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Titre : Développement d’organoïdes cérébraux de patients atteints du déficit en transporteur de la créatine 

comme outil d’évaluation de l’efficacité d’agents thérapeutiques 

Mots clés : Organoïdes cérébraux, Déficit en transporteur de la créatine, Physiopathologie du CTD, 

Biomarqueurs CTD, Neurogenèse, Synaptogenèse 

Résumé : Le déficit en transporteur de la créatine 

(CTD) est une maladie génétique et métabolique rare 

dans laquelle la perte de fonctionnalité du 

transporteur de la créatine (CRT, SLC6A8) conduit à 

une absence de créatine dans le cerveau. Les patients 

CTD présentent un trouble neurodéveloppemental 

qui se manifeste par une déficience intellectuelle 

avec un retard de langage, ainsi que des troubles du 

comportement et de l’épilepsie dans certains cas. À 

l’heure actuelle, aucune thérapie efficace n’est 

disponible. L’absence de CRT fonctionnel représente 

un obstacle majeur à l’administration de créatine 

dans le cerveau et à l’amélioration du tableau clinique 

des patients CTD. De plus, les connaissances sur les 

mécanismes moléculaires et cellulaires cérébraux 

affectés par la diminution en créatine restent encore 

à préciser. Les études actuelles sont basées sur 

l’utilisation de cultures cellulaires humaines 

classiques, souvent considérées comme non 

physiologiques, et sur des modèles animaux dont les 

différences inter-espèces compliquent 

l’extrapolation des résultats à l’être humain. Pour 

préciser les mécanismes affectés et identifiés de 

nouvelles cibles potentielles pour les traitements 

pharmacologiques, il est important de développer de 

nouveaux modèles CTD humains pertinents. 

L’utilisation combinée de ces différents modèles 

permettrait de renforcer la découverte de 

biomarqueurs du CTD et de fournir des données 

convergentes solides pour soutenir les essais 

cliniques. 

Ce projet de thèse repose sur le développement 

d’organoïdes cérébraux CTD, un modèle cellulaire 

humain mimant le cerveau des patients CTD pour 

mieux appréhender le rôle de la créatine dans les 

dysfonctionnements cérébraux des patients atteints. 

Après avoir obtenu et caractérisé ce nouveau 

modèle in vitro humain CTD, la comparaison des 

protéomes d’organoïdes sains vs CTD a permis 

d’identifier plusieurs altérations moléculaires et 

cellulaires en lien avec les processus de 

neurogenèse et de synaptogenèse, le métabolisme 

énergétique et les processus de méthylation. Ces 

observations ont été validées par l’utilisation 

d’organoïdes cérébraux CTD ré-exprimant le CRT 

fonctionnel, ainsi que par des modèles murins 

Slc6a8-/y traités ou non avec l’ester dodécylique de 

créatine (DCE), une prodrogue permettant 

d’augmenter la teneur en créatine du cerveau. 

Les résultats obtenus mettent en exergue que 

l’absence de créatine cérébrale entraîne une 

suractivation de la voie GSK3β, l’expression 

génique de facteurs, la stabilité des microtubules, 

un déficit d’incorporation du glucose, un déficit 

mitochondrial et une hypométhylation de l’ADN. 

Ces modifications semblent altérer les processus de 

neurogenèse et de synaptogenèse responsables 

des altérations des fonctions cognitives chez les 

patients. Ces différentes voies dérégulées, décrites 

pour la première fois dans le CTD grâce à 

l’utilisation conjointe d’organoïdes cérébraux CTD 

humains et de modèles murins Slc6a8-/y, mettent 

en évidence de nouveaux biomarqueurs qui 

peuvent être utilisés pour tester l’efficacité 

thérapeutique de candidats médicaments dans des 

études précliniques et cliniques. 
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Title : Development of brain organoids from patients with creatine transporter deficiency as a tool for 

evaluating the efficacy of therapeutic agents 

Keywords : Brain organoids, Creatine Transporter Deficiency, CTD physiopathology, CTD biomarkers, 

Neurogenesis, Synaptogenesis 

Abstract: Creatine transporter deficiency (CTD) is a 

rare genetic and metabolic disorder in which loss of 

functionality of the creatine transporter (CRT, 

SLC6A8) leads to an absence of creatine in the brain. 

CTD patients present with a neurodevelopmental 

disorder manifesting as intellectual disability with 

language delay, as well as behavioral disorders and 

epilepsy in some cases. At present, no effective 

therapy is available. The absence of a functional CRT 

represents a major obstacle to delivering creatine to 

the brain and improving the clinical picture of CTD 

patients. In addition, our knowledge of the molecular 

and cellular mechanisms in the brain affected by 

creatine depletion has yet to be clarified. Current 

studies are based on the use of conventional human 

cell cultures, often considered non-physiological, and 

on animal models, whose inter-species differences 

complicate the extrapolation of results to humans. To 

clarify the affected mechanisms and identify potential 

new targets for pharmacological treatments, it is 

important to develop new, relevant human CTD 

models. The combined use of these different models 

would enhance CTD biomarker discovery and provide 

solid convergent data to support clinical trials. 

This thesis project is based on the development of 

CTD brain organoids, a human cellular model 

mimicking the brain of CTD patients, to better 

understand the role of creatine in brain dysfunctions 

in affected patients. 

After obtaining and characterizing this new in vitro 

human CTD model, comparison of the proteomes 

of healthy vs CTD organoids identified several 

molecular and cellular alterations linked to 

neurogenesis and synaptogenesis processes, 

energy metabolism and methylation processes. 

These observations were validated using CTD brain 

organoids re-expressing functional CRT, as well as 

Slc6a8-/y mouse models treated or untreated with 

dodecyl creatine ester (DCE), a prodrug used to 

increase brain creatine content. 

The results obtained highlight that the absence of 

cerebral creatine leads to overactivation of the 

GSK3β pathway, gene expression of factors, 

microtubule stability, glucose incorporation 

deficiency, mitochondrial deficiency, and DNA 

hypomethylation. These changes appear to alter 

the processes of neurogenesis and synaptogenesis 

responsible for the cognitive impairment in 

patients. These different dysregulated pathways, 

described for the first time in CTD thanks to the 

combined use of human CTD brain organoids and 

Slc6a8-/y mouse models, highlight new biomarkers 

that can be used to test the therapeutic efficacy of 

drug candidates in preclinical and clinical studies. 
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« Les neurosciences sont de loin la branche la plus passionnante 

de la science, car le cerveau est l’objet le plus fascinant de l’univers. 

Chaque cerveau humain est différent, le cerveau rend 

chaque être humain unique et définit qui il est. » 

 

Stanley B. Prusiner  
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Partie 1 : Le déficit en transporteur de la créatine 

1. Le métabolisme de la créatine 

1.1 Généralités 

La créatine (Cr), ou acide α-méthyl-guanidinoacétique (Figure 1), est un dérivé d’acide 

aminé découvert en 1832 par le chimiste Michel-Eugène Chevreul comme constituant 

de la viande. Il lui a alors donné le nom de créatine en se basant sur le mot grec kreas 

signifiant viande. 

 

La créatine est une molécule polaire hydrophile (LogP = -1,22) incapable de traverser 

les membranes plasmatiques sans un transporteur. La très grande majorité de la 

créatine est retrouvée dans les muscles squelettiques (95 %). Les 5 % restants sont 

principalement localisés dans le cerveau, le cœur, la rétine, les testicules, le foie et les 

reins. 

 

1.2 Apport en créatine par l’alimentation 

Chez les mammifères, la moitié de l’apport de créatine provient des protéines dans 

l’alimentation (viandes, poissons et produits laitiers). La créatine ingérée est captée par 

l’intestin au niveau des entérocytes qui expriment le transporteur de la créatine côté 

apical. En revanche, le mécanisme de passage vers la circulation sanguine côté 

basolatéral est inconnu (Rae & Bröer, 2015). 

Figure 1 : Structures chimiques du système créatine (Cr) et phosphocréatine (PCr), catalysé par 

la créatine kinase (CK) 
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1.3 Apport en créatine par la synthèse endogène 

L’autre moitié des besoins en créatine est apportée par une synthèse endogène réalisée 

en deux étapes (Figure 2). La première étape fait intervenir l’enzyme L-arginine:glycine 

amidinotransférase (AGAT) qui catalyse le transfert du groupement guanidino de 

l’arginine à la glycine pour former de l’ornithine et du guanidinoacétate (GAA). La 

deuxième étape est effectuée par l’enzyme guanidinoacétate méthyltransférase 

(GAMT) qui catalyse le transfert du groupement méthyl de la S-adénosylméthionine 

(SAM) au GAA pour former de la S-adénosylhomocystéine et de la créatine. Certaines 

études estiment que la synthèse en créatine consommerait 40 % des groupes méthyl 

de SAM (Brosnan et al, 2011). 

Il existerait plusieurs niveaux de régulation de la synthèse endogène. L’expression 

d’AGAT est réprimée au niveau pré-traductionnel par de fortes concentrations en 

créatine, tandis que l’activité de GAMT est inhibée in vitro par des niveaux élevés en S-

adénosylhomocystéine (McGuire et al, 1984; Stockler et al, 2007). De fortes 

concentrations en arginine, et dans une certaine limite de glycine, favorisent la 

synthèse de créatine. 

 

1.3.1 La synthèse de créatine en périphérie 

La synthèse de créatine dans le corps se fait principalement dans les reins et le foie 

(Figure 2). AGAT est exprimée de manière prédominante dans les reins, tandis que 

GAMT est exprimée dans le foie. La synthèse de créatine dans le corps se fait donc 

principalement dans ces deux organes. Cependant, les enzymes de biosynthèse sont 

également exprimées à de moindres niveaux dans d’autres organes comme le pancréas 

et le cerveau. 
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1.3.2 La synthèse de créatine intracérébrale 

Une fois synthétisée la créatine est acheminée par voie sanguine vers les organes à 

fortes demandes en énergie (les muscles, le cœur et le cerveau).  La créatine est ensuite 

internalisée dans les cellules cibles par son transporteur spécifique, SLC6A8. 

Historiquement, l’apport de créatine au niveau cérébral a été attribuée à la synthèse en 

Figure 2 : Biosynthèse de la créatine, transport et système Cr/PCr/CK 

Dans les reins, l’enzyme AGAT synthétise l’intermédiaire GAA, qui est transféré dans le foie et méthylé par GAMT 

pour donner de la créatine. La créatine est libérée dans la circulation sanguine pour atteindre les tissus à fortes 

demandes énergétiques tels que les muscles squelettiques, le cerveau, les reins et le cœur. Les cellules transportent 

la créatine par un transporteur spécifique (SLC6A8). La créatine peut être convertie en phosphocréatine par les 

créatine kinases mitochondriales (MtCK) ou cytosoliques (CK) de manière à réguler les concentrations d’ATP et 

d’ADP. La créatine est dégradée en créatinine via une réaction spontanée non-enzymatique. La créatinine est 

excrétée dans les urines. Adapté d’après Fernandes-Pires & Braissant, 2022. 
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périphérie (Wyss & Kaddurah-Daouk, 2000). Le transporteur de la créatine (CRT) est 

exprimé au niveau de la barrière hématoencéphalique (BHE), ce qui permettrait le 

passage de la créatine dans le parenchyme cérébral (Figure 3). 

 

La BHE est une structure multicellulaire complexe qui sépare le système nerveux central 

(SNC) de la circulation systémique. Elle est localisée au niveau des cellules endothéliales 

cérébrales qui tapissent la paroi des microvaisseaux cérébraux. Avec les péricytes, les 

astrocytes, les oligodendrocytes, les neurones, la microglie et la membrane basale, les 

cellules endothéliales de la BHE forment une unité fonctionnelle appelée l’unité 

neurovasculaire (Gosselet, 2017). En interagissant continuellement, ces différents types 

cellulaires permettent de réguler finement l'influx et l'efflux d'ions, d'oxygène et de 

nutriments entre les compartiments sanguin et cérébral. Ce contrôle précis de 

l’homéostasie du SNC permet le bon fonctionnement des neurones et protège 

également le tissu neuronal des toxines et des agents pathogènes (Daneman & Prat, 

Figure 3 : Transport et synthèse de la créatine dans le SNC 

Le passage de la créatine par la BHE est relativement limité puisque les pieds astrocytaires sont dépourvus du CRT. 

Le cerveau doit assurer une synthèse de créatine intracérébrale. Les enzymes AGAT et GAMT sont exprimées dans 

les neurones, oligodendrocytes et astrocytes mais sont rarement co-exprimées dans la même cellule, ce qui implique 

que le GAA doit être transporté via SLC6A8 pour compléter la synthèse de créatine. Adapté d’après Fernandes-Pires 

& Braissant, 2022. 
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2015). Bien que les cellules endothéliales microvasculaires cérébrales expriment le CRT, 

les pieds astrocytaires qui entourent la BHE sont dépourvus de ce transporteur rendant 

le passage de la créatine périphérie relativement limité (Braissant et al, 2001, 2002; 

Lowe et al, 2015) (Figure 3). Il semblerait donc que l’apport de créatine dans le cerveau 

reposerait davantage sur une synthèse intracérébrale. En effet, AGAT et GAMT sont 

exprimées dans toutes les structures cérébrales et dans plusieurs types cellulaires 

(neurones, astrocytes et oligodendrocytes) (Figure 3). En revanche, ces deux enzymes 

sont très peu co-exprimées dans les mêmes cellules. Dans le cortex cérébral du rat, 

seulement 12 % des cellules co-expriment les deux enzymes. Comme pour la synthèse 

périphérique, la synthèse intracérébrale semble donc être divisée spatialement. La 

synthèse commencerait dans les cellules exprimant AGAT, puis l’intermédiaire GAA 

pourrait être transporté jusqu’aux cellules exprimant GAMT, en passant par le CRT. 

D’autres études ont montré que le GAA pouvait également être transporté par le 

transporteur de la taurine (Braissant, 2012). La créatine synthétisée serait finalement 

effluée dans le parenchyme cérébral pour être captée par les cellules exprimant le CRT. 

Comme les enzymes de biosynthèse, le transporteur de la créatine est exprimé dans 

toutes les structures cérébrales (Braissant et al, 2011). En revanche, le CRT n’est exprimé 

que dans les neurones et les oligodendrocytes et n’est pas détecté dans les astrocytes, 

à l’exception du cervelet (Mak et al, 2009). De plus, les astrocytes peuvent exprimer 

SLC6A8 quand ils sont dans un état activé ce qui permettrait d’augmenter la 

perméabilité de la BHE pour la créatine afin de protéger le cerveau de phénomènes 

d’inflammation (Braissant et al, 2008). SLC6A8 est également exprimé au niveau du 

plexus choroïde et des épithéliums épendymaires. L’efflux de créatine des cellules se 

ferait quant à lui par un autre transporteur inconnu. Les transporteurs candidats pour 

l’efflux de la créatine seraient les transporteurs de cations organiques (OCT), comme 

hOCT2, connu pour transporter la créatine et des composés guanidines (Rae & Bröer, 

2015). 

L’origine de la créatine cérébrale est probablement différente selon le stade de 

développement du cerveau. De par le profil d’expression des enzymes de synthèse et 
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du transporteur, le cerveau adulte semble reposer davantage sur la synthèse 

intracérébrale, tandis que le cerveau fœtal doit reposer sur la créatine synthétisée dans 

les organes périphériques ou d’origine maternelle. Pendant le développement fœtal, le 

cerveau exprime GAMT à des niveaux très faibles alors que l’expression du CRT est plus 

importante dans les barrières cérébrales (Braissant, 2012). De plus, au début du 

développement fœtal, le CRT est exprimé au niveau du plexus choroïde mais pas des 

cellules endothéliales de la BHE, suggérant un passage de la créatine périphérique par 

la barrière sang-liquide céphalorachidien (LCR). Puis, suite à l’angiogenèse du SNC, 

l’expression du CRT au niveau des barrières cérébrales serait inversée, favorisant un 

passage de la créatine périphérique par la BHE. 

 

1.4 Excrétion de la créatine 

La Cr et la PCr sont spontanément dégradées par une conversion non-enzymatique en 

créatinine (Crn), une version cyclisée de la créatine (Brosnan & Brosnan, 2010) (Figure 

4). Ce produit de dégradation n’a pas de fonction métabolique, il traverse passivement 

les membranes des cellules pour être excrété dans les urines (Figure 2). Cette 

conversion s’effectue à raison de 1,5 % à 2 % de la créatine totale par jour (Wyss & 

Schulze, 2002; Stockler-Ipsiroglu & van Karnebeek, 2014; Cheillan et al, 2005). Un 

homme de 70 kg contient environ 120 g de créatine, dont 90 % sont localisée dans le 

tissu musculaire (Schulze, 2003). L’excrétion urinaire de Crn est donc un indicateur de 

la masse musculaire et est utilisée comme marqueur de la fonction rénale. Les niveaux 

de créatine doivent être restaurés par un apport quotidien assuré par la synthèse 

endogène et l’alimentation. 

Figure 4 : Structure chimique de la créatinine 
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1.5 Le système Cr/PCr et créatine kinases 

La créatine est un acide aminé jouant un rôle essentiel dans le métabolisme 

énergétique par la conversion vers sa forme phosphorylée ou phosphocréatine (PCr) 

(Figure 1). Ainsi pour mobiliser les groupements phosphates de haute énergie, le 

couple Cr/PCr nécessite un système de créatine kinases (CK) au niveaux des 

mitochondries (MtCK) et des sites de consommation (CK cytoplasmiques) (Figure 2). 

Il existe deux isoformes de MtCK chez l’humain : la MtCK sarcomérique (sMtCK), dans 

les muscles, et l’ubiquitaire (uMtCK), dans le reste des tissus dont le cerveau. Les MtCK 

génèrent de la PCr à partir de l’adénosine triphosphate (ATP) mitochondriale pour être 

ensuite transférée dans le cytoplasme. Les MtCK sont généralement situées au niveau 

des crêtes mitochondriales ou des sites de contacts entre les membranes 

mitochondriales interne et externe. Elles se présentent sous la forme d’un octamère 

complexé avec la translocase ATP/ADP et une porine de manière à contrôler finement 

la concentration ATP/ADP dans l’espace intermembranaire (Rae & Bröer, 2015). Le 

couple Cr/PCr régule donc la phosphorylation oxydative (l’OXPHOS) en contrôlant la 

disponibilité de l’adénosine diphosphate (ADP) dans la mitochondrie. 

Les CK cytoplasmiques existent sous la forme de dimères de plusieurs isoformes. Il 

existe des homodimères musculaires (MM-CK) et cérébraux (BB-CK) ainsi qu’un 

hétérodimère (MB-CK) qui peut être retrouvé dans le cœur. Ces CK cytoplasmiques 

sont généralement rattachées aux structures qui demandent beaucoup d’ATP pour 

faciliter les échanges. Il s’agit de couplage fonctionnel (Schlattner et al, 2006). Le 

système Cr/PCr/CK a ainsi un rôle important dans le fonctionnement des ATPases, 

essentielles pour la restauration des gradients ioniques, le recyclage des 

neurotransmetteurs, la synthèse moléculaire et le transport dans la cellule. 
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1.6 Le transporteur de la créatine SLC6A8 

La créatine est principalement transportée par un transporteur spécifique, SLC6A8, 

dépendant du sodium et du chlore. Le gène Slc6a8 est localisé sur le chromosome X, 

sur le locus Xq28. Il est exprimé dans la plupart des tissus humains, en particulier dans 

les muscles squelettiques et les reins, et plus faiblement dans le colon, le cerveau, le 

cœur, les testicules et la prostate (Salomons et al, 2003). Le gène Slc6a8 est composé 

de 13 exons et code une protéine de 635 acides aminés ayant une masse de 70 kDa 

(van de Kamp et al, 2014).  

SLC6A8 est un membre de la famille des solute-carrier family 6 (SLC6) qui comporte 

20 membres de divers transporteurs de neurotransmetteurs et d’acides aminés 

(Pramod et al, 2013) (Figure 5). La famille SLC6 est divisée en 4 sous-groupes en 

fonction du type de substrat transporté : 

- Les transporteurs de neurotransmetteurs : les transporteurs de l’acide gamma-

aminobutyrique (GABA) (SLC6A1, GAT1 ; SLC6A11, GAT3, SLC6A13, GAT2), les 

transporteurs de monoamines (norépinéphrine, SLC6A2, NET ; dopamine, 

SLC6A3, DAT ; sérotonine, SLC6A4, SERT), et les transporteurs de la glycine 

(SLC6A5, GLYT2 ; SLC6A9, GLYT1). 

- Les transporteurs d’acides aminés : le transporteur de la proline (SLC6A7, PROT), 

et des transporteurs d’acides aminés neutres et cationiques (SLC6A14, 

B0+/ATB0+ ; SLC6A15, B0AT2 ; SLC6A17, NTT4/XT1 ; SLC6A18, B0AT3 ; SLC6A19, 

B0AT1 ; SLC6A20, IMINO). 

- Les transporteurs d’osmolytes : le transporteur de la taurine (SLC6A6, TauT), les 

transporteurs de la créatine (SLC6A8, CRT1 ; SLC6A10, CRT2), et le transporteur 

de la bétaïne (SLC6A12, BGT1). 

- Un transporteur orphelin (SLC6A16, NTT5). 

Les divisions fonctionnelles de la famille SLC6 correspondent étroitement aux 

regroupements observés en phylogénie (Pramod et al, 2013) (Figure 5). Les SLC6 sont 

des transporteurs actifs secondaires puisqu’ils transportent leurs substrats contre leur 
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gradient électrochimique grâce à l’énergie fournie par un ion sodique qui suit son 

gradient électrochimique. La plupart de SLC6 co-transportent aussi un ion chlorure. 

SLC6A8 co-transporte ainsi deux Na+ et un Cl- pour faire passer la créatine dans la 

cellule contre son gradient électrochimique. 

 

En terme d’homologie, SLC6A8 est le plus proche du transporteur de la taurine (52% 

d’homologie) et des transporteurs GABA/bétaïne (48-50% d’homologie) (van de Kamp 

et al, 2014). Cependant, l’homologie n’est pas assez importante pour que les substrats 

de ces transporteurs soient efficacement pris en charge par SLC6A8. En revanche, il 

suffit de substituer quelques acides aminés de SLC6A8 pour le convertir en 

transporteur du GABA (Dodd & Christie, 2007). 

Figure 5 : Arbre phylogénétique des membres de la famille SLC6 

D’après Pramod et al, 2013 
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La structure hypothétique de SLC6A8 consiste en 12 segments transmembranaires avec 

les parties N-terminale et C-terminale tournées vers le cytoplasme, ainsi qu’une grande 

boucle extracellulaire entre les segments 3 et 4 avec des sites de N-glycosylation (van 

de Kamp et al, 2014; Christie, 2007) (Figure 6). Il existe également des sites putatifs de 

phosphorylation au niveau des extrémités de la protéine et dans les boucles 

intracellulaires entre les segments 2 et 3, et les segments 4 et 5. Ces modifications post-

traductionnelles pourraient être importantes pour réguler son activité. En effet, il a été 

montré que l’AMPK (« AMP-activated protein kinase ») serait un régulateur positif du 

transport de la créatine dans les cardiomyocytes, tandis qu’il inhiberait le transport 

dans les cellules rénales (van de Kamp et al, 2014). De plus, les kinases mTOR, PIKfyve, 

SGK1 et SGK3 augmentent l’activité du CRT, alors que JAK2, JAK3, SPAK, OSR1 et GSK3β 

l’inhibent (Shojaiefard et al, 2006; Strutz-Seebohm et al, 2007; Shojaiefard et al, 2005, 

2012; Fezai et al, 2015, 2014, 2016). 

  

 

 

Figure 6 : Représentation schématique de la structure de SLC6A8 

La structure de SLC6A8 est basée sur celle du transporteur de la leucine, LeuT, d’Aquifex aeolicus. (ECL, boucle 

extracellulaire). Le site de liaison prédit pour la créatine est indiqué par le rond noir Cr. Les petits points noirs 

indiquent le Na+ lié. D’après Christie, 2007. 
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Une étude a également décrit un motif putatif leucine zipper dans la 3e boucle 

extracellulaire qui pourrait être impliqué dans la polymérisation du transporteur (Sora 

et al, 1994). De plus, des résultats et observations chez d’autres transporteurs 

suggèrent que les régions après le segment 10 seraient impliquées dans 

l’oligomérisation de ces transporteurs (Betsalel et al, 2012).  

L’activité du CRT pourrait être régulée par des hormones (Shojaiefard et al, 2005). Dans 

le cœur, l’hormone de croissance et l’hormone thyroïdienne modulent la transcription 

du gène Slc6a8. De plus, le transport de créatine est augmenté par les catécholamines, 

l’hormone thyroïdienne, l’amyline, l’insuline (à des concentrations supra-

physiologiques) et l’IGF1. L’action de ces hormones passerait par la modulation du 

gradient de sodium à travers la membrane par la stimulation de la Na/K/ATPase, 

modulant ainsi le transport actif secondaire dépendant du sodium du CRT. 

SLC6A8 a une forte affinité envers la créatine (Km entre 15 et 110 µM) (Ardon et al, 

2016; Snow & Murphy, 2001). Il est ainsi exprimé dans les organes ayant de forts 

besoins en énergie ainsi que dans les structures responsables du maintien des réserves 

de créatine dans le corps. En effet, au niveau intestinal, SLC6A8 est localisé dans la 

partie apicale des entérocytes pour permettre le passage de la créatine exogène. Dans 

les reins, SLC6A8 permet la réabsorption de créatine en étant exprimé au niveau de la 

partie apicale des cellules du tubule proximal. Cependant, la sortie de Cr dans le sang 

par le CRT est impossible à cause du gradient Na+ et Cl- qui est inversé. Pour compléter 

la réabsorption de créatine transépithéliale au niveau intestinal et rénal, la créatine a 

besoin d’un autre mode de transport. 

Il existe deux variants d’épissage : SLC6A8C ou CRT4, dont l’ARNm contient l’intron 4 

et les exons 5 à 13, et SLC6A8D ou CRT5, identique au précédent sans l’exon 9 

(Martínez-Muñoz et al, 2008; Ndika et al, 2014). Ces variants d’épissage sont incapables 

de transporter la créatine, mais ils pourraient réguler l’oligomérisation de SLC6A8 ce 

qui affecterait son trafic et sa stabilité. Ces variants d’épissage permettraient une plus 

grande abondance du CRT en contribuant à être des cibles alternatives de Nedd4-2, 
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une ubiquitine ligase, qui influence la dégradation de transporteurs Na+/Cl-. Cette 

hypothèse est étayée par le fait que SGK1 et SGK3, des inhibiteurs de Nedd4-2, 

augmentent le Vmax du CRT (Ndika et al, 2014). 

Il existe également un pseudogène, SLC6A10P localisé sur le chromosome 16p11.1. Il 

s’agirait d’une duplication de la région Xq28 (Nasrallah et al, 2010). Ce paralogue est 

exprimé dans les testicules et le cerveau mais il ne serait pas fonctionnel dû à la 

présence d’un codon STOP prématuré dans l’exon 4 (Bayou et al, 2008; Chen et al, 

2004). 

Il existerait un autre transporteur de la créatine, MCT12 (monocarboxylate transporter 

12) codé par le gène SLC16A12. Ce transporteur permettrait un transport facilité de la 

créatine, selon son gradient de concentration, avec un Km élevé (567,4 µM) (van de 

Kamp et al, 2014). Il pourrait s’agir du transporteur qui permet l’efflux de la créatine 

des cellules rénales et intestinales. 

Le β-guanidine propionate (β-GPA) et γ-guanidinobutyrate sont des analogues 

compétitifs de la créatine qui peuvent donc inhiber son transport par le CRT. 

L’intermédiaire de synthèse, le GAA, est également transporté par le CRT mais avec une 

moins grande affinité par rapport à la créatine (Km 10 fois plus élevé pour le GAA) 

(Tachikawa et al, 2008). 

 

1.7 Rôles physiologiques de la créatine 

Rôle dans le métabolisme énergétique : bien que les rôles de la créatine soient 

nombreux et divers, la Cr est principalement associée à la régulation du métabolisme 

énergétique des cellules (Wyss & Kaddurah-Daouk, 2000). En effet, elle est convertie 

en phosphocréatine par des créatines kinases (CK) qui transfèrent un groupement 

phosphate de l’ATP (Figure 2). Le système Cr/PCr, couplé aux CK, permet de maintenir 

des niveaux élevés d’énergie dans les organes à fortes demandes énergétiques comme 

le cerveau. En effet, le couple Cr/PCr agit comme une navette d’énergie : il transporte 



Chapitre 1 – Introduction 

35 
 

les groupements phosphates de hautes énergies depuis les sites de productions au 

niveau des mitochondries, jusqu’aux sites de consommations dans le cytoplasme. Le 

groupement phosphate de la PCr est alors transféré à l’ADP pour régénérer de l’ATP. 

Contrairement au couple ATP/ADP (Poids moléculaires (PM) = 507 daltons et 427 

daltons, respectivement), le système Cr/PCr (PM = 131 daltons et 211 daltons, 

respectivement) peut diffuser plus librement dans le cytoplasme et à des niveaux plus 

élevés grâce à sa petite taille et sa faible charge négative. Il constitue donc un pool 

d’énergie cellulaire qui favorise le maintien des concentrations d’ATP permettant le 

bon fonctionnement des processus physiologiques. La réaction catalysée par les CK est 

40 fois plus rapide que l’OXPHOS pour générer la même quantité d’ATP et 10 fois plus 

rapide que la glycolyse (Rae & Bröer, 2015).  

Rôle dans la neuromodulation et neurotransmission : la créatine est également 

considérée comme un neurotransmetteur ou neuromodulateur (Almeida et al, 2006) 

(Figure 7). En effet, les composés guanidino comme la créatine et le GAA peuvent 

affecter la neurotransmission GABAergique en tant qu’agoniste, parfois partiel, des 

récepteurs GABAA (Rae & Bröer, 2015). La créatine peut également réduire l’inhibition 

de la glycine dans des cultures de neurones. Almeida et al ont montré que la créatine 

est libérée dans le SNC comme les neurotransmetteurs classiques (Almeida et al, 2006). 

La libération de créatine est bloquée par l’absence de calcium ou par la tétradotoxine 

(TTX), et est favorisée par le blocage des canaux potassiques (Rae & Bröer, 2015). La 

libération de créatine semble donc pouvoir dépendre des potentiels d’action. De plus, 

l’ajout de créatine favorise l’activité de la pompe Na+/K+ via la voie NMDA-

calcineurine, et protège contre la toxicité du glutamate. Plusieurs pistes tendent donc 

à montrer le rôle neuromodulateur de la créatine, notamment au niveau des récepteurs 

NMDA et GABA. La créatine est aussi impliquée dans la migration du cône de 

croissance et l’élongation axonale et dendritique (Braissant & Henry, 2008). 
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Rôle dans la stabilisation des membranes : la PCr est un zwitterion de par la présence 

des groupements phosphate et carboxyl négatifs et du groupement guanidino positif. 

Sa taille et son caractère de zwitterion lui permet d’interagir avec les têtes chargées 

des phospholipides membranaires, favorisant la stabilisation des membranes 

(Tokarska-Schlattner et al, 2012). Grâce à son action de tampon énergétique et de 

stabilisation des membranes, le système Cr/PCr permet ainsi le bon fonctionnement de 

la Na+/K+ ATPase. Cette enzyme est nécessaire au maintien du gradient ionique pour 

l’excitabilité neuronale. 

 

 

 

Figure 7 : Rôle de la créatine dans la neuromodulation et neurotransmission 

Le rôle de la créatine dans la neurotransmission est mis en évidence par sa libération dépendante de potentiels 

d’action et ses propriétés d’agoniste partiel des récepteurs GABAA-R post-synaptiques et éventuellement d’autres 

récepteurs. Adapté d’après Fernandes-Pires & Braissant, 2022. 
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Rôle anti-apoptotique : la présence de créatine permet à la MtCK de se complexer en 

octamère avec la translocase ATP/ADP (ANT) et le canal anionique voltage-dépendant 

(VDAC) empêchant ou retardant ainsi l’ouverture des pores de transition de 

perméabilité mitochondriale (mPTP) qui est un processus précoce de l’apoptose 

(Dolder et al, 2003; Schlattner et al, 2006; Guzun et al, 2012) (Figure 8). Il existe un lien 

étroit entre la créatine et la fonction mitochondriale. Les modifications du couple 

Cr/PCr régulent finement la respiration mitochondriale et la diminution de créatine 

dans le cerveau est associé à une perturbation de l’activité métabolique et des 

anomalies structurelles des mitochondries (Giusti et al, 2019). 

Figure 8 : Complexe MtCK/ANT/VDAC dans l’espace intermembranaire mitochondrial 

La présence de créatine permet à la MtCK de se structurer sous forme d’octamère et d’interagir avec ANT et VDAC. 

Dans ce complexe, l’ATP nouvellement synthétisé par l’ATPase est exporté par ANT dans l’espace intermembranaire 

au plus près de la MtCK afin de transférer le phosphate de haute énergie sur la Cr. L’interaction de la MtCK avec 

VDAC facilite l’exportation de PCr dans le cytosol. D’après Guzun et al, 2012. 
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Rôle antioxydant et neuroprotecteur : la créatine pourrait exercer une activité 

antioxydante légère en piégeant directement des espèces réactives de l’oxygène et de 

l’azote. La Cr empêcherait également l'induction de lésions dues à l’oxydation sur l'ADN 

mitochondrial et sur les ARN (Sestili et al, 2011). De plus, plusieurs expériences tendent 

à montrer un rôle neuroprotecteur de la créatine. En effet, dans l’hippocampe de rat, 

la créatine protège les neurones de la toxicité induite par un excès de glutamate et du 

peptide β-amyloïde (Brewer & Wallimann, 2000). La supplémentation en créatine 

semble améliorer la concentration ainsi que la mémoire et l’apprentissage à court 

terme (Rae et al, 2003; Cameron et al, 2017). 

Rôle comme osmolyte : comme la bétaïne et la taurine, la créatine peut agir comme 

osmolyte pour protéger les cellules lors d’un stress hypertonique (Alfieri et al, 2006). 

Lorsque des cellules sont confrontées à ce stress, le transport de créatine est augmenté, 

améliorant ainsi la survie cellulaire. De plus, la créatine peut être libérée lorsque les 

astrocytes sont exposés à des conditions hypotoniques (Bothwell et al, 2002). 

 

1.8 Le métabolisme de la créatine dans les pathologies cérébrales 

De par ces rôles divers, la créatine joue un rôle majeur dans l’homéostasie des cellules 

cérébrales et la supplémentation en créatine peut augmenter les mesures de la 

fonction cognitive (Forbes et al, 2022). Ces effets cognitifs semblent être plus robustes 

lorsque la bioénergie du cerveau est mise à l'épreuve, comme dans le cas d'une 

privation de sommeil. Par conséquent, la supplémentation en créatine est envisagée 

dans le cadre de neuropathologies où la bioénergie du cerveau est altérée (Béard & 

Braissant, 2010; van de Kamp et al, 2014). En effet, plusieurs neuropathologies sont 

caractérisées par une diminution de créatine cérébrale et/ou un dysfonctionnement 

bioénergétique. 
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Pathologies psychiatriques : plusieurs troubles psychiatriques tels que la schizophrénie 

et la dépression sont associés à des altérations du métabolisme de la créatine (Ongür 

et al, 2009). Il a également été démontré que les patients souffrant de troubles liés à 

l'anxiété ont une teneur réduite en créatine cérébrale (Gualano et al, 2010). 

