FGF2, Nicotinamide

2D (systéme de culture hiPSC)

3D (suspension)

7 a 12 semaines

Les cellules exprimant CRX apparaissent
a 6 semaines et augmentent avec le
temps

Kuwahara et al. 2015

hES

KSR, SVF,Supplément N2

BMP4, SU 5402, CHIR99021, acide
rétinoique, taurine

3D (EB) gfCMD

150 jours

RECOVERINE et NRL présents a 150
jours dans structures laminées
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cellules sont cultivées sous forme d'agrégats en suspension (semblables aux EBs) en présence
de Matrigel et de sérum dans un milieu pro-neural avec 1’addition, dans des fenétres de temps
bien déterminées, d’un antagoniste de la voie Wnt puis d’un agoniste de la voie Shh avec un
inhibiteur de la glycogeéne synthase 3 (Nakano et al., 2012 ). Au fil du temps, les progéniteurs
rétiniens présents dans la cupule optique nouvellement formée se divisent et se différencient
dans I’ensemble des différents types de cellules rétiniennes, avec une organisation plus au
moins laminaire. La présence de quantités décroissantes du facteur BMP4 pendant une
semaine au début de la différenciation permet d’obtenir plus régulierement des structures
rétiniennes laminées trés similaires a une rétine neurale in vivo (Kuwahara et al., 2015). Ces
auteurs mettent en évidence une région semblable a la ZMC au sein de leurs structures
rétiniennes entre les cellules de I’EPR et la structure neuro-rétinienne. Cette région contient
des cellules qui s’auto-renouvellent. Ces cellules migrent au fur et mesure de leur
différenciation dans la structure neurorétinienne afin que celle-ci s’accroisse (Kuwahara et al.,

2015).

Des structures de type vésicule optique ont également été générées a partir de cellules ES et
iPS humaines avec un protocole différent (Meyer et al., 2011 ; Phillips et al., 2012). Des corps
embryonnaires cultivés en présence d’un milieu pro-neural et de composés chimiques ((LDN-
19318 et XAV939) mimant les protéines Dkk et Noggin (inhibiteurs des voies BMP/TGF et
WNT) (Figure 35, page 128) peuvent dans certains cas se différencier en structures 3D de
type vésicule optique, contenant une population homogéne de progéniteurs rétiniens. Ces
progéniteurs peuvent se différencier dans différents types de cellules neuro-rétiniennes, méme
si ’organisation des structures est rapidement perdue (absence de lamination). Une adaptation
de ce protocole a récemment été publiée (Zhong et al., 2014), sans ajout de facteurs exogenes
et en présence de Matrigel a faible concentration de facteurs de croissance (Growth Factor
Reduced-Matrigel). La présence de sérum de veau foetal et 1’addition d’acide rétinoique dans
une fenétre de temps bien définie permettent respectivement d’augmenter la survie cellulaire
et la maturation des photorécepteurs. En plus de ’expression des marqueurs spécifiques des
photorécepteurs matures (cones et batonnets), ces auteurs démontrent pour la premicre fois la
capacité des photorécepteurs générés (plus de 200 jours de culture) a répondre a la lumicre

(Zhong et al. 2014).

La méthode mise au point et couramment utilisée par notre équipe (Reichman et al., 2014),

permet la génération spontanée de structures de neuro-rétine a partir de cellules iPS humaines
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confluentes, sans étape de formation de corps embryonnaires comme dans 1’ensemble des
autres protocoles publiés. Ce protocole simple et reproductible de culture en 2D et 3D, permet
¢galement de s’affranchir de 1’utilisation de Matrigel et de 1’ajout de différentes molécules
activatrices ou inhibitrices de voies de transduction spécifiques, puisque le systeme de culture
permet la sécrétion endogene d’inhibiteurs des voies BMP/TGF (NOGGIN) et WNT (DKK).
En outre, aprés la mise en culture en suspension des structures de neuro-rétines, les
progéniteurs rétiniens qui la composent peuvent se différencier dans tous les types cellulaires
rétiniens, dans un ordre chronologique identique a la situation in vivo (Reichman et Goureau,

2014).

Une méthode relativement similaire (sans formation de corps embryonnaires) a été rapportée
cette année : 1’ajout de FGF2 ou de nicotinamide favoriserait la différenciation,

respectivement dans le lignage neuro-rétinien et le lignage de I’EPR (Wang et al., 2015).

Si les protocoles permettant la différenciation des cellules souches pluripotentes humaines en
photorécepteurs ont progressé¢ lors des 5-7 dernicres années (Jayakody et al., 2015),
I’ensemble des chercheurs du domaine utilisent actuellement une des trois méthodes
permettant de produire des photorécepteurs matures et fonctionnels de maniére robuste,
reproductible et efficace :

- la formation de cupules et vésicules optiques (Kuwahara et al., 2015 ; Nakano et al.,

2012),
- la formation de structures de type OV (Meyer et al., 2011 ; Zhong et al., 2014)
- et la formation de structures de type neuro-rétine (Reichman et al., 2014 ; Reichman et

Goureau, 2014).

V.1.2. Différenciation en cellules de PEPR

La capacité des cellules ES et iPS humaines a se différencier en cellules de I’EPR a été
démontrée a plusieurs reprises (Rowland et al., 2012 ; Leach et al., 2015) (Tableau 9). Deux
méthodes principales ont été rapportées : la premi¢re méthode est basée sur la capacité des
cellules pluripotentes a se différencier spontanément en cellules de I’EPR (parmi d'autres
types de cellules) en utilisant un systeme de culture adhérente ; la seconde méthode inclus une

¢tape de formation de corps embryonnaires ou d’agrégats de cellules iPS en trois dimensions.
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impliquées dans la génération et la différenciation des cellules iPS humaines.
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La premicre approche consiste a permettre aux cellules ES ou iPS humaines de proliférer sur
une période prolongée et d’induire une différenciation spontanée par la suppression du FGF2
du milieu de culture, qui est responsable du maintien de 1’état de pluripotence. Environ 1 a 8
semaines apres le retrait du FGF2, des zones pigmentées brunes apparaissent au sein du tapis
cellulaire et s’¢largissent au fil du temps. Ces zones pigmentées sont alors isolées
manuellement et remises en culture pour étre amplifiées de fagon homogene (Klimanskaya et
al., 2004 ; Vugler et al, 2008 ; Carr et al., 2009 ; Buchholz et al., 2009). Bien que les
rendements soient plus faibles, ’avantage commun de certaines ¢tudes est que la
différenciation est réalisée sans facteurs exogeénes en utilisant simplement des milieux
supplémentés (Maruotti et al., 2013 ; Reichman et al., 2014). Une facon d’augmenter le
nombre de foyers pigmentés lors de ce processus de différenciation spontanée consiste a
ajouter un inhibiteur de la voie BMP, telle que la dorsomorphine (Lane et al. 2014) (Figure
35).

D’autres protocoles publiés ont essayé de récapituler le développement précoce de I'EPR par
une différenciation « dirigée » des cellules dans le but d’obtenir un meilleur rendement.
Zahabi et al. (2012) ont ainsi démontré que 1’addition de facteurs spécifiques sur les cellules
pluripotentes adhérentes permet d’obtenir une population de cellules pigmentées en pres de 18
jours. Ces facteurs permettent dans un premier temps une différenciation neuronale (Noggin
ou SB431542, et FGF2), puis la spécification en cellules de ’EPR (FGF2 et Shh).

Par la suite, Buchholz et al. (2013) ont développé un protocole sur 14 jours, basé sur
’utilisation dans un premier temps de facteurs nécessaires a la spécification de la rétine
(Noggin, IGF1, Dkkl, et FGF2), mis en évidence par Lamba et al. (2006), puis dans un
second temps de facteurs connus pour promouvoir la différenciation des cellules de I’EPR,
tels que la nicotinamide (NIC), I’activine A, le « peptide intestinal vasoactif » (VIP) et un
inhibiteur du récepteur au FGF (SU5402). Ce protocole présente 1’'un des meilleurs
rendements publiés avec prés de 80% de cellules exprimant PMEL17 (marqueur des pigments
de ’EPR) au 14° jour de culture. L’addition de la molécule CHIR99021, un agoniste de la
voie de signalisation Wnt, permet également d’améliorer le rendement de différenciation a

partir de cellules ES humaines (Leach et al. 2015) (Figure 35).

La méthode en trois dimensions impliquant la formation de corps embryonnaires (EB),
présente I’avantage d’étre généralement initiée en méme temps que la différenciation des
cellules de la rétine neurale (Meyer et al., 2009 ; Nistor et al., 2010 ; Phillips et al., 2012 ;
Nakano et al., 2012 ; Singh et al., 2013 ; Zhong et al., 2014). Plusieurs études se basent sur la
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Tableau 9 : Principaux protocoles de différenciation des cellules souches pluripotentes humaines

en cellules de I’épithélium pigmentaire rétinien.

Extrait de Leach et Clegg, 2015.

Références ce:le::re Technique de différenciation Facteurs et supplé ments dif;er:lll::i:;on
3D (SFEB) puis adhérent -D-
Osakada et al., 2008 hES (SFEB) puis adhérent (poly Activine, Lefty A et Dkk-1 60 jours
lysine/laminine/fibronectine)
Vugler et al.,, 2008 hES adhérent - spontanée FGF2 1 4 3 semaines
Meyer et al., 2009 hES, hiPS 3D (EB) puis adhérent (laminine) N2, héparine 40 jours
Hirami et al,, 2009 hiPS 3D (SFEB) puis adhérent (poly-D- Lefty A et Dkk-1 35 jours
lysine/laminine/fibronectine)
Osakada ctal, 2000 hEs, hips -0 (SFEB) puis adhérent (poly-D- Y-27632, CKI-7 et SB431542 40 4 60 jours
lysine/laminine/fibronectine)
Idelson et al., 2009 hES 3D puis adhérent (laminine) Activin A, SB431542, TGFB1 et FGF2 4 semaines
Carr et al,, 2009 hiPS adhérent - spontanée 4 semaines
. . , R T3, taurine, acide hyaluronique, Dkk1, R .
Nistor et al,, 201 hE D hérent 4
istor et al,, 2010 S 3D puis adhérent (Collagene) LefiyA, FGF, acide rétinoique, et B27 35 a 40 jours
Noggin ( SB431542), FGF2, acide rétinof
Zahabi et al., 2012 hiPS adhérent (Matrigel) ogein ( ; Shh » acide retinoique, 60 jours
3D (EB i is adhérent -
Kokkinaki et al., 2011 hiPS (EB) suspension puis adhérent (poly- - ¢y/p .o avide SB431542 et activine A 28 jours
D-lysine/laminine)
) i SVF, Matrigel, N2, B27, noggin, Dkk1, IGF1, . .
Zhuetal., 2011 hES, hiPS 3D (EB) et adhérent (Geltrex) FGF2 et Activine A 4 a 8 semaines
Krohne et al,, 2012 hiPS adhérent (Matrigel) Nicotinamide et activine A 42 jours
Nakano et al., 2012 hES, hiPS 3D (EB- Matrigel) Matrigel, IWR1, FBS, SAG et CHIR99021 26 jours
Phillips et al., 2012 hiPS 3D (EB) puis adhérent (laminine) N2, héparine 40 a 50 jours
] , . Noggin, IGF1, Dkk1, NIC, FGF2, activine A, .
Buchholz et al., 201 hES, hiP hérent (Matrigel ’ ’ ’ ’ ’ 14
uchholz et al., 3 S, hiPS adhérent (Matrigel) SUS402, et VIP jour
Singh et al., 2013 hiPS 3D (EB) puis adhérent (laminine) N2, B27, sérum 30 a 40 jours
Maruotti et al., 2013 hES, hiPS adhérent (Matrigel) B27 50 jours
Zhong et al,, 2014 hiPS 3D (EB- Matrigel) N2, B27, héparine, 21 a 28 jours
Lane et al., 2014 hES adhérent Dorsomorphine _
Reichman et al., 2014 hiPS adhérent - spontanée N2 30 a 45 jours
Leachetal, 2015 hES adhérent Noggi, IGF1, Dkkl, NIC, FGF2, activine A, 14 jours

SU5402, et CHIR99021 ou VIP
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culture de ces corps embryonnaires dans un milieu d’induction neurale contenant le
supplément N2 (et d'héparine) puis d’un passage en culture adhérente, sur du matrigel ou de la
laminine, avec un milieu contenant du B27, favorisant ainsi la différenciation rétinienne
(Meyer et al., 2009 ; Phillips et al., 2012 ; Singh et al., 2013 ; Zhong et al., 2014). Certaines
équipes ont cherché a améliorer les protocoles, notamment en essayant de réduire le temps de
différenciation. Plusieurs approches basées sur I’utilisation de facteurs de croissance et de
petites molécules capables de moduler spécifiquement certaines voies de signalisation ont été
mises au point (Osakada et al., 2008, 2009 ; Himari et al., 2009 ; Idelson et al., 2010 ; Nistor
et al., 2010 ; Kokkinaki et al., 2011 ; Zhu et al., 2011 ; Nakano et al., 2012 ).

L’une des premiéres approches consiste a favoriser la production de précurseurs neuronaux,
en cultivant les agrégats de cellules pluripotentes en présence de sérum et des facteurs, Dkk1
(inhibiteur de la voie Wnt) et Lefty A (inhibiteur de la voie nodal). Les structures en
suspension sont ensuite dissociées (généralement apres 20 jours de culture) et ensemencées
sur un substrat, variant suivant les études (Tableau 9). Ces méthodes démontrent que pres de
30 a 37% des cellules générées présentent des pigments (Osakada et al., 2008) ou sont
positives pour les marqueurs de progéniteurs de I’EPR, co-exprimant MITF et PAX6 (Hirami
et al., 2009). Inspirés de ce protocole de différenciation induite, Nistor et al. (2010) ont
remplacé les protéines recombinantes Dkk-1 et Lefty-A par des composés chimiques, CKI-7
(inhibiteur de la caséine kinase) et SB431542 (inhibiteur des récepteurs TGFp de type 1), afin
d’obtenir une méthode de différenciation adaptable aux normes requises pour de futures
applications cliniques.

Les cellules de ’EPR sont également présentes au sein des structures de type vésicule optique
rapportées par différentes équipes (Nakano et al., 2012 ; Zhong et al., 2014). En effet, apres
différentes étapes de culture en présence de sérum de veau feetal et de composés chimiques
modifiant la signalisation des voies BMP et Wnt, les vésicules de type OV contiennent dans
leur partie la plus externe des cellules qui expriment MITF alors que les plus internes
expriment le marqueur de la rétine neurale VSX2 (Nakano et al., 2012). Des structures tres
similaires avec une couche de cellules de ’EPR sont également obtenues a I’aide d’un
protocole passant par la formation de corps embryonnaires et n’utilisant qu’un milieu
supplémenté avec du N2 ou de B27 (Zhong et al., 2014). Bien que l'efficacité de ces
protocoles reste relativement faible, ils permettent néanmoins d’obtenir une population pure
de cellules de I’EPR capable de proliférer. De plus, ces cellules présentent un certain nombre

de fonctions physiologiques importantes pour I’EPR telles que la phagocytose des segments
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Tableau 10 : Modeles de dystrophies rétiniennes générés a partir de cellules iPS de

.
patients.
. . .. Technique de Type cellulaire r
Pathologie Gene Mutation  Cellules d'origine q A yp , ., Référence
Reprogrammation différencié
RP récessive MAK Alu Insert Ex9 Fibroblastes Lentivirus (OKSM) Neurones rétiniens Tucker et al. 2011
RP RP1 p721L&722X Fibroblastes Lentivirus (OKSM) Batonnets
RP dominante PERIPHERINE-2 pW316G Fibroblastes Lentivirus (OKSM) Batonnets Jinetal 2011
in et al
RP dominante RHODOPSINE pG188R Fibroblastes Lentivirus (OKSM) Batonnets
RP dominante RP9 pHI137L Fibroblastes Lentivirus (OKSM) Batonnets
A hi é . ..
trophie gyrée OAT A226V Fibroblastes Lentivirus (OKSM) Cellules de IEPR Meyer et al. 2011
choriorétinienne
RP d RHODOPSINE pG188R Fibroblastes Virus de Sendai (OKSM) Cellules de I'EPR et batonnets Jinetal 2012
AmauroseLclngemtale de LCA non precisée Fibroblastes Rétrovirus (OKSM) Cellules de IEPR
eber
RPliée aI'X RP2 non precisée Fibroblastes Rétrovirus (OKSM) Cellules de 'EPR X
. . Zahabiet al. 2012
Syndrome d'Usher USHI1 non precisée Fibroblastes Rétrovirus (OKSM) Cellules de 'EPR
Ne"m"”z:;:rp"q“e de LHON T14484C Fibroblastes Rétrovirus (OKSM) Cellules de IEPR
Maladie de Batten non precisée non precisée Fibroblastes Virus de Sendai (OKSM) Cellles de }tE?R/nemones
rétiniens
RP non precisée non precisée Fibroblastes Virus de Sendai (OKSM) Cellules de ,l EPR / neurones
retiiens Tucker et al. 2013
Al énital . . lul IEPR
maurose congénitale de non precisée non precisée Fibroblastes Virus de Sendai (OKSM) Cellules de' . / neurones
Leber rétiniens
. . lul IEPR
Maladie de Stargardt non precisée non precisée Fibroblastes Virus de Sendai (OKSM) Cellules diémiens/ neurones
BESTROPHINE Al46K Fibroblastes Lentivirus (OKSM) Cellules de 'EPR
RP ou maladie de Best - Singh et al. 2013
BESTROPHINE N296H Fibroblastes Lentivirus (OKSM) Cellules de 'EPR
N "
Syndrome d'Usher USH2A R4192H Fibroblastes Virus de Sendai (OKsM) < Clles de TEPR /neurones Tucker et al. 2013
Keratinocytes rétiniens /photorécepteurs
Choroideremia CHM (REP1) non precisée Cellules sanguines Rétrovirus TetON - Vasireddy et al. 2013
(PBMCs) (OKSM)
Choroideremia CHM (REP1) complexe Fibroblastes Lentivirus (OKSM) Cellules de 'EPR Cereso et al. 2014
) ) Mb Frizzled-related protein IVS10+5G>A Fibroblastes Lentivirus (OKSM) Cellules de IEPR .
RP récessive Lietal 2014
(MREP) 1 bp-del (492C) Fibroblastes Lentivirus (OKSM) Cellules de IEPR
. . Cellules sanguines Structures de type vésicule e
M htal VSX2 R200! MMLV (OSSM+NL . P s etal. 2014
icrophtalmie Q (PBMCs) ( ) optique hillips et al
RP dominante RHODOPSINE EI8K Fibroblastes Rétrovirus (OKSM) Photorécepteurs Yoshida et al. 2014
RPliée aI'X RP2 R120X Fibroblastes Episomes Cellules de IEPR Schwarz et al. 2014
A““’m“seLi':ﬁe“““'e de CEP290 IVS26+1655 A>G Fibroblastes Virus de Sendai (OKSM) Photorécepteurs Burnight et al. 2014
Rétinopathie récessive LCHAD E510Q Fibroblastes Rétrovirus (OKSM) Cellules de 'EPR Polinati et al. 2015

132



externes des photorécepteurs, la formation des jonctions serrées et la sécrétion de molécules
bioactives de maniére polarisée (Osakada et al., 2008 ; Idelson et al., 2009 ; Meyer et al.,
2009). Ces protocoles permettant une génération simultanée de photorécepteurs et de cellules
de ’EPR pourraient étre avantageux pour I’étude de pathologie dégénérative de la rétine ou

les deux types cellulaires sont atteints.

V.1.3. Modzéles de pathologies oculaires in vitro

La modélisation basée sur la différenciation de cellules rétiniennes (cellules de neuro-rétine et
de ’EPR) dérivées de cellules iPS provenant de patients, constitue un domaine émergent de la
recherche en ophtalmologie. D’un point de vue fondamental la modé¢lisation permet une
meilleure compréhension des mécanismes a 1’origine des pathologies et d’un point de vue
appliqué elle offre la possiblité de développer de nouveaux traitements pour ces maladies
oculaires (Gamm et al., 2013 ; Borooah et al., 2013). La majorité des modéles animaux ne
permettent pas forcément de récapituler tous les aspects de la maladie humaine, par exemple
aucun animal ne présente une fovéa. Par ailleurs, les tissus post-mortem présentent
généralement un phénotype pathologique trop avancé pour I’¢tude de la maladie. Les mod¢les
issus de cellules iPS de patients permettent de remédier aux limitations actuelles des études de
maladies dégénératives de la rétine chez I’Homme. Depuis les cinq derniéres années,
plusieurs études ont rapporté la dérivation de cellules iPS de patients pour modéliser certaines
pathologies oculaires (Tableau 10), comme les dystrophies rétiniennes, ou les cellules de
I’EPR et les photorécepteurs sont altérés ou ont dégénérés. Cette modélisation présente un
intérét tout particulier pour 1’étude des maladies héréditaires comme les RPs a cause de leur

grande hétérogénéité génétique (cf. 111.2.2).

V.1.3.1. Exemples de photorécepteurs issus de cellules iPS de patients

Des cellules exprimant certains marqueurs des progéniteurs rétiniens (PAX6, VSX2 et OTX2)
et des précurseurs de photorécepteurs (cellules exprimant la RECOVERINE) ont été dérivés a
partir de cellules iPS d’un patient atteint d’une forme de RP (Tucker et al. 2011). La
génération de ces cellules a permis d’identifier le type de mutation a la base de cette forme de
RP, a savoir l'insertion d’une séquence Alu homozygote dans 1'exon 9 du géne MAK (« male
germ cell-associated kinase »). Cette mutation perturbe 1’épissage du géne MAK et la

production d’une protéine MAK fonctionnelle (Tucker et al., 2011).
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Des cellules iPS porteuses de mutations dans des genes spécifiques des photorécepteurs
(rhodopsine ou peripherine 2) ont également été dérivées (Jin et al., 2011, 2012 ; Tucker et
al., 2013a ; Yoshida et al., 2014). L’étude de la différenciation des cellules iPS porteuses des
mutations G188R (Jin et al., 2012) ou E18K (Yoshida et al., 2014) dans le géne de la mutation
P23H correspond aujourd’hui au mod¢le type des mutations de la classe 2, avec une forme de
la. RHODOPSINE ont permis de démontrer que les photorécepteurs en cours de
différenciation présentaient des niveaux ¢élevés de protéines liées au stress oxydatif, au stress
du RE et a I’apoptose. Ces marqueurs du stress oxydatif et de I’apoptose ont également été
retrouvés dans les batonnets dérivés de cellules iPS comportant des mutations dans le géne de

la PERIPHRERINE-2 (W316G), ou le géne RP9 (HI37L) (Jin et al., 2011).

En combinant la technologie des cellules iPS et les techniques de séquencage, Tucker et al.
(2013b) ont essayé¢ de comprendre les mécanismes moléculaires et cellulaires a la base d’une
forme de RP autosomique récessive du syndrome de Usher (mutation R4192H du gene
USH2A). Bien que le phénotype des photorécepteurs dérivés semble normal, 1’analyse des
transcrits de ces cellules a mis en évidence un décalage du cadre de lecture dans l'intron 40,
engendrant un codon stop prématuré. Une expression accrue de protéines liées au stress du
recticulum endoplasmique, suggere que la pathologie découlerait d’un mauvais repliement des

protéines USH2A et du stress du rectilium endoplasmique (Tucker et al., 2013b).

Dans le cas des dystrophies rétiniennes héréditaires d’ACL (Amaurose Congénitale de Leber),
des cellules iPS ont été dérivées a partir de kératinocytes de patients porteurs de mutations
dans le gene CEP290, le plus communément muté dans I’ACL (Burnight et al. 2014). Si ces
cellules iPS sont capables de se différencier dans le lignage des photorécepteurs (cellules
exprimant la RECOVERINE), les défauts de ciliogenése, attendus dans cette pathologie, n’ont
pas été recherchés sur des photorécepteurs matures possédant des segments externes

(Burnight et al. 2014).

V.1.3.2. Exemples de cellules de ’EPR issues de cellules iPS de patients

Un des tous premiers modeles de RP généré a partir de cellules de I’EPR dérivées de cellules
iPS de patients, est celui de I’atrophie gyrée choriorétinienne (Meyer et al., 2011). Cette
maladie dégénérative de la rétine affecte principalement les cellules de ’EPR suite a des

mutations dans le géne codant I'enzyme Ortnithine Aminotransferase (OAT), qui permet
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la transamination de l'ornithine et de l'alpha-cétoglutarate en présence de vitamine B6. Les
auteurs ont montré que l'activité enzymatique de ’OAT était trés fortement réduite dans les

cellules de I’EPR porteuses de la mutation dans le géne OAT (Meyer et al., 2011)

Des mutations dans le géne codant un récepteur spécifique de I’EPR, « membrane frizzled-
related protein » (MFRP), ont été identifiées comme étant a 1'origine de RP autosomiques
récessives. Les cellules de ’EPR dérivées a partir de deux patients porteurs d’une mutation
dans le géne MFRP montrent une morphologie anormale avec une faible pigmentation et la

perte des jonctions serrées, ainsi qu’une désorganisation des fibres d’actine (Li et al., 2014).

Récemment, Schwarz et al. ont dérivé des cellules de I’EPR a partir de cellules iPS d’un
patient atteint de RP li¢ a I’X, correspondant a la présence de la mutation R120X dans le géne
RP2 (Schwarz et al., 2014). Ces cellules de ’EPR porteuses de la mutation montrent des
perturbations dans le trafic de I’appareil de Golgi et une mauvaise localisation de la protéine
RP2, spécifique du cil, en accord avec le role potentiel de la protéine RP2 dans le trafic
vésiculaire et la fonction du cil (Evans et al., 2010). Au sein des photorecepteurs le cil jout un
role primordiale, notamment pour le trafic de 1’appareil de Golgi, il semble donc que la
génération de photorécepteurs matures (présentant des segments externes) a partir de cellules
1PS porteuses de cette mutation sera bien plus intéressante pour la compréhension de cette

forme de RP.

Des modeles de la maladie de Best ont été rapportés lors de la différenciation en cellules de
I’EPR de cellules iPS porteuses de mutations (A146K, N296H) dans le géne de la
BESTROPHINE-1 (BESTI), un canal calcique spécifique de I’EPR impliquer dans les
fonctions de transport entre la choroide et la rétine (c¢f. 1.2.3). Si aucun défaut d’expression et
de localisation de BEST1 n’est observé, en revanche ces cellules de ’EPR présentent un
défaut dans le transport des fluides (Signh et al., 2013). De plus les cellules de I’EPR
porteuses de la mutation accumulent du matériel auto-fluorescent et expriment des marqueurs
du stress oxydatif aprés une activit¢ de phagocytose des segments externes des
photorécepteurs pendant de longues périodes (Singh et al., 2013). Les auteurs proposent que
I’altération de I’homéostasie du calcium, observée dans ces cellules de ’EPR mutées, pourrait

étre responsable de ces perturbations a la base de la maladie.

Un modéle de rétinopathie syndromique causé par un déficit en 3-hydroxyacyl-CoA

déshydrogénase des acides gras a chaine longue (LCHAD) a été établi avec des cellules de
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I’EPR issues de cellules iPS porteuses d’une mutation (E510Q) dans le géne codant
I’hydroxyacyl CoA déshydrogénase (HADHA) (Polinati et al., 2015). Ces cellules de I’EPR
présentent un phénotype particulier avec des cellules de plus petite taille et des jonctions
serrées irrégulieres. De plus, une accumulation de triglycérides est retrouvée dans le

cytoplasme de ces cellules (Polinati et al., 2015).

Une derni¢re forme de dystrophie rétinienne héréditaire, la choroiderémie, a été étudiée via
I’utilisation de cellules iPS de patients (Vassireddy et al., 2013 ; Cereso et al., 2014). Cette
dystrophie liée a 1I'X se caractérise par dégénérescence progressive de la choroide, de I’EPR
puis des photorécepteurs. Apres avoir reprogrammé en cellules iPS des fibroblastes de
patients porteurs d’un ensemble complexe de mutations dans le géne codant la « Rab Escort
protein » (REPI), Cereso et al. (2014) ont étudié les différentes propriétés des cellules de
I’EPR différenciées a partir de ces cellules iPS. Les cellules de I’EPR du patient ne montrent
aucun signe morphologique anormal, aucune perturbation dans le transport des fluides et dans
I’activité de phagocytose. De maniere intéressante, les cellules de I’EPR portant une mutation
du géne REPI, reproduisent le défaut biochimique observé chez les patients, a savoir une

diminution de la prénylation des petites protéines G de la famille Rab (Cereso et al., 2014)

Les recherches sur la dégénérescence maculaire liée a 1’age (DMLA) ne permettent pas
encore d’identifier de fagon certaine les causes de la maladie. Plusieurs facteurs de risque
pourraient étre responsables de cette pathologie tels que I’age, I’exposition au soleil, la
cigarette et des antécédents familiaux généralement liés aux polymorphismes de certains
genes (les genes de 1’ Apolipoprotéine E ou du facteur H du complément ou encore le locus
ARMS2/HTRA1). Dans ce contexte, il reste trés difficile d’établir un modele in vitro de
DMLA basé sur la technologie des cellules iPS. Néanmoins, un groupe américain (Yang et
al., 2014) a généré des cellules iPS contenant les différents haplotypes, protecteur ou a-risque,
des alleles ARMS2/HTRAI. Les cellules de ’EPR avec les alleles « a risque » présentent un
plus grand taux de radicaux libres dérivés de I’oxygene en réponse a un stress lumineux,

probablement en raison d’une activité réduite de la superoxide dismutase (Yang et al., 2014).

La technologie des cellules iPS a également été utilisée pour analyser I’impact de mutations
spécifiques sur le développement de la rétine, telle quune mutation dans le géene VSX2
responsable d’une forme de microphtalmie (Phillips et al. 2014). Dans ce cas, les cellules

progénitrices rétiniennes présentes au sein des structures de type OV ont tendance a se
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spécifier vers le lignage des cellules de I’EPR. De plus, la génération des photorécepteurs est

trés tardive et aucune cellule bipolaire n’a pu étre obtenue a partir des cellules iPS du patient

(Phillips et al., 2014).

V.2. Les applications liées a l1a modélisation in vitro des dystrophies
rétiniennes

En plus de permettre 1’¢tude mécanistique de la pathologie, deux grands champs
d’applications peuvent étre développés a partir de ces modeles in vitro issus de cellules iPS de
patients : le criblage de molécules et les tests de thérapies innovantes comme la thérapie

génique.

V.2.1. Le criblage de molécules

Les cellules rétiniennes générées a partir de cellules iPS de patients atteints de dystrophies
rétiniennes peuvent €tre utilisées pour réaliser un criblage de différents composés, comme de
simples molécules chimiques, différents composés naturels (plantes, etc...) ou des banques de
microARNSs. Des criblages phénotypiques dirigés contre un mécanisme clairement identifié au
départ ou sur sa conséquence physiologique (prolifération, différenciation, viabilité, ou
fonction spécialisée du type cellulaire obtenu) peuvent étre développés. Dans le cas de défauts
biochimiques bien établis, des criblages plus spécifiques ciblant 1’activité biochimique
défectueuse peuvent étre envisagés. La majorité des modeles et des tests actuellement
rapportés ciblent les pathologies cardiaques et du systéme nerveux central (Rajamohan et al.,
2012). Si aucun criblage a haut débit utilisant des cellules de rétine n’a été décrit, plusieurs
études en ont apporté la preuve de concept. Dans le cadre de dystrophies rétiniennes, des
photorécepteurs ou des cellules de I’EPR dérivés de cellules iPS ont été utilisées pour la
découverte ou la validation de composés neuroprotecteurs (Jin et al., 2011 ; Meyer et al.,

2011 ; Schwarz et al., 2014 ; Yoshida et al., 2014).

