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CONTEXTE SCIENTIFIQUE 

EPIDEMIOLOGIE DE L’INSUFFISANCE CARDIAQUE 

Les maladies cardiovasculaires (CVD) restent la principale cause de mortalité et de 

morbidité à travers le monde selon les dernières données de l’Organisation Mondiale 

de la Santé (OMS) (Virani et al. 2020). 

Elles regroupent un ensemble de pathologies touchant le cœur et les vaisseaux 

sanguins tels que l’athérosclérose aortique, l’hypertension artérielle ou l’insuffisance 

cardiaque (Azevedo et al. 2016). 

En 2019, l’OMS a recensé 17,9 millions de décès dus aux CVD, soit 32% de la 

mortalité totale. 

L’insuffisance cardiaque touche 64 millions de personnes dans le monde (Savarese et 

al. 2023), dont 1,5 millions en France. 

Elle survient à la suite d’une perte importante de cellules myocardiques fonctionnelles 

en lien avec l’hypertension, les cardiopathies ischémiques ou encore le diabète et se 

caractérise principalement par une perturbation de la fonction contractile du cœur liée 

à la fibrose et conduisant à l’hypertrophie cardiaque suite à un défaut de perfusion. 

Cette pathologie conduit dans 50% des cas au décès du patient dans les cinq ans 

suivant l’apparition de la pathologie (Azevedo et al. 2016; Mudd et Kass 2008). 

 

Environ la moitié de tous les décès liés aux maladies cardiovasculaires sont causés 

par une cardiopathie ischémique, qui entraîne une perte de cardiomyocytes dans le 

myocarde, entraînant un dysfonctionnement ventriculaire et une insuffisance 

cardiaque (IC). 

De nombreuses pharmacothérapies, dispositifs implantables et techniques 

chirurgicales ont été mis au point au cours des cinq dernières décennies pour 

préserver le myocarde et prévenir le remodelage pathologique, améliorant ainsi 
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considérablement les résultats et la qualité de vie des patients après le développement 

de l'IC (Virani et al. 2020; Jones et al. 2019). 

Cependant, les taux de mortalité liés à l’IC ont commencé à plafonner (Roth et al. 

2017), probablement parce que les interventions existantes ne font que ralentir la 

progression de la maladie mais sont incapables de l’inverser. 

Cela découle du fait que les cœurs de mammifères adultes présentent une capacité 

de régénération minimale en raison de l'incapacité relative des cardiomyocytes dans 

le cœur adulte à réintégrer le cycle cellulaire et de l'absence apparente d'une 

population de cellules souches capable de repeupler tous les types de cellules dans 

le cœur après une blessure (Sadek et Olson 2020). 

 

PHYSIOPATHOLOGIE ET MECANISMES 

COMPENSATOIRES 

Le compartiment stromal est majoritaire dans le cœur normal (environs 80% des 

cellules) et est composé de différents types cellulaires : 

➢ Cellules immuno- inflammatoires, 

➢ Cellules endothéliales, 

➢ Cellules musculaires lisses, 

➢ Fibroblastes, 

➢ Cellules stromales mésenchymateuses (MSC). 

 

Ce stroma cardiaque, bien plus qu’un élément de soutien architectural, participe au 

maintien d’une fonction cardiaque normale et à la réparation de lésions éventuelles. Il 

est désormais admis que le cœur est un organe capable d’auto-renouvèlement 

(Bergmann et al. 2009). 

Les MSC adultes sont des cellules résidentes, censées soutenir l'homéostasie 

tissulaire et le renouvellement après une lésion (Wagers et Weissman 2004). 
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Dans les tissus sains, ces cellules vivent dans un état « latent » de quiescence au sein 

de niches hypoxiques mais conservent leur capacité à réintégrer le cycle cellulaire et 

à proliférer en réponse à des stimuli environnementaux (Shyh-Chang et Ng 2017). 

Elles ont démontré une capacité à se différencier en cellules endothéliales et cellules 

musculaires lisses (Gambini et al. 2011; A. P. Beltrami et al. 2003). Le maintien de 

l’homéostasie cardiaque via cette différenciation est donc primordial. 

En condition ischémique, les cardiomyocytes présentent une capacité limitée à 

proliférer et le tissu fibreux non contractile s’étend, entraînant une altération 

fonctionnelle progressant vers l'insuffisance cardiaque. 

 

Dans le cadre d’un stress cardiaque aigu comme l’infarctus du myocarde, le traitement 

précoce rétablit l'apport sanguin du myocarde ischémique et diminue le risque de 

mortalité. 

Cependant, lorsque l'apport sanguin myocardique interrompu est rétabli dans un 

certain laps de temps, cela provoque des dommages plus graves au myocarde 

ischémique d'origine. 

Pendant l'ischémie/reperfusion myocardique (MIR), l'ischémie et la reperfusion 

provoqueraient toutes deux des lésions du myocarde ischémique. C'est ce que l'on 

appelle une lésion d'ischémie/reperfusion myocardique (MIRI) (He et al. 2022). 

Les mécanismes physiopathologiques conduisant à une MIRI sont associés : 

➢ Au stress oxydatif, 

➢ A la surcharge calcique intracellulaire, 

➢ Aux troubles du métabolisme énergétique, 

➢ A l'apoptose, 

➢ Au stress du réticulum endoplasmique, 

➢ A l'autophagie, 

➢ A la pyroptose, 

➢ A la nécroptose, 

➢ A la ferroptose. 
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Ceux-ci interagissent les uns avec les autres et conduisent directement ou 

indirectement à une aggravation de l’effet. 

Par conséquent, la reperfusion myocardique peut majorer la mort des cardiomyocytes 

ischémiques chez les patients présentant un infarctus du myocarde (Hausenloy et 

Yellon 2013). 

Cette MIRI provoque quatre types de lésions  (He et al. 2022): 

➢ L'étourdissement myocardique, 

➢ Le phénomène de non-reflux, 

➢ L’arythmie de reperfusion, 

➢ Les lésions mortelles de reperfusion. 

 

Les deux premières formes sont réversibles tandis que les autres sont irréversibles. 

Cliniquement, l'intervention coronarienne percutanée (ICP) et la thérapie 

antiplaquettaire et anticoagulante sont principalement utilisées chez les patients 

exposés à ces deux derniers types de lésions afin de maintenir la perméabilité de 

l'artère coronaire. 

Pendant la reperfusion myocardique, une restauration rapide et efficace du flux 

sanguin ne peut pas prévenir efficacement la MIRI. 

Au cours de l'ischémie, les cardiomyocytes subissent un métabolisme anaérobie, ce 

qui entraîne une diminution des niveaux d'adénosine triphosphate (ATP) et du pH, ce 

qui augmente les niveaux de sodium (Na+) et de (Ca2+) intracellulaires. 

La reperfusion entraîne une augmentation supplémentaire du Ca2+ intracellulaire et 

des espèces réactives de l’oxygène (ROS), qui provoquent la MIRI (Figure 1). 
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Figure 1 Physiopathologie de la MIRI (He et al. 2022) 

 

Les principales voies de signalisation de l'apoptose sont les voies intrinsèque 

(mitochondriale) et extrinsèque (récepteur de mort cellulaire).  

La voie intrinsèque est induite par la libération de cytochrome C (CytC), qui est régulée 

par les protéines de la famille B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) ; quant à la voie extrinsèque, 

elle est déclenchée par des récepteurs de mort tels que le tumor necrosis factor 

receptor (TNFR) qui activent la caspase-8. 

Au cours de l'ischémie et de la reperfusion précoce, l'acidose cellulaire, l'instabilité 

environnementale interne et d'autres facteurs favorisent la libération d'ions ferrivalents 

ou ferreux par les enzymes, activant ainsi la réaction de Fenton et entraînant par 

conséquent une augmentation des ROS, ce qui conduit à la ferroptose des 

cardiomyocytes (He et al. 2022). 
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Ainsi, des mécanismes compensatoires tels que l’augmentation de la fréquence 

cardiaque ou encore le rétrécissement des vaisseaux sanguins permettent de pallier 

au défaut d’approvisionnement en maintenant une tension artérielle élevée. 

Sur le long terme, ces mécanismes ne sont pas suffisants et il se produit un 

remodelage cardiaque entraînant l’apoptose des cardiomyocytes, l’hypertrophie et la 

fibrose cardiaque ayant pour conséquence la diminution de la fraction d’éjection 

ventriculaire. 

Ce remodelage est consécutif à la mise en place d’une inflammation chronique et d’un 

stress oxydant générant la production de ROS liées à la dysfonction mitochondriale à 

l’origine de la mort cellulaire, notamment par la création de dommages à l’acide 

désoxyribonucléique (ADN). 

Il a en effet été démontré que la production de ROS était à l’origine de l’activation de 

kinases, de facteurs de transcription hypertrophiant et de métalloprotéases de la 

matrice extracellulaire (MEC), mais sont aussi stimulant de la prolifération des 

fibroblastes cardiaques (Tsutsui, Kinugawa, et Matsushima 2011) et de la synthèse de 

collagène (Mudd et Kass 2008).  

Ces modifications génèrent une hypertrophie et une fibrose cardiaque conduisant à 

l’installation d’une insuffisance cardiaque. 

Lors d’un stress cardiaque chronique lié au vieillissement, la diminution des 

cardiomyocytes n’est pas compensée et s’accompagne d’une modification du contenu 

stromal avec une accumulation d’adipocytes ainsi qu’une fibrose importante, ce qui 

engendre une fonction contractile moins efficace (Benjamin et al. 2019; Keller et 

Howlett 2016). 

 

Le développement de l’approche de médecine régénérative et la thérapie cellulaire 

sont les pistes thérapeutiques prometteuses dans le traitement de l’insuffisance 

cardiaque (Chien et al. 2019). 

En effet, les mécanismes endogènes de régénération ne sont pas suffisants pour 

assurer la réparation de myocardes massivement endommagés, et cette constatation 

a amené de nombreuses équipes à tenter des approches de médecine régénérative, 

visant à repeupler ou revitaliser par des cellules des zones myocardiques lésées. 
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CELLULES SOUCHES 

Les cellules souches sont des cellules non spécialisées du corps humain, capables de 

se différencier en n’importe quelle cellule d’un organisme et ayant la capacité de 

s’auto-renouveler. 

La classification traditionnelle des cellules souches est basée sur leur plasticité ou leur 

versatilité développementale.  

Ainsi il existe différents types de cellules souches et plusieurs étapes de spécialisation 

avec une potentialisation de développement réduite à chaque étape : 

 

➢ Les cellules souches totipotentes 

Ces cellules sont capables de se diviser et de se différencier en cellules de tout 

l'organisme. 

La totipotence possède le potentiel de différenciation le plus élevé et permet 

aux cellules de former à la fois des structures embryonnaires et extra-

embryonnaires. 

Un exemple de cellule totipotente est le zygote. 

 

➢ Les cellules souches pluripotentes (PSC) 

Ces cellules forment des cellules de toutes les couches germinales mais pas 

de structures extra-embryonnaires comme le placenta. 

Les cellules souches embryonnaires (ESC) ou encore les cellules souches 

pluripotentes induites (iPSC), dérivées de la couche épiblastique des embryons 

implantés en sont un exemple. 

Leur pluripotence est un continuum, partant de cellules complètement 

pluripotentes telles que les ESC et les iPSC et se terminant par des 

représentants moins puissants : cellules multi-, oligo- ou unipotentes. 

 

➢ Les cellules souches multipotentes 

Ces dernières possèdent un spectre de différenciation plus étroit que les PSC, 

mais elles peuvent se spécialiser dans des cellules de lignées cellulaires 

spécifiques. 
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Ainsi, les cellules souches mésenchymateuses (MSC) stromales peuvent se 

développer en différents types de cellulaires tels que les adipocytes, les cellules 

endothéliales ou encore les ostéoblastes. 

Après différenciation, une MSC devient une cellule oligopotente, ses capacités 

de différenciation sont alors restreintes aux cellules de sa lignée. 

 

➢ Les cellules souches oligopotentes 

Ces cellules peuvent se différencier en plusieurs types cellulaires. 

Une cellule souche myéloïde est un exemple qui peut se diviser en globules 

blancs mais pas en globules rouges. 

 

➢ Les cellules souches unipotentes 

Elles se caractérisent par les capacités de différenciation les plus étroites et par 

la propriété particulière à se diviser de manière répétée. 

Leur dernière caractéristique en fait un candidat prometteur pour une utilisation 

thérapeutique en médecine régénérative. 

 

Les cellules souches peuvent également être classées selon leur origine : 

➢ Embryologique (ESC), 

➢ Adulte (ASC). 

 

Les ESC humaines sont dérivées de la masse cellulaire interne. Au cours du 

processus d'embryogenèse, les cellules forment des agrégats appelés couches 

germinales : endoderme, mésoderme et ectoderme, chacune donnant finalement 

naissance à des cellules et tissus différenciés du fœtus et, plus tard, de l'organisme 

adulte (Sukoyan et al. 1993). 

Une fois que les ESC humaines se sont différenciées en l’une des couches germinales, 

elles deviennent des cellules souches multipotentes, dont la puissance est limitée aux 

seules cellules de la couche germinale. 

Après cela, les cellules souches pluripotentes sont présentes dans tout l’organisme 

sous forme de cellules indifférenciées, et leurs capacités clés sont la prolifération par 
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la formation de la génération suivante de cellules souches et la différenciation en 

cellules spécialisées dans certaines conditions physiologiques. 

Les cellules souches somatiques ou adultes (ASC) sont indifférenciées et se 

retrouvent parmi les cellules différenciées de tout le corps après leur développement.  

La fonction de ces cellules est de permettre la guérison, la croissance et le 

remplacement des cellules perdues chaque jour ; elles disposent d’une gamme 

restreinte d’options de différenciation. 

Parmi de nombreux types, on distingue les suivants : 

 

➢ Les cellules souches mésenchymateuses qui sont présentes dans de 

nombreux tissus. 

Dans la moelle osseuse, ces cellules se différencient principalement en cellules 

osseuses, cartilagineuses et adipeuses. 

En tant que cellules souches, elles constituent une exception car elles agissent 

de manière pluripotente et peuvent se spécialiser dans les cellules de n’importe 

quelle couche germinale. 

➢ Les cellules neurales donnent naissance aux cellules nerveuses et à leurs 

cellules de soutien : les oligodendrocytes et les astrocytes. 

➢ Les cellules souches hématopoïétiques forment toutes sortes de cellules 

sanguines : rouges, blanches et plaquettes. 

➢ Les cellules souches cutanées forment, par exemple, les kératinocytes. 

 

Il est possible de reprogrammer les cellules souches adultes vers leur état pluripotent 

(Zakrzewski et al. 2019). 

 

Les cellules souches sont des cellules indifférenciées avec un potentiel élevé de 

différenciation, tandis que les cellules stromales sont des cellules différenciées 

présentes dans le tissu conjonctif, jouant un rôle de soutien et ayant un potentiel de 

différenciation plus restreint. 

Au fur et à mesure de leur développement, ces cellules pluripotentes se transforment 

en cellules multipotentes, telles que les MSC. 
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Ces MSC ont une plasticité limitée, donnant naissance à des lignées cellulaires 

spécifiques, telles que les adipocytes, les cellules endothéliales et les ostéoblastes. 

Cependant, elles conservent leur capacité à se spécialiser dans plusieurs types 

cellulaires connexes, tout en présentant des restrictions quant à leur différenciation, 

comme l'incapacité à générer des cellules cardiaques. 

Comprendre cette transition cellulaire et la régulation précise des gènes impliqués 

dans la différenciation offre des perspectives prometteuses pour exploiter le potentiel 

thérapeutique des cellules souches dans le traitement de diverses affections et lésions 

tissulaires. 

 

THERAPIES CELLULAIRE ET GENIQUE 

THERAPIES CELLULAIRES BASEES SUR LES CELLULES 

SOUCHES 

Le tournant dans la thérapie par cellules souches est apparu en 2006, lorsque les 

scientifiques Shinya Yamanaka et Kazutoshi Takahashi ont découvert qu'il était 

possible de reprogrammer des cellules souches adultes multipotentes vers l'état 

pluripotent (Takahashi et Yamanaka 2013). 

La transduction médiée par les rétrovirus de fibroblastes de souris avec quatre facteurs 

de transcription nommés les facteurs Yamanaka (Sommer et Mostoslavsky 2010), 

principalement exprimés dans les cellules souches embryonnaires : 

➢ Octamer-binding transcription factor (OCT-3/4), 

➢ SRY-box transcription factor 2 (SOX2), 

➢ Kruppel Like Factor 4 (KLF4), 

➢ Cellular myelocytomatose oncogene (c-MYC), 

 

Pourrait inciter les fibroblastes à devenir pluripotents et ainsi améliorer les phénotypes 

cellulaires et physiologiques des souris vieillissant prématurément, notamment la perte 
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de cellules souches adultes, conduisant à une prolongation de la durée de vie ; cette 

nouvelle forme de cellules souches a été nommée iPSC. 

Un an plus tard, l’expérience réussit également avec des cellules humaines (D. Shi et 

al. 2007).  

Après ce succès, la méthode a ouvert un nouveau champ de recherche sur les cellules 

souches avec une génération de lignées iPSC personnalisables et biocompatibles 

avec le patient. 

Récemment, des études se sont concentrées sur la réduction de la cancérogenèse et 

l’amélioration du système de conduction nerveuse ou cardiaque. 

 

La thérapie cellulaire fait référence au transfert de matériel cellulaire autologue ou 

allogénique chez un patient à des fins médicales, elle vise à remplacer les tissus 

fibrosés par des équivalents possédant des propriétés d’élasticité et participant à : 

➢ Restreindre le remodelage, 

➢ Restaurer une contractilité myocardique, 

➢ Augmenter l’angiogenèse, 

➢ Améliorer les conditions de survie des cellules localement présentes, 

➢ Moduler les réponses inflammatoires, 

➢ Recruter des cellules progénitrices locales ou circulantes. 

 

La thérapie cellulaire combine des thérapies unicellulaires ou multicellulaires basées 

sur des cellules souches et non-souches ; elle utilise généralement des cellules 

autologues ou allogéniques, peut impliquer du génie génétique ou des manipulations 

dans la formulation et peut être administrée par voie topique ou sous forme de produits 

injectables, de perfusions, de bio échafaudages ou de systèmes sans échafaudage 

(Mount et al. 2015). 

Les cellules souches utilisées ou ciblées par la thérapie cellulaire peuvent être 

regroupées en trois catégories : 
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➢ Les cellules souches pluripotentes (PSC) 

Les PSC donnent naissance à tous les types de cellules, à l'exception des 

cellules placentaires extra-embryonnaires. 

Elles incluent : 

o Les ESC, trouvées dans la masse cellulaire interne des blastocystes des 

embryons préimplantatoires, 

o Les cellules souches épiblastiques (EpiSC) 

o Les cellules germinales embryonnaires (EGC), trouvées dans les 

embryons post implantatoires, 

o Les cellules iPSC, dérivées de la reprogrammation directe de cellules 

somatiques postnatales/adultes in vitro (Chu et al. 2020). 

En général, l'utilisation clinique des PSC manque de preuves thérapeutiques et 

se limite à la médecine régénérative expérimentale, avec pour justification la 

différenciation cellulaire/la réparation des tissus dans différentes maladies, 

notamment la dégénérescence maculaire et l’infarctus du myocarde (Poulos 

2018). 

 

➢ Les cellules souches adultes (ASC) 

Les cellules somatiques ou ASC sont des cellules rares et indifférenciées 

réparties parmi les cellules différenciées ou spécialisées dans les organes d'un 

organisme développé (Chagastelles et Nardi 2011). 

Avec des potentiels d'auto-renouvellement et de différenciation plus limités que 

les PSC, les ASC reconstituent les cellules perdues ou contribuent à la guérison 

ou à la croissance des cellules en donnant naissance à des cellules précurseurs 

ou progénitrices et finalement à des cellules différenciées. 

Les ASC comprennent (Gurusamy et al. 2018) : 

o Les cellules souches hématopoïétiques (HSC), 

o  Les cellules souches cutanées (SSC), 

o Les cellules souches neurales (NSC), 

o Les cellules souches mésenchymateuses (MSC) : 
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Les MSC sont d'origine mésodermique non hématopoïétique et sont 

présentes dans plusieurs tissus, notamment la moëlle osseuse, le tissu 

adipeux, le sang périphérique et le placenta (Shammaa et al. 2020). 

Elles peuvent se différencier en cellules osseuses, cartilagineuses et 

adipeuses, ainsi qu'en cellules de filiation ectodermique ou 

endodermique (Wei et al. 2013). 

Au niveau moléculaire, les MSC devraient systématiquement exprimer 

un ensemble de marqueurs de surface (CD) sur leur membrane cellulaire 

composée de CD73, CD90 et CD105, qui ont été définis par la Société 

Internationale pour la Thérapie Cellulaire (ISCT) comme les marqueurs 

minimaux standard requis pour les MSC (Bourin et al. 2013).  

En revanche, les MSC ne devraient pas exprimer les antigènes 

hématopoïétiques CD45, CD34, CD14 et CD19, qui les distinguent des 

HSC, souvent trouvées dans la même région.  

De surcroit, ils sont négatifs pour CD11b, CD79a et HLA-DR (Karantalis 

et Hare 2015). 

Ces critères ne sont cependant pas propres au MSC et des recherches 

continues sont nécessaires pour identifier les marqueurs de surface qui 

sont plus spécifiques à ce type de cellule stromale (Lv et al. 2014). 

Les MSC ont des capacités de différenciation établies, qui ont suscité 

des études très avancées de leur potentiel régénératif (Mazo et al. 2008; 

Nagaya et al. 2005).  

Elles sont également étudiées et utilisées pour leurs propriétés 

immunomodulatrices. 

Enfin, lorsqu’elles ne se différencient pas de manière terminale, elles 

participent au soutien stromal, en sécrétant des facteurs trophiques de 

différentes natures : cytokines, protéines, acides ribonucléiques (ARN), 

solubles ou contenus dans des microvésicules (Karantalis et Hare 2015). 

 

Contrairement aux ESC, qui sont principalement définies par leur origine dans 

les embryons à l'aide d'analyses moléculaires et fonctionnelles, les ASC ont des 

critères de définition variés, la morphologie cellulaire et les marqueurs de 
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surface étant les critères de référence dans la plupart des évaluations 

expérimentales ; cependant, la morphologie et les marqueurs de surface des 

ACS sont généralement impossibles à distinguer de ceux des cellules matures.  

Par conséquent, les ASC ne peuvent pas être facilement isolées des tissus, 

mais enrichies à divers degrés de pureté dans des extraits de tissus 

(Chagastelles et Nardi 2011). 

L'utilisation des ASC est principalement observée avec les HSC ou les MSC et 

englobe plusieurs domaines cliniques. 

Ainsi, les MSC et les HSC sont largement utilisées dans des contextes de 

régénération, respectivement en tant que modalités expérimentales et établies 

dans le but de repeupler les cellules endommagées ou de réinitialiser 

l’homéostasie des tissus (Comella et al. 2016). 

Dans les troubles du système immunitaire, les HSC et les MSC ont 

généralement été utilisées comme agents expérimentaux pour atténuer 

l’activité de la maladie grâce à leurs vastes mécanismes d’action, et ont montré 

des taux de réussite variables selon le type de maladie (Aly 2020). 

Dans le cancer, les HSC constituent depuis longtemps le traitement standard 

des hémopathies malignes en raison de leur potentiel régénératif (Sharkis et al. 

2012).  

Les MSC ont également été étudiées dans le domaine du cancer en raison de 

leurs propriétés anti-tumorigènes (Shammaa et al. 2020), mais n'ont eu que des 

succès limités (Ruano et al. 2020; C.-L. Zhang et al. 2017). 