 

Pathologies génétiques : les niveaux de créatine sont également diminués dans 

l’atrophie gyrée de la choroïde et de la rétine, une erreur innée du métabolisme causée 

par des mutations de l'ornithine δ-aminotransférase (Béard & Braissant, 2010). Les 

patients ont une dystrophie choriorétinienne débutant dans l'enfance et qui peut 

conduire à la cécité. Cette pathologie génère un déficit secondaire en créatine puisque 

l’absence d’ornithine δ-aminotransférase entraîne une accumulation importante 

d'ornithine ce qui inhibe la première étape de la synthèse de créatine. Des erreurs 

innées dans le métabolisme de l'ammonium peuvent également conduire à une 

diminution cérébrale en créatine via une inactivation de l’enzyme AGAT (Béard & 

Braissant, 2010). De plus, dans les troubles du spectre autistique, de jeunes patients 

peuvent avoir une diminution des concentrations en créatine dans les lobes occipitaux 

tandis que les adultes ont une légère augmentation dans les lobes temporaux (Ipser et 

al, 2012). 

 

Lésions cérébrales occasionnées par des accidents ou des traumatismes : l’accident 

vasculaire cérébral (AVC) est une perte rapide des fonctions cérébrales due à des 

perturbations de la circulation sanguine dans le SNC, qui se traduit par un apport 

insuffisant d'oxygène et de glucose pour soutenir l'homéostasie des cellules cérébrales. 

Dans ces conditions, les niveaux limités de PCr permettent de régénérer l’ATP pour une 

courte durée. Des études ont ainsi démontré une diminution rapide des réserves de 

créatine cérébrale sur différents modèles in vivo d’ischémies cérébrales ainsi que chez 

des patients ischémiques (Béard & Braissant, 2010). La teneur en créatine du cerveau 

diminue également après un traumatisme crânien (Forbes et al, 2022). En effet, 
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immédiatement après une commotion cérébrale ou des lésions cérébrales 

traumatiques légères, un état d'hypermétabolisme se produit, suivi d'un état 

d'hypométabolisme. Cependant, en raison de la disponibilité limitée de l'énergie 

cérébrale et des anomalies du flux sanguin cérébral induites par la blessure, l'apport et 

la demande d'énergie sont découplés à l’instar de l’AVC. 

 

Maladies neurodégénératives : le stress oxydatif, l'épuisement de l'énergie et les 

dommages mitochondriaux sont des caractéristiques communes des maladies 

neurodégénératives (Forbes et al, 2022). Alors que d'autres mécanismes peuvent 

exacerber le dysfonctionnement bioénergétique tels que l'agrégation des protéines et 

l'altération de la transcription, les modifications du métabolisme énergétique peuvent 

déclencher une signalisation pro-apoptotique, des dommages oxydatifs, une 

excitotoxicité et entraver la réparation de l'ADN nucléaire et mitochondrial (Klein & 

Ferrante, 2007). Ces messages pathologiques peuvent interagir et se potentialiser les 

uns les autres, entraînant un cycle continu d'épuisement énergétique. L'énergie étant 

essentielle à la régulation de multiples fonctions cellulaires, la réduction des niveaux 

d'énergie menace l'homéostasie et l'intégrité cellulaire. La créatine peut agir sur ces 

altérations en piégeant les espèces réactives de l'oxygène et en augmentant la 

production d'énergie. De plus, chez les animaux, la supplémentation en créatine s’est 

montré prometteuse pour la maladie d’Alzheimer et de Huntington. Mais les essais 

cliniques n’ont pas montré suffisamment d’effet ce qui peut s’expliquer par 

l’administration de dose plus faible que pour les modèles précliniques, mais également 

par les différences inter-espèces et le manque d’information sur les mécanismes des 

pathologies (Rae & Bröer, 2015).  

 

Supplémentation en créatine dans ces neuropathologies : l’administration de créatine 

tend à montrer des bénéfices dans plusieurs modèles pathologiques in vivo (Béard & 

Braissant, 2010; Forbes et al, 2022). En revanche, dans les essais cliniques, les effets sont 
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plus mitigés et dépendent de la maladie et de son état de progression chez le patient. 

Ainsi, la créatine semble atténuer la dépression et améliorer la qualité du sommeil chez 

les personnes souffrant de stress post-traumatique (Gualano et al, 2010), tandis qu’elle 

a un effet clinique limité sur la progression de pathologies neurodégénératives (Forbes 

et al, 2022; Béard & Braissant, 2010). La supplémentation en créatine pourrait jouer un 

rôle neuroprotecteur si elle est consommée de manière prophylactique dans le cadre 

de traumatismes crâniens ou à des stades précoces des maladies neurodégénératives 

(Forbes et al, 2022; Rae & Bröer, 2015). De plus, la créatine est peut-être plus 

intéressante lorsqu’elle est administrée en complément d’autres traitements, pour 

permettre de pourvoir aux besoins énergétiques pendant que d’autres molécules 

agissent sur des mécanismes complémentaires. 
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2. Les syndromes de déficit cérébral en créatine 

Les syndromes de déficit cérébral en créatine (CCDS) regroupent des maladies 

héréditaires neurométaboliques rares où les patients peuvent présenter une absence 

de créatine dans le cerveau. Il existe trois types de pathologies avec comme 

caractéristique commune des troubles de comportement liés à l’absence de créatine 

dans le cerveau. Deux pathologies concernent un déficit de la biosynthèse de la 

créatine, on parle de déficience en AGAT ou en GAMT, et le troisième est un déficit de 

transport de la créatine ou déficit en SLC6A8.  

La première publication sur les CCDS remonte à 1994 avec la description d’un patient 

déficient pour GAMT (Stöckler et al, 1994). Puis, il faut attendre 2000 et 2001 pour la 

première identification de patients déficients pour l’enzyme AGAT et le transporteur 

SLC6A8 (Bianchi et al, 2000; Item et al, 2001; Cecil et al, 2001; Salomons et al, 2001). Le 

déficit en transporteur de la créatine (CTD) constitue l’objet de cette thèse. Le gène 

codant pour le transporteur SLC6A8 porte une mutation qui abolit la fonctionnalité du 

transporteur de la créatine. 

 

2.1 Symptômes des patients CTD 

Les symptômes des patients CTD se manifestent dès la petite enfance. Le système 

nerveux central (SNC) est l’organe principalement touché chez ces patients. En effet, 

les patients CTD présentent un trouble neurodéveloppemental qui se manifeste par 

une déficience intellectuelle et un retard de langage. La déficience intellectuelle varie 

de légère à sévère, et semble être plus prononcée avec l’âge (van de Kamp et al, 2014). 

Il existe une hétérogénéité clinique dans les symptômes de ces patients. En effet, 85% 

des patients CTD présentent des troubles du comportement qui se manifestent par de 

l’hyperactivité, un déficit de l’attention, des troubles du sommeil et/ou une attitude 

pseudo-autistique. Près des deux tiers des patients ont aussi des crises d’épilepsie, 

contrôlables la plupart du temps avec des antiépileptiques (van de Kamp et al, 2013; 

Cheillan et al, 2012). De l’hypotonie musculaire est fréquemment notée et des 
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problèmes gastro-intestinaux sont relativement fréquents. Certains patients ont une 

corpulence mince et une faible masse musculaire. De plus, les patients CTD sont 

généralement plus petits que la moyenne. Quelques patients ont des symptômes 

cardiaques, tandis que certains peuvent avoir des dysmorphismes subtils. Certains 

patients présentent également des anomalies non-spécifiques de type atrophie 

cérébrale et/ou cérébelleuse ou des lésions de la substance blanche (Cheillan et al, 

2012).  

Le gène Slc6a8 étant localisé sur le chromosome X, les mâles sont les plus touchés par 

le CTD puisqu’ils n’ont qu’une seule version allélique du gène. En revanche, les femelles 

hétérozygotes peuvent quant à elles présenter une déficience intellectuelle plus légère 

avec des problèmes de comportement et d’apprentissage (Stockler et al, 2007). On 

estime que 50% des femelles hétérozygotes seraient symptomatiques. Les 

manifestations cliniques peuvent être plus ou moins prononcées chez les patientes en 

raison du phénomène d’inactivation du chromosome X. Les patientes symptomatiques 

peuvent avoir des crises d’épilepsie, notamment des crises non traitables par des 

médicaments.  

Les symptômes des patients CTD sont donc communs à d’autres pathologies 

neurodéveloppementales ce qui en fait probablement une pathologie sous-

diagnostiquée. Plus de 150 patients sont déjà mentionnés dans la littérature (Stockler 

et al, 2007). 

 

2.2 Diagnostic 

De par la rareté relative de la maladie et le manque de symptômes spécifiques, le 

diagnostic des patients CTD peut être un long processus. Il faut combiner plusieurs 

méthodes pour pouvoir poser le diagnostic avec certitude. 



Chapitre 1 – Introduction 

44 
 

Spectroscopie RMN (Résonance magnétique nucléaire) : l’absence de créatine au niveau 

cérébral peut être détectée par spectroscopie RMN du proton (H-MRS) (Figure 9). Il 

s’agit d’une technique non invasive de neuroimagerie qui permet d’identifier, de 

localiser et de quantifier des métabolites d’intérêt. La spectrométrie est fondée sur la 

mesure des signaux de résonance magnétique générés par les noyaux protons 1H en 

réponse à des impulsions radiofréquences. Il s’agit de la technique utilisée pour la 

découverte du 1er patient CCDS et qui permet de constater l’absence d’un pic de 

créatine (3 ppm) en présence de niveaux normaux de choline (3,2 ppm) et N-

acétylaspartate (2 ppm) (Figure 9B). Cependant, cette technique nécessite une sédation 

des patients. De plus, elle ne permet pas de distinguer les différents déficits en créatine 

et les femelles CTD peuvent présenter des niveaux variables de créatine avec parfois 

une normalité par rapport aux contrôles pour certaines patientes (Figure 9C) (van de 

Kamp et al, 2011). 

Biochimie : pour confirmer le diagnostic et distinguer les déficits, des méthodes 

biochimiques peuvent être utilisées en quantifiant les niveaux de GAA, Cr et Crn dans 

le sang, les urines et le LCR, cela permet le calcul des ratios creatine/créatinine et 

GAA/créatine. Chez les patients AGAT, on observe une diminution de GAA et de 

créatine dans les urines et le plasma. La créatinine est aussi diminuée car sa quantité 

reflète le pool de créatine dans le corps. Les patients GAMT ont des niveaux élevés de 

Figure 9 : Comparaison de spectres RMN du proton entre individu sain et patients CTD 

Spectres RMN du proton (A) d’un individu sain, (B) d’un patient CTD mâle, (C) d’une patiente CTD femelle 

hétérozygote. L’axe des abscisses représente les déplacements protoniques caractéristiques des métabolites 

détectés en ppm. On note la présence du pic de la choline à 3,2 ppm, du N-acétylaspartate à 2 ppm et de la créatine 

à 3 ppm. Le pic de créatine disparait chez le patient mâle CTD, tandis qu’il est détecté chez la patiente CTD femelle 

hétérozygote. Adapté d’après van de Kamp et al, 2011. 
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GAA et une diminution de la créatine dans les urines, le plasma et le liquide céphalo-

rachidien.  

Pour les patients CTD, la concentration en créatine dans le plasma et l’urine est élevée, 

tandis que le niveau de créatinine est normal dans le plasma et faible dans les urines. 

Les niveaux élevés de créatine dans les urines sont dus au manque de réabsorption par 

le CRT dans les cellules tubulaires rénales (Stockler-Ipsiroglu & van Karnebeek, 2014). 

En revanche, ce test n’est pas efficace pour diagnostiquer les femelles CTD qui peuvent 

avoir un ratio inchangé. De plus, il peut y avoir des faux positifs comme c’est le cas 

pour des patients atteints de dystrophie musculaire et de thyrotoxicose (Verhoeven et 

al, 2005). Les niveaux de ces métabolites peuvent également fluctuer en fonction de 

l’alimentation du patient. Pour éviter des faux positifs, il faudrait également répéter ces 

analyses sur des urines prélevées à plusieurs jours d’intervalle, ou analyser des urines 

de 24h.  

Analyse fonctionnelle : une autre méthode biochimique utilisée pour le diagnostic 

repose sur des tests de fonctionnalité du transporteur SLC6A8 (Salomons et al, 2001). 

Pour ces tests, il faut prélever des cellules de patients et tester in vitro la capacité 

d’incorporation de la créatine par les cellules. Ainsi, les fibroblastes d’un patient CTD 

sont incapables d’incorporer de la créatine (Figure 10). Cependant, ce test d’uptake de 

créatine n’est pas informatif pour les patientes CTD (Salomons et al, 2001; van de Kamp 

et al, 2014). 

Figure 10 : Incorporation de la créatine dans les fibroblastes 

Les fibroblastes d’un patient mâle CTD (en noir), de deux patientes CTD 

femelles hétérozygotes (membres de la famille du patient mâle) (en gris) 

et de deux individus sains (en blanc) ont été incubés pendant 24h dans 

un milieu contenant différentes concentrations de créatine. Ce test 

permet de voir une absence d’incorporation de créatine dans les cellules 

du patient mâle CTD, mais ce test n’est pas informatif pour les patients 

femelles. Adapté d’après Salomons et al, 2001. 
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Analyse moléculaire du gène codant pour le transporteur SLC6A8 : pour finir, le 

séquençage du gène Slc6a8 peut permettre de détecter la présence de la mutation et 

de la déterminer. Il s’agit également de la méthode la plus sûre pour poser le diagnostic 

des patientes CTD (van de Kamp et al, 2014). L’analyse des mutations permet de classer 

l’origine de la maladie, somatique ou de novo, en recherchant chez les proches parents. 

On est ainsi en mesure d’établir une corrélation génotype-phénotype. Pour toutes les 

mutations nouvellement décrites et apparaissant de novo, il est excessivement difficile 

de corréler ces modifications à la perte de l’activité de transport. Certaines mutations 

permettent de maintenir une fonction de transport résiduel. 

 

Somme toute, la plupart de ces méthodes, prises individuellement, ne permettent pas 

de poser le diagnostic CTD. Il faut en combiner plusieurs pour poser le diagnostic avec 

certitude. Cependant, certaines de ces techniques sont chères et ne sont pas présentes 

dans tous les laboratoires d’analyses. Par conséquent, les patients CCDS peuvent 

attendre des années pour être diagnostiqués. Il s’agit d’une problématique commune 

à d’autres retards mentaux dont l’étiologie reste souvent inconnue (Cheillan et al, 

2005).  

 

2.3 Fréquence 

À ce jour, plus de 150 individus ont été décrits comme patients CTD dans les vingt 

dernières années. Cependant, il s’agit très probablement d’une pathologie sous-

diagnostiquée car sa découverte est relativement récente. La fréquence du CTD peut 

être difficile à déterminer puisqu’elle varie en fonction des critères des cohortes 

étudiées. La prévalence pourrait être plus importante dans des cohortes restreintes aux 

retards mentaux liés au chromosome X. Ainsi, plusieurs études ont estimé que le CTD 

représenterait 1 à 5,4 % de ces retards mentaux (Rosenberg et al, 2004; Clark et al, 

2006; Longo et al, 2011; Nasrallah et al, 2010; Stockler-Ipsiroglu & van Karnebeek, 2014; 

Cheillan et al, 2012). Les données publiées suggèrent que la fréquence des mutations 
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du SLC6A8 est 3 à 5 fois plus importante que celle des autres gènes responsables des 

retards mentaux liés au chromosome X (Clark et al, 2006). Ainsi, on estime que le CTD 

pourrait être la 2e cause des maladies lié à l’X après le syndrome de l’X fragile causé 

par une mutation dans le gène FMR1 localisé sur le chromosome X (Salazar et al, 2020).  

 

2.4 Pronostic 

Le CTD ne semble pas être une maladie mortelle, mais l’espérance de vie peut être 

limitée, en particulier chez les patients ayant des crises d’épilepsie sévères et des 

handicaps physiques associés. Dans l’étude menée en 2013 par van de Kamp et al, l’âge 

des 101 patients recensés allaient de 1 à 66 ans avec un âge médian de 10 ans (van de 

Kamp et al, 2013). Il est cependant difficile de savoir si l’âge médian reflète une 

espérance de vie limitée ou un manque de diagnostic chez les adultes à cause de la 

découverte récente du CTD. 

 

2.5 Physiopathologie du CTD 

2.5.1 Hypothèses sur l’absence de créatine cérébrale 

Les patients CTD présentent des niveaux normaux de créatine dans le liquide 

céphalorachidien (LCR) (Braissant et al, 2011). En revanche, ces niveaux sont faibles 

chez les patients GAMT. Cela suggère que la synthèse de créatine intracérébrale est 

toujours opérationnelle chez les patients CTD, contrairement aux patients AGAT et 

GAMT. Plusieurs hypothèses peuvent donc être formulées pour expliquer l’absence de 

créatine cérébrale chez les patients CTD malgré la présence de la synthèse 

intracérébrale. 

Le modèle de synthèse dissociée : les enzymes de biosynthèse peuvent être exprimées 

dans tous les types cellulaires du cerveau mais sont rarement co-exprimées (Braissant 

et al, 2001). Cela implique que l’intermédiaire GAA doit être transféré entre les cellules 

exprimant AGAT et celles exprimant GAMT afin de terminer la synthèse en créatine. 
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Selon ce modèle, le GAA serait transporté par le transporteur SLC6A8. Chez les patients 

CTD, la synthèse en créatine ne pourrait donc pas aboutir sans le transporteur 

fonctionnel. En revanche, selon cette hypothèse, des niveaux élevés de GAA devraient 

pouvoir être détectés dans le cerveau des patients CTD comme pour les patients GAMT. 

Or, à ce jour, il n’y a qu’un seul patient CTD décrit avec une accumulation de GAA dans 

le LCR (Sijens et al, 2005; van de Kamp et al, 2013). De plus, le GAA n’est pas un très 

bon substrat du CRT et son transport peut se faire avec d’autres transporteurs 

(Tachikawa et al, 2009; van de Kamp et al, 2014). Ainsi, en condition physiologique, les 

concentrations de créatine et de GAA ne permettent probablement pas un très grand 

passage du GAA par le CRT. 

La défaillance de recapture de la créatine : plusieurs résultats indiquent que la créatine 

pourrait se comporter comme un neurotransmetteur ou neuromodulateur (Almeida et 

al, 2006; van de Kamp et al, 2014). Elle serait en effet libérée par les neurones suite à 

l’arrivée d’un potentiel d’action et modulerait des récepteurs d’autres 

neurotransmetteurs comme les récepteurs GABA et NMDA. Le CRT est également 

exprimé dans les synapses et pourrait servir pour recapturer la créatine libérée. Sans le 

CRT, la créatine ne pourrait donc pas être recapturée entrainant une diminution des 

pools de créatine intracellulaire altérant ainsi les communications neuronales et 

l’aggravation des symptômes. De plus, les niveaux de créatine dans le liquide 

céphalorachidien ne sont pas différents entre les patients CTD et les individus sains du 

même âge (Braissant & Henry, 2008). Cette théorie de défaillance de recapture de la 

créatine chez les patients CTD est étayée par des observations similaires chez des souris 

déficientes pour des transporteurs d’autres neurotransmetteurs, dont certains de la 

même famille que SLC6A8 tels que les transporteurs de la sérotonine, dopamine et 

norépinéphrine (van de Kamp et al, 2014). Ces souris présentent une diminution des 

niveaux de ces neurotransmetteurs ainsi qu’une élévation des concentrations de ces 

mêmes neurotransmetteurs dans le LCR. De plus, des neurones d’hippocampes de 

souris CTD libèrent in vitro 30 à 40% de leurs réserves en créatine en quelques heures, 

ce qui n’est pas le cas de cellules non cérébrales (HEK293) (van de Kamp et al, 2014). 
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Somme toute, le pool de créatine cérébrale dépendrait d’une balance entre l’apport 

par la synthèse intracérébrale et le faible passage de la créatine périphérique par la 

barrière hématoencéphalique, et la recapture de la créatine libérée comme 

neurotransmetteur. Chez les patients CTD, cette balance serait déséquilibrée par un 

moindre apport de créatine et par un drainage de la créatine libérée non recapturée, 

provoquant la diminution générale du pool de créatine cérébrale. 

 

2.5.2 Lien entre l’absence de créatine et les symptômes des patients 

Le lien entre l’absence de créatine au niveau cérébral et les symptômes des patients 

n’est pas clairement établi. Plusieurs pistes ont été soulevées en lien avec le réseau 

mitochondrial ainsi que la croissance axonale (Andres et al, 2008; Braissant et al, 2002). 

 

Lien entre créatine et mitochondrie : il existe un lien étroit entre la créatine et la fonction 

mitochondriale (Figure 11). Les modifications du rapport Cr/PCr régulent finement la 

respiration mitochondriale et le phénotype métabolique. La déplétion de créatine dans 

le cerveau est associée à une perturbation de l’activité métabolique et des 

changements de la structure du réseau mitochondrial (Andres et al, 2008; Giusti et al, 

2019). Il y aurait donc un lien entre le stress métabolique et la voie de la créatine. Des 

dysfonctions mitochondriales avec une diminution d’ATP et une surproduction de ROS 

sont des caractéristiques d’autres maladies neurologiques comme les maladies 

neurodégénératives (maladies d’Alzheimer, de Parkinson et la sclérose latérale 

amyotrophique) (Alcaide et al, 2011; Béard & Braissant, 2010). La supplémentation en 

créatine a d’ailleurs montré des propriétés antioxydantes chez les modèles animaux 

modélisant ces maladies neurodégénératives. 
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Lien entre la créatine et les axones : des expériences de culture de neurones en 

développement suggèrent que la créatine est nécessaire pour réguler la croissance 

axonale (Braissant et al, 2002). Les déficits en créatine pendant le développement 

cérébral pourraient donc causer un appauvrissement du réseau d’axones et des 

densités synaptiques (Chen et al, 2021). De plus, les anomalies de structures de 

dendrites et du réseau neuronal sont considérées comme un signe distinctif de 

pathologies ayant des symptômes communs au CTD comme le syndrome de Down et 

le syndrome de l’X fragile (Stockler et al, 2007). 

 

 

 

Figure 11 : Lien entre la créatine et la fonction mitochondriale 

Plusieurs neuropathologies présentent des dysfonctions mitochondriales qui entraînent la production de dérivés 

réactifs de l’oxygène (ROS) par la chaîne de transport des électrons. Les ROS inactive la MtCK en changeant sa 

conformation octamérique en une forme dimérique inactive, ce qui provoque une diminution de PCr. La MtCK 

dimérique et les ROS modifient la structure du mPTP ce qui conduit à son ouverture et à la libération de facteurs 

pro-apoptotiques dans le cytosol. La supplémentation en Cr peut stabiliser la MtCK octamérique et ainsi empêcher 

l’ouverture du mPTP et éviter la mort cellulaire. D’après Béard & Braissant, 2010. 
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2.6 Impact des mutations des patients CTD 

Les variants du transporteur SLC6A8, pathogéniques ou bénins, sont regroupées dans 

une base de données LOVD (https://databases.lovd.nl/shared/genes/SLC6A8). En 2020, 

plus de 80 variants SLC6A8 pathogéniques étaient recensés (Farr et al, 2020). Ces 

mutations sont très variées puisque la plupart des mutations sont spécifiques d’une 

famille de patients. Les mutations faux-sens et les délétions d’un acide aminé sont les 

plus fréquentes puisqu’elles sont retrouvées dans 31% et 24% des familles, 

respectivement (van de Kamp et al, 2013) (Figure 12). D’autres types de mutations ont 

été recensés dans une moindre fréquence tels que des décalages de cadre de lecture, 

des mutations non-sens, des erreurs d’épissage, des mutations du site d’initiation de 

la traduction et des délétions de plusieurs exons. Bien que ces mutations soient 

retrouvées sur toute la structure du transporteur, un certain nombre de ces mutations 

sont concentrées dans les segments transmembranaires 7 et 8. 

 

Les mutations sur le gène Slc6a8 pourraient impacter la fonctionnalité du transporteur 

de différentes manières. Elles peuvent empêcher la production du transporteur ou 

produire une protéine tronquée, modifier l’affinité pour le substrat, influencer la 

stabilité du transporteur ou encore empêcher son acheminement à la membrane 

plasmique en le bloquant dans le réticulum endoplasmique (Zhang et al, 2013; Salazar 

Figure 12 : Localisation de diverses mutations sur le transporteur SLC6A8 

Structure du transporteur SLC6A8 avec la localisation de plusieurs mutations faux-sens (en vert), non-sens (en 

rouge) et délétion d’un ou deux acides aminés (en bleu). Les mutations faux-sens avec une activité résiduelle sont 

marquées avec un astérisque. D’après van de Kamp et al, 2014. 

https://databases.lovd.nl/shared/genes/SLC6A8


Chapitre 1 – Introduction 

52 
 

et al, 2020). Les mutations peuvent aussi impacter les modifications post-

traductionnelles en entrainant une glycosylation aberrante (Farr et al, 2020). Dans une 

étude menée sur 101 patients, un tiers des mutations étaient des mutations de novo ce 

qui ne facilite pas le diagnostic par manque d’antécédents familiaux chez ces patients 

(van de Kamp et al, 2013). De plus, les mutations faux-sens sont plus problématiques 

car elles ne sont pas forcément pathogéniques. On peut utiliser des outils in silico 

comme SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) ou PolyPhen (Polymorphism 

Phenotyping) pour prédire l’impact du variant sur le transporteur (DesRoches et al, 

2015). Cependant, pour prouver leur pathogénicité et l’absence de fonctionnalité du 

transporteur, il faut avoir accès aux cellules des patients ou recréer les mutations dans 

des cellules saines par mutagenèse dirigée pour pouvoir faire des expériences in vitro 

d’incorporation de créatine (Salomons et al, 2001; DesRoches et al, 2015; Ardon et al, 

2016).   

Plusieurs études ont étudié les relations génotypes/phénotypes chez les patients CTD 

(van de Kamp et al, 2014). Bien que les corrélations entre les mutations et les 

symptômes des patients ne soient pas évidentes, certains types de mutations semblent 

être en lien avec le degré de sévérité des déficiences intellectuelles. En effet, 4 

mutations faux-sens, détectées chez 9 patients, sont à l’origine d’un transporteur avec 

une activité résiduelle (van de Kamp et al, 2013). Quatre de ces patients ont une 

déficience intellectuelle légère tandis que les autres ont une déficience modérée. De 

plus, leurs QI semblent plus élevés et le ratio Cr/Crn urinaire est significativement plus 

bas que pour le reste des patients de la cohorte ayant des mutations sans activité 

résiduelle du transporteur. À l’inverse, les patients avec de larges délétions dans le gène 

Slc6a8 ont des phénotypes plus sévères (van de Kamp et al, 2013, 2014). Certains de 

ces patients présentent également des délétions de gènes adjacents, tel que BCAP31, 

qui doivent participer à la sévérité du phénotype. Ainsi, van de Kamp et al ont recensé 

un patient avec une délétion des exons 5-13 présentant un phénotype sévère, avec un 

ratio Cr/Crn urinaire assez élevé, tandis qu’un autre patient avec une délétion des exons 

5-12 avait un phénotype modéré (van de Kamp et al, 2015).  
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Partie 2 : Modèles d’étude du déficit en transporteur 

de la créatine 

La compréhension de la physiopathologie de maladies cérébrales et l’évaluation de 

l’efficacité de candidats médicaments a conduit au développement de nombreux 

modèles expérimentaux in vitro et in vivo.  

 

1. Les modèles in vitro modélisant le CTD 

Les modèles in vitro classiques sont des cultures de cellules en monocouche ou en 

suspension. On recense les cultures primaires, les cultures secondaires et les lignées 

immortalisées. Les cultures primaires sont composées de cellules non immortalisées 

provenant d’un organe vivant et qui ont un nombre limité de divisions cellulaires in 

vitro. Elles sont plus représentatives de l’état physiologique in vivo que les lignées 

immortalisées. Les cultures secondaires correspondent au repiquage des cellules de 

cultures primaires, et conservent les caractéristiques des cellules d’origine. Les lignées 

cellulaires immortalisées sont des cellules qui peuvent, en théorie, proliférer in vitro 

indéfiniment. Ces cellules échappent au processus de sénescence cellulaire grâce à une 

mutation qui peut se produire naturellement ou être induite expérimentalement. Leur 

usage est plus simple que celui des cultures primaires, mais leurs caractéristiques de 

cellules cancéreuses les éloignent de la physiologie in vivo (Carter et al, 2022). 

À ce jour, le principal modèle de culture in vitro modélisant le CTD est la culture 

primaire de fibroblastes de patients. Les avantages sont que ces cellules peuvent être 

prélevées facilement par biopsie cutanée et qu’elles possèdent la mutation du patient. 

Ces fibroblastes sont principalement utilisés pour les tests d’incorporation de la 

créatine pour le diagnostic de la maladie. À ce jour, deux études ont utilisé ce modèle 

in vitro CTD pour étudier la physiopathologie (Rosenberg et al, 2006; Nota et al, 2014). 

Rosenberg et al ont montré qu’en insérant le gène Slc6a8 fonctionnel, les fibroblastes 

de patients CTD sont capables d’incorporer de la créatine, ce qui montrent l’importance 
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du CRT dans cette pathologie. Nota et al ont analysé le transcriptome des fibroblastes 

CTD et ont mis en évidence une dérégulation de gènes impliqués dans les protéines 

de la matrice extracellulaire et dans la structure de la cellule. Toutefois, même si 

certaines de ces observations pourraient être transposées au cerveau, la culture de 

fibroblastes reste un modèle éloigné de la physiologie cérébrale ce qui limite la 

compréhension des dérégulations dans le cerveau des patients CTD. Le reste des 

études utilisent les fibroblastes CTD comme modèle pour tester des candidats 

médicaments. Les auteurs essaient ainsi de prédire la capacité d’un dérivé de la créatine 

à traverser les membranes biologiques lorsqu’il n’y a pas de CRT fonctionnel (Fons et 

al, 2010; Uemura et al, 2020). Cependant, comme les fibroblastes se cultivent en 

monocouche, il ne s’agit pas du modèle in vitro le mieux adapté pour prédire le passage 

d’une molécule à travers un tissu de plusieurs couches cellulaires. 

Lorsque des types cellulaires CTD ne sont pas accessibles, certaines méthodes peuvent 

être mise en place pour recréer le phénotype CTD. Ainsi, Uemura et al utilisent des 

siRNA pour sous-exprimer Slc6a8 dans des lignées cellulaires (Uemura et al, 2020). En 

revanche, cette méthode n’abolit pas complètement l’expression du transporteur ce 

qui peut biaiser les résultats. 

 

2. Les modèles ex-vivo 

D’autres études se sont focalisées sur l’utilisation de coupe de cerveau de souris pour 

tester le passage de candidats médicaments dans un tissu. Les coupes peuvent être 

traitées avec un inhibiteur du CRT, l’acide guanidinopropionique (GPA), qui empêche 

le passage de la créatine (Lunardi et al, 2006; Adriano et al, 2017, 2022). En revanche, 

cet inhibiteur ne peut pas être utilisé quand il faut mesurer la créatine dans l’échantillon 

en HPLC parce que le signal du GPA peut interférer avec celui de la créatine (Adriano 

et al, 2022). 

De plus, puisque le passage de créatine par SLC6A8 nécessite deux ions sodiques et un 

ion chlorure, les coupes d’hippocampe de souris peuvent également être incubées 
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dans un milieu sans ions chlorure (Lunardi et al, 2006; Adriano et al, 2011; Garbati et al, 

2014; Adriano et al, 2022). Cependant, l’appauvrissement du milieu en ions chlorure ne 

peut pas se faire pour les expériences d’électrophysiologies parce que cela inhibe 

l’excitation des neurones (Adriano et al, 2022).  

 

3. Les modèles in vivo 

Pour pouvoir étudier la physiopathologie cérébrale du CTD et tester des candidats 

médicaments dans des modèles plus complexes, plusieurs études se sont focalisées sur 

des modèles in vivo (Ghirardini et al, 2021). Lors du développement d’un modèle 

animal, il est important de valider sa pertinence pour étudier la physiologie humaine. 

Il existe trois niveaux de validité des modèles animaux : (1) la validité de construction 

définie par la similarité des dysfonctionnements biologiques entre le modèle animal et 

l’humain ; (2) la validité apparente définie par la similarité avec les symptômes des 

patients ; (3) la validité prédictive définie par la similarité dans la réponse aux 

traitements (Rossi et al, 2021). Ainsi, dans le cadre du CTD, des études se sont focalisées 

sur le développement de modèles animaux qui, comme les patients, portent une 

mutation sur le gène Slc6a8, ce qui permet d’avoir une bonne validité de construction. 

Les différents modèles ont ensuite été étudiés pour déterminer leur validité apparente 

en évaluant les modifications de métabolites et le degré d’altération de leurs fonctions 

cognitives. 
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Tableau 1 : Caractéristiques des différents modèles animaux CTD ubiquitaires 

Modèle Espèce Mutation 
Niveaux de 

créatine 
Fonctions cognitives 

Comportements 

autistiques 

Symptômes 

musculaires 
Épilepsie Références 

KO (2-4) Souris Délétion exons 2 à 4 

Réduction de 

créatine dans le 

cerveau, les 

muscles, le cœur, 

le sérum et les 

testicules 

Déficits de l'apprentissage 

spatial et de la mémoire 

dans le MWM. 

Déficit de la mémoire 

dans le test NOR et de la 

peur conditionnée. 

Pas de déficit 

social observé. 

Réduction du 

poids du corps. 

Fonctions 

motrices altérées 

avec une nage 

moins rapide. 

Non mentionné 
(Skelton et al, 

2011) 

KO (5-7) Souris Délétion exons 5 à 7 

Réduction de 

créatine dans le 

cerveau, les 

muscles, le cœur 

et les reins 

Déficit de la mémoire 

déclarative dans le test 

NOR. 

Déficit de la mémoire de 

travail spatial dans le Y 

maze. 

Déficit de l’apprentissage 

spatial et de la mémoire 

dans le MWM. 

Augmentation du 

temps passé au 

toilettage. 

Augmentation de 

tâches répétitives. 

Réduction du 

poids du corps. 

Fonctions 

motrices altérées 

avec une nage 

moins rapide et 

moins d’activité 

locomotrice dans 

la cage. 

Crises d’épilepsie 

spontanées chez 

30% des animaux. 

Plus forte 

susceptibilité à 

l’épilepsie induite 

par le kaïnate. 

(Baroncelli et al, 

2014, 2016; 

Molinaro et al, 

2019) 

KO (LacZ 4-5) Souris 

Insertion cassette 

LacZ entre les exons 

4 et 5, ARNm 

contenant les exons 

1 à 4 de Slc6a8 

Réduction de 

créatine dans le 

cerveau, les 

muscles et le 

cœur  

Non décrit Non décrit 

Fonctions 

motrices altérées 

avec sévère 

atrophie 

musculaire. 

Réduction du 

poids du corps. 

Non mentionné 

(Stockebrand et 

al, 2018; Chen et 

al, 2021) 

KI Y389C Rat 

Substitution d’acide 

aminé Y389C 

(mutation présente 

chez un patient) 

Réduction de 

créatine dans le 

cerveau, le plasma 

et les muscles. 

Augmentation de 

GAA dans le 

plasma. Niveaux 

normaux de 

créatine et GAA 

dans le LCR. 

Déficit de la mémoire de 

travail dans le Y maze. 

Tendance à la 

diminution de la 

sociabilité. 

Augmentation du 

temps passé au 

toilettage. 

Réduction du 

poids du corps. 

Fonctions 

motrices altérées 

sans atrophie 

musculaire. 