Ainsi, I’ajout d’a-tocopherol (un antioxydant), lors de la culture de photorécepteurs dérivés de
cellules iPS de patients atteints de RP (mutation H137L dans le géne RPY9) favorise la survie
des batonnets (Jin et al., 2011). Le méme type d’approche sur les photorécepteurs porteurs
d’une mutation (E18K) dans le géne RHO, a permis de sélectionner des inhibiteurs de la voie

mTOR comme composés neuroprotecteurs (Yoshida et al., 2014).
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Meyer et al. (2011) ont montré que la trés faible activité enzymatique de I’OAT dans les
cellules de I’EPR porteuses de la mutation dans le géne OAT pouvait étre partiellement
rétablie en présence de vitamine B, ouvrant la voie a de potentiels criblages non plus
phénotypiques mais biochimiques.

Une approche similaire pourrait étre envisagée pour les patients atteints de RP li¢ a I’X (RP2),
notamment pour rétablir la fonction de la protéine RP2. En effet, Schwarz et al. (2014) ont
démontré que les molécules G418 et PTC124 (Ataluren), qui permettent 1'incorporation d'un
acide aminé au niveau du codon stop prématuré, restaurent entre 13 a 20% de 1’expression de
la protéine RP2, menant ainsi au bon fonctionnement du transport au sein de I’appareil de

Golgi dans les cellules de I’EPR porteuses de la mutation R120X dans le géne RP2.

Pour la DMLA qui affectent 25 a 30 millions de personnes a travers le monde, la mise au
point de tests de criblage a haut débit permettant de trouver des molécules favorisant la survie
ou diminuant le stress oxydatif des cellules de I’EPR est actuellement envisagée. Le
« readout » idéal pour cette pathologie multifactorielle est difficile a déterminer. Néanmoins
Chang et al. (2014) ont utilisé le stress oxydatif en réponse au peroxyde d’hydrogene pour
cribler différents antioxydants sur des cellules de I’EPR dérivées de cellules iPS de cinq
patients atteints de DMLA. Ils ont ainsi proposé que la curcumine pourrait étre un composé
idéal pour restaurer la défense des cellules de I’EPR contre le stress oxydatif, cette propriété
¢tant fortement altérée dans les cellules de ’EPR issues de cellules iPS de patients atteints de

DMLA (Chang et al., 2014)

Si ces systemes de criblage de composés biologiques/chimiques peuvent permettent la
découverte de futurs médicaments, ils pourraient également étre utilisés pour vérifier

I’absence d’effets toxiques de médicaments potentiels.

V.2.2. Les tests de thérapies innovantes

La possibilité de générer des modeles spécifiques de pathologies rétiniennes héréditaires a
partir de cellules iPS offre la possibilité de tester l'efficacité de certaines thérapies géniques
(correction de la mutation et/ou apport d’un gene sain, approches d’optogénétique). Les
résultats obtenus a partir d'essais de thérapie génique dans un systéme humain in vitro,
couplés a des études in vivo dans des modeles animaux, s’ils existent, pourraient conduire

plus rapidement a des études précliniques de phase I/II et des essais cliniques.
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Plusieurs mod¢les in vitro de dystrophies rétiniennes héréditaires obtenus a partir de cellules
iPS de patients ont permis de démontrer la restauration d’un phénotype cellulaire et/ou

biochimique normal aprés une manipulation génétique.

L’utilisation d’un chromosome artificiel bactérien (BAC) comme vecteur du géne humain de
I’OAT a permis de corriger une mutation dans le géne OAT (Howden et al., 2011) et de
restaurer ’activité de cette enzyme OAT dans les cellules de ’EPR dérivées des cellules iPS

corrigées (Meyer et al., 2011).

Dans le cadre de la RP liée au gene MFRP, la transduction des cellules iPS d’un patient
porteur d’une mutation dans ce gene a 1’aide d’un AAV contenant le géne sauvage permet le
rétablissement d’un phénotype et d’une fonction normale des cellules de ’EPR dérivées de

ces cellules iPS (Li et al., 2014).

Dans les cas de choroidorémie, deux études complémentaires ont démontré la possibilité de
corriger le défaut di au géne REPI muté avec un systetme d’AAV, soit directement sur les
fibroblastes du patient (Vasireddy et al., 2014), soit sur les cellules de I’EPR (Cereso et al.,
2014). Cette derniere étude démontre que 1’introduction d’une copie saine du gene REPI dans
les cellules de I’EPR issues de cellules iPS porteuses de la mutation du géne REPI, permet
aux cellules de ’EPR de récupérer un phénotype normal avec une activité enzymatique de
prénylation du méme ordre de grandeur que dans des cellules de I’EPR saines (Cereso et al.,

2014).

L’ensemble de ces études illustre 1'important potentiel de la technologie des cellules iPS via la
génération de modeles de pathologies rétiniennes in vitro. L’utilisation des cellules
rétiniennes dérivées de cellules iPS de patients permet ainsi :

- de récapituler avec précision le déroulement de la maladie in vitro,

- de donner un apergu des aspects fonctionnels défectueux liés aux mutations,

- d’identifier de nouvelles mutations sporadiques,

- de tester la toxicit¢ de différents médicaments et / ou l'efficacité de nouveaux

composés sur une population cellulaire bien définie,

- d’optimiser de futurs essais de thérapie génique (Leach et al., 2015).
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Objectifs de Thése

Le fort potentiel des cellules iPS permet le développement de nombreux projets a visée
thérapeutique notamment dans le cadre des pathologies rétiniennes dégénératives. Dans ce
contexte 1’équipe dirigée par le Dr. Olivier Goureau a pour objectif de développer des études
précliniques requises pour le développement de thérapies, utilisant les cellules iPS.
Mon projet de thése a consisté, dans un premier temps, a générer des cellules iPS dérivées de
patients atteints de RP pour étudier in vitro les effets d'un geéne déficient dans Ie
développement et la physiologie des cellules rétiniennes humaines. Ces cellules iPS porteuses
de différentes mutations sont un outil de modélisation remarquable, permettant d’étudier les
mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans la pathogénie de RPs spécifiques
(Borooah et al. 2013 ; Rowland et al. 2012).
Le Centre d’Investigation Clinique 1423 dirigé par le Pr Sahel au sein de I’hdpital des XV-
XX, présente une trés large cohorte de patients atteints de RP aux phénotypes et génotypes
extrémement bien caractérisés. Nous avons choisi de cibler différentes formes de RP
correspondant a des formes autosomiques dominantes (ad), décrites précédemment :

- La duplication (c.709 734dup / p.C247X) ou de la délétion (c.269-273del/

p.Tyr90CysfsX21) au sein du géne PRPF31

- la mutation P347L au sein du géne RHO

- la mutation G64R au sein du géne NR2E3.
Dans un premier temps, différentes lignées de cellules iPS, porteuses des mutations
sélectionnées, ont été générées a partir de fibroblastes issus des biopsies de peau des patients,
et caractérisées afin de former une banque de cellules iPS pathologiques (Partie I).
Durant mon travail de thése, j’ai contribué au développement d’un nouveau protocole
permettant la différenciation des cellules iPS en cellules de ’EPR, en progéniteurs rétiniens,
et en photorécepteurs (Partie II).
La dernic¢re partie de mon travail a consisté a utiliser ce protocole pour différencier les
cellules iPS porteuses de mutation en cellules rétiniennes (rétine neurale et EPR) afin de
générer des modeles in vitro de RP, permettant I’étude de la physiopathologie spécifique a

chaque mutation (Partie III et IV).
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Matériels et Méthodes

I. Sélection des patients

En accord avec la législation frangaise, notre projet intitulé, « Projet de biopsie de peau de
patients atteints de dystrophies rétiniennes pour 1’obtention des cellules souches pluripotentes
dans un but de recherche sur les pathologies », a ét¢ déposé aupres du Comité de protection
des personnes (CPP) d’lle de France et de I’ Agence nationale de la sécurité¢ du médicament et
des produits de santé (ANSM, anciennement AFSAPPS). Aprés avoir obtenu les avis
favorables du CPP (2012-A01333-40 ; Ref. promoteur : P12-02) et de 1 ‘ANSM (B121362-
32), les premiers patients ont pu étre prélevés avec leur consentement éclairé, au sein de
cohortes suivies au Centre d’Investigation Clinique (CIC) 1423 rattach¢ a I’hopital des
Quinze-Vingts. Le CIC 1423 et le centre de références maladies rares (CMR) « Dystrophie
rétiniennes d’origine génétique » qui lui est associé depuis 2005, se sont dotés d’une
plateforme de phénotypage performante permettant une caractérisation anatomique et
fonctionnelle détaillée des patients selon des méthodes standardisées, basées sur les regles
¢thiques en vigueur, les recommandations internationales ainsi que sur le développement de
nouvelles techniques plus spécifiques. Ainsi, depuis la création du CIC puis de son
association avec le CMR, une cohorte de patients atteints de dystrophies rétiniennes

héréditaires au phénotype parfaitement caractérisé a été constituée.

Avec I’aide du Dr Audo, des familles aux caractéristiques génétiques connues ont été
sélectionnées, en ciblant uniquement des formes de RP autosomique dominante (adRP) sous-
tendues par des mutations des génes RHO, PRPF31 ou NR2E3. Nous avons choisi au sein de
mémes familles des personnes atteintes porteuses d’une mutation sur chacun des genes
¢tudiés (sujets affectés), des personnes porteuses de la méme mutation mais indémne (sujets
asymptomatiques) et des personnes non porteuses de la mutation et donc indémnes (controle).
Nous avons recruté dix personnes pour le géne PRPF31, issues de trois familles avec deux
mutations différentes (c.709-734dup, c.269-273del.) : six personnes affectées, une personne
asymptomatique et trois personnes indémnes (contrdle) (Figure 36). Pour I’étude du gene
codant la RHODOPSINE (substitution 1040C>T), nous avons recruté au sein d’'une méme
famille deux sujets affectés ainsi qu’une personne indémne. Enfin, pour 1’é¢tude du gene

NRZ2E3 (substitution 166G>A), nous avons recruté une personne affectée

149



n° CIC n°Famille Sexe Date de labiopsie Géne d'intérét  Etat clinique Mutation

4528 273 M 18/12/2012 PRPF31 Symptomatique  Tyr91CysfsX21
398 273 M 20/12/2012 PRPF31 Symptomatique  Tyr91CysfsX22
4138 1706 M 22/01/2013 PRPF31 Asymptomatique Cys247X
3777 1706 F 22/01/2013 PRPF31 Symptomatique Cys247X
785 273 M 31/01/2013 PRPF31 Sain
1031 273 F 22/02/2013 PRPF31 Symptomatique  Tyr91CysfsX22
4137 1706 F 26/03/2013 PRPF31 Sain
5327 761 F 03/07/2014 PRPF31 Symptomatique  Tyr91CysfsX22
5331 761 M 03/07/2014 PRPF31 Symptomatique  Tyr91CysfsX22
5328 761 M 03/07/2014 PRPF31 Sain
Famille761 Famille273
¢.269-273del p.Tyr90CysfsX21 €.269-273del p.Tyr90CysfsX21
O—®
5327 5328 785 4528
Il
398 1031
Famille1706

¢.709-734dup p.Cys247X

4137 4138

3777

Figure 36 : Pédigree des patients sélectionnés atteints d’une RP causée par différentes
mutations (269-273del et 709-734dup) dans le géne PRPF31.

carré: homme, rond: femme. noir : symptomatique porteur de la mutation, gris: asymptomatique porteur
de la mutation et blanc: asymptomatique non porteur de la mutation.
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(Figure 37) et trois autres au sein d’une autre famille accompagnées d’une personne indémne

(Figure 38).

II. Biopsies de peau et cultures de fibroblastes

Les biopsies de peau d’environ 4 mm d’épaisseur sont réalisées au niveau de 1’aisselle, grace
a un systeme de carottage. L’intervention se fait sous anesthésie locale et se termine par un
point de suture. Les biopsies sont maintenues dans du milieu de culture (DMEM 1X, 10%
SVF, 2mM Sodium Pyruvate ; Life Technologies) préalablement chauffé a 37°C. Ce milieu
est supplémenté d’un antimycotique (Fungizone®, Life Technologies) et d’antibiotiques
(Pénicilline-Streptomycine, Life Technologies). Les biopsies sont mises en culture dans

I’heure suivant le prélévement.

Avec des instruments de dissection, la biopsie est découpée en trois parties distinctes.
Chacune de ces parties est déposée, au centre d’une flasque de 25cm? IWAKI (VWR) dans le
fond de laquelle 300uL de milieu est ajouté. Les flasques sont placées dans 1’incubateur a
37°C 5% COa, afin que les morceaux de la biopsie adhérent solidement au plastique. Apres 40
minutes, du milieu de culture est ajouté tres délicatement afin de recouvrir la biopsie. Les
biopsies sont ainsi conservées sans étre déplacées. Apres €émergence des premieres cellules de
la biopsie aux alentours du 5°™ jour, la moitié du milieu est changé tous les 10 jours, jusqu’a

80-100% de confluence.

Une fois cette confluence obtenue, les fibroblastes sont réensemencés a 5.10° cellules par
flasque de 75cm?. Le surplus de cellules est cryoconservé dans un milieu composé de 90%
SVF (Life Technologies) et 10% DMSO (Sigma), afin de constituer une banque de

sauvegarde.

Lors du premier passage des fibroblastes, les antibiotiques et 1’antifongique sont retirés du
milieu et I’absence de mycoplasmes est vérifiée a I’aide du kit « MycoAlert™ Mycoplasma
Detection Kit » (Lonza). En paralléle, ’ADN génomique est extrait et séquencé afin de
controler la présence ou non de la mutation d’intérét, et I’ARN est extrait pour servir de

controle négatif lors de manipulation de qPCR (c¢f. X.) (Figure 39).
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n° CIC n°Famille Sexe Date de la biopsie Gene d'intérét  Etat clinique Mutation

86 63 F 26/03/2013 Nr2e3 Symptomatique G56R
893 574 F 05/12/2013 Nr2e3 Symptomatique G56R
894 574 F 05/12/2013 Nr2e3 Sain
1394 574 F 05/12/2013 Nr2e3 Symptomatique G56R
1395 574 F 05/12/2013 Nr2e3 Symptomatique G56R R

Famille574 Famille63
¢.166G>A p.G56R €.166G>A p.G56R
P R ®
86
893 1394
894 1395

Figure 37: Pédigree des patients sélectionnés atteints d’une RP causée par la mutation
G56R dans le géne NR2E3.

carré: homme, rond: femme, noir : symptomatique porteur de la mutation, et blanc: asymptomatique non
porteur de la mutation.

n° CIC n° Famille Sexe Date de la biopsie Gene d'intérét  Etat clinique Mutation
7027 681 M 18/04/2013 Rho Sain
2634 681 F 18/04/2013 Rho Symptomatique P347L
1125 681 F 18/04/2013 Rho Symptomatique P347L
Famille 681
¢.1040C>Tp.Pro347Leu
oL

1125 7027

° o

2634

Figure 38 : Pédigree des patients sélectionnés atteints d’une RP causée par la mutation
P347L dans le géne rhodopsine (RHO).

carré: homme, rond: femme, noir : symptomatique porteur de la mutation, et blanc: asymptomatique non
porteur de la mutation.
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I11.

IV.

Reprogrammation

Lors du deuxiéme passage, les fibroblastes sont ensemencés a 10° cellules dans un puits de
plaque 6 puits. Deux jours apres, les cellules sont transduites avec les quatre virus de Sendai
contenant les ARNs des geénes reprogrammateurs (OCT-3/4, KLF4, SOX2 et C-MYC ;
CytoTune®-iPS Sendai Reprogramming Kits, Life Technologies) avec une MOI=3
(multiplicity of infection) pour chacun. Le milieu est changé tous les deux jours. Sept jours
aprés I’infection, 2.10° cellules sont réensemencées dans une boite de culture de 10 cm de
diamétre, préalablement ensemencée avec des cellules nourriciéres (2,5.10° cellules/cm?). Les
cellules nourriciéres sont des fibroblastes humains préalablement traités a la Mitomycine C

(Sigma).

Le lendemain, le milieu est remplacé par un milieu spécifique, destiné a la culture de cellules
pluripotentes humaines, le ReproStem (ReproCELL), supplémenté avec 10 ng/ml de FGF-2
(Preprotech).

Le milieu est changé tous les jours. Apres 21 a 28 jours, les colonies (maximum de 15 par
patient) sont repiquées mécaniquement, a I’aide d’une aiguille, pour étre isolées dans des
boites de culture type «Organ Cell» (Falcon) préalablement ensemencées avec les cellules

nourriciéres (2,5.10° cellules/cm?).

Chaque semaine, un passage mécanique des cellules iPS est réalisé¢. Durant les 5 premieres
semaines, chaque colonie est isolée dans une nouvelle boite, afin d’assurer la clonalité des

cellules 1PS.

Lors du sixieme passage, 3 clones sont maintenus en culture, les autres clones sont congelés
avec du milieu de congélation CryoStem™ Freezing Medium (StemGent). Les colonies
maintenues en culture sont alors stabilisées, et amplifiées afin de réaliser dans un premier

temps leur caractérisation.

Culture des cellules iPS

IV.1. Culture sur cellules nourriciéres

Chaque semaine, les cellules iPS sont passées mécaniquement sur un nouveau tapis de

cellules nourriciéres (2,5.10° cellules/cm?). Les cellules nourriciéres sont amplifiées et traitées
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Figure 39: Différentes étapes requises pour la génération et la différenciation des cellules
iPS de patients.

Grandes ¢tapes de manipulations: 1) Culture primaire des fibroblastes issus de la biopsie avec
amplification et conservation ; 2) Reprogrammation en cellules iPS avec sélection (repiquage); 3)
Culture des cellules iPS (stabilisation, caractérisation et amplification); 4) Différenciation en cellules
rétiniennes (neuro-rétine ou cellules de I’EPR) aprés approximativement 20 passages.
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a la mitomycine C puis congelées afin d’étre préte a 1’utilisation pour la culture des cellules
iPS lors de chaque passage. Ainsi, elles sont décongelées, ensemencées la veille du passage
des cellules iPS et conditionnées quelques heures avant le passage avec du milieu ReproStem

supplémenté de 20 ng/ml de FGF-2.

Le milieu est changé tous les jours avec 10 ng/ml de FGF-2, a I’exception du lendemain du
passage, ou seul du FGF-2 est ajouté au milieu. Régulierement, les colonies de cellules iPS
doivent étre « nettoyées » : il s’agit de retirer manuellement (2 1’aide d’une pointe) les
structures qui se sont formées en 3 dimensions, correspondant aux cellules iPS qui se

différencient spontanément.

1V.2. Culture en absence de cellules nourriciéres

La culture en présence de cellules nourriciéres demandant un entretien trés rigoureux
(production des cellules nourriciéres, passage mécanique, « nettoyage » des cellules),
différents substrats ont été¢ développés pour remplacer ces cellules nourricieéres. Nous avons
choisi de suivre cette progression technologique et d’utiliser la Vitronectine avec le milieu
associ¢, Essential 8™ Medium (Life Technologies) ou TeSR™-E8™ (Stemcell

Technologies).

Ces conditions, dites « feeder-free », permettent de réaliser des passages avec un substrat a
base de d’Ethyléne Diamine Tétra-Acétique (EDTA) (Gentle Cell Dissociation Reagent,
StemCell Technologies), ce qui permet une amplification des cellules iPS 10 a 20 fois plus
rapide qu’en présence de cellules nourricieres. Cette méthode de culture, diminue fortement la
différenciation spontanée des colonies de cellules 1PS. Par ailleurs, la réalisation du passage
en fin de semaine, permet de s’affranchir de changer le milieu des cellules iPS le week-end.
Face a ce systéme moins contraignant, I’ensemble des cellules iPS a progressivement été

adapté a cette méthode de culture.

V. Différenciation des cellules iPS en cellules de I’Epithélium
Pigmentaire Rétinien (EPR)

Les cellules 1PS cultivées sur cellules nourriciéres sont maintenues dans les mémes conditions
pendant 14 jours apres le passage. Le FGF-2 est soustrait du milieu pendant 48 heures puis le
milieu ReproStem est remplacé par un milieu pro-neural (DMEM-F12 avec 1% de
supplément N2 et 0.1% Pénicilline/Streptomycine, Life Technologies). Le milieu est changé

tous les 2 jours jusqu’a I’apparition des cellules pigmentées. Pour les cellules iPS cultivées en
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Tableau 11: Liste des anticorps utilisés dans cette étude.

IF: marquage par immunofluorescence, WB: analyse par Western blot.

Anticorps primaire Espéce Dilution Fournisseurs Utilisation
Acetylated Tubulin Mouse monoclonal 1:1 000 Sigma IF
Actin Mouse monoclonal 1:400 Abcam WB
AP2 Mouse monoclonal 1:100 DSHB IF
Best-1 Mouse monoclonal 1:1 000 Novus IF
Brachyury Rabbit polyclonal 1:100 TEBU IF
BRN3A Mouse monoclonal 1250 Millipore IF
Calretin Mouse monoclonal 1:500 Abcys IF
CD73 Mouse monoclonal 1:100 BioLegend IF
Cone arrestin Rabbit polyclonal 122 000 Millipore IF
CRX Mouse monoclonal 1:1 000 abnova IF
Ezrin Mouse monoclonal 1250 Sigma IF
Glutamin Synthetase Mouse monoclonal 1:500 Millipore IF
Ki67 Rabbit polyclonal 1:1 000 BDPharmagen IF
Lim1 (Lhx1) Mouse monoclonal 1220 DSHB IF
Lhx2 Goat polyclonal 12200 Santa Cruz IF
Mertk Rabbit polyclonal 1:50 Abcam IF
Mitf Mouse monoclonal 12200 DAKO IF
Nanog Rabbit polyclonal 12200 Cell signaling IF
Oct4 Rabbit polyclonal 1:100 Cell signaling IF
Opsine G/R Rabbit polyclonal 1:5 000 Millipore IF
Ootx2 Rabbit polyclonal 1:5 000 Millipore IF
Pax6 Rabbit polyclonal 1:1 000 Millipore IF
PKCa Rabbit polyclonal 1:5 000 Santa Cruz IF
Prpf31 Rabbit polyclonal 1:200 Santa Cruz WB
Rax/Rx Rabbit polyclonal 1:10 000 Abcam IF
Recoverin Rabbit polyclonal 122 000 Chemicon IF
Rhodopsin Mouse monoclonal 1250 Don du Dr Molday IF
RPE65 Mouse monoclonal 1:250 Millipore IF
SSEA4 Mouse monoclonal 1:200 Cell signaling IF
SMA Mouse monoclonal 1:100 DAKO IF
Sox9 Rabbit polyclonal 1:1 000 Millipore IF
Sox17 Goat polyclonal 12200 R&D IF
TRA1-60 Mouse monoclonal 1:100 Cell signaling IF
Tujl Mouse monoclonal 1250 Covance IF
Vsx2 (Chx10) Goat polyclonal 122 000 Santa Cruz IF
Z0-1 Rabbit polyclonal 1:2250 Life technoligies IF
Phaloidine - alexa 594 Amanite phalloide 120 Life technoligies IF
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condition « Feeder-Free », le milieu E8 est remplacé 5 jours aprés le passage par son
¢quivalent sans FGF-2 et TGF-P : le milieu E6 (Life Technologies ou Stemcell Technologies).
Au 7°™ jour aprés le passage, le milieu E6 est supplémenté de 1% de supplément N2 (Life
Technologies) et changé tous les 2 jours jusqu’a I’apparition des cellules pigmentées. Les
patchs de cellules pigmentées qui se forment dans le tapis cellulaire sont découpés a 1’aide
d’une aiguille et déposés sur une matrice de Geltrex® (Life Technologies). Une fois a
confluence, les cellules de I’EPR sont caractérisées par RT-qPCR et immunohistochimie. Ces
cellules peuvent étre passées jusqu’a 2 fois a 1’aide de trypsine 0.25% (Life Technologies) via

une incubation pendant 10 minutes a 37°C.

V1. Différenciation des cellules iPS en rétine-neurale

Quatre jours apres le passage de cellules iPS en condition « feeder-free », le milieu de culture
E8 est remplacé le milieu E6 comme décrit précédemment (cf. V.) : Au bout de 48 heures, le
milieu E6 est supplémenté avec 1% de supplément N2 et changé tous les 2 jours. Apres 26
jours, les structures en 3D de type neurorétine sont détachées du tapis avec une aiguille puis
mise en suspension dans un milieu de culture compos¢ de DMEM-FI12 avec 2% de
supplément B27 (Life Technonologies) et 0,1% de Pénicilline/Streptomycine. La moitié¢ du
milieu est remplacée tous les 2 jours, et supplémentée de 20 ng/ml de FGF-2 pendant les 7
premiers jours. Les structures poursuivent ainsi leur différenciation et leur maturation

cellulaire.

VII. Cryosection

Pour la cryosection, les structures en 3D de type neurorétine sont fixées 10 a 20 minutes,
selon leur taille, dans 4% de paraformaldéhyde (PFA), puis incubées dans du PBS contenant
30% de sucrose (Sigma) pendant 4 heures au minimum. Les structures sont alors incluses
dans du PBS contenant 10% de sucrose et 7.5% de gélatine et congelées a -50°C dans de
I’Isopentane (Sigma-Aldrich). Des sections de 10um d’épaisseur sont collectées sur lame, a

I’aide du Cryostat (MICROM HM 560).
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VIII.

IX.

Immunomarquage et acquisition des images

Le marquage par immunofluorescence a été réalisé, soit sur des cellules ensemencées sur
lamelles de verre (quelques jours aprés leur passage pour les cellules iPS, quatre a six
semaines apres le passage pour les cellules de I’EPR), soit sur des cryosections de structures
de neurorétine. Les lames ou lamelles sont incubées 1 heure a température ambiante avec une
solution de saturation (PBS avec 0,2% de Gélatine et 0,25% de Triton X-100) puis sur la nuit
a 4°C avec les anticorps primaires (Tableau 11). Le lendemain, les lames sont lavées 3 fois
dans du PBT (PBS avec 0,1% de Tween) puis incubées pendant 1 heure avec les anticorps
secondaires correspondants, conjugués aux Alexa Fluor 488 ou 594 dilués a 1:600 et avec le
DAPI (diamidino-phenyl-indole) dilué au 1:1000, dans le tampon de saturation. Les signaux

fluorescents sont détectés par un microscope confocal équipé de lasers a 488 et 545nm

(Olympus).

VIII.1. Traitement des images

Le logiciel Image] a été utilisé pour mesurer et analyser I’intensité des marquages. Les
différentes images séparées par canaux (correspondant a chaque longueurs d’ondes) sont
combinées, et I’ensemble des slices sont compilées. Pour observer et représenter la
localisation des protéines selon I’axe apical-basal des cellules, la pile d’images est sectionnée

selon les axes XZ ou YZ.

VIIL.2. Quantification

Afin d’évaluer la quantité de cellules exprimant une protéine marquée, des acquisitions sont
réalisées par un scanner de lames, le NanoZoomer (Hamamatsu Photonics). Les images sont
ensuite redimensionnés a 1’aide d’une macro du logiciel Imagel, pour étre analysées par la
camera virtuelle de 1’Arrayscan (Thermo Scientific™ ArrayScan™ XTI Live High Content

Platform).

Marquage Phosphatase Alcaline

Les cellules iPS sont amplifiées sur des lamelles de verre (Delta microscopies). Quatre jours

apres le passage, les cellules sont fixées a 1’éthanol, puis incubées 3 a 5 minutes a température
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Tableau 12: Liste des amorces utilisées dans cette étude.

Nom Séquence des Amorces (SYBR)
PRPF31 For CAGCAAGCAAGCCAAAGCT
PRPF31 Rev CCGGATGAACTTATGGATGATG
CNOT3 For CGCAAATGGAACGGTTCAAAG
CNOT3 Rev GTATTCGTGAGCCACTGGCCA

Nom Reference "TagMan® Gene Expression ID Assays"

18S 18S-Hs99999901 sl

AFP AFP-Hs00173490 ml

BESTI BEST1-00188249 ml
BLUE OPSIN OPN1SW-Hs00181790 ml

BRN3A POU4F1-Hs00366711_ml
BRN2B POU4F2-Hs00231820 ml
CALREITIN CALB2-Hs00242372 ml
CONE ARRESTIN ARR3-Hs00182888 ml
CRX CRX-Hs00230899 ml
DKK1 DKK1-Hs00183740_ml
DNMT3B DNMT3B-Hs00171876 _ml

GAD2 GAD2-Hs00609534 ml

GATA4 GATA4-Hs01034629 ml

GATA6 GATA6-Hs00232018 ml

GDF3 GDF3-Hs00220998 ml

GLASTI SLC1A3-Hs00188193 ml
HANDI1 HANDI1-Hs00231848 ml

LHX2 LHX2-Hs00180351 ml

LIM1 LHX1-Hs00232144 ml

LIN28A LIN28A-Hs00702808 sl

MERTK MERTK-Hs01031973 ml

MITF MITF-Hs01117294 ml

NANOG NANOG-Hs02387400 gl
NES NES-Hs00707120 sl
NEURODI NEURODI-Hs00159598 ml
NODAL NODAL-Hs00415443 ml

NOGGIN NOG-Hs00271352 sl
NRL NRL-Hs00172997 ml
OCT4 POUSF1-Hs00999632 gl
PAX6 PAX6-Hs00240871_ml
PEDF SERPINF1-Hs01106934 ml
PKCa PRKCA-Hs00925195 ml

RED /GREEN OPSIN

OPNIMW-Hs00241039 ml

RAX RAX-Hs00429459 ml
RECOVERIN RCVRN-Hs00610056_ml
RHO RHO-Hs00892431 ml
RPE65 RPE65-Hs01071462 ml
SIX3 SIX3-Hs00193667_ml
SOX2 SOX2-Hs01053049 sl
TERT TERT-Hs00972656_ml
VSX2 VSX2-Hs00766959 sl
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ambiante dans une solution de BCIP/NBT (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate et p-
nitroblue tetrazolium chloride). La réaction est arrétée par plusieurs lavages au PBS et les
lamelles de verre sont montées sur lame avec du milieu de montage Fluoromount-G®

(SouthernBiotech). Les acquisitions sont faites a sur un microscope inversé a fond clair Nikon

TS100.

X. RT-PCR quantitative

Les ARNm sont extraits en utilisant le kit «Nucleospin RNA II ou XS» (Macherey Nagel) et
les ADNCc sont synthétisés avec le kit « ARNm Reverse Transcription » (Quiagen), suivant les

protocoles établis par les fournisseurs. Les réactions de PCR quantitatives sont faites avec

0.25uM d’amorce (Tableau 12), dans un volume de 20ul avec le mix « Power SYBR® Green
PCR Master Mix » ou « Power TagMan Master Mix Gene expression » (Applied Biosystems)
selon le type d’amorce. Elles sont réalisées avec 1’appareil 7500 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) avec un cycle de 2 minutes a 50°C puis un cycle de dénaturation de 10

minutes a 95°C et ensuite 40 cycles comprenant 15 secondes a 95°C et 1 minute a 60°C.