 

➢ Les cellules souches cancéreuses (CSC) 

Les CSC, ou cellules initiatrices de tumeurs, se trouvent dans les tumeurs 

solides et sanguines et proviennent de cellules souches normales ou de cellules 

progénitrices par plusieurs mécanismes proposés, tels que les mutations, le 

transfert de gènes, les altérations épigénétiques et les facteurs micro 

environnementaux (Codd et al. 2018; Soltanian et Matin 2011). 

Les CSC possèdent des propriétés d'auto-renouvellement, de différenciation, 

de métastases et immunosuppressives et jouent un rôle important dans la 
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croissance du cancer, les métastases, les rechutes et la résistance à la 

chimiothérapie et à la radiothérapie (Atashzar et al. 2020). 

Les critères d'identification des CSC comprennent généralement des 

marqueurs protéiques de surface (CD133, CD44, antigènes associés aux 

tumeurs) et des propriétés métaboliques/fonctionnelles (par exemple un 

métabolisme élevé ou encore une division cellulaire lente). Cependant, ils 

pourraient chevaucher ceux des cellules somatiques/germinales normales ou 

d’autres cellules souches (Chu et al. 2020). 

Généralement, l'utilisation clinique des CSC se fait dans les contextes de cancer 

et implique le ciblage des CSC par différents agents interférant avec la voie de 

signalisation qui empêchent ensuite la croissance et la rechute du cancer 

(Lathia, Liu, et Matei 2020). 

 

THERAPIES CELLULAIRES NON BASEES SUR LES CELLULES 

SOUCHES 

Ces thérapies cellulaires non basées sur les cellules souches impliquent généralement 

des cellules somatiques isolées du corps humain, propagées, développées, 

sélectionnées puis administrées aux patients à des fins curatives, préventives ou 

diagnostiques (Golchin et Farahany 2019). 

Les thérapies cellulaires non basées sur les cellules souches comprennent les 

fibroblastes, les chondrocytes, les kératinocytes, les hépatocytes, les cellules des îlots 

pancréatiques et les cellules immunitaires, telles que les cellules T, les cellules 

dendritiques (DC), les cellules tueuses naturelles (NK) et les macrophages (El-Kadiry, 

Rafei, et Shammaa 2021). 
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MODE D’ADMINISTRATION 

A l’origine, la thérapie cellulaire est autologue, les cellules sont prélevées chez le 

patient lui-même, éventuellement triées ou expandues in vitro, puis réinjectées à 

distance, ceci permettant de s’affranchir de toutes considérations immunologiques 

quant à un éventuel rejet.  

Néanmoins la thérapie cellulaire autologue présente au moins deux inconvénients 

majeurs : 

➢ La présence d’un délai entre le prélèvement des cellules et leur injection (2 à 3 

semaines pour les MSC), empêchant toute possibilité de traitement en phase 

précoce en post-infarctus. 

➢ La variabilité inter-individuelle des thérapeutiques reçues par chaque patient et 

donc leur efficacité (S. Jiang et al. 2008). 

 

Chaque production est considérée comme un lot indépendant, qui doit être qualifié 

individuellement, et dont la qualité intrinsèque dépend de chaque donneur.  

Les risques sont augmentés, ainsi que les difficultés logistiques et les coûts. 

L’approche autologue est intéressante dans le cas où les cellules sont administrées 

plusieurs fois, justifiant la production en grandes quantités et générant des économies 

d’échelle. 

Le concept de thérapie cellulaire allogénique a été introduit pour lever certaines limites 

selon les applications désirées. 

Ce changement de stratégie a été facilité par la mise en évidence du caractère 

immuno- privilégié de certaines populations cellulaires, notamment les MSC, ceci lié à 

leurs propriétés immunomodulatrices (Malliaras, Kreke, et Marbán 2011). 

Ainsi des études utilisant la thérapie cellulaire allogénique ont été mises en route chez 

l’Homme, avec pour espoir de gagner en reproductibilité des traitements administrés 

et en disponibilité, les cellules étant produites à grande échelle et constituant un lot 

unique faisant l’objet des contrôles de qualité (Hare et al. 2012). 
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Cependant, les cellules allogéniques sont, par définition, immunogènes pour le 

receveur, qui devra recevoir une immunosuppression coûteuse et contraignante pour 

en éviter le rejet.  

Le développement d’une sensibilisation immunitaire du receveur, lors de la première 

injection, empêche les possibilités de ré-administration ultérieure des mêmes cellules 

allogéniques. 

Outre les questions biologiques, la thérapie cellulaire se heurte à des questions de 

délivrance des cellules. 

La technique de transfert de cellules la plus utilisée jusqu’à présent repose sur des 

injections en des sites multiples directement dans une zone ciblée plus ou moins 

étendue mais il existe différents modes d’administration (Figure 2) : 

➢ L’injection par voie intra-coronaire réalisée en salle de cathétérisme cardiaque, 

➢ L’injection intra-myocardique par voie trans-endocardique après cartographie 

du ventricule gauche, 

➢ Les injections disséminées dans ou autour de la zone à traiter au cours d’une 

chirurgie thoracique, 

➢ L’injection intra-veineuse périphérique ou intra-veineuse cardiaque. 

 

 

Figure 2 Modalités de délivrance des cellules (Vilquin et Etienne 2016) 
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L’utilisation de biomatériaux s’impose progressivement en adjonction de cellules nues 

(Menasché 2016) en « habillant » les cellules ; ces derniers peuvent protéger les 

cellules contre les effets de flux à l’injection. 

Ils augmentent la survie et la rétention précoce en fonction de leurs paramètres 

physico-chimiques et peuvent mimer un environnement 3D de type niche, et certains 

peuvent être fonctionnalisés par des facteurs de croissance.  

Enfin ces biomatériaux peuvent renforcer la structure même des parois ou du 

myocarde en fonction de leurs propriétés physiques. 

Les différents types de biomatériaux sont les polymères naturels, les polymères 

synthétiques, les tissus dé-cellularisés, voire les feuillets cellulaires (simples ou 

multiples) où les cellules se soutiennent mutuellement et se complètent 

fonctionnellement (Jackman et al. 2015). 

L’utilisation de biomatériaux chez l’animal, peut améliorer la survie, la rétention et 

l’efficacité des cellules, et même certains biomatériaux sans cellules peuvent se 

révéler efficaces (Bushkalova et al. 2019). 

Les concepts liés aux mécanismes d’action des cellules proposées ont évolué, avec 

les mesures de leur efficacité, de leur survie et de leur capacité d’intégration. 

Initialement, ces cellules étaient supposées apporter un bénéfice structural, 

contractile, et dans certains cas une différenciation directe en cardiomyocytes intégrés 

au tissu cardiaque était espérée. 

Il est connu que les modifications du microenvironnement cardiaque ont un impact sur 

la fonction des cellules parenchymateuses et contribuent à l'incidence de nombreuses 

maladies cardiaques.  

Or il a été montré que le vieillissement entraînait des effets négatifs, exercés par le 

stroma, sur l'homéostasie cardiaque soulignant le fait que ces bénéfices étaient 

vraisemblablement liés à des effets de sécrétions paracrines (Martini et al. 2019). 

La production de cytokines, de facteurs de croissance, d’exosomes et de 

microparticules stimule l’angiogenèse locale diminue l’apoptose, l’inflammation, la 

fibrose et le remodelage, mais la formation de nombreux cardiomyocytes « vrais » n’a 

été obtenue qu’à partir d’ESC engagées. 
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La plupart des types cellulaires envisagés joue donc essentiellement un rôle trophique 

et de soutien (Silvestre et Menasché 2015). 

Les exosomes et microvésicules contiennent quant à elles des protéines, des lipides, 

du matériel génétique, différents microARN (miARN), capables d’interagir ensemble 

ou de se compléter, et qui sont probablement à l’origine de tout, ou partie, des 

bénéfices observés et sont libérés par de nombreux types cellulaires incluant les ESC, 

les iPS, les MSC, les myoblastes, et ce, notamment après activation.  

Captés par les cellules, ils leur apportent des informations, et font ainsi partie d’un 

réseau de communications intercellulaires. 

Des études ont montré que ces vésicules amélioraient à elles seules la fonction 

cardiaque, l’angiogenèse locale et la survie des cellules, ces effets étant médiés en 

partie par des miARN (Nikfarjam et al. 2020 ; Bobis-Wozowicz et al. 2015). 

L’effet bénéfique de l’injection des cellules persiste en dépit du faible nombre de 

cellules survivantes, en dépit de leur disparition ou de leur absence d’intégration. 

Cependant, les cellules qui présentent un réel phénotype cardiaque, une réelle 

capacité d’intégration, sont plus performantes. 

Plusieurs essais cliniques ont établi l'innocuité de la thérapie par des MSC et ont 

montré des résultats prometteurs dans le cadre des maladies cardiovasculaires au 

cours des dernières décennies comme l’étude MESAMI menée par le Pr Roncalli au 

CHU de Toulouse (Razeghian-Jahromi et al. 2021; Guijarro et al. 2016). 

Les données de la littérature ont montré une réduction de la charge cicatricielle, de la 

fibrose myocardique et de la taille de l'infarctus, une inversion du remodelage 

ventriculaire gauche et une amélioration de la fonction cardiaque après traitement par 

MSC (Guijarro et al. 2016). 

 

THERAPIE GENIQUE 

La thérapie génique consiste à modifier génétiquement certaines cellules du patient, 

ce qui implique d’identifier le gène et le rôle de la protéine qu’il encode. 
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Dans le domaine cardiovasculaire, les chercheurs développent la thérapie génique 

pour favoriser la régénération des tissus vasculaires en cas d’ischémie artérielle ou 

pour lutter contre la resténose survenant après de l’implantation d’un stent, à l’aide de 

gènes codant pour des protéines qui freinent ou au contraire stimulent ces processus. 

Le suivi des patients traités, sur plusieurs années, permettra d’en savoir plus sur la 

sécurité et l’efficacité de ces médicaments. 

Reste également à poursuivre le développement de nouveaux vecteurs pour 

contourner le problème de la réponse immunitaire qui peut se développer chez des 

patients, en particulier avec les vecteurs adeno-associated virus (AAV), et 

l’impossibilité de réinjecter le traitement une seconde fois. 

La bio production de produits vivants (virus, vecteurs, cellules autologues) à échelle 

industrielle reste par ailleurs un obstacle majeur pour le développement des 

médicaments de thérapie génique innovants. 

Les procédés sont issus de la recherche académique et ne sont pas toujours adaptés 

pour être déployés à grande échelle selon les bonnes pratiques de fabrication 

appliquées dans les usines de production pharmaceutiques. 

Des innovations technologiques et industrielles sont encore nécessaires pour 

améliorer les rendements de production, d’autant que les doses nécessaires au 

traitement d’un patient ne permettent parfois la réalisation d’essais cliniques que sur 

un petit nombre de personnes. 

Le prix de ces médicaments est également un nouveau sujet de réflexion en santé 

publique. 

Le transfert d'acides nucléiques avec des nanoparticules et des exosomes à 

dégradation lente est devenu une approche thérapeutique potentielle, et de nouveaux 

gènes thérapeutiques, tels que S100A1, et des vecteurs présentant un meilleur 

tropisme cardiaque sont en cours de développement pour le traitement de 

l'insuffisance cardiaque (C. Beltrami et al. 2017; Henri et al. 2016; Ishikawa et al. 

2014). 

Le meilleur scénario serait évidemment un traitement précoce et efficace de l’infarctus 

du myocarde afin de prévenir le remodelage et la progression vers l’insuffisance 

cardiaque.  
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Améliorer le flux sanguin vers le myocarde récupérable et provoquer la prolifération 

des cardiomyocytes après un infarctus aigu du myocarde pourrait être utile à cet égard 

(Ylä-Herttuala et Baker 2017). 

Enfin le passage de la thérapie de remplacement génique à la thérapie d’édition 

génique constitue un développement révolutionnaire dans l’histoire de la thérapie 

génique  (G. Cao et al. 2021).  

L’édition génétique offre non seulement une alternative aux maladies 

cardiovasculaires conventionnelles, mais constitue également le seul remède potentiel 

aux maladies cardiovasculaires héréditaires graves.  

L’édition somatique de gènes résout définitivement le problème de la production 

insuffisante de molécules fonctionnelles et de l’excès de produits mutagènes. 

Dans le même temps, l’heritable human genome editing (HHGE) a le potentiel 

d’empêcher la transmission de variants pathogènes à la génération suivante, ce qui 

réduit efficacement la proportion d’allèles pathogènes dans la population totale. 

Actuellement, la thérapie d'édition génique en est encore au stade préclinique et les 

défauts qui limitent son application clinique sont une faible efficacité d'édition, un effet 

hors cible évident, une toxicité élevée et une faible spécificité tissulaire du système 

d'administration, ainsi qu'une reconnaissance insuffisante des gènes pathogènes dans 

les maladies cardiovasculaires. 
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INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE 

I. CELLULES STROMALES MESENCHYMATEUSES 

I.1. DEFINITION ET CARACTERISTIQUES  

Les MSC représentent une population très étudiée compte tenu de leurs propriétés 

biologiques uniques. 

Ce sont des cellules indifférenciées, multipotentes et auto-renouvelables, reconnues 

pour leur potentiel de différenciation et leur activité paracrine (Razeghian-Jahromi et 

al. 2021). 

Les MSC ont la capacité de se différencier en différentes lignées (Margiana et al. 

2022) : 

➢ Mésodermiques (adipocytes, ostéocytes et chondrocytes), 

➢ Ectodermiques (neurocytes), 

➢ Endodermiques (hépatocytes). 

 

Dans le tissu cardiaque, les MSC cardiaques (cMSC) peuvent principalement se 

différencier en (Figure 3) (Gambini et al. 2020) : 

➢ Cellules endothéliales, 

➢ Adipocytes, 

➢ Fibroblastes  
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Figure 3 Différenciation des MSC (Bhaskar et al. 2014) 

 

Aujourd’hui, les MSC sont définies selon les critères suivants (Alvites et al. 2022; Yin, 

Zhu, et Ankrum 2019) : 

➢ L’adhérence au plastique lorsqu'elles sont maintenues dans des conditions 

de culture standard, 

➢ L’expression de marqueurs membranaires CD105+, CD73+ et CD90+, 

associée à l’absence d’expression des marqueurs CD45-, CD34-, CD14- ou 

CD11b-, CD79α- ou CD19- et HLA-DR-, 

➢ Leur capacité à la différenciation notamment en ostéoblastes, adipocytes et 

chondroblastes in vitro (Dominici et al. 2006). 

 

Les MSC sont présentes dans tous les organes humains, mais généralement isolées 

des trois sources principales (Razeghian-Jahromi et al. 2021) : 

➢ Cordon ombilical, 

➢ Tissu adipeux, 

➢ Moëlle osseuse. 
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I.2. MECANISMES D’ACTION  

Les MSC interagissent avec d’autres types cellulaires selon différentes voies (Alvites 

et al. 2022; Karantalis et Hare 2015) : 

➢ Paracrine, 

➢ Autocrine, 

➢ Effets directs, cellules à cellules. 

 

Lorsqu’elles ne se différencient pas de manière terminale, elles participent au soutien 

stromal, en sécrétant des facteurs trophiques de natures différentes : 

➢ Cytokines,  

➢ Protéines,  

➢ ARN solubles ou contenus dans des microvésicules. 

 

Une fois activées après contact avec des cytokines inflammatoires et des interleukines 

présentes dans l'environnement inflammatoire où elles sont intégrées, les MSC 

produisent et sécrètent une myriade de molécules solubles qui vont agir en retour 

selon différents processus et engendrer un effet (Figure 4) (Alvites et al. 2022; 

Jimenez-Puerta et al. 2020; Peltzer, Lund, et Lataillade 2015; Khubutiya et al. 2014)  : 

➢ Anti-fibrotique, 

➢ Anti-inflammatoire, 

➢ Régénératif, 

➢ Prolifératif, 

➢ Immunomodulateur, 

➢ Angiogénique. 
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Figure 4 Activité paracrine des MSC (Jimenez-Puerta et al. 2020) 

 

Plusieurs études ont montré que seule une petite proportion de MSC transplantées 

survit et s'intègre dans les tissus de l'hôte (De Becker et Riet 2016) ; par conséquent, 

les effets thérapeutiques des MSC ne semblent pas dépendre uniquement de 

l’interaction directe de cellule à cellule. 

Le mode d’action paracrine des MSC entraine un effet bénéfique sur les cellules de 

l’environnement lésionnel plutôt que d’engendrer une différenciation cellulaire 

permettant de remplacer des cellules lésées (Maacha et al. 2020). 

Les MSC sont également capables de garantir la survie et la prolifération cellulaire, et 

de moduler la réponse immunitaire via cette signalisation paracrine. 

Cette activité paracrine comprend la sécrétion de petites molécules telles que des 

facteurs de croissance, des cytokines, des chimiokines et la libération de vésicules 

extracellulaires (EV) contenant un large éventail de molécules telles que l'ARNm, les 

peptides/protéines et les miARN (W. S. Park et al. 2018). 

Bien qu’il ait été admis que l'activité homéostatique et immunomodulatrice des MSC 

dépendait du nombre de MSC, il a été constaté qu'elle dépendait davantage des 
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facteurs paracrines sécrétés par ces cellules, également appelés « sécrétome », qui 

sont produits une fois les MSC activées (Jimenez-Puerta et al. 2020). 

 

I .2.1  SECRETO ME  

Le sécrétome correspond à l'ensemble des facteurs solubles sécrétés par une cellule 

stimulée sous certaines conditions environnementales ; la liste des facteurs produits 

et sécrétés par les MSC est longue et n'est pas encore entièrement décrite, mais 

comprend des éléments tels que :  

➢ L’indoleamin 2,3 di oxygenases (IDO), 

➢ Le stromal cell derived Factor 1 (SDF-1), 

➢ La prostaglandin E2 (PGE2), 

➢ L’interleukine 6 (IL-6), 

➢ Le transforming growth factor-beta (TGF-β), 

➢ Divers facteurs de croissance et des ligands de chimiokines. 

 

Cet ensemble de facteurs peut moduler la réponse inflammatoire dans différentes 

directions, stimuler la différenciation et la prolifération des cellules progénitrices 

locales, favoriser l'angiogenèse et augmenter l'activité endothéliale et fibroblastique 

(Alvites et al. 2022; Y. Wang et al. 2014). 

 

➢ Les facteurs immunomodulateurs 

En 2002, il a été montré que les MSC avaient des capacités 

immunomodulatrices in vitro dans des réactions lymphocytaires mixtes 

(Bartholomew et al. 2002). 

En réalisant des réactions lymphocytaires mixtes avec des MSC soit en contact 

direct soit via des transwells, il a été mis en relief que cette capacité 

immunosuppressive était en partie due à des facteurs solubles (Di Nicola et al. 

2002).  

En effet, l’inhibition de la prolifération lymphocytaire était partiellement 

restaurée par l’ajout d’anticorps neutralisants anti-TGF-β1 ou anti-hepatocyte 

growth factor (HGF), suggérant l’implication de ces deux cytokines dans l’action 

médiée par les MSC. 
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Les principaux mécanismes par lesquels les MSC peuvent influencer 

positivement le processus auto-immun comprennent (C. Yang et al. 2021) : 

o L'inhibition des cellules B et T, 

o La diminution des ratios les lymphocytes T helper Th1/Th2, Th17/Treg 

et M1/M2, 

o La régulation à la baisse des cytokines inflammatoires et des facteurs 

tels que l'IL-1, IL-6, IL-17, le tumor necrosis factor alpha (TNF-α), 

l’interféron gamma (IFN-γ), 

o La régulation à la hausse d'autres facteurs comme IL-4, IL-10 et TGF-β. 

 

➢ Les facteurs pro-angiogéniques 

Les MSC sont capables de produire du vascular endothelial growth factor 

(VEGF), mais aussi du HGF, du monocyte chemotactic protein 1 (MCP1) et du 

SDF1, facteurs clés du remodelage vasculaire. 

Une étude a montré que des milieux conditionnés de MSC contenant tous les 

facteurs décrits précédemment ainsi que du basic fibroblast Growth Factor beta 

(βFGF) et du placental growth factor (PlGF), pouvaient favoriser la prolifération 

des cellules endothéliales et des cellules musculaires lisses.  

Or l’addition d’anti-VEGF et anti-βFGF inhibe partiellement ces effets (Kinnaird 

et al. 2004). 

Beaucoup d’études in vivo sur des modèles d’ischémie, indiquent un effet des 

MSC sur l’augmentation de la densité capillaire ou une amélioration de la 

perfusion des zones ischémiques même si les mécanismes restent à définir 

(Khubutiya et al. 2014). 

 

➢ Les facteurs anti-apoptotiques 

Les MSC synthétisent des protéines inhibitrices de l’apoptose telles que la 

protéine BCL-2, la survivin (IAP), et la protéine serine/thréonine kinase family 1 

(AKT). 

Dans un modèle d’insuffisance rénale aiguë, il a été montré que des milieux 

conditionnés de MSC contenant du VEGF, de l’HGF, et de l’nsulin-like growth 
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factor 1 (IGF-1) pouvaient favoriser in vitro la croissance et la survie des cellules 

endothéliales (Tögel et al. 2007).  

Ces travaux suggèrent que les MSC, en plus de la production de facteurs 

directement anti-apoptotiques produisent des molécules qui participent à 

l’inhibition de l’apoptose comme le VEGF. 

 

➢ Les facteurs chimio-attractifs 

Les MSC sont capables de sécréter un grand nombre de chimiokines 

permettant d’attirer les monocytes, les lymphocytes T, B, NK, les cellules 

dendritiques mais aussi les progéniteurs hématopoïétiques et endothéliaux 

(da Silva Meirelles et al. 2009). 

 

➢ Les facteurs anti-fibrotiques 

Des études indiquent une action anti-fibrotique des MSC, dont l’injection serait 

efficace si les MSC étaient administrés avant l’installation d’une fibrose 

myocardique majeure (da Silva Meirelles et al. 2009). 

Cet effet anti-fibrotique serait médié, chez la souris, par la sécrétion de βFGF 

et d’HGF dans un modèle de fibrose du tissu adipeux induit par 

ischémie/reperfusion (Suga et al. 2009). 

 

➢ Les facteurs de support et croissance 

Le rôle stromacytaire des MSC dans l’homéostasie de la niche hématopoïétique 

est connu et les cocultures in vitro de MSC/CSH de moëlle osseuse ont permis 

de mettre en évidence que cette capacité trophique des MSC était liée à la 

sécrétion de facteurs comme le stem cell factor (SCF), le leukemia inhibitor 

factor (LIF), l’IL6 et le macrophage colony-stimulating factor (M-CSF). 

In vivo, il a également été montré que le maintien du pool de CSH était en partie 

lié à la sécrétion de SDF-1 par les MSC (Sugiyama et al. 2006). 

 



30 | P a g e  
 

I .2.2  M ICROVESICULES  

Les microvésicules (MV) ou ectosomes, particules dont la taille varie de 100 à 1000nm 

et exosomes, particules dont la taille varie de 40 à 100nm, sont des microparticules 

dérivées des cellules qui prennent forme à travers la membrane plasmique. 

Alors que les ectosomes se constituent à partir de la membrane cytoplasmique dans 

des situations principalement physiologiques ou physiopathologiques, les exosomes 

proviennent de corps multivésiculaires sécrétés par exocytose après fusion avec la 

membrane cellulaire, parfois suite à un stress du réticulum endoplasmique (Kao et 

Papoutsakis 2019). 

Des études récentes autour des MV des MSC ont révélé que leur cargaison vésiculaire 

comprenait différents types d'ARN : ARNm, ARN de transfert (ARNt), miARN, de 

protéines et de peptides, d'enzymes, de facteurs immunomodulateurs, de facteurs de 

croissance ou encore de lipides capables de médiation de la communication de cellule 

à cellule. 