Non mentionné 
(Duran-Trio et 

al, 2021, 2022) 
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3.1 Les modèles KO ubiquitaire de Slc6a8 

3.1.1 Caractéristiques de ces modèles 

Il existe plusieurs modèles murins KO ubiquitaires pour Slc6a8 (Skelton et al, 2011; 

Baroncelli et al, 2014; Stockebrand et al, 2018; Chen et al, 2021; Duran-Trio et al, 2021) 

(Tableau 1). La plupart des modèles consistent à provoquer une délétion importante 

dans le gène Slc6a8. Il existe ainsi deux modèles de souris sans les exons 2-4 de Slc6a8 

(Skelton et al, 2011) et sans les exons 5-7 (Baroncelli et al, 2014). Deux autres études 

ont généré des souris avec une insertion d’une cassette LacZ entre les exons 4 et 5 de 

manière à exprimer un ARNm comprenant seulement les exons 1 à 4 de Slc6a8 et la 

séquence LacZ (Stockebrand et al, 2018; Chen et al, 2021). Toutes ces mutations sont 

supposées entraîner l’expression du transporteur SLC6A8 tronqué et donc non 

fonctionnel chez les souris KO. Duran-Trio et al ont également généré des rats knock-

in (KI Slc6a8Y389C) portant une mutation faux-sens qui rend le transporteur non 

fonctionnel chez les patients CTD. C’est ainsi le seul modèle animal portant la mutation 

d’un patient CTD. De plus, un des avantages de ce modèle est que les rats sont plus 

proches de la physiologie, de la biochimie et du comportement humain par rapport 

aux souris (Duran-Trio et al, 2021). 

Niveaux de créatine : tous ces modèles murins KO ubiquitaires pour Slc6a8 ont un 

déficit en créatine cérébrale qui oscille entre une absence totale ou une forte 

diminution par rapport aux animaux sauvages. Le déficit en créatine est également 

observé à la périphérie au niveau des muscles squelettiques, cœur, reins, testicules et 

sérum. De plus, les niveaux de créatine sont élevés dans les urines du modèle de rat KI 

(Duran-Trio et al, 2021). De plus, les souris femelles hétérozygotes Slc6a8-/WT ont aussi 

une diminution de créatine dans le cerveau (Hautman et al, 2014). 
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Tests cognitifs : plusieurs tests cognitifs peuvent être faits sur ces modèles pour étudier 

différents aspects de la cognition : 

- Le labyrinthe de Morris (MWM, Morris Water Maze) est utilisé pour évaluer et 

comparer l'apprentissage et la mémoire chez les rongeurs. Il s’agit d’une piscine 

remplie d'eau avec une plate-forme d'évacuation cachée sous la surface de 

l'eau. Ce test est basé sur l'aversion des rongeurs pour l'environnement 

aquatique. Lorsque l'animal est relâché dans l'eau, il nage autour de la piscine à 

la recherche de la plate-forme pour s'échapper de l'eau. 

- L'alternance spontanée dans le labyrinthe Y (Y maze) est un test 

comportemental permettant de mesurer la volonté des rongeurs d'explorer de 

nouveaux environnements. Les rongeurs préfèrent généralement explorer un 

nouveau bras du labyrinthe plutôt que de revenir à un bras déjà visité. 

- Le test de reconnaissance des nouveaux objets (NOR) est basé sur la tendance 

spontanée des rongeurs à passer plus de temps à explorer un nouvel objet qu'un 

objet familier. Le choix d'explorer le nouvel objet reflète l'utilisation de la 

mémoire d'apprentissage et de reconnaissance. 

- Le conditionnement à la peur est un type d'apprentissage associatif dans lequel 

les animaux apprennent à associer un stimulus conditionnel neutre particulier à 

un stimulus inconditionnel aversif et à présenter une réponse conditionnelle. 

Les animaux CTD présentent des déficits dans la plupart de ces tâches (Tableau 1). 

Cependant, quelques différences peuvent être observées en fonction de l’étude, ce qui 

peut être dû aux différences entre espèces, entre mutations, ou entre les conditions 

expérimentales des tests effectués (Ghirardini et al, 2021). Les femelles hétérozygotes 

montrent une hyperactivité, des difficultés d’apprentissage et des déficits de mémoire 

(Hautman et al, 2014). En revanche, le déficit chez ces femelles hétérozygotes est 

modéré par rapport aux souris mâles. 

Symptômes autistiques : des comportements autistiques, tels qu’une augmentation des 

tâches répétitives et du temps passé au toilettage, ont été décrits dans le modèle de 



Chapitre 1 – Introduction 

59 
 

souris KO (5-7) de Baroncelli et al, et le modèle de rat KI de Duran-Trio et al (Baroncelli 

et al, 2016; Duran-Trio et al, 2021). Mais ces modèles ne semblent pas avoir de 

problèmes d’interactions sociales. 

Épilepsie : Mazziotti et al ont rapporté que les souris KO (5-7) ont des crises d’épilepsie 

spontanées et une plus forte susceptibilité à l’épilepsie induite par le kaïnate (Mazziotti 

et al, 2020). 

Symptômes musculaires : tous les modèles murins KO ubiquitaires semblent également 

présenter une diminution de leur poids (Skelton et al, 2011; Baroncelli et al, 2014; 

Stockebrand et al, 2018; Duran-Trio et al, 2022). Les souris CTD ont également des 

fonctions motrices altérées avec une sévère atrophie musculaire et une réduction de 

créatine au niveau musculaire (Stockebrand et al, 2018).  

Ainsi, dans l’ensemble, ces modèles semblent récapituler plusieurs phénotypes des 

patients mâles et femelles CTD, à quelques exceptions près en fonction du modèle. En 

effet, contrairement aux modèles murins CTD, les patients n’ont pas nécessairement de 

réduction de créatine dans les muscles et ne présentent pas tous des symptômes 

musculaires (van de Kamp et al, 2014). Russell et al ont montré que la biosynthèse de 

créatine est augmentée dans les muscles de souris KO (2-4) mais sans compenser 

suffisamment pour revenir à des niveaux physiologiques (Russell et al, 2014). Ce 

mécanisme de compensation est peut-être plus efficace dans les muscles de certains 

patients CTD. Ainsi, l’hétérogénéité clinique des patients n’est pas mise en évidence 

chez les modèles murins CTD développés. De plus, les concentrations plasmatiques de 

créatine montrent une tendance à la diminution chez les rats KI ainsi qu’une 

augmentation de GAA (Duran-Trio et al, 2021) ce qui n’est pas le cas chez les patients 

CTD. 
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3.1.2 Utilisation des modèles KO Slc6a8 ubiquitaires pour l’étude de la 

physiopathologie 

Depuis peu, les études rapportant la physiopathologie cérébrale de la créatine dans les 

modèles in vivo CTD commencent à émerger.  

Altération des circuits neuronaux : le cerveau de différents modèles CTD montre une 

réorganisation subtile des circuits neuronaux avec une altération des niveaux de 

neurotransmetteurs et des malformations des dendrites et synapses. En effet, les souris 

KO (5-7) montrent des signes de vieillissement précoce du cerveau avec une réduction 

de la densité des synapses inhibitrices GABAergiques, ainsi qu’une dysfonction de la 

neurogenèse dans l’hippocampe (Baroncelli et al, 2016). De plus, Ghirardini et al ont 

récemment montré une altération de l’expression des gènes de neurones excitateurs 

et inhibiteurs, avec diminution de la densité synaptique dans les interneurones 

GABAergiques exprimant la parvalbumine (PV+) (Ghirardini et al, 2023). Dans un 

modèle murin similaire, Chen et al ont confirmé les changements du réseau neuronal 

avec une modification des épines dendritiques et des synapses (Chen et al, 2021). De 

plus, les souris KO (2-4) présentent une altération du système sérotoninergique 

(Skelton et al, 2011; Abdulla et al, 2020b) et une diminution des marqueurs synaptiques 

impliqués dans la potentialisation à long terme (Ullio-Gamboa et al, 2019). Duran-Trio 

et al ont également montré des modifications au niveau des neurones, des 

oligodendrocytes et des astrocytes dans le cervelet du modèle de rat KI (Duran-Trio et 

al, 2022). 

Altération du métabolisme énergétique : plusieurs études ont montré une régulation du 

métabolisme énergétique chez les souris KO Slc6a8. Au niveau musculaire, 

Stockebrand et al ont détecté une surexpression de protéines en lien avec l’OXPHOS 

et le transport du glucose, ainsi qu’une suractivation de l’AMPK (Stockebrand et al, 

2018). De plus, Chen et al ont montré dans le tissu cérébral du même modèle une 

augmentation de la signalisation catabolique, via la suractivation de l’AMPK, et une 

diminution de l’anabolisme, via l’inactivation de mTOR (Chen et al, 2021). Dans le 
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modèle de souris KO (2-4), Perna et al ont également mis en évidence une 

augmentation de la respiration mitochondriale, qui s’accompagne d’une augmentation 

de l’activité de la citrate synthase suggérant une augmentation du nombre de 

mitochondrie dans les cellules CTD (Perna et al, 2016). De plus, Giusti et al détectent 

une augmentation des protéines impliquées dans le métabolisme énergétique et la 

réponse au stress oxydatif dans les souris KO (5-7) (Giusti et al, 2019). Ce modèle murin 

présente également une accumulation de lipofuscine, un pigment constitué de 

produits agrégés de la dégradation lysosomale, y compris des protéines oxydées et 

mal repliées, des lipides, des mitochondries défectueuses et des ions métalliques 

(Baroncelli et al, 2016). Ces résultats semblent indiquer la présence d’un mécanisme 

pour tenter de compenser le déficit énergétique causé par l’absence de la créatine. 

Cependant, ce métabolisme forcé est susceptible d'engendrer une surcharge de sous-

produits du métabolisme cellulaire, potentiellement nocifs, qui activeraient à leur tour 

le système de défense antioxydant. 

Altération du système immunitaire : la perte de fonction du CRT dans les macrophages 

de souris KO (2-4) entraîne une reprogrammation pro-inflammatoire de ces cellules, 

renforçant la défense de l'hôte en cas d'infection (Ji et al, 2019). De plus, les souris KO 

(5-7) montrent une activation de la microglie, la population de macrophages résidents 

dans le cerveau, et il est connu qu'une inflammation microgliale excessive est impliquée 

dans de nombreuses maladies neurologiques (Baroncelli et al, 2016). 
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Modèle Espèce Mutation 
Niveaux de 

créatine 
Fonctions cognitives 

Comportements 

autistiques 

Symptômes 

musculaires 
Épilepsie Références 

CAMKIIα-KO (2-4) Souris 

Délétion exons 2 à 4 sous 

le contrôle du promoteur 

de CAMKIIα (neurones 

excitateurs du cerveau 

antérieur) 

Déficit de créatine 

dans le cerveau. 

Déficits modestes de 

l'apprentissage spatial et 

de la mémoire dans le 

MWM et le labyrinthe à 

bras radiaux. Déficit de la 

mémoire déclarative dans 

le test NOR.  

Souris hyperactives. 

Pas de différence de 

poids. Fonctions 

motrices normales 

Non mentionné 
(Kurosawa et 

al, 2012) 

Nes-KO (2-4) Souris 

Délétion exons 2 à 4 sous 

le contrôle du promoteur 

de Nestine (CNS) 

Déficit de créatine 

dans le cerveau. 

Augmentation du 

GAA dans le 

cerveau. 

Déficits de l'apprentissage 

spatial et de la mémoire 

dans le MWM. Déficit de la 

mémoire dans le test NOR 

et le test de peur 

conditionnée. 

Souris hyperactives. 

Pas de différence de 

poids. Fonctions 

motrices normales. 

Non mentionné 
(Udobi et al, 

2018) 

Nes-KO (5-7) Souris 

Délétion exons 5 à 7 sous 

le contrôle du promoteur 

de Nestine (CNS) 

Déficit de créatine 

dans le cerveau. 

Déficits de la mémoire 

déclarative dans le test 

NOR, et de la mémoire de 

travail dans le test Y maze.  

Souris hyperactives. 

Légère diminution de 

poids. Fonctions 

motrices normales. 

Non mentionné 

(Baroncelli et 

al, 2016; 

Molinaro et al, 

2019) 

DAT-KO (2-4) Souris 

Délétion exons 2 à 4 sous 

le contrôle du promoteur 

du récepteur à la 

dopamine (neurones 

dopaminergiques) 

Faible expression 

d’ARNm Slc6a8 

dans les régions 

riches en neurones 

dopaminergiques. 

Non décrit Souris hyperactives. 

Légère diminution de 

poids. Fonctions 

motrices normales. 

Non mentionné 
(Abdulla et al, 

2020a) 

KO (2-4) induit par 

le tamoxifen 
Souris 

Délétion exons 2 à 4 

induite après traitement 

de l’animal avec du 

tamoxifen (J5 ou J60, jours 

après la naissance) 

Déficit de créatine 

dans le cerveau. 

Chez souris mutées à J5 : 

déficits de l'apprentissage 

spatial et de la mémoire 

dans le MWM, déficit de la 

mémoire déclarative dans 

le test NOR. 

Pas de déficit chez souris 

mutées à J60. 

Hyperactivité à 

cause du traitement 

tamoxifen. 

Réduction du poids 

du corps à partir de 

l’induction de la 

mutation. 

Non mentionné 
(Udobi et al, 

2019) 

PV-KO (5-7)  Souris 

Délétion exons 2 à 4 sous 

le contrôle du promoteur 

de la parvalbumine 

(interneurones 

GABAergiques PV+) 

Non mentionné 

Déficit de la mémoire dans 

le test NOR et le test Y 

maze. 

Non mentionné 

Poids légèrement 

inférieur aux souris 

sauvages. 

Plus forte 

susceptibilité à 

l’épilepsie induite 

par le kaïnate. 

(Ghirardini et 

al, 2023) 

Tableau 2 : Caractéristiques des différents modèles animaux CTD conditionnels  
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3.2 Les modèles KO conditionnels de Slc6a8 

Comme mentionné précédemment, les modèles animaux KO ubiquitaires pour Slc6a8 

développent des symptômes musculaires prononcés (Skelton et al, 2011; Baroncelli et 

al, 2014; Duran-Trio et al, 2021). Skelton et al ont noté que les souris KO (2-4) nageaient 

moins vite dans le MWM que les souris sauvages, ce qui pourrait impacter leur capacité 

à trouver la plateforme lors du test (Skelton et al, 2011). Pour s’affranchir de ces 

potentielles interférences, des études ont développé des souris KO conditionnelles de 

Slc6a8 dans le cerveau (Kurosawa et al, 2012; Udobi et al, 2018; Baroncelli et al, 2016; 

Molinaro et al, 2019) (Tableau 2). Ces souris KO conditionnelles possèdent les mêmes 

délétions d’exons que les souris KO ubiquitaires, à savoir les exons 2 à 4 (Skelton et al, 

2011; Kurosawa et al, 2012; Udobi et al, 2018) ou les exons 5 à 7 (Baroncelli et al, 2014, 

2016; Molinaro et al, 2019). Dans la première étude générant des souris KO 

conditionnelles, Kurosawa et al ont obtenu des souris dont l’expression de la Cre 

recombinase, générant la mutation sur Slc6a8, était sous le contrôle du promoteur 

CAMKIIα (Kurosawa et al, 2012). Cependant, ce promoteur présente quelques 

limitations puisqu’il n’est actif que dans les neurones excitateurs du cerveau antérieur 

(Ghirardini et al, 2021). La mutation du CRT se retrouve ainsi localisée dans une partie 

du cerveau. De plus, le promoteur n’est actif qu’après la naissance. Des niveaux 

importants de créatine peuvent donc être présents pendant plusieurs semaines chez 

les nouveau-nés avant d’être progressivement perdus sous forme de créatinine. 

D’autres études ont donc placé l’expression de la Cre recombinase sous le contrôle du 

promoteur de la nestine pour permettre une expression plus précoce et plus générale 

dans le cerveau puisque le promoteur est actif dans les précurseurs neuronaux (Udobi 

et al, 2018; Baroncelli et al, 2016; Molinaro et al, 2019). Ces souris KO conditionnelles 

ont un déficit de créatine cérébrale et une augmentation locale de la synthèse de GAA, 

mais les autres tissus ne sont pas affectés. Ainsi, ces modèles apportent des 

informations concernant l’impact du déficit de créatine cérébrale en s’affranchissant 

des impacts du déficit de créatine en périphérie. Ces souris ont des déficits cognitifs 

similaires aux souris KO ubiquitaires, mais ne présentent pas de diminution du poids 
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ou de réduction de la vitesse de nage ce qui tend à valider la pertinence des résultats 

des tests cognitifs obtenus chez les souris KO ubiquitaires. Cependant, les souris KO 

conditionnelles présentent quelques différences puisqu’elles sont hyperactives et 

qu’elles ne montrent pas de signes autistiques (Udobi et al, 2018; Molinaro et al, 2019). 

D’autres types de KO conditionnels pour Slc6a8 peuvent être développés pour étudier 

l’impact de l’absence de créatine dans des types cellulaires précis. Ainsi, puisque la 

créatine est impliquée dans des troubles neurodégénératifs associés à la dopamine tels 

que les maladies de Parkinson et d’Huntington, Abdulla et al ont développé un modèle 

de souris KO pour Slc6a8 au niveau des neurones dopaminergiques (Abdulla et al, 

2020a) (Tableau 2). L’expression de la Cre recombinase a été placée sous le contrôle 

du promoteur d’un transporteur de la dopamine (DAT). Les souris DAT-KO Slc6a8 ont 

ainsi montré de l’hyperactivité. Ce type de modèle animal peut donc être intéressant 

pour étudier les rôles de la créatine dans des régions spécifiques. 

 

3.3 Les modèles KO temporel de Slc6a8  

De la même manière que l’on peut étudier les effets du manque de créatine sur un type 

cellulaire donné, Udobi et al se sont intéressés à l’impact temporel du manque de 

créatine (Udobi et al, 2019). Ils ont ainsi généré un modèle de souris dont l’expression 

de la Cre recombinase était induite par un traitement au tamoxifen, de manière à 

induire la mutation (KO Slc6a8, délétion des exons 2-4) chez des nouveau-nés ou chez 

des adultes (Tableau 2). Les problèmes cognitifs n’apparaissent que quand la mutation 

est induite précocement dans un cerveau en cours de développement. Malgré une 

diminution graduelle des niveaux de créatine cérébrale, les souris mutées à l’âge adulte 

ne semblent pas développer de déficits cognitifs. 
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3.4 Modèles in vitro dérivés des modèles murins 

Certaines études utilisent les cellules prélevées dans les modèles murins pour générer 

des modèles in vitro plus complexes que les cultures cellulaires classiques. Ainsi, Hall 

et al ont agrégé des cellules prélevées dans le colon de souris KO (2-4) pour 

comprendre le rôle du transport de la créatine dans la fonction épithéliale intestinale 

(Hall et al, 2020). De plus, Braissant et al ont généré un modèle de neurosphères, 

composées de cellules de télencéphale de rat, exposées à l’ammonium pour générer 

un déficit secondaire en créatine (Braissant et al, 2008). 

 

4. Nouvelles stratégies d’études 

4.1 Émergence des modèles de culture en 3D 

Comparé à d’autres pathologies, le développement de médicaments pour les troubles 

neurologiques présente le plus haut taux d’échec dans les essais cliniques (Gribkoff & 

Kaczmarek, 2017; Pankevich et al, 2014). Une des raisons de ces échecs est le manque 

de modèles animaux ayant une validité prédictive malgré un certain degré de validité 

apparente. Au niveau cérébral en particulier, l’espèce humaine a acquis au cours du 

processus de développement cérébral une expansion corticale plus importante ainsi 

qu’une complexité des circuits neuronaux (Bhattacharya et al, 2022). De plus, au sein 

d’un même type cellulaire, il peut y avoir des divergences morphologiques et 

moléculaires entre les modèles animaux et l’humain. Ces différences peuvent être dues 

à des gènes spécifiques impliqués dans le neurodéveloppement humain, à l’instar de 

NOTCH2NL, TMEM14B, TBC1D3 et ARHGAP11B, mais également aux profils 

épigénétiques des cellules qui peuvent être différents (Bhattacharya et al, 2022). En 

outre, contrairement à tous les modèles animaux, les êtres humains ne sont pas 

consanguins. L’espèce humaine a donc une diversité génétique qui peut influencer 

l’apparition et la progression de pathologies ainsi que conditionner les réponses aux 

traitements (Kim et al, 2020). Par conséquent, les modèles les plus pertinents pour 

étudier la physiopathologie humaine sont les cellules de patients. Cependant, la 
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recherche sur l’humain est ralentie par la difficulté à obtenir des tissus cérébraux 

fœtaux et adultes post-mortem ainsi que l’incapacité d’étudier le cerveau des patients 

avec les méthodes non invasives disponibles. De plus, les cultures cellulaires humaines 

classiques sont souvent considérées comme non physiologiques de par l’utilisation de 

cellules immortalisées, ainsi que l’absence de modélisation de l’architecture du tissu et 

des interactions des différents types cellulaires. Les cellules en monocouche peuvent 

ainsi perdre leur phénotype originel et leurs caractéristiques fonctionnelles, impactant 

la pertinence de leurs réponses biologiques. Face à ces limitations, des efforts ont été 

entrepris pour développer des modèles de cultures cellulaires en trois dimensions (3D) 

plus pertinents, récapitulant fidèlement la physiologie humaine. 

Située à l’interface entre les modèles in vivo et in vitro, la culture cellulaire en 3D 

regroupe les processus qui visent à faire croitre les cellules dans leur contexte d’origine. 

En raison de leur similitude architecturale avec les tissus in vivo, les cultures cellulaires 

3D conservent les caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles de leurs 

homologues in vivo, fournissant ainsi un système in vitro plus pertinent sur le plan 

physiologique pour évaluer les réponses biologiques (Badr-Eldin et al, 2022; Fang & 

Eglen, 2017). Les cultures 3D incluent des technologies comme les sphéroïdes, 

organoïdes, organes-sur-puce, l’ingénierie tissulaire et la bio-impression. Parmi ces 

techniques, certaines s’appuient sur l’utilisation d’une matrice pour permettre le 

développement du modèle (Corrò et al, 2020). Ces matrices peuvent être des hydrogels 

biologiques ou synthétiques qui ressemblent à la matrice extracellulaire. D’autres 

techniques n’utilisent pas de matrice et reposent sur des méthodes physiques comme 

la goutte pendante où la gravité permet l’agrégation des cellules. 

Les avantages et inconvénients des cultures 3D, par rapport aux cultures classiques et 

modèles animaux, sont résumés dans le Tableau 3. 
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Avantages Inconvénients 

Cultures 

cellulaires 2D 

Réalisables avec des cellules humaines 

Faible coût 

Faciles à manipuler 

Faible hétérogénéité 

Possibilité de générer des biobanques 

Adaptées au criblage à haut débit 

Cellules immortalisées (éloignées de la 

physiologie) 

Manque d’architecture du tissu 

Interactions limitées entre différents types 

cellulaires 

Ne modélisent pas ou peu la physiologie 

humaine 

Cultures 

d’organoïdes 3D 

Réalisable avec des cellules humaines (à 

partir de cellules souches pluripotentes ou 

de cellules souches adultes) 

Récapitulent différentes propriétés des 

organes modélisés 

Modélisent le développement humain 

Présence de différents types cellulaires pour 

modéliser les interactions cellules/cellules et 

cellules/matrice extracellulaire 

Plus ou moins adaptées au criblage à haut 

débit (en fonction du modèle) 

Possibilité de générer des biobanques (plus 

ou moins possible en fonction du modèle) 

Coût plus élevé que les cultures classiques 

Hétérogénéité 

Modèles incomplets (e.g. manque de 

vascularisation et de système 

immunitaire) 

Systèmes de culture plus complexes, 

manipulations plus compliquées 

Modèles 

animaux 

Organisme entier donc complexité 

physiologique 

Récapitulent les différents aspects du 

développement 

Tests cognitifs possibles (pour l’étude de 

neuropathologies) 

Développement de modèles animaux 

« humanisés » 

Espèces différentes de l’être humain ce 

qui limite l’extrapolation des résultats 

Coût élevé 

Hétérogénéité 

Tableau 3 : Avantages et inconvénients des cultures 2D, 3D et modèles animaux 
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Historiquement, la première tentative décrite autour de la régénération d’un organisme 

in vitro est celle d’Henry Van Peters Wilson en 1907 (Corrò et al, 2020) (Figure 13). Il 

montra que des cellules d’éponges dissociées peuvent s’auto-organiser pour régénérer 

un organisme entier. Quelques décennies plus tard, d’autres études se sont focalisées 

sur la dissociation/réagrégation pour générer différents types d’organes chez les 

amphibiens et le poulet. Ainsi, le terme « organoïde » a commencé à se développer au 

milieu du XXe siècle par les études de biologie du développement qui utilisaient ces 

expériences de dissociation/réagrégation pour étudier l’organogenèse (Clevers, 2016). 

D’autres études utilisaient ce terme pour désigner des organites cellulaires, des 

tumeurs ou des excroissances tissulaires anormales (Simian & Bissell, 2017). 

Le terme organoïde fait référence aujourd’hui à des structures 3D générées à partir de 

cellules souches ou de tissu primaire, et composées de types cellulaires qui s’auto-

organisent recréant les structures et fonctions principales du tissu in vivo (Eiraku et al, 

2008; Lancaster & Knoblich, 2014a; Fatehullah et al, 2016). Les organoïdes se prêtent à 

pratiquement toutes les analyses cellulaires, biologiques et moléculaires qui ont été 

développées pour les cultures traditionnelles (Clevers, 2016). 

Figure 13 : Chronologie du développement des cultures d’organoïdes 

Résumé des principales études et percées qui ont conduit à l’établissement de diverses technologies d’organoïdes. 

D’après Corrò et al, 2020. 
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4.2 L’utilisation des cellules souches pour les modèles 3D 

L’essor récent des modèles 3D a été possible grâce aux avancées dans l’isolation et la 

culture de cellules souches (Figure 13). En effet, ces cellules sont souvent utilisées pour 

générer les modèles 3D (Corrò et al, 2020). Il existe différents types de cellules souches 

selon leur capacité de différenciation et leur origine. Les cellules souches adultes (ASC) 

peuvent s’auto-renouveler et se différencier en tous les types de cellules de l’organe 

dont elles sont issues, ce qui permet de régénérer l’organe entier à partir de quelques 

cellules (Mahla, 2016). Les cellules souches pluripotentes (PSC) sont des cellules qui 

peuvent s’auto-renouveler et se différencier en n’importe quel type cellulaire venant 

des trois feuillets embryonnaires (endoderme, mésoderme, ectoderme) (Guerreiro & 

Maciel, 2023). Parmi les PSC, les cellules souches embryonnaires (ESC) sont issues de la 

masse cellulaire interne d’un embryon avant implantation au stade blastocyste, tandis 

que les cellules souches pluripotentes induites (iPSC) sont obtenues par 

reprogrammation de cellules différenciées. Cette reprogrammation se fait grâce à 

l’utilisation d’un cocktail de facteurs de transcription, appelés facteurs de Yamanaka 

(OCT4, SOX2, cMYC, KLF4) (Mahla, 2016). Les iPSC maintiennent les avantages des ESC, 

tout en étant obtenues à partir de cellules du patient. Elles conservent donc le 

patrimoine génétique du donneur qui peut contribuer au développement de 

pathologies et influencer la réponse aux traitements (Guerreiro & Maciel, 2023). 

Cependant, des aberrations épigénétiques peuvent se mettre en place ou être 

maintenues (mémoire épigénétique de la cellule somatique) ce qui peut influencer la 

capacité de différenciation des iPSC. 

Les PSC humaines apparaissent comme un bon outil pour modéliser des pathologies 

humaines in vitro pour lesquelles du matériel primaire humain est limité. Les PSC sont 

intéressantes pour modéliser les maladies neurodéveloppementales puisqu’elles 

récapitulent les phénotypes génétiques, morphologiques et moléculaires trouvés chez 

les patients à des moments précoces du développement comme la prolifération des 

progéniteurs neuraux et leur différenciation (Guerreiro & Maciel, 2023). 
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Les organoïdes dérivés à partir d’ASC sont obtenus directement. L’obtention de ce type 

de culture 3D se fait par l’utilisation de cocktail de facteurs de croissance dans le milieu 

de culture qui recréent les signaux lors de l’homéostasie du tissu (Corrò et al, 2020). 

Les organoïdes obtenus à partir de PSC sont générés par des protocoles de 

différenciation de plusieurs étapes, en impliquant divers facteurs de croissance et 

inhibiteurs pour recréer des aspects du développement lors de la gastrulation et 

l’organogenèse (Corrò et al, 2020). Aujourd’hui, il existe de nombreux protocoles pour 

obtenir des organoïdes modélisant divers organes tels que les reins, tube digestif, foie, 

pancréas, prostate, thyroïde, poumons, trompes de Fallope, système cardiovasculaire, 

glandes mammaires, cerveau, rétine et hypophyse (Figure 14). Ces cultures 

d’organoïdes sont principalement développées à partir de cellules humaines et 

murines, mais il existe aussi des cultures 3D obtenues à partir de cellules de bovins, 

porcins, ovins, volailles, félins, canins, reptiles et primates non humains. 

 

 

 

 

Figure 14 : Différents organoïdes pouvant être cultivés à partir de cellules souches pluripotentes 

D’après Clevers, 2016 
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4.3 Le développement d’organoïdes cérébraux 

Le développement de modèles 3D cérébraux représente une opportunité unique de 

pouvoir étudier le neurodéveloppement ainsi que des aspects précoces des 

neuropathologies. Le système nerveux central est dérivé à partir de l’ectoderme neural. 

La plaque neurale est façonnée en un tube neural par pliage et fusion de la plaque 

(Figure 15). Des gradients de morphogènes dans ce tube permettent d’établir un axe 

dorso-ventral et un axe rostro-caudal. Les neurones sont généralement générés à partir 

des cellules souches neurales qui résident près des ventricules. Ces cellules souches 

augmentent d’abord leurs nombres par divisions symétriques. Puis, pendant la 

neurogenèse, les cellules souches passent à des divisions asymétriques pour donner 

des pools de progéniteurs intermédiaires et de neurones, qui migrent vers l’extérieur 

pour former des structures stratifiées comme la médulla, le cortex cérébral et le tectum 

optique (Lancaster & Knoblich, 2014a). Depuis plusieurs années, la recherche se focalise 

donc sur le développement de modèles qui puissent récapituler ces aspects du 

neurodéveloppement humain in vitro. 

Figure 15 : Schéma de la formation du tube neural à partir de la plaque neurale 
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Zhang et al ont montré que des agrégats neuraux pouvaient être obtenus à partir de 

corps embryoïdes, qui sont une agrégation de cellules souches formant une structure 

3D similaire à un embryon (Zhang et al, 2001). Après agrégation en corps embryoïdes, 

les cellules ES en cours de différenciation peuvent former des structures ressemblant à 

des tubes neuraux en présence du facteur de croissance des fibroblastes 2 (FGF-2). De 

plus, les cellules souches en culture sont capables de se différencier spontanément vers 

la voie neurale lorsqu’il n’y a pas d’inhibiteurs dans le milieu, tels que BMP, Nodal et 

Wnt (Clevers, 2016). En se basant sur ces observations, Watanabe et al ont ainsi 

développé un protocole SFEB (Serum-free Floating culture of Embryoid Body-like 

aggregates) qui consiste à dissocier des cellules souches et à les cultiver en suspension 

dans une boîte de Petri pour permettre leur réagrégation en 3D sous la forme d’un 

corps embryoïde (Watanabe et al, 2005, 2007) (Figure 16). Ces cellules sont gardées 

dans un milieu sans sérum ne contenant pas ou peu de facteurs de croissance ce qui 

leur permet de se différencier spontanément en cellules neurales. 

Quelques années plus tard, Eiraku et al ont amélioré ce processus SFEB permettant une 

réagrégation rapide des cellules en quelques heures (SFEB with quick reaggregation – 

SFEBq) ce qui favorise une différenciation en cellules neurales plus efficace que le 

précédent protocole (Eiraku et al, 2008) (Figure 16). Les corps embryoïdes obtenus sont 

déposés sur une culture adhérente ce qui permet d’obtenir des structures de rosettes 

neurales. Ces structures sont composées de cellules progénitrices neurales (NPC) qui 

entourent un lumen ressemblant au tube neural. Les NPC de ces structures se 

différencient et se polarisent pour former un épithélium neuroectodermique qui 

donnera du tissu cortical stratifié avec des progéniteurs neuraux et des neurones 

correspondant à différentes couches corticales. 
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Lancaster et Knoblich sont allés plus loin en maintenant ces cultures en 3D tout au long 

du protocole, générant ainsi des « mini-cerveaux » contenant des représentations de 

plusieurs régions cérébrales (Lancaster et al, 2013; Lancaster & Knoblich, 2014b) (Figure 

17). Le protocole commence par des SFEBq sans facteurs de croissance, puis les 

agrégats sont enrobés dans du matrigel, un mix de protéines de la matrice 

extracellulaire. Cette matrice permet de soutenir la croissance en 3D du corps 

embryoïde en favorisant le bourgeonnement du neuroépithélium. Ce processus, 

semblable à l’invagination de la plaque neurale, permet de développer spontanément 

des organoïdes cérébraux mimant diverses régions cérébrales. Ces organoïdes 

récapitulent ainsi les étapes clés du neurodéveloppement humain ce qui permet d’avoir 

accès à des processus inaccessibles dans le cerveau fœtal humain. 

 

Figure 16 : Représentation simplifiée des principes généraux de l’induction neurale in vitro 

L’induction neurale des PSC peut être réalisée dans des conditions 2D (monocouche ou coculture) ou dans des 

conditions 3D (corps embryoïdes). La génération et/ou la culture des cellules souches neurales peut être réalisée en 

monocouche et en rosettes neurales ou en culture 3D (SFEB et SFEBq, organoïdes cérébraux et neurosphères). 

Adapté d’après Galiakberova & Dashinimaev, 2020. 
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Depuis, de nombreuses études se sont appuyées sur ces protocoles de différenciation 

non guidée pour générer des organoïdes cérébraux modélisant plusieurs régions 

cérébrales (Figure 18). De plus, divers protocoles de différenciations guidées ont été 

développés pour orienter la différenciation des corps embryoïdes vers des organoïdes 

mimant des régions cérébrales spécifiques tel que l’hypothalamus (Qian et al, 2016), 

l’hypophyse (Ozone et al, 2016), l’hippocampe (Sakaguchi et al, 2015), le cervelet 

(Muguruma et al, 2015), le cerveau moyen (Jo et al, 2016) ou encore le tronc cérébral 

(Eura et al, 2020). 

Figure 17 : Représentation du protocole de culture d’organoïdes cérébraux 

Tout d’abord, les PSC sont dissociées puis réagrégées pour former un corps embryoïde ou un sphéroïde. La culture 

de ces cellules dans un milieu d’induction neurale permet ensuite le développement du neuroectoderme. Les cellules 

neuroectodermique s’auto-organisent en structures 3D (rosette neurale ou bourgeon neuronal) rappelant le tube 

neural. Par la suite, ce processus est stimulé par le matrigel, un gel riche en protéines de la matrice extracellulaire. 

Le tissu neuroectodermique donne naissance aux progéniteurs neuraux qui prolifèrent et se différencient en 

neurones et cellules gliales. Adapté d’après Sidhaye & Knoblich, 2020, et Lancaster et al, 2013. 
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En outre, il est également possible de fusionner des organoïdes d'identités régionales 

différentes pour donner des assembloïdes, ce qui permet de créer des modèles plus 

complexes du SNC humain en développement et d’étudier les connectivités et 

interactions entre les différentes régions (Chen et al, 2020). Il est également possible 

de connecter des organoïdes cérébraux à des sphéroïdes de muscles squelettiques 

(Andersen et al, 2020). Andersen et al ont ainsi généré des assembloïdes cortico-

moteurs dans lesquels la stimulation des neurones corticaux provoque la contraction 

des cellules musculaires (Figure 19). 

Figure 18 : Divers types d’organoïdes cérébraux pouvant être obtenus par différenciation guidée 

ou non guidée 

Adapté d’après Fernandes et al, 2021. 