Les valeurs délivrées par la machine correspondent au nombre de cycle (Ct) effectué avant
que I’ADN synthétisé, a partir du couple d’amorces, soit détecté. Les valeurs de Ct sont dans
un premier temps normalisées par rapport aux valeurs de Ct obtenues pour le géne ubiquitaire
18S : ACteéchantilion = Ctéchantilon— Ctiss). Cette valeur de ACt est ensuite normalisée a la valeur
obtenue pour le controle de chaque expérience : AACt = ACtschantition— ACteonsrole). La valeur de
I’expression relative d’un gene d’intérét, en ARN messager, au sein de I’échantillon est calculée

gI’é cea la formule . 2-AACtéchantillon

XI. Analyse par Western blot

Les extraits protéiques ont été collectés dans du tampon de lyse RIPA (1% Triton X-100, 1%
sodium déoxycholate, 0,1% sodium dodecyl sulfate (SDS), 50mM HEPES (pH 7.4), 150mM
NacCl, 10% glycerol, 1,5mM MgCl,, ImM EGTA) contenant des inhibiteurs de protéase et de
phosphatase (Sigma), a partir de cellules de I’EPR dérivées de cellules iPS de différents
patients. Les extraits ont alors été centrifugés pendant Smin a 5000g et 12 pg de protéines ont
¢été soumis a une migration en gel SDS-polyacrylamide. Les protéines ont été transférées sur

une membrane de nitrocellulose (Whatman). La membrane a été saturée pendant 1 heure a
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température ambiante dans du PBS contenant 0.1% de Tween (PBT) et 5% de lait en poudre
et incubée toute la nuit a 4°C avec I’anticorps primaire (Tableau 11) dilué dans la solution de
saturation. Aprés 3 lavages de 10 minutes dans une solution de PBT, les membranes ont été
incubées pendant 1 heure a température ambiante avec ’anticorps secondaire couplé a la
péroxidase. Apres plusieurs lavages en PBT, I’activité de la péroxidase a été¢ détectée sur un
film photographique en utilisant le kit de détection Chemiluminescence (PerkinElmer,

Waltham, MA). Les films ont été scannés et le signal quantifié avec le logiciel Imagel.

XII. Caryotype et tératome

Les analyses caryotypiques, ainsi que la mise en évidence de la formation de tératomes dans
les souris immunodéficientes sont réalisées sur la Plateforme Cellules Souches de Villejuif
(ES team, Paris Sud) avec I’aide du Dr O. Féraud. Les caryotypes sont traités par une méthode
de G-banding. Les tératomes sont générés par injection de cellules iPS en suspension (1 a
2.10° cellules) dans des souris NOD Scid gamma (NSG, Charles River) de 6 semaines. Apres
8 a 10 semaines, les tératomes sont disséqués et fixés au PFA 4%. Les échantillons sont inclus
en paraffine, coupés, puis les sections sont marquées avec de I’Eosine et de I’Hématoxyline

(Griscelli et al., 2012).

XIII. Microscopie électronique a balayage (MEB) et a transmission
(MET)

Les cellules de I’EPR dérivées de cellules iPS sont ensemencées a 10° cellules par cm? sur une
membrane en suspension (Corning® Transwell® polyester membrane cell culture inserts) et
incubées a 37°C en présence de 5% CO2. Le milieu de culture (DMEM/F12 supplémenté de
1% N2) est changé tous les deux jours pendant 4 a 6 semaines. A ce temps, les cellules sont
fixées au Gultaraldéhyde 2% dans un tampon phosphate a 0.ImM durant 1h a température
ambiante, puis les échantillons sont lavés au tampon phosphate. La suite des manipulations est
réalisée sur la plateforme de microscopie électronique de Jussieu, avec 1’aide de Virginie

Bazin (MEB) et Géraldine Toutirais (MET).

Pour les observations en MEB, les échantillons sont traités au tetroxyde d’osium pendant 20

minutes a température ambiante puis déshydratés dans des bains d'éthanol successifs a
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Trypan Blue

Figure 40 : Mesure de I’activité de phagocytose de cellules de ’EPR.

La mesure de I’intensité de fluorescence dégagée par les cellules de I’EPR, mises en présence de
segments externes de photorécepteurs de porc (POS) préalablement marqués au FITC, permet
d’évaluer I’activité de phagocytose totale (A). L’ajout de bleu de trypan sur les cellules de ’EPR
masque le signal fluorescent externe aux cellules (B), donnant une mesure du signal fluorescent
correspondant aux POS internalisés par les cellules. Ces deux mesures, permettent de déduire la
I’intensité¢ de fluorescence correspondant aux POS attachés a la surface des cellules. Le ratio
d’activité de phagocytose est obtenu en rapportant la fluorescence FITC sur la fluorescence du
Dapi, reflétant le nombre de cellules de I’EPR présentes.
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concentrations croissantes et enfin séchés par ringage de I'hexaméthyldisilazane. Les
¢chantillons sont montés sur un support en aluminium avec un disque adhésif de carbone, ou
ils sont métallisés par projection d’or. Les observations sont réalisées sur le Cambridge

Instruments Stereoscan 260 SEM (Leica).

Pour les observations en MET, les échantillons sont post-fixés dans une solution d'eau
bidistillée, a 1% d'osmium pendant 1 h a température ambiante. Apres lavages avec de I'eau
bidistillée, les échantillons sont déshydratés dans des bains d'éthanol successifs a
concentrations croissantes. Les échantillons sont ensuite infiltrés dans une solution 50%
Ethanol 50% Résine EPON pendant 1h puis dans 100% résine EPON, pendant 48 heures a
60°C pour la polymérisation. Des sections de 70nm d'épaisseur sont coupées avec un
microtome Ultracut UCT (LEICA) et placées sur des grilles de rhodium. Les grilles sont
colorées pendant 2 minutes dans Uranyless (DELTA Microscopies) et pendant 5 minutes dans
0,2% de citrate de plomb. Chaque grille est analysée sur un microscope ¢€lectronique (EM 912
OMEGA, ZEISS) a 80 kV et les images sont capturées avec un appareil photo numérique
(montage latéral TEM CCD, Veleta 2Kx2K). Le logiciel utilis¢ est le iTEM.

XIV. Mesure de la résistance électrique transépithéliale

Les cellules de PEPR dérivées de cellules iPS sont ensemencées a 10° cellules sur une
membrane en suspension (cf. XII.) et incubées a 37°C en présence de 5% CO2. Trois fois par
semaine la valeur de résistance ¢électrique transépithéliale est évaluée a 1’aide d’un Voltmetre

(EVOM avec STX2 Electrode, WPI). Ces valeurs sont ensuite rapportées en cm?.

XV. Mesure de ’activité de phagocytose

Les cellules de de I’EPR dérivées de cellules iPS sont ensemencées dans une plaque de 96
puits a bords noirs (Corning Costar) et incubées a 37°C en présence de 5% CO2. Le milieu de
culture (cf. XII.) est changé tous les deux jours pendant 4 a 6 semaines de culture. La mesure
de D’activité de phagocytose est ensuite évaluée en incubant les cellules de ’EPR avec 10°
segments externes de photorécepteurs (POS) de porc préalablement marqués au FITC
(Finnemann et al., 1997). La moitié¢ des puits sont traités au bleu de trypan 0.2% pendant 10
minutes, afin de bloquer le signal fluorescent provenant du FITC li¢ aux POS présents sur la

membrane des cellules de I’EPR, et donc de visualiser uniquement le signal correspondant
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aux POS internalisés par les cellules. Apres une série de lavage au PBS supplémenté de | mM
MgCI2 and 0.2 mM CaCl2 (PBS-CM), les cellules sont fixées a 4°C avec du méthanol
« glacé ». Les cellules sont ensuite réhydratées 5 minutes en présence de PBS-CM et incubées
avec du DAPI (10pg/ml) (Figure 40). Une mesure du signal fluorescent a 488nm et 350nm
est effectué¢ a 1’aide d’un lecteur automatisé Infinite® M1000 Pro (TECAN). L’activité¢ de
phagocytose des cellules de I’EPR est ainsi évaluée par le ratio entre le signal émis par le
FITC et celui du DAPI. Les puits n’ayant pas été mis en présence de POS servent de controle

négatif, afin de normaliser les valeurs obtenues.
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I.

Résultats

Génération des clones de cellules iPS

I.1. Reprogrammation des fibroblastes en cellules iPS

Les cellules iPS ont été générées a partir de fibroblastes de différents patients atteints de
rétinite pigmentaire (RP) autosomique dominante due a des mutations dans trois genes
distincts. Pour chaque géne, une ou plusieurs personnes indémnes de la méme famille ont été
sélectionnées comme « controles ». Les personnes ont été recrutées au sein de cohortes de
patients parfaitement génotypés et phénotypés, au Centre d’Investigation Clinique (CIC)
1423, rattaché a ’hopital des Quinze-Vingts. Ainsi a partir de six familles différentes dix-huit

patients ont ét¢ inclus dans I’étude :

e douze personnes atteintes de RP due a une mutation dans I’un des genes PRPF31,

RHO (rhodopsine), ou NR2E3

e une personne porteuse de la méme mutation dans le gene PRPF3] mais ne présentant

pas de symptome (« asymptomatiques »)
e cinq personnes indémnes ne portant pas de mutation (« controles »).

Une biopsie de peau a été prélevée sur chacun des individus et mise en culture. Toutes les
biopsies ont permis de générer des cultures homogenes de fibroblastes, négatifs au test de
dépistage des mycoplasmes. Ces fibroblastes ont ainsi ét¢ amplifiés jusqu’a deux passages
pour étre soit congelés afin de conserver un stock de fibroblastes, soit directement utilisés

pour générer des cellules iPS.

Environ 1.10° fibroblastes sont transduits avec quatre virus de Sendai, contenant chacun une
construction d’ARN codant un des facteurs reprogrammateurs, OCT4, KLF4, SOX2 ou
CMYC. Au bout de 2-3 jours, nous observons les premiers changements morphologiques des
cellules transduites (Figure 41). Les cellules rétrécissent, s’arrondissent et forment des amas
cellulaires. Au 7°¢ jour, une partie des cellules sont réensemencées sur un tapis de cellules
nourricieres. Des petits ilots de cellules en cours de reprogrammation (iPS-like) se distinguent
rapidement du tapis nourricier. Ces ilots de cellules s’étendent et, devenant peu réfringent a la

lumicre, vont former un amas cellulaire de couleur marron. Entre 21 et 28 jours, les ilots de
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Figure 41: Représentation schématique des différentes étapes de la reprogrammation
des fibroblastes en cellules iPS.

Culture des fibroblastes issus de la biopsie de peau (en haut a gauche); évolution de 1’aspect des

cellules durant la reprogrammation induite par les facteurs OCT4, KLF4, SOX2 et CMYC tranduits
par des virus de Sendai (frise en bas); Colonies de cellules iPS établies (en haut a droite).
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cellules « 1PS-like » deviennent semblables a des colonies de cellules souches pluripotentes
plus ou moins planes et aux bords délimités. Les cellules sont de petite taille avec des noyaux
visibles occupant prés de 80% de 1’espace cytoplasmique. L’aspect des colonies et des
cellules sont trés variables, seules les colonies a 1’aspect le plus proche de celui de colonies de
cellules souches pluripotentes établies sont repiquées et isolées sur un nouveau tapis de

cellules nourriciéres.

Lors du premier repiquage, seule une partie des colonies repiquées vont générer de nouvelles
colonies de cellules iPS. Chaque colonie est passée manuellement pendant 5 fois en isolant
systématiquement chaque nouvelle colonie. Le nombre de colonies restant au 5° passage,
varie en fonction des fibroblastes d’origine. Lors du 6° passage, un clone est sélectionné et
maintenu en culture pour chaque patient et les autres sont congelés, pour une utilisation
potentielle future. Chaque clone est ainsi annoté XcY, X correspond au numéro du patient et

Y au numéro du clone (ex : clone iPS 785¢3, pour le clone 3 du patient 785).

I.2. Génération de lignées de cellules iPS porteuses d’une mutation dans
le géne PRPF31.

Cette premicre étude est centrée sur le géne PRPF31 comprenant 14 exons et codant le facteur
d’épissage PRPF31 (c¢f. Introduction 111.3.1). Nous avons ciblé deux mutations différentes:
une délétion dans I’exon 4, ¢.269-273del, conduisant a I’apparition d’un codon stop prématuré
au 21° acide aminé (p.Tyr90CysfsX21) et une duplication dans I’exon 8, ¢.709-734dup,

conduisant aussi a I’apparition d’un codon stop prématuré en 247 (p.Cys247X).

1.2.1. Génération des clones iPS

Dans le cas de la délétion dans I’exon 4, deux familles (761 et 273) ont été sélectionnées,

comprenant respectivement deux et trois patients, ainsi qu’une personne indémne (controle)

Famille761 Famille 273 Famille 1706
€.269-273del p.Tyr90CysfsX21 €.269-273del p.Tyr90CysfsX21 c.709-734dup p.Cys247X
o [ O C
5327 5328 745 4528 41317 4138
# EvFE)
5331 .
338 1031
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Figure 42 : Caractérisation des cellules iPS 785¢c2

(clone n°2 issu du patient 785 de la famille 273, non porteur de la mutation)

Séquencage de la région d’intérét du géne PRPF31 a partir d’ADN génomique de fibroblastes du
patient 785 (A). Activité phosphatase alcaline d’une colonie de cellules iPS 7857c2 au passage 23
(B). Analyse du caryotype des cellules iPS 785c2 au passage 22 (C). Absence d’expression des
ARNSs du virus de Sendai dans les cellules iPS 785¢2. Les valeurs sont normalisées par rapport a
celle des fibroblastes non transduits (D). Analyse par RT-qPCR de ’expression de différents
marqueurs de pluripotence et d’auto-renouvelement dans les cellules iPS 785c2, les valeurs sont
rapportées a 1’expression de chaque marqueur dans les cellules ES humaines (E). Analyse par
immunohistochimie de 1’expression des marqueurs de pluripotence NANOG et TRA1-60 (F),
OCT4 et SSEA4 (G) dans les cellules iPS 785c2 au passage 22. Barres d'échelle = 100 um (B-F-G).
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(« contrdle ») ne portant pas la mutation. Dans le cas de la duplication dans I’exon 8, une
famille (1706) a été recrutée. Elle comprend une femme (3777) malade porteuse de la
mutation ainsi que ses parents. Le pere (4138) est considéré comme « asymptomatique » car il
présente la mutation mais pas de signe clinique de la maladie et la mére (4137) ne portant pas

la mutation est considéré comme un « contréle » (indémne).

Pour les individus de la famille 1706, 22 clones de cellules iPS pour les individus
asymptomatiques, porteurs ou non de la mutation (4137 et 4138) et 10 clones de cellules iPS
pour le patient atteint de RP (3777) ont été dérivés. Dans la famille 273 (Tyr90CysfsX21) des
clones de cellules iPS (6 clones) ont pu étre obtenus uniquement avec les fibroblastes du
patient indémne (785). Les fibroblastes issus des 3 patients porteurs de la mutation de cette
famille n’ont pas permis d’obtenir de cellules iPS avec le protocole de reprogrammation établi
(cf. Mateériels et Méthodes IlI.). Pour la suite de 1’étude nous avons sélectionné un ou deux

clones par individu (785¢2, 3777¢c2, 4138cl, 4138c2, 4137c9).

Les cellules iPS sont cultivées a raison d’un passage par semaine pour obtenir des colonies
homogenes contenant peu de cellules différenciées. Lorsque les clones de cellules iPS sont
stabilisés, généralement a partir du 10° passage, une caractérisation complete est réalisée pour

chacun des clones.

1.2.2. Exemple de caractérisation du clone de cellules iPS 785c¢2 (controle)

La figure 42 présente, a titre d’exemple, la caractérisation du clone iPS 785¢c2. Le séquengage
de ’ADN génomique des cellules iPS 785c¢2 confirme 1’absence de la délétion de la base 269
a 273 dans I’exon 4. Les deux alleles du géne PRPF31 sont donc sauvages (Figure 42 A).
L’analyse du caryotype des cellules iPS 785¢2 ne révéle aucune anomalie chromosomique
(Figure 42 B). Le clone iPS 785c¢2 présente des colonies homogenes aux bords délimités avec
une activité phosphatase alcaline (Figure 42 C) spécifique des cellules souches pluripotentes.
Une analyse par RT-qPCR est réalisée pour quantifier I’expression des ARNs induits par les
virus de Sendai. Comme attendu, une forte expression de ces différents ARNs est retrouvée
dans les fibroblastes sept jours apres leur transduction avec les virus, alors qu’aucune trace de
virus n’est observée dans le témoin négatif, correspondant aux fibroblastes avant la
reprogrammation (Figure 42 D). L’absence de détection des ARNs des virus de Sendai dans
les cellules iPS 785c2 aprés 10 passages confirme que les ARNs des virus codants pour les

genes
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Tableau 13: Récapitulatif de I’ensemble des lignées de cellules iPS générées a partir des
fibroblastes des différents patients PRPF31 (Cys247X ou Tyr90CysfsX21).

L R I- c I' - I-
. . Date . Typede | Nb Ne Absence PA+
Fatient "‘mbrﬂem-entlm'“’t“’"‘ KitSendai | "% | culture |clones|Clone| #ARN | Marqueurs [CaryotypdTératome
Sendai pluripotence
Tyr90Cys - - - - -
4528 | 273 |181272012 | ¢ oo 7 CytoTune I | | Feeders
Tyr90Cys - - - - -
398 | 273 (20n272012 | o CyloTune I | | Feeders |
1 ok ok ok ok
4138 | 1706 | 22/01/2013 |Cys247X| CytoTune I | 1.10° | Feeders | 22 > " " " "
3777 | 1706 | 22/01/2013 |Cys247X| CyloTune I | § 105 | Feeders | 15 2 ok ok ok ok
785 273 | 31/001/2013 - CyloTune I | ; 105 | Feeders 6 2 ok ok ok ok
Tyr90Cys - - - -
1031 | 273 | 2200272013 | oo 7 CytoTune I | | Feeders |
4137 | 1706 | 26/03/2013 - CyloTue I | § 05 | Feeders | 2o 9 ok ok ok ok
1 ok ok ok EC
5327 | 761 |03/0772014 [ ) 7| CyloTune I | 1.10° FF 6 > " " - -
CyloTune I | 1.105 FF 0 - - - - -
5331 | 761 |03/0772014 |YO0CYS Feeders | 20 - - - - -
X221
CyloTune Il| 3.10° FF 20 1 ok ok
CytoTune I | 1.10° FF 4 21 ok
5328 | 761 |03/0772014| - Feeders | 17 | 21 - - - -
Tune I | 3.10°
Cyto FF 16 1 ok ok
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de reprogrammation ont bien été¢ perdus et donc que le processus de reprogrammation est

terminé.

Afin de vérifier le caractére pluripotent des cellules iPS 785c2, la détection de marqueurs
spécifiques de la pluripotence est réalisée par RT-qPCR et immunohistochimie. L’expression
d’un ensemble des genes impliqués dans la pluripotence et 1’auto-renouvellement des cellules
souches pluripotentes est clairement détectée dans les cellules iPS 785¢2 avec des niveaux
d’expression comparables a ceux retrouvés dans les cellules ES humaines (Figure 42 E).
Comme attendu, I’expression de ces marqueurs est peu ou pas détectable dans les fibroblastes
785 avant reprogrammation. Les marquages immunohistochimiques révelent 1’expression des
marqueurs membranaires TRA1-60 et SSEA4 ainsi que celle des facteurs de transcription
NANOG et OCT4 (Figure 42 F et G). De plus, le caractére de pluripotence a été mis en
¢vidence par la formation de tératomes dans différents organes de souris NSG
immunodéficientes préalablement injectées avec un million de cellules iPS 785¢2 (non
montrés). Ces tératomes contiennent des cellules spécifiques des trois feuillets embryonnaires,
traduisant la capacité des cellules 1IPS 785c2 a se différencier spontanément dans tous les

types cellulaires de 1’organisme.

L’ensemble de ces résultats valide la reprogrammation complete des cellules iPS 785¢2 et leur

propriété de pluripotence.

Comme pour le clone de cellules iPS 785¢2, un clone de cellules iPS issu de chacun des dix
individus des familles PRPF31 a été caractérisé avec I’ensemble de ces mémes analyses. Le

tableau 13 récapitule I’ensemble des résultats obtenus pour chaque individu.

1.2.3. Difficultés de reprogrammation et nouveau protocole

Comme rapporté précédemment, aucun clone de cellules iPS n’a pu étre obtenu a partir des
fibroblastes issus des trois patients de la famille 273 (4528, 1031 et 398) porteurs de la
mutation Tyr90CysfsX21. En revanche, six clones de cellules iPS ont pu étre générés a partir

des fibroblastes du patient indémne (785) de cette famille (Tableau 13).

Afin de vérifier, une transduction correcte des fibroblastes avec les virus de Sendai, nous
avons réalisé une analyse par RT-qPCR pour déterminer le niveau d’expression des différents

ARNSs du virus de Sendai dans les cellules (Figure 43). Sept jours apres la transduction, les
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Figure 43 : Analyse par RT-qPCR de I’expression des ARNs de
Sendai dans les fibroblastes de différents patients de la famille
273 apreés transduction.

Les fibroblastes du patient 785 qui ont permis de générer des cellules iPS
sont utilisés comme controle positif. Les valeurs sont normalisées par
rapport a celle des fibroblastes non transduits.
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ARN du virus de Sendai sont bien retrouvés dans les fibroblastes des différents individus de la
famille 273 a des niveaux équivalents (Figure 43). Ces résultats démontrent que I’absence de
reprogrammation n’est pas due a un probléme de transduction des fibroblastes avec les virus

de Sendai.

La reprogrammation des fibroblastes du patient indémne (785) de la famille 273
(Tyr90CysfsX21) ayant permis la génération de cellules iPS (dont un caractérisé¢ en Figure
42), nous avons sélectionné des patients porteurs de la méme mutation au sein d’une autre
famille (famille 761) afin de savoir si ce probléme de reprogrammation pouvait étre li¢ a la

présence de la mutation Tyr90CysfsX21.

Dans un souci d’amélioration de la reprogrammation, nous avons choisi d’adapter le protocole
de reprogrammation a la culture en absence de cellules nourricieres (« feeder-free» ; cf.
Matériels et méthodes IV.2). Cette technique a permis d’obtenir 6 clones de cellules iPS a
partir des fibroblastes du patient 5237 et 4 clones pour ’individu 5328 (contréle). Aucune
cellule iPS n’a pu étre obtenue pour le patient 5331. Ces résultats ayant permis de
reprogrammer les fibroblastes d’un patient porteur de la mutation Tyr90CysfsX21, permettent
d’écarter I’hypothése d’un lien entre la présence de la mutation dans le gene PRPF31 et

I’inefficacité de la reprogrammation.

La faible efficacit¢ de cette technique de reprogrammation nous a encouragé a tester une
nouvelle approche n’utilisant plus que trois virus de Sendai (CytoTune II, Life Technologies)
contenant respectivement les facteurs CMYC, KLF4 et une construction polycistronique
OCT4-SOX2-KLF4. Dans cette approche, un plus grand nombre de fibroblastes (3.10°
cellules) est utilisé pour la reprogrammation. Nous avons réalisé cette reprogrammation dans
deux conditions de culture : avec ou sans cellules nourricieres (cf. Matériels et méthodes 1V).
Les fibroblastes des deux individus 5331 (Tyr90CysfsX21) et 5328 (controle), ont permis
d’obtenir un grand nombre de clones de cellules iPS (entre 16 et 20 clones) quelque soient la
condition. Ces résultats confirment que I’efficacité de reprogrammation est indépendante de la
présence de la mutation Tyr90CysfsX21. De plus, nous constatons que la méthode de culture
(avec ou sans cellules nourriciéres) n’a pas d’influence sur I’efficacité de la reprogrammation,

avec ce protocole de reprogrammation « CytoTune II ».
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Figure 44 : Caractérisation des cellules iPS 7027¢7

(clone n°7 issu du patient 7027de la famille 681, non porteur de la mutation)

Séquengage de la région d’intérét du géne RHO, a partir d’ADN génomique de fibroblastes du
patient 7027 (A). Activité¢ de la phosphatase alcaline d’une colonie de cellules iPS 7027c7 au
passage 21 (B). Analyse du caryotype des cellules iPS 7027c7 au passage 17 (C). Absence
d’expression des ARNs du virus de Sendai dans les cellules iPS 7027c7. Les valeurs sont
normalisées par rapport a celle des fibroblastes non transduits (D). Analyse par RT-qPCR de
I’expression de différents marqueurs de pluripotence et d’auto-renouvélement dans les cellules iPS
7027¢7; les valeurs sont rapportées a 1’expression de chaque marqueur dans les cellules ES
humaines (E). Analyse par immunohistochimie de I’expression des marqueurs de pluripotence
NANOG et TRA1-60 (F), OCT4 et SSEA4 (G) dans les cellules iPS 7027¢7 au passage 21. Barres
d'échelle = 100 um (B-F-G).
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I.3. Génération de lignées de cellules iPS porteuses d’une mutation du
géne RHO

Cette seconde étude est centrée sur la mutation substitutive 1040C>T dans le géne RHO
(rhodopsine), qui engendre le remplacement de I’avant dernier acide aminé en position 347

d’une Proline en Leucine (P347L).

La famille 681 est composée de la mere (1125) et de sa fille (2634) atteintes de RP due a cette

mutation. Le pére indémne non-porteur de la mutation (7027) sert de controle.

Famille681
¢.1040C>Tp.Pro347Leu

o

1125 7027

° o

2634

Des clones de cellules iPS ont pu étre générés pour les trois individus de la famille. Nous
avons s€lectionné un clone par individu : 1125¢5, 2634c14 et 7027c7. Une fois la culture des

cellules iPS stabilisée, une caractérisation compléte a été effectuée pour chacun des clones.

I.3.1. Caractérisation du clone de cellules iPS 7027c7 (controle)

La figure 44 présente a titre d’exemple la caractérisation du clone de cellules iPS 7027c¢7.

L’ADN génomique, issu des fibroblastes de I'individu 7027, séquencé dans la région de
I’exon 4 du géne RHO, démontre 1’absence de la mutation 1040C>T. L’individu 7027 est
homozygote pour I’alléle sauvage du géne RHO (Figure 44 A). Aucune anomalie
chromosomique n’a été mise en évidence par I’analyse caryotypique (Figure 44 B), validant
ainsi I’intégrité chromosomique du clone 7027c7. Les colonies homogenes et bien délimitées
du clone iPS 7027c7, présentent une activité¢ phosphatase alcaline (Figure 44 C) spécifique

des cellules souches pluripotentes.

L’analyse par RT-qPCR confirme 1’absence des ARNs du virus de Sendai dans les cellules
iPS 7027c7, apres 10 passages, (Figure 44 D), confirmant que les ARNs des virus codants

pour les génes de reprogrammation ont bien été perdus.
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Tableau 14 : Récapitulatif de I’ensemble des lignées de cellules iPS générées a partir des
fibroblastes des différents patients RHO (P347L).

Reprogrammation Caractérisation
Cdt
Date Nb Ne
Patient IFI-]']k'.I tation] nb de |Feeders/ Absence |PA -+ Marquears
évemen i i clones |Clo:
prél Kit Sendai i 1 ARN { plari Caryotypd Tératome
7627 681 | 18/04/2013 - CyloTune I| 1.105 | Feeders | 31 7 ok ok ok EC
2634 681 | 18/04/2013 | P347L |CyloTune I| 1.105 | Feeders | 23 14 ok ok E x du
1125 681 | 18/04/2013 | P347L |CyloTune I| 1.10° | Feeders | 32 6 ok ok ok ok
1R T
g °§ E i a ﬂb
1 2 3 4 5 mar
IR %8 AE XK A8 XX An
6 7 8 9 10 11 12
G Aa  AD KR &85 &h
13 14 15 16 17 18
Ay b 1. A ~ar n
19 20 21 22 X Y

Figure 45 : Analyse du caryotype des cellules iPS
2634c14 au passage 15.

Mise en évidence d’une monosomie du chromosome
sexuel X (fleche rouge).
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La quantification par RT-qPCR de I’expression d’un ensemble des génes impliqués dans la
pluripotence et 1’auto-renouvellement montre des niveaux d’expression de ces génes
comparables entre les cellules iPS 7027c7 et les cellules ES humaines (Figure 44 E). Ces
marqueurs sont peu ou pas détectables dans les fibroblastes 7027 avant reprogrammation.
L’expression des marqueurs membranaires TRA1-60 et SSEA4 ainsi que ceux des facteurs de
transcription NANOG et OCT4 sont révélés par des marquages immunohistochimiques

(Figure 44 F et G).

L’ensemble de ces résultats démontre que les cellules iPS 7027c7, sont bien pluripotentes et

que la reprogrammation est achevée.

Comme pour les cellules iPS 7027¢7, un clone de cellules iPS des deux autres individus de la
famille 681 (1125, 2634) a été caractérisé. Le tableau 14 récapitule I’ensemble des résultats
obtenus pour chaque individu. (La caractérisation du clone 1125c6 est présentée en partie 1V,

Figure 54).

1.3.2. Exemple d’un clone de cellules iPS « défectueux » : anomalie
chromosomique
Pour le clone 2634cl4, I’ensemble des résultats de caractérisation montre une
reprogrammation compléte et confirme [’état pluripotent des cellules (Tableau 14).
Cependant lors de I’analyse caryotypique des cellules au passage 15, une monosomie du
chromosome X a été observée dans plusieurs métaphases (Figure 45). Cette anomalie
récurrente mais non systématique démontre 1’existence d’une population cellulaire hétérogene
au sein des cellules 1PS 2634c14. En raison de cette anomalie chromosomique majeure, le

clone de cellules iPS 2634c14 n’a pas été conservé pour la suite de I’étude.

1.4. Génération de lignées de cellules iPS porteuses d’une mutation du
géne VR2E3.

Cette derniére étude cible le facteur de transcription impliqué dans la différenciation des
photorécepteurs, NR2E3 et la mutation substitutive 166G>A, responsable de RP autosomique
dominante. Cette mutation située dans 1’exon 2 est localisée dans le domaine spécifique de

liaison a I’ADN (DBD) et méne au remplacement d’une glycine par une arginine.
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L’¢tude a commencé avec une seule patiente (86), mais ne pouvant avoir des biopsies des
membres de sa famille (63), une seconde famille (574) a été recrutée. Elle est composée de

trois personnes malades portant la mutation (893, 1394, et 1395) et d’un individu non porteur

de la mutation (894).
Famille63 Famille574
]
.166G>A p.G56R
c.166G>A p.G56R c p
I
o
. 893 1394
894 1395

Les fibroblastes du patient 86 ont permis de générer des clones de cellules iPS avec le premier
protocole établi (CytoTune I, présence de cellules nourricieres). Les fibroblastes des patients
893, 1394 et 1395 ont donné naissance a des clones de cellules iPS (entre 2 et 6 par individu)
dans les conditions de culture «feeders free». Des reprogrammations basées sur ’utilisation
des quatre virus de Sendai (CytoTune I), ont été effectuées sans succés avec les fibroblastes
de I’individu indémne, non porteur de mutation (894). En revanche, la transduction avec les
trois virus de Sendai (KLF4, CMYC, et le polycistronique OCT4-SOX2-KLF4) a permis de
générer une vingtaine de clones dans les deux conditions de culture (« feeders » versus
« feeder-free ») pour les fibroblastes de ce méme patient (Tableau 15). Nous avons remarqué
que la morphologie des colonies de cellules iPS obtenues dans ce cas est irréguliére, ainsi
qu’une forte proportion des cellules différenciées au sein des colonies. Ces observations
semblent démontrer une instabilité¢ de ces clones de cellules iPS. La caractérisation compléte
de ces clones permettra de déterminer quel(s) clone(s) de cellules iPS répond(ent) aux criteres

requis pour le ou les inclure dans la suite de 1’étude.
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Figure 46 : Caractérisation des cellules iPS 86¢7
(clone n°7 issu du patient 86 de la famille 63, porteur de la mutation G56R)

Séquencgage de la région d’intérét du gene NR2E3, a partir ’ADN génomique de fibroblastes du
patient 86 (A). Activité de la phosphatase alcaline d’une colonie de cellules iPS 86¢7 au passage 1
(B). Analyse du caryotype des cellules iPS 86¢7 au passage 13 (C). Absence d’expression des ARNs
du virus de Sendai dans les cellules iPS 86¢7; Les valeurs sont normalisées par rapport a celle des
fibroblastes non transduits (D). Analyse par RT-qPCR de I’expression de différents marqueurs de
pluripotence et d’auto-renouvelement dans les cellules iPS 86c¢7; les valeurs sont rapportées a
I’expression de chaque marqueur dans les cellules ES humaines (E). Analyse par immunohistochimie
de I’expression des marqueurs de pluripotence NANOG et TRA1-60 (F), OCT4 et SSEA4 (G) dans
les cellules iPS 86¢7 au passage 16. Barres d'échelle = 100 pm (B-F-G).
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1.4.1. Caractérisation du clone de cellules iPS 86¢7 : clone iPS porteur de la
mutation
La figure 46 présente a titre d’exemple la caractérisation des cellules iPS 86¢7. L’individu 86
est hétérozygote pour le géne NR2E3, il présente un allele sauvage et un alléle porteur de la
mutation 166G>A, révélé par le séquencgage de ’ADN génomique des fibroblastes (Figure 46
A). Les caryotypes analysés sur 12 métaphases ne révelent aucune anomalie chromosomique
(Figure 46 B). Une activit¢ phosphatase alcaline, spécifique des cellules souches
pluripotentes est détectée au sein des colonies de cellules iPS 86¢7 (Figure 46 C). Afin de
quantifier I’expression des ARNs du Sendai, une analyse par RT-qPCR est réalisée. Apres 10
passages, les cellules iPS 86¢7 n’expriment aucun des ARNs des virus de Sendai (Figure 46
D), confirmant que les ARNs des virus codants pour les génes de reprogrammation ont bien

¢été perdus.