Ainsi, ces vésicules jouent un rôle très important dans les communications 

intercellulaires et peuvent influencer thérapeutiquement les tissus lésés, atténuant 

l'activation des cellules inflammatoires et diminuant le niveau d'apoptose et de stress 

oxydatif (W. Chen et al. 2016; Bruno et al. 2009). 

Il a aussi été démontré que les exosomes dérivés de MSC possédaient des propriétés 

immunologiques semblables à celles des cellules dont ils sont issus (B. Zhang et al. 

2014). 

L’efficacité des MSC serait également liée au phénomène dit de « domiciliation 

lésionnelle » leur permettant, après injection, de se diriger vers les sites de lésions 

(Wise et al. 2014). 

Alternativement, les MV, en particulier les exosomes, peuvent également agir comme 

des transfert d'ARN entre les cellules, régulant ainsi l'expression des gènes et 

influençant indirectement et thérapeutiquement différents scénarii cliniques (Figure 5) 

(Jimenez-Puerta et al. 2020) : 
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Figure 5 Rôle des exosomes excrétés par les MSC dans la communication cellule/cellule et effets thérapeutiques 
(Jimenez-Puerta et al. 2020) 

 

Sur le plan thérapeutique, les miARN ont des effets bénéfiques sur la régénération de 

différents tissus, avec par exemple les miR27a, miR196a et miR206 accélérant la 

régénération osseuse (Ogata et al. 2018) ou encore miR133 stimulant le remodelage 

tissulaire neuronal après un AVC (Xin et al. 2013) et miR125b-5p ayant des effets anti-

apoptotique en cas d’infarctus du myocarde (Zhu et al. 2018). 

  



32 | P a g e  
 

II. CELLULES STROMALES MESENCHYMATEUSES 

ET THERAPEUTIQUE 

La néovascularisation, la cardioprotection, l'angiogenèse, l'inhibition de l'apoptose des 

cardiomyocytes, l'amélioration de la réparation du myocarde et le remplacement des 

cardiomyocytes morts sont les cibles majeures de la thérapie utilisant les MSC dans 

le cadre de l'infarctus du myocarde (Razeghian-Jahromi et al. 2021; Yin, Zhu, et 

Ankrum 2019; Karantalis et Hare 2015). 

Les thérapies cellulaires ont été développées comme une stratégie alternative pour 

soutenir la génération endogène de nouveaux cardiomyocytes fonctionnels. 

À ce jour, différentes sources de cellules telles que les MSC issues de moelle osseuse 

(bmMSC), les cellules progénitrices cardiaques ou des cardiomyocytes dérivés de 

cellules souches embryonnaires ont été évalués afin d'identifier le type de cellule le 

plus approprié pour la réparation cardiaque. 

Il a été démontré que ces types de cellules conféraient des avantages thérapeutiques 

à la réparation cardiaque ou généraient directement de nouveaux cardiomyocytes 

(Eschenhagen et al. 2017) ; cependant, le degré de formation de nouveaux 

cardiomyocytes dépend de la survie et du maintien de ces cellules souches dans le 

cœur. 

La principale raison des difficultés rencontrées dans ces thérapies cellulaires 

humaines étant la faible survie et l'intégration minime des cellules greffées au sein du 

tissu hôte (Eschenhagen et al. 2017). 

Les thérapies cellulaires reposent sur l'expansion ex vivo de cellules sous oxygène 

ambiant et en présence de niveaux élevés de glucose qui favorisent la respiration 

mitochondriale pour la production d'énergie (Keisuke Ito et Suda 2014). 

Lors de la transplantation, les cellules souches sont exposées à un milieu cardiaque 

ischémique composé de cytokines inflammatoires et de ROS, qui altèrent le 

métabolisme. 
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Alors que le changement métabolique vers la phosphorylation oxydative peut stimuler 

la différenciation des cellules, il peut également entraîner une libération accrue de 

ROS, un sous-produit de l'activité mitochondriale qui conduit ensuite à des dommages 

cellulaires et à la sénescence (Keisuke Ito et Suda 2014). 

Le métabolisme énergétique est au cœur des processus de différenciation, de 

conservation de l’état indifférencié ou encore de la prolifération. 

La compréhension du métabolisme et des caractéristiques métaboliques des cellules 

souches au cours de l'expansion, de la prolifération et de la survie post-transplantation 

ex vivo pourrait permettre de jouer sur l'efficacité thérapeutique pour la réparation 

cardiaque. 

Le rôle du métabolisme dans la régulation de la fonction des cellules stromales a 

ouvert de nouvelles perspectives pour améliorer l'efficacité de la thérapie cellulaire 

cardiaque. 

Les stratégies visant à atténuer le choc métabolique subi par les cellules souches 

après la transplantation, ainsi qu'à améliorer leur adaptation à un nouvel 

environnement ischémique peuvent potentiellement atténuer la mort cellulaire et 

améliorer le succès de la thérapie (Figure 6) (Rigaud et al. 2020) : 

 

 

Figure 6 Thérapies cellulaires et intérêts de la reprogrammation métabolique (Rigaud et al. 2020) 
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L'une des premières études visant à modifier le métabolisme des cellules souches 

pour améliorer la fonction cardiaque après une blessure a été publiée en 2003 par 

Mangi et al. (Mangi et al. 2003). 

Dans cette étude, les auteurs ont transplanté des MSC génétiquement modifiées 

surexprimant Akt dans un myocarde ischémique, entraînant une amélioration de la 

fonction cardiaque et une diminution de l'inflammation, de la fibrose et de 

l'hypertrophie, associées à une survie et une rétention plus élevée des MSC. 

On sait que AKT régule la glycolyse dans les cellules souches or il a également été 

démontré que les MSC surexprimant Akt augmentaient leur métabolisme glycolytique 

(Noiseux et al. 2006).  

Ainsi, la surexpression d’Akt peut pousser les cellules à présenter un état glycolytique 

accru, améliorant ainsi la survie dans le myocarde ischémique. 

En aval de Akt, le proto-oncogène serine/threonine kinase (Pim-1) régule le 

métabolisme énergétique et la croissance cellulaire en augmentant les niveaux des 

protéines de l’oncogène c-Myc et du peroxisome proliferator activated receptor gamma 

coactivator 1 alpha (PGC-1α) (Beharry et al. 2011). 

Il est intéressant de noter qu’une surexpression de Pim-1 a été observée dans les 

bmMSC c-Kit+ isolées de patients souffrant d'insuffisance cardiaque (Kulandavelu et 

al. 2016). Pim-1 améliore la réparation cardiaque dans les modèles d'infarctus du 

myocarde chez les rongeurs et les porcs. 

Dans chaque cas, la surexpression de Pim-1 a entraîné une augmentation significative 

de la survie et de la prolifération cellulaire, conduisant à une amélioration de la fonction 

cardiaque après transplantation dans le cœur ayant subi un infarctus ; cet effet 

salutaire de la surexpression de Pim-1 étant liée à une amélioration progressive de 

l’activité métabolique (Rigaud et al. 2020). 

 

Les thérapies cellulaires reposent généralement sur l'isolement de cellules stromales 

hautement glycolytiques provenant des niches hypoxiques, suivi d'une expansion ex-

vivo sous des niveaux élevés d'oxygène et de glucose, ce qui déplace le métabolisme 

énergétique vers un état plus oxydatif. 
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Lors de la transplantation cardiaque, les cellules souches cultivées sont à nouveau 

exposées à un milieu ischémique caractérisé par une privation intense d'oxygène et 

de glucose, essentiels à l'activité mitochondriale. 

Cette transition brutale de l'in-vitro à l'in-vivo conduit à un stress métabolique 

engendrant l'apoptose des cellules, d’où l’intérêt de reconditionner le métabolisme des 

cellules souches pour promouvoir la flexibilité métabolique et améliorer la survie des 

cellules et par voie de fait l'efficacité thérapeutique (Rigaud et al. 2020). 

L'hypoxie et l'augmentation de la concentration en radicaux libres dans le contexte de 

l'infarctus du myocarde génèrent un microenvironnement néfaste pour les MCS 

transplantées.  

Ainsi, le pré-conditionnement des MSC en utilisant l’hypoxie ou des agents 

pharmacologiques ou chimiques en plus de nouvelles stratégies, telles que les MSC 

médiées par les exosomes, génétiquement modifiées ou encore sur des patchs 

cardiaques, permettraient d’améliorer l'efficacité globale de la transplantation de MSC. 

Toutes ces techniques favorisent la survie des MSC et leur capacité à former un 

environnement régénérateur et prolifératif (Figure 7) (Matta et al. 2022; Razeghian-

Jahromi et al. 2021). 

 

En outre, différents agents pharmacologiques et chimiques comme le lénalidomide, la 

vitamine E, le sévoflurane, l'acide valproïque, l'astragaloside IV, l'extrait de pomme, 

l'icariside II, la génistéine, l'ocytocine, la déféroxamine, l'atorvastatine, le 2,4-

dinitrophénol, l'angiotensine II, les bloqueurs des récepteurs de l'angiotensine, le 

lipopolysaccharide à faible dose, la mélatonine, la rapamycine, l'acide tout-trans 

rétinoïque et l'acide polyribocytidylique ont été utilisés pour traiter les MSC et agissent 

de manière spécifiques (Hu et Li 2018). 

Par ailleurs, les exosomes, produits et libérés en continu par diverses cellules 

interférant dans les voies d'interaction cellule/cellule sont impliqués dans différents 

modèles physiologiques et pathologiques et sont principalement isolés pour une 

application thérapeutique, soit par des méthodes basées sur l'ultrafiltration ou 

l'ultracentrifugation (Nikfarjam et al. 2020). 
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Figure 7 Nouvelles approches de pré-conditionnement des MSC et leurs principaux impacts (Matta et al. 2022) 

 

Des modèles animaux expérimentaux précliniques ont démontré les avantages 

thérapeutiques des exosomes dérivés de MSC dans le cadre de l'infarctus du 

myocarde (Zhu et al. 2018). 

La modification génétique des MSC consiste, quant à elle, à charger un vecteur 

génétique construit dans les MSC afin de produire ou de surexprimer des gènes 

spécifiques visant à améliorer leur migration, leur adhésion, leur survie et à réduire la 

sénescence prématurée. 

Enfin, la technologie des patchs cardiaques représente une révolution dans la thérapie 

par cellules souches pour les maladies cardiovasculaires, mais le process de 
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fabrication des matrices doit encore être amélioré pour passer en clinique (Matta et al. 

2022). 

 

A titre d’exemple, l'essai MESAMI est une étude de thérapie cellulaire, pilote bi 

centrique, menée par le Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de Toulouse sous la 

direction du Professeur Jérôme Roncalli entre 2009 et 2014 pour les phases 1 et 2 et 

conduite selon le protocole suivant (Figure 8) : 

 

 

Figure 8 Organigramme essai MESAMI I (Guijarro et al. 2016) 

 

Elle a été conçue pour tester la faisabilité et l'innocuité des MSC autologues injectées 

par voie intra myocardique pour le traitement de la cardiomyopathie ischémique. 

L'étude a inclus dix patients présentant une ischémie myocardique chronique, des 

fractions d'éjection (FE) du ventricule gauche (VG) ≤ 35% et des défauts de perfusion 

réversibles qui suivaient un traitement médical optimal stable et n'étaient pas candidats 

à la revascularisation. 

Des MSC (environ 61,5×106 cellules/patient) ont été injectées dans dix à seize sites 

viables au bord de la cicatrice du VG via un cathéter guidé par NOGA.  

Les deux critères d'évaluation principaux, la faisabilité (récolte réussie, expansion et 

injection de MSC autologues) et l'innocuité (absence d'événements indésirables 
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graves (EIG)) ont été atteints chez les dix patients au moment du suivi à 1 mois, et 

aucun des EIG signalés au cours de la période de suivi complète à 2 ans n’étaient 

imputables à l’essai (Guijarro et al. 2016). 

Les résultats de l’essai suggèrent que les MSC autologues peuvent être prélevées, 

expansées et injectées par voie trans-endocardique en toute sécurité dans le cœur de 

patients atteints d'ischémie myocardique sévère, chronique et réversible et d'une 

fonction cardiaque altérée, et que cette approche thérapeutique peut être associée à 

des améliorations de la performance myocardique et de l'état fonctionnel du patient 

(Guijarro et al. 2016). 

La sécurité de l'injection de MSC chez les patients atteints de cardiomyopathie 

ischémique chronique est également étayée par les résultats de l'essai TAC-HFT, 

étude randomisée et contrôlée qui comprenait dix-neuf patients traités avec des MSC 

injectés et dix qui ont reçu des injections de placebo (Heldman et al. 2014). 

L’essai MESAMI 1 a été mené avec un très petit nombre de patients (n=10) et n'incluait 

pas de groupe placebo ; les résultats ont dû être interprétés avec prudence et ont été 

utilisés principalement pour le développement de nouveaux essais. 

Cet essai correspondait à la phase de faisabilité et de sécurité du programme MESAMI 

afin d’établir l'utilisation des MSC en tant que médicament de thérapie innovante (MTI) 

et obtenir l'autorisation de mise sur le marché des MSC dans l'Union européenne via 

la première Plateforme Européenne de Thérapie Cellulaire (Cell For Cure, Les Ullis, 

France) avec l’utilisation de processus de production conformes aux directives des 

bonnes pratiques de fabrication (BPF). 

L'efficacité du processus de production actuel est actuellement testée sur une plus 

grande population de patients via une étude clinique randomisée, en double aveugle, 

multicentrique et contrôlée par placebo (groupe placebo absent sur la phase primaire) 

(Guijarro et al. 2016).  

L’objectif de cette étude étant de démontrer une amélioration fonctionnelle, en 

mesurant la VO2max à 3 mois dans les groupes placebo et thérapie cellulaire. 
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III. CELLULES STROMALES MESENCHYMATEUSES 

ET METABOLISME 

III.1. CHAINE RESPIRATOIRE 

Les mitochondries sont des petits organites cellulaires situés dans le cytoplasme des 

cellules, elles peuvent modifier leurs interactions, leur morphologie (Y. Liu et al. 2017) 

et leur localisation cellulaire afin de répondre à la demande métabolique ou à un stress 

cellulaire (Kubli et Sussman 2017). 

Au niveau de la membrane interne mitochondriale se trouve la chaine respiratoire 

composée de cinq complexes (Kubli et Sussman 2017) et représentant le système 

d’oxydation phosphorylante (OXPHOS) enchâssé dans la membrane mitochondriale 

interne (Figure 9)  (Dudkina et al. 2010) : 

 

 

Figure 9 Représentation schématique du système OXPHOS (Dudkina et al. 2010) 

 

➢ Complexe I : NADH Déshydrogénase 

Il est la voie d’accès principale du glucose à la chaîne de transport des électrons 

et catalyse le transfert d’une paire d’électrons du NADH, H+ vers l’ubiquinone 

qui, réduite, forme l’ubiquinol.  

Cette réaction est couplée à la translocation de quatre protons vers l’espace 

intermembranaire depuis la matrice. 
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Chez l’Homme, avec quarante-six sous-unités, il constitue le plus gros des 

complexes (1MDa) ; sept de ses sous-unités sont codées par le génome 

mitochondrial, les NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 1 à 6 (ND1à ND6) 

et ND1L, ce sont des polypeptides hydrophobes transmembranaires 

homologues de polypeptides bactériens. 

En s’intégrant à la membrane interne, le complexe I prend la forme d’un « L », 

avec deux bras perpendiculaires.  

Le premier bras, hydrophobe et comprenant les sous-unités d’origine 

mitochondriale, s’enchâsse dans la membrane et va constituer le site 

catalytique de l’enzyme, tandis que le second, hydrophile, est présenté à la 

matrice (Papa et al. 2012; Fernández-Vizarra, Tiranti, et Zeviani 2009). 

Le complexe I est également un site de production de ROS notamment d’ions 

superoxyde (O2-). 

 

➢ Complexe II : Succinate Déshydrogénase 

II est constitué de plusieurs polypeptides formant un complexe lié à la 

membrane et impliqué à la fois dans la chaine respiratoire mais aussi 

indispensable au cycle de Krebs. 

Il représente une voie alternative d’entrée d’électrons dans la chaîne 

respiratoire, permettant la livraison de ces derniers du Succinate à l’ubiquinone 

via le FADH2 issu majoritairement de la béta-oxydation des acides-gras. 

Le complexe II se compose de quatre sous-unités (A à D) ; les sous-unités A et 

B forment la partie hydrophile et catalytique tandis que les sous-unités C et D, 

hydrophobes, permettent l’intégration à la membrane. 

La flavination de la sous-unité A est un processus indispensable à la formation 

et à la fonction du complexe II (Hao et al. 2009), et est liée à l’expression du 

gène de la succinate dehydrogenase complex assembly factor 2 (Sdhaf2) 

codant pour une protéine mitochondriale. 

Les protéines SDHAF 1 à 4 ont un rôle essentiel dans l’assemblage du 

complexe II en participant à la biosynthèse mitochondriale des centres fer-

souffre du complexe (Na et al. 2014; Van Vranken et al. 2014; Baysal 2013). 
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➢ Complexe III : Ubiquinol-cytochrome c oxydoréductase 

Il catalyse le transfert des électrons de l’ubiquinol au cytochrome c, un 

transporteur d’électrons mobiles dans la membrane mitochondriale. 

Comme pour le complexe I, pour chaque paire d’électrons, ce transfert est 

couplé à une translocation de quatre protons depuis la matrice vers l’espace 

intermembranaire. 

Chez l’Homme, ce complexe est un homodimère, dont chaque monomère est 

constitué de onze sous-unités ; trois de ces dernières contiennent des 

groupements oxydo-réducteurs, acteurs du transfert d’électrons : 

o Le cytochrome b1 avec deux groupements hème différents, 

o Le cytochrome c1, 

o La protéine fer-soufre Rieske. 

 

➢ Complexe IV : Cytochrome c oxydase 

La dernière étape du transport d’électrons dans la mitochondrie est le transfert 

successif d’électrons du cytochrome c réduit à un oxygène moléculaire, qui sera 

par la suite réduit en H2O. 

Le complexe IV est un assemblage de treize sous-unités polypeptidiques 

désigné comme la cytochrome oxydase. 

Les trois sous-unités les plus grosses sont codées par l’ADN mitochondrial 

(ADNmt) des cytochromes c oxydases (COX) I à III, et contiennent les hèmes a 

et a3 ainsi que les centres cuivre CuA et CuB. 

Les dix sous-unités restantes (COX IV à XIII) sont codées par l’ADN nucléaire 

et contribuent à la régulation de l’activité catalytique ainsi qu’à l’assemblage et 

la stabilisation du complexe (Stiburek et al. 2006; Fernández-Vizarra, Tiranti, et 

Zeviani 2009; Papa et al. 2012). 

 

➢ Complexe V : ATP Synthase 

L’ATP synthase fonctionne comme une enzyme réversible capable, d’une part 

de synthétiser de l’ATP en utilisant la force protomotrice générée par le 



42 | P a g e  
 

pompage de protons de la chaîne respiratoire, et d’autre part de pomper des 

protons depuis la matrice en cas d’absence de gradient (comme la pompe H+ 

ATPase des lysosomes). 

Chez l’Homme, il s’agit d’un complexe protéique constitué de multiples sous-

unités (Figure 10), dont deux codées par l’ADNmt (ATP6 et ATP8), l’ensemble 

formant deux domaines fonctionnels (H. Wang et Oster 1998) : 

 

 

Figure 10 Transduction de l’énergie au niveau de la sous-unité motrice F1 de l’ATP synthase (H. Wang et 
Oster 1998) 

 

L’ATP synthase est donc constituée de deux parties : l’une polaire enchâssée 

dans la membrane apolaire, F0, l’autre globulaire, au contact de la matrice 

mitochondriale, F1. 

La sphère F1 est la partie catalytique de l’enzyme, présentée à la matrice, tandis 

que la partie F0 forme la fraction basale, enrobée dans la membrane interne. 

Les portions F1 des ATP synthases bactériennes et eucaryotes possèdent les 

mêmes structures à savoir cinq polypeptides différents avec une stœchiométrie 

α3β3δγε, dont les unités α et β alternent au sein de la tête F1. 

Chez les eucaryotes, la portion F0 est plus complexe que celle des bactéries et 

se compose de trois polypeptides différents avec une stœchiométrie ab2c12. 
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En présence du gradient de protons établi entre les deux faces de la membrane 

mitochondriale interne et en absence de concentrations élevées d'ATP dans la 

matrice, l'ATP synthase laisse passer les protons au niveau du domaine 

membranaire F0 ce qui entraine la production d'ATP par le domaine F1 (douze 

H+ pour trois ATP). 

C'est le potentiel de membrane et le passage des protons qui en résulte, qui 

permet l'expulsion de l'ATP vers l'espace matriciel au cours d'un mouvement de 

rotation de la sous-unité γ dans le domaine F1. 

La place de l'ATP est immédiatement prise par un nouvel ADP + Pi. (H. Wang 

et Oster 1998). Plus la chaine de transfert des électrons fonctionne plus le 

potentiel de membrane mitochondriale est élevé (Shyh-Chang et Ng 2017). 

 

Parmi toutes les protéines composant ces complexes, treize seulement (sur soixante-

dix-sept) sont codées par l’ADN mitochondrial et les autres sont codées par le génome 

nucléaire ; ceci nécessite une coordination étroite de l’expression des sous unités de 

la chaine respiratoire codées par le génome nucléaire et celles codées par le génome 

mitochondrial (Scarpulla 2008). 

 

L’OXPHOS (Figure 11) est la principale source endogène de ROS, sous-produits 

toxiques de la respiration :  

➢ Anion superoxyde (O2
-), 

➢ Peroxyde d’hydrogène (H2O2), 

➢ Radical hydroxyle (OH-). 

 

En effet, lorsque la chaine de transport d’électrons (ETC) est inhibée, les électrons 

s'accumulent dans les premiers stades de l'ETC : complexe I et coenzyme Q10 (CoQ), 

où ils peuvent être donnés directement à l'O2 moléculaire pour donner O2
-.  

L'anion superoxyde est détoxifié par la SOD manganèse (MnSOD) pour donner H2O2, 

et ce dernier est converti en H2O par le glutathion peroxydase (GPx). 

L’H2O2, en présence de métaux de transition sous formes réduites, peut également 

être converti en OH- hautement réactif selon la réaction de Fenton  (Wallace 1999). 
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Figure 11 Schéma d’une mitochondrie et des divers intéractions entre OXPHOS, la production d’ATP et la 
génération de ROS (Wallace 1999) 

 

L'exposition chronique aux ROS peut entraîner des dommages oxydatifs aux protéines 

mitochondriales et cellulaires, aux lipides et aux acides nucléiques, et une exposition 

aiguë aux ROS peut inactiver les centres fer-soufre (Fe-S) des complexes I, II et III et 

de l'aconitase du cycle de l’acide tricarboxylique (TCA), entraînant en arrêt de la 

production d'énergie produite par la mitochondrie (Wallace 1999). 

Les mitochondries constituent également un interrupteur majeur de l’initiation de 

l’apoptose à travers l’ouverture d’un canal membranaire interne mitochondrial non 

spécifique, le pore de transition de perméabilité mitochondriale (mtPTP). 

En effet, un stress oxydatif accru et une diminution des niveaux d’énergie pourraient 

activer le mtPTP, conduisant à l’apoptose (Wallace 1999). 
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III.2. METABOLISME ENERGETIQUE 

Dans le cœur sain, les substrats métaboliques sont principalement les acides gras 

(60%) mais aussi les lactates (18%) et le glucose (16%).  