Figure 19 : Assembloïdes cortico-moteurs 

Un organoïde cortical (violet) est fusionné avec un organoïde rachidien (jaune) puis à un sphéroïde de muscle 

squelettique (rouge). Les cellules de l’organoïde cortical établissent des projections vers l’organoïde rachidien (traits 

rouges). La stimulation des cellules de l’organoïde cortical permet d’obtenir une contraction des cellules musculaires. 

D’après Andersen et al, 2020. 
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4.4 Similitudes des organoïdes cérébraux et le cerveau humain 

Pour évaluer le degré de similitudes entre les organoïdes cérébraux et le cerveau 

humain, plusieurs paramètres ont été étudiés tels que la composition cellulaire, les 

structures tissulaires, les profils d’expression de gènes ainsi que la fonctionnalité du 

réseau neuronal. Des études ont démontré que les signatures transcriptionnelles, la 

composition des types cellulaires, et l’activité du réseau observées dans le cerveau de 

fœtus humains peuvent être reproduites dans les organoïdes cérébraux (Wang et al, 

2023) (Figure 20). 

 

Il a été ainsi démontré que les différents protocoles de différenciation d’organoïdes 

cérébraux permettent d’obtenir des amas cellulaires qui récapitulent in vitro les 

structures et fonctions principales du cerveau fœtal. En effet, les organoïdes cérébraux 

sont composés de structures similaires aux ventricules cérébraux bordés de 

progéniteurs neuraux (Lancaster et al, 2013). Ces structures ventricle-like dans les 

organoïdes sont composées d’un lumen entouré de cellules positives pour des 

marqueurs de la glie radiale (Figure 21). De plus, les organoïdes cérébraux sont 

composés de différents types cellulaires cérébraux tels que les progéniteurs neuraux, 

les neurones et des cellules gliales avec des astrocytes et oligodendrocytes. 

Figure 20 : Chronologie montrant les similitudes relatives entre le développement du cerveau 

humain in vivo et la chronologie du protocole des organoïdes cérébraux in vitro 

La similarité relative (gradient bleu/violet) est basée sur des données biologiques et transcriptomiques provenant 

de plusieurs études. D’après Kelava & Lancaster, 2016. 
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La comparaison des transcriptomes d’organoïdes cérébraux et de cerveau humain ont 

montré que les programmes d’expression génique des cellules corticales des 

organoïdes sont similaires aux programmes dans le tissu fœtal (Camp et al, 2015; 

Mariani et al, 2015). Trujillo et al ont mis en évidence le développement d’une activité 

électrique au cours du développement d’organoïdes cérébraux, ce qui témoigne de la 

Figure 21 : Représentation simplifiée de la complexité biologique cellulaire du cerveau en 

développement in vivo et de l’organoïde cérébral in vitro 

Représentation simplifiée des couches (A) du cerveau humain et (B) des organoïdes cérébraux. Les stades précoces 

(à gauche) présentent un niveau de complexité morphologique similaire. Les stades ultérieurs (à droite) diffèrent 

par la taille de la paroi corticale ainsi que par la diversité et la complexité des populations de progéniteurs neuraux. 

(VZ, zone ventriculaire ; SVZ, zone subventriculaire ; CP, plaque corticale) D’après Kelava & Lancaster, 2016. 
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présence d’une communication en réseau dans leur modèle (Trujillo et al, 2019). Selon 

les auteurs, le développement du réseau de leurs organoïdes corticaux de 7 mois 

ressemble à certaines caractéristiques des électroencéphalogrammes des enfants 

prématurés (Figure 22). 

 

L’ensemble de ces observations implique que des aspects du développement cortical 

humain peuvent être étudiés avec la culture d’organoïdes. 

  

Figure 22 : Comparaison de l’activité électrique des 

organoïdes cérébraux avec les EEG de prématurés et 

d’adultes 

L’activité électrique mesurée dans les organoïdes de 7 mois (par 

LFP, Local Field Potential) présente des événements comparables 

avec l’activité électrique d’un prématuré de 35 semaines (par EEG, 

électroencéphalogramme), tandis qu’une activité continue est 

observée dans l’EEG de l’adulte. D’après Trujillo et al, 2019. 
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4.5 Les applications des organoïdes cérébraux 

En tant que modèle in vitro mimant la physiologie humaine, la technologie des 

organoïdes est utilisée pour diverses applications allant de l’étude du développement 

humain à la modélisation de pathologies, en passant par des études de toxicologies et 

de tests d’efficacité de médicaments (Figure 23) (Corrò et al, 2020). Ainsi, les 

organoïdes constituent un outil intéressant pour la médecine de précision et pour 

l’étude de maladies idiopathiques. En effet, la création de modèles animaux pour une 

maladie spécifique nécessite une connaissance préalable des conditions causales ou 

des gènes impliqués. Les modèles animaux sont généralement créés en appliquant des 

conditions nocives aux animaux ou en manipulant les gènes responsables de la 

maladie, tandis que les modèles organoïdes peuvent être directement générés à partir 

de cellules de patients atteints sans connaissance préalable des gènes spécifiquement 

responsables. Ceci est particulièrement pertinent pour les troubles polygéniques tels 

que le trouble du spectre autistique, le diabète, les maladies cardiovasculaires ou les 

cancers (Kim et al, 2020). 

Figure 23 : Applications diverses de la technologie des organoïdes 

D’après Corrò et al, 2020 
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Modélisation de pathologies : les organoïdes cérébraux, en particulier, sont des outils 

souvent utilisés pour modéliser différents types de pathologies cérébrales humaines. 

Ils peuvent représenter des pathologies neurodéveloppementales, neurodégénératives 

et psychiatriques (Bhattacharya et al, 2022; Clevers, 2016) (Figure 24). Ils peuvent 

également être utiles pour étudier des cancers cérébraux puisque contrairement aux 

lignées cellulaires cancéreuses en 2D, les organoïdes dérivés d’un cancer conservant 

souvent leur hétérogénéité tumorale et sont donc idéaux pour l’étude de l’évolution 

des tumeurs (da Silva et al, 2018; Corrò et al, 2020). 

Figure 24 : Applications diverses des organoïdes cérébraux 

Les organoïdes cérébraux peuvent servir à modéliser diverses pathologies affectant le SNC telles que des troubles 

du neurodéveloppement (e.g. microcéphalie, syndrome de Rett, troubles du spectre autistique), des troubles 

psychiatriques (e.g. schizophrénie, troubles bipolaires), des maladies neurodégénératives (e.g. maladies d’Alzheimer 

ou de Parkinson), des cancers (e.g. glioblastomes, métastases cérébrales) et des blessures provoquant des lésions 

(e.g. trauma crânien, AVC). Les organoïdes peuvent également être utilisés pour tester la toxicité et l’efficacité de 

molécules (toxines et candidats médicaments) ce qui en fait un outil intéressant de la médecine personnalisée. Les 

organoïdes cérébraux peuvent également apporter des informations sur le développement du cerveau humain au 

cours de l’évolution. (Créé avec BioRender) 
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Les organoïdes cérébraux peuvent ainsi modéliser des pathologies d’origine génétique, 

en utilisant des cellules de patients ou en recréant la mutation, ou des pathologies 

induites à la suite de stimuli de l’environnement (Figure 25). Pour cela, les organoïdes 

peuvent être traités par des molécules ou exposés à certaines conditions pour évaluer 

l’impact de ces facteurs environnementaux sur le développement de certaines 

pathologies. Ces facteurs peuvent être des agents infectieux (virus, parasites, bactéries, 

prions) (Pellegrini et al, 2020; Sun et al, 2020), des tératogènes et toxines (Wang et al, 

2018; Yates et al, 2022), des conditions de traumas crâniens (Ramirez et al, 2021) ou 

d’hypoxie (Kim et al, 2021). 

 

Étude de toxicologie et de criblage des médicaments : les organoïdes cérébraux peuvent 

être utilisés comme plateforme de dépistage de la toxicité pour déterminer les effets 

de l’exposition aux médicaments et aux toxines sur le cerveau humain (Jeong et al, 

2023) (Figure 24). Ils peuvent également servir à tester l’efficacité de candidats 

Figure 25 : Modélisation de troubles du neurodéveloppement avec les organoïdes cérébraux 

Exemples de troubles génétiques et environnementaux du neurodéveloppement étudiés à l'aide de la technologie 

des organoïdes. D’après Bhattacharya et al, 2022. 
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médicaments dont la cible est le SNC. En effet, comme ils modélisent la physiologie 

d’un tissu humain, ils peuvent apporter des informations complémentaires quant à la 

toxicité d’une molécule dans un contexte humain et ainsi contribuer à la réduction du 

nombre d’animaux utilisés dans les études de toxicologie. 

 

Médecine personnalisée : de par leurs applications dans la modélisation de pathologies 

et dans les tests d’efficacité de médicaments, les organoïdes cérébraux ont un fort 

potentiel dans la médecine de précision (Figure 24). Ils pourraient permettre de 

déterminer le meilleur traitement à donner à un patient en fonction de la réponse sur 

le modèle 3D. Ainsi, il existe des biobanques d’organoïdes tumoraux pour le criblage 

de médicament et la prédiction des résultats cliniques chez le patient (Corrò et al, 

2020). 

 

Étude du neurodéveloppement humain et de l’évolution humaine : puisqu’ils modélisent 

des aspects précoces du neurodéveloppement, les organoïdes cérébraux sont 

également des outils intéressants pour étudier des aspects du développement du 

cerveau humain en s’affranchissant des contraintes éthiques d’expérimentations sur les 

embryons (Figure 24). Ils sont également utiles pour apporter des réponses sur 

l’évolution de l’espèce humaine. En effet, il est possible de générer des organoïdes à 

partir de cellules de grands singes, tels que les chimpanzés et les macaques, afin d’avoir 

accès au développement du cerveau de ces proches parents de l’être humain et ainsi 

mieux appréhender les raisons de la singularité du cerveau humain (Qian et al, 2019). 

Trujillo et al ont également généré des organoïdes cérébraux archaïques en remplaçant 

l’allèle humain moderne du gène NOVA1 par l’allèle ancestral trouvé notamment chez 

les Néandertaliens et les Dénisoviens (Trujillo et al, 2021). Ils ont ainsi montré que 

« l’archéalisation » de NOVA1 dans les organoïdes conduit à une maturation précoce 

des neurones corticaux, imitant ainsi le comportement des neurones corticaux dérivés 

du chimpanzé. 
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4.6 Les limites des organoïdes cérébraux 

En moins d'une décennie, la technologie des organoïdes cérébraux a été largement 

adoptée pour étudier le processus insaisissable du développement du cerveau humain. 

Comme c'est le cas pour toute technologie émergente et en évolution, malgré ses 

nombreuses promesses, la conception, la mise en œuvre et l'interprétation des études 

utilisant des organoïdes cérébraux posent quelques limitations. 

 

La représentation des cellules gliales : les cellules gliales représentent environ 50 % des 

cellules du cerveau et les dysfonctionnements gliaux contribuent à la pathogenèse des 

troubles du développement (Bhattacharya et al, 2022). Par conséquent, pour étudier 

fidèlement ces troubles dans les organoïdes, les différents types de cellules gliales 

doivent être représentés de manière adéquate. Alors que les astrocytes sont présents 

dans presque tous les organoïdes cérébraux à partir d’un mois de culture, les 

oligodendrocytes ne sont pas facilement observables en raison de leur émergence 

tardive au cours du développement. Ainsi, plusieurs études ont proposé des 

modifications des protocoles pour accélérer l’oligodendrogenèse (Madhavan et al, 

2018; Marton et al, 2019; Shaker et al, 2021). 

De plus, les cellules microgliales émergent en dehors du SNC, à partir de précurseurs 

du sac vitellin, et migrent dans le cerveau au cours du neurodéveloppement. Comme 

la plupart des méthodes de différenciation des organoïdes cérébraux utilisent des 

facteurs qui orientent les cellules souches vers la lignée neuroectodermique, la 

microglie est généralement absente des organoïdes cérébraux. Des études se 

focalisent sur le développement de protocoles d’organoïdes cérébraux enrichis en 

cellules microgliales (Bodnar et al, 2021; Fagerlund et al, 2021; Sabate-Soler et al, 2022). 
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La vascularisation dans les organoïdes : le système neurovasculaire joue un rôle 

essentiel dans le maintien de l’homéostasie dans le cerveau en développement en 

fournissant de l’oxygène et des nutriments tout en éliminant les déchets. L’absence 

d’un compartiment vasculaire perfusé limite l’étude des interactions entre les neurones 

et l’unité neurovasculaire, mais réduit également la diffusion de l’oxygène et des 

nutriments vers le cœur des organoïdes, provoquant une nécrose interne (Bhattacharya 

et al, 2022). Afin d’améliorer la survie cellulaire et la maturation des cellules, certains 

protocoles proposent de couper les organoïdes en tranche (Giandomenico et al, 2019) 

ou de les vasculariser grâce à une transplantation dans le cerveau de souris adultes 

(Mansour et al, 2018). Le réseau vasculaire de l’hôte est capable d’envahir et de nourrir 

l’organoïde cérébral, empêchant la formation d’un cœur nécrotique. D’autres voies se 

développent autour de la co-culture d’organoïdes avec des précurseurs endothéliaux 

et/ou une culture en flux dans des puces microfluidiques (Ahn et al, 2021; Matsui et al, 

2021). Cependant, malgré des progrès constants, la vascularisation reste un obstacle 

difficile à surmonter. 

 

L’immaturité du réseau neuronal : plusieurs études semblent montrer que les neurones 

dans les organoïdes cérébraux ne deviennent électriquement actifs qu’à partir de 4 à 5 

mois, l’activité du réseau continuant à augmenter dans les mois qui suivent 

(Bhattacharya et al, 2022; Porciúncula et al, 2021). La maturation globale des neurones 

et des circuits neuronaux dans les organoïdes cérébraux est donc un processus long et 

ne semble pas récapituler entièrement le développement in vivo. De plus, l’analyse des 

transcriptomes d’organoïdes mettent en exergue une immaturité des cellules qui les 

composent (Bhattacharya et al, 2022).  
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Partie 3 : Stratégies thérapeutiques 

1. Restauration du pool de créatine cérébrale 

Une des stratégies thérapeutiques pour traiter le CTD repose sur l’hypothèse que la 

restauration des réserves en créatine pourrait corriger les symptômes des patients. 

Plusieurs types de supplémentation ont donc été testées. 

 

1.1 Supplémentation en monohydrate de créatine et précurseurs de 

synthèse 

La supplémentation orale en monohydrate de créatine : la première stratégie proposée 

a été d’apporter aux patients une supplémentation en créatine. Cette stratégie reposait 

sur l’hypothèse, qu’à de fortes concentrations, la créatine pourrait traverser les 

membranes biologiques grâce à une activité résiduelle du CRT ou à un mécanisme de 

transport alternatif (van de Kamp et al, 2014). De plus, l’apport de créatine améliore 

fortement les problèmes neurologiques chez les patients déficients pour AGAT et 

GAMT (Braissant et al, 2011). Mais un apport en créatine dosé à 300 à 1000 mg/kg/jour 

ne permet qu’une restauration partielle des niveaux de créatine cérébrale au bout de 

plusieurs mois d’administration (Longo et al, 2011). Les traitements commencés avant 

le développement des symptômes permettent de prévenir la plupart des problèmes 

dus au manque de créatine comme le retard mental (Braissant et al, 2011; Longo et al, 

2011; Stockler-Ipsiroglu & van Karnebeek, 2014). En revanche, les essais de la 

supplémentation orale en monohydrate de créatine chez les patients CTD se sont 

révélés inefficaces (Dunbar et al, 2014; van de Kamp et al, 2014). 

 

La supplémentation en acides aminés précurseurs : pour maximiser l’apport de créatine 

cérébrale, les tests de traitements se sont ensuite focalisés sur des combinaisons de 

créatine avec les acides aminés précurseurs, L-arginine et/ou L-glycine, de manière à 

augmenter la synthèse cérébrale de créatine (Stockler-Ipsiroglu & van Karnebeek, 
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2014). Avec une supplémentation orale en créatine et/ou arginine et/ou glycine, seul 

18 % des patients CTD ont une augmentation du pool de créatine cérébrale et 36 % 

des patients ont une amélioration des symptômes cliniques (Dunbar et al, 2014). Tous 

les patients ayant une augmentation de créatine cérébrale ont présenté une 

amélioration clinique, ce qui souligne la relation entre les niveaux du pool de créatine 

et les résultats cliniques. Les améliorations concernent généralement les crises 

d’épilepsie, les problèmes de comportement et d’attention ainsi que les symptômes 

musculaires avec une prise de poids. Il s’agit probablement d’une augmentation de la 

masse musculaire due à une synthèse plus importante de protéines musculaires ou à 

une rétention d’eau dans les premiers jours (van de Kamp et al, 2013). En revanche, le 

retard mental n’est pas inversé lors de la supplémentation en créatine, arginine et 

glycine, mais la progression de la pathologie semble être limitée (Bruun et al, 2018). De 

plus, la grande majorité des patients répondant au traitement sont ceux traités avant 9 

ans (Dunbar et al, 2014). 

 

La supplémentation en précurseur intermédiaire GAA : des études ont montré que la 

supplémentation en GAA pouvait augmenter les niveaux de créatine dans le muscle et 

le cerveau de sujets sains, plus efficacement que la supplémentation en créatine elle-

même (Adriano et al, 2022). Adriano et al ont montré que des fortes concentrations en 

GAA, administrées sur des coupes d’hippocampe de souris, provoquent une 

augmentation de la créatine et de la phosphocréatine dans le tissu. Cependant, lorsque 

le transporteur de la créatine est bloqué par l’appauvrissement du milieu en ion 

chlorure, le GAA n’augmente plus les réserves de créatine ce qui semble souligner 

l’importance du CRT dans le transport du GAA pour la synthèse intracérébrale. 

 

La supplémentation en précurseur intermédiaire S-adénosylméthionine (SAM) : un autre 

précurseur intermédiaire, SAM, a été testé dans une combinaison de créatine, arginine, 

glycine chez deux patients CTD. Le début du traitement avec de fortes doses de SAM 
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a montré des effets secondaires négatifs en provoquant des problèmes de 

comportement et de sommeil (Jaggumantri et al, 2015). La suite du traitement chez un 

des patients avec une dose plus faible de SAM semble montrer un effet bénéfique sur 

le langage et la communication. Cependant, ce patient suivait également une thérapie 

du langage et une physiothérapie qui pourraient être à l’origine de ces améliorations 

cliniques.  

 

Il existe plusieurs barrières à ces différents traitements (Stockler-Ipsiroglu & van 

Karnebeek, 2014). En effet, le passage de la BHE par la créatine est d’autant plus difficile 

sans le CRT. De plus, la séparation de la synthèse intracérébrale, due à une expression 

différente des enzymes AGAT et GAMT, repose sur le CRT fonctionnel pour acheminer 

l’intermédiaire GAA. Pour finir, la créatine synthétisée et sécrétée dans le parenchyme 

cérébral ne peut être incorporée dans les cellules et s’évacue donc dans le liquide 

céphalo-rachidien. Le traitement des patients avec une supplémentation orale en 

créatine nécessite donc actuellement de très fortes doses de créatine. La 

supplémentation en acides aminés précurseurs nécessite un suivi régulier pour vérifier 

les niveaux plasmatiques de certains métabolites, tel que l’acide folique, pour réguler 

les carences ou excès dus à la stimulation de la synthèse de créatine. En effet, Villar et 

al ont décrit un cas d’hyperhomocystéinémie chez un patient CTD suite à une 

supplémentation en arginine et glycine (Villar et al, 2012). Ce patient a un 

polymorphisme du gène MTHFR rendant la protéine thermosensible. Or cette protéine 

est responsable du recyclage du 5-méthyltétrahydrofolate utilisé dans les cycles du 

folate et de la méthionine pour régénérer SAM, le donneur méthyl de la synthèse de 

créatine (Figure 26). Lorsque cette synthèse est stimulée par l’apport d’arginine et de 

glycine, l’absence du 5-méthyltétrahydrofolate engendre une accumulation 

d’homocystéine. 
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1.2 Dérivés de la créatine 

Devant les résultats décevants de la supplémentation en monohydrate de créatine, la 

recherche de médicaments pour les patients CTD s’est tournée vers le développement 

de dérivés de la créatine. Le défi est de développer un candidat médicament pouvant 

être internalisé dans les cellules cérébrales sans CRT et être capable d’augmenter le 

pool de créatine ou, à défaut, d’assurer les fonctions de la créatine. 

 

Les complexes créatine-magnésium et phosphocréatine-magnésium (Cr-Mg and PCr-

Mg-complex acetate, CPLX) (Figure 27) : ces dérivés présentent l’avantage de libérer de 

la créatine et de la phosphocréatine, deux molécules nécessaires pour la réserve 

énergétique cellulaire (Lunardi et al, 2006; Perasso et al, 2008). In vitro, le Cr-Mg-CPLX 

et le PCr-Mg-CPLX conduisent à l’augmentation de la créatine dans des coupes 

d’hippocampe de souris après 3 heures d’incubation. Ceci n’est pas modifié en 

présence de conditions expérimentales inhibitrices du transport de la créatine (acide 

guanidinopropionique (GPA) ou milieu sans chlorures). D’autre part, après une injection 

Figure 26 : Cycles folate et méthionine 

BHMT : bétaïne-homocystéine méthyltransférase. ; CBS : 

cystathionine β-synthase ; MTHFR : 5,10-

méthylènetétrahydrofolate réductase ; MTR : méthionine 

synthase ; MTRR : méthionine synthase réductase ; DHF : 

dihydrofolate ; S-AdoMet : S-adénosyl-méthionine (SAM) ; 

THF : tétrahydrofolate. D’après Cherukad et al, 2012. 

Figure 27 : Structure du complexe Phosphocréatine-Mg 

Adapté d’après Lunardi et al, 2006. 
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intra-péritonéale dans un modèle d’attaque cérébrale chez la souris, le PCr-Mg-CPLX 

est capable de gagner le cerveau pour y exercer des fonctions neuroprotectrices 

(Perasso et al, 2009). Cet effet protecteur est directement proportionnel à 

l’augmentation de la concentration en créatine dans le tissu cérébral (Perasso et al, 

2008). Cependant, aucune donnée expérimentale sur ces composés n’est disponible 

sur leur capacité de passage de la BHE sans CRT. 

 

Le couplage de la créatine avec des acides aminés (creatinyl amino acid) : les créatinyl 

amino acides sont un ensemble de composés de conjugaison de la créatine avec des 

dérivés d’acides aminés. Ces conjugaisons modifient les propriétés physico-chimiques 

et biologiques de la créatine, ce qui permettrait le transport de la créatine par le 

transporteur de la molécule conjuguée (Burov et al, 2011). Burov et al ont ainsi créé 

une chimiothèque de composés dont la fonction acide carboxylique de la créatine est 

engagée dans une liaison peptidique avec un autre acide aminé. Parmi ces composés, 

les capacités neuroprotectrices d’un dérivé de la glycine (Cr-Gly-OEt), de la 

phénylalanine (Cr-Phe-NH2), de la tyrosine (Cr-Tyr-NH2) et du GABA (Cr-GABA-OEt) ont 

été déterminées in vivo dans un modèle murin d’hypoxie induite par NaNO2 et un 

modèle murin d’ischémie cérébrale. Le Cr-GABA-OEt et le Cr-Phe-NH2 montrent un 

effet neuroprotecteur modéré tandis que le Cr-Gly-OEt et le Cr-Tyr-NH2 sont plus 

efficaces pour protéger les cellules cérébrales. De plus, une autre étude souligne que 

le Cr-Gly-OEt peut être incorporé dans les cellules quand le CRT est bloqué par du GPA 

(Garbati et al, 2014). Un autre dérivé, la Cr-éthylamide, présente cette même 

caractéristique, mais son passage serait plutôt dû à son caractère lipophile qui lui 

permettrait de traverser les membranes par diffusion. 

Une autre étude a utilisé le couplage à des acides aminés pour développer des dérivés 

de la créatine (Adriano et al, 2017). En revanche, ces dérivés sont des sels de créatine 

où l’acide aminé n’est pas couplé de manière covalente avec la créatine. La Cr ascorbate 
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et la Cr gluconate ont montré un effet neuroprotecteur in vitro et peuvent être 

incorporées dans les cellules quand le CRT est bloqué par du GPA (Adriano et al, 2017). 

 

Les esters de créatine (Figure 28) : plusieurs esters de créatine ont été développés pour 

leurs caractères plus lipophiles ce qui leur permettrait en théorie de traverser les 

membranes biologiques par diffusion. De plus, ils peuvent être pris en charge par des 

estérases cellulaires pour libérer la créatine dans les cellules. 

 

L’ester éthylique de créatine était initialement prometteur puisqu’il présentait un effet 

neuroprotecteur in vitro sur des coupes d’hippocampe de souris (Adriano et al, 2011). 

Cependant, sa capacité à augmenter le pool de créatine cellulaire sans CRT diverge en 

fonction du modèle in vitro utilisé. Fons et al ont montré une augmentation de créatine 

lorsque l’ester éthylique de créatine était incubé dans des fibroblastes de patients (Fons 

et al, 2010). En revanche, dans un modèle de coupe de cerveau, cet ester, dont la chaine 

lipophile est courte, doit pénétrer moins bien dans les couches du tissu (Adriano et al, 

2011). De plus, une autre étude a montré que l’ester éthylique de créatine est 

faiblement internalisé dans un modèle de culture primaire de neurones de rat (Trotier-

Faurion et al, 2013). En outre, son administration par voie orale chez 4 patients CTD 

Figure 28 : Comparaison des structures des esters de créatine 
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pendant un an n’a pas permis d’augmenter les réserves de créatine et d’améliorer les 

fonctions cognitives (Fons et al, 2010). Cet ester est en effet peu stable dans les milieux 

aqueux puisqu’il est facilement converti en créatinine (Adriano et al, 2011). 

L’ester benzylique de créatine peut augmenter la quantité de créatine intracellulaire 

après blocage du CRT par du GPA dans des coupes d’hippocampe de souris (Lunardi 

et al, 2006). Cependant, tout comme l’ester éthylique de créatine, l’ester benzylique de 

créatine n’est pas très stable puisqu’il se dégrade rapidement en créatinine. 

L’ester éthylique de créatine diacétyle peut augmenter le pool de créatine suite au 

blocage du CRT et avoir une action neuroprotectrice sur des coupes de cerveau de 

souris (Adriano et al, 2018). 

Trotier-Faurion et al ont également produit une chimiothèque de molécules d’esters 

gras de la créatine avec des chaines carbonées saturées entre 2 et 18 carbones (Trotier-

Faurion et al, 2013). Les propriétés pharmacologiques de ces esters ont été évaluées 

grâce à trois modèles cellulaires in vitro : 

- Un modèle in vitro de BHE de rat pour définir la capacité de ces molécules à être 

internalisées par les cellules endothéliales ainsi qu’à être transloquées vers le 

parenchyme cérébral. 

- Un modèle de culture primaire de neurones corticaux de rat pour évaluer 

l’internalisation des différents esters de créatine de la chimiothèque dans les 

cellules cibles neuronales. 

- Un modèle pathologique de fibroblastes de patients CTD pour valider le 

passage intracellulaire des esters en l’absence du CRT fonctionnel ainsi que leur 

bioconversion en créatine. 

Les résultats indiquent que plus la chaîne carbonée de l’ester de créatine est longue, 

plus l'entrée dans les cellules endothéliales et dans les astrocytes est importante. 

Cependant, le plus long des esters de la chimiothèque, l’ester octadécylique (18 

carbones), semble piégé dans la bicouche lipidique des cellules endothéliales. Ainsi, 
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l’ester dodécylique de créatine (12 carbones, DCE) est la prodrogue la plus intéressante 

de la chimiothèque puisqu’elle est capable d’être incorporée dans les cellules 

endothéliales et astrocytes du modèle de BHE ainsi que dans les cultures primaires de 

neurones. Le DCE est également capable de s'accumuler à l'intérieur des fibroblastes 

des patients CTD en augmentant la concentration intracellulaire de créatine, ce qui 

montre qu’il peut être pris en charge par des estérases cellulaires pour libérer de la 

créatine. De plus, lorsqu’il est administré par voie intranasale, cet ester de créatine peut 

améliorer les performances cognitives des souris Slc6a8-/y et augmenter les niveaux 

d’ATP dans le striatum et les marqueurs synaptiques impliqués dans la potentialisation 

à long terme (LTP) (Ullio-Gamboa et al, 2019). 

 

La cyclocréatine (1-carboxylmethyl-2-iminoimidazolidine) (cCr) (Figure 29) : il s’agit d’un 

analogue cyclisé de la créatine qui a une structure presque planaire ce qui pourrait 

l’aider à traverser passivement les membranes (Kurosawa et al, 2012). 

Elle peut être phosphorylée et déphosphorylée par les créatine kinases. La cCr pourrait 

donc être utilisée directement par les cellules sous la forme du couple cCr/PcCr. 

Cependant, elle s’accumule davantage sous la forme phosphorylée (98 % sous forme 

PcCr dans des fibroblastes sains contre 50 % pour la PCr) (Gorshkov et al, 2019). Cela 

pourrait être dû à une augmentation du taux de conversion de la cCr en PcCr ou à une 

diminution du taux de conversion de la PcCr en cCr par rapport au couple Cr/PCr. 

L’accumulation de cCr dans les cellules est aussi plus faible in vitro et in vivo dans des 

modèles CTD par rapport aux sains, ce qui montre que le passage de ce dérivé repose 

principalement sur le CRT (Figure 30) (Kurosawa et al, 2012; Uemura et al, 2020). 

L’administration de cCr chez des souris Slc6a8-/y (KO total ou conditionné au cerveau) 

permet une amélioration des fonctions cognitives (Kurosawa et al, 2012; Cacciante et 

Figure 29 : Structure de la cyclocréatine 

D’après Uemura et al, 2020. 
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al, 2020). Cependant, des études de toxicologies récentes ont démontré sa toxicité sur 

le long terme chez deux modèles sains (rat Sprague-Dawley et chien beagle) (Kale et 

al, 2020; Wallery et al, 2021). Ces études montrent une corrélation entre la dose de cCr 

et la fréquence des crises d’épilepsie chez les rats et que ces administrations 

engendrent des lésions microscopiques dans le cerveau, les testicules et la thyroïde 

(Kale et al, 2020). Chez les chiens, la cCr entraîne le développement de lésions au niveau 

des poumons, cœur, reins et muscles (Wallery et al, 2021). Les résultats de toxicité 

obtenus sur les animaux sains ont conduit à l’arrêt du développement de la 

cyclocréatine comme médicament. 

 

Figure 30 : Transport de la créatine et de la cyclocréatine dans les cellules avec ou sans CRT 

(A) Dans les cellules saines, la Cr peut entrer dans la cellule via le CRT (CT1) et être phosphorylée par la créatine 

kinase. (B) Dans les cellules CTD, le CRT muté n’est pas fonctionnel, ce qui diminue les concentrations de Cr dans la 

cellule. (C) La cCr entre en compétition avec la Cr pour l’entrée cellulaire dans les cellules saines et réduit les 

concentrations intracellulaires de Cr. La cCr peut être phosphorylée par la créatine kinase. (D) L’entrée de cCr dans 

les cellules CTD est peut-être médiée par un autre transporteur ou par diffusion passive. D’après Gorshhov et al, 

2019. 
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L’ester éthylique de l’acide diacétyl guanidinique (diacétyl GAAE) (Figure 31) : Adriano 

et al ont également développé un dérivé lipophile du GAA pour favoriser son 

incorporation dans les cellules (Adriano et al, 2018). Ce dérivé semble être protecteur 

lorsque le CRT est bloqué par du GPA, mais il n’augmente pas les niveaux de Cr et PCr 

dans le tissu. Il pourrait peut-être être directement utilisé comme système 

GAA/PhosphoGAA quand il n’y a pas de créatine. Cependant, l’apport de GAA est assez 

controversé puisque les crises d’épilepsies des patients GAMT ont été attribuées à 

l’accumulation de GAA dans le parenchyme cérébral. Adriano et al précisent que les 

preuves de la neurotoxicité du GAA ont été démontrées à des doses bien supérieures 

au maximum observé chez les patients. De plus, les auteurs ont montré que l’incubation 

de GAA et de diacétyl-GAAE sur des coupes d’hippocampe de souris, à des doses 

similaires aux patients GAMT, ne modifie pas la transmission synaptique et ne serait 

donc pas toxiques. Cependant, d’autres phénomènes pourraient être à l’origine du 

caractère épileptogène du GAA comme l’hypergermination axonale (Hanna-El-Daher 

et al, 2015). De plus, Adriano et al se focalisent sur une administration aiguë de GAA et 

de diacétyl-GAAE et n’étudient pas la toxicité d’une exposition chronique (Adriano et 

al, 2018). En effet, une autre étude a montré un effet négatif d’une exposition du GAA 

à long terme sur le développement des cellules cérébrales (Hanna-El-Daher et al, 2015). 

  

Figure 31 : Structure du diacétyl-GAAE 

D’après Adriano et al, 2022. 
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1.3 Stratégie de vectorisation au cerveau 

Certains dérivés de la créatine, comme les esters, peuvent être hydrolysés par des 

estérases plasmatiques. Pour pouvoir les administrer efficacement au cerveau, il ne 

suffit pas de développer une molécule lipophile qui traverse les membranes, il faut 

également utiliser une méthode d’administration qui protège le composé jusqu’à la 

cible. Ainsi, l’utilisation de nanocapsules de lipides a été testée pour protéger le DCE 

(Trotier-Faurion et al, 2015). Ces capsules peuvent traverser un modèle in vitro de BHE 

et entrer dans les cellules endothéliales. De plus, le DCE peut être directement libéré et 

incorporé dans les fibroblastes de patients pour augmenter le pool de créatine (Trotier-

Faurion et al, 2015). Le DCE peut aussi être véhiculé dans une microémulsion 

administrée par voie nasale (Ullio-Gamboa et al, 2019). En effet, la voie nasale permet 

d’administrer un composé au SNC en contournant la BHE. Dans la cavité nasale, les 

molécules peuvent emprunter la voie des neurones olfactifs dans la partie supérieure 

de la cavité, ou la voie des nerfs trijumeaux dans l’épithélium respiratoire sur les parois 

latérales (Figure 32) (Wang et al, 2019b). Les molécules sont ensuite distribuées dans 

le cerveau.  
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2. Production d’un transporteur SLC6A8 fonctionnel 

Une autre stratégie pour restaurer le pool de créatine cérébrale est de restaurer la 

fonctionnalité du transporteur de la créatine. 

 

2.1 Thérapie génique 

Pour les maladies métaboliques héritées, la stratégie de thérapie génique repose sur 

l’utilisation des vecteurs viraux, de l’édition de génome et des thérapies ARN 

(Fernandes-Pires & Braissant, 2022). Les vecteurs viraux sont les plus intéressants dans 

le cadre des CCDS puisqu’il faut cibler le SNC, difficile d’accès, ainsi que les tissus 

Figure 32 : Administration nasale de DCE chez l’humain et le modèle murin 

Le médicament administré par voie nasale peut être acheminé au cerveau par (1) les nerfs olfactifs, (2) les nerfs 

trijumeaux, ou (3) par une voie indirecte via la circulation systémique. (ME : microémulsion) D’après Fernandes-Pires 

& Braissant, 2022 
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périphériques. Les vecteurs les plus utilisés sont le virus herpès simplex, les adénovirus, 

les virus adéno-associés (AAV) ainsi que les vecteurs rétroviraux et lentiviraux. Les AAV 

sont petits, non-enveloppés et viennent de la famille des Parvoviridae. Sans un virus 

assistant, ils ne peuvent se répliquer. De plus, ils sont facilement manipulables pour 

insérer le transgène d’intérêt dans le virus, mais la taille du transgène est plus limitée 

que pour d’autres virus. Il existe plusieurs sérotypes (AAV1 à 10), chacun avec un 

tropisme cellulaire et une efficacité différente (Bourdenx et al, 2014). Pour traiter les 

patients CCDS, il faudrait un vecteur qui puisse traverser la BHE pour administrer le 

gène dans le SNC (Figure 33). Après une injection intraveineuse, le sérotype AAV9 est 

capable de traverser la BHE chez les souris et les chats, quel que soit l’âge de l’animal 

(Duque et al, 2009; Foust et al, 2009). La transduction se fait dans les neurones et les 

astrocytes. Le souci de l’utilisation de l’AAV9 chez l’humain est la présence d’anticorps 

neutralisant anti-AAV9, ainsi que la détermination de la dose à injecter aux patients 

pour éviter les effets secondaires tel qu’une hépatotoxicité (Fernandes-Pires & 

Braissant, 2022). 