Le caractere pluripotent des cellules 86¢7 est mis en évidence par la détection de marqueurs
spécifiques de la pluripotence et de I’auto-renouvellement, par analyses de RT-qPCR et
marquages immunohistochimiques. L’expression d’un ensemble de genes spécifiques des
cellules souches pluripotentes est ainsi retrouvée dans les cellules iPS 86¢7 avec des niveaux
d’expression comparables a ceux des cellules ES humaines (Figure 46 E). L’analyse
immunohistochimique, permet de visualiser 1’expression spécifique des facteurs de
transcription NANOG et OCT4 et des marqueurs membranaires TRA1-60 et SSEA4 (Figure
46 F et G). La formation de tératomes dans différents organes de souris NSG
immunodéficientes apres I’injection d’un million de cellules iPS 86¢7, a permis de mettre en
évidence le caractére pluripotent des cellules iPS 86¢7. Les tératomes présentent des cellules

différenciées spécifiques des trois feuillets embryonnaires (non montrés).

L’ensemble de ces résultats met en évidence la reprogrammation compléte des cellules iPS
86¢7, et leur caractere pluripotent ainsi que la présence de la mutation hétérozygote dans le

gene NR2E3 responsable de la RP.

Comme pour le clone de cellules iPS 86c¢7, un clone de cellules iPS issu de chacun des quatre
individus de la famille 574 (NR2E3) a été caractérisé par les mémes analyses. Le tableau 15

récapitule I’ensemble de ces résultats pour chaque individu.
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Tableau 15: Récapitulatif de I’ensemble des lignées de cellules iPS générées a partir

des fibroblastes des différents patients NR2E3 (G56R).

|F n} Reprogrammation | Cdt b | ne [ Caractéristion
Patient a-lllr.l |Mnhtlo ] | nbde [Feeders/| Absence d"ARN| PA + Marqueurs
prélevemen Kit Sendai B clones |Clone| . pl Caryotype| Tératome
Teeders 0 - - - - -
893 051272013 | GS6R |CytoTume I| 1.10° = 2 I e = = e
CyloTmeI| 1105 Fmﬂ s g - - - - -
894 | 574 |0s5n2n2013 - e e 18 - - - - -
I B ¥F 19 1 ok ok
Feeders '] - - _ - _
1394 | 574 | 051272013 | G56R [CyloTuneI| 1.10° = n I e = = 0
Feeders 1] - - - - -
1395 | 574 | 05122013 G56R [CyloTuneI| 1.10° T r: > = = = R
86 63 | 26/03/2013  G56R. |CyloTuneI| o5 |Feeders| g 7 ok ok ok ok
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Figure 47: Analyse par RT-qPCR de I’expression des ARNs du virus de Sendai

Fibroblastes

dans les cellules iPS 1394c1 au fur a mesure des passages.

CellulesiPS 1394c1

Les fibroblastes transduits du patient (1394) sont utilisés comme contrdle positif; les valeurs
sont normalisées par rapport a celles des fibroblastes non transduits. Entre le passage 15 et le

passage 20 les cellules ont €té incubées durant 5 jours a 39°C, 5% CO,.
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1.4.2. Exemple d’un clone iPS « défectueux » : persistance de I’expression des
ARN du virus de Sendai
Lors de la caractérisation du clone iPS 1394c1, I’analyse par RT-qPCR des ARNSs du virus de
Sendai, a montré que ce clone de cellules iPS présente une expression persistante des ARNs
de Sendai contenant le facteur CMYC jusqu’au 15° passage (Figure 47). Pour la majorité des
clones étudiés, une perte d’expression totale des ARNs du virus de Sendai est observée vers le

10° passage.

Dans le but de favoriser 1’élimination de ces ARNSs, les cellules iPS 1394cl, au 19° passage,
ont été placées durant 5 jours a 39°C dans un incubateur a 5% CO.. Aprés trois passages
(P22), I’analyse par RT-qPCR montre une baisse trés importante (2000 fois moins) du niveau
d’expression des ARNs du virus de Sendai dans les cellules iPS 1394cl incubées a 39°C
comparées aux cellules iPS 1394cl avant leur incubation a 39°C (Figure 47). L’analyse

caryotypique n’a pas révélée d’aberrations chromosomiques, malgré la culture temporaire des

cellules a 39°C.

Afin de confirmer I’intégrité des cellules iPS 1394cl, et donc de I’utilisation de ce clone pour
I’é¢tude de modélisation future, la perte complete des ARNs contenant CMYC apres plusieurs

passages (entre 30 et 50) devra étre vérifiée.
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II.

Différenciation des cellules iPS humaines en cellules rétiniennes

Afin de générer des modéles de RP a partir de cellules iPS de patients, dérivées au cours de
mon travail, il est nécessaire d’utiliser des protocoles de différenciation robustes et normalisés
permettant de générer aussi bien des cellules de neuro-rétine (photorécepteurs) que des

cellules de ’EPR.

J’ai ainsi participé a 1’¢laboration d’un nouveau protocole mis au point au sein de notre équipe
par Sacha Reichman, qui a développé une méthode de différenciation rétinienne basée sur la
confluence des cellules iPS humaines sans avoir recours a la formation de corps

embryonnaires ou a ’utilisation de molécules exogenes.

Ce travail a été réalisé sur des cellules i1PS, générées a partir de fibroblastes d’un individu ne
présentant aucune pathologie diagnostiquée, et reprogrammés par le systeme de nucléofection
d’épisomes non intégratifs (Yu et al., 2009). Deux clones ont été caractérisés par I’ensemble
des techniques utilisées précédemment dans la partie [: activité alcaline phosphatase,
détection des marqueurs de pluripotence par RT-qPCR et immunohistochimie, formation de
tératomes et analyse caryotypique. De plus la capacité de pluripotence a été évaluée a partir
de la formation de corps embryonnaires, capables de se différencier spontanément dans les

trois feuillets embryonnaires (papier ci-joint, Figure S1).

Grace au protocole établi de différenciation, il est possible de générer, par un systéme d’auto-
formation, des structures neuro-rétiniennes en trois dimensions. Ces structures contiennent
des progéniteurs rétiniens qui se différencient de facon séquentielle dans 1’ensemble des
cellules de la rétine neurale, dont les photorécepteurs. Lors de ce méme protocole, les cellules

1PS humaines confluentes peuvent se différencier en cellules de I’EPR.

Ces cellules pigmentées qui apparaissent au cours du temps de culture peuvent étre isolées et
amplifiées pendant deux a trois passages. Ces cellules ont été caractérisées par I’expression de
marqueurs spécifiques de cellules de ’EPR, par RT-qPCR (MERTK, RPEG6S5, BESTI et
PEDF) et par immunohistochimie (MITF, ZO-1). De plus ces cellules de ’EPR dérivées de
cellules iPS humaines sont fonctionnelles, étant capables de phagocyter les segments externes

des photorécepteurs (papier ci-joint, Figure 2).
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Les résultats présentés dans ce papier ont permis de mettre en place des tests de
caractérisation des cellules de rétine différenciées (EPR et photorécepteurs) a partir de
cellules iPS humaines, qui peuvent bien entendu étre appliqués aux cellules rétiniennes

dérivées des cellules iPS de patients atteints de RP.
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Progress in retinal-cell therapy derived from human pluripotent
stem cells currently faces technical challenges that require the
development of easy and standardized protocols. Here, we de-
veloped a simple retinal differentiation method, based on confluent
human induced pluripotent stem cells (hiPSC), bypassing embryoid
body formation and the use of exogenous molecules, coating, or
Matrigel. In 2 wk, we generated both retinal pigmented epithelial
cells and self-forming neural retina (NR)-like structures containing
retinal progenitor cells (RPCs). We report sequential differentiation
from RPCs to the seven neuroretinal cell types in maturated NR-like
structures as floating cultures, thereby revealing the multipotency
of RPCs generated from integration-free hiPSCs. Furthermore, Notch
pathway inhibition boosted the generation of photoreceptor pre-
cursor cells, crucial in establishing cell therapy strategies. This
innovative process proposed here provides a readily efficient
and scalable approach to produce retinal cells for regenerative
medicine and for drug-screening purposes, as well as an in vitro
model of human retinal development and disease.

retinal ganglion cells | rods | cones

Irreversible blindness caused by retinal diseases, such as
inherited retinopathies, age-related macular degeneration
(AMD), or glaucoma, is mainly due to the impairment or loss of
function of photoreceptor cells, supporting retinal pigmented
epithelium (RPE) or retinal ganglion cells (RGCs). Rescuing the
degenerated retina is a major challenge for which specific cell
replacement is one of the most promising approaches (1, 2).
Pluripotent stem cells, like human embryonic stem cells (hESCs)
or induced pluripotent stem cells (hiPSCs), have the ability to be
expanded indefinitely in culture and could be used as an unlimited
source of retinal cells for the treatment of retinal degenerative
diseases (3, 4). Several publications have indicated that hESCs and
hiPSCs can be differentiated into RPE cells spontaneously after
fibroblast growth factor (FGF) 2 removal (5-7) or by different
floating aggregate methods (8-11). Concerning neural retinal
cells, a growing body of convergent data has demonstrated the
ability of hESCs or hiPSCs to be committed into the neural retinal
lineage and further differentiated into cells expressing photore-
ceptor markers (12-15). Recent innovative approaches using 3D -
cultures from embryoid bodies (EBs) of hESCs or hiPSCs allowed
the self-formation of optic cup (OC) structures (16) or the gen-
eration of optic vesicle (OV)-like structures (17), depending on the
addition of exogenous molecules and different substrates used.
These protocols require multiple steps and trained handling, which
are not always compatible with the manufacturing process for
therapeutic approach or drug screening that need a large-scale
production of cells of interest. Therefore, very simple and reliable
approaches minimizing the use of exogenous molecules should be
developed to generate hESCs or hiPSC-derived retinal cells.

In the present study, we report a new retinal differentiation
process using confluent hiPSCs, without cell clumps or EB

www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1324212111

formation and in the absence of Matrigel or serum. We dem-
onstrate that integration-free hiPSCs derived from adult human
dermal fibroblasts (AHDFs) cultured in proneural medium can
simultaneously generate RPE cells and self-forming neural
retinal (NR)-like structures within 2 wk and that, when switched
to floating cultures, structures containing retinal progenitor cells
(RPCs) can differentiate into all retinal cell types, including
RGCs and precursors of photoreceptors, needed for therapeutic
applications.

Results

Generation and Characterization of Integration-Free hiPSCs. AHDFs
were cotransfected with three plasmids coding for the transcription
factors OCT4, NANOG, SOX2, LIN2S8, KLLF4, and C-MYC, corre-
sponding to plasmid OriP/EBNA vectors (18). Transfected AHDF
were primarily cultured in fibroblast medium followed by iPS me-
dium, in the presence of small molecules (Fig. S14) previously
described to improve and accelerate the reprogramming process
(19). Between day 30 and 40, almost all tightly packed dome-like
structures were picked up and replated onto mouse embryonic
fibroblasts (MEFs), noted as passage 0 (P0). Emerging hiPSC col-
onies were detectable in less than 1 wk (Fig. S1B, arrow). Full
characterization of hiPSC line 2 (hiPSC-2) is depicted in Fig. S1.
Expanded hiPSC colonies developed alkaline phosphatase (AP)
activity along with expression of the pluripotency markers NANOG,
TRAI1-81, OCT4 (also known as POU Class 5 homeobox 1), and
SSEA4 (Fig. S1 C-I). Quantitative (q) RT-PCR revealed that the

Significance

Human induced pluripotent stem cells (hiPSCs) could be used as
an unlimited source of retinal cells for the treatment of retinal
degenerative diseases. The production of retinal cells from
hiPSCs for personalized therapeutic approaches must comply
with certain criteria, such as safety, efficiency, reproducibility,
and low production cost. Here, we report a simple and scalable
retinal differentiation process for the generation of retinal
pigmented epithelial cells and neural retinal tissues containing
retinal progenitor cells. These progenitors can be differentiated
into all retinal cell types, including retinal ganglion cells and
precursors of photoreceptors, which could find important
applications in regenerative medicine. This method also pro-
vides an accessible in vitro model to investigate mechanisms
involved in human retinogenesis and retinal diseases.
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expression of pluripotency genes markedly increased over the re-
spective fibroblast population and was comparable with that seen in
hESCs (Fig. S1J). PCR analysis on the OriP site on genomic DNA
or episomal fractions demonstrated the absence of genomic in-
tegration of the transgenes and the complete loss of episomal vec-
tors after 15 passages (Fig. S1K). hiPSC-2 could be differentiated in
vitro and in vivo into derivatives of all three germ layers, as shown
by qRT-PCR (Fig. S1L), immunohistochemistry on EBs (Fig. S1
M-0) and teratoma formation in NSG mouse (Fig. S1 P-U).
hiPSC-2 exhibited a normal karyotype (Fig. S1V).

Differentiation of Confluent hiPSCs into RPE Cells and Self-Forming
Neural Retina-Like Structures. Because a prerequisite for hiPSC
differentiation is the shutdown of the self-renewal machinery,
FGF2 was removed from the iPS medium during 2 d to en-
courage the spontaneous differentiation of confluent hiPSCs.
FGF2 withdrawal from the culture medium may also promote
neuroectoderm induction as demonstrated in hESCs (20). To
favor this differentiation of hiPSCs into a neuroectoderm line-
age, colonies were cultured in a serum-free proneural medium
containing N2 supplement (Fig. 14). This process led to the
appearance of pigmented colonies within 4 d, and, after 7 d,
bright-phase structures started to appear close to over half of
patches of pigmented cells (Fig. 1B). Within 2 wk, all these
structures formed a neuroepithelial tissue partly surrounded
with a patch of pigmented cells (Fig. 1C), corresponding to 1-2
structures per cm?® of culture dish. The formation of these
structures was rarely observed in nonpigmented areas, and the
pigmented patches that did not develop neuroepithelial-like
structures were used for RPE cell culture and expansion.

Gene-expression analysis revealed endogenous expression of
Wnt and BMP antagonists, DKK! and NOGGIN, in confluent
hiPSC cultures, and both genes were up-regulated during the
formation of the neuroepithelial-like structures (Fig. 1D). By
14 d (D14), isolated neuroepithelial-like structures had lost the
expression of the pluripotency-related gene OCT4 and acquired
expression of transcription factors associated with eye-field
specification, such as LHX2, RAX, PAX6, and SIX3 (Fig. 1E).
Immunostaining of the neuroepithelial-like structures demon-
strated that all cells coexpressed PAX6 and RAX (Fig. 1 F-H),
a characteristic of eye-field cells (21). Nearly all of the cells were
LHX2", and their progenitor status was confirmed using the cell
proliferation marker Ki67 (Fig. 1 I-K). The expression of both
MITF and VSX2 (also known as CHXI0), two transcription
factors involved in retinal specification during OV and OC for-
mation (22), was increased by 10- and 100-fold, respectively, at
D14 (Fig. 1E). Immunohistochemistry experiments revealed an
opposite gradient of VSX2 and MITF expression, with the most
intense staining for VSX2 in the neuroepithelial-like structures
whereas the strongest MITF expression was found in the distal
pigmented part (Fig. 1 L—P). Together, these findings demon-
strate that neuroepithelial-like structures have a marker ex-
pression profile typical of neural retinal progenitor cells (RPCs)
and can be renamed neural retina-like (NR-like) structures. In-
terestingly, the expression of transcription factors typical to
photoreceptor precursors such as NRL and CRX is increased by
fivefold as early as after 14 d in culture (Fig. 1E and Fig. S24).
The presence of CRX" cells in the NR-like structures at D14
(Fig. S2B) confirms that some RPCs are already committed to
the photoreceptor lineage.

Isolation and Amplification of hiPSC-Derived RPE Cells. Given the
fast appearance of RPE cells from confluent hiPSCs cultured
in proneural medium, pigmented patches of cells were mechan-
ically isolated at D14 and spread onto gelatin-coated plates for
expansion (Fig. 24). After 1 mo, they formed a confluent cell
monolayer that displayed the classical cobblestone morphology
(Fig. 2 B and C). The cells were immunoreactive for a key RPE-
specific transcription factor, MITF, and the tight junction
marker ZO-1 (Fig. 2D). qRT-PCR analysis, normalized to adult
human RPE cells, demonstrated that hiPSC-derived RPE

20f6 | www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1324212111
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Fig. 1. Efficient generation of RPE cells and NR-like structures from con-
fluent hiPSCs. (A) Schematic diagram showing the stages of the differenti-
ation protocol. (B and C) Neuroepithelial-like structure derived from hiPSC-2
at D7 and D14. (D) gRT-PCR analysis of NOGGIN and DKK1 in hiPSC-2 at DO,
D7, and D14. Data are normalized on hiPSC-2 single colonies. (E) qRT-PCR
analysis of eye-field transcription factors NRL, CRX, NEUROD1, and pluri-
potency marker OCT4 in NR-like structures at D14. Data are normalized to
hiPSC-2 at DO. (F-P) Immunofluorescence staining of cryosectioned NR-like
structures at D14 for PAX6 and RAX (F-H), Ki67 and LHX2 (/-K), or MITF and
VSX2 (L-P). (Scale bars: B, C, F, I, and L, 100 um; G, H, J, and M-P, 50 um.)

(hiRPE) cells retained the expression of mature RPE-associated
markers such as MERTK, RPE65, BESTI, and PEDF, after
several passages (Fig. 2E). To determine whether hiRPE cells
were functional, we tested their ability to carry out phagocytosis
of FITC-labeled photoreceptor outer segments (POSs). We
detected a pronounced phagocytosis activity as efficient as for
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Fig. 2. Amplification and characterization of hiRPE cells. (A) Schematic il-
lustration outlining the differentiation protocol to amplify hiRPE (arrow 1)
or to maturate NR-like structures (arrow 2). (B and C) Phase-contrast images
of hiRPE cell monolayer after 45 d. (D) ZO-1 and MITF immunostaining of
hiRPE cell monolayer after 45 d. (E) qRT-PCR analysis of mature RPE markers
in hiRPE cells at passage 0 (P0), P1, and P2. Data are normalized to control
RNA isolated from human adult RPE cells. (F) Evaluation of RPE cell
phagocytic activity; ratio of FITC/DAPI fluorescence in hiRPE cell cultures at
P1 and in control RPE-J cell line after 3 h incubation with FITC-labeled POS.
Binding and uptake of POS were assayed as described in S/ Materials and
Methods. (Scale bars: B and C, 100 pm; D, 50 pm.)

the control RPE-J cell line with an average of 30% internalized
POSs within 3 h (Fig. 2F).

Differentiation of RPCs from NR-Like Structures into All Retinal Cell
Types in Floating Cultures. NR-like structures with the surrounding
pigmented patch of cells (Fig. 1C) were mechanically isolated at
D14 and further cultured as floating structures in the presence of
FGF2 during 1 wk (Fig. 24), to favor neural retinal differentiation
rather than differentiation into the RPE lineage (23). The isolated
NR-like structure formed a hollow sphere, which continued to
increase in size (Fig. 3 A-C and Fig. S3). Quantitative analysis
showed an increase in thickness of the neuroepithelium from 139 +
19 pm to 251 + 41 pm between D17 and D24 (Fig. S3). We ana-
lyzed the time course and the acquisition of specific retinal phe-
notypes from growing spheres, using both immunohistochemistry
and qRT-PCR. Throughout the process from D14 to D42, tran-
scription factors involved in retinal specification and differentiation
were still expressed (Fig. 3 D and E). At D21, VSX2* cells were
located in the developing neuroepithelium, and MITF* cells were
found mainly in the RPE cells in the distal part of the NR-like
structures (Fig. 3F, arrow). VSX27" cells were predominantly lo-
cated along the outer part of the neuroepithelium and also
expressed PAX6 (Fig. 3G). The population of PAX6"/VSX2~ cells
congregated at the inner part of the neuroepithelium, which cor-
respond to the retinal neurons that differentiated first and did not
carry the proliferation marker Ki67 (Fig. 3I).

Indeed, as early as D21, RGCs and amacrine cells were
identified by immunohistochemistry at the same location as the

Reichman et al.

one shown by BRN3A, also known as POU class 4 homeobox 1 (Fig.
3H) or CALRETININ (Fig. 3/) staining. Lim homeobox 1 (LIM1)*
cells corresponding to differentiating horizontal cells were also
found in the neuroepithelium (Fig. 3K). The expression of OTX2
and NEURODI, two transcription factors involved in the differen-
tiation of RPCs into photoreceptors (24), increased during the
floating culture step (Fig. 3E). The photoreceptor cell fate com-
mitment was confirmed by the large increase in NRL and CRX
expression from D14 to D42 (Fig. 3E and Fig. S24). Immunohis-
tochemical analysis showed the expression of OTX2 in hiPSC-
derived RPE cells in the distal part of the structures (Fig. 3H, ar-
row), as well as the presence of OTX2* cells in the neuroepithelium
(Fig. 3H). CRX™" cells were also clearly identifiable in the neuro-
epithelium at D21 (Fig. 3L) and coexpressed OTX2 (Fig. S2 C-H).
At D28, CRX is essentially expressed in postmitotic Ki67~ cells (Fig.
3M). As expected (25), OTX2" committed photoreceptor precursors
did not express PAX6 (Fig. 3N). These data demonstrated that our
culture conditions allowed for the rapid differentiation of hiPSCs
into RGCs, amacrine cells, or horizontal cells, and precursors of

O
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Fig. 3. Characterization of early differentiating cells in floating NR-like struc-
tures. (A-C) Morphology of representative isolated floating NR-like structures
at D15, D21, and D28. (D and E) qRT-PCR analysis of eye-field and photore-
ceptor-specific transcription factors in NR-like structures from D14 to D42. Data
are normalized to NR-like structures at D14. (F-N) Immunohistochemistry
analysis of cryosectioned NR-like structures at D21 or D28 for MITF (F), VSX2 (F
and @), PAX6 (G, I, and N), OTX2 (H and N), BRN3A (H), CRX (L and M), CAL-
RETININ (J), LIM1 (K), and Ki67 (/). (Scale bars: A-C and F-H, 100 um; I-N, 50 pm.)
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photoreceptors in 3 wk. Moreover, the protocol developed here
showed a good reproducibility when two distinct nonintegrative
hiPSC lines (hiPSC-1 and hiPSC-2) were compared (Fig. S4).
Prolonged maintenance of isolated NR-like structures in
floating culture allowed further differentiation of the RPCs into
the late-born retinal cell types as demonstrated by qRT-PCR
(Fig. 4 A-E). Indeed, after the first expression of early-born
retinal markers of maturing RGCs (BRN3A4 and B), amacrine
(CALRETININ and GAD?2), and horizontal (LIM) cells (Fig. 4 A
and B), the emergence of markers of late-born retinal cell types
was observed later, corresponding to cone (R/G OPSIN, BLUE
OPSIN, and CONE ARRESTIN) and rod photoreceptors
(RHODOPSIN and RECOVERIN) (Fig. 4 C and D), bipolar
[protein kinase C alpha (PKCa)] cells, and Miiller glial cells (the
glutamate/aspartate transporter GLAST1) (Fig. 4E). Transient
expression of BRN34A and BRN3B (Fig. 44) was confirmed by
immunohistochemical data, showing a gradual decrease in the
BRN3A* cell population in NR-like structures as the culture was
extended (Fig. S5). Between D21 (Fig. 4F) and D42 (Fig. 4G),
most of the NR-like structures lost their laminar appearance and
developed internal rosettes that contained OTX2*, CRX", and
RECOVERIN™ cells corresponding to the differentiating pho-
toreceptors (Fig. 4 G and J-L and Fig. S2 F-H), surrounded by
cells that expressed different markers of RGCs (BRN3A and
CALRETININ), amacrine (CALRETININ and AP2) cells, and
horizontal (LIM) cells (Fig. 4 G-J). Interestingly, at D42,
RECOVERIN™ cells expressed the cell surface marker CD73
(Fig. 4L), a marker used for cell sorting of photoreceptor pre-
cursors for transplantation (26). At D77, PAX6 was present only
outside the rosettes in postmitotic cells (KI677), consistent with
its expression in RGCs, amacrine cells, and horizontal cells (Fig.
4M). By D112, RHODOPSIN and R/G OPSIN appeared in
NR-like structures, reflecting the maturation of both rods and
cones (Fig. 4 N and 0). RECOVERIN* and RHODOPSIN™*
cells were commonly localized at the most inner part of the
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residual rosettes at D112 (Fig. S6 4 and B). Interestingly,
immunohistochemistry using the connecting cilium marker acety-
lated TUBULIN revealed the existence of very thin structures in
the luminal zone of rosettes juxtaposed to RECOVERIN™ cells,
suggesting the formation of potential cilia and photoreceptor
outer segments (Fig. S6 C and D). The differentiation of the two
other late-born retinal cell types, bipolar and Miiller glial cells,
also required a longer time in culture (D112) to be detected,
respectively, by PKCa staining (Fig. 4P) and by coexpression of
glutamine synthetase (GS) and SOX9 (Fig. 40). Thereby, our
cell-culture conditions allowed the generation of all retinal-cell
types from the RPCs present in the NR-like structures in a
sequential manner.

Acceleration of Photoreceptor Precursor Generation by Notch
Inhibition. Based on the role of Notch in retinal progenitor cell
fate (16, 27), we next investigated the effect of the Notch path-
way inhibition during floating cultures of NR-like structures on
the generation of the precursors of photoreceptors. Because,
in NR-like structures between D21 and D35, most RPCs are
committed to the photoreceptor lineage (corresponding to the
increased expression of the two photoreceptor-specific tran-
scription factors, CRX and NRL) (Fig. 4E and Fig. S24), the
Notch inhibitor DAPT was added during this time window. A
1-wk treatment with DAPT between D21 and D28 is sufficient to
increase both CRX and RECOVERIN staining (Fig. 5 B-E). This
treatment enables enhanced generation of photoreceptor precursors
because, at D28, the number of CRX" and RECOVERIN™ cells
increased 2.2- and 2.6-fold, respectively, compared with the control
(Fig. 5J). Concomitantly, the population of mitotic progenitors
evaluated at D28 by Ki67 staining largely decreased (threefold) after
treatment at D28 (Fig. 5J). We further chose to evaluate the effect
of Notch inhibition between D28 and D35 rather than prolonged
exposure to DAPT because few RPCs remained at D28 after

Fig. 4. Differentiation of all retinal cell types from floating NR-like structures. (A-E) qRT-PCR analysis of selected neural retinal cell types in NR-like structures
at different times. Data are normalized to NR-like structures at D14 and at D35 for both R/G and BLUE OPSIN. (F~Q) Immunohistochemical analysis of cry-
osectioned NR-like structure at different stages of differentiation using markers for RGCs (BRN3A, PAX6, and CALRETININ), amacrine cells (PAX6, AP2, and
CALRETININ), horizontal cells (LIM1, PAX6, and CALRETININ), photoreceptors (OTX2, RECOVERIN, CRX, CD73, RHODOPSIN, and R/G OPSIN), bipolar cells
(PKCa), Muller glial cells (GS and SOX9), and for mitotic progenitors (Ki67). (Scale bars: F-N, 50 pm; O-Q, 25 pm.)
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DAPT treatment. Under these conditions, Notch inhibition also
led to an increase in the number of photoreceptor precursors
within the NR-like structures, namely a 1.7- and 4.1-fold in-
crease at D35 in the number of CRX* and RECOVERIN™
cells, respectively (Fig. 5 F-I and K). Interestingly, CONE-
ARRESTIN™* cells that were not normally detected at D35
could be clearly identified at that time after DAPT treatment
(Fig. 5G). Moreover, qRT-PCR analysis confirmed the in-
crease in CONE-ARRESTIN expression at D35 after DAPT
treatment whereas no significant changes in gene expression of
RHODOPSIN, BLUE OPSIN, or R/G OPSIN were observed
(Fig. 5L). GLASTI expression was decreased after DAPT
treatment (Fig. 5L). All together, these data suggest that in-
hibition of Notch signaling accelerated the generation of
photoreceptor precursors from multipotent RPCs.

Discussion

In this study, we report the finding that a simple culture of confluent
hiPSCs in a serum-free proneural medium is sufficient to generate
NR-like structures and RPE cells in 2 wk. The process we describe
avoids the steps of EB formation and selection and addition of in-
ductive molecules and/or Matrigel, as well as EB coating on ad-
herent substrates. Early generated structures present an OV
phenotype revealed by coexpression of PAX6 and RAX, and an
opposite gradient of VSX2 and MITF between the neuroepithelium
and the RPE. This efficiency is likely due in part to the increasing
endogenous production by confluent hiPSCs of DKKI and NOG-
GIN, two inducers of neural and retinal specification, generally
added for retinal differentiation of hESCS or hiPSCs (17, 28).
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Fig. 5. Acceleration of photoreceptor precursor generation from floating
NR-like structures by Notch inhibition. (A) Schematic illustration of the ex-
periment with DAPT treatment either from D21 to D28 or from D28 to D35.
(B-I) Immunohistochemical analysis of cryosectioned NR-like structures at
D28 or D35, with (C, E, G, and /) or without (B, D, F, and H) DAPT treatment.
(J and K) Quantification of photoreceptor precursors (CRX and RECOVERIN)
and mitotic progenitors (Ki67) at D28 (J) and D35 (K) with or without
(control) DAPT. Values represent the mean percentage of positive cells +
SEM (n = 4, *P < 0.05). (L) qRT-PCR analysis of maturing photoreceptor
markers and GLAST1 (marker for Muller glial cells) in D35 NR-like structures
treated with DAPT. Data are normalized to NR-like structures at D35 without
DAPT treatment. (Scale bars: 100 pm.)
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Nevertheless, previous studies reported that IGF-I added to the
culture medium or present in the Matrigel can direct hESCs to
a retinal progenitor identity (12, 29), suggesting that insulin, al-
ready present in the N2 supplement, could be sufficient to play
a similar role in our conditions.