L'épicarde et le sous-épicarde ont été identifiés comme une niche hypoxique abritant 

une population progénitrice résistante à l'hypoxie, qui utilise préférentiellement le 

métabolisme glycolytique comme source énergétique. 

Cette niche est très importante dans le maintien du caractère « souche » des MSC 

(Kyoko Ito et Ito 2016; Keisuke Ito et Suda 2014). 

Les cMSC utilisent la dégradation du glucose via la glycolyse anaérobie cytosolique 

comme principale source de production d’énergie (Kyoko Ito et Ito 2016; Vannini et al. 

2016). 

Les cellules souches cardiaques hypoxiques c-kit+ et les CSH sont connues pour la 

réduction de leur nombre de mitochondries, de leur potentiel de membrane 

mitochondriale, du taux de consommation d'oxygène et des niveaux d'ATP 

intracellulaire (Bellio et al. 2016). 

Cet état métabolique semble s'accompagner de changements dans l'expression de 

gènes métaboliques clés tels que la glucose transportase 1 (Glut1), la lactate 

dehydrogenase alpha (Ldha) et la pyruvate dehydrogenase kinase 1 (Pdk1), 

contribuant à l'augmentation de l'absorption du glucose et de la transformation du 

pyruvate en lactate. 

 

Le caractère glycolytique des MSC est également démontré par la grande quantité de 

lactate qu’elles produisent en lien avec la nécessité de régénération de la forme 

oxydée du coenzyme nicotinamide adénine dinucléotide (NAD+) pour que la glycolyse 

se poursuive (Rehman 2010). 

La glycolyse représente un des mécanismes majeurs de production d’ATP pour les 

MSC ; en absence d’oxygène, les MSC peu différenciées dégradent le glucose par 

voie anaérobie jusqu’au stade pyruvate (Foretz et al. 2006). 
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Dans une moindre mesure, les MSC peuvent dégrader le glucose selon une voie 

aérobie OXPHOS avec production par le cycle de Krebs mitochondrial d’équivalents 

réduits tels que le NADH, H+ et le flavine adénine dinucléotide (FADH2), qui seront 

consommés par la chaine respiratoire ; les substrats sont ainsi oxydés par les 

complexes I et II de la chaine respiratoire. 

Le métabolisme mitochondrial est initié par l'oxydation du pyruvate, produit de la 

glycolyse.  

Le pyruvate pénètre alors dans les mitochondries via un transporteur de pyruvate où 

il est ensuite utilisé par le cycle de Krebs dans une série de réactions qui génèrent du 

NADH, H+ et du FADH2. 

Cependant, le pyruvate n'est pas la seule molécule capable d'alimenter le métabolisme 

mitochondrial, les acides gras et différents acides aminés peuvent alimenter le cycle 

de Krebs à travers la génération d'acétyl-CoA ou d'autres intermédiaires du cycle de 

Krebs.  

Par exemple, l'oxydation des acides gras peut générer de l'acétyl-CoA, tandis que la 

glutamine peut être convertie en glutamate puis en α-cétoglutarate  (Khacho et Slack 

2017). 

Néanmoins, le cycle de Krebs génère suffisamment de NADH, H+ et de FADH2 

pouvant produire des électrons utilisés par la chaîne de transport des électrons (ETC). 

Les électrons (e-) donnés par le NADH, H+ et le FADH2 cheminent le long des 

complexes I, II, III et IV de la chaine respiratoire jusqu’à l’accepteur final qui est le 

dioxygène (O2), engendrant un potentiel oxydatif électrochimique progressivement 

croissant. 

La direction du flux d’électrons est déterminée par la faculté des différents complexes 

à capter ou à perdre des électrons, selon leur potentiel redox. Ainsi chaque complexe 

a une affinité plus importante pour les électrons que son prédécesseur, jusqu’à l’O2, 

un très bon agent oxydant capable de capter avidement les électrons des autres 

molécules (Figure 12) : 
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Figure 12 Représentation du métabolisme mitochondrial (Khacho et Slack 2017) 

 

Au cours de ces transferts, de l’énergie va être libérée et permettre la translocation 

des protons (H+) depuis la matrice mitochondriale (MM) vers l’espace 

intermembranaire (EIM) au travers des complexes I, III et IV.  

Ce processus créé un gradient protonique de part et d’autre de la membrane, et 

également un potentiel de membrane de par la différence de potentiel (négatif pour 

matrice et positif dans l’espace intermembranaire). 

Ce gradient électrochimique ainsi généré est utilisé pour la phosphorylation 

d’adénosine diphosphate (ADP) en ATP par l’ATP synthase ou complexe V (Nath 

2017). 

La membrane interne mitochondriale contient également des protéines découplantes 

(UCP) qui permettent de dissiper le flux de protons de l’EIM vers la MM sans 

production d’ATP mais production de chaleur ; c’est un système de régulation de la 

production d’ATP selon les besoins de la cellule. 

Le flux d’électrons, en présence d’oxygène produit des ROS au niveau des complexes 

I et III, d’où la présence, au niveau de la cellule, de systèmes de contrôle de cette 

production au niveau mitochondrial via la superoxyde dismutase 2 (SOD2) ou 

cytoplasmique via SOD1 et la catalase (Figure 13) : 
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Figure 13 Génération du flux d’électrons et de protons au niveau de l’ETC (R.-Z. Zhao et al. 2019) 

 

Tout dérèglement de la qualité de la fonction mitochondriale peut induire un stress 

oxydatif. 

Dans les MSC, il a été mis en évidence (Rehman 2010) une augmentation des 

enzymes antioxydantes telles que les SOD 1 et 2 ainsi que la catalase au cours de la 

différentiation, afin de palier à la formation des ROS et au stress oxydatif qui serait 

induit par la respiration cellulaire.  

Cette même étude a démontré une augmentation importante de l’expression d’un 

régulateur clé de la biogenèse mitochondriale, PGC-1α, ainsi qu’une augmentation de 

la masse mitochondriale et de la consommation d’oxygène, lors de la différenciation. 

Par ailleurs, la voie des phosphatidylinositol-3-kinase–AKT-mammalian target of 

rapamycin (PI3K-AKT-mTOR) favorise la production de ROS en réprimant le facteur 

de transcription forkhead box transcription factors subgroup O (FOXO). 

De plus, le complexe liver kinase B1 (LKB1) /adenosine mono-phosphate-activated 

protein kinase (AMPK) régule la fonction des cellules stromales.  

La synthase de la voie des acides-gras, effectue la condensation d’Acétyl-CoA et de 

malonyl-CoA pour produire le palmitate d'acide gras saturé et d'autres acides gras à 

longue chaîne (Figure 14) (Kyoko Ito et Ito 2016) : 
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Figure 14 Métabolisme des cellules souches (Kyoko Ito et Ito 2016) 

 

En dehors des niches hypoxiques, les cMSC perdent leur capacité d’auto-

renouvellement et « commutent » vers un métabolisme oxydatif ; les niveaux 

d'oxygène commencent à s’élever, augmentant les niveaux d’OXPHOS et de ROS, 

qui stimulent la différenciation cellulaire. 

Pendant la prolifération, les cellules stromales dépendent principalement de la 

glycolyse tout en maintenant de faibles niveaux d'OXPHOS pour alimenter les cellules 

avec des intermédiaires biosynthétiques importants pour la croissance cellulaire.  

La différenciation des cellules stromales en cardiomyocytes est soumise à un 

changement métabolique de la glycolyse vers l’OXPHOS d'une manière dépendante 

des ROS (Rigaud et al. 2020). 

Cela leur permet de consommer le glucose jusqu’au stade CO2 et H2O et de produire 

beaucoup plus de molécules d’ATP à partir d’une mole de glucose, soit trente-six 

contre deux ATP pour la glycolyse anaérobie, ceci afin de répondre à la demande 

énergétique élevée des fonctions associées à la différenciation (Kubli et Sussman 

2017). 
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Le métabolisme oxydatif nécessite un apport en acides gras et en pyruvate produit par 

la glycolyse cytosolique ; ces éléments sont transportés spécifiquement au travers des 

membranes mitochondriales vers la matrice où leur dégradation libère de l’acétyl-CoA.  

Ce dernier est ensuite pris en charge par le cycle de l’acide citrique afin de générer 

des équivalents réduits sous forme de coenzymes NADH, H+, FADH2 et ubiquinone 

permettant à la chaîne respiratoire de générer la force protonique nécessaire à la 

synthèse d’ATP. 

 

III.3. BIOGENESE MITOCHONDRIALE 

La biogénèse mitochondriale, définie comme la croissance et la division de 

mitochondries déjà existantes, est influencée par des facteurs environnementaux, tels 

que l’effort physique, le jeûne, les basses températures, le stress oxydatif et la division 

cellulaire (Jornayvaz et Shulman 2010). 

Cette biogénèse implique plusieurs processus tels que : 

➢ La formation de la double membrane, 

➢ L’importation de protéines mitochondriales codées par le génome nucléaire, 

➢ La synthèse d’une minorité de protéines (treize), mais néanmoins essentielles, 

codées par l’ADNmt et la réplication du génome mitochondrial (Shutt et al. 

2010).  

 

La biogénèse mitochondriale nécessite donc une expression coordonnée des deux 

génomes, régulée par des facteurs de transcription nucléaires agissant de manière 

très hiérarchisée.  

Le premier niveau de régulation de la biogenèse mitochondriale est assuré par des 

facteurs de transcription nucléaires qui gouvernent l’expression coordonnée des gènes 

impliqués dans la biogénèse mitochondriale dont :  

➢ Nrf-1 et 2,  

➢ L’estrogen-related receptor alpha (Errα),  

➢ Le cAMP response - elements binding protein (Creb),  
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➢ Les peroxysomes proliferator-activated receptors gamma et teta (Ppar γ et 

Pparδ),  

➢ Yin Yang 1 (Yy1),  

➢ c-Myc, 

➢ La specificity protein 1 (Sp1). 

 

Les niveaux d’expression et d’activité de ces corégulateurs sont des déterminants 

majeurs de la biogenèse mitochondriale. 

Plusieurs boucles d’autorégulation ou de rétrocontrôle contrôlent l’activité de ce réseau  

(Figure 15) (Hock et Kralli 2009) : 

 

 

Figure 15 Réseau transcriptionnel influençant le métabolisme mitochondrial (Hock et Kralli 2009) 

 

I I I .3.1.  LES FACTEURS DE TRANS CRI PT ION NUCLEAI RES  
 

➢ NRF 

En plus d’être au centre de la régulation de la chaîne respiratoire (Scarpulla 

2002), Nrf-1 participe à la coordination de l’expression des génomes 

mitochondriaux et nucléaires au travers de l’expression de régulateurs de la 
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transcription mitochondriale, les mitochondrial transcription factors A, B1 et B2  

(TFAM, TF1BM, TF2BM), de celui de l’ARN polymérase mitochondriale 

(POLRMT) (Gleyzer, Vercauteren, et Scarpulla 2005), mais aussi celle des 

transporteurs mitochondriaux ou bien encore celle des protéines ribosomales 

mitochondriales (Scarpulla 2008). 

NRF-1 active la transcription du gène TOMM20, sous-unité clée du récepteur 

translocase of the outer mitochondrial membrane (TOMM), complexe récepteur 

multi-sous-unités de la membrane externe, impliquée dans l'interaction initiale 

avec les protéines précurseurs et nécessaire à l'importation de milliers de 

protéines qui contribuent à diverses fonctions mitochondriales.  

NRF-1 et son coactivateur PGC-1 sont régulés positivement lors de la réponse 

adaptative du muscle squelettique à l'entraînement physique (Scarpulla 2008). 

NRF-2 a également été identifié (Virbasius, Virbasius, et Scarpulla 1993) 

comme étant un activateur du promoteur de la sous-unité IV de la cytochrome 

oxydase ; ce dernier agit sous forme d’hétérodimère ou d’hétérotétramère, avec 

une sous-unité α assurant la liaison à l’ADN qui va s’associer à des sous-unités 

possédant un domaine d’activation de la transcription (β1, β2, γ1, γ2). 

Les séquences cibles de Nrf-2 ont été identifiées sur les promoteurs de 

nombreux gènes mitochondriaux, incluant des composants de la chaîne 

respiratoire, des protéines d’importation mitochondriale et les facteurs de 

transcriptions mitochondriaux (Scarpulla 2008; Hock et Kralli 2009). 

Les NRF contribuent donc à la fois directement et indirectement à l'expression 

de nombreux gènes nécessaires au maintien et au fonctionnement de l'appareil 

respiratoire mitochondrial (Figure 16) : 
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Figure 16 Contrôle des fonctions mitochondriales par NRF-1 et NRF-2 (Scarpulla 2008) 

 

➢ PPAR (Peroxisome proliferator-activated receptor) 

Les PPAR sont des récepteurs nucléaires impliqués dans le transport et le 

métabolisme des lipides ; PPARα et PPARδ régulent principalement l’oxydation 

lipidique, tandis que PPARγ contrôle la synthèse et le stockage. 

Ces trois récepteurs ont une distribution tissulaire et des fonctions 

physiologiques bien distinctes, PPARα se retrouve fortement dans le foie, le 

cœur et le tissu brun, PPARδ dans le muscle squelettique et le cœur et PPARγ 

dans le tissu adipeux (Reilly et Lee 2008; Evans, Barish, et Wang 2004). 

Ces récepteurs forment des hétérodimères avec le récepteur X des rétinoïdes 

(RXR) pour contrôler l’expression d’un grand nombre de gènes impliqués dans 

le métabolisme lipidique et l’oxydation des acides gras. 

Ils permettent l’adaptation des mitochondries aux besoins énergétiques et 

métaboliques (Hock et Kralli 2009) et sont directement intégrés à la régulation 

de la biogénèse et des fonctions mitochondriales via les coactivateurs de la 

famille PGC-1, avec lesquels ils interagissent physiquement pour induire leur 

activité transcriptionnelle (Vega, Huss, et Kelly 2000). 
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➢ ERR 

Les récepteurs ERRα, ERRβ et ERRγ appartiennent à la super famille des 

récepteurs nucléaires orphelins. 

Ces facteurs présentent des similarités avec les séquences des récepteurs aux 

œstrogènes, surtout au niveau des domaines de liaison à l’ADN. 

Malgré cela, ils ne sont pas activés par les œstrogènes et leur activation se fait 

sans ligand spécifique (Kallen et al. 2004) mais plutôt au travers de 

coactivateurs de la famille du récepteur aux stéroïdes (SRC), de PGC-1 (Villena 

et Kralli 2008) ou des corépresseurs, comme la protéine RIP140 (Giguère 2008; 

Villena et Kralli 2008). 

Associé aux coactivateurs de la famille PGC-1, ERRα devient un puissant 

facteur de transcription (Mirebeau-Prunier et al. 2010), mais associé à RIP140, 

il réprime la transcription (Villena et Kralli 2008). 

Les ERR, sont aussi régulés par la phosphorylation et la sumoylation, ce qui 

affecte la liaison à l’ADN, la dimérisation et l’interaction avec les coactivateurs 

(Giguère 2008). 

Les ERR se lient sous forme de monomères, d’homodimères ou 

d’hétérodimères en se liant à l’ADN au niveau des éléments de réponse aux 

ERR (ERRE), présents au niveau des promoteurs de nombreux gènes 

impliqués dans le système OXPHOS ou régulés par PGC-1α, et souvent 

associés aux sites cibles de NRF-1 et NRF-2 (Mootha et al. 2004; Huss et al. 

2004). 

Parmi ces cibles, on retrouve des protéines impliquées dans la β-oxydation des 

acides gras, le cycle de l’acide citrique, la fonction OXPHOS et l’expression du 

génome mitochondriale (Giguère 2008). 

 

➢ CREB 

La protéine CREB régule l’expression du gène codant pour le cytochrome c. 
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L’augmentation du signal de l’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) est 

associée à des changements de la demande en énergie, et CREB contribue à 

la fonction mitochondriale en agissant : 

o De façon directe sur l’expression de gènes cibles mitochondriaux, 

o De façon indirecte en induisant l’expression de PGC-1α (Herzig et al. 

2001). 

 

➢ C-MYC 

De nombreuses d’études rapportent l’influence du facteur c-MYC comme un 

régulateur de l’expression des gènes mitochondriaux (Scarpulla 2008). 

Ce facteur possède de nombreux sites cibles dans la région promotrice du gène 

codant pour NRF-1 induisant l’expression du cytochrome c et indirectement 

celle de gènes cibles de NRF-1. 

Récemment, il a été montré que Pprc1 et c-Myc étaient coexprimés en cas 

d’apoptose induite (Gleyzer et Scarpulla 2013), suggérant une potentielle 

régulation fonctionnelle entre ces deux facteurs dans la médiation de la réponse 

au stress cellulaire. 

Enfin, c-Myc semble affecter la biogenèse mitochondriale via sa capacité à 

activer l'expression de PGC-1β (H. Zhang et al. 2007). 

 

➢ YY1 

YY1 a été identifié comme régulateur de l’expression de gènes Cox de façon 

positive et négative (Scarpulla 2008). 

Associé à PGC-1α, YY1 augmente l’expression des gènes mitochondriaux et 

de la respiration cellulaire (Cunningham et al. 2007).  

Cette interaction nécessite l’activité de mTOR, suggérant que ce facteur intègre 

les informations de deux voies de signalisation (Gerhart-Hines et al. 2007; Jäger 

et al. 2007) : 

o PGC-1α, qui relaie les signaux de l’état énergétique de la cellule, 

o mTOR, qui favorise la croissance cellulaire. 
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➢ SP1 

Ce facteur de transcription est impliqué dans le contrôle de la biogénèse 

mitochondriale et de la fonction OXPHOS (Kraft et al. 2006; Freyssenet et al. 

2004). 

 

I I I .3.2.  LES CO REGULATEURS TRA NSCRIPT IO NNELS  
 

➢ PGC-1 alpha et beta 

Les corégulateurs forment de gros complexes multiprotéiques, au travers 

desquels ils vont présenter les récepteurs nucléaires aux facteurs de 

transcription et ainsi moduler leur potentiel transcriptionnel. 

Cette modulation se fait via les interactions requises pour induire ou réprimer 

l’expression d’un gène, celles-ci incluent des modifications allostériques des 

liaisons à l’ADN par les récepteurs nucléaires et les facteurs de transcription, 

des remodelages de la chromatine et l’initiation de la transcription (O’Malley et 

Kumar 2009). 

Trois coactivateurs ont été identifiés dans cette famille : PGC-1α, PGC-1β et 

PPRC1. 

PGC-1α est le premier de cette famille de coactivateurs transcriptionnels, ses 

nombreuses similarités structurelles avec PGC-1β ont été attribuées à un 

éventail de fonctions biologiques proches voire similaires. 

Il ne possède pas d’activité propre de remodelage des histones, mais, par 

l’intermédiaire d’un puissant domaine d’activation en position N-terminale, il va 

interagir avec des cofacteurs liés au remodelage de la chromatine. 

D’autres domaines fonctionnels ont été référencés (Scarpulla 2008), comme le 

motif LXXLL, adjacent au domaine d’activation reconnu par certains récepteurs 

nucléaires tels que PPARα ou le récepteur β aux hormones thyroïdiennes, un 

domaine en position C-terminale riche en sérines et en arginines ainsi qu’un 

domaine de liaison à l’ARN qui permettrait l’épissage de l’ARN pré-messager  

(Monsalve et al. 2000). 
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PGC-1α possède de nombreuses cibles d’interactions parmi lesquelles des 

facteurs de transcription et des récepteurs nucléaires aux hormones, certains 

étant directement impliqués dans la régulation de la fonction mitochondriale 

(NRF-1, ERRα, YY1 ou PPARα). 

L’expression de PGC-1α peut être régulée par plusieurs voies de signalisation 

(Scarpulla 2011) parmi laquelle, la voie dépendante de l'AMPc, l'une des 

nombreuses voies qui dirigent l'induction de la PGC-1 dans un certain nombre 

de tissus. 

PGC-1α est donc un coactivateur capable d’intégrer les activités de nombreux 

facteurs de transcription responsable de la fonction oxydative et de la biogenèse 

mitochondriale (Figure 17) : 

 

 

Figure 17 Voies médiées par PGC-1α médiant la biogénèse et les fonctions mitochondriales 

 

Par ailleurs, il a été montré que chez la souris transgénique (Lehman et al. 

2000), une surexpression spécifique cardiaque entrainait une élévation 

importante du contenu mitochondrial des cardiomyocytes. 
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PGC-1β est un homologue de PGC-1α avec lequel il partage de nombreuses 

similarités de séquences (Kressler et al. 2002; Lin et al. 2002), comme le 

domaine d’activation N-terminal, le motif LXXLL et le domaine de 

reconnaissance de l’ARN C-terminal ; cependant, il est dénué du domaine riche 

en arginines et sérines associé à l’épissage de l’ARNm (Monsalve et al. 2000). 

Ces deux coactivateurs sont enrichis dans les tissus présentant un nombre 

important de mitochondries tel le cœur, le muscle squelettique ou encore le tissu 

adipeux brun, même si dans ce dernier cas, la transcription de PGC-1β n’est 

pas induite par l’exposition au froid (Kressler et al. 2002; Lin et al. 2002) ; PGC-

1β entraîne un meilleur couplage de la respiration que PGC-1α, du fait d’une 

moindre fuite de protons (St-Pierre et al. 2003). 

 

➢ PRC (PGC-related coactivator) 

Un autre membre de la famille PGC-1 serait capable de répondre à des signaux 

alternatifs de régulation tout en étant d’expression ubiquitaire ; une étude des 

similarités avec PGC-1α a mis en évidence le domaine riche en sérines et 

arginines en position C-terminale et le motif de reconnaissance à l’ARN (Figure 

18) (Andersson et Scarpulla 2001) : 

 

Figure 18 Arrangement des domaines conservés des coactivateurs PGC-1α/β et PRC (Scarpulla 2011) 

 

La protéine issue de l’expression de cet ADNc, PRC, présente des similitudes 

dans sa liaison à des facteurs de transcription nucléaire associés à la régulation 

des fonctions mitochondriales tels NRF-1, CREB et ERRα (Vercauteren, 
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Gleyzer, et Scarpulla 2008; Vercauteren et al. 2006) ; malgré ces similarités, 

PRC possède d’importantes différences ciblant des fonctions biologiques bien 

distinctes. 

Ainsi, l’expression de l’ARNm de PGC-1α est également induite dans le tissu 

adipeux brun après exposition au froid et liée à son rôle dans la thermogénèse, 

alors que celle de l’ARNm de PRC n’est que légèrement induite dans ces 

conditions (Andersson et Scarpulla 2001).  

De ce fait, PRC, seul coactivateur ubiquitaire de la famille PGC1 régulant la 

croissance cellulaire et mitochondriale, permet d’intégrer  l’expression des 

gènes de la chaîne respiratoire selon les phases du cycle cellulaire (Figure 19) 

(Savagner et al. 2003; Scarpulla 2011) : 

 

 

Figure 19 Modèle d’intégration des fonctions mitochondriales et de régulation de la croissance par PRC 
(Scarpulla 2011) 

 

➢ RIP140 

Le récepteur nucléaire corépresseur RIP140 fonctionne comme l’antithèse des 

coactivateurs PGC-1 et agit comme un frein transcriptionnel à la biogenèse 

mitochondriale. 
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Comme PGC-1α/β, RIP140 interagit avec un large éventail de récepteurs 

nucléaires, y compris les ERR et PPAR, via une série de motifs LXXLL (White 

et al. 2008). 

Cependant, l'amarrage de RIP140 aux récepteurs nucléaires recrute des 

corépresseurs supplémentaires, tels que la C-terminal binding protein (CtBP) et 

les histones désacétylases (HDAC), et conduit à la suppression de la 

transcription des gènes. 