À ce jour, une seule étude a testé l’efficacité de la thérapie génique dans un modèle 

murin de CCDS (Khoja et al, 2022). Cette étude porte sur des souris GAMT-/- avec 

l’utilisation d’un vecteur AAV de sérotype rh10 pour exprimer GAMT dans les 

hépatocytes. Les souris traitées présentent une réduction de GAA dans le sang et les 

urines ainsi que des niveaux normaux de créatine plasmatique. Le pool de créatine est 

également augmenté dans le cerveau et le myocarde. Les souris GAMT-/- traitées ont 

également pris du poids et présentent une amélioration du comportement par rapport 

au souris GAMT-/- non traitées. Il est cependant difficile de conclure davantage puisque 

ce modèle de souris déficiente pour GAMT ne semble pas recréer la sévérité des 

symptômes des patients GAMT. De plus, les niveaux de GAA sont toujours relativement 

élevés dans le cerveau et les reins des souris GAMT-/- traitées. Sachant que 

l’accumulation de GAA cérébral aurait une action épileptogène chez les patients GAMT, 

une approche plus efficace serait d’exprimer le transgène de manière ubiquitaire et en 

utilisant un sérotype ayant une capacité accrue à traverser la BHE. 
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Figure 33 : Thérapie génique basée sur des vecteurs AAV 

(A) Représentation d’un vecteur AAV, contenant le gène SLC6A8, injecté par voie systémique ou intrathécale. (B) 

Représentation de la BHE et des cellules du parenchyme cérébral exprimant SLC6A8 après transduction par le vecteur 

AAV. D’après Fernandes-Pires & Braissant 2022. 

 



Chapitre 1 – Introduction 

99 
 

2.2 Repliement du transporteur SLC6A8 

Dans la famille des SLC6, plusieurs mutations ont été décrites comme responsables 

d’un mauvais repliement des transporteurs de la dopamine (DAT, SLC6A3), de la glycine 

(GlyT2, SLC6A5), de la sérotonine (SERT, SLC6A4) et de la créatine (Freissmuth et al, 

2018). Ces mutations peuvent se produire sur des résidus fortement conservés dans la 

famille SLC6 (Figure 34). 

 

Le réticulum endoplasmique (RE) est un compartiment majeur de repliement des 

protéines qui contrôle activement la biosynthèse, l'assemblage et le trafic de la plupart 

des protéines sécrétées et membranaires (Hwang & Qi, 2018). Pour maintenir 

l'homéostasie protéique, les cellules doivent assurer la fidélité du repliement et de la 

maturation des protéines. Cependant, certaines conditions physiologiques et 

pathologiques peuvent entraîner un déséquilibre entre la demande de repliement des 

protéines et la capacité de repliement, ce qui entraîne une accumulation de protéines 

mal repliées dans le RE, avec pour conséquence un stress du RE. Pour maintenir 

l'homéostasie du RE, les cellules ont développé des systèmes de contrôle de la qualité 

Figure 34 : Position des mutations des variants SLC6A8 

Les mutations en rouge et vert provoquent un mauvais repliement du transporteur. D’après Farr et al, 2020. 
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des protéines par l'action de différentes voies, notamment l'UPR (Unfolded Protein 

Response), l'ERAD (ER Associated Degradation) et l'autophagie (Hwang & Qi, 2018; 

Phillips et al, 2020) (Figure 35). 

 

Ainsi, les transporteurs dont la mutation entraîne un mauvais repliement sont bloqués 

dans le RE puis dégradés, et sont donc non fonctionnels puisqu’ils ne peuvent pas être 

acheminés sur leur lieu de fonction (e.g. la membrane plasmique) (Figure 36A). Le 

déficit de repliement d’une protéine peut être corrigé par des chaperonnes chimiques 

ou pharmacologiques qui facilitent un bon repliement et/ou la fuite des protéines 

mutantes de la machine de contrôle qualité du RE (Figure 36B) (El-Kasaby et al, 2019). 

 

 

Figure 35 : Points de contrôle de la qualité des protéines dans le RE 

Les protéines sécrétées et membranaires sont soumises à de multiples points de contrôle qualité lors de leur 

synthèse pour s’assurer de leur bon repliement et glycosylation. Ces voies comprennent notamment la dégradation 

de grandes régions du RE contenant des agrégats protéiques (autophagie du RE), l’induction de l’UPR (réponse aux 

protéines non repliées) transcriptionnelle en réponse au stress de repliement des protéines ; la dégradation 

protéasomale des substrats mal repliés et aberrants via l’ERAD (ER associated degradation). D’après Phillips et al, 

2020. 
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Ainsi, le 4-phénylbutyrate (4-PBA) est une molécule qui agirait comme chaperonne 

hydrophobique interagissant avec les segments hydrophobes des protéines mal 

repliées pour les protéger de l’agrégation (El-Kasaby et al, 2019). Le 4-PBA pourrait 

également agir sur le stress du RE en modulant l’expression des chaperonnes heat 

shock via une action sur les histones déacétylases (HDAC) (El-Kasaby et al, 2019; Salazar 

et al, 2020). Ce composé pourrait donc avoir un effet neuroprotecteur en agissant au 

niveau épigénétique. De plus, il s’agit d’un composé approuvé pour un usage 

pédiatrique dans les troubles du cycle de l’urée puisqu’il agit comme capteur d’azote 

pour favoriser l’excrétion des déchets azotés (El-Kasaby et al, 2019). Il est également 

testé pour son action d’activation de la transcription de la β-globine dans la 

drépanocytose et pour son action sur le repliement de certains variants du transporteur 

CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator) dans la mucoviscidose 

(El-Kasaby et al, 2019). 

Figure 36 : Stratégie de repliement du transporteur de la créatine par des chaperonnes 

pharmacologiques 

(A) Les protéines mal repliées restent liées à la calnexine (orange) et sont ensuite dégradées par le protéasome via 

le système de dégradation associé au réticulum endoplasmique (ERAD). (B) Des chaperonnes pharmacologiques, 

tel que le 4-PBA, peuvent se lier et stabiliser le CRT mutant mal replié pour permettre sa translocation à la membrane 

plasmique et ainsi regagner son activité. Adapté d’après Fernandes-Pires & Braissant, 2022. 
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El-Kasaby et al ont ainsi montré que plusieurs mutants SLC6A8 sont piégés dans le RE 

et que le traitement au 4-PBA pouvait restaurer la localisation de certains variants à la 

membrane plasmique (Figure 37) (El-Kasaby et al, 2019). Salazar et al ont également 

montré que le traitement au 4-PBA peut augmenter la fonction du CRT sauvage par un 

mécanisme indépendant de la quantité de transporteurs (Salazar et al, 2020). Cette 

action pourrait être intéressante pour le traitement des patientes hétérozygotes CTD 

en potentialisant la fonction des CRT sains. Le 4-PBA semble être efficace chez un tiers 

des variants ayant un mauvais repliement du CRT (Salazar et al, 2020) (Figure 34). 

Cependant, certains variants peuvent porter une mutation qui impacte à la fois leur 

transport et leur fonction de transport de la créatine. Ainsi, une fois repliés 

correctement et acheminés à la membrane plasmique, ces CRT pourraient toujours être 

non-fonctionnels (Salazar et al, 2020). 

 

2.3 Restauration de la traduction pour les mutations non-sens 

Les mutations non-sens provoquent un arrêt précoce de la traduction en codant pour 

un codon STOP. Certains composés peuvent agir sur les ribosomes pour forcer la 

traduction dans ces conditions (Salazar et al, 2020). L’ataluren a ainsi été testé chez des 

patients atteints de mucoviscidose (Sermet-Gaudelus et al, 2010) et de la myopathie 

Figure 37 : Localisation du CRT WT et P544L dans des neurones de l’hippocampe de souris avec 

ou sans traitement au 4-PBA 

(A) Le CRT sauvage est localisé à la membrane plasmique. (B-C) Le CRT mutant P544L, qui est piégé dans le RE (B), 

est relocalisé à la membrane plasmique après traitement avec du 4-PBA (C). D’après El-Kasaby et al, 2019. 
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de Duchenne (Namgoong & Bertoni, 2016). Ce candidat médicament permet aux 

ribosomes de lire les codons prématurés de l’ARNm pour produire des protéines 

fonctionnelles, et pourrait être intéressant à tester dans le cadre de certaines mutations 

non-sens du CTD (Salazar et al, 2020). 

 

3. Molécules agissant sur la physiopathologie du CTD 

Au lieu d’agir sur la restauration du pool de créatine, une autre stratégie serait de cibler 

les conséquences du manque de créatine cérébrale. Cette stratégie semble peu 

développée actuellement. En effet, la créatine ayant des rôles très divers, les 

conséquences du manque de créatine entrainent probablement plusieurs 

dérégulations pour lesquelles une seule molécule thérapeutique ne serait pas efficace. 

De plus, la physiopathologie du CTD étant relativement peu connue, trouver une cible 

thérapeutique peut s’avérer difficile. 

Cette stratégie est pourtant intéressante puisque les symptômes des patients CTD sont 

communs à d’autres pathologies neurologiques. Les dérégulations moléculaires et 

cellulaires chez les patients CTD peuvent ainsi être similaires à d’autres déficiences 

intellectuelles et d’autres neuropathologies pour lesquelles des traitements sont aussi 

en cours de développement. Ces connexions avec d’autres neuropathologies peuvent 

ouvrir la voie à de nouvelles cibles thérapeutiques. 

De plus, il est possible que la restauration du pool de créatine ne soit pas suffisante 

pour réparer certaines lésions cérébrales. Pour améliorer leur déficit cognitif, les 

patients pourraient ainsi nécessiter une combinaison de thérapies qui favoriserait d’une 

part la restauration du pool de créatine, et ciblerait d’autre part un phénomène 

physiopathologique précis. 

Ainsi, la bétaïne pourrait être une molécule d’intérêt pour le traitement des patients 

CTD. Schjelderup et al ont montré qu’une supplémentation en bétaïne chez deux 

patients CTD adultes semble améliorer, dans une certaine mesure, leurs fonctions 
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verbales ainsi que leur capacité à s’alimenter (Schjelderup et al, 2021). La bétaïne 

pourrait exercer un effet bénéfique en tant qu’osmolyte, mais aussi en tant que 

régulateur négatif du canal NKCC1 et donc en influençant la transmission GABAergique 

(Schjelderup et al, 2021). De plus, la bétaïne est un donneur de groupement méthyl 

pour la génération de méthionine qui permet la génération de SAM. 

De plus, Ghirardini et al ont récemment montré qu’un traitement au Zolpidem améliore 

l’activité corticale de souris KO CRT (Ghirardini et al, 2023). Le Zolpidem est un agoniste 

des récepteurs GABAA contenant la sous-unité α, et qui permet donc d’activer les cibles 

synaptiques des interneurones PV+ qui développent moins de synapses dans les souris 

KO CRT. Ces résultats illustrent l’avantage de cibler une dérégulation de la 

physiopathologie du CTD, à savoir l’altération des circuits GABAergiques.  
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Le déficit en transporteur de la créatine (CTD) est une maladie génétique rare dans 

laquelle la perte de fonctionnalité du transporteur de la créatine conduit à une absence 

de créatine dans le cerveau et à des retards mentaux de développement majeurs chez 

les enfants. L’absence de créatine dans les cellules provoque des déficits énergétiques 

ayant des répercussions importantes en terme de physiologie, notamment neuronales. 

Cependant, les connaissances sur les mécanismes moléculaires et cellulaires cérébraux 

affectés par l’absence de créatine chez les patients atteints du CTD restent très limitées 

alors qu’elles sont plus que nécessaires dans l’identification de nouvelles cibles 

potentielles pour des traitements pharmacologiques. Le rationnel de ce projet de thèse 

repose sur le développement de modèles cellulaires mimant le cerveau de patients CTD 

pour mieux appréhender le rôle de la créatine dans les dysfonctionnements cérébraux 

chez les patients atteints. L’objectif est d’identifier des signatures moléculaires d’une 

grande valeur translationnelle pour les études précliniques et cliniques. En effet, des 

études sur les déficits en biosynthèse de créatine ont montré que la supplémentation 

en créatine est capable d’améliorer les fonctions cognitives de patients atteints des 

déficits congénitaux de synthèse en créatine (Stöckler et al, 1994; Item et al, 2001; 

Schulze & Battini, 2007). Ainsi, comprendre le rôle de la créatine dans les 

dysfonctionnements cérébraux chez les patients CTD permettrait d’infirmer ou de 

confirmer la stratégie d’apport de la créatine au niveau cérébral dans l’amélioration des 

fonctions cognitives de patients CTD.  

 

Dans ce contexte, nous avons développé et caractérisé ce nouveau modèle 

d’organoïdes cérébraux CTD pour déterminer les types cellulaires présents dans 

l’organoïde ainsi que le caractère pathologique du modèle et les régions cérébrales 

qu’il modélise. Les résultats de caractérisation des organoïdes cérébraux sont présentés 

dans la partie 1 du chapitre Résultats & Discussions et dans l’article 1. Nous avons 

par la suite utilisé ce modèle pour répondre à l’objectif principal et étudier les voies de 

signalisation dérégulées. La comparaison de ces résultats avec un modèle d’organoïdes 
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provenant de sujets sains, a permis de mettre en évidence un réseau de signalisation 

altéré ayant des similitudes avec d’autres neuropathologies à l’instar des troubles du 

spectre autistique, du syndrome de Down et du syndrome de l’X fragile. L’étude des 

voies de signalisation a permis de mettre en évidence des acteurs majeurs impactant 

la neurogenèse et la modulation de certaines protéines cérébrales en lien avec la 

symptomatologie CTD dans les organoïdes cérébraux. Les observations rapportées 

dans la partie 2.1 du chapitre Résultats & Discussions et dans les articles 1 et 2 

mettent en exergue de potentiels déficits de neurogenèse et de synaptogenèse comme 

cibles thérapeutiques.  

La créatine ayant un rôle majeur dans le métabolisme énergétique cellulaire et tout 

particulièrement au niveau neuronal où les besoins sont élevés, la question de l’impact 

de l’absence de créatine sur les autres processus impliqués dans la bioénergétique peut 

se poser. Nous nous sommes intéressés à l’implication du métabolisme glucidique dans 

la physiopathologie du CTD et son utilisation comme biomarqueur potentiel du CTD. 

Nous nous sommes également intéressés au réseau mitochondrial où siège le cycle de 

l’acide citrique et la phosphorylation oxydative. Ces observations sont rapportées dans 

la partie 2.2 du chapitre Résultats & Discussions et dans l’article 3. 

Un des mécanismes susceptibles de moduler l’expression d’un grand nombre de 

protéines identifiées dans le cadre de cette thèse sont les modifications épigénétiques 

telles que la méthylation de l’ADN, des ARN ou des histones. Outre l’impact sur 

l’expression génique, la méthylation se trouve être également la dernière étape de 

synthèse endogène de la créatine. En effet, la synthèse endogène de créatine nécessite 

l’utilisation de la S-adénosylméthionine qui est également utilisée pour la méthylation 

d’autres substrats (Serefidou et al, 2019). L’hypothèse est donc qu’en absence 

d’incorporation de créatine, des modifications s’opèrent au niveau de la synthèse 

endogène de créatine conduisant à des modulations de phénomènes de méthylation 

et donc à un impact sur l’expression génique. Nous avons donc caractérisé dans ce 

projet de thèse les modifications épigénétiques dans les organoïdes cérébraux de 
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patients CTD. Les résultats sont présentés dans la partie 2.3 du chapitre Résultats & 

Discussions et dans l’article 4. 

Soucieux d’infirmer et ou de confirmer le rôle prépondérant de la créatine dans ces 

perturbations physiologiques que ce soit au niveau de la neurogenèse, du métabolisme 

du glucose ou des phénomènes épigénétiques, notre réflexion s’est portée sur l’impact 

de la réinstallation de niveau normaux de créatine. Deux stratégies ont été utilisées 

pour restaurer les niveaux intracellulaires de créatine : une réintroduction du 

transporteur fonctionnel de la créatine dans les organoïdes cérébraux ou l’apport de la 

créatine par l’utilisation d’une prodrogue de la créatine, l’ester dodécylique de créatine 

(DCE). Le DCE est un dérivé lipophile de la créatine qui peut traverser les membranes 

biologiques et augmenter la concentration de créatine dans les cellules de patients 

CTD (Trotier-Faurion et al, 2015). De plus, lorsqu’il est administré par voie intranasale 

ou intracérébroventriculaire, ce dérivé augmente la concentration de créatine cérébrale 

et améliore les fonctions cognitives des souris KO CRT (Ullio-Gamboa et al, 2019). Les 

résultats des deux stratégies de restauration des niveaux intracellulaires de créatine 

sont rapportés dans chacune des parties et articles correspondant aux grandes 

dérégulations observées. 
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La stratégie expérimentale développée au cours de ce projet de thèse est résumée dans 

la figure (Erreur ! Source du renvoi introuvable.). Pour obtenir notre modèle, des 

fibroblastes de trois patients possédant différentes mutations du gène Slc6a8 (P1 : 

c1006_1008AAC pAsn336del ; P2 : c1487_1500delGAG pGly499del ; P3 : 

c1221_1223delTTC pGly414del) ont été prélevés et reprogrammés en cellules souches 

pluripotentes induites (iPSC). La pluripotence de ces iPSC a été démontrée par des 

expériences in vitro (présence des facteurs SOX2, OCT4, NANOG, SSEA4 et TRA1-60) et 

in vivo (formation des trois feuillets embryonnaires dans des tératomes murins). Des 

expériences d’incorporation de créatine ont montré la non-fonctionnalité du CRT dans 

ces iPSC. Ces cellules CTD ont ensuite été utilisées pour former des corps embryoïdes 

par la technique de la goutte pendante d’après le protocole de Lancaster et Knoblich 

(Lancaster & Knoblich, 2014b) avec des modifications mineures de Nassor et al (Nassor 

et al, 2020). Après plusieurs jours de culture et l’utilisation d’un milieu favorisant 

l’induction neurale, les corps embryoïdes ont été enrobés dans une goutte de matrigel 

pour soutenir l’expansion de bourgeons du neuroectoderme. Après deux mois de 

culture, le tissu s’est développé dans tout le matrigel et forme un organoïde cérébral. 

La caractérisation de ce modèle, par immunofluorescence sur coupe et RT-PCR, a 

permis de déterminer les types cellulaires présents dans l’organoïde ainsi que sa 

structure. Le maintien de la non-fonctionnalité du CRT a été démontré par un test 

d’incorporation de la créatine. Pour valider ces résultats, nous avons introduit le gène 

Slc6a8 sain dans les iPSC de patients de manière à exprimer le CRT fonctionnel ainsi 

que la protéine fluorescente verte (GFP). Les cellules ayant une forte expression de la 

GFP, et donc du CRT, ont été sélectionnées pour former des organoïdes cérébraux CTD-

rescue. Les iPSC et les organoïdes issues de cette expérience rescue constituent ainsi 

un outil pour confirmer les résultats obtenus sur les organoïdes CTD. 

 

Pour identifier les voies de signalisation impactée par le manque de créatine, nous 

avons comparé le protéome des organoïdes sains vs CTD par spectrométrie de masse 
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en tandem couplé à une chromatographie liquide. Nous avons ainsi généré un jeu de 

données protéomiques de 4219 protéines. Les analyses bio-informatiques de ce jeu de 

données ont permis d’identifier un panel de protéines différentiellement abondantes 

entre les organoïdes sains vs CTD. Puis, les résultats ont été validés par des approches 

ciblées (western-blot et RT-PCR) sur de nouvelles productions d’organoïdes CTD et sur 

les organoïdes CTD-rescue. 

Nous nous sommes également concentrés sur le métabolisme énergétique en évaluant 

la consommation de glucose dans le cerveau des souris KO CRT (traitées ou non avec 

du DCE) par l’utilisation du [18F]FDG (fluorodésoxyglucose, analogue du glucose, 

radiomarqué au 18F) et de l’imagerie par tomographie par émission de positons (TEP). 

La TEP est une méthode d'imagerie peu invasive qui permet de mesurer en trois 

dimensions l'activité métabolique d'un organe grâce aux émissions produites par les 

positons issus de la désintégration d'un produit radioactif injecté au préalable. Le FDG 

étant un analogue du glucose qui est internalisé dans les cellules par les transporteurs 

GLUT, la TEP au [18F]FDG permet d'évaluer la consommation de glucose dans le 

cerveau in vivo (Guedj et al, 2022). Nous avons ensuite analysé par RT-PCR et western-

blot les voies de signalisation impactées en lien avec le métabolisme du glucose dans 

le modèle murin et nous avons vérifié ces résultats dans les organoïdes cérébraux 

humains CTD. 

Pour étudier les modifications épigénétiques, nous nous sommes focalisés sur les 

processus de méthylation de l’ADN en mesurant le taux de 5-méthylcytosine (5-mC) 

sur des extraits d’ADN d’organoïdes cérébraux et des cerveaux de souris KO CRT 

(traitées ou non avec du DCE).  
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Figure 38 : Stratégie expérimentale développée au cours de ce projet de thèse 
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Ce chapitre comporte deux parties qui résument les résultats présentés dans quatre 

articles publiés ou en cours de soumission, ainsi qu’un brevet européen. La 1re partie 

résume l’obtention et la caractérisation du modèle d’organoïdes cérébraux CTD 

humains. La 2e partie aborde l’étude de la physiopathologie du CTD grâce à l’utilisation 

du nouveau modèle d’organoïdes CTD et de modèles de souris KO CRT. 

Ce chapitre suit le plan suivant : 

Partie 1 : Obtention et caractérisation des organoïdes cérébraux CTD 

1. Contexte 

2. Article 1 (publié dans le journal eLife) 

3. Principaux résultats et résultats complémentaires 

4. Discussion 

Partie 2 : Étude de la physiopathologie du CTD 

1. Régulation de la neurogenèse 

1.1 Contexte 

1.2 Article 1 (cf. Partie 1) 

1.3 Article 2 (publié dans le journal Frontiers in Molecular Neuroscience) 

1.4 Brevet européen (PR91039_EP) 

1.5 Principaux résultats et résultats complémentaires 

2. Métabolisme du glucose 

2.1 Contexte 

2.2 Article 3 (soumis dans le journal Neuropharmacology) 

2.3 Principaux résultats et résultats complémentaires 

3. Processus de méthylation 

3.1 Contexte 

3.2 Article 4 (prévu pour soumission dans le journal eLife) 

3.3 Principaux résultats et résultats complémentaires 

4. Discussion 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

120 
 

  



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

121 
 

Partie 1 : Obtention et caractérisation des organoïdes 

cérébraux CTD 

1. Contexte 

L’absence de créatine dans le cerveau des patients CTD entraîne une déficience 

intellectuelle modérée à sévère avec un retard de la parole et du langage ainsi qu’une 

attitude pseudo-autistique, des troubles du mouvement et de l’épilepsie (Salomons et 

al, 2001, 2003). À l'heure actuelle, il n'existe pas de traitement efficace pour traiter les 

patients CTD. L’absence de CRT fonctionnel dans le cerveau des patients est un 

obstacle important à l’administration de créatine dans les cellules du cerveau de 

manière à améliorer les fonctions cérébrales (Ohtsuki et al, 2002; van de Kamp et al, 

2014). La supplémentation en créatine alimentaire n’étant pas efficace dans le cadre du 

CTD, il est nécessaire de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques. 

Cependant, les connaissances sur les mécanismes moléculaires et cellulaires cérébraux 

affectés par l’absence de créatine chez les patients atteints du CTD restent très limitées 

alors qu’elles sont plus que nécessaires dans la compréhension de la physiopathologie 

de la maladie et dans l’identification de nouvelles cibles thérapeutiques. 

Bien que plusieurs modèles murins CTD aient été développés (Tableau 1 et Tableau 2), 

la plupart des études se sont concentrées sur la description des déficits 

comportementaux et cognitifs causés par un manque de créatine dans le cerveau et 

n'ont pas étudié les mécanismes moléculaires associés à ces déficits comportementaux 

(Skelton et al, 2011; Baroncelli et al, 2014). Nous avons récemment corrélé les fonctions 

cognitives d’un modèle de souris KO CRT avec des analyses protéomiques de leur tissu 

cérébral (Mabondzo et al, 2023). Nous avons ainsi observé la régulation de protéines 

impliquées dans la synaptogenèse et dans la migration neuronale tel que NCAM1 

(Neural Cell Adhesion Molecule 1). Cependant, la pertinence de ces observations exige 

une validation chez les patients CTD. En effet, bien que ces modèles murins semblent 

récapituler le phénotype des patients CTD, les différences inter-espèces compliquent 
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l’extrapolation des résultats à l’être humain. En outre, les échantillons post-mortem 

humains peuvent être difficiles à obtenir et manquent souvent de contrôles appropriés, 

ce qui limite l'étude des mécanismes moléculaires. Les cultures cellulaires humaines 

classiques, quant à elles, sont souvent considérées comme non physiologiques de par 

l’utilisation de cellules immortalisées, ainsi que l’absence de modélisation de 

l’architecture du tissu et des interactions des différents types cellulaires. Les cellules en 

monocouche peuvent ainsi perdre leur phénotype originel et leurs caractéristiques 

fonctionnelles, impactant ainsi la pertinence de leurs réponses biologiques. Il est donc 

important de développer des modèles biologiques pertinents pour une meilleure 

compréhension de la physiopathologie du CTD. La technologie de reprogrammation 

de cellules différenciées en cellules souches pluripotentes induites (iPSC) ainsi que leur 

différenciation en organoïdes cérébraux offre une telle possibilité. En effet, les 

organoïdes cérébraux sont des modèles 3D, comportant plusieurs types cellulaires, qui 

récapitulent la structure et les fonctions principales du cerveau. Puisqu’il peut être 

développé avec des iPSC reprogrammées à partir de cellules de patients, ce type de 

modèle peut conserver le fond génétique du patient et permettre de faire de la 

médecine personnalisée. 

Ainsi, dans ce projet de thèse, nous avons pu avoir accès aux fibroblastes de trois 

patients CTD grâce à un don du Centre de Référence des Maladies Héréditaires du 

Métabolisme de l’Hôpital Necker à Paris. Les mutations de ces patients ainsi que leurs 

phénotypes ont précédemment été décrits (Valayannopoulos et al, 2013) : 

- Patient 1 : c1006_1008delAAC (pAsn336del), 9 ans présentant un léger retard 

mental, un retard de langage, des difficultés d'apprentissage, un léger trouble 

du comportement et une hypotonie faciale 

- Patient 2 : c1497_1500delGAG (pGly499del), 10 ans présentant un léger retard 

psychomoteur, un retard de langage, des crises d'épilepsie, de l'impulsivité, une 

hypotonie faciale et du tronc. 
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- Patient 3 : c1221_1223delTTC (pGly414del), 3 ans, sans langage, comportement 

autistique avec hyperactivité et instabilité émotionnelle. 

Nous avons généré des iPSC à partir des fibroblastes de ces patients et les avons 

utilisées pour générer des organoïdes cérébraux CTD, en utilisant des méthodes 

publiées précédemment (Nassor et al, 2020; Pavoni et al, 2018; Lancaster & Knoblich, 

2014b). L’obtention et la caractérisation de ce nouveau modèle d’organoïdes cérébraux 

CTD font l’objet d’un article publié dans le journal eLife (Article 1). Dans cet article, le 

modèle est ensuite utilisé pour étudier la physiopathologie du CTD. Cet aspect sera 

discuté plus loin dans la partie 2.1 Régulation de la neurogenèse. 
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2. Article 1 : Deciphering Neuronal Deficit and Protein Profile 

Changes in Human Brain Organoids from Patients with 

Creatine Transporter Deficiency 

 

Cet article résume les résultats de la reprogrammation des iPSC à partir des fibroblastes 

de patients CTD, l’obtention et la caractérisation des organoïdes cérébraux CTD ainsi 

que la comparaison des protéomes d’organoïdes sains vs CTD. Les résultats de l’étude 

de la physiopathologie du CTD grâce à ces comparaisons feront l’objet de la Partie 2 

du chapitre Résultats, et en particulier de la partie 2.1 Régulation de la neurogenèse. 

L’article 1 est publié dans le journal eLife (version preprint évaluée, 22 juin 2023). La 

version présentée dans ce manuscrit est la version révisée. 

 

Les tableaux (Table 1, Supplementary Tables S1-S7) sont disponibles sur le site Biorxiv : 

https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2023.06.01.543271v1.supplementary-

material  

  

https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2023.06.01.543271v1.supplementary-material
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2023.06.01.543271v1.supplementary-material


Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

125 
 
 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

126 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

127 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

128 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

129 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

130 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

131 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

132 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

133 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

134 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

135 
 
 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

136 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

137 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

138 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

139 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

140 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

141 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

142 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

143 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

144 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

145 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

146 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

147 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

148 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

149 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

150 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

151 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

152 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

153 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

154 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

155 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

156 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

157 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

158 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

159 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

160 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

161 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

162 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

163 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

164 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

165 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

166 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

167 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

168 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

169 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

170 
 

 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

171 
 

3. Principaux résultats et données supplémentaires 

Nous avons généré des lignées d’iPSC à partir des fibroblastes de trois patients CTD 

présentant tous une délétion d’un acide aminé comme mutation du CRT 

(nomenclature : iPSC CTD 1-4, patient 1 clone 4 ; CTD 2-3, patient 2 clone 3 ; CTD 3-7, 

patient 3 clone 7). Les lignées d’iPSC saines ont été obtenues à partir de fibroblastes 

de trois donneurs sains (BJ, SP, PK). Toutes ces iPSC expriment les facteurs de 

pluripotence SOX2, NANOG et OCT4 (Figure S1A – Article 1), contrairement aux 

fibroblastes, ainsi que les antigènes de surface de pluripotence SSEA4 et TRA1-60 

(Figure S1B – Article 1). De plus, les iPSC peuvent générer les trois feuillets 

embryonnaires (ectoderme, mésoderme et endoderme) lors de la formation d’un 

tératome chez des souris immunodéficientes (Figure S1C – Article 1). 

Les iPSC CTD présentent un niveau basal de créatine plus faible par rapport aux lignées 

saines (Figure 1A – Article 1). De plus, les iPSC BJ présentent une incorporation de 

créatine dose-dépendante avec un Km qui est égal à 75 µM de créatine (Figure 39). La 

quantité de créatine dans les iPSC CTD ne varie pas quelle que soit la concentration en 

créatine dans le milieu, ce qui démontre la non-fonctionnalité du CRT dans ces cellules 

(Figure 1A – Article 1). De plus, il n’y a pas de différence d’incorporation en fonction de 

la mutation du patient. 

Figure 39 : Incorporation de créatine dans les iPSC saines 

Incorporation de créatine dans les iPSC saines (BJ) après 1h d’incubation dans un milieu supplémenté avec 

différentes concentrations de créatine. Valeurs normalisées par la concentration basale de créatine (0 µM), n=4. 
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Pour examiner le rôle spécifique du CRT, nous avons généré des iPSC CTD-rescue en 

incorporant le gène Slc6a8 fonctionnel dans les iPSC CTD. Nous avons utilisé un 

système stable basé sur un transposon pour exprimer Slc6a8 en même temps que la 

protéine fluorescente verte (eGFP) (Figure S2A – Article 1). Nous avons sélectionné les 

clones d’iPSC CTD-rescue en se basant sur l’intensité de fluorescence GFP et le maintien 

de l’expression des marqueurs de pluripotence (Figure S2B – Article 1). Ces iPSC CTD-

rescue sont capables d’incorporer de la créatine à des niveaux plus élevés que les iPSC 

saines (Figure 1B-D – Article 1). 

Nous avons ensuite utilisé ces différentes lignées d’iPSC pour générer des organoïdes 

cérébraux sains, CTD et CTD-rescue. Au bout de 2 mois de différenciation, les 

organoïdes se sont pleinement développés dans la matrice d’enrobage et ont atteint 

leur taille maximale (jusqu’à 4 mm de diamètre). Ces organoïdes expriment un 

marqueur du cerveau antérieur, SIX3, qui est un facteur de transcription jouant un rôle 

dans le développement du prosencéphale et des yeux (Figure 1F – Article 1). Les 

organoïdes cérébraux expriment également des marqueurs de cellules progénitrices 

neurales (SOX2 et PAX6), d’intermédiaires neuronaux (β-III tubuline), de neurones 

immatures (TBR1) et matures (MAP2 et NeuN), de marqueurs synaptiques (PSD95), et 

d’astrocytes (GFAP) (Figure 2 – Article 1). Les organoïdes cérébraux sont également 

composés de quelques oligodendrocytes immatures (NG2, Figure 40). En revanche, les 

niveaux d’ARNm des marqueurs d’oligodendrocytes matures (OLIG1) et de microglie 

(IBA1) ne sont pas assez importants pour être détectés par RT-PCR. Les progéniteurs 

neuraux (cellules positives pour SOX2 et PAX6) sont localisés dans des structures 

semblables à des zones ventriculaires (Figure 2A – Article 1). 
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Pour évaluer la reproductibilité de ce modèle, nous avons mesuré la variabilité intra et 

inter-production des organoïdes cérébraux en comparant la taille des organoïdes 

provenant de différentes productions, ainsi que la variabilité d’expression de 

marqueurs en RT-qPCR (Tableau 4 et Figure 41). Pour la mesure des diamètres, la 

variabilité intra-production varie de 6 à 37 % et la variabilité inter-production varie de 

9 à 16 %. Pour le marqueur de progéniteurs et de cerveau antérieur PAX6, la variabilité 

intra-production varie de 19 à 28 % et la variabilité inter-production varie de 24 à 28 %. 

Lignée BJ CTD 1-4 CTD 2-3 CTD 3-7 

D
ia

m
è
tr

e
 Variabilité 

intra-production 
9 à 27 % 6 à 26 % 8 à 22 % 13 à 37 % 

Variabilité 

inter-production 
13 % 16 % 9 % 12 % 

P
A

X
6
 Variabilité 

intra-production 
19 % 26 % 28 % 28 % 

Variabilité 

inter-production 
- 24 % - 28 % 

Tableau 4 : Variabilité intra et inter-production des organoïdes cérébraux 

Pour les diamètres : n=2 à 7 organoïdes par production, 3 à 5 productions. Pour PAX6 : n= 1 à 6 organoïdes par 

production, 1 à 3 productions. 

Figure 40 : Expression de marqueurs d’oligodendrocytes immatures dans les organoïdes 

cérébraux 

(A) Expression d’ARNm de CSPG4 (NG2 ; marqueur d’oligodendrocytes immatures), n=3 à 6 (B) Image représentative 

d’une coupe de tissus d'organoïdes cérébraux sains (BJ) âgés de 2 mois immunomarquée pour NG2 (vert). Les 

noyaux sont marqués en bleu par le DAPI. Barre d’échelle = 200 µm. 
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Comme pour les iPSC, les organoïdes cérébraux CTD ont un niveau basal de créatine 

plus faible que les organoïdes sains, et ils ne présentent pas d’incorporation de créatine 

(Figure 1H-I – Article 1). Les organoïdes dérivés à partir des iPSC CTD-rescue ont un 

niveau basal de créatine similaire aux organoïdes sains, et ils sont capables d’incorporer 

de la créatine lorsqu’ils sont incubés avec 75 µM de créatine. 