Floating cultures of isolated hiPSC-derived NR-like structures
allowed the differentiation of the RPCs into all of the retinal cell
types, in a sequential manner consistent with the in vivo verte-
brate retinogenesis, demonstrating the multipotency of hiPSC-
derived RPCs. In terms of timing, differentiation of NR-like
structures is quite similar to the ones reported for the in vitro
self-formed OC and OV-like structures (16, 17), with the de-
tection of RGCs between D21 and D35 and photoreceptor
precursors around D30-D40 whereas more mature photo-
receptors, stained for the presence of OPSIN or RHODOPSIN,
were not clearly identified before D77. The use of different
molecules during the culture, such as taurine, sonic hedgehog,
retinoic acid, FGF1, and FGF2, could accelerate photoreceptor
maturation, as recently reported for hESC aggregates in the
presence of Matrigel (28). Interestingly, we report that inhibition
of the Notch pathway when RPCs are committed to the photo-
receptor lineage clearly enhances the proportion of photore-
ceptor precursors in the NR-like structures, with a twofold
increase in CRX™ cells, presumably achieved by forcing RPCs to
exit early from the cell cycle, as previously described (16). A 1-wk
treatment with the Notch inhibitor, DAPT, is indeed sufficient to
induce cell-cycle exit for a large majority of the RPCs, allowing
the generation after 35 d of about 40% of CRX* photoreceptor
precursors, also expressing cone precursor markers. This strategy
could be considered for the efficient generation of cells with
therapeutic applications. NR-like structures did not invaginate to
form bilayered cups as elegantly reported in an EBs/Matrigel-
dependent protocol using hESCs by Nakano et al. (16). Instead,
the hiPSC-derived structures maintained a laminar organization
until D21 and subsequently developed rosettes containing pho-
toreceptor-like cells in the central region, surrounded by both
cells with a retinal inner nuclear layer-specific identity and
RGC:s. This kind of inverted retina, which has also been reported
in OV-like structures (30), could be due to the absence of RPE
cells in close contact with the differentiating neuroepithelium in
the NR-like structures. Nevertheless, generating mature and
stratified NR tissue may not be requisite for future cell-therapy
strategies based on purified photoreceptor precursors or other
retinal-derived cells. In this context, our protocol allows, in 42 d,
the generation of promising candidates for transplantation: i.e.,
CD73" photoreceptor precursors that have previously been pu-
rified and successfully transplanted in mouse retina (26). The
possibility of combining NOTCH inhibition and CD73 selection
should enable the isolation of a large number of transplantable
cells, holding great promise for the replacement of degenerated
photoreceptors in retinal dystrophies. The ability to produce
RGCs from the NR-like structures could have important impli-
cations for the treatment of glaucoma. Nevertheless, optimiza-
tion of culture conditions will be required to prolong RGC
survival in floating NR-like structures. In addition to the gen-
eration of retinal neurons, our protocol concomitantly allows the
generation of RPE cells (hiRPE) that can be easily passaged and
amplified while retaining their phenotype, close to their in vivo
state. The present protocol hereby holds great potential to rap-
idly generate banks of hiRPE cells intended for the future
treatment of AMD and other RPE-related diseases.

With the goal of maintaining a clinical grade, we generated
hiPSCs by episomal reprogramming because the use of lentiviral
vectors bears a risk of genotoxicity. Reactivation of or residual
transgene expression during hiPSC differentiation could indeed
affect lineage choice and the functionality of hiPSC derivatives,
as recently demonstrated for the RPE cell lineage (31). Although
autologous feeders may be used for the maintenance of hiPSCs
(32), developments toward a xeno-free and feeder-free system
will be required for regenerative therapy. Switching to a non-
xenogeneic system should not be a brake for the generation of
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NR-like structures and hiRPE cells as recently reported in others
differentiation approaches (6, 33, 34). From a pharmacological
perspective, hiPSCs offer valuable potential to profile new
compounds in the first process of drug discovery (35). The pro-
liferative capacity of hiPS-derived RPCs and RPE cells should
ensure the development of new cellular tools for phenotype- and
target-based high-throughput screening with the goal of identi-
fying specific active compounds for future treatments of retinal
dystrophies (36).

This new protocol, which eliminates the need for the time-con-
suming and labor-intensive manual steps usually required to dif-
ferentiate hiPSCs into a specific retinal lineage, provides a readily
scalable approach to generate large numbers of both RPE cells
and multipotent RPCs. Thus, in a relatively short period, the
methods described here produce a source of photoreceptor
precursors or RGCs holding the promise for a novel approach to
regenerative medicine and pharmaceutical testing/drug screen-
ing. Our strategy using hiPSCs also provides an opportunity to
study the molecular and cellular mechanisms underlying human
retinal development and should advance the development of in
vitro models of human retinal degenerative diseases.

Materials and Methods

Reprogramming of Human Fibroblasts. The reprogramming was done with an
episomal approach as described (18). Detailed protocols are available in the
SI Materials and Methods.

Retinal Differentiation and hiPSC-Derived Retinal Cell Cultures. hiPSCs were
expanded to confluence in 3-cm MEF-seeded dishes in iPS medium. At this point,
defined as day 0 (DO0), confluent hiPSCs were cultured in iPS medium without
FGF2. After 2 d, the medium was switched to a “proneural medium” composed
of DMEM:Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12, 1:1, -Glutamine), 1% MEM
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nonessential amino acids, and 1% N2 supplement (Life Technologies). The
medium was changed every 2-3 d. On D14, identified NR-like structures were
isolated using a needle with the surrounding pigmented cells and were in-
dividually cultured in 24-well-plates as floating structures in the proneural
medium supplemented with 10 ng/mL FGF2. Plates were mounted on a 3D
Nutator shaker (VWR) during the two first days to avoid the adhesion of NR-
like structures to the culture plate bottom, and the medium was changed
every 2-3 d. At D21, FGF2 was removed, and half of the proneural medium
was changed every 2-3 d for the next several weeks. For the DAPT experiment,
structures were treated with 10 pM DAPT (Selleck) during 7 d between either
D21 and D28 or D28 and D35.

For hiPSC-derived RPE (hiRPE) cell cultures, identified pigmented patches were
cut at D14 without the nonpigmented budding structures and transferred onto
0.1% gelatin-coated plates, noted as passage 0 (P0). hiRPE cells were expanded in
the proneural medium, and the medium was changed every 2-3 d. At con-
fluency, cells were dissociated and replated onto 24-well gelatin-coated plates
for amplification or onto 96-well gelatin-coated plates for phagocytosis assays.

More information is provided in S/ Materials and Methods and Tables S1
and S2.
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S| Materials and Methods

Human Fibroblast and iPSC Cultures. Adult human dermal fibro-
blasts (AHDFs) from an 8-y-old boy (gift from P. Rustin,
INSERM U676, Paris) were cultured in a “fibroblast medium”
composed of Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM), high
glucose, Glutamax II supplemented with 10% FBS, 1 mM so-
dium pyruvate, 1Xx MEM nonessential amino acids, 100 U/mL
penicillin, and 100 pg/mL streptomycin (all from Life Tech-
nologies). Established human induced pluripotent stem cells
(hiPSCs) were maintained in “iPS medium,” ReproStem medium
(ReproCELL) supplemented with 10 ng/mL human recombinant
fibroblast growth factor (FGF) 2 (Preprotech), on a mitomycin-
inactivated mouse embryonic fibroblast (MEF) feeder layer (2 X
10* cells per cm? Zenith Biotech). hiPSCs were manually pas-
saged once a week under a stereomicroscope (Vision Engi-
neering Ltd). For iPSC culture or reprogramation, the feeders
were plated the day before on 0.1% gelatin (Sigma) coated
plates. Cells were routinely cultivated at 37 °C in a standard 5%
CO,/95% air incubator.

Reprogramming of Human Fibroblasts. OriP/EBNA1-based epi-
somal vectors pEPAEO2SEN2K (3 pg), pPEPAEO2SET2K (3 pg),
and pCEP4-M2L (2 pg) (all from Addgene) were cotransfected
into AHDF via nucleofection (Nucleofector 4D, V4XP, with
DT-130 program; Lonza). Transfected fibroblasts (10° cells per
nucleofection) were plated directly to 3 x 10-cm MEF-seeded
dishes (5 x 10* cells per cm?) in fibroblast medium. On day 4
posttransfection, the fibroblast medium was replaced with the
iPS medium supplemented with the following: 500 uM valproic
acid (VPA) (Sigma-Aldrich), 0.5 pM PD-0325901 (Selleck; Eu-
romedex), and 2 pM SB431542 (Selleck). After 14 d, cells were
cultured in iPS medium alone. Between 30 d and 40 d, compact
cell clusters were cut and transferred into 60-mm organ cell
culture dishes (Corning) and defined as passage 0 (P0). The
emergent hiPSC colonies were picked under a stereomicroscope
according to their human embryonic stem cell (hESC)-like colony
morphology. They were expanded on feeder layers as described
in Human Fibroblast and iPSC Cultures. Complete loss of epi-
somal vectors and nonintegration of reprogrammative genes
were achieved by PCR (see details below).

PCR Analysis of Episomal Vectors. Purification of episomal DNA
from hiPSCs was carried out with a Nucleospin Plasmid Quick
Pure kit (Macherey-Nagel) according to the manufacturer’s
protocol. Genomic DNA was isolated using a phenol/chlor-
ophorm extraction method. Due to the nature of the purification
methods, the purified genomic DNA was likely contaminated
with residual amounts of episomal DNA from the same cells,
and, likewise, the purified episomal DNA was contaminated with
small amounts of genomic DNA, as clearly reported by Yu et al.
(1). PCR reactions were carried out with Go Taq flexi poly-
merase (Promega). For each PCR, 10 pL of genomic or episomal
DNA extracted from 10* cells (equivalent to 100 ng) was added
as template. The PCR mix contained 1x Go Taq Flexi buffer,
2 mM MgCl,, 0.2 mM dNTPs, 0.5 pM each primer (OriP-F,
TTCCACGAGGGTAGTGAACC; OriP-R, TCGGGGGTGTT
AGAGACAAC), and 1.25 U of polymerase. The reaction was
performed using the following program: initial denaturation for
1 min at 94 °C; 35 cycles of 94 °C for 45 s, 60 °C for 30 s, and 72 °C
for 1 min, followed by 72 °C for 5 min. Episomal and genomic
DNAs from native fibroblasts were used as negative controls,
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and OriP/EBNA1-based episomal vectors were used as posi-
tive controls.

Karyotype Analysis. Actively growing hiPSC colonies (80% con-
fluency) were treated with colchicin (20 mg/mL; Eurobio) for 90
min at 37 °C. Cells were dissociated with 0.05% trypsin-EDTA
and incubated in 75 mM KCI (Sigma-Aldrich) for 10 min at 37 °C,
before fixation with 3:1 methyl alcohol/glacial acetic acid. For
mFISH karyotyping, fixed cells were hybridized overnight at 37 °C
with a denatured “cocktail painting mFISH” probe (Meta-
Systems). Slides were washed in successive baths of 1x SSC
and 0.4x SSC, and nuclei were stained with 250 ng/mL diamidino-
phenyl-indole (DAPI). Biotinylated probes were revealed using
a Cy5 MetaSystems B-tect detection kit (MetaSystems). Ten to
20 metaphases were captured using a Zeiss Z1 fluorescence
microscope equipped with a UV HBO 100-W lamp coupled to
an AxioCam camera (Carl Zeiss). All of the analyzed meta-
phases were karyotyped using the MetaSystems Isis software
(MetaSystems).

Alcaline-Phosphatase Staining. Human iPSCs cultured on feeders
were fixed with 95% ethanol for 10 min at room temperature. The
cells were then rinsed with PBS and incubated for 5-10 min at
room temperature with a mixture of 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate (BCIP) and Nitro blue tetrazolium (NBT) (Roche) in
Tris buffer (pH 9.5) with 5 mM MgCl, and 0.05% Tween 20.
Following staining, cells were rinsed with PBS before visualiza-
tion under a bright field microscope.

Embryoid-Body Analysis. Human iPSC colonies were mechanically
detached from the feeders layer under a stereomicroscope
(Vision Engineering Ltd.) and then cultured in suspension into
ultra-low attachment culture dishes (Nunc) in ReproStem me-
dium (ReproCELL). Medium was changed every other day, and
embryoid bodies were cultured for 2 wk before RNA extraction or
plated onto gelatin-coated slides for immunohistochemical
analysis.

Teratoma-Formation Assay. To validate the pluripotency of human
iPSC lines, a teratoma-formation assay was performed as pre-
viously described (2) with slight modifications. Briefly, 1 x 10° to
2 x 10° cells were injected in the rear leg muscle of 6-wk-old
NOD Scid gamma (NSG) mice (Charles River). Animals were
killed according to the recommendations of our local ethical and
animal care committee (Authorization 75-865 delivered on April
30, 2010 by the Minister of Agriculture). After 9-10 wk, ter-
atomas were dissected and fixed in 4% paraformaldehyde.
Samples were then embedded in paraffin, and sections were
stained with hematoxylin/eosin.

Phagocytosis Assay. Photoreceptor outer segments (POSs) were
purified from porcine eyes and covalently labeled with fluorescent
dye by incubation with 0.1 mg/mL FITC (isomer-1) according to
established procedures (3). RPE-J [immortalized rat retinal
pigmented epithelium (RPE) cell line] at passage 3 and hiPSC-
derived RPE (hiRPE) cells at passage 1 were placed in individual
wells of a 96-well tissue-culture plate. Each well was layered with
100 pL of DMEM containing 1 x 10° POS particles and was
incubated at 32 °C (RPE-J) or 37 °C (hiRPE) for 3 h before
rinsing the wells three times with PBS containing 1 mM MgCl,
and 0.2 mM CaCl, (PBS-CM). For exclusive detection of in-
ternalized particles, fluorescence of surface-bound FITC-POS
was selectively quenched by incubation in 0.2% trypan blue in
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PBS-CM for 10 min before cell fixation. Cells were fixed by in-
cubation in ice-cold methanol for 5 min, followed by rehydration
and incubation in DAPI for 10 min at room temperature.
Fluorescent signals were quantified with the Infinite M1000 Pro
(Tecan) plate reader. The RPE-J cell line was used as a positive
control for phagocytic activity, and hiRPE cells in the absence of
POS were used as a negative control.

RNA Extraction and TagMan Assay. Total RNAs were extracted
using a Nucleospin RNA II kit (Macherey-Nagel) according to
the manufacturer’s protocol, and RNA yields and quality were
checked with a NanoDrop spectrophotometer (Thermo Scien-
tific). cDNA were synthesized from 500 ng of total RNA using
the QuantiTect reverse transcription kit (Qiagen) following the
manufacturer’s recommendations. Synthesized cDNA were then
diluted at 1/20 in DNase-free water before performing quanti-
tative PCR. qPCR analysis was performed on an Applied Bio-
systems real-time PCR machine (7500 Fast System) with custom
TagMan Array 96-Well Fast plates and TagMan Gene expres-
sion Master Mix (Life Technologies) following the manu-
facturer’s instructions. All primers and MGB probes labeled with
FAM for amplification were purchased from Life Technologies
(Table S1). Results were normalized against 18S, and quantifi-
cation of gene expression was based on the DeltaCt Method in
three minimum independent biological experiments. Control
RNA from human adult RPE cells corresponds to RPE cells
isolated from dissected eye cups at the fovea level (gift from
T. Léveillard, Institut de la Vision, Paris).

. Yu J, et al. (2009) Human induced pluripotent stem cells free of vector and transgene
sequences. Science 324(5928):797-801.

2. Griscelli F, et al. (2012) Malignant germ cell-like tumors, expressing Ki-1 antigen

(CD30), are revealed during in vivo differentiation of partially reprogrammed human-

induced pluripotent stem cells. Am J Pathol 180(5):2084-2096.
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Cryosection, Immunostaining, and Image Acquisition. For cryo-
sections, neural retina (NR)-like structures were fixed for 15
min in 4% paraformaldehyde at 4 °C and washed in PBS.
Structures were incubated at 4 °C in PBS/30% Sucrose (Sigma-
Aldrich) solution during at least 2 h. Structures were embed-
ded in a solution of PBS, 7.5% gelatin (Sigma-Aldrich), 10%
Sucrose and frozen in isopentane at —50 °C, and 10-pm-thick
cryosections were collected. Immunofluorescence staining of
sections was performed as previously described (4). Briefly,
slides were incubated for 1 h at room temperature with
a blocking solution (PBS, 0.2% gelatin, and 0.25% Triton X-
100) and then overnight at 4 °C with the primary antibody
(Table S2). Slides were washed three times in PBS with Tween
0.1% and then incubated for 1 h at room temperature with the
appropriate secondary antibody conjugated with either Alex-
aFluor 488 or 594 (Life Technologies) diluted at 1:600 in
blocking buffer with 1:10,000 DAPI. Fluorescent staining sig-
nals were captured with a DM6000 microscope (Leica micro-
systems) equipped with a CCD CoolSNAP-HQ camera (Roper
Scientific) or using an Olympus FV1000 confocal microscope
equipped with 405-, 488-, and 543-nm lasers. Confocal images
were acquired using a 1.55- or 0.46-pm step size and corre-
sponded to the projection of 4-8 optical sections.

Statistical Analysis. Analysis of variance was realized either with
the nonparametric Friedman test followed by the Dunn’s multiple
comparison test or the Mann—Whitney test for all pair-wise
analysis (Prism 6; GraphPad software). Values of P < 0.05 were
considered statistically significant.

w

. Finnemann SC, Bonilha VL, Marmorstein AD, Rodriguez-Boulan E (1997) Phagocytosis
of rod outer segments by retinal pigment epithelial cells requires alpha(v)beta5
integrin for binding but not for internalization. Proc Natl Acad Sci USA 94(24):
12932-12937.

4. Roger J, et al. (2006) Involvement of Pleiotrophin in CNTF-mediated differentiation of

the late retinal progenitor cells. Dev Biol 298(2):527-539.
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Fig. S1. Derivation and characterization of integration-free hiPSCs (hiPSC-2 clone). (A) Schematic diagram depicting the steps involved in the reprogramming
of AHDF. (B) Emergence of an hiPSC-2 colony (arrow) at PO. (C) Positive alkaline phosphatase staining of hiPSC-2 at P14. (D-I) Immunohistochemistry of
pluripotency markers (NANOG, TRA1-81, OCT4, and SSEA4) for hiPSC-2 at P15. (J) gRT-PCR analysis of pluripotency and self-renewal markers in hESCs, hiPSC-2,
and AHDF. Data are normalized to hESCs. (K) PCR screening using primers targeting OriP for the detection of OriP/EBNA1 vectors in the genomic DNA (gDNA)
or in the episomal (Epi extract) fraction of hiPSC- 2 at P5 (hiPSC-2p5) or at P15 (hiPSC-2p15) and from native AHDF as control. (L) gRT-PCR analysis of several
germ-layer markers in embryoid bodies (EBs) derived from hiPSC-2 after 2-wk culture. Data are normalized to undifferentiated hiPSC-2. (M-O) EBs derived from

Legend continued on following page
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hiPSC-2 plated after 2 wk and stained for markers of endoderm (SOX17), mesoderm (BRACHYURY, SMA), and ectoderm (PAX6, TUJ1). (E-J) Histological analysis
of hiPSC-2-generated teratomas in NSG mouse. Ectoderm: (P) neural tube; (Q) melanin pigment; (R) squamous epithelium. Mesoderm: (S) cartilage; (T) bones.
Endoderm: (U) mucus secreting epithelium (*) described structures. (V) Karyotype analysis of hiPSC-2. (Scale bars: D-F, 100 um; G-/, 200 pm.)

Delta Ct From DO >
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Fig. S2. Early differentiation of photoreceptor precursors in NR-like structures. (A) qRT-PCR analysis of NRL and CRX transcription factors in differentiating
NR-like structures. Data are expressed as cycle change in PCR expression level compared with hiPSC-2 at DO. (B) Immunofluorescence staining of cryosectioned
NR-like structures at D14 for CRX. (C—-H) Immunofluorescence staining of cryosectioned NR-like structures at D21 and D35 for CRX and OTX2. Confocal images
demonstrating the colocalization of OTX2 and CRX in sections of NR-like structures at D21 (C-E) and D35 (F-H). (Scale bars: B, 100 pm; C-H, 50 pm.)
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Fig. $3. Thickness analysis of hiPSC-2-derived NR-like structures. (A-C) Thickness evolution (black line) of one representative NR-like structure from D17 to
D24. (D) Graphic representation of the thickness evolution of 13 independent NR-like structures. Each line corresponds to one NR-like structure. (E) Histogram
representing the thickness (mean + SEM; **P < 0.01; ****P < 0.0001) of the 13 separate NR-like structures indicating an 80.6 + 10.2% increase between D17
and D24. (Scale bars: 100 pm.)
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Fig. S4. Reproducibility of the retinal differentiation protocol with different hiPSC clones. (A-C) Morphology of the floating NR-like structures derived from
hiPSC-1 at D17, D21, and D24. (D-F) Morphology of the floating NR-like structures derived from hiPSC-2 at D17, D21, and D24. (G and H) gRT-PCR analysis of
eye-field transcription factors at D17 and D35 in NR-like structures derived from hiPSC-1 (blue bars) or hiPSC-2 (red bars). (/ and J) qRT-PCR analysis of pho-
toreceptor-specific transcription factors at D17 and D35 in NR-like structures derived from hiPSC-1 (blue bars) or hiPSC-2 (red bars). Data are relative to D14 for
each gene. (Scale bars: 100 pm.)
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Fig. S5. Evolution of the (BRN3A-positive) retinal ganglion cell population during long-term culture. Inmunofluorescence staining of cryosectioned NR-like
structures at D35 (A), D42 (B), D77 (C), or D112 (D) for BRN3A. Confocal images demonstrating a decrease in number of BRN3A™* cells around the rosettes during
floating cultures. (Scale bars: 50 pm.)

Ac.TUBULIN Ac.TUBULIN

Fig. S6. Presence of mature photoreceptors in NR-like structures after long-term cultures. Inmunofluorescence staining of cryosectioned NR-like structures at
D112 for RECOVERIN (A, C, and D), RHODOPSIN (A and B) and Acetyl TUBULIN (C and D). Immunohistochemical analysis confirmed the predominant presence
of photoreceptors in internal rosettes, with the appearance of acetylated tubulin-positive structures in the luminal zone of the rosettes (arrow in D). (Scale
bars: A-C, 25 pm; D, 10 pm.)
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Table S1. List of TagMan Gene Expression ID Assays used for

gRT-PCR

Gene symbols

Assay IDs (Life Technologies)

18S

AFP
BEST1
BLUE OPSIN
BRN3A
BRN3B
CALRETNIN
CONE ARRESTIN
CRX

DKK1
DNMT3B
GAD2
GATA4
GATA6
GDF3
GLAST1
HAND1
LHX2
LIM1
LIN28A
MERTK
MITF
NANOG
NES
NEUROD1
NODAL
NOGGIN
NRL
OCT4
PAX6
PDEF
PKCa

R/G OPSIN
RAX
RECOVERIN
RHO
RPE65
SIX3
SOX2
TERT
VSX2

185-Hs99999901_s1
AFP-Hs00173490_m1
BEST1-00188249_m1
OPN1SW-Hs00181790_m1
POU4F1-Hs00366711_m1
POU4F2-Hs00231820_m1
CALB2-Hs00242372_m1
ARR3-Hs00182888_m1
CRX-Hs00230899_m1
DKK1-Hs00183740_m1
DNMT3B-Hs00171876_m1
GAD2-Hs00609534_m1
GATA4-Hs01034629_m1
GATA6-Hs00232018_m1
GDF3-Hs00220998_m1
SLC1A3-Hs00188193_m1
HAND1-Hs00231848_m1
LHX2-Hs00180351_m1
LHX1-Hs00232144_m1
LIN28A-Hs00702808_s1
MERTK-Hs01031973_m1
MITF-Hs01117294_m1
NANOG-Hs02387400_g1
NES-Hs00707120_s1
NEUROD1-Hs00159598_m1
NODAL-Hs00415443_m1
NOG-Hs00271352_s1
NRL-Hs00172997_m1
POU5F1-Hs00999632_g1
PAX6-Hs00240871_m1
SERPINF1-Hs01106934_m1
PRKCA-Hs00925195_m1
OPN1TMW-Hs00241039_m1
RAX-Hs00429459_m1
RCVRN-Hs00610056_m1
RHO-Hs00892431_m1
RPE65-Hs01071462_m1
SIX3-Hs00193667_m1
SOX2-Hs01053049_s1
TERT-Hs00972656_m1
VSX2-Hs00766959_s1

Reichman et al. www.pnas.org/cgi/content/short/1324212111
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Table S2. List of antibodies used for immunohistochemistry analysis

Antigen Species Dilution Source
Acetylated TUBULIN Mouse monoclonal 1:1,000 Sigma

AP2 Mouse monoclonal 1:100 DSHB
BRACHYURY Rabbit polyclonal 1:100 TEBU-Bio
BRN3A Mouse monoclonal 1:250 Millipore
CALRETININ Mouse monoclonal 1:500 Abcys

CD73 Mouse monoclonal 1:100 BioLegend
CONE ARRESTIN Rabbit polyclonal 1:2,000 Millipore
CRX Mouse monoclonal 1:5,000 Abnova
GLUTAMIN SYNTHASE Mouse monoclonal 1:500 Millipore
K167 Mouse monoclonal 1:200 BD Pharmagen
LIM1 (LHX1) Mouse monoclonal 1:20 DSHB

LHX2 Goat polyclonal 1:100 Santa Cruz
MITF Mouse monoclonal 1:200 DAKO
NANOG Rabbit monoclonal 1:200 Cell Signaling
OCT4 Rabbit monoclonal 1:100 Cell Signaling
OPSIN G/R Rabbit polyclonal 1:5,000 Millipore
OTX2 Rabbit polyclonal 1:5,000 Millipore
PAX6 Rabbit polyclonal 1:1,000 Millipore
PKCa Rabbit polyclonal 1:5,000 Santa Cruz
RAX/RX Rabbit polyclonal 1:10 000 Abcam
RHODOPSIN Mouse monoclonal 1:250 R. Molday
RECOVERIN Rabbit polyclonal 1:2,000 Millipore
SSEA4 Mouse monoclonal 1:200 Cell Signaling
SMA Mouse monoclonal 1:100 DAKO

SOX9 Rabbit polyclonal 1:1,000 Millipore
SOX17 Goat polyclonal 1:200 R&D

TRA1-81 Mouse monoclonal 1:100 Cell Signaling
TUuIN Mouse monoclonal 1:250 Covance
VSX2 (CHX10) Goat polyclonal 1:2,000 Santa Cruz
Z01 Rabbit polyclonal 1:250 Life Technologies

DSHB, Developmental Studies Hybridoma Bank; R. Molday, University British Columbia, Vancouver, Canada.
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I11.

Modélisation d’une forme de rétinite pigmentaire causée par
une mutation du gene PRPF31 avec des cellules iPS de patients.

III.1.  Article : Altération des cellules de ’EPR dérivées de cellules iPS
de patients porteurs d’une mutation du géne PRPF31.

Dans les deux parties précédentes des résultats, nous avons validé :

- La dérivation des cellules iPS de trois personnes d’une méme famille, comportant un
individu atteint de RP suite a la mutation Cys294X dans le géne PRPF31. Un clone de
cellules iPS pour chacun des deux individus, indémne (homozygote sauvage) et malade
(hétérozygote Cys294X), ont été validés (caryotype normal, propriétés d’auto-renouvellement

et de pluripotence) (Partie I).

- La différenciation de cellules iPS en cellules de I’EPR. Les cellules obtenues présentant un
phénotype similaire a celui des cellules de I’EPR humaines in vivo, avec 1’expression de
marqueurs spécifiques des cellules de ’EPR, la formation d’un tissu épithélial polarisé et la

capacité de phagocyter les segments externes des photorécepteurs (Partie II).

Nous avons donc utilisé le protocole de différenciation établi dans notre équipe (Reichman et
al. 2014 ; Partie II) afin de différencier les cellules iPS correspondant aux deux clones validés,
en cellules de ’EPR. Ceci afin de déterminer le phénotype des cellules de I’EPR portant la
mutation Cys294X dans le géne PRPF31.

Nous avons choisi dans un premier temps de regarder le phénotype des cellules de ’EPR suite
aux différents résultats rapportant une altération de I’EPR chez les souris Prpf31 +/-

(Graziotto et al., 2011 ; Farkas et al., 2015).
L’article présenté ici rapporte successivement :

1) la génération et la caractérisation des cellules iPS d’un patient porteur de la mutation et
d’un contrdle (indémne) de la méme famille.
2) la différenciation de ces deux lignées de cellules iPS en cellules de ’EPR.

3) la caractérisation du phénotype des cellules de I’EPR mutées dans le gene PRPF31.

Nous avons mis en évidence une absence de lame basale a 1’origine d’une désorganisation et

d’un manque d’adhésion du tapis de cellules de I’EPR. Ce défaut morphologique est completé
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par une resistance transépithéliales afaiblit et un défaut fonctionel du mécanisme de

phagocytose des segments externes des photorecpteurs par les cellules de ’EPR porteuses de

la mutation Cys294X.

L’ensembles des ces résultats sont en accords avec les travaux de Frakas et al., 2014, qui
mettent en évidence en cause les défauts des cellules de ’EPR comme responsable de la

dégénérescence rétinienne (RP).
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Mutation in PRPF31 gene impaired functions of retinal pigmented epithelium derived from
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Abstract

Retinitis pigmentosa (RP) is an inherited degenerative disease of the retina that leads in
progressive and irreversible vision loss. Mutations in genes that encode pre-mRNA
processing factors (PRPF) are the second most common cause of the dominant form of RP.
It is unclear what mechanisms, or which retinal cell types are affected. To investigate the
mechanisms by which mutations in the RNA splicing factor PRPF31 cause retinal
degeneration, we used the iPS cell technology to generate RP patient-specific retinal cells.
iPS cells were generated from dermal fibroblasts obtained from a patient carrying mutation in
PRPF31, using nonintegrating Sendai virus vectors expressing OCT4, SOX2, KLF4 and c-
MYC. Retinal pigmented epithelial (RPE) cells were derived from confluent iPS cells using
our previously stepwise differentiation protocol. RPE cells differentiated from PRPF31-
mutated iPS cell lines presented irregular shape with disorganized cell-to-cell contact. Their
ultrastructure revealed absence of desmosomes and basal membranes. Relative to iPS-
derived RPE cells from unaffected control from the same family, RPE cells derived from
PRPF31-mutated iPS cells displayed impaired transepithelial resistance and phagocytic
activity. Since these processes are critical for retinal physiology, these findings likely
contribute to the clinical picture of RP due to a PRPF31 mutation and confirm that the RPE is

likely to be the primary site of pathogenesis in RNA splicing factor RP

Key words: retinal pigmented epithelium, RNA splicing factors, retinitis pigmentosa and

human pluripotent stem cells



Introduction

Rod-cone dystrophies also called retinitis pigmentosa (RP) in which photoreceptors and RPE
cells die are the leading cause of blindness or visual impairment in the young adult
population. RP are a clinically and genetically heterogeneous group of inherited retinal
disorders primarily affecting rods with secondary cone degeneration. Often, the initial
symptom that RP patients report is night blindness, which is attributable to the primarily
affected rods and is a clinical sign of the impaired rod function. Later on, when the
secondary cone dysfunctions manifest, progressive visual field constriction, abnormal color
vision, and loss of central vision can be observed—signs of decreasing cone function. As the
disease progresses, visual impairment increases, leading in some cases to very severe
visual impairment or even blindness (Hamel 2006). RP is the most common inherited form of
severe retinal degeneration, with a prevalence estimated to be about one in 3500 individuals
(Hartong et al. 2006). Over 50 genes have been associated with RP and nearly 3100
mutations have been reported in these genes (Daiger et al. 2013; Hartong et al; 2006).
Disease-causing mutations may be inherited autosomal recessive (50-60%) or dominant (30-
40%) as well as X-linked (5-15%) (Hartong et al. 2006).