Les études in vitro et in vivo confirment le rôle de RIP140 dans la régulation de 

la fonction mitochondriale.  

La mise sous silence de RIP140 dans les cellules 3T3L1, lignée de fibroblastes 

de souris sous-clonée à partir de cellules 3T3-Swiss Albino sur la base de leur 

capacité d'accumulation de lipides, conduit à une expression accrue de 

nombreux gènes impliqués dans le cycle de Krebs, l’OXPHOS, l’oxydation des 

acides-gras et la biogenèse des organites (Powelka et al. 2006). 

Comme PGC-1α, RIP140 est régulé par modification des protéines. 

Sumoylation (Rytinki et Palvimo 2008) et acétylation (Ho et al. 2008) ont tous 

deux étés proposés pour améliorer la capacité répressive de RIP140. 

 

III.4. DYNAMIQUE MITOCHONDRIALE 

Le processus de vieillissement implique une multitude de phénomènes biologiques 

complexes. 

Une baisse du renouvellement mitochondrial causée par une biogenèse 

mitochondriale réduite et/ou une dégradation mitochondriale inefficace semble être un 

facteur particulièrement crucial (Terman et al. 2010). 

Dans les cellules saines, la fusion mitochondriale fournit un réseau synchronisé pour 

la translocation des métabolites et le mélange intra-mitochondrial pendant la 

biogenèse, tandis que la division mitochondriale facilite la distribution égale des 

mitochondries dans les cellules filles pendant la mitose et permet la dégradation 
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sélective des mitochondries endommagées par autophagie (Hsiuchen Chen et Chan 

2009). 

Cependant, il est devenu de plus en plus clair que ces mécanismes de protection 

étaient nettement altérés dans le vieillissement et qu'une dynamique mitochondriale 

défectueuse pouvait être impliquée dans le processus de vieillissement (H. Y. Chung 

et al. 2009; J. H. Chung et al. 2008). 

L'accumulation de mutations et de délétions associées au vieillissement au niveau de 

l’ADNmt semble altérer la fonction de la chaîne respiratoire et augmenter la production 

de ROS (Harman 1972; Chomyn et Attardi 2003). 

L'augmentation de la production de ROS engendre une augmentation exponentielle 

des niveaux de dommages à l'ADNmt et de stress oxydatif dans la cellule (Hiona et 

Leeuwenburgh 2008; Kujoth, Leeuwenburgh, et Prolla 2006). 

Les attaques oxydatives envers les mitochondries altèrent en retour les fonctions 

vitales de l'organite :  

➢ Transduction d'énergie, 

➢ Biogenèse des métabolites, 

➢ Homéostasie du Ca2+, 

➢ Régulation du processus redox. 

 

Cela aboutit finalement à la mort cellulaire et au vieillissement (Figure 20) (Seo et al. 

2010) : 
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Figure 20 Dysfonctionnements mitochondriaux provoqués par le vieillissement (Seo et al. 2010)  

 

La régulation dynamique de la fusion et de la fission mitochondriale s'est avérée être 

un mécanisme important de modulation du statut redox cellulaire, de l'intégrité de 

l'ADNmt, de la fonction organellaire et de la mort cellulaire (Liesa, Palacín, et Zorzano 

2009). 

Les mitochondries sont des organites complexes et dynamiques qui peuvent modifier 

leur organisation, leur forme et leur taille en fonction de signaux intracellulaires et 

extracellulaires (Rube et van der Bliek 2004; Bereiter-Hahn et Vöth 1994). 

Les mitochondries subissent un cycle continu de fusion et de fission, et l'équilibre entre 

ces événements opposés détermine la morphologie de l'organite (Hsiuchen Chen et 

Chan 2004). 
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Alors qu'une diminution de la fusion peut entraîner une fragmentation mitochondriale 

en raison d'une fission excessive, une diminution de la fission peut générer des 

mitochondries longues et hautement interconnectée (Sesaki et Jensen 1999). 

Les protéines de fusion mitofusin 1 et 2 (MFN1 et 2), orthologues mammifère des 

protéines de fusion de la levure fuzzy onion 1 (FZO1P), contiennent quatre répétitions 

heptades, un domaine Guanosine tri-phosphatase (GTPase) et deux domaines 

transmembranaires. 

La protéine optic atrophy 1 (OPA1), orthologue mammifère de celle de la levure, une 

GTPase liée à la dynamin (MGM1P) est une autre protéine de fusion, située au niveau 

de la membrane interne mitochondriale (MIM) et de l'espace intermembranaire. 

Le processus de fusion nécessite trois étapes :  

➢ L'amarrage, 

➢ La fusion de la membrane externe mitochondriale (MEM), 

➢ La fusion de la MIM. 

 

On pense que MFN1 et MFN2 jouent un rôle important dans l'amarrage et la fusion de 

la MEM. 

OPA1 est quant à lui impliqué dans la formation des jonctions de crêtes ainsi que dans 

la fusion de la MIM, qui se produit de manière GTP-dépendante (Seo et al. 2010). 

Les protéines MFN1 et MFN2 ont une similarité de séquence supérieure à 70% et 

partagent une grande partie de leur organisation fonctionnelle (H. Zhang et al. 2007). 

Malgré certaines redondances dans leur fonction, les deux protéines possèdent des 

propriétés distinctes, suggérant qu'elles remplissent des rôles différents dans la fusion 

(de Brito et Scorrano 2008). 

Les deux protéines sont largement exprimées mais MFN2 est très abondant dans le 

cœur et les muscles squelettiques et serait exprimée à de faibles niveaux dans de 

divers autres tissus humains (Bach et al. 2003). 

La régulation de la fission mitochondriale chez l’Homme est contrôlée par deux 

protéines clés : 
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➢ La protéine 1 liée à la dynamine (DRP1), orthologue mammifère de celle de 

la levure, une GTPase liée à la dynamine (DNM1P), 

➢ La protéine de fission 1 (FIS1), orthologue mammifère de celle de la levure 

FISP. 

 

DRP1 contient un domaine GTPase N-terminal, un domaine effecteur GTPase (GED) 

C-terminal ainsi qu’une région hydrophile au milieu. Or elle s'auto-oligomérise et 

assemble une machinerie de scission autour du MEM. 

FIS1, est une protéine du MEM qui recrute DRP1 dans la MEM au moyen de protéines 

adaptatrices (Seo et al. 2010; Sauvanet et al. 2010). 

Le rôle de FIS1 dans la fission mitochondriale est principalement d'agir comme une 

protéine d'ancrage pour DRP1 (Wasilewski et Scorrano 2009). 

Chez l’Homme, la fission nécessite également plusieurs protéines accessoires, 

notamment : 

➢ La protéine mitochondriale de 18kDa (MTP18) (Tondera et al. 2005), 

➢ L'endophilin B1 (BIF-1) (Karbowski, Jeong, et Youle 2004), 

➢ La protéine 1 associée à la différenciation induite par les gangliosides (GDAP1) 

(Niemann et al. 2005), 

➢ La death associated protein 3 (DAP3) (Mukamel et Kimchi 2004). 

 

Le renouvellement constant des mitochondries est crucial pour maintenir des 

mitochondries saines avec l'âge ; un renouvellement organellaire précis nécessite la 

coordination de deux processus cellulaires clés : la biogenèse mitochondriale et 

l’autophagie. 

De façon intéressante, les tissus qui ont un métabolisme majoritairement aérobie, tels 

que les muscles squelettiques et le cœur, ont des réseaux mitochondriaux importants 

ainsi qu’une grande capacité de biogenèse mitochondriale (Hood 2001). 

PGC-1α et son produit cible ERRα, stimulent l'expression de Mfn2 (Soriano et al. 

2006).  



65 | P a g e  
 

La répression de Mfn2 dans les cellules diminue la consommation d'oxygène, 

l'oxydation du glucose, le potentiel membranaire mitochondrial et l'expression des 

protéines OXPHOS (Hsiuchen Chen, Chomyn, et Chan 2005; Bach et al. 2003). 

Ces adaptations mitochondriales semblent donc être pilotées par une voie de 

régulation impliquant PGC-1α, ERRα et MFN2, et activées par plusieurs stimuli 

physiologiques, notamment l'exercice et la restriction calorique. 

La dynamique mitochondriale est également importante pour le bon renouvellement 

des organites en ce sens qu'elle affecte les voies de dégradation mitochondriale. 

Le lien entre les protéines de fission et le renouvellement mitochondrial est illustré 

dans les cellules neuronales, dans lesquelles Fis1 s'est avéré activer l'autophagie et 

la dégradation sélective des mitochondries dépolarisées (Twig et al. 2008). 

Il a également été décrit que l'autophagie des mitochondries se produisait après 

l'ouverture du pore de transition de perméabilité mitochondriale et la dépolarisation de 

la membrane mitochondriale.  

Ceci suggérant que l'autophagie joue un rôle protecteur en empêchant les dommages 

cellulaires causés par l'activation des voies pro-apoptotiques (I. Kim, Rodriguez-

Enriquez, et Lemasters 2007; Elmore et al. 2001). 

Cette idée est corroborée par les résultats d'une étude démontrant que l'autophagie 

est négativement corrélée aux dommages oxydatifs et à l'apoptose dans le muscle 

squelettique de rongeurs âgés (Wohlgemuth et al. 2010). 

 

Les mitochondries étant des organelles qui jouent un rôle crucial dans la vie et la mort 

cellulaire, leur localisation doit être finement régulée et dirigée.  

Le transport mitochondrial s’effectue majoritairement avec le support du réseau de 

microtubules surtout pour amener l’énergie aux extrémités de la cellule ; ce transport 

est orchestré essentiellement par deux protéines dites motrices que sont la dynéine et 

la kinésine qui polarisent cette dynamique (Schwarz 2013) (Figure 21) : 
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Figure 21 Mécanismes moléculaires impliqués dans le transport mitochondrial (Morin, Moindjie, et Nahmias 2022) 

 

La polarisation en extrémité́ + et - (centrosome) des fibres de microtubules permet ce 

transport mitochondrial dirigé par la dynéine vers l’extrémité́ - (transport rétrograde) et 

par la kinésine vers l’extrémité́ + (transport antérograde) (Melkov et al. 2016).  

Les kinésines de la famille kinésine-1 (KIF5), dont il existe trois isoformes (KIF5A, B, 

C), permettent notamment un transport antérograde des mitochondries le long des 

microtubules.   

En condition d’hypoxie le transport rétrograde des mitochondries implique les 

protéines Miro1 et dynéine (Al-Mehdi et al. 2012) ; cette interaction est permise grâce 

à des protéines dites adaptatrices comme les protéines Miro et Milton (deux 

orthologues chez l’Homme, huMilt 1 et 2) qui sont le plus communément étudiées.  

Les protéines Miro appartenant à une sous-famille des Ras- GTPase, situées sur la 

membrane externe mitochondriale contiennent deux sites de liaisons au Ca2+ afin de 

pouvoir se lier aux domaines moteurs des protéines motrices (Koutsopoulos et al. 

2010), son rôle dans la ségrégation mitochondriale durant la mitose semble essentiel 

(Yong et Tang 2018).  
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Quant à la protéine Milton (encore appelée Trak), son rôle n’est pas totalement élucidé́ 

mais plusieurs études s’accordent à dire que cette protéine interagirait avec la protéine 

Miro pour assurer la liaison avec une protéine motrice (Melkov et al. 2016). 

Le mouvement des mitochondries peut être intra mais aussi intercellulaire. 

Les protéines impliquées dans ce transport mitochondrial sont capables d’induire la 

formation de nanotubes permettant le transfert de mitochondries d’une cellule saine 

vers une cellule lésée. 

Un modèle de KO de Miro1 dans des cellules MSC a montré une diminution de leur 

efficacité thérapeutique par inhibition du transfert intercellulaire de mitochondries 

(Ahmad et al. 2014). 

 

III.5. REGULATION ET SWITCH METABOLIQUE DES 

CELLULES STROMALES MESENCHYMATEUSES 

Les cellules souches quiescentes ont comme principale source de production 

d’énergie la dégradation du glucose via la glycolyse anaérobie cytosolique. 

Les cMSC favorisent cette voie métabolique du fait de cette organisation en niche 

hypoxique dans le stroma cardiaque (Vannini et al. 2016). Or ces niches permettent le 

maintien de l’état indifférencié des cMSC (Kyoko Ito et Ito 2016) via la stabilisation de 

l’activité transcriptionnelle des hypoxia induiced factors (HIF). 

Lorsqu’elles poursuivent leur différentiation ou leur prolifération, les cellules sortent 

des niches hypoxiques, perdent leur capacité d’autorenouvèlement et commutent leur 

métabolisme vers la phosphorylation oxydative. 

Ainsi elles produisent beaucoup plus de molécules d’ATP à partir de glucose, cela pour 

répondre à la demande énergétique élevée des fonctions associées à la différenciation 

(Kubli et Sussman 2017). 

Le switch métabolique observé s’effectue dès les premières étapes de la 

différenciation et sa cinétique joue un rôle majeur dans l’orientation des cellules vers 

différents phénotypes (Figure 22) (Kubli et Sussman 2017) : 
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Figure 22 Métabolisme et différenciation (Kubli et Sussman 2017) 

 

L'expression précoce des facteurs ERRα et ERRβ, PGC-1α et PGC-1β précède une 

explosion métabolique conduisant les cellules à un état hyper-énergétique qui est suivi 

d'une augmentation progressive de la glycolyse et d'une diminution de la fonction 

OXPHOS (Figure 23) (Rigaud et al. 2020) : 

 

 

Figure 23 Reprogrammation des cellules liée au switch métabolique (Rigaud et al. 2020) 

 

I I I .5.1.  FACTEUR DE REGULAT ION  HIF 
 

Des études récentes présentent HIF-1α comme un régulateur principal de la glycolyse 

et de la respiration mitochondriale (Kocabas et al. 2012; J. Kim et al. 2006). 

Les HIF sont les facteurs centraux qui interviennent dans l’expression des gènes en 

aval en réponse au stress hypoxique (Figure 24) : 
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Figure 24 Modulation dynamique du métabolisme des cellules souches (Rigaud et al. 2020) 

 

La famille HIF contient deux sous-unités différentes, alpha et beta ; la partie alpha est 

composée de HIF-1α, HIF-2α et HIF-3α et la partie beta contient une protéine HIF-1β. 

Les complexes HIF-1 sont présents dans tous les tissus, tandis que HIF-2 est limité à 

certains types de cellules (J. Zhao et al. 2015) : 

➢ Les cellules endothéliales, 

➢ Les cellules gliales, 

➢ Les pneumocytes de type II, 

➢ Les cardiomyocytes, 

➢ Les fibroblastes rénaux, 

➢ Les cellules interstitielles, 

➢ Les hépatocytes. 

 

HIF-3 quant à lui est exprimé dans les cellules épithéliales des reins et des poumons 

(S.-L. Yang et al. 2015). 

La protéine sous-unité alpha est régulée par les niveaux d'oxygène cellulaire, tandis 

que la sous-unité beta est exprimée de manière constitutive. 
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Dans des conditions de normoxie, les protéines HIF-α subissent une ubiquitination 

rapide et une dégradation ultérieure par le protéasome par hydroxylation des résidus 

-prolyle ; elles contiennent un domaine de dégradation dépendant de l'oxygène avec 

deux sites proline hydroxylés par la famille des prolines hydroxylases (PHD) 

dépendant de l'oxygène, notamment PHD1, PHD2 et PHD3. 

Cette activité enzymatique d’oxydoréduction nécessite de l'oxygène, du fer, et du 2-

oxo-glutarate (2-OG), soit un intermédiaire du cycle de Krebs ; après hydroxylation, 

HIF-α interagit avec la protéine suppresseur de tumeur de von Hippel – Lindau (pVHL) 

et favorise ensuite la dégradation de l'ubiquitine-protéasome de HIF-α. 

A noter cependant que, sous conditions hypoxiques, l'activité enzymatique des PHD 

est inhibée, ce qui prévient l’hydroxylation et la dégradation du protéasome médiée 

par l'ubiquitine de HIF-α (Z. Luo et al. 2022; Taylor et Colgan 2017). 

Par la suite, la sous-unité HIF-α interagit avec HIF-1β pour former un complexe 

transcriptionnel, puis pénètre dans le noyau et se combine avec des éléments 

sensibles à l'hypoxie (HRE), induisant l'expression de nombreux gènes en aval 

(Figure 25) (Bao et al. 2021) : 

 

 

Figure 25 Mécanisme d’action de HIF sous normoxie et hypoxie (Z. Luo et al. 2022) 
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Quant à HIF-3α, ce dernier exerce un rôle opposé dans l’induction de l’expression des 

gènes liés à l’hypoxie ; son expression abondante réduisant l’angiogenèse et freinant 

la prolifération cellulaire (Z. Luo et al. 2022). 

 

HIF-1α est donc le principal contrôleur de l'hypoxie physiologique et pathologique et 

est largement exprimé dans les maladies cardiovasculaires (Taylor et Colgan 2017; 

Tirpe et al. 2019). 

Les différents niveaux d’expression de HIF-1α dans le système cellulaire 

cardiovasculaire affectent de manière significative le fonctionnement de ces cellules et 

jouent un rôle dans des maladies telles que l'athérosclérose, l'hypertension 

pulmonaire, la cardiomyopathie, l'arythmie et les cardiopathies congénitales (Z. Luo et 

al. 2022) 

Presque tous les gènes liés à l'hypoxie, y compris Glut, Vegf, les enzymes 

glycolytiques, les facteurs de survie cellulaire et les récepteurs de surface cellulaire, 

sont régulés directement ou indirectement par HIF-1 (Mylonis, Simos, et Paraskeva 

2019). 

Lors d'une réponse au stress oxydatif, les ROS favorisent l'expression de HIF-1α pour 

activer la transcription de plusieurs gènes, comme l'endothéline-1 (ET-1) et une série 

de gènes pro-fibrotiques codant  le collagène I, III, IV et la lysyl oxydase, conduisant à 

dont l'expression contribue aux maladies cardiovasculaires et à la fibrose (Belaidi et 

al. 2016; Halberg et al. 2009). 

Il convient de noter que le recours à la glycolyse anaérobie et à la réduction de 

phosphorylation oxydative serait également, au moins en partie, nécessaire pour 

maintenir la quiescence en protégeant les cellules progénitrices cardiaques c-Kit+ et 

les CSH des ROS, un dénominateur connu du vieillissement et de la sénescence 

(Korski et al. 2019). 

Par ailleurs, il a été montré qu'une explosion précoce d'OXPHOS augmentait les 

niveaux de ROS, conduisant à une activation de HIF1-α et favorisant par la suite un 

déplacement glycolytique et une redistribution du glucose à travers la voie des 

pentoses phosphates dans un processus, au moins en partie, contrôlé par Kelch-like 

ECH-associated protein 1 (KEAP1) et NRF-2 (Hawkins et al. 2016).  
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I I I .5.2.  AUTRES FACTEURS DE REG ULAT ION  
 

De nombreuses études ont montré que les cellules souches pluripotentes avaient des 

mécanismes actifs impliqués dans l’adaptation métabolique (Figure 26) : 

➢ Des niveaux élevés de protéine de découplage UCP2 qui empêche l'oxydation 

du glucose au niveau des mitochondries (Jin Zhang et al. 2011). 

➢ Le facteur inhibiteur de l'ATPase (IF1) qui réprime l'activité de l'ATP synthase 

(Sánchez-Aragó et al. 2013). 

➢ La pyruvate déshydrogénase kinase (PDK) qui supprime la conversion du 

pyruvate en acétyl-CoA par la PDH (Takubo et al. 2013).  

➢ Des niveaux élevés de lactate (induction de lactate deshydrogenase LDH) dans 

l'activation des cellules souches du follicule pileux (HFSC) (Flores et al. 2017). 

➢ L’expression de la protéine mitochondriale Mitochondrial carrier homologue 2 

(MTCH2), qui inhibe le métabolisme mitochondrial, (Maryanovich et al. 2015). 

➢ Une faible expression du transporteur mitochondrial du pyruvate (MPC) ou une 

inhibition pharmacologique de son activité pour le maintien l'expression de 

marqueurs de caractère « souche » (Khacho et Slack 2017; Schell et al. 2017). 

 

 

Figure 26 Mécanismes de suppression de l’activité mitochondriale et activation de l’OXPHOS lors de la 
différenciation (Khacho et Slack 2017) 
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Par ailleurs, ce changement métabolique peut être induit par certains facteurs clés de 

reprogrammation tels que c-MYC et la protéine de liaison à l’ARN Lin28 (LIN28), qui 

sont des régulateurs connus du métabolisme énergétique et pour lesquels il a été 

démontré qu'ils amélioraient la glycolyse et inhibaient le métabolisme oxydatif (Jin 

Zhang et al. 2016). 

La fonction de c-MYC dans l'induction de la pluripotence peut être remplacée par la 

surexpression d'enzymes impliquées dans la glycolyse telles que LDHA et PKM2, ce 

qui suggère que l'un des rôles principaux des facteurs de reprogrammation est de 

favoriser la glycolyse (Y. Cao et al. 2015). 

 

La biologie des mitochondries qui régule le métabolisme cellulaire joue également un 

rôle fondamental dans la reprogrammation.  

Parallèlement à une réduction du métabolisme oxydatif, la masse mitochondriale 

diminue progressivement au cours de la reprogrammation (Hansson et al. 2012) avec 

des mitochondries qui reviennent à un phénotype plus proche de celui de cellule 

stromale, passant d'une forme tubulaire allongée avec des crêtes bien développées à 

une forme plus petite et sphérique avec des crêtes peu développées (Bobis-Wozowicz 

et al. 2015).  

La distribution cellulaire des mitochondries passe d'un réseau complexe de 

mitochondries distribuées dans le cytoplasme à une localisation principalement 

périnucléaire. 

Au cours du vieillissement, les cellules souches perdent de leur capacité régénérative 

(Kubli et Sussman 2017; Nakamura et al. 2016) , le nombre de MSC diminue et celles-

ci perdent de leur capacités d’auto-renouvèlement et de différenciation (Shyh-Chang 

et Ng 2017). 

Le vieillissement induit un stress oxydant physiologique dans les cellules (Oh, Lee, et 

Wagers 2014; Z. Liu et al. 2017) et augmente certains marqueurs de senescence 

(Nakamura et al. 2016) ; il s’accompagne d’une diminution des capacités des voies de 

détoxification des ROS qui entraine une augmentation des risques de dommages 

cellulaires (Denu et Hematti 2016). 
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Les MSC sont normalement plus sensibles aux ROS que les cellules différenciées. Or 

il a été démontré que les ROS régulaient la prolifération et la différenciation dans 

plusieurs modèles de cellules souches. 

Une forte corrélation existe entre les niveaux de ROS et l'état métabolique des cellules, 

où de faibles niveaux de ROS sont trouvés dans les cellules souches alors que des 

niveaux plus élevés sont présents dans les cellules en différenciation. 

En outre, la génération de ROS par les complexes I et III de la chaine respiratoire, 

active un programme de transcription nucléaire impliqué dans la différenciation 

(Khacho et al. 2016). 

 

Lors de la différenciation des cellules souches, les gènes impliqués dans un type 

cellulaire spécifique sont régulés positivement et les gènes associés à l’état 

indifférencié sont réprimés. 

La détermination du destin cellulaire nécessite un état d’équilibre complexe entre 

contrôles génétiques et épigénétiques or les intermédiaires du cycle de Krebs sont 

impliqués dans la détermination du devenir des cellules souches.  

Ainsi, l'alpha-cétoglutarate (α-CG) comme cofacteur d’enzymes clés du contrôle 

épigénétique est connu pour avoir la capacité d'induire la déméthylation de l'ADN et 

des histones ; de la même façon, l'acétyl-CoA peut favoriser l'acétylation des histones 

(Kaelin et McKnight 2013; Wellen et al. 2009). 