 

4. Discussion 

Nous avons réussi à obtenir pour la première fois des organoïdes cérébraux à partir 

d’iPSC de patients CTD. Ces iPSC et organoïdes CTD ne sont pas capables de 

transporter de la créatine à l’intérieur des cellules ce qui montre l’absence de CRT 

fonctionnel à l’instar des cellules cérébrales des patients CTD. De plus, il n’y a pas de 

Figure 41 : Variabilité intra et inter-production des organoïdes cérébraux 

(A) Mesure des diamètres d’organoïdes cérébraux sains et CTD venant de productions différentes (MB), n=2 à 7 

organoïdes par production, 3 à 5 productions. (B) Expression relative des ARNm de PAX6, n=1 à 6 organoïdes par 

production, 1 à 3 productions. 
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différences d’incorporation en fonction de la mutation du patient ce qui est cohérent 

puisque ces trois mutations abolissent complètement l’activité du CRT 

(Valayannopoulos et al, 2013). 

Comme prévu, les organoïdes cérébraux dérivés d'iPSC présentent une diversité de 

types cellulaires similaires à d’autres études sur les organoïdes cérébraux (Lancaster et 

al, 2013; Nassor et al, 2020). Ils sont composés de neurones matures et en 

développement ainsi que d’astrocytes. D’autres cellules gliales telles que des 

oligodendrocytes immatures sont également détectés mais en proportion assez faible. 

Nous ne détectons pas de microglie ce qui est cohérent puisque les cellules 

microgliales sont dérivées du sac vitellin tandis notre protocole favorise la 

différenciation des iPSC vers les types cellulaires dérivés du neuroectoderme. 

L’organisation interne des organoïdes cérébraux est également en accord avec d’autres 

publications (Lancaster et al, 2013; Nassor et al, 2020). En effet, les progéniteurs 

neuraux sont localisés dans des structures ressemblant aux ventricules, marquées par 

SOX2 et PAX6, tandis que les neurones matures et en développement, marqués par 

NeuN et TBR1, ont migré à la périphérie de ces structures. De plus, nos organoïdes 

cérébraux semblent modéliser le cerveau antérieur puisque le facteur de transcription 

SIX3, qui joue un rôle dans le développement du prosencéphale et des yeux, est 

détecté. 

Cependant, notre modèle d’organoïdes cérébraux présente des limitations qui peuvent 

l’éloigner de la physiologie cérébrale humaine, puisque plusieurs types cellulaires sont 

manquants. En effet, il n’y a pas de cellules endothéliales pour les vaisseaux sanguins, 

ainsi que de cellules microgliales pour l’immunité. Ces limitations sont inhérentes au 

protocole de différenciation utilisé. De nouveaux protocoles tendent à émerger depuis 

plusieurs années pour inclure ces différents types cellulaires dans les organoïdes 

cérébraux (Bodnar et al, 2021; Fagerlund et al, 2021; Kook et al, 2022; Ahn et al, 2021; 

Matsui et al, 2021). Ces complexifications du modèle permettent d’améliorer la 

maturation des organoïdes cérébraux et de promouvoir la fonctionnalité des neurones. 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

176 
 

De plus, l’utilisation d’un modèle 3D de plusieurs millimètres en diamètre peut favoriser 

la présence de cœur nécrotique dû à la limitation de pénétration de nutriments et 

d’oxygène dans l’organoïde. Bien que la culture des organoïdes cérébraux sous 

agitation, comme dans notre protocole, permette d’améliorer la distribution des 

nutriments, ces conditions ne sont pas optimales. Certaines études se focalisent sur la 

transposition des organoïdes dans un système microfluidique pour améliorer la survie 

cellulaire (Cho et al, 2021; Wang et al, 2018). Ces améliorations sont également 

entreprises afin de diminuer la variabilité du modèle. 
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Partie 2 : Étude de la physiopathologie du CTD 

L'absence de CRT fonctionnel dans le cerveau représente un obstacle important à 

l'amélioration du résultat clinique des patients CTD. Plusieurs combinaisons de 

suppléments nutritionnels ont été tentées avec un succès très limité en tant 

qu'approches thérapeutiques pour le CTD (Fernandes-Pires & Braissant, 2022). Dans le 

but de reconstituer la créatine cérébrale, l’ester dodécylique de créatine (DCE) s'est 

avéré être une option thérapeutique prometteuse sur la base de données précliniques 

in vitro et in vivo (Trotier-Faurion et al, 2013, 2015; Ullio-Gamboa et al, 2019). 

Cependant, il faut plusieurs mois de supplémentation en créatine pour améliorer les 

fonctions cognitives chez les patients déficients en enzyme de synthèse de créatine 

(patients AGAT et GAMT) (van de Kamp et al, 2014). Les essais cliniques sont donc 

difficiles à concevoir car il n’existe pas de biomarqueurs liés au CTD pour surveiller 

l’efficacité des médicaments au niveau du SNC. De plus, la compréhension 

mécanistique et surtout la manière dont la créatine fonctionne dans le cerveau est peu 

documentée, alors qu'elle serait cruciale pour développer des thérapies efficaces et 

identifier des biomarqueurs du CTD. Bien que plusieurs modèles murins CTD aient été 

développés, la plupart des études se sont concentrées sur la description des déficits 

comportementaux et cognitifs causés par un manque de créatine dans le cerveau et 

n'ont pas étudié les fondements moléculaires de ce trouble (Skelton et al, 2011; 

Baroncelli et al, 2014). Il est donc important d’étudier la physiopathologie du CTD dans 

les modèles murins et humains afin de renforcer la découverte de biomarqueurs liés 

au CTD et de fournir des données convergentes solides pour soutenir les essais 

cliniques. 

Pour étudier la physiopathologie du CTD, nous avons utilisé une approche globale non 

ciblée pour déterminer dans un premier temps les changements d’abondance des 

protéines dans différentes régions cérébrales (cortex, hippocampe, cervelet, tronc 

cérébral) chez le modèle de souris KO CRT traitées ou non avec du DCE. La technologie 

de spectrométrie de masse en tandem à haute résolution nous a donc permis de 
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générer un grand ensemble de données pour déterminer l’abondance de 4035 

protéines dans le cerveau du modèle murin. Ces données ont fait l’objet d’un article 

publié dans le journal Frontiers in Molecular Neuroscience (Article 2) (Mabondzo et al, 

2023) et d’un brevet européen (PR91039_EP). Les résultats mettent en évidence un 

défaut de migration neuronale et de synaptogenèse. En effet, il y a une corrélation 

entre les déficits cognitifs et l’expression des protéines impliquées dans la 

neurogenèse, la migration neuronale et la synaptogenèse telles que FABP7, KIF1A, 

PLCB1 et NCAM1. Ces biomarqueurs nécessitent d’être transposés à l’être humain par 

une validation dans le modèle d’organoïdes cérébraux dérivés à partir de cellules de 

patients CTD.  

Ainsi, suite à la caractérisation de notre nouveau modèle d’organoïdes cérébraux CTD 

et afin de mieux comprendre le lien entre l’absence de créatine et les symptômes des 

patients, nous avons dans un second temps étudié le profil protéomique des 

organoïdes cérébraux. Nous avons généré un jeu de données protéomiques de 4219 

protéines, qui a servi à étudier différents aspects de la physiopathologie du CTD qui 

font l’objet de trois articles (Articles 1, 3 et 4) présentés dans la Partie 2 des Résultats. 

 

1. Régulation de la neurogenèse 

1.1 Contexte 

La neurogenèse est le processus par lequel les neurones sont produits dans le cerveau. 

La formation du système nerveux commence pendant le développement 

embryonnaire, se poursuit durant les premières années de la vie et ne s'achève qu'à 

l'adolescence. Mais la neurogenèse se poursuit également dans certaines régions du 

cerveau adulte au niveau de la zone sous-ventriculaire et dans le gyrus denté de 

l’hippocampe (Ribeiro & Xapelli, 2021). Plusieurs facteurs peuvent moduler la 

neurogenèse tels que l’exercice physique et les hormones gonadiques qui 

augmenteraient la neurogenèse dans le gyrus denté (Jorgensen & Wang, 2020). À 

l'inverse, la neurogenèse décline avec l’âge et elle est fortement diminuée chez des 
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patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Berger et al, 2020). Il existe également un 

lien entre neurogenèse adulte et dépression puisque la sérotonine, impliquée dans la 

dépression, influence la prolifération des progéniteurs neuraux et la survie des cellules 

nouvellement formées (Berger et al, 2020). 

Il existe plusieurs marqueurs de neurogenèse tels que les facteurs de transcription 

SOX2 et PAX6 qui sont des régulateurs essentiels de la différenciation et de la 

prolifération des cellules souches neurales (Cimadamore et al, 2013; Manuel et al, 

2015). Les mutations de SOX2 sont associées à des symptômes communs au CTD, tels 

que des déficiences intellectuelles (Dennert et al, 2017), des crises d'épilepsie et un 

développement défectueux de l'hippocampe (Mercurio et al, 2021). De plus, Baroncelli 

et al ont montré une réduction de la neurogenèse dans l’hippocampe de souris KO CRT 

(Baroncelli et al, 2016). 

Lors de la caractérisation de notre modèle d’organoïdes, nous avons pu observer que 

les structures ventriculaires étaient moins bien définies et organisées dans les 

organoïdes cérébraux CTD par rapport aux organoïdes sains (Figure 2A – Article 1). De 

plus, les organoïdes CTD présentent une plus faible expression d'ARNm des marqueurs 

de progéniteurs neuraux SOX2 et PAX6 (Figure 2B – Article 1). Ces résultats suggèrent 

que les organoïdes CTD pourraient présenter un déficit de neurogenèse.  

Ainsi, suite à l’obtention du jeu de données protéomiques des organoïdes et des souris 

KO CRT, nous avons procédé à une analyse de ces données pour identifier les protéines 

en lien avec le potentiel déficit de neurogenèse dans le CTD. 
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1.2 Article 1 – Deciphering Neuronal Deficit and Protein Profile 

Changes in Human Brain Organoids from Patients with Creatine 

Transporter Deficiency 

 

(cf. article entier dans Résultats – Partie 1.2) 
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1.3 Article  2 : Dodecyl creatine ester improves cognitive function and 

identifies key protein drivers including KIF1A and PLCB1 in a 

mouse model of creatine transporter deficiency 

 

Cet article résume les résultats des tests cognitifs ainsi que de la comparaison des 

protéomes des différentes régions cérébrales de souris sauvages et KO CRT traitées ou 

non avec le DCE. 

L’article 2 a été publié dans le journal Frontiers in Molecular Neuroscience (24 mars 

2023). 

Les données supplémentaires sont disponibles sur le site du journal : 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnmol.2023.1118707/full  

  

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnmol.2023.1118707/full
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1.4 Brevet européen 

Fiche inventeur du brevet européen (PR91039_EP) « Biomarkers for cerebral metabolic 

disorders, and diagnostic methods using thereof », suivi de la 1re page du brevet. 
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1.5 Principaux résultats et résultats complémentaires 

L'expression des marqueurs de cellules progénitrices SOX2 et PAX6 dans les 

organoïdes cérébraux a montré que les structures ressemblant aux ventricules étaient 

moins organisées et définies dans les organoïdes cérébraux CTD (Figure 2A – Article 1). 

De plus, les organoïdes CTD présentent une plus faible expression des ARNm de ces 

marqueurs de progéniteurs neuraux, ainsi qu’une diminution des marqueurs de 

neurones GABAergiques (GABBR1) et glutamatergiques (GRIA2 et vGluT1) (Figure 2B – 

Article 1). Cela suggère que les organoïdes CTD ont une diminution de cellules 

progénitrices neurales entrainant une dérégulation de la différenciation neuronale. 

Nous avons également observé une diminution des marqueurs en lien avec la 

formation des synapses (PSD95 et CREB) dans les organoïdes CTD. Ces résultats 

suggèrent que les organoïdes CTD présentent un déficit de neurogenèse et de 

synaptogenèse. Cela est cohérent avec les données d'un modèle de souris KO CRT 

montrant une diminution des marqueurs synaptiques associés au déficit cognitif (Ullio-

Gamboa et al, 2019) ainsi qu'une réduction des niveaux d’ARNm de SOX2 (Figure S4 – 

Article 1). 

Les analyses protéomiques des organoïdes (Figure S5 – Article 1) montrent que 

l’abondance de 510 protéines est altérée dans les organoïdes CTD par rapport aux 

organoïdes sains, tandis que l’abondance de 116, 52 et 21 protéines n’est 

spécifiquement modifiée que chez les patients 1, 2 et 3, respectivement (Figure 3S-U – 

Article 1) (liste des protéines en Annexe 2 – Tableau 7, Tableau 8 et Tableau 9, qui 

seront utilisées dans une prochaine étude pour comprendre la physiopathologie 

spécifique des patients). 

Afin d’identifier les voies enrichies modifiées dans les organoïdes CTD, une analyse 

d'enrichissement de l’ensemble des gènes (GSEA) a été réalisée sur trois paires de 

conditions (organoïdes sains vs CTD 1-4 ; sains vs CTD 2-3 ; sains vs CTD 3-7). Cela a 

permis d’identifier 142 protéines différentiellement abondantes apparaissant 

fréquemment dans toutes les voies enrichies. Nous avons ensuite retenu 32 protéines 
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dont les variations d’abondance entre organoïdes sains vs CTD étaient les plus 

importantes. Parmi ces 32 protéines, 21 sont associées à des pathologies dont les 

symptômes sont similaires aux patients CTD, tels que le trouble du spectre de l’autisme 

(PAK2), la déficience intellectuelle (PAK1), les troubles du neurodéveloppement 

(GSK3β) et les encéphalopathies épileptiques (MAP1B) (Table S6 – Article 1). De plus, 

les analyses ont mis en évidence que les voies de signalisation de GSK3β et SRC sont 

altérées dans les organoïdes CTD. 

Nous nous sommes ensuite intéressés à la voie GSK3β parce qu’il s’agit d’une kinase 

clé impliquée dans de nombreux processus cellulaires tel que la neurogenèse, la 

migration neuronale, la croissance des axones, la dynamique du réseau mitochondrial, 

la régulation des microtubules, l’autophagie et le métabolisme énergétique (Figure 42). 

GSK3β est une kinase qui a la particularité d’être active à l’état basal tandis que des 

stimulations extracellulaires inhibent l'activité de la kinase. Cette inhibition peut se faire 

via sa phosphorylation à la Ser9. Nous avons donc déterminé l’état d’activation de la 

Figure 42 : Voies de régulation de la GSK3 dans les neurones 

D’après Rippin and Eldar-Finkelman, 2021 
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kinase par western-blot. Dans les organoïdes CTD, GSK3β est moins phosphorylée au 

niveau de la Ser9 ce qui suggère qu’elle est suractivée (Figure 6 – Article 1). 

L’expression d’un CRT fonctionnel dans les organoïdes CTD-rescue permet de 

normaliser l’abondance de plusieurs protéines mise en évidence par les résultats de 

protéomiques tel que PAK1 et MAP1B, ainsi que l’abondance de SOX2 (Figure 6 – 

Article 1). De plus, GSK3β semble davantage phosphorylée dans ces organoïdes CTD-

rescue. Ces résultats suggèrent que ces changements sont médiés par la perte du 

transporteur fonctionnel dans les organoïdes CTD et souligne le rôle majeur de la 

créatine dans la régulation de ces protéines cérébrales. 

 

Les analyses protéomiques sur le modèle de souris KO CRT (Article 2) nous ont permis 

de mettre en évidence d’autres résultats complémentaires avec ceux des organoïdes 

cérébraux humains. Nous avons ainsi retenu 14 protéines qui sont les plus abondantes 

dans les différentes régions cérébrales du modèle murin. L’abondance de ces protéines 

est significativement altérée entre les souris sauvages et KO CRT, et entre les souris KO 

CRT traitées veh et traitées DCE. Leur abondance après le traitement est restaurée à 

des niveaux similaires aux souris sauvages. Parmi ces protéines, KIF1A qui participe au 

transport vésiculaire le long des axones, est surexprimé dans le cerveau des souris KO 

CRT, et son abondance est régulée suite au traitement DCE (Figure 4 – Article 2). De 

plus, KIF1A peut contrôler le transport de vésicules contenant la neurotrophine BDNF 

qui est produite dans le néocortex et qui accélère la redistribution globale des 

neurones corticaux (Iki et al, 2005). La diminution des niveaux de KIF1A dans le cortex, 

le cervelet et l’hippocampe des souris KO CRT suite au traitement DCE entraine une 

augmentation des niveaux de pro-BDNF/BDNF et de PSD95 qui sont des marqueurs 

de la potentialisation à long terme (LTP) liés à l’amélioration des fonctions cognitives 

(Figure 4 – Article 2). 

Les analyses protéomiques ont également mis en évidence une diminution de 

l’abondance de PLCB1 dans le cerveau des souris KO CRT et une régulation suite au 
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traitement DCE. Cette phospholipase joue un rôle important dans la transduction 

intracellulaire de nombreux signaux extracellulaires via la production de diacylglycérol 

(DAG) et d’inositol triphosphate (IP3). Nous avons montré que les variations de 

l’abondance de PLCB1 sont modulées dans le même sens que les variations de 

l’abondance de IκBα, un inhibiteur de la voie NF-κβ (Figure 4 – Article 2), pouvant ainsi 

altérer l’expression de gènes induits par cette voie. De plus, PLCB1 est co-

immunoprécipité avec KIF1A dans les extraits protéiques du cortex et de l’hippocampe 

du modèle murin. Ces résultats indiquent que KIF1A et PLCB1, ainsi que le panel des 

12 protéines additionnelles, sont potentiellement des acteurs clés dans les 

modifications de la migration des neurones et de la synaptogenèse dans le CTD. 
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2. Métabolisme énergétique 

2.1 Contexte 

La modulation de GSK3β dans les organoïdes cérébraux CTD, mise en évidence par les 

observations protéomiques, suggère un potentiel impact sur le métabolisme 

énergétique. En effet, GSK3β est impliqué dans la régulation de la biogenèse 

mitochondriale, ainsi que sa motilité (Yang et al, 2017). Cette kinase interagit 

également avec les différents complexes de l’OXPHOS et pourrait moduler 

l’homéostasie du glucose, notamment à cause de ces interactions avec la glycogène 

synthase (Yang et al, 2017; Lee & Kim, 2007). De plus, lors d’un stress dans un modèle 

murin KO pour une sous-unité du complexe IV de l’OXPHOS, les neurones présentent 

une augmentation transitoire de l’incorporation de glucose et de l’activité des enzymes 

de la glycolyse pour compenser le déficit énergétique (Garcia et al, 2022). Étant donné 

que la créatine joue un rôle crucial dans le métabolisme énergétique en permettant le 

stockage et la transmission de l'énergie, nous pouvons donc émettre l’hypothèse que 

le syndrome CTD peut être associé à une modification du métabolisme du glucose 

dans le cerveau pour compenser l'épuisement chronique de l'énergie. Dans ce 

contexte, l'imagerie par tomographie par émission de positons (TEP) utilisant le [18F]2-

fluoro-2-désoxy-D-glucose ([18F]FDG) est une méthode largement disponible pour 

évaluer le métabolisme du glucose dans le cerveau in vivo, chez l'animal et chez 

l'homme (Tournier et al, 2021). Dans le contexte du CTD, la TEP au [18F]FDG peut donc 

constituer un biomarqueur facilement disponible pour surveiller la progression de la 

maladie dans les études longitudinales précliniques. En outre, la TEP au [18F]FDG peut 

être utilisée pour estimer l'impact des traitements sur les fonctions cérébrales, avec des 

perspectives translationnelles pour évaluer les thérapies du CTD telles que le traitement 

au DCE chez les patients. 

Dans l’article 3, nous avons utilisé la TEP au [18F]FDG pour comparer le métabolisme 

cérébral du glucose chez les souris KO CRT par rapport aux souris sauvages. Nous 

avons ensuite mené des études mécanistiques à la fois sur les cellules cérébrales des 
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souris KO CRT et sur les organoïdes cérébraux CTD afin d’approfondir la 

compréhension de la régulation du métabolisme du glucose dans le cerveau des 

patients CTD. 
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2.2 Article 3 : Impaired brain glucose metabolism as a biomarker for 

therapeutic monitoring in Creatine Transporter Deficiency: 

insights from patient-derived brain organoids and in vivo 

[18F]FDG PET imaging in a mouse model 

 

Cet article résume les résultats sur l’imagerie TEP au [18F]FDG chez les souris KO CRT, 

ainsi que les résultats sur les études mécanistiques de la régulation du métabolisme du 

glucose dans le cerveau des souris et dans les organoïdes cérébraux CTD.  

L’article 3 a été soumis dans le journal Neuropharmacology (7 avril 2023). 
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2.3 Principaux résultats 

Le jeu de données protéomiques obtenu dans les organoïdes cérébraux CTD montre 

une tendance à l’augmentation de l’abondance de plusieurs enzymes de la glycolyse. 

Parmi ces protéines, les hexokinases 1 et 2 (HXK1 et 2), GSK3α et β, et l’enolase G 

(ENOG) sont significativement surexprimées dans les organoïdes CTD (Figure 5 – 

Article 3). Ces observations tendent à renforcer notre hypothèse initiale d’une 

stimulation de la glycolyse dans les cellules CTD de manière à s’adapter au déséquilibre 

de la balance énergétique. 

Cependant, l’imagerie TEP au [18F]FDG chez les souris KO CRT par rapport aux souris 

sauvages montre une diminution de l’incorporation du [18F]FDG principalement dans 

les régions subcorticales, ce qui suggère une diminution du métabolisme du glucose 

dans le cerveau CTD (Figure 1 – Article 3). 

Pour expliquer l’hypométabolisme observé chez les souris KO CRT, nous avons regardé 

l’expression des transporteurs du glucose GLUT1 et GLUT3 principalement exprimés 

par les astrocytes et les neurones, respectivement. Cependant, les niveaux d’ARNm de 

ces transporteurs du glucose ne sont pas différents entre les souris KO CRT et sauvages 

(Figure 3 – Article 3). Pour être pleinement fonctionnels, ces transporteurs doivent être 

transloqués à la membrane plasmique. Nous nous sommes donc intéressés au trafic 

intracellulaire des transporteurs du glucose, et plus particulièrement à l’AMPK, qui est 

responsable de la présence ou non des transporteurs à la membrane plasmique. 

L'AMPK est une enzyme de détection de l'énergie qui reconnaît la diminution des 

réserves en ATP. Elle est activée par une phosphorylation de la Thr172 de la sous-unité 

α qui peut ensuite phosphoryler plusieurs cibles dont des protéines impliquées dans le 

transport des transporteurs GLUT. Nous avons ainsi montré une diminution des ratio 

phospho-AMPK/AMPK α2 dans le cerveau des souris KO CRT, ce qui suggère une 

absence d’activation de l’AMPK (Figure 4 – Article 3). Ces résultats peuvent expliquer 

la diminution de l’incorporation du [18F]FDG qui peut être liée à l'absence de 

transporteur de glucose fonctionnel à la surface des cellules cérébrales. 
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Les résultats obtenus chez le modèle animal tendent à être confirmés dans les 

organoïdes cérébraux. En effet, il n’y a pas de différence d’expression des transporteurs 

GLUT dans les organoïdes CTD par rapport aux organoïdes sains (Figure 6 – Article 3). 

De plus, le ratio phospho-AMPK/AMPK α2 est diminué dans les organoïdes CTD ce qui 

souligne une absence d’activation de l’AMPK dans le modèle in vitro humain (Figure 7 

– Article 3). 

 

Puisque le métabolisme énergétique dans le cerveau dépend également de la 

mitochondrie avec l’OXPHOS, nous nous sommes aussi intéressés au réseau 

mitochondrial dans les organoïdes CTD. De plus, l'efficacité mitochondriale est 

essentielle au maintien de la fonction neuronale et de la plasticité, et l'intégrité 

mitochondriale est une composante essentielle de l'apprentissage et de la mémoire 

(Martin et al, 2018). Les mitochondries semblent également importantes dans la 

régulation des cellules progénitrices neurales pendant le processus de neurogenèse 

(Brunetti et al, 2021). D’autres parts, certaines protéines mises en évidence par les 

analyses protéomiques sont d’importants régulateurs des fonctions mitochondriales 

tels que les kinases GSK3β et SRC (Yang et al, 2017; Hebert-Chatelain, 2013). La 

morphologie du réseau mitochondrial varie en fonction des besoins de la cellule et 

dépend d’une balance entre les processus de fusion et de fission mitochondriales. 

Cependant, cette balance peut être dérégulée dans des neuropathologies et provoquer 

une fragmentation du réseau mitochondrial. 
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Nous nous sommes donc intéressés à l’expression de protéines impliquées dans la 

fusion mitochondriale telles que la mitofusine 1 (MFN1), l’ATPase YME1L1 qui joue un 

rôle dans le maintien de la morphologie des mitochondries (Figure 43) (Archer, 2013), 

ainsi que PHB1 et PHB2 qui ont des rôles multiples dans la fonction et la morphologie 

mitochondriale (Figure 44) (Thuaud et al, 2013). Dans les organoïdes CTD, toutes ces 

protéines mitochondriales sont sous-exprimées (Figure 45), tandis que DNM1L, une 

protéine impliquée dans la fission mitochondriale (Figure 43), est plus abondante dans 

les analyses protéomiques des organoïdes CTD par rapport au sain (Fold change=2,37 ; 

p<0.001). Ces résultats suggèrent une potentielle fragmentation excessive du réseau 

mitochondrial dans les organoïdes CTD. 

 

Figure 43 : Fusion et fission mitochondriales 

(A) Processus de fusion mitochondriale coordonnée par les mitofusines pour les membranes externes 

mitochondriales et par OPA1 pour les membranes internes mitochondriales. (B) Processus de fission mitochondriale 

coordonnée par DRP1 (DNM1L) et la machinerie de fission. D’après Archer, 2013. 
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Figure 45 : Expression de marqueurs mitochondriaux dans les organoïdes cérébraux 

(A-B) Expression relative de PHB1 et PHB2, n=4 à 8, one-way ANOVA suivi d’un test de comparaison 

multiple de Dunnett, (C-D) Expression relative des ARNm de MFN1 et YME1L1, n=6 à 10, test de 

Kruskal-Wallis suivi d’un test de comparaison multiple de Dunn. *p<0,05, **p<0.01 

Figure 44 : Fonctions des prohibitines PHB1 et PHB2 dans la mitochondrie 

Dans la membrane interne mitochondriale, PHB1 et PHB2 sont organisés en anneaux qui maintiennent la 

structure et régulent les fonctions des mitochondries en interagissant avec OPA1, la protéase m-AAA, SLP-2, 

ATAD3 et l’ADNmt. D’après Thuaud et al, 2013. 
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3. Processus de méthylation 

3.1 Contexte 

L’apport de créatine cérébrale repose sur la synthèse de novo intracérébrale et le 

passage de la créatine périphérique par la barrière hématoencéphalique (BHE). Ce 

passage est toutefois assez limité puisque les pieds astrocytaires qui entourent la BHE 

n’expriment pas le CRT. Dans le cadre du CTD, ce passage est inexistant à cause de 

l’absence de CRT fonctionnel au niveau des cellules endothéliales de la BHE. Par 

conséquent, l’apport de créatine dans le cerveau CTD semble exclusivement reposer 

sur la synthèse intracérébrale. Les cellules cérébrales CTD pourraient ainsi augmenter 

leur synthèse de créatine pour essayer de compenser le déséquilibre énergétique 

comme dans les cellules musculaires des souris KO CRT (Russell et al, 2014). La synthèse 

de créatine nécessite d’utiliser de la S-adénosylméthionine (SAM) comme donneur 

méthyl lors de la seconde étape (Figure 2). Nous pouvons donc émettre l’hypothèse 

que l’augmentation de consommation de SAM pourrait modifier l’efficacité d’autres 

processus de méthylation qui repose sur ce donneur de groupement méthyl, tels que 

la méthylation de l’ADN, des histones et des ARN. Ces modifications épigénétiques 

peuvent influencer la neurogenèse et sont impliquées dans plusieurs neuropathologies 

telles que les troubles du spectre de l’autisme, les troubles épileptiques ainsi que des 

maladies neurodégénératives (Yao et al, 2016; Younesian et al, 2022; Van Loo et al, 

2022). De plus, GSK3β peut moduler ces processus épigénétiques comme la 

méthylation de l’ADN ou des ARNm dans les cellules souches embryonnaires murines 

(Faulds et al, 2018; Meredith et al, 2015). 

Nous avons donc évalué les taux de méthylation de l’ADN dans le cerveau de souris 

KO CRT et dans les organoïdes cérébraux CTD. Pour déterminer si ces modifications 

épigénétiques peuvent constituer de nouveaux biomarqueurs d’efficacité de 

traitement, nous avons également regardé la modulation de la méthylation de l’ADN 

suite au traitement des souris KO CRT avec du DCE. L’ensemble de ces résultats font 

l’objet d’un article qui sera soumis au journal eLife (Article 4).  
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3.2 Article 4 : Epigenetic alterations in creatine transporter deficiency: 

a new marker for therapeutic efficacy monitoring 

 

Cet article résume les résultats du taux de méthylation de l’ADN dans le cerveau de 

souris KO CRT traitées ou non avec du DCE, ainsi que le taux de méthylation de l’ADN 

dans les organoïdes cérébraux CTD. 

L’article 4 est prévu pour soumission fin 2023 dans le journal eLife. 
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3.3 Principaux résultats et résultats complémentaires 

Parmi les 32 protéines retenues suite aux analyses protéomiques de l’article 1, MeCP2 

(methyl-CpG binding protein 2), un lecteur important de la méthylation de l'ADN, a été 

mis en évidence. Son domaine de liaison méthyl-CpG reconnaît et lie les régions 5-

méthylcytosine (5-mC). L’abondance de MeCP2 est ainsi augmentée dans les 

organoïdes CTD. 

Nous nous sommes donc intéressés au taux de méthylation de l’ADN dans les 

organoïdes cérébraux. Nous avons ainsi démontré une diminution de la 5-mC de l’ADN 

dans les organoïdes CTD (Figure 2 – Article 4). Nous avons confirmé ces résultats dans 

le cerveau du modèle de souris KO CRT (Figure 1 – Article 4). De plus, le taux de 5-mC 

de l’ADN tend à être restauré suite au traitement avec le DCE. Ces observations 

démontrent que la restauration des réserves de créatine cérébrale module la 

méthylation de l’ADN et par conséquent l’expression génique. 
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4. Discussion 

Ce projet de thèse établit pour la première fois l'utilisation d'organoïdes cérébraux CTD 

humains comme modèle de haute-fidélité pour comprendre la physiopathologie de 

cette maladie. Grâce à l’obtention de résultats complémentaires avec ce modèle 

humain et le modèle murin KO CRT, nous avons pu mettre en évidence une possible 

altération de la neurogenèse et de la synaptogenèse dans le CTD, ainsi qu’un 

hypométabolisme et une hypométhylation de l’ADN.  

Les organoïdes cérébraux CTD présentent une taille et une diversité de types cellulaires 

similaires à ceux obtenus à partir de donneurs sains, mais ils ont une expression réduite 

des marqueurs liés à la neurogenèse. Les facteurs de transcription SOX2 et PAX6 sont 

des régulateurs essentiels de la différenciation et de la prolifération des cellules 

souches neurales, assurant le processus de neurogenèse (Cimadamore et al, 2013; 

Manuel et al, 2015). Les mutations de SOX2 sont associées à des déficiences 

intellectuelles (Dennert et al, 2017), à des crises d'épilepsie et à un développement 

défectueux de l'hippocampe (Mercurio et al, 2021), des symptômes similaires aux 

patients CTD. En plus de la diminution de l'expression des marqueurs des progéniteurs, 

nous montrons que les organoïdes CTD ont une expression réduite des marqueurs 

GABAergiques (GABBR1), glutamatergiques (GRIA2) et postsynaptiques (PSD95), 

suggérant une réduction de la synaptogenèse. Ceci est en accord avec nos résultats 

chez les souris KO CRT (Slc6a8-/y) qui ont montré une réduction de l'expression des 

ARNm de PSD95 et CREB (Ullio-Gamboa et al, 2019). De plus, une densité réduite des 

épines corticales et des réductions des niveaux de protéines de plusieurs marqueurs 

synaptiques ont été observées dans le cerveau des souris KO CRT (Chen et al, 2021; 

Baroncelli et al, 2016; Ghirardini et al, 2023) et des rats KIY389C (Duran-Trio et al, 2022). 

Ainsi, notre modèle d'organoïdes cérébraux CTD récapitule les altérations de la 

neurogenèse et de la synaptogenèse observées dans les modèles murins CTD et ces 

altérations peuvent conduire aux déficits cognitifs observés chez les patients CTD. De 

plus, une étude a montré que la délétion du gène Slc6a8 dans le cerveau murin en 
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développement est nécessaire pour obtenir les mêmes déficits cognitifs que ceux 

observés chez les souris KO CRT ubiquitaires (Udobi et al, 2019). Ces résultats en accord 

avec nos observations, apportent une preuve supplémentaire de l'importance de la 

créatine dans le développement du cerveau. Le déficit de neurogenèse est également 

observé dans d’autres pathologies de déficience intellectuelle telles que le syndrome 

de Down (DS). En effet, Tang et al ont montré dans des organoïdes cérébraux de 

patients DS, une diminution de la prolifération et des marqueurs des couches II et IV 

des neurones corticaux dans les régions sous-corticales (Tang et al, 2021). 

 

Pour mieux comprendre le lien mécanistique entre le manque de créatine et les 

potentiels déficits de neurogenèse et synaptogenèse, nous avons analysé le protéome 

des organoïdes CTD (Article 1) et de différentes régions cérébrales de souris KO CRT 

(Article 2). Nos analyses protéomiques nous ont ainsi permis d'identifier les protéines 

et les voies moléculaires susceptibles d'être perturbées dans le CTD. Les principaux 

résultats de l’article 1 sur les organoïdes cérébraux CTD sont résumés 

schématiquement dans la Figure 7 – Article 1, tandis que les principaux résultats de 

l’article 2 sur les souris KO CRT sont résumés dans la Figure 5 – Article 2.  

Dans les organoïdes cérébraux humains, nous avons mis en évidence 32 protéines dont 

l'abondance est modifiée dans les organoïdes CTD par rapport aux organoïdes sains. 

Parmi ces 32 protéines, 21 ont déjà été associées aux troubles du spectre autistique, à 

la déficience intellectuelle, aux troubles du neurodéveloppement et aux 

encéphalopathies épileptiques. Ces profils d'expression protéique modifiée indiquent 

que les organoïdes cérébraux CTD peuvent refléter de manière appropriée la 

physiopathologie moléculaire des patients. Nous avons également révélé que deux 

voies clés, celles de la GSK3β et de SRC, étaient altérées dans les organoïdes cérébraux 

CTD. L'outil web STRING (Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes) a confirmé 

que les deux voies étaient associées aux 32 protéines les plus abondantes mises en 

évidence dans nos analyses sur les organoïdes cérébraux.  
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GSK3β est une kinase clé constitutivement active, régulée négativement par sa 

phosphorylation à la Ser9 (Hur & Zhou, 2010). La GSK3 possède une large gamme de 

substrats et régule donc un large éventail de processus cellulaires, notamment la 

neurogenèse, la polarisation neuronale, la croissance des axones au cours du 

développement du cerveau,  ainsi que la régulation des microtubules, le métabolisme 

énergétique et la dynamique du réseau mitochondrial (Hur & Zhou, 2010). Ces 

régulations s'effectuent soit par action directe, soit par modulation transcriptionnelle. 