The genetic heterogeneity of ROP suggests a diversity of disease mechanisms, which
remain largely unclear (Berger et al. 2010; Hartong et al. 2006). For many subtypes of RP,
no appropriate models are available, and a better understanding of the biological process
impacted by the mutated genes is required to improve treatment strategies and test efficacy.
Human induced pluripotent stem (iPS) cells reprogrammed from somatic cells are a
convenient tool to study cellular and molecular mechanisms targeted by disease in RP
patients and to further test therapeutics. The generation of RP patient-derived iPS cells and
differentiated retinal cells that recapitulate defined pathogenic steps at the molecular level,

offer opportunities for modeling the disease.



Many data have indicated that human iPS cells can be differentiated into retinal pigmented
epithelial (RPE) cells and photoreceptors after various manipulation of the culture
environment (Jin and Takahashi M 2012 ; Rowland et al. 2012 ; Borooah et al., 2013;
Jayakody et al. 2015). We recently developed a protocol, which eliminates all complicated
steps required for retinal differentiation, with the simultaneous generation of RPE cells and
neural retina-like structures containing retinal progenitor cells (Reichman et al. 2014). These
progenitors can be differentiated into all retinal cell types, including retinal ganglion cells and

photoreceptors.

In this study we sought to model one of the most frequent form of autosomal dominant RP,
caused by mutations in the PRPF31 gene encoding for a pre-mRNA processing factor,
PRP31 (Liu and Zack 2013; Daiger et al. 2007). According to published reports, PRPF31
mutation prevalence ranges from 5 to 8% in adRP cohorts from various geographical origins
(Audo et al. 2010, Daiger et al. 2007 Waseem et al; 2007). More than 40 mutations
comprising missense, splicing, regulatory and nonsense mutations, in addition to deletions
and insertions have been reported in different parts of the gene (Liu and Zack 2013; Audo et
al. 2010).

Because PRP31 is ubiquitously expressed in every cell type, it is not clear why mutations in
PRPF31 gene cause only a retinal specific disease. Further, the specific retinal cell type(s)
affected by these mutations has not been clearly identified. Morphological changes in the
aging retinal pigmented epithelium (RPE), but not the neural retina, of Prpf31 +/- mice have
been reported (Graziotto et al. 2011). Recently Farkas et al. (2015) demonstrated in the
same model a loss of RPE adhesion and a deficiency in phagocytosis, suggesting that
mouse RPE cells could be the primary cell affected by mutations in Prpf31. For these
reasons, we first focused on the ability of human PRPF31-mutated iPS cells to be

differentiated into RPE cells and on the phenotype of these PRPF31-mutated RPE cells.



Material and Methods

Patients

All patients provided written, informed consent of this study, which was approved by the
Comité de protection des personnes d’lle de France (2012-A01333-40 ;P12-02) and the
Agence nationale de la sécurité du médicament et des produits de santé (B121362-32), and
adhered to the tenets set forth in the Delaration of Helsinki.

Patient 4137 carries duplication in exon 8 ¢.709_734dup (pCys247X), and his son, patient

3777, is unaffected (Audo et al. 2010).

Human fibroblast cultures and reprogramming.

Four-millimeter punch biopsies were obtained under local anesthetic. The biopsies were
sectioned into smaller pieces and placed into a T25 culture dish. The tissue was exposed to
a minimal amount of media (DMEM, 10% foetal calf serum, 1 mM sodium pyruvate,
Amphotericin B (Fungizone ®) and penicillin—streptomycin), and incubated at 37°C in 5%
CO2 in a humidified incubator. The following day 2 ml of fresh medium was added. The
tissue was cultured until sufficient fibroblast outgrowth had occurred for further passage of
cells. Fibroblast cells were washed in PBS, dissociated using TrypLE Express and re-plated
at a split ratio of 1:3. For maintenance, the media was replaced every 3—4 days and cells
passaged when 80-90% confluent.

Human fibroblasts at 50-80% of confluence were transduced using the CytoTune Sendai
reprogramming vectors Oct4, Klf4, Sox2 and c-Myc and cultured for 6 days in fibroblast
medium before to plate them on mitomycined human foreskin (MHF)-seeded dishes. The day

after, the fibroblast medium was replaced with the iPS medium (see below). The emergent



hiPS cell colonies were picked under a stereomicroscope according to their hES cell-like

colony morphology and expanded on feeder layers as described below.

iPS cell culture maintenance.

Established hiPS cells were maintained in “iPS medium”, ReproStem medium (ReproCELL)
supplemented with 10 ng/ml of human recombinant FGF2 (Preprotech), on MHF feeder
layer. For iPS cell culture or reprogramation, the feeders were plated the day before on 0.1%
gelatin (Sigma) coated plates. Cells were routinely cultivated at 37°C in a standard 5% CO2/
95% air incubator. Human iPS cells were manually passaged once a week under a

stereomicroscope.

Karyotype analysis.

Actively growing human iPS cell colonies (80% confluency) were treated with colchicin (20
mg/ml, Eurobio) for 90 min at 37°C. Cells were dissociated with 0.05% trypsin-EDTA and
incubated in 75 mM KCI (Sigma-Aldrich) for 10 min at 37°C, before fixation with 3:1 methyl
alcohol/glacial acetic acid. For mFISH karyotyping, fixed cells were hybridized overnight at
37°C with a denatured “cocktail painting mFISH” probe (MetaSystems). Slides were washed
in successive baths of 1X SSC and 0.4X SSC, and nuclei were stained with 250 ng/ml of
diamidino-phenyl-indole (DAPI). Biotinylated probes were revealed using Cy5 MetaSystems
B-tect detection kit (MetaSystems). Ten to twenty metaphases were captured using a Zeiss
Z1 fluorescence microscope equipped with a UV HBO 100-W lamp coupled to an AxioCam
camera (Carl Zeiss). All the analyzed metaphases were karyotyped using the MetaSystems

Isis software (MetaSystems).

Differentiation of human iPS cells into RPE cells.



Human iPS cells were expanded to confluence in 3-cm MHF-seeded dishes in iPS medium.
At this point, confluent human iPS cells were cultured in iPS medium without FGF2. After 2
days, the medium was switched to a “proneural medium” composed of DMEM:Nutrient
Mixture F-12 (DMEM/F12, 1:1, L-Glutamine), 1% MEM non-essential amino acids and 1%
N2 supplement (Life Technologies) (Reichman and Goureau, 2014). The medium was
changed every 2-3 days. On D14, identified pigmented patches were cut and transferred
onto 0.1% gelatin-coated plates, noted as passage 0 (P0). Human iPS-derived RPE cells
were expanded in the proneural medium and the medium was changed every 2-3 days. At
confluence, cells were dissociated and replated onto 24-well gelatin-coated plates for
amplification or immunofluorescence characterization or onto 96-well gelatin-coated plates

for phagocytosis assays.

Measurement of transepthelial resistance

The transepithelial resistance of the iPS-derived RPE cells growing on transwell filters and
the empty transwell filters only coated with Geltrex as a control was measured by using an
EVOM epithelial voltohmmeter (World Precision Instruments) with a pair of chopstick

electrodes.

Phagocytosis assay.

Photoreceptor outer segments (POS) were purified from porcine eyes and covalently labeled
with fluorescent dye by incubation with 0.1 mg/ml FITC (isomer-1) according to established
procedures (Finnemann et al. 1997). RPE-J (immortalized rat RPE cell line) at passage 3
and hiRPE cells at passage 1 were placed in individual wells of a 96-well tissue culture plate.
Each well was layered with 100 yL of DMEM containing 1x106 POS particles and was
incubated at 37°C for 3 hours before rinsing filters the wells three times with PBS containing

1 mM MgCI2 and 0.2 mM CaCl2 (PBS-CM). For exclusive detection of internalized particles,



fluorescence of surface-bound FITC-POS was selectively quenched by incubation in 0.2%
trypan blue in PBS-CM for 10 min before cell fixation. Cells were fixed by incubation in ice
cold methanol for 5 min followed by rehydration and incubation in with DAPI for 10 min at
room temperature. Fluorescent signals were quantified with the Infinite M1000 Pro (Tecan)
plate reader. The human ARPE-19 cell line was used as a positive control for phagocytic

activity and hiRPE cells in the absence of POS were used as a negative control.

RNA extraction and Tagman Assay.

Total RNAs were extracted using Nucleospin RNA 11 kit (Macherey-Nagel) according to the
manufacturer’s protocol, and RNA yields and quality were checked with a NanoDrop
spectrophotometer (Thermo Scientific). cDNA were synthesized from 500 ng of total RNA
using the QuantiTect reverse transcription kit (Qiagen) following manufacturer’s
recommendations. Synthesized cDNA were then diluted at 1/20 in DNase free water before
performing quantitative PCR. qPCR analysis was performed on a Applied Biosystems real-
time PCR machine (7500 Fast System) with custom TagMan® Array 96-Well Fast plates and
TagMan® Gene expression Master Mix (Life Technologies) following manufacturer’s
instructions. All primers and MGB probes labeled with FAM for amplification were purchased
from Life Technologies (Table S1). Results were normalized against 18S and quantification
of gene expression was based on the DeltaCt Method in three minimum independent

biological experiments.

Immunostaining and image acquisition.

Immunofluorescence staining of sections was performed as previously described (Roger et
al. 2006; Reichman et al. 2014). Briefly, slides were incubated for 1 hour at room
temperature with a blocking solution (PBS, 0.2% gelatin and 0.25% Triton X-100) and then

overnight at 4°C with the primary antibody (Table S2). Slides were washed three times in



PBS with Tween 0.1% and then incubated for 1 hour at room temperature with appropriate
secondary antibody conjugated with either AlexaFluor 488 or 594 (Life Technologies) diluted
at 1:600 in blocking buffer with 1:10000 DAPI. Fluorescent staining signals were captured
with a DM6000 microscope (Leica microsystems) equipped with a CCD CoolSNAP-HQ
camera (Roper Scientific) or using an Olympus FV1000 confocal microscope equipped with
405, 488 and 543 nm lasers. Confocal images were acquired using a 1.55 or 0.46 um step

size and corresponded to the projection of 4 to 8 optical sections.

Western Blot analysis

Human iPS-derived RPE cells were solubilized in 50 mM HEPES, 150 mM NaCl, 10%
glycerol, 1.5 mM MgCI2, and 1 % Triton X-100 pH 7.4 buffer with 1 % each of protease and
phosphatase inhibitor cocktails (Sigma). Whole cell lysates were separated on SDS-
polyacrylamide gels and electroblotted onto nitrocellulose membrane (Whatman).
Immunoblots were probed with primary antibodies (Table S2) overnight and secondary
antibodies for 2 hours at RT followed by chemiluminescence detection (PerkinElmer).
Chemiluminescence films (Amersham) were scanned and signals quantified using NIH

ImageJ.

Scanning electron microscopy (SEM) and transmission electron microscopy (TEM)

Human iPS-derived RPE cells cultured on transwell (Corning) were fixed with 2%
glutaraldehyde (and 1%PAF for TEM-analyzed samples) in 0.1M PBS (pH 7.4), for 1h at
room temperature and washed in PBS. For SEM, samples were dehydrated in a graded
ethanol series and dried by rinsing with hexamethyldisilazane. Samples were mounted on an
aluminum stub with a carbon scotch disc. They were then sputtercoated with gold and were
observed by Cambridge Instruments Stereoscan 260 SEM (Leica). For TEM, samples were

postfixed in 1% osmium-bidistilled water for 1h at room temperature. After washes in



bidistilled water, the samples were dehydrated in increasing concentrations of ethanol.
Samples were then infiltrated in 1:1 ethanol: epon resin for 1h and finally 100% epon resin
for 48h at 60°C for polymerization. 70nm-thick sections were cut with an ultracut UCT
microtome (LEICA) and picked up on copper rhodium-coated grids. Grids were stained for 2
min in Uranyless (DELTA Microscopies) and for 5 min in 0,2 % lead citrate and further
analyzed on an electron microscope (EM 912 OMEGA, ZEISS) at 80kV and images were

captured with digital camera (Side-Mounted TEM CCD, Veleta 2kx2k).

Statistical analysis.

Significance of results was assessed using either the Student's t test in one-to-one
comparisons or nonparametric one-way ANOVA with a Tukey post test when comparing
multiple samples. (Prism 6, GraphPad software). Values of P< 0.05 were considered

statistically significant.

Results

Generation of iPS cell lines with PRPF31 mutation.

We obtained skin biopsies from one patient with genotype and phenotype-confirmed RP who
harbored duplication in exon 8 (c.709_734dup) in PRPF31 gene leading to premature
termination codon (pCys247X). The unaffected father of the RP patient also submitted a skin
biopsy, which was processed in parallel to establish control iPS cell lines. Using sequencing
of the genomic region of interest, we confirmed the heterozygous duplication at nucleotide
709 in the PRPF31 gene of RP patient (Figure 1A) and homozygous wild-type sequence in
the control (Figure 2A). Dermal fibroblasts were reprogrammed by a non-integrative

approach using Sendai Virus expressing the four reprogramming genes, OCT4, KLF4, SOX2
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and C-MYC. Between 10 and 15 days after transduction of fibroblasts, emerging iPS cell
colonies were detectable. Colonies were picked up for RP patient (Cys294X) and unaffected
control patient (Ctr) and expanded for 10 passages at which time cells exhibited typical for
pluripotent stem cell orphology. Two clones of iPS cells were selected from each patient to
be fully characterized: 3777c1 for the patient carrying the Cys294X mutation (Figure 1) and
4137c9 iPS cells for the control (Figure 2). qRT-PCR revealed that the expression of
pluripotency genes were markedly increased over the respective fibroblast population and
were comparable to that seen in human ES cells (Figures 1B and 2B). Expression of the
pluripotency markers OCT4 and SSEA4 (Figures 1C and 2C), NANOG and TRA1-60
(Figures 1D and 2D) was confirmed by immunofluorescence on iPS cell colonies of both
Cys247X (3777) and control (4137) patients. These clones of iPS exhibited a normal
karyotype (Figures1E and 2E). Finally, gRT-PCR analysis targeting the RNA from Sendai
virus demonstrated that both clones of iPS cells from Cys247X (Figure 1F) and control
(Figure 2F) patients did not express viral RNA confirming the lost of exogenous

reprogramming genes as expected.

Differentiation of iPS cells into RPE cells.

We next differentiated the control (Ctr) and PRPF31-mutated (Cys247X) iPS cell lines into
the RPE cells using our recently reported retinal differentiation protocol (Reichman et al.
2014; Reichman and Goureau 2014). To encourage the spontaneous differentiation of
confluent human iPS cells, the pluripotency factor, FGF2 was withdrawn from the culture
medium and after two days confluent colonies were cultured in a serum free medium
containing proneural N2 supplement. This led to the appearance of pigmented patches of
cells, which were mechanically isolated after 14 days and spread onto gelatin-coated plates
for expansion (Figure 3A). RPE cells from control patient formed after 30 days a confluent

cell monolayer that displayed the classical cobblestone morphology with characteristic
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polygonal and pigmented cells (Figure 3B). However iPS-derived RPE cells from RP patient
(Cys247X-iRPE) did not properly proliferate compared to the control (Ctr-iRPE) and had less
cell-to-cell contacts (Figure 3B). Cys247X —iRPE cells seemed to be less adhesive, leading
to the appearance of large areas in the dish without any attached RPE cells (figure 3B).

For every experiment, Cys247-iRPE cells were grown and passaged in parallel with the
corresponding control Ctr-iRPE cells for the same period of time using iPS cells of the same
passage.

After two weeks post-plating, cell lysates were collected to examine the level of PRP31
protein using Western Blot analysis. A low level of PRP31 was detected in Cys247X-iRPE
cells with a 2-fold decrease in PRP31 expression compared to the Ctr-iRPE cells (Figure
3C).

gRT-PCR analysis for the mature RPE specific markers, MERTK, RPE65, BEST1 and PEDF,
confirmed the RPE fate of both Ctr-iRPE and Cys247X-iRPE cells (Figure 3D).

To determine whether Cys247X-iRPE cells have the correct structural characteristics of RPE
cells, we studied electron micrographs of these cells cultured on transwell filters.
Transmission electronic microscopy (TEM) and scanning electronic microscopy (SEM) were
performed after one month cultures, corresponding to the time needed to obtain polarized
confluent RPE monolayers in our culture conditions (Reichman et al. 2014). Ultrastructural
study by TEM revealed that both Ctr-iRPE and Cys294X-iRPE cells had basal nuclei, apical
microvilli, melanin granules (Figure 4A), and tight junctions between adjoining cells closed to
the apical part of the cells (Figure 4B). However, no clear desmosomes has been observed
in Cys247X-iRPE cells in contrast to Ctr-iRPE cells (Figure 4C). Furthermore, both TEM
(Figure 4D) and SEM (Figure 4E) observations revealed the absence of basal membranes in
Cys247X-iRPE cells. The presence of microvilli at the apical side of the human iPS-derived

RPE cells was confirmed by SEM (Figure 4E).

12



As the morphology of Cys247X-iRPE cells is clearly disorganized, we further analyzed by
immunohistochemistry the expression of key RPE proteins in iPS-derived RPE cells one
month after seeding onto transwell filters. Immunolabeling for tight-junction zonula occludens
(ZO-1) showed an irregular staining and revealed a discontinuous staining pattern of the
tight junctions in Cys294X-iRPE cells, whereas the Cir-iRPE cells showed a typical epithelial
morphology with a clear discerned labeling in the cell membrane tight junctions (Figure 5A).
Phalloidin staining showed a clear distribution of actin adjacent to the cell membrane in Ctr-
iRPE cells, whereas the Cys294X-iRPE cells showed a less regular actin distribution (Figure
5B). Despite the structural defects observed in Cys294X-iRPE cells, EZRIN and MERTK
seemed correctly localized at the apical side of the cells, as observed in Ctr-iRPE cells
(Figures 5A and 5C). BEST1 protein localization were indistinguishable between Cys294X-

iRPE and Ctr-iRPE cells, with BEST1 found near the basolateral membrane (Figure 5D).

Altered functions of RPE cells derived from PRPF31-mutated iPS cells

Since the establishment of functional tight junctions is required for the maintenance of RPE
integrity, we measured transepithelial resistance (TER) across iPS-derived RPE cells grown
on transwell inserts. Recurrent measurements taken over two months, demonstrated a
significant increase in TER during the first three weeks for Ctr-iRPE cells (Figure 6A). TER
was maintained near 200 ohm/cm?, corresponding to classical values already reported
(Sonoda et al. 2009). As expected, no significant TER can be recorded for Cys247X-iRPE
cells during the fourth weeks of cultures (Figure 6A).

To address a fundamental aspect of RPE cell function, we tested the ability of iPS-derived
RPE cells to carry out phagocytosis of FITC-labeled photoreceptor outer segments (POS). A
pronounced default of total phagocytosis, was observed in Cys247X-iRPE compared to Ctr-
iRPE cells (Figure 6B). As phagocytosis proceeds in two sequential and distinct steps,

binding and internalization of POS, we determined which step could be affected in Cys247X-

13



iRPE cells. Quantification of each step demonstrated that binding and internalization of POS
were decreased by 2.5 and 5 fold respectively in Cys247X-iRPE cells compared to the Ctr-

iRPE cells (Figure 6B).

Discussion

The spliceosome is an ubiquitous, dynamic ribonucleoprotein macromolecule required for
removing introns from a nascent RNA (Chen and Moore 2014). Mutations that cause
autosomal dominant RP have been identified in five genes (PRPF3, PRPF6, PRPFS8,
PRPF31, and SNRNP200) that encode proteins, which are found in the U4/U6.U5 tri-small
nuclear ribonucleoproteins (Liu and Zack 2013). Due to the ubiquitous nature of RNA
splicing, there is much debate regarding the underlying disease mechanism by which
mutations in the RNA splicing factors lead to photoreceptor specific disease. Furthermore,
the identification of which retinal cell type is primarily affected by mutations in the RNA

splicing factors lead to a scientific debate.

The results presented in our study on the generation of iPS cell lines carrying mutation on
the PRPF31 gene, provide several important insights into the pathogenesis of RNA splicing
factor form of RP. To our knowledge, this is the first in vitro model of cell model for RP due
to splicing factor mutations. First, the PRPF31-mutated iPS cells expressed pluripotent
markers and presented classical properties of human pluripotent stem cells, indicating that
Cys294X mutation in the ubiquitous PRPF31 gene did not affect reprogramming of
pluripotent state per se. However, the RPE cells differentiated from PRPF31-mutated iPS
cell lines revealed several interesting changes, including small size, disorganized cell-to-cell
contact and absence of desmosomes and basal membranes. Relative to iPS-derived RPE
cells from unaffected control from the same family, RPE cells derived from PRPF31-mutated

iPS cells displayed impaired transepithelial resistance and phagocytic activity. These
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observations are in agreement with the significant decrease in phagocytosis reported in
primary RPE cultures of Prpf31 +/- mice (Farkas et al. 2014). The fact that defective
phagocytosis was reported in cells from young animals (Farkas et al. 2014) and in our RPE
cells derived from PRPF31-mutated iPS cells suggests that mutations in PRPF31 cause
alterations in RPE function at an early age and are intrinsically present in RPE cells.
Therefore, the phenotype appearing in aging Prpf31 +/- mice (Graziotto et al. 2011) suggests

that degeneration could be the result of a cumulative process.

Since mutations on the PRPF31 gene should cause RNA splicing aberrations, the PRPF31-
mutated RPE cell line will be an useful tool to validate this hypothesis (Liu and Zack 2013;
Daiger et al. 2007). Indeed, it has been postulated that PRPF31 mutations do not impair
splicing as a general process, since microarray analyses of mRNA in lymphoblast cell lines
of PRPF31 patients did not showed any biased splicing process for housekeeping genes
(Rivolta et al. 2006). RNA-seq transcriptome analysis in PRPF31-mutated iPS-derived RPE

cells should allow the identification of differentially spliced specific retinal genes.

Haploinsufficiency has been described as the cause of RP linked to PRPF31 mutations
(Abu-Safieh et al. 2006; Rivolta et al. 2006; Rio Frio et al. 2008). Investigating six different
PRPF31 mutations leading to premature termination codons, Rio Frio et al. (2008)
demonstrated that haploinsufficiency is due to nonsense-mediated decay and found
decrease in PRP31 protein abundance in lymphoblastoid cell lines derived from nine patients
carrying one of these six mutations. Our results reinforced the hypothesis that
haploinsufficiency is the mechanism of disease in case of PRPF31 mutations because we
demonstrated for the first time that the level of PRP31 protein in RPE cells derived from
PRPF31-mutated iPS cells is significantly reduced. As some studies have demonstrated that
the penetrance of the disease correlates with the expression levels of PRPF31 mRNA

(Rivolta et al. 2006, Rio Frio et al. 2008, Venturini et al. 2012), it would be interesting to
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compare the phenotype of human iPS-derived RPE cells from asymptomatic patients with
unaffected and affected (symptomatic) patients.

Even though no morphological changes have been observed in the neural retina of the
Prpf31 +/- mice (Graziotto et al. 2011), in vitro studies concerning the expression of mutated
forms of PRP31, indicated that PRPF31 mutations lead to defective splicing of photoreceptor
genes, such as peripherin, (Mordes et al. 2007) and rhodopsin (Yuan et al. 2005). These
observations, in addition to the high requirement of pre-mRNAs processing in the retina
(Tanackovic et al. 2011), suggest that the photoreceptors could be directly affected by
mutations in RNA splicing factors. In this context, we would like to use our innovative retinal
differentiation protocol (Reichman et al. 2014; Reichman and Goureau 2014) to differentiate
the PRPF31-mutated iPS cell lines into the retinal lineage and further towards the
photoreceptor cell fate. This relative long approach (more than 150 days in culture to obtain
mature photoreceptors) should allow us to determine if rod or cone photoreceptors carrying

PRPF31 mutation (Cys294X) show structural or functional defects.

While the present study utilized iPS cells from one family carrying one specific mutation
(c.709_734dup), it is likely that similar RPE defects would be found in RPE cells derived
from iPS cells carrying other PRPF31 mutations. Indeed, the majority of PRPF31 mutations
were predicted to lead to premature stop codons, as for the mutation (Cys294X) studied in
our study (Audo et al. 2010). As concerns the other PRPF factors, similar degenerative
changes have been reported in the Prpf3-T494M, Prpf8-H2309P, and Prpf31 +/- mouse
models (Graziotto et al. 2011). These observations suggest that the RPE may be the primary
cell type affected in all the RNA splicing factor forms of RP, with the same underlying
molecular and cellular mechanisms. To confirm this hypothesis, it would be very interesting

to determine in the future if RPE cells differentiated from iPS cells derived from PRPF3 or
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PRPF8 patients present the same structural and functional defects as those reported in our

study.

Ultimately, knowledge of the molecular pathways affected by mutations in different splicing
factors (PRPF 3, 8 or 31), in human iPS-derived RPE cells should help to develop
pharmacological and gene therapies to slow or reverse RP. In addition, the purity and
expandability of RPE cells derived from human iPS cells make them a valuable tool to
screen and test drugs and other therapeutics, such gene therapy (Cereso et al; 2014). Once
a promising therapy is identified, the relatively slow clinical course of RP and preservation of
photoreceptors until late stages of disease offer the opportunity to intervene before cell
replacement becomes necessary. In this manner, human iPS-derived RPE cell models can

aid the efforts to improve the visual health of RP patients.
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Legends of figures

Figure 1: Characterization of a specific control iPS cell line (4137c9).

(A) Pedigree of PRPF31 family and sequencing fibroblasts of control patient (4137). (B) RT-
gPCR analysis of pluripotency and self-renewal markers in human ES cells, iPS cells
(4137c9) and fibroblasts (4137). Data are normalized to human ES cells. (C and D)
Immunohistochemistry of pluripotency markers OCT4/ SSEA4 (C) and NANOG / TRA1-60
(D) for iPS cells 4137c9. Scale bars = 100um. (E) Karyotype analysis of iPS cells 4137¢9 (F)
Absence of Sendai viral ARN expression in iPS cells 4137c9. One-week infected-fibroblasts

were used as a positive control and data are normalized to uninfected fibroblasts.

Figure 2: Characterization of a PRPF31-mutated iPS cell line (3777c1).

(A) Pedigree of PRPF31 family and sequencing fibroblasts of heterozygous c¢709_734dup
patient (3777). (B) RT-gPCR analysis of pluripotency and self-renewal markers in human ES
cells, iPS cells (3777c1) and fibroblasts (3777). Data are normalized to human ES cells. (C
and D) Immunohistochemistry of pluripotency markers OCT4/ SSEA4 (C) and NANOG /
TRA1-60 (D) for iPS cells 3777c1. Scale bars = 100um. (E) Karyotype analysis of iPS cells
3777c1 (F) Absence of Sendai viral ARN expression in iPS cells 3777c1. One-week infected-

fibroblasts were used as a positive control and data are normalized to uninfected fibroblasts.

Figure 3: Differentiation of PRPF31-mutated and control iPS cell lines into RPE cells.

(A) Schematic illustration outlining the differentiation protocol to generate and amplify iPS-
derived RPE cells. (B) Phase contrast images of RPE cell monolayer derived from control
(Ctr) and PRPF31-mutated (Cys294X) iPS cells, two weeks after replating. (C)

Representative western blot analysis of PRP31 expression and corresponding quantification
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relative to actin expression. (* P <0.05) (D) RT-qPCR analysis of mature RPE markers in

Ctr-iRPE and Cys294X-iRPE cells at passage 1. Data are normalized to Ctr-RPE cells.

Figure 4: Electronic microscopic analysis of PRPF31-mutated and control RPE cells.
(A-D)Transmission electronic microscopic images showed the presence of apical microvilli,
basal nuclei, tight junctions (B, arrows) in both Ctr-iRPE and Cys294X-iRPE cells and the
presence of desmosomes (C, arrow) and basal membrane (D, vertical line) only in Ctr-iRPE
cells. Scale bars = 1uym. (E) Scanning electronic microscopic images showed the presence
of apical microvilli in both Ctr-iRPE and Cys294X-iRPE cells and the absence of basal

membrane in Cys247X-iRPE cells. Scale bars = 10um.

Figure 5: Immunohistochemical analysis of PRPF31-mutated and control RPE cells.
RPE cells derived from control (Ctr) or PRPF31-mutated (Cys294X) iPS cells cultured for
one month on transwell filters were immunostained for different RPE markers: (A) thight
junction protein ZO-1 and apical protein EZRIN; (B) Phalloidin directly coupled to Alexa
fluorescent protein; (C) apical membrane receptor MERTK or (D) baso-lateral channel

BESTROPHIN (BEST-1). Scale bars = 100um.

Figure 6: Altered functions of RPE cells derived from PRPF31-mutated iPS cells.

(A) Measurement of transepithelial resistance (TER) of Ctr-iRPE and Cys294X-iRPE cells.
(B) Evaluation of RPE cell phagocytic activity; Ratio of FITC/DAPI fluorescence in Ctr-iRPE
and Cys294X-iRPE cell cultures at P1 after 3 hours incubation with FITC-labeled POS. Data

are normalized to Ctr-RPE cells. (* P <0.05).
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Supporting Information

Table S1: List of TagMan® Gene Expression ID Assays used for qRT-PCR

Gene Symbols

Assays IDs (LifeTechnologies)

18S

18S-Hs99999901_s1

BEST1

BEST1-00188249_m1

DNMT3B

DNMT3B-Hs00171876_m1

GAD2

GAD2-Hs00609534_m1

GDF3

GDF3-Hs00220998_m1

LIN28A

LIN28A-Hs00702808_s1

MERTK

MERTK-Hs01031973_m1

NANOG

NANOG-Hs02387400_g1

NODAL

NODAL-Hs00415443_m1

OCT4

POU5F1-Hs00999632_g1

PEDF

SERPINF1-Hs01106934_m1

RPEG65

RPE65-Hs01071462_m1

TERT

TERT-Hs00972656_m1

29



Table S2: List of antibodies used in this study

Antigen Species Dilution Source

ACTIN Mouse monoclonal 1:400 (WB) AbCam

BEST1 Mouse monoclonal 1:1000 (IF) Novus

EZRIN Mouse monoclonal 1:250 (IF) Sigma

MERTK Rabbit polyclonal 1:50 (IF) AbCam

NANOG Rabbit monoclonal 1:200 (IF) Cell Signaling
OCT4 Rabbit monoclonal 1:100 (IF) Cell Signaling
PRP31 Rabbit polyclonal 1:200 (WB) Santa-cruz
SSEA4 Mouse monoclonal 1:200 (IF) Cell Signaling
TRA1-60 Mouse monoclonal 1 :100 (IF) Cell Signaling
Z01 Rabbit polyclonal 1:250 (IF) Life Technologies
Phaloidin-Alexa594 - 1:20 (IF) Life Technologies
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II1.2.  Résultats complémentaires : Etude de clones de cellules iPS
issus d’un patient asymptomatique.

Les mutations du facteur d’épissage PRPF31 sont responsables de forme de RP a transmission
dominante uniquement. Cependant, la pénétrance de la maladie est incompléte, car certains
sujets hétérozygotes sont asymptomatiques, et présentent un ERG normal (Rio Frio et al.,
2008b). Au sein des cohortes présentes a I’Hopital des XV-XX, c’est le cas de 1’individu 4138
de la famille 1706 qui présente bien une duplication (c.709-734dup) dans 1’exon 8 mais aucun

symptome clinique.

Dans ce contexte, il nous est apparu intéressant de dériver des cellules iPS a partir des
fibroblastes de ce patient, afin de les différencier en cellules de I’EPR et d’observer le

phénotype de ces cellules.

1I1.2.1. Caractérisation des clones iPS 4138c1 et 4138c2

Sur les 22 clones obtenus a la suite de la reprogrammation des fibroblastes du patient 4138

(Tableau 13), deux clones de cellules iPS ont été conservés et caractérisés (4138cl et

4138¢c2).

Le séquencage de la région d’intérét a permis de confirmer que les cellules iPS 4138cl et

4138c2 présentent la duplication dans I’exon 8 (Figure 48 A).