Grâce à ces intermédiaires métaboliques, il est possible de réguler le devenir des 

cellules souches au niveau épigénétique. 

Des études ont véritablement mis en évidence le rôle de différents métabolites dans 

la médiation des décisions relatives au devenir des cellules souches et à leur 

différenciation (Figure 27) (Khacho et Slack 2017; Khacho et al. 2016) : 
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Figure 27 Signalisation mitochondriale et devenir des cellules souches via la modulation de l'expression des gènes 

et des phénomènes épigénétiques (Khacho et Slack 2017) 

 

Ces études ont montré que le rapport NAD+/NADH, H* était impliqué dans le switch 

métabolique des cellules souches. 

Le niveau de NAD+ pouvant ainsi affecter l'activité des enzymes désacétylases 

dépendantes du NAD+ et en particulier la sirtuine 1 (SIRT1) (Imai et Guarente 2014). 

La production d'ATP mitochondriale nécessite la présence du cofacteur essentiel le 

NAD+ or dans les mitochondries, ce cofacteur est réduit en NADH par le cycle de 

Krebs, qui est ensuite utilisé par le complexe I de la chaine de transport des électrons 

comme donneur d'électrons pour alimenter la phosphorylation oxydative. 

Selon l'état métabolique des cellules, la glycolyse et la phosphorylation oxydative 

affecteront le rapport NAD+/NADH, H+. 

Plusieurs voies métaboliques, dont la biosynthèse de novo du NAD+ à partir du 

tryptophane et l'augmentation de la voie de récupération du NAD+, influencent l'activité 

enzymatique de SIRT1 (Figure 28) (Rodgers et al. 2008) : 
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Figure 28 Régulation de l’activité enzymatique de SIRT1 (Rodgers et al. 2008) 

 

Trois kinases ont été identifiées comme phosphorylant directement Pgc-1α : 

➢ La p38 mitogen-activated protein kinase (p38MAP kinase), activée par le stress, 

phosphoryle PGC-1α au niveau de trois résidus : thréonine 262 (Thr262), sérine 

265 (Ser265), Thr298, dans le domaine de répression 200-400 et est en 

corrélation avec une protéine plus active et stable (Puigserver et al. 2001). 

➢ L'AMPK phosphoryle directement PGC-1α au niveau des résidus Thr177 et 

Ser538, ce qui engendre une protéine plus active (Jäger et al. 2007). 

➢ Le complexe Serine/Thréonine kinase – Protéine Kinase B (Akt/PKB) 

phosphoryle PGC-1α au niveau de Ser570 dans le domaine SR mais cela 

conduit à une protéine plus instable avec une activité plus faible (Xinghai Li et 

al. 2007). 

 

Les conditions de privation d'énergie perçue, telles que le jeûne, la restriction calorique 

(CR) et l'exercice, augmentent le rapport AMP/ATP et activent l'AMPK (Figure 29) 

(Haigis et Sinclair 2010) : 
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Figure 29 Axe de régulation SIRT1/AMPK (Haigis et Sinclair 2010) 

 

La privation d'énergie augmente également les niveaux de NAD+ et l'activité 

désacétylase dépendante du NAD+ de SIRT1 ; AMPK activé et SIRT1 convergent en 

activant PGC-1α via la phosphorylation et la désacétylation, pour induire 

respectivement la biogenèse mitochondriale et l'oxydation des acides gras. 

La combinaison et l'équilibre des besoins métaboliques intrinsèques et des conditions 

métaboliques extrinsèques nécessaires à la quiescence, ainsi que l'inclinaison de 

l'équilibre nécessaire pour initier la prolifération, peuvent constituer un mécanisme de 

régulation de l'homéostasie des cellules souches adultes (Shyh-Chang et Ng 2017). 

Le métabolisme énergétique apparaît comme plus qu’une simple conséquence, mais 

comme un moteur essentiel de la reprogrammation des cellules somatiques 

notamment en iPSC. 

Au-delà de l'alimentation des cellules en ATP, le métabolisme énergétique est devenu 

un processus clé pour soutenir la fonction et l'engagement des cellules souches, jouant 

un rôle important à la fois dans l'acquisition et le maintien de la souche. 
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L'équilibre entre le métabolisme glycolytique et oxydatif implique une régulation de 

réseau complexe qui relie le noyau, le cytoplasme et les mitochondries et fournit un 

large arsenal de molécules qui peuvent être manipulées pour aider les cellules 

souches à survivre à l'environnement ischémique. 

Ainsi, la reprogrammation du métabolisme des cellules souches représente une 

nouvelle frontière pour améliorer la thérapie par cellules souches pour la réparation 

cardiaque (Rigaud et al. 2020). 
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IV. REGULATION EPIGENETIQUE DES CELLULES 

STROMALES MESENCHYMATEUSES 

La régulation épigénétique des gènes fait généralement référence à un processus 

héréditaire et durable par lequel l'expression des gènes est gérée au niveau de la 

chromatine sans altération de la séquence d'ADN. 

L'épigénétique est considérée comme un pont entre le génotype et le phénotype et 

fournit un cadre pour réguler les caractéristiques biologiques clés telles que la 

différenciation cellulaire, le développement et la régénération tissulaire (Im et Shin 

2015; Reik 2007). 

Le paysage épigénétique reflète la structure dynamique de la chromatine qui est à la 

fois restreint mais autorise l'accès de l'appareil transcriptionnel aux gènes.  

L'euchromatine est la forme de chromatine la moins condensée et la plus accessible 

associée à la transcription des gènes.  

L'hétérochromatine est la chromatine « empaquetée » qui restreint physiquement 

l'accès des facteurs de transcription ; il y existe deux régions génomiques distinctes 

de l'hétérochromatine : facultatives et constitutives.  

Les régions facultatives d'hétérochromatine contiennent des gènes qui sont exprimés 

différentiellement et deviennent ensuite réduits au silence lors de la différenciation et 

du développement, alors que les régions constitutives de l'hétérochromatine telles que 

les centromères et les télomères contiennent des gènes inhibés en permanence (Im 

et Shin 2015). 

La méthylation de l'ADN est une modification chimique universelle par laquelle des 

groupes méthyle (Me) sont ajoutés à la molécule d'ADN ; elle se produit généralement 

sur les îlots CpG.  

Les histones subissent plusieurs modifications post-traductionnelles différentes, 

notamment l'acétylation (Ac), la Méthylation (Me), l’ajout de groupements phosphate 

et l'ubiquitination (Ub). 
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Cette méthylation au niveau de l'hétérochromatine sert de site de liaison pour les 

protéines à domaine de liaison méthyl (MBD) qui peuvent s'associer de manière stable 

aux HDAC, conduisant à condenser la structure de la chromatine (Figure 30) : 

 

 

Figure 30 Structuration de la chromatine (Im et Shin 2015) 

 

La conversion entre les états euchromatine et hétérochromatine est contrôlé par 

quatre processus épigénétiques fondamentaux (Figure 31) : 

➢ Les modifications covalentes (méthylation) de l’ADN, 

➢ Les modifications covalentes des histones, 

➢ Le remodelage de la chromatine : 

o Le glissement des nucléosomes vers une nouvelle position sur l'ADN 

génomique, 

o Les changements conformationnels dans les interactions histone / ADN, 

o Les perte/gain dynamiques d'histones par désassemblage et 

réassemblage. 

➢ La transcription et les ARNnc. 
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Figure 31 Marqueurs épigénétiques régulant la structure de la chromatine (Ozkul et Galderisi 2016) 

 

Les MSC possèdent des capacités d'auto-renouvellement et de différenciation, et 

modulent également puissamment la niche environnante composée de facteurs 

solubles, de MEC et de plusieurs types de cellules. 

Il est important de noter que les MSC apparaissent comme des contributeurs de 

l’homéostasie tissulaire, car elles interviennent de manière cruciale dans le 

développement des tissus (Figure 32) : 

➢ Au cours du développement, 

➢ Dans le maintien des tissus à l’âge adulte, 

➢ Dans la réparation des tissus en cas de blessure, 

➢ Dans la régénération des tissus dans les applications thérapeutiques (Sui et al. 

2020). 
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Figure 32 Régulation épigénétique des MSC dans l'homéostasie tissulaire (Sui et al. 2020) 

 

IV.1. METHYLATION DE L’ADN 

La méthylation de l'ADN est associée à la mise sous silence de la transcription ; il en 

résulte l'ajout d'un groupe méthyle à la cytosine dans le dinucléotide cytosine 

phosphate guanine (CpG) ou ilots CpG (Ma et Kang 2019). 

Des études ont révélé plusieurs formes de méthylation de l'ADN, notamment en : 

➢ 5-methylcytosine (5-mC), la modification épigénétique courante du génome 

humain,  
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➢ 5-hydroxymethylcytosine (5-hmC),  

➢ 5-formylcytosine (5-fC), 

➢ 5-carboxylcytosine (5-caC) (Maiti et Drohat 2011).  

 

Les ADN methyltransferases (DNMT) sont responsables de la méthylation de l'ADN, 

qui transfère un groupe méthyle de la S-adenosyl methionine (SAM) au site 5′ du cycle 

cytosine dans l'ADN. 

Dans le génome humain, cinq DNMT ont été identifiés, dont DNMT1, DNMT2, 

DNMT3α, DNMT3β et DNMT3L or bien que DNMT2 et DNMT3L aient une 

conservation de séquence avec les trois autres DNMT, ils ne possèdent pas d'activité 

catalytique (Lyko 2018). 

Par ailleurs, les DNMT peuvent être divisées en deux groupes : les DNMT de novo et 

les DNMT de maintenance (Han et Yoon 2012). 

Ainsi, DNMT1 maintient, lors de la réplication, la méthylation établie tandis que les 

DNMT3α et DNMT3β modifient l'ADN natif non méthylé (S. Liu et al. 2015). 

À l'inverse, les protéines de la famille ten-eleven translocation (TET) convertissent le 

5-mC en 5-hmC, ce qui favorise la déméthylation de l'ADN et la transcription des gènes 

(R. Yang et al. 2018; Ozkul et Galderisi 2016) ; ces protéines TET sont des enzymes 

dont l’activité est dépendante de l’oxygène et de l’alpha-cétoglutarate.  

La méthylation de l'ADN est impliquée dans plusieurs processus biologiques, tels que 

l'empreinte génomique, la régulation de l'expression des gènes épigénétiques, la 

stabilité du génome et l'extinction des transposons (Nishiyama et Nakanishi 2021). 

Les DNMT, à savoir DNMT1, DNMT3A et DNMT3B, ajoutent des groupes -méthyle 

aux nucléotides, entraînant l'inactivation des gènes, or l'expression de Dnmt1 diminue 

avec l'âge, entraînant une réduction du niveau de méthylation de l'ADN.  

En revanche, l'expression de Dnmt3A et Dnmt3B augmente avec l'âge et contribue 

ainsi à la méthylation d'îlots CpG de novo dans les cellules de mammifères (K. Wang 

et al. 2022).  

Chez des patients âgés, les mutations de Tet2 ou Dnmt3a augmentent l'expression de 

cytokines pro-inflammatoires et entraine une inflammation chronique, associée aux 

maladies cardiovasculaires conventionnelles (Bick et al. 2020). 
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Le vieillissement est souvent marqué par une hypo méthylation globale de l'ADN, mais 

une hyper méthylation se produit également au niveau d'îlots CpG sélectifs.  

La méthylation de l'ADN au niveau du promoteur d'un gène conduit souvent à la 

désactivation de ce gène (K. Wang et al. 2022). 

 

IV.2. MODIFICATIONS POST-TRADUCTIONNELLES DES 

HISTONES 

Avec leur constitution en octamère, les histones subissent différentes modifications 

post-traductionnelles (Figure 33) (J. Park et al. 2022), telles que : 

➢ L'acétylation, 

➢ La méthylation, 

➢ La phosphorylation, 

➢ La lactylation, 

➢ La dopaminylation, 

➢ L'ubiquitination. 

 

Figure 33 Sites et modifications des Histones (Im et Shin 2015) 
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Les modifications des histones suppriment ou ajoutent des sites de liaison dans des 

complexes protéiques spécifiques, mais affectent également les interactions 

histone/ADN ou de diverses histones, régulant ainsi l'expression des gènes. 

Ces modifications post-traductionnelles (PTM) affectent la structure de la chromatine 

et jouent un rôle clé dans l'activation/inactivation transcriptionnelle, la réparation de 

l'ADN ou des chromosomes. 

Un nombre particulièrement important de PTM a été découvert au niveau des 

extrémités terminales des histones, librement accessibles aux enzymes. 

Les mécanismes par lesquels les PTM des histones affectent la structure et la 

dynamique de la chromatine peuvent généralement être divisés en deux catégories :  

➢ Les premiers peuvent influencer directement les interactions histone/ADN et 

histone/histone, 

➢ Les second peuvent être ciblés par des effecteurs protéiques ou domaines de 

liaison aux histones appelés lecteurs de PTM (Figure 34) (Musselman et al. 

2012) ou « readers » s’assurant notamment de la conformité de la modification 

: 

 

 

Figure 34 Lecteurs de PTM au niveau des Histones (Musselman et al. 2012) 

 

Voici les principales modifications de histones regroupées dans ce tableau (Figure 

35) : 
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Figure 35 Principales modifications des Histones et leurs effets (J. Ren et al. 2020) 

 

Parmi ces modifications, la méthylation et l'acétylation des résidus lysine sont les plus 

étudiées et sont connues pour affecter le processus de vieillissement. 

Des études in vivo et in vitro rapportent des changements globaux dans les niveaux 

de H3K9me3, H4K20me3, H3K27me3 et H3K9ac au cours du vieillissement (Crouch 

et al. 2022), cela conduisant à la réactivation de séquences répétitives et à une 

expression génique dérégulée en raison d’une accessibilité aberrante à la chromatine 

(Figure 36) : 
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Figure 36 Remodelage structurel de la chromatine au cours du vieillissement (K. Wang et al. 2022) 

 

IV.2.1.  ACETYLAT ION DES HI STO NES  

Elle se produit principalement à l'extrémité N-terminale des histones H3 et H4 de la 

lysine ; or il existe plus de quarante sites de lysine différents modifiés par acétylation 

(Yingming Zhao et Garcia 2015). 

L’acétylation résulte de l'interaction entre les histones acétyltransférase (HAT) et les 

HDAC qui ajoutent ou suppriment respectivement le groupement fonctionnel acétyle 

au niveau des résidus lysine des queues N-terminales des histones. 

Les HAT favorisent l'acétylation des histones en catalysant le transfert d'un groupe 

acétyle vers un site lysine et sont principalement divisées en trois familles : 

➢ Le complexe CREB, 

➢ La famille MOZ, Ybf2/Sas3, Sas2 et Tip60 (MYST), 

➢ La N-acétyltransférase liée à GCN5 (GNAT), 

➢ La famille GNAT comprend HAT1, GCN5 et p300/CREB binding protein 

associated factor (PCAF) (Marmorstein et Zhou 2014). 
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Quant aux HDAC, elles inhibent l'acétylation des histones en catalysant l'élimination 

du groupe acétyle et ont été classées en quatre classes : 

➢ La classe I comprend quatre HDAC, notamment HDAC1, HDAC2, HDAC3 et 

HDAC8, qui sont des protéines de type RPD3, orthologue de levure de HDAC1 

et largement distribuées dans le noyau des lignées cellulaires et des tissus 

humains. 

➢ La classe II comprend deux sous-classes dans les HDAC avec une expression 

tissulaire spécifique, HDAC4, HDAC5, HDAC7 et HDAC9 appartiennent à la 

classe IIa, tandis que la classe IIb comprend HDAC6 et HDAC10. 

➢ La classe III est dépendante du NAD+ et comprend les SIRT1 à 7. 

➢ La classe IV ne comprend que HDAC11 (G. Li, Tian, et Zhu 2020). 

 

L'acétylation des histones facilite l'activation de la transcription en relâchant la 

structure de la chromatine (Ozkul et Galderisi 2016; Jing et al. 2018; Wu et al. 2023). 

 

IV.2.2.  MET HYLAT ION DES HI STO NES  

Elle se produit principalement aux extrémités N-terminales des Histones H3 et H4 des 

résidus lysine et arginine (Gong et Miller 2019) et se retrouve dans la région de 

l'hétérochromatine et notamment au niveau du promoteur de gènes inactifs (Young et 

al. 2011). 

La méthylation des histones sur la lysine est régulée par les histones 

méthyltransférases (HMT) et effacée par les histones déméthylases (HDM), tandis que 

les protéines arginine méthyltransférases (PRMT) catalysent la méthylation de 

l'histone au niveau de l’arginine (Wu et al. 2023). 

Il existe une mono-, di- ou tri-méthylation des résidus lysine alors que les résidus 

arginine ne peuvent être que mono-méthylé ou asymétriquement ou symétriquement 

diméthylés (Figure 37) (Gong et Miller 2019) : 
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Figure 37 Processus de méthylation des Histones (Gong et Miller 2019) 

 

Les histones méthylées peuvent être reconnues par des protéines contenant divers 

domaines de lecture de liaison aux groupements méthyl, tels que (Figure 38) : 

➢ La séquence à motifs très conservés Pro-Trp-Trp-Pro (PWWP), 

➢ Le chromo-domaine (Chromo), 

➢ L’homéo-domaine à motif Cys4-His-Cys3 découvert chez les végétaux, 

➢ Le domaine conservé Tudor, 

➢ La répétition β-transducine (WD40) (Gong et Miller 2019) : 

 

 

Figure 38 Domaines de lecture des Méthylations (Gong et Miller 2019) 

 

Selon le site de méthylation, les effets sont différents ; ainsi, H3K4me3 se trouvent 

dans le promoteur de gènes actifs au sein de l'euchromatine, mais pas dans les 

régions silencieuses de l’hétérochromatine (R. Schneider et al. 2004). 

La méthylation des histones H3K9 et H3K27 sont présents dans les promoteurs de 

gènes inactifs dans les régions d'hétérochromatine (Young et al. 2011). 
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Or l'activité d'un « reader » à travers une modification particulière peut être influencée 

par les PTM voisins.  

Ainsi, de nombreux « readers » s’associent à un prolongement de l’extrémité terminale 

des histones, permettant la détection de plusieurs marqueurs ; les PTM voisins 

pouvant améliorer ou empêcher l'interaction avec le PTM cible (Figure 39) : 

 

 

 

Figure 39 Lecture combinatoire des PTM (Musselman et al. 2012) 

 

Contrairement à l'acétylation des histones, leur méthylation ne modifie pas la charge 

de la protéine affaiblissant l'interaction avec les ADN mais recrute des protéines de 
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liaison spécifiques telles que les protéines PcG et les protéines HP1, ce qui affecte la 

structure de la chromatine. 

L'état hétérochromatique silencieux est associé à de faibles niveaux d'acétylation et à 

des niveaux élevés de certains sites méthylés (H3K9, H3K27 et H4K20). 

 

IV.3. REMODELAGE DE LA CHROMATINE 

Les nucléosomes sont constitués d'octamères de protéines histones enveloppés par 

de l'ADN (Parmar et Padinhateeri 2020).  

En tant que répresseur général de gènes, un nucléosome inhibe l'initiation de la 

transcription. 

Les complexes de remodelage de la chromatine peuvent réguler l'expression des 

gènes en utilisant l'énergie de l'hydrolyse de l’ATP pour modifier l'état d'empaquetage 

de la chromatine en déplaçant, en glissant, en perturbant ou en restructurant le 

nucléosome. 

Le processus de remodelage comprend plusieurs étapes clés : 

➢ La dissociation de l'ADN génomique à la périphérie du nucléosome avec 

formation de protubérances d'ADN à la surface de l'octamère d'histone, 

➢ La propagation ondulée de l'anneau d'ADN à la surface du nucléosome, 

➢ Le repositionnement de l'ADN sans modification du nombre total de contacts 

histone-ADN (Wu et al. 2023). 

 

Il existe quatre familles de complexes de remodelage de la chromatine : 

➢ La famille de re-modeleurs SWItch/Sucrose non-fermentable SWI/SNF (Cenik 

et Shilatifard 2021), 

➢ La famille imitation SWItch (ISWI) (Yanan Li et al. 2021), 

➢ Le chromo-domaine hélicase de liaison à l’ADN (CHD) (C. Liu et al. 2021), 

➢ La famille inositol requiring 80 (INO80) (Willhoft et Wigley 2020). 
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Par ailleurs, les re-modeleurs de chromatine, protéines du groupe PcG et les protéines 

du groupe Trithorax (TrxG) sont essentielles à la différenciation des cellules stromales 

et au développement précoce (Figure 40) (Im et Shin 2015) : 

 

 

Figure 40 Structure bivalente de la chromatine régulée à travers les complexes PcG et TrxG (Im et Shin 2015) 

 

Elles fonctionnent pour maintenir les motifs d’expression spécifiques de gènes et 

conserver l'identité de chaque type cellulaire au cours de la différenciation des cellules 

souches (Strübbe et al. 2011). 

Au cours du développement, les protéines PcG maintiennent un état réprimé 

d'expression génique, alors que les protéines TrxG neutralisent la mise sous silence 

maintenant ainsi des états actifs. 

Les protéines PcG travaillent ensemble à la modification des histones dans le but de 

réguler la structure de la chromatine et de modifier de façon dynamique l’expression 

des gènes au cours de la différenciation. 

Elles forment des complexes multiprotéiques ou polycomb repressive complexes 

(PRC) qui sont au nombre de deux : 

o PRC1 

Elles sont constituées de la ring finger protein 1 (Ring1), de la protéine Bmi1, 

de la polycomb group ring finger2 (PCGF2) et des protéines de la famille des 

chromobox ring1. 
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Elle possède une activité ubiquitine ligase E3 qui mono-ubiquitine l'histone H2A 

à la lysine 119. 

o PRC2 

Il est constitué de l’enhancer of zeste homolog 2 (EZH2), de l’embryonic 

development protein (EED) et de la protéine suppressor of zeste12 (SUZ12). 

EZH2 a quant à lui une activité enzymatique pour H3K27me3, qui sert de signal 

de liaison des protéines PRC1 (Ku et al. 2008). 

 

Cartographier à l'échelle du génome des profils de méthylation des histones de ESC 

a permis de mettre en évidence des modèles de chromatine uniques appelés 

« domaines bivalents », qui détiennent à la fois une marque de gène actif H3K4me3 

dans les petites régions et un marqueur H3K27me3 répressif dans les grandes régions 

du génome. 

La fonction des domaines bivalents est à la fois de garder sous silence les gènes du 

développement dans les ESC et les garder par ailleurs prêtes à être activées lors de 

la différenciation (Bernstein et al. 2006). 

 

IV.4. ARNNC 

De nombreux ARNnc ont été découverts grâce aux progrès marqués de la technologie 

de séquençage.  

Seulement 2% du génome humain peut être traduit en protéines, le reste étant transcrit 

en ARNnc de tailles et de fonctions diverses. 

Selon leur longueur, les ARNnc sont principalement classés (St Laurent, Wahlestedt, 

et Kapranov 2015) en : 

➢ Petits ARN non codants (ARNsnc), dont la taille est comprise entre 18 et 200 

nucléotides et pouvant être subdivisés en : 

o miARN, 

o Petits ARN nucléaires (snARN), 

o Piwi-interacting ARN (piARN). 

➢ ARNnc dont la taille est supérieure à 200 nucléotides, 
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➢ ARN circulaires (ARNcirc). 

 

Les ARN non codants, y compris les miARN et les ARNlnc, représentent un autre 

mécanisme épigénétique crucial pour réguler la fonction in vivo des MSC.  