Par exemple, la GSK3β activée module directement la dynamique des microtubules en 

phosphorylant les protéines associées aux microtubules (MAP) (Rippin & Eldar-

Finkelman, 2021), comme MAP1B et la stathmine qui ont été mises en évidence dans 

notre analyse protéomique. MAP1B participe à son tour à la régulation de la structure 

et de la physiologie des épines dendritiques dans les synapses glutamatergiques 

(Tortosa et al, 2011). De plus, les modulations de l’activité de MAP1B et d’autres MAP 

telles que CRMP2, APC et Tau par GSK3β permettent de réguler la croissance axonale 

en modifiant la dynamique des microtubules (Hur & Zhou, 2010; Goold & Gordon-

Weeks, 2004). GSK3β peut également réguler les protéines motrices sur les 

microtubules et impacter le trafic dans la cellule (Rippin & Eldar-Finkelman, 2021). 

GSK3β influence aussi l'expression des gènes en contrôlant le niveau, la localisation 

nucléaire et la liaison à l'ADN des facteurs de transcription, régulant ainsi indirectement 

la neurogenèse (Hur & Zhou, 2010). Ainsi, parmi ces nombreux substrats figurent les 

facteurs de transcription, « Nuclear Factor of Activated T-cells » ou NFAT, SMAD1, NF-

κB, β-caténine et « cAMP Response Element Binding » ou CREB (Hur & Zhou, 2010; 

Rippin & Eldar-Finkelman, 2021). Ainsi, la suractivation de GSK3β dans les organoïdes 

cérébraux CTD est cohérente avec des précédentes observations dans un modèle de 

souris KO CRT, où il a été montré que le niveau d’ARNm de CREB était diminué (Ullio-

Gamboa et al, 2019). De nombreuses études ont montré que la modulation de l'activité 

de GSK3β peut réguler l'homéostasie des progéniteurs neuraux (Dohare et al, 2019; 

Guyot et al, 2020; Hur & Zhou, 2010; Jurado-Arjona et al, 2016; Kim et al, 2009) et GSK3 

est également impliqué dans l'homéostasie énergétique, l'apoptose et l'autophagie, 
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ainsi que dans les interactions avec les protéines liées à la neurodégénérescence 

(Hernandez et al, 2013). De plus, les altérations de l'activité de GSK3 ont été associées 

à des maladies neurodéveloppementales telles que les troubles du spectre autistique 

(Hernandez et al, 2013; Rizk et al, 2021). 

La suractivation de GSK3β dans nos organoïdes cérébraux CTD a été associée à une 

diminution du niveau des marqueurs synaptiques et des progéniteurs neuraux par 

rapport aux organoïdes sains. Ces altérations sont corrigées suite à l’expression d'un 

transporteur SLC6A8 fonctionnel, rétablissant le transport de créatine dans les 

organoïdes cérébraux CTD. L'introduction d'un CRT fonctionnel dans les organoïdes 

CTD conduit à une réduction de l'activation de GSK3β, à une restauration du niveau du 

marqueur de progéniteur SOX2, ainsi que des protéines mises en évidence liées aux 

déficiences intellectuelles telles que PAK1 et MAP1B.  

Chez les souris KO CRT, nous avons mis en évidence 14 protéines dont l'abondance est 

modifiée dans le cortex, l’hippocampe, le cervelet et le tronc cérébral et qui est 

modulée par le traitement DCE. Parmi ces 14 protéines, 13 sont liées à la déficience 

intellectuelle, aux troubles du spectre autistique, au trouble bipolaire, aux neuropathies 

axonales, à la régulation de la croissance des neurites, à la leucodystrophie, à l’ataxie 

cérébelleuse, à des encéphalopathies épileptiques ou à des maladies 

neurodégénératives. Parmi ces 14 protéines, l'abondance de KIF1A dans les quatre 

régions du cerveau (cortex, hippocampe, cervelet et tronc cérébral) était 

significativement corrélée avec l’index de discrimination dans le test de reconnaissance 

d'objets (ORT), tandis que l'abondance de cette protéine dans l'hippocampe, le cortex 

et le cervelet était corrélée avec l'alternance spontanée dans le test Y-maze. L'analyse 

de co-immunoprécipitation a confirmé que KIF1A interagit avec PLCB1 dans les 

différentes régions du cerveau, suggérant un rôle clé de KIF1A dans le CTD. 

L'association de KIF1A et PLCB1 aux fonctions cognitives a déjà été rapporté dans 

différents troubles cérébraux (Manning et al, 2012; Lee et al, 2015). 
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Le test ORT se concentre principalement sur la fonction hippocampique. 

L’augmentation de l’abondance de KIF1A dans l’hippocampe des souris KO CRT 

suggère que le transport axonal antérograde peut être altéré dans les neurones de 

l'hippocampe, ce qui peut conduire à des changements dans les protéines synaptiques, 

contribuant ainsi à des changements dans la neurotransmission de l'hippocampe et à 

des troubles cognitifs et de la mémoire. Dans un modèle d'α-synucléinopathie chez le 

rat, des niveaux élevés de KIF1A ont été observés dans la substance noire (Chung et al, 

2009), ce qui suggère la possibilité d'un déséquilibre dans la dégradation et la synthèse 

des protéines et/ou d'un déficit dans le transport axonal. Des mutations du gène KIF1A 

ont également été trouvées chez des patients atteints du syndrome de Rett qui est un 

trouble neurodéveloppemental grave (Wang et al, 2019a). KIF1A participe au transport 

vésiculaire. Les vésicules contenant la neurotrophine BDNF sont sous le contrôle de 

KIF1A (Kondo et al, 2012). Le BDNF est produit dans le néocortex tout au long du 

développement du cerveau et accélère la redistribution globale des neurones 

corticaux. La régulation des niveaux de KIF1A par le traitement DCE chez les souris KO 

CRT entraîne des niveaux plus élevés de pro-BDNF/BDNF, qui sont liés à l'amélioration 

de la fonction cognitive. Ces résultats suggèrent qu'une expression normale de KIF1A, 

mais pas une surexpression, pourrait être indispensable à la fonction cognitive médiée 

par le BDNF. L'effet direct du DCE sur la régulation de l'expression du pro-BDNF/BDNF 

n’est cependant pas exclu. La surabondance de KIF1A dans le cerveau en 

développement des souris KO CRT entraîne probablement un dysfonctionnement 

synaptique, contribuant ainsi à des troubles cognitifs et de la mémoire (Iki et al, 2005; 

Lu et al, 2014). Nous avons également remarqué que l'abondance de KIF1A dans 

l'hippocampe et le cortex des souris KO CRT est corrélée avec les performances 

cognitives du test Y-maze qui permet d’évaluer la mémoire de travail et la flexibilité 

cognitive chez les souris. Ces résultats indiquent que KIF1A est l'un des acteurs clés 

potentiels de la physiopathologie du CTD. 

Le dérèglement de la signalisation de PLCB1 est lié à plusieurs troubles cérébraux, 

notamment l'épilepsie, la schizophrénie, les troubles bipolaires, la maladie de 
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Huntington, la dépression et la maladie d'Alzheimer (Alberini, 2009; Cholewa-Waclaw 

et al, 2016). Nous avons démontré que le traitement DCE module l'abondance relative 

de PLCB1 dans différentes régions du cerveau. PLCB1 semble réguler la voie NF-κβ en 

régulant les niveaux de protéines inhibitrices IκBα chez les souris KO CRT. La 

signalisation NF-κβ dans le cerveau est impliquée dans la régulation de la survie et de 

la fonction neuronale (Meffert et al, 2003; Kaltschmidt et al, 2006). Lorsqu’il n’est pas 

lié à IκBα, NF-κβ se déplace dans le noyau pour activer les gènes cibles. Les souris 

déficientes en IκBα présentent ainsi une activation dérégulée et soutenue de NF-κβ 

(Lian et al, 2012). Les souris KO CRT montrent une diminution de l'abondance de IκBα 

dans le cortex et l'hippocampe, ce qui est compensé par le traitement au DCE. Il semble 

probable que la régulation à la hausse des niveaux de PLCB1 dans le cortex, induite par 

le DCE, conduise à la production d'inositol-1,4,5-triphosphate (IP3) (Rusciano et al, 

2021), et que l'IP3 pourrait moduler la voie NF-κβ via la régulation d’IκBα, modifiant 

ainsi l'abondance des gènes induits par NF-κβ. Il se pourrait également que la voie NF-

κβ soit régulée par la suractivation de GSK3β qui est connu pour réguler positivement 

ce facteur (Lee & Kim, 2007). La diminution de l'abondance de l'IκBα pourrait réguler 

la neuroinflammation ainsi que la formation de la mémoire spatiale et la plasticité 

synaptique, probablement par le biais de la signalisation du BDNF. La régulation de la 

neuroinflammation est également soutenue par l'identification de NCAM1 chez les 

souris KO CRT dont l'abondance est altérée et restaurée par le traitement DCE.  

 

La modulation de GSK3β dans les organoïdes cérébraux CTD, mise en évidence par les 

observations protéomiques, suggère un potentiel impact sur le métabolisme 

énergétique. En effet, GSK3β est impliqué dans la régulation de la biogenèse 

mitochondriale, ainsi que sa motilité (Yang et al, 2017). Cette kinase interagit 

également avec les différents complexes de l’OXPHOS et pourrait moduler 

l’homéostasie du glucose, notamment à cause de ces interactions avec la glycogène 

synthase (Yang et al, 2017; Lee & Kim, 2007). De plus, lors d’un stress dans un modèle 
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murin KO pour une sous-unité du complexe IV de l’OXPHOS, les neurones présentent 

une augmentation transitoire de l’incorporation de glucose et de l’activité des enzymes 

de la glycolyse pour compenser le déficit énergétique (Garcia et al, 2022). 

Nous avons cherché à étudier les voies du métabolisme énergétique dans les 

organoïdes CTD et chez les souris KO CRT. Les principaux résultats sont résumés dans 

la Figure 8 – Article 3. La glycolyse anaérobie et la phosphorylation oxydative 

permettent de maintenir en permanence les niveaux d’ATP qui constituent l'apport 

énergétique nécessaire au bon fonctionnement du cerveau. Le système Cr/PCr vient en 

complément pour servir de tampon énergétique et maintenir des niveaux constants 

d'ATP. Par conséquent, nous avons émis l’hypothèse que le manque d’incorporation 

de créatine dans les cellules CTD induit une réponse adaptative au déséquilibre 

énergétique en stimulant la glycolyse et la phosphorylation oxydative. Cependant, les 

données d'imagerie TEP au [18F]FDG rapportées dans l’article 3 suggèrent un déclin 

significatif du métabolisme du glucose chez les souris KO CRT. Cette observation 

suggère que soit la glycolyse n'est pas stimulée par la diminution énergétique 

chronique due à la déficience du système Cr/PCr, soit l’incorporation du glucose dans 

les cellules cérébrales est altérée. 

L’évaluation de l’expression des transporteurs du glucose, GLUT1 pour les neurones, et 

GLUT3 pour les astrocytes (Koepsell, 2020; McEwen & Reagan, 2004), ne révèle aucune 

modification significative dans le cerveau des souris KO CRT et dans les organoïdes 

cérébraux CTD. Ces observations suggèrent que la régulation a lieu après la 

transcription, par exemple pendant le trafic des transporteurs. Les GLUT sont 

principalement localisés dans des vésicules intracellulaires qui doivent être 

transloquées vers la surface. Une étude a constaté que seulement 4 % de GLUT3 est 

localisé à la surface de la cellule (McClory et al, 2014). Ainsi, l'expression 

transcriptionnelle des GLUT ne récapitule pas la fonctionnalité réelle des transporteurs. 

La translocation des vésicules de GLUT vers la surface cellulaire est médiée par l'AMPK 

(Muraleedharan & Dasgupta, 2022). L'AMPK activée phosphoryle directement TXNIP 
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et TBC1D1 dans les astrocytes et les neurones respectivement, augmentant ainsi la 

translocation des vésicules de GLUT vers la surface cellulaire. L'AMPK est activée en cas 

de déficit énergétique notamment lorsqu’il y a une augmentation des rapports 

AMP/ATP et ADP/ATP (Steinberg & Hardie, 2023). L'AMPK n'active pas seulement le 

trafic de GLUT, mais initie également une série de changements compensatoires qui 

maintiennent les niveaux d'ATP cellulaires. Par exemple, l'AMPK phosphoryle la 

glycogène synthase pour arrêter la synthèse du glycogène et augmenter la production 

d'ATP par la glycolyse. Dans le muscle des souris KO CRT, il a été démontré que la 

réduction de l'ATP entraîne une activation chronique de l'AMPK pour favoriser la 

production d'énergie (Stockebrand et al, 2018). Cependant, dans le cerveau des souris 

KO CRT, nous avons démontré que l'AMPK n'est pas activée. Ces observations 

suggèrent que les cellules cérébrales CTD ne sont pas en mesure de promouvoir la 

translocation de surface des transporteurs GLUT pour améliorer l’incorporation du 

glucose. La perte d'activation de l'AMPK dans les cellules cérébrales CTD peut donc 

expliquer la diminution d’incorporation du [18F]FDG chez les souris KO CRT. De plus, 

la voie de l'AMPK semble impliquée dans la neurodégénérescence et d'autres 

neuropathologies (Muraleedharan & Dasgupta, 2022). Le lien entre l’AMPK et le 

métabolisme de la créatine a déjà été souligné auparavant. En effet, l’AMPK serait un 

régulateur positif du transport de la créatine dans les cardiomyocytes, tandis qu’il 

inhiberait le transport dans les cellules rénales (van de Kamp et al, 2014). 

GSK3 est également impliqué dans le métabolisme du glucose puisqu’elle phosphoryle 

la glycogène synthase (GYS), ce qui entraîne l'inactivation de l'enzyme et sa 

dégradation ultérieure dans le protéasome (Muraleedharan & Dasgupta, 2022). Par 

ailleurs, GYS1 et GYS2 sont moins abondantes dans les organoïdes CTD, ce qui suggère 

que le glucose n'est pas stocké sous forme de glycogène et est immédiatement utilisé 

dans la voie de la glycolyse pour produire de l'ATP. En outre, GSK3 renforce 

l'hexokinase 2 (Gimenez-Cassina et al, 2009) et phosphoryle la pyruvate 

déshydrogénase (Hoshi et al, 1996), un composant important du cycle de Krebs. Ces 

résultats suggèrent que les cellules cérébrales CTD tentent toutefois de compenser la 
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diminution énergétique chronique due à l'absence du système Cr/PCr. Cependant, la 

suractivation de GSK3β peut également inhiber l’AMPK et favoriser des dysfonctions 

mitochondriales (Rippin & Eldar-Finkelman, 2021; Martin et al, 2018). En effet, GSK3β 

est impliquée dans la régulation de la biogenèse mitochondriale et peut inhiber les 

différents complexes de l’OXPHOS (Yang et al, 2017). Lorsque la kinase GSK3β est 

active, elle phosphoryle PGC-1α ce qui favorise sa dégradation. PGC-1α est un co-

activateur de transcription qui régule plusieurs aspects des fonctions mitochondriales 

(Rippin & Eldar-Finkelman, 2021). Lorsqu’il est actif, cela permet une augmentation de 

la biogenèse et de la respiration mitochondriale. De plus, GSK3β favorise la 

fragmentation du réseau mitochondrial en phosphorylant la protéine de fission DRP1 

(DNM1L) ce qui augmente son activité GTPase, et en diminuant le niveau d’expression 

de la protéine de fusion MFN2 (Yang et al, 2017; Rippin & Eldar-Finkelman, 2021). La 

suppression de l’activité de GSK3β dans un modèle d’ischémie cérébrale permet de 

diminuer l’expression des protéines de fission et réduit ainsi la fragmentation du réseau 

mitochondrial (Zhang et al, 2015).  

Plusieurs inhibiteurs de GSK3β sont développés comme potentiels traitement pour des 

maladies neurodéveloppementales et neurodégénératives (Franklin et al, 2014; Rippin 

& Eldar-Finkelman, 2021). En effet, une étude a montré que des inhibiteurs de GSK3 

peuvent inverser les déficits de la potentialisation à long terme et de la cognition chez 

un modèle de souris du syndrome de l’X fragile (Franklin et al, 2014). 

 

Parmi les protéines mises en évidence dans les analyses protéomiques, plusieurs 

interagissent ou sont des régulateurs de mécanismes épigénétiques tels que MeCP2, 

HDAC 1 et 2, GSK3β (Meredith et al, 2015). La méthylation de l'ADN est l'un des 

nombreux mécanismes épigénétiques que les cellules peuvent utiliser pour contrôler 

l'expression des gènes qui jouent des rôles régulateurs clés dans l'organogenèse, 

l'homéostasie et les processus pathologiques (Xie et al, 2023). C'est l'un des processus 

cellulaires normaux qui nécessite également de la S-adénosylméthionine (SAM). Dans 
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le SNC, la méthylation de l'ADN influence également de multiples aspects de la 

neurogenèse, depuis le maintien et la prolifération des cellules souches, la 

différenciation et la maturation neuronales, et la synaptogenèse (Jobe & Zhao, 2017). 

Des études récentes ont mis en évidence le rôle des changements épigénétiques tels 

que la méthylation de l'ADN ou les modifications des histones dans divers troubles 

neurologiques (Younesian et al, 2022). Par exemple, les observations faites chez des 

patients souffrant de troubles du spectre autistique et présentant des symptômes 

similaires aux patients CTD soulignent l'importance de la méthylation de l'ADN dans 

cette maladie (Williams & LaSalle, 2022). L'hypométhylation de l'ADN observée à la fois 

chez les souris KO CRT et dans les organoïdes CTD valide notre hypothèse d'une 

dérégulation de la méthylation et pourrait être liée aux symptômes des patients CTD. 

Ces résultats, résumés dans la Figure 3 – Article 4, mettent en évidence pour la première 

fois un marqueur épigénétique et une nouvelle voie physiopathologique dans le CTD.  

De précédents résultats ont montré que le DCE, un dérivé lipophile de la créatine, 

améliore les niveaux cérébraux de créatine et les fonctions cognitives des souris KO 

CRT après un mois d'administration intranasale (Ullio-Gamboa et al, 2019). De plus, 

nous démontrons dans l’article 4 que le traitement avec le DCE augmente également 

l'intensité de la méthylation de l'ADN chez les souris KO CRT. La restauration de 

l'équilibre de la méthylation de l'ADN après un traitement au DCE chez les souris KO 

CRT place cette dérégulation comme un biomarqueur potentiel de l'efficacité de la 

pharmacologie pour les études précliniques. 

De plus, cette hypométhylation de l'ADN est une cible potentielle pour de nouvelles 

thérapies. En effet, l'approvisionnement en SAM repose sur le cycle du folate et de la 

méthionine dans lequel entrent le folate, la vitamine B12, la vitamine B2 et d'autres 

précurseurs tels que la sérine, la glycine, l'histidine, le tryptophane et la choline. Même 

après avoir rétabli les niveaux cérébraux de créatine, les patients atteints de CTD 

peuvent bénéficier d'une supplémentation alimentaire avec des donneurs de 



Chapitre 4 – Résultats & Discussions 

270 
 

groupement méthyl connus tels que la bétaïne, la méthionine ou des précurseurs de la 

SAM qui pourraient équilibrer la méthylation de l'ADN. 
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Le déficit en transporteur de créatine (CTD) est une maladie métabolique et génétique 

rare dans laquelle la perte de fonctionnalité du transporteur de la créatine (CRT) 

conduit à une absence de créatine (Cr) dans le cerveau des patients. Ainsi, le système 

nerveux central est l’organe principalement touché chez ces patients qui présentent un 

trouble neurodéveloppemental se manifestant par une déficience intellectuelle avec un 

retard de langage, ainsi que des troubles du comportement et de l’épilepsie dans 

certains cas (van de Kamp et al, 2014).  Actuellement, il n'existe pas de traitement 

efficace pour le CTD, et les patients atteints ont besoin d'une prise en charge familiale 

ou institutionnelle à vie. 

Le système Cr/PCr ayant de multiples rôles dans les cellules (métabolisme énergétique, 

neuromodulation, stabilisation des membranes, anti-apoptotique, antioxydant, 

neuroprotecteur, osmolyte), son absence a des répercussions importantes en terme de 

physiologie (Fernandes-Pires & Braissant, 2022; Tokarska-Schlattner et al, 2012; Giusti 

et al, 2019; Sestili et al, 2011). Cependant, les connaissances sur les mécanismes 

moléculaires et cellulaires cérébraux affectés par la diminution en créatine chez les 

patients CTD restent très limités bien qu’ils soient nécessaires dans l’identification de 

nouvelles cibles potentielles pour des traitements pharmacologiques. Plusieurs 

modèles murins CTD ont été développés, mais la plupart des études se sont 

concentrées sur la description des déficits comportementaux et cognitifs causés par un 

manque de créatine dans le cerveau et n’ont pas étudié les mécanismes moléculaires 

impliqués dans la physiopathologie (Skelton et al, 2011; Baroncelli et al, 2014; Duran-

Trio et al, 2021). Nous avons récemment corrélé les fonctions cognitives d’un modèle 

de souris KO CRT avec des analyses protéomiques de leur tissu cérébral ce qui nous a 

permis de démontrer la régulation de protéines impliquées dans la synaptogenèse et 

dans la migration neuronale (Mabondzo et al, 2023). Cependant, ces observations 

nécessitent d’être validées dans un contexte humain. En effet, bien que ces modèles 

murins semblent récapituler le phénotype des patients CTD, les différences inter-

espèces compliquent l’extrapolation des résultats à l’être humain. En outre, les cultures 

cellulaires humaines classiques sont souvent considérées comme non physiologiques 
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de par l’utilisation de cellules immortalisées, ainsi que l’absence de modélisation de 

l’architecture du tissu et des interactions des différents types cellulaires. Le rationnel 

de ce projet de thèse repose sur le développement d’un modèle cellulaire humain 

mimant le cerveau des patients CTD pour mieux appréhender le rôle de la créatine 

dans les dysfonctionnements cérébraux des patients atteints. L’objectif est d’identifier 

des signatures moléculaires pouvant être utilisées pour suivre l’efficacité de traitement 

lors des études précliniques et cliniques. 

Les résultats de ce projet de thèse sont résumés dans la Figure 46 et la Figure 47. 
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Figure 46 : Observations générales sur les organoïdes cérébraux CTD 

(A) Observations générales sur la physiopathologie du CTD avec les organoïdes cérébraux CTD et les souris KO CRT : 

potentiels déficits de neurogenèse et de synaptogenèse, diminution du transport du glucose et hypométhylation 

de l’ADN. Les encadrés blancs sont des portions de structures ventricle-like schématisées dans la partie B. (B) Schéma 

de comparaison d’une portion de structures ventricle-like des organoïdes cérébraux sains (à gauche) et CTD (à 

droite). Les structures dans les organoïdes CTD présentent une diminution des marqueurs de progéniteurs neuraux 

(jaune), SOX2 et PAX6. (C) Les organoïdes CTD présentent également une diminution de marqueurs synaptiques 

(PSD95 : post-synaptique ; GRIA2 et vGluT1 : glutamatergiques ; GABBR1 : GABAergique). Créé avec BioRender 
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Figure 47 : Représentation des mécanismes mis en évidence dans la physiopathologie du CTD 
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Légende Figure 47 : 

Dans les cellules CTD, l’absence de CRT (SLC6A8) entraine la diminution des réserves de Cr et PCr provoquant 

une diminution chronique d’énergie (ATP). Ce déficit entraine la suractivation de GSK3β qui est moins 

phosphorylée. La kinase GSK3β peut ensuite agir sur de nombreuses cibles. Elle agit sur des facteurs de 

transcription, modifiant ainsi leur dégradation, leur translocation dans le noyau ou leur capacité de fixation à 

l’ADN, ce qui module l’expression génique. L’hypométhylation de l’ADN peut également agir sur l’expression 

génique. La modification de l’expression d’un panel de gènes peut être responsable des potentiels déficits de 

neurogenèse et de synaptogenèse observés dans le CTD. GSK3β peut également altérer la dynamique du 

cytosquelette en agissant sur les protéines associées aux microtubules (telles que MAP1B) et sur les protéines 

de transport de cargo, ce qui modifie la croissance axonale et la synaptogenèse. La diminution d’ATP engendrée 

par la réduction de Cr a tendance à augmenter l’AMPK pour mettre en place des mécanismes permettant à la 

cellule de compenser ce déficit énergétique. Cependant, l’AMPK est moins active car elle est potentiellement 

inhibée par GSK3β. L’inactivation de l’AMPK empêche la translocation des vésicules contenant les transporteurs 

GLUT à la membrane basale, entrainant une diminution de l’apport de glucose dans les cellules CTD malgré la 

mise en place d’un système de compensation. Le réseau mitochondrial est également altéré par GSK3β qui tend 

à inactiver la pyruvate déshydrogénase et les différents complexes de l’OXPHOS. De plus, GSK3β active DRP1 

et favorise ainsi la fission mitochondriale, tandis que l’expression des protéines de fusion est diminuée. Les 

dysfonctions mitochondriales et énergétiques, en combinaison avec l’altération de la dynamique des 

microtubules, des déficits de neurogenèse et de synaptogenèse, peuvent expliquer les altérations des fonctions 

cognitives dans le cerveau de patients CTD. Créé avec BioRender 
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Développement et caractérisation du modèle : 

Nous avons développé le premier modèle d’organoïdes cérébraux CTD à partir de 

cellules de trois patients présentant différentes mutations. Les fibroblastes de ces 

patients ont été reprogrammés en cellules souches pluripotentes induites (iPSC). Ces 

iPSC expriment bien les marqueurs de pluripotence et n’ont pas de CRT fonctionnel. 

Les organoïdes cérébraux dérivés à partir de ces iPSC semblent modéliser le cerveau 

antérieur et sont composés de divers types cellulaires tels que des cellules 

progénitrices neurales (SOX2 et PAX6) dans des structures « ventricle-like », des 

astrocytes (GFAP) et des oligodendrocytes immatures (NG2), des neurones immatures 

et matures (TBR1 et NeuN) à la périphérie des structures de progéniteurs (Figure 46A-

B). Les organoïdes cérébraux CTD présentent une absence d’incorporation de créatine.  

Afin d’infirmer et ou de confirmer nos résultats, nous avons également généré des 

organoïdes CTD-rescue pour restaurer les niveaux de créatine intracellulaire. Pour cela, 

nous avons inséré le gène Slc6a8 fonctionnel dans les iPSC CTD et généré des 

organoïdes à partir de ces cellules rescue. Les iPSC et les organoïdes CTD-rescue sont 

capables d’incorporer de la créatine à des niveaux plus élevés que les cellules saines. 

Cependant, le niveau basal de créatine est similaire entre les CTD-rescue et le sain. 

 

Suractivation de GSK3β : 

Les analyses protéomiques de nos organoïdes cérébraux CTD par rapport aux sains ont 

permis de mettre en évidence un panel de 32 protéines dérégulées en lien avec les 

symptômes des patients et d’autres troubles neurodéveloppementaux. De plus, les 

analyses ont mis en évidence que les voies de signalisation de GSK3β et SRC sont 

altérées dans les organoïdes CTD. 

GSK3β est une kinase clé impliquée dans de nombreux processus cellulaires qui a la 

particularité d’être active à l’état basal et d’être inactivée par des stimulations 

extracellulaires qui inhibent l’activité de la kinase. Cependant, GSK3β est suractivée 
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dans de nombreuses neuropathologies telles que les maladies d’Alzheimer, de 

Parkinson, la sclérose en plaque amyotrophique, le syndrome de l’X fragile ainsi que 

les troubles du spectre autistique (Rippin & Eldar-Finkelman, 2021; Hernandez et al, 

2013; Rizk et al, 2021). Dans les organoïdes CTD, GSK3β est moins phosphorylée ce qui 

tend à la suractiver. De plus, les résultats des expérimentations menées sur les 

organoïdes cérébraux CTD tendent souvent à montrer un lien entre le mécanisme 

dérégulé et GSK3β, ce qui suggère un rôle potentiellement central de cette kinase dans 

la physiopathologie du CTD (Figure 47). 

 

Régulation de la neurogenèse et de la synaptogenèse : 

Nous montrons que les organoïdes cérébraux CTD présentent des potentiels déficits 

de neurogenèse et de synaptogenèse au vu de la diminution de différents marqueurs 

de progéniteurs et de marqueurs synaptiques. Ces déficits peuvent être dus 

directement à l’absence du système Cr/PCr, mais également à la dérégulation de l’état 

d’activation de GSK3β. En effet, la kinase a de nombreuses cibles parmi les facteurs de 

transcription et peut ainsi moduler l’expression génique. Elle peut également moduler 

le trafic le long du cytosquelette ainsi que la stabilité des microtubules (MT) en 

modifiant l’affinité des protéines associées au MT (MAP). Ces régulations peuvent ainsi 

impacter la neurogenèse et la synaptogenèse (Figure 47 et Figure 46C). 

 

Régulation du métabolisme énergétique :  

Nous montrons également que les organoïdes cérébraux CTD présentent un déficit 

d’incorporation du glucose et un déficit mitochondrial. Or, l’énergie cellulaire est 

indispensable au développement des cellules cérébrales lors de la neurogenèse ainsi 

qu’au bon fonctionnement des neurones. De plus, l'efficacité mitochondriale est 

essentielle au maintien de la fonction neuronale et de la plasticité, et l'intégrité 



Conclusion 

280 
 

mitochondriale est une composante essentielle de l'apprentissage et de la mémoire 

(Martin et al, 2018). 

Bien que les cellules essaient de compenser le déficit énergétique provoqué par 

l’absence du système Cr/PCr en augmentant l’abondance de certaines enzymes de la 

glycolyse, cette compensation n’est pas assez efficace. En effet, les transporteurs du 

glucose ne sont probablement pas acheminés à la membrane plasmique à cause d’une 

inactivation de l’AMPK qui peut être due à la suractivation de GSK3β (Figure 47). 

De plus, il semblerait qu’il y ait un déficit mitochondrial dans les cellules CTD qui 

pourrait s’accompagner d’une fragmentation excessive du réseau mitochondrial 

notamment à cause de la suractivation de GSK3β. 

 

Régulation des processus de méthylation : 

Les organoïdes cérébraux CTD présentent une hypométhylation de l’ADN (Figure 47). 

Les processus de méthylation de l’ADN, des histones et des ARN sont des mécanismes 

épigénétiques qui peuvent dépendre de la disponibilité des donneurs de groupement 

méthyl tels que la S-adénosylméthionine (SAM) qui est également utilisée pour la 

synthèse de créatine. Les modifications épigénétiques peuvent influencer la 

neurogenèse et sont impliquées dans plusieurs neuropathologies telles que les 

troubles du spectre autistique, les troubles épileptiques ainsi que des maladies 

neurodégénératives (Yao et al, 2016; Younesian et al, 2022; Van Loo et al, 2022). De 

plus, GSK3β peut moduler ces processus épigénétiques comme la méthylation de 

l’ADN ou des ARNm dans les cellules souches embryonnaires murines (Faulds et al, 

2018; Meredith et al, 2015). 

 

Somme toute, l’absence du système Cr/PCr entraîne plusieurs mécanismes tels que la 

suractivation de voies de signalisation clés à l’instar de GSK3β, l’expression génique de 

facteurs, la stabilité des microtubules, le déficit d’incorporation de glucose, le déficit 
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mitochondrial et l’hypométhylation de l’ADN. Ces modifications peuvent altérer les 

processus de neurogenèse et de synaptogenèse et par conséquent être responsables 

des altérations des fonctions cognitives chez les patients. Ces différentes voies 

dérégulées, décrites pour la première fois dans le CTD grâce à l’utilisation conjointe 

d’organoïdes cérébraux CTD humains et de modèles murins Slc6a8-/y, mettent en 

évidence de nouveaux biomarqueurs qui peuvent être utilisés pour tester l’efficacité 

thérapeutique de candidats médicaments dans des études précliniques et cliniques. 

 

Au total, ce travail de thèse met en exergue la manière dont le dysfonctionnement 

d'une seule protéine de transport peut altérer de manière significative la biochimie du 

cerveau, jouant un rôle crucial dans la déficience intellectuelle chez les patients 

souffrant d'un déficit en transporteur de créatine. Les retombées expérimentales 

améliorent de façon indiscutable notre compréhension de la physiopathologie du CTD, 

offrant ainsi de nouvelles cibles thérapeutiques et une base solide pour la poursuite de 

la recherche dans ce domaine.  
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Nous avons développé le premier modèle d’organoïdes cérébraux CTD à partir de 

cellules de patients. Nous proposons d’apporter des améliorations au protocole de 

différenciation pour augmenter la reproductibilité et faciliter l’obtention d’un nombre 

important d’organoïdes cérébraux. Ces modifications pourraient également améliorer 

la maturité de certains types cellulaires dans le modèle. Ainsi, nous pourrions apporter 

les types cellulaires manquants tels que des cellules microgliales et des cellules 

endothéliales, et mieux contrôler le ratio cellules gliales/neurones. En effet, les cellules 

gliales sont connues pour tenir des rôles essentiels dans les fonctions cérébrales, et les 

dysfonctions gliales contribuent à la physiopathologie de troubles 

neurodéveloppementaux (Bhattacharya et al, 2022). De plus, Baroncelli et al ont montré 

une activation microgliale dans le cerveau de souris KO CRT (Baroncelli et al, 2016), un 

phénomène qui ne peut être reproduit dans notre modèle d’organoïde par manque de 

ce type cellulaire. L’utilisation de la microfluidique pourrait également permettre de 

mieux contrôler l’environnement dans lequel sont cultivés les organoïdes, améliorer la 

distribution des nutriments et favoriser la survie cellulaire (Cho et al, 2021). De plus, il 

existe des protocoles de différenciation guidée qui permettent de générer des 

organoïdes spécifiques d’une région cérébrale telle que le cervelet (Muguruma et al, 

2015), le mésencéphale (Jo et al, 2016) et le tronc cérébral (Eura et al, 2020). Ces 

protocoles permettent de mieux contrôler la différenciation et de diminuer la variabilité 

du modèle. En outre, cela permet également de fusionner ces différents organoïdes 

pour former des assembloïdes et modéliser les interactions entre les différentes 

régions cérébrales (Chen et al, 2020). Ces assembloïdes sont ainsi utilisés pour 

modéliser la migration des interneurones, les projections neuronales, l'invasion 

tumorale, l'oligodendrogenèse et l'établissement de l'axe du cerveau antérieur. 

 

Dans cette étude, les organoïdes cérébraux ont été développés à partir de cellules de 

patients CTD présentant des différentes mutations du gène Slc6a8. En revanche, ces 

mutations sont toutes des délétions d’un acide aminé. Nous poursuivrons le 



Perspectives 

286 
 

développement du modèle en augmentant la diversité de ces mutations. Par exemple, 

nous pourrions utiliser des cellules de patients présentant des mutations non-sens ou 

faux-sens, notamment des mutations qui maintiennent une activité résiduelle du CRT. 

De plus, nous proposons d’inclure des cellules de patientes hétérozygotes.  

Ainsi, constituer une banque d’organoïdes cérébraux de différents patients nous 

permettrait d’étudier davantage le lien entre la mutation du patient et les dérégulations 

des mécanismes moléculaires. Lors de tests de candidats médicaments, cette banque 

pourrait également permettre de prédire l’efficacité d’une molécule thérapeutique 

chez un patient. 