L’analyse par RT-qPCR montre 1’absence d’expression des ARNs du virus de Sendai
exprimant les genes reprogrammateurs dans les cellules 1PS 4138cl et 4138c2 apres 15
passages alors que ces ARNs sont bien présents dans les fibroblastes 7 jours apres la

transduction (Figure 48 B).

Aucune anormalité chromosomiques n’est observée pour les cellules iPS 4138c1 (Figure 48

C) et 4138c2 (Figure 48 D).

Les cellules iPS 4138cl et 4138c2 forment des colonies qui présentent les caractéristiques
morphologiques classiques des cellules souches pluripotentes ainsi qu’une activité

phosphatase alcaline (Figure 49 A et B).

L’expression d’un ensemble de génes impliqués dans la pluripotence et I’auto-renouvellement
des cellules souches pluripotentes a été regardée par RT-qPCR. Le profil d’expression de ces

marqueurs est comparable a celui des cellules ES humaines, bien qu’un niveau d’expression
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Figure 48 : Caractérisation des cellules iPS 4138c1 et 4138c2
(clone iPS n°1 et n°2 issu du patient asymptomatique 4138, porteur de la mutation Cys247X)

Pedigree de la famille 1706 et séquengage de la région d’intérét du géne PRPF31 a partir d’ADN
génomique issu des fibroblastes du patient 4138 (A). Absence d’expression des ARNs du virus de
Sendai dans les cellules iPS 4138c1 et 4138c2. Les valeurs sont normalisées par rapport a celles
des fibroblastes non transduits (B). Analyse du caryotype des cellules iPS 4138cl au passage 35
(C) et 4138c2 au passage 45 (D).
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Figure 49 : Caractérisation des cellules iPS 4138c1 et 4138¢2
(clone iPS n°1 et n°2 issu du patient asymptomatique 4138 porteur de la mutation Cys247X)

Activit¢ de la phosphatase alcaline d’une colonie de cellules iPS 4138cl (A) et 418c2 (B)
respectivement aux passages 18 et 38. Analyse par RT-qPCR de I’expression de différents
marqueurs de pluripotence et auto-renouveélement des cellules iPS 4138cl et 4138c2; les valeurs
sont rapportées a I’expression de chaque marqueur dans les cellules ES humaines (C). Analyse par
immunofluorescence de 1’expression des marqueurs de pluripotence OCT4 et SSEA4, NANOG et
TRA1-60, pour les cellules iPS 4138c1 (D) et 4138c2 (E). Barres d'échelle = 100 pum.
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Figure 50 : Protocole de différenciation des cellules iPS en cellules de ’EPR.

Les cellules iPS sont cultivées jusqu’a confluence, avant de supprimer le FGF-2 du milieu de

culture. Apres deux jours, le milieu est remplacé par un milieu pro-neural. A partir du 147
jour de culture, les patchs pigmentées sont repiqués manuellement et réensemencés sur
geltrex (adapté de Reichman et al. 2014).
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Figure 51 : Caractérisation des cellules de L’EPR dérivées des cellules iPS 4138c1 et 4138¢2
(Patient asymptomatique porteur de la mutation Cys247X)

Image en fond clair du tapis de cellules de I’EPR dérivées de cellules iPS 4138cl et 4138c2 apres 6
semaines de culture (A). Barres d'échelle = 100 pm. Mesures de la résistance transépithéliale des cellules
de ’EPR dérivées des cellules iPS 4138cl et 4138c2 aprés 6 semaines de culture. La mesure de la
résistance transépithéliale des cellules de I’EPR issues des cellules iPS 4137¢9 (patient indémne) et
3777c2 (patient malade) est évalué a titre de comparaison (B).
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plus faible de LIN28 pour les deux cellules iPS 4138cl et 4138c2 est observé (Figure 49 C).
L’expression des protéines de surface TRA1-60 et SSEA4, ainsi que ’expression des facteurs
de transcription NANOG et OCT4 ont également été mises en évidence par des marquages

immunohistochimiques (Figure 49 D et E).

L’ensemble de ces résultats, ainsi que la capacité des cellules iPS 4138cl et 4138c2 a former
des tératomes chez la souris NSG, confirment que les cellules iPS de ces deux clones
présentent les caractéristiques classiques des cellules souches pluripotentes ainsi que la

présence a 1’état hétérozygote de la mutation responsable de la RP.

I11.2.1. Différenciation et caractérisation de cellules de PEPR dérivées des
cellules iPS 4138c1 et 4138c2.

Les cellules iPS 4138cl et 4138c2 ont ¢été différenciées en cellules de I’EPR selon le
protocole décrit précédemment (cf. Matériel et méthodes V ; Figure 50). Pour des raisons de
simplicité, les cellules de ’EPR obtenues seront nommées cellules EPR 4138c1 et cellules
EPR 4138c2, en fonction du clone de cellules iPS dont elles sont issues. Les cellules de ’EPR
obtenues sont cultivées sur des Transwell afin de permettre les échanges de milieu entre le
pole apical et basal des cellules et la formation d’un tapis cellulaire parfaitement polarisé.
Apres six semaines de culture, nous avons pu constater que les cellules EPR 4138cl et EPR
4138c2 se comportaient différemment. Si un tapis cellulaire homogene et jointif a pu étre
observé pour les cellules EPR 4138c2, celles qui sont issues des cellules iPS 4138c1 forment
de petits ilots de cellules resserrées (Figure 51 A). Les cellules EPR 4138cl présentent les
mémes caractéristiques morphologiques que les cellules de ’EPR différenciées a partir des
cellules iPS du patient malade 3777, alors les cellules EPR 4138c2 ont le méme aspect de
tapis hexagonal formé par les cellules de ’EPR « controle » (¢f. Figure 3, Article I11.1).

Ces différences morphologiques rendent également compte de ’intégrité de 1’épithélium. En
effet, les cellules EPR 4138c2 présentent une valeur de résistance transépithéliale proche de
celle mesurée pour les cellules de ’EPR issues des cellules iPS 4137c9 (patient indémne, non
porteur de mutation) avec des valeurs respectivement de 537 et 384 ohm/cm?. Au contraire,
les cellules EPR 4138cl présentent une faible valeur de résistance transépithéliale (53
ohm/cm?) du méme ordre que celle obtenue pour les cellules de I’EPR issues des cellules iPS
3777¢c2 (125 ohm/cm?), correspondant au patient malade porteur de la mutation (Figure 51

B).

201



4138c1 4138c2

Figure 52 : Analyses par immunofluorescence de I’expression du marqueur des
jonctions serrées ZO-1 dans les cellules de PEPR différenciées a partir de
cellules iPS 4138 c1 et 4138c2.

Coloration des noyaux au DAPI (bleu). Barres d'échelle = 10 pm.
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Figure 53 : Défaut d’activité de phagocytose des cellules
de PEPR dérivées des cellules iPS 4138cl.

Les valeurs des ratios sont normalisées par rapport aux valeurs
obtenues pour les cellules de I’EPR dérivées des cellules iPS
4137¢9 (non porteur de mutation). Les valeurs d’internalisation
sont obtenues par soustraction des valeurs d’attachement aux
valeurs totales (cf. Matériels et méthodes).
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Les cellules EPR 4138c1 ont ainsi une résistance transépithéliale pres de six fois moins élevée
que celle des cellules de ’EPR « contrdle ».Un marquage immunohistochimique spécifique
dirigé contre la protéine ZO-1 met en évidence les jonctions serrées entre les cellules de
L’EPR (Figure 52). Les cellules EPR 4138c2 présentent un marquage régulier, avec une
morphologie du tapis cellulaire en « nid d’abeille » spécifique des cellules de ’EPR. Les
cellules EPR 4138cl quant a elles, présentent des irrégularités dans le marquage ZO-1,
mettant en évidence un relachement de la ceinture d’adhérence autour des cellules. De plus, la
forme des cellules est trés hétérogéne et on n’observe pas clairement cette morphologie
spécifique d’un tapis cellulaire en «nid d’abeille ». Alors que les cellules EPR 4138c2
présentent les caractéristiques phénotypiques de cellules de I’EPR, les cellules EPR 4138cl
forment un tapis cellulaire désorganisé et moins jointif, identique a celui obtenu pour les
cellules de I’EPR issues des cellules iPS 3777c2, correspondant au patient malade porteur de

la mutation (cf. Article I11.1 Figure 5A).

La fonctionnalité des cellules de ’EPR 4138cl a été testée par une évaluation de leur activité
de phagocytose de segments externes des photorécepteurs (POS), par la technique
précédemment décrite (cf- Articles partie Il et II). Les cellules EPR 4138c1 phagocytent trois
fois moins bien que les cellules de I’EPR provenant de cellules iPS « contrdle » (4137c9)
(Figure 53). Ce ratio de 0,36 correspondant a la phagocytose totale, est trés proche de celui
obtenu pour les cellules EPR issues de cellules iPS du patient malade (3777¢c2). Le ratio total
correspond a la somme des deux étapes de la phagocytose : attachement des POS aux cellules
EPR et leur internalisation par ces cellules de I’EPR. L’utilisation du bleu de trypan, permet
d’éteindre la fluorescence extérieure aux cellules (cf. Matériels et Méthodes) et donc d’obtenir
une valeur précise de la quantité de POS internalisés. Non seulement les cellules EPR 4138c1
fixent 2,4 fois moins de POS que les cellules EPR 4137¢9 («contrélesy), mais en plus elles en
internalisent 3,8 fois moins (Figure 53). Ces valeurs sont trés similaires a celles calculées
pour les cellules EPR 3777c2 (patient Cys294X), a savoir 2,4 et 5,4 fois moins de POS
respectivement liés et internalisés. Ces observations démontrent qu’un défaut du mécanisme
de phagocytose, semblable a celui détecté dans les cellules de I’EPR dérivées des cellules 1PS
du patient malade (3777), est observé au sein des cellules de I’EPR différenciées a partir du

clone 1 des cellules iPS (4138c1) du patient asymptomatique.
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L’ensemble de ces résultats suggeére qu’a partir des fibroblastes d’un méme individu
asymptomatique porteur de la mutation dominante Cys247X, deux clones distincts de cellules
iPS ont été¢ dérivés et que les cellules iPS de ces deux clones peuvent étre différenciées en
cellules de I’EPR aux caractéristiques de cellules de I’EPR « controles » ou « malades ». En
effet, les cellules EPR 4138c2 présentent les mémes -caractéristiques cellulaires et
fonctionnelles que les cellules dérivées a partir de I’individu indémnes (« controle », 4137)
alors que les cellules EPR 4138cl présentent les caractéristiques des cellules de I’EPR du

patient malade (3777).

Le mécanisme d’haplo-insuffisance a la base du développement de la RP dans le cas des
mutations du géne PRPF31 pourrait expliquer le comportement différent des deux clones de
cellules 1PS. Néanmoins plusieurs expériences restent a effectuer pour valider cette hypothese

(cf- Conclusion & Perspectives).
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IV. Génération de photorécepteurs a partir de cellules iPS portant
la mutation P347L du geéne rhodopsine.

Dans la premiére partie de notre travail, nous avons dérivé différentes lignées de cellules iPS
a partir de fibroblastes des trois individus de la méme famille, porteurs ou non de la mutation

1040C>T dans le géne RHO (Figure 54 A).
Un clone de cellules iPS pour chaque individu a été caractérisé :
- Les cellules 1PS 7027¢7, ont été présentées précédemment (Figure 44),

- Les cellules 1PS 2634c14, portant la mutation P347L, caractérisées précédemment, forment
une population cellulaire hétérogeéne dont une partie présente une monosomie du chromosome

X (Figure 45),

- Les fibroblastes du second patient de la famille atteint (1125) ont pu étre reprogrammés et
parmi les six clones obtenus, le clone de cellules iPS 1125¢6 a €té caractérisé et validé de la

méme fagon que les deux autres clones sélectionnés (Figure 54).

IV.1.  Différenciation de cellules iPS des patients 7027 et 1125 en
neuro-rétines

Les cellules 1PS 7027¢7 (controle) et 1125¢6 (P347L) sont cultivées a confluence afin d’étre
engagées dans le protocole de différenciation établi dans notre équipe (cf. Résultats II). Ainsi
les cellules iPS confluentes vont se différencier de fagcon spontanée lors du retrait du FGF-2
du milieu de culture. Apres deux jours de culture dans ces conditions, la différenciation est
ensuite orientée dans la voie neurale par 1’utilisation d’un milieu dit proneural supplémenté
avec du N2. Des structures neuro-épithéliales en trois dimensions se forment a la surface du
tapis de cellules (1 a 3 structures par cm?). Ces structures sont identifiables par leurs formes
arrondies et d’aspect translucide laissant apparaitre une couche laminaire. Les structures sont
détachées manuellement du tapis aux alentours du 14° jour de culture pour étre placées en
suspension dans le méme milieu de culture supplémenté de FGF2 pendant une semaine
(Figure 55). Les structures neuro-rétiniennes sont maintenues en culture pour permettre aux

cellules de se
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Figure 54 : Caractérisation des cellules iPS 1125¢6

(clone n°6 issu du patient 1125 de la famille 681, porteur de la mutation P347L)

Pedigree de la famille 681 et séquencage de la région d’intérét du géne RHO a partir de I’ADN
génomique issu des fibroblastes du patient 1125 (A). Activité de la phosphatase alcaline d’une
colonie de cellules iPS 1125¢c6 au passage 31 (B). Analyse du caryotype des cellules iPS 1125¢6 au
passage 20 (C). Absence d’expression des ARNs du virus de Sendai dans les cellules iPS 1125c¢6.
Les valeurs sont normalisées par rapport a celles des fibroblastes non transduits (D). Analyse par
RT-qPCR de I’expression de différents marqueurs de pluripotence et d’auto-renouvelement dans les
cellules iPS 1125c¢6; les valeurs sont rapportées a 1’expression de chaque marqueur dans les cellules
ES humaines (E). Analyse par immunofluorescence de 1’expression des marqueurs de pluripotence
NANOG et TRA1-60 (F), OCT4 et SSEA4 (G) pour les cellules iPS 1125¢6 au passage 32. Barres
d'échelle = 100 um.
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Figure 55 : Protocole de différenciation et de maturation de cellules iPS en
structures de neuro-rétine.

Les cellules iPS sont cultivées jusqu’a confluence, avant de supprimer le FGF-2 du milieu.
Apres deux jours, le milieu est remplacé par un milieu pro-neural. A partir du 14° jour de

culture, les structures apparues sont isolées et cultivées en suspension. Pendant la 1°
semaine de culture en suspension du FGF-2 est ajouté au milieu. Les structures sont ainsi
cultivées le temps nécessaire a la différenciation et maturation des différents types
cellulaires rétiniens (adapté de Reichman et al. 2014).

Figure 56 : Caractérisation par immunofluorescence des photorécepteurs au sein des
structures de neuro-rétine différenciées a partir des cellules iPS 7027¢7 (controle) et
1125¢6 (P347L).

Analyses effectuées sur des coupes a congélation de structures neuro-rétiniennes apres 112 et 140 jours
de culture avec différents marqueurs spécifiques du lignage des photorécepteurs: CRX, et
RECOVERINE (précurseurs des photorécepteurs et photorécepteurs matures), OPSINE (photorécepteurs
matures de type cone) et RHODOPSINE (photorécepteurs matures de type batonnet). Noyaux colorés en
bleu (DAPI). Barres d'échelle = 10 pm.
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Figure 57 : Mise au point d’un systéme de quantification automatisée des marqueurs
spécifiques des photorécepteurs au sein des structures de neuro-rétine

(A) Exemples d’images utilisées pour la quantification, acquises a 1’Array-scan apres
immunomarquage. Barres d’échelle = 100 pm. Quantification automatisée des cellules exprimant les
marqueurs CRX (B), OPSINE (C) et RHODOPSINE (D) sur des sections de structures de neurorétines
différenciées a partir des cellules iPS 1125¢6 (P347L) et 7027c7 (controle) aprés 112 et 140 jours de
culture. Les valeurs représentent la moyenne des pourcentages de cellules positives pour chaque
marqueur (n = 3).
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différencier dans les différents types de cellules de neuro-rétine, jusqu'a plus de 100 jours

pour obtenir les premiers photorécepteurs (Reichman et al. 2014).

IV.2. Caractérisation des cellules différenciées en neuro-rétines a
partir des cellules iPS des patients 7027 et 1125

Des marquages immunohistochimiques avec des anticorps spécifiques des photorécepteurs
réalisés sur des cryosections de structures aprés 112 et 140 jours de culture mettent en
¢vidence la présence de nombreuses cellules exprimant CRX aussi bien dans les structures de
neuro-rétines issues de cellules iPS portant la mutation (1125) que dans celles issues de
cellules iPS controles (7027) (Figure 56). Une partie de ces cellules co-expriment I’OPSINE,
correspondant aux photorécepteurs matures de type cone. Un grand nombre de cellules
expriment également la RECOVERINE et la RHODOPSINE, un marqueur des
photorécepteurs de type batonnet. De manicre intéressante, ces photorécepteurs matures
exprimant I’OPSINE (cones) ou la RHODOPSINE (batonnets) sont présents dans les
structures de neuro-rétine présentant la mutation dans le géne RHO, suggérant que la présence

de la mutation n’empéche pas la différenciation des photorécepteurs de type batonnet.

Afin de réaliser une étude plus quantitative, nous avons développé un systéme de

quantification automatisée a 1’aide du logiciel de I’arrayscan (Figure 57).

Concernant les cellules positives pour le marqueur CRX, correspondant a la fois aux
photorécepteurs en cours de différenciation (précurseurs) et matures, la quantification
automatisée réalisée sur plusieurs cryosections de trois structures neuro-rétiniennes (Figure
57 A) montre une légere diminution du nombre de cellules exprimant CRX dans les structures
dérivées des cellules iPS 1125¢6 (P347L). En effet moins de 30% de cellules CRX-positives
sont retrouvées apres 112 et 140 jours de culture, comparé¢ a 40-45% de cellules CRX

positives au sein des structures différenciées a partir des cellules iPS 7027¢7 (controle).

Un résultat similaire est retrouvé pour les photorécepteurs de type cone. Le pourcentage de
cellules exprimant I’OPSINE est de 17,5% et 11, 4% a 112 jours, et tombe a 9% et 4,5% apres
140 jours de culture, respectivement pour les structures issues de cellules iPS « controle »
(7027c7) et porteuses de la mutation P347L (1125¢6) (Figure 57 B). La diminution du
nombre de photorécepteurs a cone entre les jours 112 et 140 peut étre attribuée a un probléme

de survie

211



Figure 58 : Analyse par immunofluorescence de I’expression des marqueurs CRX et
RECOVERINE apreés dissociation des structures de neuro-rétine.

Les structures de neurorétines sont différenciées aprés 28 jours de culture et les cellules
réensemencées sur lamelles de verre avant d’étre traitées pour un marquage en
immunofluorescence avec des anticorps dirigés contre CRX (vert) et RECOVERINE (rouge).
Coloration des noyaux au DAPI (bleu). Barres d'échelle = 100 um.
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de ces photorécepteurs in vitro, indépendamment de la mutation dans le gene RHO, spécifique

des batonnets.

Concernant ces photorécepteurs de type batonnet exprimant la RHODOPSINE, donc
potentiellement porteurs de la mutation P347L, la quantification automatisée montre qu’ils
sont présents en tres faible nombre, a savoir moins de 5% des cellules constituant les
structures de neuro-rétine (Figure 57 C). Aprés 112 jours de culture, 3% de cellules positives
pour la RHODOPSINE sont comptées dans les structures « contrdle » (7027¢7) et 1% dans les
structures portant la mutation (1125c6), alors qu’aucune différence n’est détectée aprés 140
jours entre les deux types de structures (Figure 57 C). L’augmentation du nombre de cellules
exprimant la RHODOPSINE entre 112 et 140 jours, suggere que la différenciation des
batonnets n’est pas encore terminée et qu’il serait donc plus intéressant d’effectuer ces études

quantitatives a des stades plus tardifs (>150 jours de différenciation).

Sur la majorité des régions observées, nous constatons qu’un grand nombre de cellules
expriment la prot¢éine RECOVERINE, en corrélation avec la quantité de cellules exprimant
CRX (Figure 56). La forte densit¢ de ces cellules et la localisation cytoplasmique du
marqueur, ne permettent pas de délimiter avec précision les cellules individuellement (Figure
57 D) et de réaliser ainsi une quantification automatisée des cellules exprimant la

RECOVERINE.

Pour faciliter cette approche quantitative, il serait souhaitable de mettre au point un systeéme
automatisé beaucoup plus fiable sur des cellules dissociées. Nous avons décid¢é d’effectuer un
premier essai de dissociation des structures neuro-rétiniennes avec la trypsine afin de vérifier
la morphologie des cellules et leur identité par immunohistochimie (Figure 58). Dans ces
conditions, on observe bien des cellules qui expriment CRX et/ou la RECOVERINE, apres
dissociation de structures de neuro-rétines différenciées depuis un mois. Ces cellules
présentent un marquage CRX nucléaire, facilement quantifiable, et un marquage
RECOVERINE cytoplasmique avec des prolongements semblables aux pieds des
photorécepteurs. Ce dernier marquage étant plus facilement quantifiable que le marquage
RECOVERINE visualisé sur les cryosections de structures de neuro-rétine, I’approche sur
cellules dissociées sera utilisée pour réaliser un comptage automatisé des différentes
populations de photorécepteurs identifiées. Cette approche devrait nous permettre de
déterminer plus facilement le phénotype des photorécepteurs et 1’effet de la mutation P347L

du gene RHO sur leur différenciation et survie.
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Discussion

Les résultats de notre étude ont permis de mettre en évidence la possibilité d’utiliser les
cellules iPS afin de modéliser et de mieux comprendre les pathologies dégénératives qui

touchent les photorécepteurs, a savoir les rétinites pigmentaires (RP).
Nous avons ainsi successivement démontré :

- la possibilité de dériver des cellules iPS a partir de fibroblastes de patients atteints de RP
causée par la mutation de trois génes distincts.

- la capacité de ces cellules iPS a étre différenciées en cellules de I’EPR et/ou en cellules de
rétine neurale et plus particulierement en photorécepteurs.

- la validation d’un modéle d’une forme de RP in vitro, avec la mort des photorécepteurs
porteurs d’une mutation du géne RHO.

- la découverte des mécanismes cellulaires a la base du développement de la RPI1
par différenciation des cellules iPS portant une mutation dans le facteur d’épissage PRPF31

en cellules de I’EPR.

I. Génération de cellules iPS a partir de patients atteints de RP

Cette étude réalisée en collaboration avec le CIC 1423 a permis de recruter et de prélever dix-
huit patients atteints de RP. Ces RPs, autosomiques dominantes, touchent trois genes distincts.
La mise en culture des biopsies de peau a été réalisée dans les conditions optimales, permises

par la proximité de I’hopital des XV-XX et de I’Institut de la Vision.

En suivant les protocoles établis au sein de notre équipe, chaque biopsie a permis d’obtenir
des cultures de fibroblastes, de générer une série de clones de cellules iPS et de caractériser
ces clones. Pour chaque patient, un clone de cellules iPS doit répondre a des critéres de
qualité et de sécurité indispensables pour leur utilisation future (caryotype normal, auto-

renouvellement, pluripotence, etc..).

Pour la reprogrammation des fibroblastes de certains patients, des difficultés ont été
rencontrées avec le premier protocole de reprogrammation utilisant quatre virus de Sendai
codant chacun pour un géne de reprogrammation. Ces problémes ont été résolus avec

I’utilisation d’une nouvelle combinaison de facteurs de reprogrammation avec trois virus de
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Sendai, codant respectivement pour OCT4-KLF4-SOX2, CMYC et pour KLF4. Ce protocole,
décrit comme plus efficace par leur producteur (Life Technologies), permet la génération d’un
plus grand nombre de colonies de cellules iPS a partir des fibroblastes. Pour cette raison, nous
avons utilisé ce nouveau systeme pour dériver des cellules iPS a partir des fibroblastes des
trois patients (398, 1031 et 4528) de la famille 273 porteurs d’une mutation (c.269-273del)

dans le gene PRPF31, dont les premicres reprogrammations avaient échoué.

De nombreuses hypothéses peuvent étre formulées pour expliquer les difficultés rencontrées
lors de la reprogrammation de ces trois clones. Nous avons écarté I’hypothése d’un défaut de
transduction du virus de Sendai. En effet, ’analyse de RT-qPCR confirme que, dans ces
fibroblastes, les ARNs viraux sont présents en méme quantité¢ que dans des fibroblastes dont

la reprogrammation s’est parfaitement déroulée.

L’hypotheése d’un défaut de reprogrammation en lien avec la présence de la mutation
Tyr90CysfsX21 du géne PRPF31 a également été écartée : des fibroblastes de deux patients
(5331 et 5327), porteurs de la méme mutation mais provenant d’une famille différente, ont été

reprogrammes avec succes.

Cependant, le défaut de reprogrammation des fibroblastes (398, 1031 et 4528) et leur lien de
parenté (un pere et ses enfants) suggerent que I’expression de leurs alleles communs
interférerait dans le processus de reprogrammation. Ces alleles seraient transmis par
I’intermédiaire du pére a ses enfants et absents chez la mere (785). Ceci expliquerait pourquoi
nous n’avons pas eu de difficultés a reprogrammer les fibroblastes de la méere. Bien que le
séquencage du génome de ces trois patients puisse permettre d’identifier les genes
responsables, il s’avérerait assez fastidieux. Néanmoins, il serait intéressant de regarder
I’expression de certains genes candidats rapportés comme étant des freins pour la

reprogrammation tels que ceux codant certaines métalloprotéinases (Qin et al. 2014).

Nos résultats montrent que la technique de reprogrammation avec les trois virus de Sendai
(CytoTune II) présente autant d’efficacité dans les conditions de culture, avec ou sans cellules
nourricieres (“feeders” et “feeders free*). Les conditions de culture en absence de cellules
nourrici€res sont moins contraignantes pour le manipulateur et permettent une amplification
plus rapide des cellules iPS qu’en conditions “feeders”. Cependant, nous avons pu constater
I’apparition d’aberrations chromosomiques avec le clone 2634c14 dans ces conditions. Il est
nécessaire d’effectuer une caractérisation compléte des clones générés par cette méthode pour

en mesurer |’efficacité.
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D’autres composants peuvent &tre utilisés pour augmenter 1’efficacité de reprogrammation,
tels que les inhibiteurs des histones déacétylases, connus pour permettre un meilleur acces a la
chromatine ou des activateurs de OCT3/4 pour stimuler ’activation du réseau des genes
OCT4-SOX2-NANOG (Zhang et al., 2012). Il est également possible d’utiliser des facteurs
reprogrammateurs supplémentaires tels que LIN28 ou TERT (Park et al., 2008). L’utilisation
de ces ¢léments pourra étre envisagée si d’autres difficultés de reprogrammation se

manifestent.

Lors de la génération et la culture des cellules iPS, une monosomie du chromosome X a été
retrouvée dans une partie des métaphases des cellules iPS du clone 2634. La perte d’un
chromosome sexuel est une des anomalies couramment observée dans les cellules souches
pluripotentes (Taapken et al., 2011 ; observations de la plateforme de cytogénétique de
Villejuif). 1l est difficile de savoir si cette anomalie est due au processus de reprogrammation
lui-méme ou a la culture des cellules iPS (forte prolifération, passage hebdomadaire...). La
premiére hypothése serait la plus probable car le remaniement de la chromatine, durant la
reprogrammation, est un terrain instable propice a la génération de mutations (Ji et al., 2012).
Par ailleurs, nous avons observé cette aberration apres un faible nombre de passages, ce qui
renforce cette hypotheése. A cause de ’apparition précoce de cette monosomie (15: passage),
nous n’avons pas pu réaliser de sauvegarde de matériel a des passages antérieurs pour le clone

2634c14. Nous ne sommes donc pas en mesure de discriminer entre les deux hypotheses.

Lors de I’étape de reprogrammation, nous observons I’expression persistante des ARNs du
virus de Sendai, contenant le proto-oncogéne CMYC, au sein des cellules iPS du clone
1394cl. La persistance du géene CMYC pourrait influencer le phénotype des cellules iPS ainsi
que leur différenciation. Pour résoudre ce probléme, des sites de « sensibilité a la température
» ont été intégrés par mutagenese a la séquence ARN du facteur C-MYC afin que ceux-ci
puissent étre dégradés apres la mise en culture des clones de cellules iPS a 38-39°C pendant
quelques jours (CytoTune II, Life technologies). Ce protocole a permis de ramener le niveau
d’expression de C-MYC exogene (ARN du virus de Sendai) & un niveau résiduel. Nous
n’avons pas observé d’anomalie chromosomique suggérant que cette persistance temporaire
d’un des ARN du virus de Sendai n’est pas un frein a I'utilisation de cette technique de

reprogrammation pour nos futures études de modélisation.
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L’ensemble de ces techniques, allant de la mise en culture de la biopsie a la validation d’un
clone iPS, constitue un processus robuste et efficace. Aujourd’hui, des fibroblastes de tous les
patients sont cryo-conservés, des clones de cellules iPS ont été¢ générés puis cryo-conservés
pour 85% des patients et 11 clones de cellules iPS sont caractérisés ou en cours de
caractérisation. Seul un clone (2634c14) de cellules iPS ne répond pas aux contrdles qualités
requis pour la suite de nos études, confirmant que nos manipulations de reprogrammation et

de maintenance des cellules iPS sont fiables et reproductibles.

L’ensemble des fibroblastes, des clones de cellules iPS non caractérisés et ceux de cellules
iPS validés a différents passages, forme une sauvegarde biologique tout au long de 1’étude
mais aussi une banque d’échantillons biologiques indémnes et pathologiques pour de futures

études.

Pour ces études, des individus de méme famille, non porteurs de la mutation d’intérét, ont été
prélevés afin que leurs cellules iPS puissent étre utilisées comme cellules controles

(homologies génétiques).

Validation de Dutilisation de cellules iPS de patients pour la
modélisation de RP : exemple des photorécepteurs différenciés
a partir de cellules iPS mutées dans le géne rhodopsine.

Les cellules 1PS issues de patients sont des outils clés permettant d’apporter de nouveaux
modeles d’étude des RP, pour ainsi mieux comprendre les acteurs moléculaires et cellulaires

incriminés, voire de développer de nouvelles applications thérapeutiques.

Dans un premier temps, notre stratégie a consisté a utiliser les cellules iPS porteuses d’une
mutation dans le géne RHO, codant le pigment visuel des batonnets, pour tenter de retrouver
le phénotype majeur de la maladie avec des cellules humaines dans des conditions in vitro.
Dans le cas de mutations affectant la RHODOPSINE, les types cellulaires affectés et le
mécanisme moléculaire et cellulaire a la base de la dégénérescence sont relativement bien
connus (Berger et al., 2010 ; Malanson et Lem, 2009 ; Mordes et al., 2005). Les batonnets
porteurs de la mutation dégénerent les premiers par apoptose entrainant par la suite la mort

des cones, principalement due a I’absence de sécrétion par les batonnets du RACVF (Facteur
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de Viabilit¢ des Cones dérivé des Batonnets) (Léveillard et Sahel, 2010). Les mutations
situées dans la partie C-terminale de la RHODOPSINE engendreraient un probléme de

transport de la protéine ce qui provoquerait la mort des batonnets.

Notre démarche a ét¢ de rechercher ce phénotype de «dégénérescence des batonnets» au sein
de structures neuro-rétiniennes porteuses de la mutation P347L obtenues suivant le protocole
de différenciation établi dans notre équipe (cf. Résultats II). Nos premicres expériences,
réalisées apres des temps de différenciation de plus de 100 jours, montrent une diminution de
10 a 15% du nombre de photorécepteurs totaux (cellules CRX positives) dans les structures de
neuro-rétine portant la mutation P347L. Les batonnets exprimant la RHODOPSINE sont peu

nombreux (moins de 1%). Ces résultats sont en corrélation avec le phénotype attendu.