Bien que divers miARN et ARNlnc soient reconnus comme régulateurs de la 

régénération tissulaire ectopique médiée par les MSC, seuls quelques ARN candidats 

non codants ont une signification fonctionnelle dans les MSC résidentes (Sui et al. 

2020). 

Les ARNnc comme les miARN modulent généralement les processus post-

transcriptionnels en empêchant la traduction de leur ARNm cibles mais peuvent 

également être impliqués dans la régulation transcriptionnelle (Wu et al. 2023). 

Les ARNnc, régulent largement l'expression des gènes dans de multiples processus 

biologiques aux niveaux épigénétique, transcriptionnel et post-transcriptionnel, jouent 

également un rôle essentiel dans le vieillissement (K. Wang et al. 2022). 

Ainsi, l'ARNnc appelé régulateur de prolifération des cardiomyocytes (CPR) qui, s'il est 

régulé négativement, induit l'activation du cycle cellulaire et diminue la formation de 

cicatrices après une lésion cardiaque (Ponnusamy et al. 2019).  

Le CPR régule l'expression du gène minichromosomal maintenance 3 (Mcm3) en 

recrutant la méthylation des îlots DNMT3A et CpG sur le promoteur Mcm3 ; cette 

découverte suggère que le lncRNA pourrait être la cible d’un nouveau traitement 

contre l’infarctus du myocarde. 

La plupart des études sur les molécules d'ARN modifiées en m6A et m5C proviennent 

de la biologie du cancer laissant les maladies cardiovasculaires relativement 

inexplorées (Müller et al. 2019). 

À l’heure actuelle, plusieurs lncARN et miARN ont été étudiés dans des contextes 

physiopathologiques différentiels, notamment l’hypoxie (R. Sun et Zhang 2019), la 

régénération cardiaque (Tao et al. 2019), l’athérosclérose (Vengrenyuk et al. 2015) et 

en présence d’une altération de la pression artérielle (Boettger et al. 2009), mais on 

sait peu de choses sur les conséquences de modifications épigénétiques sur leur 

structure, leur régulation et leur fonction. 
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Les conséquences physiologiques et physiopathologiques de la modification de l'ARN 

dans l'adénosine et la cytosine et leur implication dans les maladies cardiovasculaires 

restent pour la plupart floues malgré des avancées (Figure 41) (Dorn et al. 2019; 

Mathiyalagan et al. 2019; Ponnusamy et al. 2019) :  

 

 

Figure 41 Modificaion des ARN dans les CVD et leurs effets (Mongelli et al. 2020) 

 

V.4.1.  MIARN 

Les miARN sont un type essentiel d’ARN endogènes d’une longueur d’environ 20 à 23 

nucléotides, qui proviennent d’un précurseur d’ARN double brin ou en épingle à 

cheveux ; l’ARN pol II contribuant à la biogenèse des miARN. 

Les miARN peuvent inhiber l’expression des gènes et supprimer la traduction en 

incorporant un complexe de mise sous silence induit par l’ARN (RISC) et en 

s’appariant aux régions non traduites en 3′ (3′-UTR) des ARNm cibles (Wu et al. 2023). 

Il existe un interaction entre l'expression des miARN et la machinerie épigénétique, y 

compris une boucle de rétroaction entre eux (Q. Yao, Chen, et Zhou 2019). 

Divers miARN sont régulés par des mécanismes épigénétiques, notamment la 

méthylation de l'ADN et les modifications des histones. 

En outre, les miARN sont impliqués dans les processus épigénétiques en modulant 

les enzymes clés des modifications épigénétiques, telles que les HDAC et les DNMT 

(H. Jiang et al., s. d.). 
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Les miARN interagissent avec les ARNm cibles par appariement de bases 

complémentaires entre les miARN et la région non traduite 3’ de l'ARNm, provoquant 

la dégradation de l’ARNm cible ou la suppression traductionnelle (Figure 42) : 

 

 

Figure 42 Mécanismes de fonctionnement des miARN (Im et Shin 2015) 

 

Les signaux inflammatoires sont à la base de toutes les maladies chroniques et sont 

souvent déclenchés par des conditions dys-métaboliques associées au vieillissement, 

un processus largement défini comme inflammatoire ; or certains ARNnc sont régulées 

par méthylation avec des conséquences sur l'homéostasie cardiovasculaire.  

Ainsi, in vivo, l'expression de miR-145 a un impact sur l'athérosclérose ; des niveaux 

élevés de ce miARN protègent les vaisseaux sanguins de la formation de plaques 

d’athérome et de l'hypertension (Vengrenyuk et al. 2015). 

La méthylation du promoteur miR-145 régule négativement l’expression du miRNA 

régulé en cis, empêchant son action indésirable sur le facteur nuclear factor of 

activated T cells 1 (NFATc1) et CD13 ; en conséquence, les cellules musculaires lisses 



97 | P a g e  
 

vasculaires expriment davantage de protéine nucleotide-binding oligomerization 

domain-like receptor protein 3 (NLRP3) qui, à son tour, active la sécrétion d’IL1β, 

favorisant l’inflammation intravasculaire (Zhong et al. 2018). 

De plus, miR-145 régule les protéines ubiquitin-like containing PHD and RING finger 

domains 1 (UHRF1), qui interagissent avec DNMT1, suggérant un lien indirect entre 

la modulation des miARN et la méthylation de l'ADN (Elia et al. 2018). 

Il a été constaté que DNMT1 méthylait le promoteur miR-145, réalisant une boucle de 

rétroaction négative (Zhong et al. 2018) ; ce phénomène se traduisant par une 

régulation positive de différents gènes, améliorant de fait la transcription des cytokines 

liées à l'inflammation. 

Il a également été démontré que les miARN modulaient l’expression des gènes en 

inhibant la traduction de l’ARNm et en provoquant une dégradation de l’ARNm (Poller 

et al. 2018; X. Sun, Haider Ali, et Moran 2017; Archer et al. 2015). 

Par ailleurs, il semble que les miARN puissent affecter l'angiogenèse myocardique 

ainsi que la survie et la prolifération des cardiomyocytes en régulant l'expression des 

gènes cibles ; certains miARN étant connus pour être impliqués dans l’angiogenèse 

du muscle cardiaque (Fadaei et al. 2022) .  

L'angiogenèse est essentielle à l'apport d'oxygène et de nutriments essentiels au 

muscle cardiaque et peut être activée ou réprimée par un certain nombre de microARN 

(Figure 43) : 

➢ miR-15, miR-24, miR-26 et miR-92a qui répriment tous l'angiogenèse en 

inhibant les fonctions des cellules endothéliales. 

➢ miR-210 déclenche l’angiogenèse en inhibant plusieurs facteurs anti 

angiogéniques. 

 

Un certain nombre de miARN ont été identifiés comme étant impliqués dans l'apoptose 

et la survie des cellules cardiaques ; l'inhibition de l'apoptose ou une augmentation 

des signaux de survie favorisant la régénération cardiaque.  
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Figure 43 Rôle des miRNA dans l’infarctus du myocarde (Fadaei et al. 2022) 

 

Ainsi la famille miR-15 (miR-320, miR-34 et miR-140) peut servir de facteurs pro-

apoptotiques, tandis que miR-24 et miR-214 peuvent agir comme facteurs anti-

apoptotiques. 

La prolifération des cellules cardiaques est limitée, cependant, la régénération 

cardiaque peut augmenter suite à une stimulation de la prolifération ; il a ainsi été 

démontré que miR-19, miR-199a et miR-590 pouvaient favoriser la prolifération des 

cellules cardiaques, tandis que miR-15 et miR-133 inhibaient la prolifération des 

cellules cardiaques (Fadaei et al. 2022). 
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V.4.2.  ARNL NC  

En raison de leurs emplacements différents par rapport aux gènes codant pour les 

protéines, les ARNlnc sont regroupés en cinq classes différentes (Quinn et Chang 

2016) : 

➢ Les ARNlnc intergéniques, 

➢ Les ARN antisens, 

➢ Les ARN chevauchants sens, 

➢ Les ARN introniques sens, 

➢ Les ARNnc de transcription « traités ». 

 

Les ARNnc participent à différents processus biologiques cruciaux, tels que la 

régulation de l'activité enzymatique et la formation de la structure des chromosomes, 

en agissant comme des échafaudages, des leurres ou des signaux (S. Geisler et Coller 

2013). 

Récemment, il a été rapporté que les lncARN agiraient comme des éponges de miARN 

dans le cytoplasme, ou des gènes hôtes pour la transcription des miARN dans le noyau 

(Z. Zhao et al. 2020). 

De plus, les ARNnc interviennent dans la méthylation de l'ADN et agissent comme des 

échafaudages modulaires des complexes de modification d'histone (W. Huang et al. 

2022). 

Ils exercent leurs effets sur les maladies cardiaques en affectant les modifications des 

gènes épigénétiques, la régulation transcriptionnelle et post-traductionnelle via une 

liaison directe aux protéines, aux miARN et à d'autres ARNnc (Hobuß, Bär, et Thum 

2019). 

Bien que le nombre d’ARNnc découverts ait augmenté au fil des années, il existe 

encore peu d’informations sur les mécanismes d’action et les fonctions remplies par 

ces biomolécules.  

L’une des raisons de ce retard est que de nombreux ARNnc présentent des modèles 

d’expression temporels et spatiaux uniques (Derrien et al. 2012). 

De plus, contrairement aux microARN et aux ARNm, la plupart des ARNnc ont une 

mauvaise conservation des séquences entre les différentes espèces, ce qui rend 
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difficile l'obtention d'informations fonctionnelles et des mécanismes d'action de la 

grande majorité des ARNnc et, par conséquent, la traduction des résultats des 

modèles animaux aux humains (C. C. M. Correia et al. 2021; Diederichs 2014).  

Par conséquent, les essais cliniques se limitent à travailler uniquement avec les 

ARNnc qui ont des homologues humains. 

 

V.4.3.  ARNCIRC  

Les ARNcirc, une nouvelle classe d'ARN endogènes contenant des structures en 

boucle fermée de manière covalente, sont spécifiques des tissus et des cellules des 

eucaryotes (Kristensen et al. 2019). 

Au cours du processus d'épissage des ARN, les ARNcirc sont générés à partir 

d'introns, d'exons ou d’une combinaison d'exons et d'introns. Contrairement aux 

molécules d’ARN linéaires normales, les queues 3’ et 5’ des ARNcir sont jointes de 

manière covalente pour former une boucle fermée. 

De nombreux ARNcirc jouent un rôle biologique important dans de nombreuses 

maladies métaboliques en fonctionnant comme des éponges de protéines ou de 

miARN et en s’auto-traduisant (Schreiner et al. 2020) ; ils présentent une spécificité 

tissulaire et une conservation évolutive. 

Des études récentes indiquent que les ARNcirc participent à la régulation de la 

méthylation de l'ADN et à la modification des histones (Dong et al. 2021). 

Ils peuvent agir comme un ARN endogène compétitif et une éponge qui se lie aux 

séquences complémentaires de miARN pour modérer l'expression des gènes (Qu et 

al. 2015; Salmena et al. 2011). 

Pour le moment de nombreuses équipes explorent les gènes cibles  des ARNcirc dans 

le contexte de l’infarctus du myocarde sur des modèles animaux (L. Huang et al. 2023; 

Fadaei et al. 2022; C. Luo et al. 2021; Bai et al. 2019). 
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IV.5. IMPACT DES REGULATIONS EPIGENETIQUES  

L'acétylation des histones est importante dans la régulation de l'expression des gènes 

et est normalement associée à des régions denses en gènes transcriptionnellement 

actives, appelées euchromatine. 

L’acétylation peut être transitoire et doit être maintenue par une activité enzymatique. 

Les HAT transfèrent le groupe acétyle (-COCH3) de l’acétyl-CoA aux résidus lysine ; à 

l’inverse, les HDAC suppriment les groupes acétyle. 

Les HAT et les HDAC sont également capables de modifier une grande variété de 

protéines non histones dont l'activité dépend de leur statut d'acétylation, telles que les 

facteurs de transcription, les protéines chaperons, les médiateurs de transduction du 

signal, les protéines structurelles et les médiateurs de l'inflammation. 

Par conséquent, les changements dans l’état d’acétylation ont des conséquences sur 

la stabilité des protéines, les interactions protéine-protéine et les interactions protéine-

ADN (Figure 44) (Bassett et Barnett 2014) : 

 

 

Figure 44 Modifications clés des histones influençant l’expression des gènes (Bassett et Barnett 2014) 

 

Des modifications apportées à des résidus d'histone spécifiques, telles que l'ajout d'un 

groupe acétyle à un résidu lysine via une HAT, conduisent au dépliement de la 
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chromatine, ce qui permet à la machinerie transcriptionnelle d’accéder à l’ADN, 

entraînant ainsi une activation transcriptionnelle. 

À l’inverse, l’élimination de ce résidu acétyl par l’intermédiaire d’une HDAC modifie la 

configuration des histones, ramenant à nouveau la chromatine à sa forme fermée. 

Dans le cas de la méthylation des histones, l'effet sur la conformation de la chromatine 

dépend du résidu lysine spécifique méthylé (Bassett et Barnett 2014). 

 

Différents mécanismes de mise sous silence épigénétique empêchent la transcription 

des localisations génomiques. 

Ainsi l'enroulement de l'ADN autour des octamères d'histone pour former des 

nucléosomes constitue une barrière au recrutement et à la processivité des ARN 

polymérases ; les nucléosomes très compactés sont inaccessibles aux ARN 

polymérases et aux facteurs de transcription et les gènes contenus dans ces régions 

restent donc silencieux. 

L'empaquetage du génome est influencé par les modifications des queues d'histone 

et de l'ADN. 

Les altérations des histones et les modifications de l'ADN sont courantes dans le 

cancer et d'autres maladies et on s'attend donc à ce que de petites molécules capables 

d'inhiber l'activité des enzymes impliquées dans ces modifications aient un potentiel 

thérapeutique. 

Plusieurs de ces inhibiteurs font actuellement l’objet d’essais cliniques ou ont été 

approuvés par la Food and Drug Administration (FDA) pour le traitement de certains 

cancers (Mohammad, Barbash, et Creasy 2019). 

Ces médicaments ciblent des facteurs distincts impliqués dans la régulation 

épigénétique or plusieurs des enzymes épigénétiques ciblées par ces médicaments, 

telles que les DNMT, les HDAC, l’HDM lysine specific demethylase 1 (LSD1) et les 

HMT EZH2 et G9A, jouent un rôle dans la répression transcriptionnelle des 

transposable elements (TE) dans les cellules cancéreuses (Figure 45) (Barrero 

2020) : 
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Figure 45 Inhibiteurs épigénétiques stimulant l’expression des TE dans les cellules cancéreuses (Barrero 2020) 

 

Il a été rapporté que les lysine méthyltransférases et les lysine déméthylases étaient 

capables de catalyser respectivement le processus de N-méthylation et de N-

déméthylation des histones lysines. 

Sur la base de leurs mécanismes catalytiques, les déméthylases sont divisées en deux 

sous-groupes :  

➢ LSD1 et LSD2 dépendants du FAD, 

➢ La famille Jumonji C domain-containing histone demethylase (JMJD) contenant 

le domaine JmjC. 

 

Avant la découverte de la première déméthylase LSD1 en 2004 (Y. Shi et al. 2004), le 

processus de méthylation des histones était considéré comme irréversible or LSD1 

déméthyle spécifiquement les résidus histone lysine H3K4me1/2 et H3K9 me1/2 

(Figure 46) : 

 

 

Figure 46 Déméthylation FAD-dépendante médiée par LSD1 des lysines méthylées (Y. Fang, Liao, et Yu 2019) 
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LSD2, une histone H3K4me1/2 déméthylase, est le seul homologue de LSD1 dans le 

génome humain (R. Fang et al. 2010). 

LSD1 se lie aux régions promotrices, tandis que LSD2 est principalement enrichi au 

niveau des régions corporelles des gènes activement transcrits ; par conséquent, le 

LSD2 est également important dans la régulation épigénétique mais a une 

organisation structurelle et des fonctions différentes par rapport au LSD1 (Yi Yang et 

al. 2015). 

La famille JMJD quant à elle, élimine par oxydation le groupe tri-méthyle du résidu 

lysine de l'histone de manière dépendante du Fe2+ et du 2-cetoglutarate (2-CG) et 

jouent un rôle clé dans la différenciation cellulaire, la prolifération et l'auto-

renouvellement des cellules souches (Figure 47) (Johansson et al. 2016) : 

 

 

Figure 47 Déméthylation Fe2+/2-OG-dépendante médiée par JmjC des lysines méthylées (Y. Fang, Liao, et Yu 

2019) 

 

LSD1 régule certains substrats non histones, notamment DNMT1, p53, STAT3 et 

l’adenoviral early region 2 binding factor 1 (E2F1), qui possèdent des fonctions vitales 

lors de l'expression des gènes (Zheng et al. 2015). 

Ces études indiquent que LSD1, en tant qu’ « eraser » de H3K4/9me, pourrait réguler 

l’expression des gènes au cours de la carcinogenèse.  

LSD1 supprime par ailleurs la transcription des gènes en se liant au complexe co-

repressor of repressor element-1 silencing transcription (CoREST) ou supprime le 

remodelage des nucléosomes et le complexe répressif de la désacétylase mais il 

favorise également l'activation transcriptionnelle lors de la liaison au récepteur des 

androgènes (AR) ou au récepteur des œstrogènes (ER), régulant ainsi de nombreux 

processus cellulaires fondamentaux (Magliulo, Bernardi, et Messina 2018).  
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Par exemple, la liaison de H3 et l'expression génique du LSD1 sont affectées par la 

désacétylation du LSD1 médiée par HDAC1. 

La diaphonie entre HDAC1 et LSD1 suggère que l'activité de LSD1 pourrait être 

influencée par les inhibiteurs de HDAC (Nalawansha et Pflum 2017). 

Des niveaux élevés de LSD1 ont été trouvés dans divers cancers et montrent une 

relation étroite avec de nombreux effets cellulaires tels que la transition épithéliale-

mésenchymateuse, la prolifération et la différenciation cellulaire, la biologie des 

cellules souches et la transformation maligne (Abdel-Magid 2017). 

L'inactivation du LSD1 améliore également l'immunité antitumorale et inhibe le blocus 

des points de contrôle (Sheng et al. 2018).  

Le profil d'expression révèle que l'inhibition du LSD1 affecte principalement la 

machinerie de réplication et le cycle cellulaire, et interrompt la signalisation en aval de 

l’epithelial growth factor receptor (EGFR). 

L'inhibition pharmacologique du LSD1 conduit à l'inhibition de la prolifération, de la 

différenciation, de l'invasion et de la migration in vitro et in vivo (Zheng et al. 2016) ; 

cibler l’activité indépendante de la déméthylase du LSD1 est une stratégie émergente 

pour le traitement des cancers. 

Ces résultats mettent en évidence l’importance biologique du LSD1 en tant que cible 

thérapeutique émergente ; ainsi, le traitement proposé par le laboratoire 

GlaxoSmithKline - lysine specific demethylase 1 (GSK-LSD1), notamment 

GSK2879552 a montré une sélectivité élevée pour le FAD, conduisant à une 

inactivation complète du LSD1 (Y. Fang, Liao, et Yu 2019). 
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V. LIEN METABOLISME ET EPIGENETIQUE  

La régulation du métabolisme cellulaire est essentielle au maintien de l’homéostasie, 

de la croissance, de la prolifération, de la migration, de la différenciation et de 

l’apoptose des cellules. 

Cette régulation implique des changements coordonnés dans l'expression des gènes 

en réponse à des signaux extracellulaires et intracellulaires afin de gérer les besoins 

des cellules et s’adapter aux flux environnementaux. 

Par ailleurs, l'exercice et le sommeil jouant également un rôle essentiel dans la 

régulation de l'homéostasie des cellules souches, l'axe de régulation métabolique-

épigénétique contrôlant ces processus doit également être étudié pour comprendre de 

manière globale la régulation du vieillissement cellulaire. 

Diverses enzymes métaboliques codées par le noyau, généralement localisées dans 

le cytoplasme ou les mitochondries, sont également présentes dans le noyau ; cette 

localisation dynamique des enzymes métaboliques régule les niveaux de métabolites 

de manière spatio-temporelle avec des conséquences directes sur la régulation 

épigénétique de l'expression des gènes  (Wiese et Bannister 2020). 

Le métabolisme est ainsi étroitement intégré aux processus épigénétiques et épi 

transcriptomiques pour réguler les réponses physiologiques aux stimuli 

extracellulaires, et la dérégulation de ces voies interconnectées peut avoir de 

profondes conséquences, conduisant au développement de maladies spécifiques 

(Figure 48) (Wiese et Bannister 2020) : 
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Figure 48 Impact des intermédiaires métaboliques sur les modifications de la chromatine (Wiese et Bannister 2020) 

 

La différenciation des MSC est un processus régulé par diverses voies de signalisation 

avec un enchevêtrement complexe dans laquelle tous les types de régulation 

épigénétique et transcriptionnelle sont impliqués (Mortada et Mortada 2018). 

Les premières études se sont concentrées sur la manière dont les stimuli externes et 

les facteurs de transcription internes modulent la différenciation des MSC ; cependant, 

des études récentes ont révélé le rôle des modifications des histones dans ce 

processus (B. Huang, Li, et Jiang 2015). 

Il est maintenant établi que la modification des histones au niveau des régions 

promotrices des facteurs de transcription associés à l'engagement vers une lignée 

cellulaire, tels que : 

➢ Runx2 et Osterix (Osx) dans la différenciation ostéogénique, 

➢ Pparγ et CCAAT/enhancer-binding protein alpha (Cebpα) dans la différenciation 

adipogénique, 

➢ Sox9 dans la différenciation chondrogénique, 
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Sont modifiés dynamiquement (Figure 49) (Meyer et al. 2016; J. Ren et al. 2020) : 

 

 

Figure 49 Différenciation des MSC associée aux modifications épigénétiques des Histones intervenant au niveau 
de gènes spécifiques de lignées (J. Ren et al. 2020) 

 

La modification des histones influence l'expression des gènes et donc l'engagement 

du devenir des MSC (Figure 50) (J. Ren et al. 2020) : 

 

 

Figure 50 Rôle des enzymes modifiant les Histones dans la différenciation des MSC (J. Ren et al. 2020) 

 

Les modifications des histones, sont réversibles mais peuvent avoir des conséquences 

distinctes. 
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Tan et ses collègues ont noté que les marques H3K9ac sur les régions promotrices du 

gène diminuaient globalement, mais que les marques H3K9me2 quant à elles 

augmentaient au cours de la différenciation ostéogénique (Tan et al. 2009). 

Les gènes méthylés sur l’ADN présentent certaines tendances à l’hyper- ou à l’hypo 

méthylation au cours du vieillissement ; ainsi, l'hyper-méthylation est associée aux 

marques répressives des histones H3K9me3 et H3K27me3, tandis que l'hypo-

méthylation est associée à H3K4me1 (J. Ren et al. 2020). 

Par exemple, H3K4me3 et H3K36me3 marquent des gènes transcriptionnellement 

actifs, tandis que H3K9me3 et H3K27me3 sont associés à la répression 

transcriptionnelle dans l'hétérochromatine (Fernández et al. 2015; Sui et al. 2020). 

Ces « codes » de méthylation d'histone peuvent être ajoutés ou supprimés en fonction 

des méthylases ou déméthylases spécifiques respectives. 

 

En outre, les différents types de cellules souches, tant embryonnaires qu’adultes, sont 

caractérisés par la présence de gènes à domaines bivalents, contrôlés par les 

protéines PcG et TrxG qui jouent un rôle crucial dans la régulation du développement 

(Im et Shin 2015). 