 

Dans le contexte de l’étude de la physiopathologie du CTD, nous nous sommes 

focalisés sur les voies les plus dérégulées et en particulier celle de GSK3β. Nous 

proposons cette fois-ci de regarder les voies moins représentées, qui peuvent être 

spécifiques de la physiopathologie du CTD. Il serait également judicieux de détailler 

davantage les modifications épigénétiques dans les organoïdes CTD. Nous pourrions 

nous focaliser sur la méthylation des histones et des ARNm mais aussi sur l’acétylation 

des histones. 

 

La restauration des réserves cérébrales en créatine est la principale stratégie 

thérapeutique dans le cadre du CTD. En effet, les efforts se focalisent sur la restauration 

d’un CRT fonctionnel (thérapie génique ou refolding) pour permettre l’incorporation 

de créatine, ou sur le développement de prodrogues de créatine capables d’être 

internalisées dans les cellules (passage lipophile ou via un autre transporteur) 

(Fernandes-Pires & Braissant, 2022). Parmi ces candidats médicaments, l’ester 

dodécylique de créatine (DCE) a montré sa capacité à augmenter les réserves 

cérébrales de créatine et à améliorer les fonctions cognitives dans des modèles 

animaux (Mabondzo et al, 2023). Il est donc intéressant de tester le DCE dans un 
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contexte humain, récapitulant diverses mutations de patients, tel que dans les 

organoïdes cérébraux. 

De plus, les dérégulations moléculaires mises en évidence dans ce projet ouvrent de 

nouvelles pistes thérapeutiques qui pourraient être utilisées en complément du DCE 

pour maximiser l’efficacité du traitement (Figure 48). En effet, la kinase GSK3 étant 

impliquée dans de nombreuses neuropathologies, plusieurs inhibiteurs sont en cours 

d’évaluation et pourrait constituer des candidats médicaments pour le CTD (Rippin & 

Eldar-Finkelman, 2021). Dans le cadre de la méthylation de l’ADN, les patients CTD 

pourraient bénéficier d'une supplémentation alimentaire avec des donneurs connus de 

groupement méthyl tels que la bétaïne ou la méthionine, des précurseurs de SAM dans 

le cycle du carbone unique, qui équilibreraient la méthylation de l'ADN. Les régulations 

du déficit mitochondrial et du transport du glucose constituent également des cibles 

thérapeutiques potentielles. 
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Figure 48 : Représentation des bénéfices du traitement au DCE sur la physiopathologie du CTD et identifications de nouvelles cibles thérapeutiques 
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Légende Figure 48 : 

L’ester dodécylique de créatine (DCE, en vert) peut traverser passivement les membranes plasmiques et être 

clivé par des estérases plasmatiques pour donner de la créatine. Dans les cellules cérébrales des souris KO CRT, 

le traitement au DCE permet d’augmenter les réserves de créatine et de moduler l’expression de gènes 

impliqués dans l’altération des fonctions cognitives. Il permet ainsi de moduler des protéines en lien avec la 

dynamique et le trafic des microtubules, ce qui pourrait impacter la synaptogenèse et expliquer les 

améliorations des performances cognitives des souris KO CRT. Le DCE semble également réguler le phénomène 

d’hypométhylation de l’ADN pour tendre vers une restauration des niveaux de 5-mC en conditions saines. 

Dans les organoïdes cérébraux CTD, l’apport de créatine dans les cellules CTD-rescue permet également de 

moduler plusieurs mécanismes dérégulés dans les cellules CTD. Ainsi les cellules CTD-rescue ont une diminution 

de la suractivation de GSK3β, qui est davantage phosphorylée. Cela entraine une modulation de l’expression de 

gènes impliqués dans l’altération des fonctions cognitives, ce qui favorise la neurogenèse. 

De nouvelles cibles thérapeutiques (encadrées en noir) sont mises en évidence par les résultats de ce projet 

thèse : la kinase GSK3β ; le transport du glucose et les dysfonctions mitochondriales ; les processus de 

méthylation avec les cycles folate et méthionine qui régénèrent le donneur méthyl (SAM). Créé avec BioRender 
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Annexe 1 – Matériels et méthodes 

Amorce Séquence (5'->3') Efficacité amorce (%) 

CREBh-for ATGACCAATGCAGCAGCCAC 91,7 
CREBh-rev CTCCAGAGGCAGCTTGAACAAC 

CSPG4-for AGCTAGCCAGGACTGATGGA 
96,8 

CSPG4-rev CAGCCTAACCTGCTCCAAAG 

GABBR1h-for CTTTCTTCCGAACGCACCCATC 100,2 
GABBR1h-rev AGCAATCTTCTTCCAGCCCCAC 

GRIA2h-for AGGAAAAGACCAGTGCCCTCAG 101,0 
GRIA2h-rev AGCCACCAGCATTGCCAAAC 

IBA1h-for GCTGAGCTATGAGCCAAACCAG 96,1 
IBA1h-rev TGCTTGTTGATCTCATCCAGCC 

MFN1-for AGTAGACAGTCCAGGCACAG 95,6 
MFN1-rev GCGACCAAAACAAAGACATCAG 

NANOGh-for CTGGACACTGGCTGAATCCTTC 105,0 
NANOGh-rev CCATGAGATTGACTGGATGGGC 

POU5F1h-for GGGCTCTCCCATGCATTCAAAC 105,1 
POU5F1h-rev TCCCAAAAACCCTGGCACAAAC 

PAX6h-for CCAACCAATTCCACAACCCACC 133,2 
PAX6h-rev GTGTTTGTGAGGGCTGTGTCTG 

PSD95h-for ATCGTTCGCCTCTATGTCATGC 95,6 
PSD95h-rev TGCGATGCTGAAGCCAAGAC 

SIX3h-for ACAACCCCCAACCACCATCTAC 109,0 
SIX3h-rev TTTCTGCCCGCAACATCAGC 

SLC2A1h-for TGAGGGTAGGAGGTTTGGAT 108,7 
SLC2A1h-rev AAGAGGACACTGATGAGAGGTA 

SLC2A3h-for CACACTTGAGAGGATGAATG 94,5 
SLC2A3h-rev GTAGGAACAAACACAGAGAAA 

SLC17A7h-for ATGAAAGGGAATGGGGCAGGAG 85,4 
SLC17A7h-rev GCAGGGCAGGATTTACAGTCAC 

SOX2h-for CACCAATCCCATCCACACTCAC 98,3 
SOX2h-rev GTCCCCCAAAAAGAAGTCCAGG 

YME1L1-for CTCTTCGTTCTGCTGCTATTC 107,2 
YME1L1-rev TCAAGCCCTGTTGTTGTCC 

GAPDHh-for TCAAGAAGGTGGTGAAGCAGGC 99,4 
GAPDHh-rev AGTGGGTGTCGCTGTTGAAGTC 

Tableau 5 : Amorces pour les PCR 

L’efficacité des amorces (Tableau 5) est calculée à partir de la pente des graphes dans la Figure 

49, selon la formule suivante : Efficacité (%) = (-1+10^(-1/-pente))*100 
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Figure 49 : Graphiques des efficacités des amorces de PCR 
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Les tests d’efficacité sont effectués avec l’iQ SYBR Green Supermix de Biorad #172-5124 lot 

64129030, selon le mix d’ADNc et le programme PCR résumés dans le Tableau 6. 

Mix (µl) 

 

Programme PCR 

iQ SYBR Green 

Supermix 
6,25 

Dénaturation 

initiale 
95°C 10 min 

qPCR Primer 

Assay (10 µM) 
0,375 

40 cycles 

95°C (dénaturation) 15 sec 

ddH2O 3,375 60°C (hybridation) 60 sec 

Volume total de 

mix 
10 72°C (élongation) 30 sec 

Produit de RT 

(cDNA dilués) 
2 

Melting curve 55°C à 95°C 10 sec/0,5°C 

Volume final 12 

Tableau 6 : Mix d’ADNc et programme PCR des tests d’efficacité des amorces 
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Annexe 2 – Liste de protéines altérées en fonction de la 

mutation du patient 

Protein  BJa BJb BJc BJd CTD1_4a CTD1_4b CTD1_4c CTD1_4d logfc pvalue FDR 

SEP3 1,538 1,808 1,151 1,567 3,785 3,992 3,780 3,738 -2,308 0,002 0,000 

MAP6 0,951 1,131 1,151 0,950 3,043 2,755 3,486 2,396 -1,874 0,005 0,006 

MYO1B 1,954 1,131 1,151 1,567 3,879 2,347 4,167 2,623 -1,803 0,008 0,040 

CNTN2 0,951 1,131 1,151 0,950 2,677 3,074 2,151 3,286 -1,751 0,007 0,035 

CA2D2 0,951 1,131 1,151 0,950 2,452 2,923 2,802 2,396 -1,597 0,008 0,040 

LIPA1 0,951 1,131 1,151 0,950 2,677 2,347 2,802 2,127 -1,442 0,011 0,045 

ZC21A 0,951 1,131 1,151 0,950 3,043 2,089 2,967 1,795 -1,428 0,014 0,055 

NFL 3,863 4,055 4,683 4,204 6,055 5,354 5,912 5,087 -1,401 0,014 0,059 

AGAP1 0,951 1,131 1,151 0,950 2,677 2,089 2,802 2,127 -1,378 0,013 0,055 

NFH 1,954 2,615 2,616 2,329 4,128 3,653 3,947 3,286 -1,375 0,014 0,059 

TP53B 2,540 2,895 2,894 2,329 3,785 4,136 3,372 4,227 -1,216 0,021 0,095 

MA7D1 1,538 1,808 1,151 0,950 2,452 2,347 2,802 2,623 -1,194 0,022 0,097 

PACS1 1,538 1,131 1,151 1,567 2,872 2,755 2,402 2,127 -1,192 0,022 0,097 

UBQL1 0,951 1,131 1,151 1,998 2,452 2,565 2,151 2,820 -1,189 0,024 0,099 

ARP10 1,538 1,131 1,151 1,998 2,872 2,089 2,967 2,623 -1,183 0,024 0,099 

AT1A2 4,348 3,937 3,661 4,357 5,053 5,520 4,855 5,455 -1,145 0,025 0,103 

CN37 2,276 1,808 1,817 2,598 3,335 3,210 3,115 3,413 -1,143 0,024 0,101 

GDS1 2,276 1,131 2,894 3,193 3,785 3,334 3,486 3,413 -1,131 0,033 0,121 

KPCB 1,538 1,131 1,151 0,950 1,857 3,555 1,460 2,396 -1,124 0,034 0,124 

PI42B 1,954 2,268 1,817 0,950 3,043 3,074 2,967 2,396 -1,123 0,030 0,116 

MRCKB 0,951 1,131 1,151 0,950 2,452 1,372 2,402 2,396 -1,110 0,029 0,112 

AMPH 1,538 2,268 2,271 1,998 3,043 3,653 3,115 2,623 -1,090 0,030 0,116 

NSF 3,125 3,508 3,128 3,730 4,405 4,785 4,357 4,295 -1,088 0,028 0,110 

KAPCB 2,762 2,615 2,271 2,825 3,967 3,555 3,866 3,413 -1,082 0,028 0,110 

CELF2 0,951 2,268 1,151 1,567 2,452 2,347 2,802 2,623 -1,072 0,033 0,121 

GIT1 0,951 1,131 1,817 1,567 2,452 2,755 2,151 2,396 -1,072 0,031 0,116 

GBG2 0,951 1,131 1,151 0,950 2,185 2,089 2,402 1,795 -1,072 0,028 0,108 

KBTBB 0,951 1,131 1,151 0,950 1,432 2,089 2,802 2,127 -1,066 0,033 0,121 

SV2A 0,951 1,131 1,151 0,950 2,185 2,565 1,846 1,795 -1,052 0,031 0,116 

PI42A 1,538 1,808 1,151 0,950 2,677 2,565 2,616 1,795 -1,051 0,034 0,128 

ANFY1 1,954 2,268 1,817 1,998 2,677 3,210 2,802 3,530 -1,046 0,032 0,121 

TBB4B 8,412 8,735 8,694 8,338 9,727 9,478 9,690 9,463 -1,045 0,030 0,116 

VANG2 0,951 1,131 1,151 0,950 1,857 2,089 2,616 1,795 -1,043 0,032 0,121 

NFM 4,863 4,957 5,175 5,361 6,345 6,024 6,221 5,908 -1,035 0,031 0,120 
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TBB5 8,460 8,804 8,808 8,392 9,772 9,549 9,739 9,538 -1,033 0,031 0,116 

DYHC1 7,075 7,433 7,120 7,109 8,350 8,103 8,324 8,073 -1,028 0,031 0,116 

KI21B 1,954 1,808 2,271 1,567 3,461 2,347 3,250 2,623 -1,020 0,038 0,140 

FARP1 0,951 1,808 1,151 1,567 3,196 2,347 2,616 1,363 -1,011 0,044 0,164 

DC1L2 1,538 1,808 2,271 1,567 3,196 2,089 3,115 2,820 -1,009 0,039 0,142 

ATP4A 2,540 2,268 2,271 2,329 3,335 3,449 3,372 3,286 -1,009 0,031 0,116 

UBQL2 0,951 1,808 1,817 1,567 2,452 2,755 2,151 2,820 -1,008 0,038 0,138 

UGGG1 3,125 3,331 2,894 3,348 3,879 4,136 4,357 4,360 -1,008 0,034 0,127 

LASP1 3,125 1,808 2,616 3,193 3,685 3,746 3,780 3,530 -0,999 0,041 0,155 

RAB10 3,277 2,615 2,894 3,193 4,050 3,992 4,097 3,832 -0,998 0,035 0,128 

NEDD4 0,951 1,131 1,151 0,950 2,452 1,774 2,151 1,795 -0,997 0,035 0,130 

RAC3 2,540 2,615 2,616 2,598 3,578 3,555 3,688 3,530 -0,995 0,031 0,119 

CNTFR 0,951 1,131 1,151 0,950 2,185 1,774 2,402 1,795 -0,993 0,036 0,130 

BRSK1 0,951 1,131 1,151 0,950 1,857 2,347 2,151 1,795 -0,991 0,035 0,128 

RAB37 0,951 1,131 1,151 1,567 2,452 2,089 2,402 1,795 -0,984 0,038 0,140 

AT12A 2,955 2,268 1,817 2,598 3,578 3,334 3,250 3,413 -0,984 0,040 0,144 

VATE1 1,954 1,808 1,151 0,950 2,452 2,755 2,151 2,396 -0,973 0,042 0,156 

TBA1C 7,383 7,747 7,711 7,374 8,661 8,380 8,600 8,462 -0,972 0,036 0,131 

SH3G1 2,276 1,808 1,817 2,598 3,196 3,074 2,967 3,147 -0,971 0,040 0,142 

AP2A2 3,763 3,508 3,504 3,348 4,526 4,600 4,676 4,157 -0,959 0,039 0,141 

NCALD 0,951 1,131 1,817 0,950 2,185 2,089 2,616 1,795 -0,958 0,044 0,163 

1433F 4,126 3,937 4,356 4,121 5,469 5,132 4,855 4,883 -0,950 0,041 0,146 

RAB14 3,125 2,268 2,894 3,730 3,967 4,136 3,866 3,832 -0,946 0,047 0,175 

SHPK 0,951 1,131 1,151 0,950 2,185 1,372 2,616 1,795 -0,946 0,045 0,167 

NEUA 1,954 1,808 1,151 1,567 2,677 2,565 2,616 2,396 -0,944 0,042 0,156 

NXN 0,951 1,131 1,151 0,950 2,185 1,774 1,846 2,127 -0,937 0,040 0,144 

RAC1 3,541 2,615 3,504 3,730 4,340 4,266 4,233 4,295 -0,936 0,046 0,171 

PIPNA 0,951 1,131 1,151 0,950 2,185 2,089 1,846 1,795 -0,933 0,040 0,144 

SODM 1,954 1,808 1,151 1,998 2,872 2,565 2,802 2,396 -0,931 0,045 0,167 

TBB4A 8,200 8,473 8,442 8,104 9,378 9,133 9,305 9,123 -0,930 0,041 0,148 

ARL8A 1,538 1,808 1,151 1,998 2,677 2,755 2,151 2,623 -0,928 0,046 0,171 

PTN11 1,954 1,808 1,151 1,567 2,452 2,755 2,151 2,820 -0,924 0,047 0,175 

RAB8B 3,125 2,615 2,616 3,193 4,050 3,746 4,024 3,413 -0,921 0,047 0,174 

RAB12 0,951 1,131 1,151 1,567 2,185 2,347 2,151 1,795 -0,919 0,045 0,166 

RCN2 1,954 1,808 1,817 1,567 2,872 2,923 2,402 2,623 -0,919 0,043 0,163 

CAPS1 0,951 1,131 1,151 0,950 1,857 2,347 1,846 1,795 -0,915 0,044 0,163 

LETM1 2,540 1,808 1,817 2,598 2,677 3,334 3,115 3,286 -0,912 0,049 0,177 

NCBP1 1,538 1,131 1,817 0,950 2,452 2,347 2,151 2,127 -0,910 0,048 0,177 
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TBB1 6,204 6,473 6,606 6,211 7,425 7,213 7,321 7,165 -0,908 0,044 0,163 

HPCA 0,951 1,131 1,817 0,950 1,857 2,089 2,402 2,127 -0,906 0,049 0,177 

CRIP2 2,540 2,268 2,894 2,825 3,578 3,449 3,486 3,638 -0,906 0,045 0,167 

PROF2 2,955 3,331 3,128 3,193 4,128 3,992 4,024 4,082 -0,905 0,043 0,158 

SYNJ1 0,951 1,131 1,151 0,950 1,432 2,089 2,151 2,127 -0,904 0,047 0,175 

AP3B2 1,538 1,131 1,151 0,950 1,857 2,565 2,151 1,795 -0,899 0,049 0,177 

GNA13 1,954 1,808 2,271 1,998 2,872 3,074 2,802 2,820 -0,884 0,047 0,175 

GBB1 3,956 3,937 3,803 4,032 4,927 4,648 4,897 4,696 -0,860 0,049 0,177 

SC65 1,538 1,808 1,817 1,567 0,827 0,812 0,931 0,743 0,854 0,050 0,177 

RPE 1,538 1,808 1,817 1,567 0,827 0,812 0,931 0,743 0,854 0,050 0,177 

PKCB1 1,538 1,808 1,817 1,567 0,827 0,812 0,931 0,743 0,854 0,050 0,177 

GMPPA 1,538 1,808 1,817 1,567 0,827 0,812 0,931 0,743 0,854 0,050 0,177 

ABHEB 1,538 1,808 1,817 1,567 0,827 0,812 0,931 0,743 0,854 0,050 0,177 

RPR1A 1,538 1,808 1,817 1,567 0,827 0,812 0,931 0,743 0,854 0,050 0,177 

XIRP1 1,954 2,268 2,616 2,329 1,432 1,372 1,460 1,363 0,885 0,048 0,177 

MACD1 1,954 1,808 2,271 1,998 0,827 0,812 1,460 1,363 0,892 0,049 0,177 

HCD2 4,043 4,055 4,356 3,939 3,196 3,334 2,616 3,638 0,902 0,049 0,177 

CALU 3,415 3,331 3,328 3,487 2,452 2,755 2,616 2,127 0,903 0,045 0,167 

RBM8A 1,954 1,808 2,271 1,567 0,827 0,812 0,931 1,363 0,917 0,046 0,171 

RGPD3 1,538 1,808 2,271 1,998 0,827 0,812 0,931 1,363 0,921 0,046 0,171 

ARL1 1,954 1,808 1,817 1,998 0,827 1,372 0,931 0,743 0,926 0,043 0,158 

DP13A 2,276 2,615 2,271 1,998 0,827 1,372 1,460 1,795 0,927 0,047 0,174 

PSME1 2,762 2,615 2,271 1,567 0,827 1,372 1,460 1,795 0,941 0,049 0,177 

CTNA1 5,001 4,690 4,683 4,792 3,578 3,915 3,486 4,360 0,957 0,042 0,155 

NDUA8 1,954 1,808 1,817 1,567 0,827 0,812 0,931 0,743 0,958 0,036 0,132 

UXS1 1,954 1,808 1,817 1,567 0,827 0,812 0,931 0,743 0,958 0,036 0,132 

MRE11 1,538 1,808 1,817 1,998 0,827 0,812 0,931 0,743 0,962 0,037 0,133 

MTAP 1,538 1,808 1,817 1,998 0,827 0,812 0,931 0,743 0,962 0,037 0,133 

PTBP1 4,863 5,074 4,755 4,845 4,128 3,746 3,372 4,421 0,967 0,042 0,155 

PBIP1 1,538 2,268 1,817 1,567 0,827 0,812 0,931 0,743 0,969 0,039 0,141 

MYL9 1,538 2,268 1,817 1,567 0,827 0,812 0,931 0,743 0,969 0,039 0,141 

ETFA 3,863 2,895 3,128 3,838 2,452 2,565 2,151 2,623 0,983 0,041 0,149 

RS20 2,762 3,130 3,328 2,598 2,452 2,347 0,931 2,127 0,991 0,045 0,166 

RS10 3,541 3,331 3,504 3,614 2,677 2,347 2,151 2,820 0,999 0,035 0,128 

STK24 1,954 1,808 2,616 1,567 1,432 0,812 0,931 0,743 1,007 0,038 0,141 

STML2 2,762 2,615 3,128 3,348 1,857 2,089 1,460 2,396 1,013 0,037 0,137 

SPEE 2,762 2,895 3,504 3,021 2,185 2,089 1,460 2,396 1,013 0,037 0,137 

RL21 1,954 2,268 2,894 3,021 1,432 1,372 1,846 1,363 1,031 0,036 0,131 
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GLGB 1,954 2,615 1,151 2,329 1,432 0,812 0,931 0,743 1,033 0,039 0,141 

COX5A 1,954 2,615 2,616 2,329 1,857 0,812 1,846 0,743 1,064 0,035 0,128 

GAMT 1,954 1,808 1,817 1,998 0,827 0,812 0,931 0,743 1,066 0,026 0,103 

APT 3,415 3,331 3,328 3,193 2,185 2,565 1,846 2,396 1,069 0,029 0,112 

NIBA2 1,954 1,808 2,271 2,329 1,432 0,812 0,931 0,743 1,111 0,027 0,106 

APOE 3,415 3,130 2,616 3,348 1,857 1,372 1,460 2,127 1,423 0,013 0,048 

Tableau 7 : Liste de protéines spécifiquement altérées entre les organoïdes CTD1-4 vs BJ 

(bleu : protéines plus adondantes dans les organoïdes CTD par rapport aux organoïdes BJ ; rouge 

protéines moins abondantes dans les organoïdes CTD par rapport aux organoïdes BJ) 

 

Protein BJa BJb BJc BJd CTD2_3a CTD2_3b CTD2_3c CTD2_3d logfc pvalue FDR 

SYNE2 1,520 1,094 1,109 0,900 4,740 4,627 1,336 2,482 -2,141 0,007 0,062 

CAMKV 0,898 1,094 1,109 0,900 3,474 3,928 1,336 2,219 -1,739 0,012 0,080 

LIN7A 0,898 1,094 1,109 0,900 2,030 2,302 2,368 2,896 -1,399 0,019 0,100 

SHOT1 1,520 1,094 1,109 0,900 2,497 3,388 1,336 2,704 -1,326 0,026 0,127 

KDIS 0,898 1,094 1,109 0,900 2,998 2,517 1,336 2,219 -1,267 0,028 0,135 

MYO6 0,898 1,807 1,109 1,552 4,356 3,770 0,718 1,484 -1,240 0,039 0,177 

DCTN4 0,898 1,807 1,811 1,552 2,849 2,704 2,368 3,066 -1,230 0,029 0,136 

CUL2 0,898 1,094 1,109 1,552 2,283 2,704 2,964 1,484 -1,195 0,032 0,155 

KPCA 1,520 1,807 1,109 1,552 2,849 3,152 2,791 1,898 -1,175 0,033 0,157 

THIC 2,557 2,925 3,360 2,848 4,561 4,001 3,891 3,802 -1,141 0,034 0,166 

DLGP4 0,898 1,094 1,109 0,900 1,724 2,517 1,767 2,482 -1,122 0,036 0,170 

TNPO3 1,954 1,094 1,811 1,552 2,849 2,517 2,595 2,896 -1,112 0,036 0,171 

HIP1R 0,898 1,094 1,811 0,900 2,497 2,050 2,099 2,482 -1,106 0,038 0,175 

COMT 0,898 1,094 1,109 0,900 2,030 2,050 2,099 2,219 -1,099 0,035 0,166 

PP1R7 1,520 1,807 2,281 1,552 2,998 2,869 2,964 2,704 -1,093 0,037 0,174 

NIPS1 3,308 2,925 2,635 3,223 4,051 4,261 4,198 3,895 -1,079 0,038 0,177 

EAA2 0,898 1,094 1,109 0,900 2,030 2,704 1,336 2,219 -1,072 0,042 0,186 

MTA2 0,898 1,094 1,109 0,900 2,684 2,704 1,336 1,484 -1,052 0,045 0,194 

2A5G 0,898 1,094 1,109 0,900 1,335 2,050 2,099 2,704 -1,047 0,044 0,190 

MCM7 1,520 2,282 2,920 2,000 4,117 3,770 2,791 2,219 -1,044 0,049 0,197 

SFXN1 2,980 2,639 3,157 3,223 3,981 4,261 4,053 3,802 -1,025 0,043 0,188 

ACYP1 0,898 1,094 1,109 0,900 1,724 2,050 2,368 1,898 -1,010 0,044 0,193 

NFASC 0,898 1,094 1,109 0,900 1,335 2,704 1,767 2,219 -1,006 0,048 0,196 

OCAD2 1,520 1,094 1,109 0,900 2,283 2,517 1,336 2,482 -0,999 0,050 0,197 

FN3K 1,520 1,807 1,109 0,900 2,283 2,517 2,595 1,898 -0,989 0,049 0,197 

DTD1 1,954 1,807 1,811 1,552 2,497 2,704 2,791 3,066 -0,983 0,047 0,196 

CO2A1 1,954 1,807 1,811 1,552 0,801 0,821 0,718 0,901 0,971 0,048 0,196 
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ENPL 6,924 7,185 6,921 6,961 5,797 5,817 6,222 6,252 0,975 0,048 0,196 

TRFL 1,520 2,282 1,811 1,552 0,801 0,821 0,718 0,901 0,981 0,048 0,196 

LPPRC 5,557 5,641 5,548 5,641 4,356 4,532 4,666 4,895 0,984 0,046 0,196 

TMED2 2,557 2,282 2,281 2,341 1,335 1,355 1,336 1,484 0,988 0,045 0,194 

ACLY 4,807 4,945 5,056 4,664 3,981 3,494 3,501 4,539 0,989 0,050 0,197 

PTGR1 2,784 3,163 2,635 2,617 2,030 1,355 2,368 1,484 0,991 0,050 0,197 

ACSL1 2,286 1,807 2,281 2,000 1,335 0,821 0,718 1,484 1,004 0,047 0,196 

CTL2 2,286 2,925 2,635 2,341 0,801 1,355 2,099 1,898 1,009 0,049 0,196 

TXNL1 2,784 2,282 2,635 2,341 1,335 1,355 1,767 1,484 1,025 0,043 0,188 

MLEC 3,308 2,925 3,157 3,048 2,030 2,302 2,099 1,898 1,027 0,042 0,187 

K2C1B 3,691 3,547 3,841 3,520 2,497 2,302 2,791 2,896 1,028 0,043 0,188 

RS4Y2 4,082 3,981 4,200 4,398 3,474 2,704 3,257 3,066 1,040 0,042 0,188 

AGM1 3,308 3,368 2,635 3,520 2,030 2,050 2,595 1,898 1,065 0,041 0,186 

NPC2 1,520 1,807 2,635 1,552 0,801 0,821 0,718 0,901 1,068 0,041 0,186 

AMRP 2,557 1,807 1,811 2,000 0,801 1,355 0,718 0,901 1,100 0,038 0,175 

AGRIN 5,249 5,680 5,462 5,610 3,572 4,001 5,566 4,419 1,111 0,041 0,184 

CATD 4,165 4,409 3,841 3,875 2,684 2,704 3,501 2,896 1,126 0,035 0,170 

ENOB 5,647 5,755 6,232 5,842 4,356 4,482 5,096 4,982 1,140 0,034 0,164 

ANM1 3,574 3,163 3,360 3,379 2,849 2,050 2,099 1,898 1,145 0,034 0,164 

USO1 4,583 4,945 4,488 4,939 3,750 3,388 3,384 3,802 1,158 0,032 0,152 

S61A1 3,153 2,925 2,920 2,617 1,335 2,050 1,336 2,219 1,169 0,033 0,157 

TMM43 2,557 3,368 2,920 3,223 1,724 1,355 1,767 2,482 1,185 0,032 0,154 

GBF1 2,557 2,925 2,635 2,848 2,030 1,744 1,336 0,901 1,239 0,028 0,135 

PERI 5,494 5,285 5,056 5,478 3,132 3,494 5,455 4,065 1,292 0,029 0,136 

PSMD5 3,153 2,639 3,157 2,617 1,335 1,355 1,767 1,484 1,406 0,018 0,100 

Tableau 8 : Liste de protéines spécifiquement altérées entre les organoïdes CTD2-3 vs BJ 

(bleu : protéines plus adondantes dans les organoïdes CTD par rapport aux organoïdes BJ ; rouge 

protéines moins abondantes dans les organoïdes CTD par rapport aux organoïdes BJ) 
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Protein BJa BJb BJc BJd CTD3_7a CTD3_7b CTD3_7c CTD3_7d logfc pvalue FDR 

THS7A 0,994 1,186 1,200 0,997 1,894 2,436 3,403 3,568 -1,731 0,013 0,163 

CBX1 2,011 1,866 1,873 2,054 3,052 3,150 3,507 3,132 -1,259 0,030 0,211 

UBA6 2,011 2,327 2,330 2,054 3,203 3,002 3,507 3,366 -1,089 0,042 0,233 

MCM5 1,590 1,186 1,873 1,620 1,894 3,002 2,329 3,254 -1,052 0,045 0,245 

NRCAM 0,994 1,186 1,200 0,997 2,883 2,184 2,081 1,369 -1,035 0,047 0,250 

RL19 0,994 1,186 1,873 0,997 1,486 2,650 2,540 2,505 -1,033 0,047 0,250 

TWF2 0,994 1,186 1,200 0,997 2,211 1,879 2,329 2,046 -1,022 0,048 0,250 

DYL1 2,011 1,866 1,200 2,387 3,203 2,436 2,888 2,999 -1,015 0,049 0,250 

PYRG1 2,011 2,327 1,873 1,620 2,883 3,150 3,168 2,689 -1,015 0,049 0,250 

DYL2 1,590 1,186 1,873 1,620 2,472 2,436 2,888 2,505 -1,008 0,049 0,250 

ZN428 0,994 1,186 1,200 0,997 1,894 1,879 2,329 2,293 -1,005 0,050 0,253 

ACTA 8,663 9,193 9,671 9,131 8,225 8,207 8,198 8,022 1,001 0,050 0,255 

ODO1 3,722 3,570 2,956 4,002 1,894 2,436 2,888 2,999 1,008 0,049 0,250 

MYADM 1,590 1,866 2,330 2,054 0,915 0,960 0,890 0,856 1,055 0,045 0,244 

GSTM1 2,336 2,327 2,330 1,620 0,915 0,960 0,890 1,369 1,120 0,039 0,225 

CO4A1 3,829 4,598 4,115 4,002 2,472 2,836 3,168 3,568 1,125 0,039 0,225 

ZCHC3 1,590 2,327 1,873 2,387 0,915 0,960 0,890 0,856 1,139 0,038 0,216 

CD276 2,011 2,327 1,873 2,054 0,915 0,960 0,890 0,856 1,161 0,036 0,213 

CO4A2 3,189 3,570 3,190 3,255 2,211 1,491 2,329 2,505 1,167 0,035 0,213 

TM9S4 2,336 2,956 1,200 2,658 1,486 0,960 0,890 0,856 1,240 0,031 0,211 

SCFD1 3,342 3,191 3,190 3,082 1,894 1,491 2,081 1,747 1,398 0,023 0,186 

Tableau 9 : Liste de protéines spécifiquement altérées entre les organoïdes CTD3-7 vs BJ 

(bleu : protéines plus adondantes dans les organoïdes CTD par rapport aux organoïdes BJ ; rouge 

protéines moins abondantes dans les organoïdes CTD par rapport aux organoïdes BJ) 

 

   



Annexes 

318 
 

  



Annexes 

319 
 

Annexe 3 – Communications orales et écrites 

 

Publications internationales dans des journaux à comités de lecture : 

Mabondzo A, Harati R, Broca-Brisson L, Guyot A-C, Costa N, Cacciante F, Putignano E, 

Baroncelli L, Skelton MR, Saab C, Martini E, Benech H, Joudinaud T, Gaillard JC, 

Armengaud J and Hamoudi R (2023). Dodecyl creatine ester improves cognitive function 

and identifies key protein drivers including KIF1A and PLCB1 in a mouse model of 

creatine transporter deficiency. Front Mol Neurosci 10.3389/fnmol.2023.1118707 

 

Broca-Brisson L, Harati R, Disdier C, Mozner O, Gaston-Breton R, Maïza A, Costa N, 

Guyot AC, Sarkadi B, Apati A, Skelton MR, Madrange L, Yates F, Armengaud J, Hamoudi 

RA and Mabondzo A (2023) Deciphering Neuronal Deficit and Protein Profile Changes 

in Human Brain Organoids from Patients with Creatine Transporter Deficiency. eLife 

(preprint révisé publié le 22 juin 2023) 

 

Disdier C, Soyer A, Broca-Brisson L, Goutal S, Guyot AC, Ziani N, Breuil L, Winkeler A, 

Hugon G, Joudinaud T, Benech H, Armengaud J, Skelton MR, Harati R, Hamoudi RA, 

Tournier N and Mabondzo A. Impaired brain glucose metabolism as a biomarker for 

therapeutic monitoring in Creatine Transporter Deficiency: insights from patient-brain 

derived organoids and in vivo [18F]FDG PET imaging in a mouse model. Soumis à 

Neuropharmacology le 7 avril 2023. 

 

Broca-Brisson L, Disdier C and Mabondzo A. Epigenetic alterations in Creatine 

Transporter Deficiency: a new marker for therapeutic efficacy monitoring. Prévu pour 

soumission fin 2023 à eLife. 

 

 

Brevet européen 

Mabondzo A, Broca-Brisson L, Costa N, Guyot AC, Armengaud J, Hamoudi R. PR91039 

Biomarkers for cerebral metabolic disorders, and diagnostic methods using thereof. 
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Communications orales 

Modeling CTD using Brain Organoids Reveals Molecular Targets Associated with 

Inherited Intellectual Deficiency and Acquired Neurodegenerative Diseases. 

CCDS Scientific and Patient Symposium organisé par l’Association for Creatine 

Deficiencies (ACD), Park City (Utah), 26 juin 2022. 

 

Development of human brain organoids from patients with creatine transporter 

deficiency as a tool for evaluating the efficacy of therapeutic agents. 

Journée des doctorants du DMTS 2023, Gif-sur-Yvette, 24 janvier 2023 

 

Développement d’organoïdes cérébraux de patients atteints du déficit en transporteur de 

la créatine comme outil d’évaluation de l’efficacité d’agents thérapeutiques. 

Journée des doctorants du DMTS 2022, Gif-sur-Yvette, 5 janvier 2022 

 

Développement d’un système microfluidique pour le criblage et la prédiction de la 

pénétration cérébrale d’agents thérapeutiques et de la toxicité. 

Journée des doctorants du DMTS 2021, Gif-sur-Yvette, 12 janvier 2021 

 

 

Prix de thèse 

ACD Fellowship Awards 2022-2023, for study on “Development of human brain 

organoids from CTD patients as a tool for evaluating the efficacy of therapeutic agents”. 

 