Au contraire, cette différence du nombre de batonnets entre les structures « contrdles » et les
structures portant la mutation P347L n’est pas observée apreés 140 jours de différenciation. De
plus, nous avons noté¢ une augmentation du nombre de batonnets au sein des structures de
neuro-rétine porteuses de la mutation. Cette observation pourrait s’expliquer par le fait que la
mutation P347L dans le gene RHOengendrerait un décalage dans le processus de
différenciation voire empécherait la différenciation des batonnets. Cette hypothése pourrait
étre vérifiée en comparant 1’avancement de la différenciation des cellules 1PS « contrdles » et

mutées sur des temps de culture plus longs (cf. ci-dessous).

Une diminution du nombre de photorécepteurs totaux (cellules CRX positives) et surtout des
cones (les cellules OPSINE-positives) est observée entre les jours 112 et 140, en présence ou
non de la mutation. Cette diminution refléterait une mort des photorécepteurs indépendante de
la mutation, suggérant que nos conditions de culture (milieu proneural avec du supplément
N2) ne seraient pas optimales pour la survie des photorécepteurs. Dans ce contexte, une étude
récente (Zhong et al., 2014) a pu montrer que la présence de sérum de veau feetal favoriserait
la survie des cellules rétiniennes différenciées a partir de cellules ES et iPS humaines. De
méme 1’ajout de taurine et d’acide rétinoique dans des fenétres de temps bien définies
favoriserait la survie des photorécepteurs dérivés de cellules souches pluripotentes (Zhong et
al., 2014). Afin de limiter la mort cellulaire au sein des structures de type neuro-rétine, nous
avons, ces derniers mois, amélioré notre précédent protocole de différenciation (Reichman et
al., 2014). Nous enrichissons le milieu de culture avec de la taurine et du B27, riche en

antioxydants et en vitamine A (précurseur de I’acide rétinoique).
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Si cette étude reste préliminaire a cause du faible nombre d’échantillons (n=3), elle met en
évidence une tendance qu’il faudra confirmer en augmentant le nombre d’échantillons et
¢galement en étudiant la proportion de photorécepteurs dans des structures de neuro-rétine
plus matures entre 150 jours et 200 jours de différenciation. Des temps de culture plus longs
nous permettrons d’étre certains que la différenciation des batonnets est terminée et de ne

quantifier que la survie cellulaire.

La possibilité de dissocier les structures de neuro-rétine et de récupérer les cellules dissociées
qui conservent 1’expression des marqueurs du lignage des photorécepteurs (CRX,
RECOVERINE, OPSINE, RHODOPSINE) nous permettra de mettre au point des tests de
quantification beaucoup plus précis. Ces tests sont indispensables pour valider le phénotype
des photorécepteurs mutés et pour développer, a 1’avenir, des systemes de criblage
phénotypique basé par exemple sur 1’évaluation de la survie des photorécepteurs. La mutation
P347L étant la mutation la plus commune des RPs autosomiques dominantes en Europe
(Audo et al., 2010), la mise en évidence de composés pouvant protéger de la dégénérescence
des photorécepteurs serait une avancée importante vers un traitement préventif de cette forme

de RP.

Les cellules iPS porteuses de la mutation P347L dans le géne RHO pourront étre utilisées
pour valider les hypotheéses concernant le(s) mécanisme(s) moléculaire(s) et cellulaire(s) qui
sous-tend(ent) la mort de photorécepteurs dans le cadre des mutations de la partie C-terminale
de la RHODOPSINE. Nous étudierons notamment I’éventualité d’un défaut du transport de la

protéine vers les segments externes et/ou un défaut d’activation de celle-ci.

Cette étude mécanistique nécessitera la génération de photorécepteurs matures présentant des
segments externes pour déterminer la localisation et la fonctionnalit¢ de la RHODOPSINE
mutée. Des expériences d’immmunomarquage et de microscopie ¢lectronique permettront de
visualiser la protéine au sein des différents compartiments de la cellule pour ainsi mettre en
évidence d’éventuels problemes de transport intracellulaire. L’activation de la RHODOPSINE
pourrait €tre analysée par une mesure de 1’activité des photorécepteurs en réponse a la lumiére

(expériences de patch-clamp).
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I11.

Le stress au niveau du réticulum endoplasmique ne semble pas étre un mécanisme a la base de
la dégénérescence des photorécepteurs dans le cas des mutations localisées dans la partie C-
terminale de la RHODOPSINE (Malanson et Lem, 2009). Cependant, des expériences de
mesure de stress du reticulum endoplasmique pourraient étre mises au point dans les
photorécepteurs matures dérivés de cellules iPS. L’expression de marqueurs de ce type de

stress, tels que BAX et CHOP pourrait ainsi €tre recherchée.

L’étude que nous présentons ici pourrait étre étendue aux autres mutations du géne RHO.
Dans ce contexte, I'utilisation de cellules iPS porteuses de la mutation P23H (mutation de
classe I) s’avérerait intéressante pour valider le mécanisme moléculaire (stress du réticulum

endoplasmique) a 1’origine de la dégénérescence des photorécepteurs (Comitato et al., 2014).

Pour la mise au point d’études de criblages phénotypiques, nous pourrions utiliser un «read-
out» moléculaire ou cellulaire, comme 1’expression de ces marqueurs du stress. Le test de
différents composés, particulicrement des composés décrits comme neuroprotecteurs, s’avere

trés intéressant

Utilisation de cellules iPS de patients pour la compréhension de
la pathogenése de différentes RPs

Nous avons mis en évidence qu’il était possible de retrouver un phénotype de type RP in vitro
avec des cellules rétiniennes humaines dérivées de cellules iPS. Dans la seconde partie de
notre étude, nous avons utilisé des cellules iPS porteuses des mutations dans les genes NR2E3

et PRPF31 afin de comprendre la pathogenese des RPs liée a chacun de ces deux genes.

III.1. Caractérisation de modeles de RP due a la mutation du géne
NR2ES3.

Le facteur NR2E3 est connu pour son implication dans la différenciation finale des
photorécepteurs. Le facteur NR2E3 permet la formation de chaque type de photorécepteurs
dans les proportions essentielles a 1’intégrité de la rétine en potentialisant 1’expression des
genes spécifiques des batonnets et en réprimant 1’expression des génes spécifiques des cones.
(Oh et al., 2008 ; Cheng et al., 2006). La mutation G56R du géne NR2E3, qui conduit a

I’apparition de RP, est la seule mutation dominante identifiée pour le géne NR2E3 (Coppieters
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et al., 2007 ; Gire et al., 2007 ; Escher et al., 2009). En effet, la majorité des mutations de
NRZ2E3 sont récessives et sont associées a une hypersensibilité a la lumicre bleue (Enhanced
S-Cone syndrome ou ESCS) (Schorderet et Escher, 2009).Nous avons généré, caractérisé et
validé une lignée de cellules iPS porteuses de la mutation G56R au cours de notre étude.
Cependant le recrutement tardif des patients de la seconde famille, associ¢ aux difficultés
rencontrées dans la reprogrammation des fibroblastes de 1’individu indémne servant de
controle a I’étude ne nous pas permis de présenter de résultats sur la différenciation de ces

lignées de cellules iPS dans le lignage rétinien.

Lorsque I’ensemble de ces clones sera caractérisé, les cellules iPS seront différenciées en
structures de neuro-rétine pour étudier le phénotype des photorécepteurs porteurs de la
mutation en suivant la méme approche stratégique que celle utilisée pour la mutation P347L

du géne de la RHODOPSINE.

Contrairement a 1’expression tardive du géne RHO dans les photorécepteurs matures, le géne
NR2E3 intervient plus tot dans la différenciation. L’étude fonctionnelle se fera donc sur
I’ensemble du processus de différenciation des structures de neuro-rétine : a partir de
I’apparition des précurseurs des photorécepteurs (21 jours de différenciation) jusqu’a la
maturation des photorécepteurs de type cone et batonnet (150 jours de différenciation). Une
quantification des populations cellulaires tout au long de ce processus nous renseignera sur la
possibilité d’un défaut de répartition entre batonnets et cones dans la population cellulaire. Il
sera également intéressant de quantifier les différents sous-types de cones (rouges-verts et

bleus).

D’un point de vue mécanistique, une étude utilisant un systeme de surexpression in vitro
(Roduit et al., 2009) suggere que le facteur NR2E3 portant la mutation G56R agirait comme
un dominant négatif en réprimant I’expression des geénes spécifiques des photorécepteurs
(batonnets et cones) induite par CRX. L’¢tude de la différenciation des photorécepteurs au
sein de structures de neuro-rétine porteuses de la mutation G56R pourrait nous permettre de

valider cette hypothése dans un systéme humain, beaucoup plus proche de la situation in vivo.

Les mécanismes moléculaires responsables de formes d’ESCS pour certaines mutations du
gene NR2E3 sont a priori distincts de ceux impliqués dans la dégénérescence des

photorécepteurs suite a la mutation G56R. A plus long terme, il serait intéressant de dériver
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Figure 59 : Schéma récapitulatif des défauts phénotypiques et fonctionnels observés
dans les cellules de ’EPR dérivées de cellules iPS d’un individu indémne (A) et d’un
patient porteur de de la mutation Cys247X du gene PRPF31 (B).
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des cellules iPS a partir de patients atteints d’ESCS afin de comparer leur différenciation dans
le lignage des photorécepteurs. L’étude par exemple d’une autre mutation telle que R311Q
permettra de mieux comprendre les mécanismes induisant I’hypersensibilité a la lumicre bleue

et la dystrophie rétinienne.

III.1.  Caractérisation de modéles de RP due a la mutation du géne
PRPF31.

Le gene PRPF31, impliqué dans 5% des RPs autosomiques dominantes (Hartong et al., 2006),
code pour la protéine PRPF31 qui intervient directement dans le mécanisme d’épissage au
niveau du splicéosome. La génération de cellules iPS portant des mutations dans ce géne

PRPF31 présente un intérét majeur pour la compréhension de cette forme de RP :

- pourquoi les mutations dans le géne PRPF31 n’entrainent que des complications
rétiniennes malgré son expression ubiquitaire ?
- quelle est I’origine cellulaire de la dégénérescence : les cellules de I’EPR et/ou les
photorécepteurs ?
- quels sont les mécanismes moléculaires a la base de cette RP ?
La génération de cellules de ’EPR a partir des cellules iPS d’un patient porteur de la mutation
Cys294X dans le gene PRPF31 nous a permis de répondre partiellement a ces questions. Nos
résultats suggerent que les cellules de I’EPR seraient les premicres cellules affectées dans les

cas de RP due a la présence du gene PRPF31 muté (Figure 59).

En effet, les cellules d’EPR portant la mutation Cys294X présentent plusieurs défauts
d’organisation cellulaire : désorganisation du tapis cellulaire formé par les cellules EPR,
absence de desmosomes et de lame basale. La diminution importante de la résistance
transépithéliale témoigne de ce défaut de cohésion entre les cellules du tapis. De plus, nos
résultats montrent un défaut fonctionnel : P’activité de phagocytose des cellules EPR mutées

est fortement diminuée.

Ces défauts d’adhésion et de phagocytose des cellules de I’EPR consécutifs a la présence de la
mutation dans le géne PRPF31 sont en accord avec les résultats récemment obtenus chez la
souris (Farkas et al., 2015). Un défaut de I’activité¢ de phagocytose des cellules de ’EPR des
souris Prpf31 +/- a été observé in vitro. Ce méme déficit de phagocytose a €té retrouvé dans
une ligné de cellules EPR humaines au sein de laquelle I’expression de PRPF31 a été

réprimée (Farkas et al., 2015). Des études par immunohistochimie sur des coupes de rétine de
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souris Prpf31 +/- semblent indiquer une mauvaise localisation de la sous-unité¢ B5 de
I’intégrine et de la protéine MerTK, observations que nous ne retrouvons pas dans les cellules

d’EPR portant la mutation Cys294X.

En raison de sa fonction, il est possible que les mutations du géne PRPF31 puissent nuire au
processus général d’épissage. Cependant, des analyses par microarrays sur des lymphocytes
de patients atteints de RP (dues a neuf mutations différentes du géne PRPF31) ont montré
qu’aucune de ces mutations n’affectait I’épissage des ARNm (Rivolta et al., 2006). Ces
problémes d’altération d’épissage pourraient tre spécifiques aux cellules de la rétine (EPR
et/ou photorécepteurs) en raison de leur forte activité d’épissage (Cao et al., 2011 ;
Tanackovic et al., 2011). Une analyse du transcriptome par ARN-Seq dans les cellules de
I’EPR portant la mutation Cys294X du géne PRPF31, pourrait permettre de répondre a cette
question. Ces expériences d’analyses transcriptomiques seront réalisées cette année, car elles
pourraient également nous renseigner sur le lien entre des défauts d’épissage et le phénotype
pathologique observé (défauts d’adhésion et de phagocytose). Ainsi une attention particuliere
sera donnée a 1’étude des transcrits des génes impliqués dans les phénoménes d’adhésion et de
phagocytose afin de détecter la présence éventuelle de transcrits aberrants pouvant étre a

I’origine du phénotype des cellules de ’EPR portant la mutation Cys294X.

Des ¢études in vitro ont mis en évidence un épissage défectueux de genes spécifiques des
photorécepteurs tels que peripherine 2 (Mordes et al., 2007) et rhodopsine (Yuan et al., 2005)
apres surexpression de formes mutées de PRPF31. Méme si aucune altération de la rétine
neurale n’a pu étre observée chez les souris Prpf31 +/- agées (Graziotto et al. 2011), ces
résultats relativement anciens suggerent que le défaut initial de la RP11 pourrait se situer au

niveau des photorécepteurs.

Afin d’apporter d’autres arguments a cette hypotheése, nous avons essayé¢ de différencier les
cellules 1PS présentant la mutation PRPF31 dans le lignage des photorécepteurs a 1’aide de
notre protocole de différenciation rétinienne (Reichman et al., 2014), adapté en conditions
«feeders freex». Si les cellules iPS contrdles forment spontanément des structures de neuro-
rétine entre 21 et 28 jours de culture, les cellules iPS portant la mutation Cys294X dans le
gene PRPF31 se détachent de la boite de culture lorsqu’elles arrivent a confluence (Figure
60). Il n’a donc pas été possible de générer des structures de neuro-rétine dans ces conditions

(cellules 1PS mutées et « feeder-free »).
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Aucun défaut de différenciation li¢ aux mutation du géne PRPF31 n’a été rapporté pour les
patients atteints de RP lors de la rétinogenése. Il est probable que le phénoméne que nous
observons in vitro soit dépendant des conditions de culture. La matrice de culture utilisée est
la Vitronectine, une glycoprotéine retrouvée dans la lame basale, qui permet I’attachement des
cellules par des intégrines composées de dimeres spécifiques (tels que av, f1, 5 et 58). 1l a
¢t¢ montré que les cellules souches pluripotentes adhérent a la Vitronectine par
I’intermédiaire de I’intégrine avp5 (Braam et al., 2008), un dimere qui intervient aussi dans le
processus de phagocytose des segments externes des photorécepteurs par les cellules de I’EPR
(Lin et Clegg, 1998). Le phénotype pathologique des cellules EPR des souris Prpf31 +/-
pourrait étre li¢ a une mauvaise localisation de la sous-unité B5 de I’intégrine (Farkas et al.,
2015). La perte d’adhésion des cellules iPS portant la mutation dans le géne PRPF31, lors de
la différenciation, pourrait également étre dépendante d’un mauvais épissage et/ou d’une
mauvaise localisation de cette sous-unité¢ d’intégrine. Des expériences sont en cours pour
valider ou réfuter cette hypothése mais également pour trouver de nouvelles matrices afin
d’empécher ce détachement cellulaire. Une autre possibilité consisterait a réadapter les
cultures suivant notre protocole initial de différenciation, sur des cellules nourriciéres

(Reichman et al., 2014).

L’observation d’une diminution du niveau d’expression de la protéine PRPF31 dans les
cellules d’EPR mutées (Cys294X) par rapport aux cellules d’EPR contrdles confirme le rdle
d’un mécanisme d’haplo-insuffisance dans le développement de la pathologie (Rio Frio et al.
2008b). Ce phénomene d’haplo-insuffisance, li€ a une pénétrance incompléte permet
d’expliquer pourquoi certains patients porteurs de la maladie sont asymptomatiques, car les
niveaux d’ARNm de PRPF31 observés chez ces personnes sont supérieurs a ceux observés
chez les personnes ateintes (Waseem et al., 2007 ; Venturini et al., 2012). Cette hypothese
pourrait ainsi étre validée dans notre systéme : nous pourrons, par la surexpression d’une
copie sauvage du gene PRPF31, essayer de rétablir un phénotype normal des cellules d’EPR
dérivées de cellules iPS portant la mutation Cys294X .

Ce phénomene d’haplo-insuffisance pourrait expliquer le phénotype différent (pathologique
ou indemne) des cellules d’EPR dérivées des deux clones de cellules iPS issus du méme
individu asymptomatique porteur de la mutation Cys294X. Il est ainsi possible que le
phénotype pathologique observé soit dii a un faible niveau d’expression de PRPF31 dans les

cellules de I’EPR. A contrario, un niveau d’expression plus élevé de PRPF31 dans le second
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clone améne les cellules d’EPR qui en dérivent a se comporter comme des cellules EPR
sauvages. Afin de valider cette hypothése, une quantification précise de 1’expression des
ARNm et de la protéine PRPF31 dans les cellules d’EPR issues de chaque clone est
nécessaire. Ce phénomene d’haplo-insuffisance est également décrit comme dépendant de la
combinaison allelique de PRPF31 et du géne isoallelique CNOT3 (Rose et al.,2014 ;
Venturini et al., 2012).

Nos modeles de cellules d’EPR issues des cellules iPS du patient asymptomatique pourront
étre utilisés pour confirmer I’implication de CNOT?3 et étudier le mécanisme de régulation de

PRPF31 1ié a ce gene.

Par la suite, nous regarderons si les cellules iPS porteuses d’une autre mutation
(Tyr90CysfsX21) dans le géne PRPF31 peuvent étre différenciées en cellules de neuro-rétine
et en cellules de I’EPR. Nous pourrons ainsi étudier si ces cellules de I’EPR mutées ont le

méme phénotype que les cellules de I’EPR portant la mutation Cys294X.

Rappelons également qu’un trés grand nombre de mutations impliquées dans des RPs
autosomiques dominantes ont été identifiées dans cinq genes de la machinerie d’épissage :
PRPF3, PRPF6, PRPFS, PRPF31 et SNRNP200 (Liu et Zack 2013). Des études in vivo chez
des souris Prpf3-T494M et Prpf8-H2309P ont mis en évidence des phénotypes dégénératifs au
niveau de I’EPR, semblables a ceux visualisés chez les souris Prpf31 +/- (Graziotto et al.,
2011). Ainsi une modélisation de cellules d’EPR différenciées a partir de cellules iPS
provenant de patients portant des mutations dans les génes PRPF3 ou PRPFS§ pourrait €tre
développée. Nous pourrons ainsi déterminer si la présence de ces mutations engendre les

mémes défauts structurels et fonctionnels que ceux mis en évidence dans notre étude.
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Perspectives

Le développement de ces différents modeles in vitro issus de cellules iPS de patients permet,
comme nous l’avons montré, de réaliser des études fondamentales afin d’identifier les
mécanismes cellulaires et moléculaires menant a la RP. Ces mode¢les sont également des
outils technologiques efficaces pour deux grands champs d’application : le criblage de

molécules a visée thérapeutique et les tests de thérapies innovantes (thérapie génique).

Les cellules rétiniennes générées a partir de cellules iPS de patients atteints de RP pourront
ainsi étre utilisées pour réaliser des criblages de composés d’origines variées (molécules
chimiques, composés naturels ou synthétiques, anticorps, microARNs). Plusieurs grandes

¢tapes en amont sont nécessaires au développement d’une étude de criblage :
1. La génération des outils cellulaires et son contrdle qualité

- La génération des outils correspond a la génération de cellules iPS a partir de patients
et d’individus indémnes ; le contrdle qualité correspond a la caractérisation des clones

de cellules iPS (pluripotence, caryotype, absence d’ARN viral).

2. Le développement d’un protocole de différenciation robuste et reproductible pour garantir

I’homogeénéité de la population cellulaire d’intérét :

- Différenciation des cellules iPS en cellules de I’EPR pour obtenir une population
amplifiable.

- Différenciation en structures de neuro-rétine pour étudier une population de neurones
(cellules ganglionnaires, photorécepteurs). Dans ce cadre, il peut s’avérer nécessaire

de dissocier les cellules pour isoler une population homogene (ex : photorécepteurs)

3. Le choix des tests fonctionnels et/ou marqueurs observables (prolifération, différenciation,

viabilité ou fonction spécialisée) reflétant le phénotype des cellules d’intérét.

- Survie des photorécepteurs dans le cas de la RP causée par la mutation RHO.
- Evaluation de ’activité de phagocytose dans le cas de la RP causée par la mutation
PRPF31.
Les collections de composés biologiques ou chimiques sont généralement détenues par les
industries pharmaceutiques. Les projets de criblage peuvent étre un point de convergence

entre les intéréts de la recherche publique et de I’industrie. Par collaboration ou par accords
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industriels, un projet de criblage peut étre intégré a une étude longue de développement de
nouveaux médicaments. Les modeles in vitro issus de cellules iPS de patients peuvent étre

utilisés dans les phases précliniques de conception de nouvelles molécules thérapeutiques.

Les composés ne sont généralement pas testés sur une population de patients avant les essais
cliniques de phase II. L’utilisation de cellules iPS de patients permet ainsi de tester I'efficacité
de futurs médicaments et leur toxicité¢ dans le contexte pathologique des les premiers stades

du processus, apportant un gain de fiabilité, de temps et d’argent (Grskovic et al., 2011).

Les différentes lignées de cellules iPS que nous avons générées forment une collection de
cellules pathologiques qui répondent aux critéres de la norme NF S96-900, particuliérement
par la validation d’un syst¢tme de mesure de la qualité. A I’avenir, cette collection pourra
rejoindre le Centre de Ressource Biologique (CRB) de I’Institut de la Vision ainsi que le
réseau « Bio Collections » (réseau de CRB en Neurosciences). De nouvelles cellules iPS
pourront compléter ce catalogue existant. Cette bio-banque permettra le développement de

nouvelles études en collaboration avec des partenaires industriels (Terray, 2014).

Dans un contexte plus global, la création d'une bio-banque de cellules iPS a partir d’une large
population, pourrait former un réservoir de modeles cellulaires pour I’étude de nombreuses
maladies. L’efficacité et la toxicité de médicaments potentiels pourraient étre testées en
présence de cellules de différentes origines génétiques (haplotypes). L’existence de telles bio-
banques de cellules iPS, partagées entre les universitaires et I’industrie pourrait grandement

faciliter le développement de nouvelles thérapies (Grskovic et al., 2011).

Les modeles de RP in vitro offrent, en plus, la possibilité¢ de tester 'efficacité¢ de thérapies
innovantes comme la thérapie génique (correction de la mutation et/ou apport d’un géne sain,
approche optogénétique). Les résultats obtenus a partir d'essais de thérapie génique dans un
systtme humain in vitro, couplés a des études in vivo dans des modeles animaux (s’ils
existent) pourraient conduire plus rapidement a des études précliniques de phase I/II et a des

essais cliniques.

L’utilisation des modéles animaux pour 1’analyse expérimentale et pour la validation pré-
clinique est souvent insuffisante voire inadaptée. En effet, la majorité des modeles animaux ne

permettent pas d’analyser tous les aspects de la pathologie humaine. Par exemple I'eeil de
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rongeur, souvent utilisé en recherche, n’a pas la méme taille, ni la méme structure qu’un ceil
humain. Certaines formes de RP ont des homologues canins, cependant 1’ceil du chien est
structurellement différent de celui de I’Homme et sa rétine ne posséde ni macula, ni fovéa

(Tsai et al., 2007).

Si les modeles de RP que nous avons développés semblent transposables a 1’ensemble des
genes mutés dans les RP non syndromiques mais aussi syndromiques (Usher), il serait
intéressant de développer un modeéle de ce type pour la DMLA, qui affecte aujourd’hui 25 a
30 millions de personnes a travers le monde. La mise au point de tests de criblage a haut débit
est actuellement envisagée pour trouver des molécules favorisant la survie ou diminuant le
stress oxydatif des cellules de ’EPR. L’origine de la DMLA n’est pas encore connue :
plusieurs facteurs de risque pourraient étre impliqués tels que 1’age, I’exposition au soleil, le
tabac et les antécédents familiaux généralement liés aux polymorphismes de certains geénes
comme le facteur H du complément et le locus ARMS2/HTRA1 (Yang et al., 2014). Méme si
’utilisation de cellules iPS avec différentes combinaisons d’haplotypes (protecteurs ou a
risque) peut étre envisagée, il reste difficile d’établir un modele in vitro robuste et

reproductible de DMLA reproduisant I’ensemble des facteurs de risque.

La thérapie cellulaire est un dernier grand axe de recherches concernant les cellules
rétiniennes dérivées de cellules iPS humaines. Dans le but de restaurer la vision, les cellules
dégénérées (cellules d’EPR et/ou photorécepteurs) pourraient étre remplacées par la
transplantation de cellules rétiniennes saines ou corrigées issues de cellules iPS. Avant de
pouvoir transplanter les cellules rétiniennes dérivées de cellules iPS de patient, une correction

de la mutation responsable de la RP devra étre effectuce.

Les patients atteints de dégénérescence rétinienne perdent principalement des cellules de

I’EPR et/ou des photorécepteurs. Par conséquent, deux approches peuvent étre envisagées :

- La greffe de cellules de I'EPR pour remplacer les cellules dysfonctionnelles ou

dégénérées afin de prévenir la perte de photorécepteurs.

- La greffe de précurseurs de photorécepteurs, capables de s’intégrer et de former de
nouvelles connexions avec les autres cellules de la rétine interne (MacLaren et al.,

2000).

243



244



Ces dernieres années, différents groupes ont mis en évidence que des photorécepteurs dériveés
de cellules ES ou iPS de souris sont capables de survivre et d’établir des connexions avec la
rétine hote suite a leur transplantation (Assawachananont et al., 2014 ; Decembrini et al., 2014
; Gonzalez-Cordero et al., 2013 ; Tucker et al., 2013b). L’amélioration de 1’intégration et de la
survie des cellules au sein de la rétine apres transplantation représentent les étapes cruciales

avant de pouvoir envisager la transplantation chez ’Homme.

Pour le remplacement des cellules de I’EPR, le frein technique est moins important puisque
ces cellules ne nécessitent pas la formation de nouvelles connexions synaptiques
contrairement aux photorécepteurs. Différentes études ont montré que la transplantation sous-
rétinienne de cellules de ’EPR dérivées de cellules ES ou iPS humaines est capable de
restaurer la fonction visuelle chez des rats RCS, un modele de dégénérescence rétinienne
causée par un dysfonctionnement de I'EPR (Carr et al, 2009; Idelson et al., 2009; Lu et al.,
2009). Aujourd’hui, la transplantation de cellules de I’EPR ne se limite plus aux modeles
animaux puisque des essais cliniques sont en cours avec des cellules de I’EPR différenciées a
partir de cellules ES (Schwartz et al., 2015). La greffe d’un feuillet de cellules de ’EPR
dérivées des propres cellules iPS d’un patient vient d’€tre initiée au Japon (Takahashi et
Kurimoto, 2014).

Cette approche autologue pourrait théoriquement étre utilisée pour des patients atteints de RP
dont la mutation est connue. En effet, il serait envisageable de corriger la mutation dans les
cellules 1PS du patient, de les différencier en cellules d’EPR et de les transplanter. Cependant,
la génération de cellules iPS spécifiques a chaque patient nécessite 1’utilisation de ressources
trés importantes (temporelles, matérielles et humaines). Dans ce contexte, ’avenir de la
thérapie cellulaire utilisant les cellules souches pluripotentes est dépendant de la création
d’une banque mondiale de cellules iPS haplotypées ce qui diminurait considérablement le
colt d’un traitement par transplantation (De Rham et Villard, 2014). La création d’une telle
banque, regroupant la majorité des combinaisons haplotypiques de la population mondiale,
devrait garantir la disponibilité de cellules iPS utilisables pour les approches de médecine

régénérative de la rétine et sa compatibilité avec la majorité des patients.
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Développement de modéles in vitro de rétinites pigmentaires a partir de cellules souches pluripotentes
humaines.

Les rétinites pigmentaires (RP) sont des pathologies rétiniennes cécitantes d’origine génétique caractérisées
par une perte des photorécepteurs. Nous avons ciblé des formes de RP autosomique dominante consécutives a
des mutations dans le gene du pigment visuel de la RHODOPSINE, du facteur d’épissage PRPF31 et du facteur
de transcription impliqué dans le développement des photorécepteurs NR2E3.

Les fibroblastes, issus de biopsies de peau de patients, ont été reprogrammeés en cellules iPS par une technique
dite non intégrative. Apres stabilisation des cellules iPS, nous avons vérifié leur propriété de pluripotence et
I’absence d’anomalie caryotypique.

Les cellules iPS porteuses d’une mutation du géne RHODOPSINE ont été différenciées dans le lignage des
photorécepteurs. Nos résultats montrent que les photorécepteurs porteurs de la mutation P347L du geéne
RHODOPSINE récapitulent la dégénérescence observée chez les patients.

Nous montrons que les cellules de 1’épithélium pigmentaire rétinien (EPR) dérivées de cellules iPS porteuses
de la mutation Cys294X du géne PRPF31 présentent des probleémes d’adhésion cellulaire due a 1’absence de
lame basale. Leur activité de phagocytose est alors perturbée, suggérant qu’un dysfonctionnement de I’EPR
pourrait étre a la base de la RP causée par la mutation Cys294X du géne PRPF31.

Les mode¢les développés nous ont permis de mieux comprendre les processus a la base de la pathogénése de
certaines RP. Ces modeles associés a des protocoles de criblage, pourraient permettre d’évaluer 1’efficacité et
la toxicité de nouvelles molécules pharmacologiques, mais également étre utilisés pour valider des approches
de thérapie génique.

Mots clés : rétinite pigmentaire, cellules souches pluripotentes induites, reprogrammation, différenciation,
mutations.

Development of in vitro models of retinitis pigmentosa using patient-specific pluripotent stem cells.

Retinitis pigmentosa (RP) is an inherited retinal diseases characterized by a loss of photoreceptors. We focused
specific forms of autosomal dominant RP with mutations in the rod visual pigment RHODOPSIN, the
ubiquitous splicing factor PRPF31 and the transcription factor involved in the development of photoreceptors
NR2E3.

Fibroblasts from skin biopsies of patients were reprogrammed into iPS cells by a non-integrative approach.
After stabilization of iPS cell lines, we verified their pluripotency property and the absence of karyotype
abnormalities

Based on the retinal differentiation protocol, iPS cells carrying a mutation in the RHODOPSIN gene have been
differentiated in the photoreceptor lineage. Our results showed that the photoreceptors expressing the mutated
form of RHODOPSIN summarizing the process of degeneration observed in RP patients.

We show that retinal pigment epithelium (RPE) cells derived from iPS cells carrying a mutation in the PRPF31
gene lack basal membranes and have cell adhesion disorders. Consequently, their phagocytic activity is
disturbed, suggesting that a malfunction of the RPE could be the primary step of the development of RP caused
by mutation Cys294X in the PRPF31 gene.

The models developed from specific-patient iPS cells have enabled us to better understand the processes
underlying the pathogenesis of some RP. These models associated with screening protocols could be used to
evaluate the efficacy and toxicity of new pharmacologic compounds but also used to validate new gene therapy
approaches.

Keywords: retinitis pigmentosa, induced pluripotent stem cells, reprogramming, differentiation, mutations.