Ces gènes possèdent simultanément une méthylation H3K4me3, associée à une 

activation de la transcription, et une méthylation H3K27me3, normalement associée 

aux gènes transcriptionnellement inactifs.  

Cette caractéristique agit vraisemblablement comme une « mémoire épigénétique », 

d’où une certaine plasticité de la cellule souche (Blanco et al. 2020). 

Lors de l’activation, très peu de gènes perdent leur état bivalent, c’est en effet au stade 

de myoblaste que la bivalence sera résolue (Leduc-Gaudet, Guirguis, et Sincennes 

2023). 

Dans les cellules souches musculaires quiescentes, près de la moitié des gènes 

présentent la marque permissive H3K4me3, et sont donc prêts à être transcrits (L. Liu 

et al. 2013) ; en revanche, très peu de gènes possèdent la marque répressive 

H3K27me3 or lors de l’activation, l’identité et le nombre de gènes portant la marque 
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H3K4me3 ne varient cependant pas, mais la présence de la marque répressive 

H3K27me3 est fortement augmentée.  

Cette marque épigénétique est corrélée à une augmentation de l’expression de la 

méthyltransférase EZH2, l’enzyme responsable de la méthylation K27 des histones (L. 

Liu et al. 2013) ; l’état de la chromatine devient alors moins permissif. 

Alors que la marque répressive H3K27me3 permet d’expliquer comment la cellule 

souche musculaire restreint son potentiel lors de l’activation, l’absence de variation de 

la marque permissive H3K4me3 durant l’activation suggère que d’autres marques 

d’histones contribuent à la nécessaire augmentation de l’expression de certains gènes.  

Récemment, la modulation du niveau de méthylation des histones (mono, di ou tri 

méthylées) a montré que des profils de mono ou di-méthylation assuraient une 

régulation fine de l’expression des gènes (Soares L, et al., Mol Cell, 2017 ; Steiner L 

et al., JBC 2023).   

Contrairement au code histone « classique », la mono-méthylation de H3K27 est 

identifiée pour des gènes fortement exprimés alors que la tri-méthylation H3K27 est 

repressive.  

Ces actions spécifiques sont espèce-dépendante et associées à des structures 

différentes du génome, site d’initiation de la transcription pour H3K27me1 

(euchromatine) et hétérochromatine pour H3K27me3. 

Une augmentation de l’acétylation des histones a été observée lors de l’activation des 

cellules souches musculaires (Yucel et al. 2019). 

Cet accroissement de l’acétylation est corrélé à la transition du métabolisme oxydant 

vers la glycolyse, un changement qui s’accompagne d’une augmentation de la 

production d’acétyl-CoA.  

La glycolyse transforme en effet le glucose en pyruvate, qui à son tour est métabolisé 

par le complexe enzymatique PDH pour produire de l’acétyl-CoA ; cet acétyl-CoA sera 

utilisé exclusivement par la mitochondrie, via le cycle du TCA, qui génère du citrate.  

Le citrate en excès est ensuite exporté vers le cytosol via la navette citrate-pyruvate, 

où il sera transformé à nouveau en acétyl-CoA qui servira à l’acétylation des histones 

dans le noyau cellulaire. 
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L’acétylation des histones, par les HAT, est à l’origine d’un relâchement de la 

chromatine qui permet aux facteurs de transcription de se lier efficacement à l’ADN 

pour stimuler la transcription de certains gènes en fonction des besoins de la cellule 

(Trefely et al. 2020). 

D’autres mécanismes épigénétiques pourraient également influencer la transition 

entre la quiescence et l’activation des cellules souches musculaires comme la 

méthylation de l’ADN, des modifications des queues d’histones, ou encore l’interaction 

de la chromatine avec d’autres protéines. 

L’importance de ces mécanismes dans l’activation de la cellule souche, de même que 

leur lien avec le métabolisme, restent à déterminer (Leduc-Gaudet, Guirguis, et 

Sincennes 2023). 

 

Étant donné que les processus de vieillissement des cellules stromales et de 

vieillissement de l'organisme semblent être régulés par des mécanismes métaboliques 

et épigénétiques, il pourrait être possible d'utiliser divers composants de cet axe de 

régulation pour ralentir le vieillissement des cellules stromales et enfin retarder le 

vieillissement de l'organisme. 

Plusieurs études offrent également la possibilité de vaincre les phénotypes sénescents 

des cellules souches adultes ou de contrôler le vieillissement de l'organisme par des 

métabolites et leurs régulateurs épigénétiques associés. 

Diverses stratégies de pré-conditionnement sont appliquées à la thérapie par cellules 

souches afin d’améliorer la capacité antioxydante après l'implantation de MSC. 

Mécaniquement, en raison du remodelage métabolique et épigénétique observé lors 

de la reprogrammation cellulaire, il est possible qu'une reprogrammation partielle 

induise le rajeunissement des populations de cellules souches et rétablisse le 

métabolisme cellulaire et la régulation épigénétique dans plusieurs tissus (R. Ren et 

al. 2017). 

Parmi les pré-conditionnements possibles testés récemment sur des MSC humaines : 
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➢ L’hypoxie  

La survie et le fonctionnement des cellules souches dans un environnement 

hypoxique dépendent de leur changement métabolique contrôlé par HIF et dont 

la modification post-traductionnelle de la sous-unité alpha dépend de 

l'hydroxylation qui dépend elle-même du taux en oxygène.  

Lorsque l’oxygène intracellulaire diminue, la sous-unité alpha forme un dimère 

alpha/beta stable car l’hydroxylation ne s’est pas produit.  

Ce dimère est transcriptionnellement actif ; il pénètre dans le noyau, se lie aux 

éléments de réponse à l'hypoxie et initie la transcription des gènes sensibles à 

l'hypoxie, HIF3-α étant le régulateur négatif de HIF1 et HIF2 (Figure 51) (Bahir 

et al. 2020) : 

 

 

Figure 51 Mécanismes transcriptionnels de HIF1 sous hypoxie (Bahir et al. 2020) 

 

Par ailleurs, le pré conditionnement hypoxique entraîne une régulation positive 

du NRF2, qui est un facteur de transcription sensible à l’oxydo-réduction 

impliqué dans la régulation des gènes antioxydants.  

Le pré conditionnement hypoxique entraîne une augmentation du métabolisme 

glycolytique, une diminution de l’activité du cycle TCA et une phosphorylation 

oxydative.  

Ce conditionnement permet de limiter la production de ROS libérés lors de la 

prolifération et de la différenciation in vitro ainsi que dans le 
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microenvironnement lésé in vivo ce qui accroit considérablement les effets 

thérapeutiques des MSC pour réparer les blessures ; ce mécanisme entraîne 

par ailleurs par ailleurs une augmentation des niveaux d'enzymes 

antioxydantes.  

Le pré-conditionnement hypoxique augmente ainsi le métabolisme redox 

entrainant le vieillissement des cellules souches et une diminution de leur 

prolifération. 

Enfin, une étude a montré que les MSC exposées à l'hypoxie sécrétaient des 

EV qui pouvaient être isolées et utilisées à des fins cliniques ; ces EV sécrétés 

sous hypoxie étaient enrichis en diverses protéines, ARN non codants (tels que 

miR-125b-5p, miR-210, miRNA-26a ou lncRNA-UCA1 dont l’expression est 

accrue dans le cœur), ainsi qu'en facteurs de croissance impliqués dans la 

modulation et l'amélioration de différents processus biologiques liés à la 

régénération tissulaire dans différentes pathologies (Pulido-Escribano et al. 

2022). 

Le pré conditionnement par hypoxie a été proposé comme approche technique 

pour améliorer le potentiel thérapeutique des MSC.  

En culture in vitro, les conditions hypoxiques peuvent en effet favoriser la 

prolifération, la survie et la migration des MSC grâce à diverses réponses 

cellulaires à la réduction de la tension en oxygène.  

En outre, le potentiel de différenciation multilignée des MSC est modifié sous 

hypoxie, avec des rapports cohérents d'amélioration de la chondrogenèse. 

L'hypoxie stimule également les activités paracrines des MSC et augmente la 

production de sécrétome tant en termes de facteurs solubles que d'EV.  

Le sécrétome des MSC préconditionnées sous hypoxie joue un rôle important 

dans la promotion de la prolifération et de la migration cellulaire, améliorant ainsi 

l'angiogenèse tout en inhibant l'apoptose et l'inflammation (Yanmeng Yang, 

Lee, et Yang 2022). 

➢ La mélatonine (MT)  
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Il s’agit d’une hormone ayant de nombreuses fonctions biologiques : anti-

inflammatoire, agissant sur l'oncostatis, la régulation des rythmes circadien et 

endocrinien ainsi que l'inhibition des tumeurs.  

Les recherches actuelles ont démontré que la MT pouvait réduire la libération 

de cytokines inflammatoires, améliorer la capacité de prolifération des MSC et 

éliminer l'apoptose des MSC in vitro et in vivo. 

La MT devient progressivement un agent attractif pour la régénération de divers 

organes ou tissus, en régulant l'expression des gènes générateurs de ROS et 

ceux des antioxydants en tant qu'événements en amont de ses mécanismes 

protecteurs et anti-apoptotiques des MSC (Baranowska et al. 2023). 

En plus de l'interaction avec les facteurs de croissance dérivés des MSC, 

l'interaction de la MT avec des biomatériaux peut améliorer considérablement 

les effets thérapeutiques de la médecine régénérative (Figure 52) (Hu et Li 

2019b) : 

 

 

Figure 52 Action bénéfique de la MT sur l’action de réparation des MSC dans différents organes (Hu et Li 

2019b) 
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Une fois la concentration optimale et le moment d’administration optimal 

déterminés, les effets protecteurs de la MT sur les MSC pourraient être 

améliorés.  

Il convient cependant de noter que des concentrations élevées de MT peuvent 

nuire à la stabilité épigénétique et génétique des MSC (Hu et Li 2019b). 

 

➢ Le resvératrol (RSV)  

Cette molécule pourrait améliorer les effets thérapeutiques des MSC en 

améliorant leur survie, leur auto-renouvellement, leur engagement dans la 

lignée et leur effet anti-âge. 

L'augmentation de l'activité de Sirt1, en alimentant des souris avec du 

resvératrol, activateur de Sirt1, induit la biogenèse mitochondriale musculaire 

et améliore les performances physiques, suggérant un rôle important de Sirt1 

pour la fonction mitochondriale in vivo (Lagouge et al. 2006).  

Le RSV peut également activer l'AMPK (Dasgupta et Milbrandt 2007) et inhiber 

efficacement la génération de ROS et d’espèces réactives de l’azote (RNS) 

principalement grâce à des effets synergiques entre le groupe 4-hydroxyle, le 

groupe 3-hydroxyle et le groupe 5-hydroxyle (Hu et Li 2019a). 

Ainsi cette molécule pourrait améliorer considérablement les effets préventifs et 

thérapeutiques des MSC contre plusieurs maladies par des mécanismes sous-

jacents sur la survie, l'auto-renouvellement et l'engagement de la lignée des 

MSC in vitro et in vivo (Figure 53) (Hu et Li 2019a) : 
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Figure 53 Mécanismes sous-jacent aux effets protecteurs du RSV sur les MSC (Hu et Li 2019a)  
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OBJECTIF SCIENTIFIQUE 

La thérapie cellulaire pour l’insuffisance cardiaque est une approche prometteuse qui 

vise à réparer les tissus cardiaques endommagés et à améliorer la fonction cardiaque. 

L'un des types de cellules souches les plus couramment utilisés sont les MSC issues 

de moelle osseuse (bmMSC) transplantées dans le cœur (Kalou, Al-Khani, et Haider 

2023). 

Plusieurs études ont montré que les bmMSC pouvaient favoriser l'angiogenèse et 

sécréter des facteurs de croissance et des cytokines afin de réduire l'inflammation 

conduisant à une réduction de la fibrose cardiaque (Jimenez-Puerta et al. 2020; 

Huizhu Chen et al. 2016).  

Les bmMSC ont également la capacité de se différencier en différents types de cellules 

et leur devenir est déterminé par l'équilibre entre le métabolisme énergétique et les 

modifications épigénétiques. 

Comme le statut différencié est caractérisé par une régulation positive du métabolisme 

oxydatif et une régulation négative de la glycolyse, un faible nombre de mitochondries 

et un potentiel de membrane mitochondriale interne (∆ψm) réduit peuvent expliquer le 

métabolisme glycolytique et la conservation du caractère souche. 

En 2016, Sukumar, M. et al., (Sukumar et al. 2016) ont montré qu’il était possible de 

sélectionner des cellules en se basant sur leur métabolisme par l’utilisation du tri-ethyl-

rhodamine methyl ester (TMRM), un fluorochrome utilisé pour trier les cellules souches 

en fonction de leur ∆ψm. 

Notre équipe a montré que les MSC cardiaques, triées selon leur statut TMRM lié à 

leur statut métabolique présentaient une capacité de régénération et/ou de survie à 

long terme différentes (Gambini et al. 2020).  

Les cellules à faible TMRM avaient un potentiel d’auto-renouvellement plus important 

et des caractéristiques plus indifférenciées que les cellules à fort potentiel de 

membrane, suggérant une amélioration possible de leur survie dans les zones 

hypoxiques. 
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Nous émettons alors comme hypothèse, en accord avec les travaux de Gambini, E. et 

al., (Gambini et al. 2020) qu’il y aurait une augmentation des caractères souches des 

bmMSC conditionnées vers un statut glycolytique, c’est-à-dire une augmentation de 

leurs capacités de régénération grâce à leurs propriétés d’immunomodulation, de leur 

prolifération, de leur migration et résistance à un stress oxydant. 

En conséquence, une injection de ces cellules dans les zones hypoxiques du cœur 

chez des patients atteints d’insuffisance cardiaque serait un modèle de thérapie 

cellulaire qui permettrait une amélioration des capacités cardiovasculaires en 

augmentant la prolifération des cardiomyocytes et la fraction d’éjection ventriculaire 

gauche et en diminuant la fibrose cardiaque. 

 

Nous avons soulevé l’interdépendance existant entre le métabolisme énergétique et 

l’épigénétique pouvant influer sur le maintien d’un statut favorable des bmMSC in vivo.  

Les changements épigénétiques, tels que la méthylation de l'ADN, la modification des 

histones et l'expression de l'ARN non codant, peuvent influencer l'expression des 

gènes et, à terme, affecter l'état métabolique des MSC. Ainsi, l’inhibition des ADN 

méthyltransférases peut entraîner une régulation positive des gènes impliqués dans le 

métabolisme du glucose (R. Ren et al. 2017). 

Concernant les modifications des histones, des niveaux de méthylation décroissants 

entraîne un taux croissant du métabolisme du glucose, tandis que les histones 

désacétylases affectent l'expression de gènes impliqués dans le métabolisme des 

lipides (K. Wang et al. 2022; Yang Yang et al. 2022). 

D’autres études encore ont montré que certaines enzymes responsables de la 

régulation épigénétique, telles que les HDAC et les LSD, jouaient un rôle essentiel 

dans la différenciation des MSC (X.-Y. Yu et al. 2012). 

Ces modifications épigénétiques altèrent la structure de l’accessibilité de l’ADN en 

utilisant des enzymes qui modifient les histones et l’ADN via des substrats 

métaboliques ou des cofacteurs qui sont des intermédiaires du métabolisme cellulaire 

(Etchegaray et Mostoslavsky 2016). 

Parmi ces enzymes, les HDM, nécessitent de l’α-cétoglutarate et du FAD qui sont 

fournis par le cycle de Krebs ainsi que de l’O2 pour fonctionner et enlèvent des 
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groupements méthyls présents sur les lysines des histones. Cela conduit à des 

structures mono et di-méthylés de la lysine 4 de l’histone H3 ayant un effet activateur 

sur l’expression des gènes, mais répresseur lors de la mono et di-méthylation de la 

lysine 9 de l’histone H3 ou de la lysine 27. 

De ce fait, il est possible d’imaginer qu’une modification des marques épigénétiques 

induite par ces enzymes puisse moduler l’expression des gènes et orienter une cellule 

vers un métabolisme particulier (Pouikli et Tessarz 2021; Wu et al. 2023). 

C’est pourquoi, nous avons eu comme objectif d’utiliser et de sélectionner des 

inhibiteurs des enzymes épigénétiques afin d’orienter et de conditionner les bmMSC 

vers un métabolisme glycolytique et de comparer ce type de conditionnement avec le 

tri métabolique des bmMSC sur leur statut TMRM ; nous avons ainsi testé :   

➢ Le GSK-LSD1 qui inhibe spécifiquement LSD1, 

➢ La Decitabine et l’Azacitidine qui inhibent les méthyltransférases de l’ADN, 

➢ La Trichostatine A qui inhibe les histones désacétylases. 

Parmi ces inhibiteurs, LSD1 régule l'activité de DNMT1 mais également celle de 

certains substrats non-histones, notamment p53, STAT3 et E2F1.  

Il a été démontré que l'inhibition de l'enzyme LSD1 améliorait la fonction métabolique 

dans les MSC, entraînant une augmentation de l'absorption du glucose et de la 

biogenèse mitochondriale dans les MSC (Guénantin et al. 2021).  

Huo et al., ont également montré que le traitement avec un inhibiteur du LSD1 

augmentait le nombre et la fonction des MSC dans un modèle d'insuffisance cardiaque 

chez le rat (Huo et al. 2021).  

Cette inhibition conduisant à une amélioration de la fonction cardiaque et à une 

réduction de la fibrose, fournit des preuves supplémentaires de l'utilisation 

thérapeutique potentielle d’inhibiteurs de LSD1 dans le traitement de l'insuffisance 

cardiaque. 

En utilisant des approches fonctionnelles, épigénétiques et d'expression génique, 

nous souhaitons démontrer que les bmMSC sélectionnées pour leur métabolisme 

glycolytique présenteraient un avantage prolifératif et une résistance au stress oxydatif 

favorisant la greffe cellulaire dans le cadre des thérapies cardiovasculaires 

régénératives. 
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RÉSULTATS 

METABOLIC CONDITIONING ENHANCES HUMAN 

BMMSC CELL THERAPY OF DOXORUBICIN-INDUCED 

HEART FAILURE 
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Abstract 

 

The therapeutic potential of bone marrow mesenchymal stromal cells (bmMSCs) to 
address heart failure needs improvement for better engraftment and survival. This 
study explores the role of metabolic sorting for human bmMSCs on coculture in vitro 
and on doxorubicin-induced heart failure mice models. Using functional, epigenetic 
and gene expression approaches on cells sorted for mitochondrial membrane 
potential in terms of their metabolic status, we demonstrated that bmMSCs selected 
for their glycolytic metabolism presented proliferative advantage and resistance to 
oxidative stress thereby favoring cell engraftment. Therapeutic use of glycolytic 
bmMSCs rescued left ventricular ejection fraction and decreased fibrosis in mice 
models of acute heart failure. Metabolic changes were also related to epigenetic 
histone modifications as lysine methylation. By targeting LSD1 (lysine-specific 
demethylase 1) as a conditioning agent to enhance the metabolic profile of bmMSCs, 
we deciphered the interplay between glycolysis and bmMSC functionality. Our study 
led to the elucidation of novel strategies for optimizing bmMSC-based treatments to 
manage heart failure and highlight the metabolic properties of bmMSCs as a 
promising target producing more effective cardiovascular regenerative therapies. 

 

Introduction 

 

Cell therapy for heart failure is a promising approach that aims to repair damaged heart 
tissue and improve heart function. One of the most commonly used types of stem cells 
are mesenchymal stromal cells derived from the patient's own bone marrow (bmMSCs) 
which are then transplanted into the heart (Kalou, Al-Khani, et Haider 2023). Several 
studies have demonstrated that they can promote angiogenesis and secrete growth 
factors and cytokines to reduce inflammation, bringing about a reduction in cardiac 
fibrosis (Huizhu Chen et al. 2016; Guo et al. 2020). BmMSCs have also the ability to 
differentiate into various cell types and their fate is determined by the balance between 
energy metabolism and epigenetic modifications. As differentiate status is 
characterized by oxidative phosphorylation (OXPHOS) upregulation and glycolysis 
downregulation, low mitochondrial number and reduced inner mitochondrial 
membrane potential (∆ψm) can potentially explain glycolytic metabolism and 
stemness. Recently, we have found that cardiac MSC sorted by TMRM, a fluorescent 
dye used to sort stem cells based on their ∆ψm, could be related to metabolic status, 
regenerative capacity and/or long-term survival (Gambini et al. 2020).  
Different strategies for preconditioning MSCs to expand their therapeutic potential 
have been proposed (Ferreira et al. 2018; Kahrizi et al. 2023). Hypoxia, melatonin or 
angiotensin II pretreatments have been tested on MSCs of different origin to reduce 
oxidative stress and to adapt to external environments as low oxygen level stem cell 
niches [7-9]. The positive effect of these treatments, which act by increasing 
angiogenesis, cell proliferation and reducing inflammation but with different results 
between animal studies and clinical trials, raises the question of better identification of 
the initial key regulators of MSC adaptation in a hostile environment. Unlike some cell 
types that predominantly rely on oxidative phosphorylation for energy production, 
MSCs possess a robust glycolytic machinery and metabolic flexibility to ensure viability 
and facilitate efficient secretion of paracrine factors, cytokines and extracellular 
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vesicles. In a previous study (Gambini et al. 2020), we revealed that selecting MSCs 
based on their metabolic status is an effective strategy to promote survival, migration 
and cell fate decision needing to focus on regulatory pathways involved in MSC 
metabolic switch.   
Epigenetic changes, such as DNA methylation, histone modification and non-coding 
RNA expression, can influence gene expression and ultimately affect the metabolic 
state of MSCs. Studies have conveyed that alterations in the epigenetic landscape of 
MSCs can lead to changes in their metabolism, including the regulation of glucose and 
lipid metabolism (R. Ren et al. 2017). Consequently, the inhibition of DNA 
methyltransferases can result in the upregulation of genes involved in glucose 
metabolism. With regard to histone modifications, decreased levels of methylation 
cause a high rate of glucose metabolism whereas histone deacetylases affect the 
expression of genes involved in lipid metabolism (K. Wang et al. 2022; Yang Yang et 
al. 2022). Recent studies have evinced that some enzymes responsible for epigenetic 
regulation, such as histone deacetylases (HDACs) and lysine-specific demethylases 
(LSDs), play a critical role in the differentiation of MSCs (X.-Y. Yu et al. 2012). Inhibition 
of the LSD1 enzyme has been  shown to improve metabolic function in MSCs, giving 
rise to increased glucose uptake and mitochondrial biogenesis in MSCs (Guénantin et 
al. 2021). This inhibition improved cellular energy metabolism and cardiac function, 
reduced fibrosis and enhanced the therapeutic potential of MSCs in the treatment of 
heart failure (Huo et al. 2021). Understanding the epigenetic regulation of energy 
metabolism in MSCs can provide insights into the mechanisms underlying their 
differentiation and may have implications for the development of therapies to address 
metabolic disorders. 
Our findings suggest that metabolic sorting led to the identification of cells with higher 
regenerative capacity and long-term survival in close relationship with epigenetic 
changes. 
 

Material and methods 

 

Cells and treatments 

Human bmMSCs were obtained from healthy bone marrow by culturing cells through 
a collaboration with Occitanie Blood Bank and prepared as previously described 

(Uzieliene et al. 2019). Cells were incubated at 37◦C and 5% CO2 in Endothelial Growth 
Medium‐2 (EGM2, PromoCell, Germany) supplemented with ASP after adherence. At 

70% of confluence, the cells were detached using tryspin EDTA (Thermo Fisher, 

France) and incubated either at 37◦C for 30 minutes with 200 nM tetramethylrhodamine 
(TMRM) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA; #9082,) or treated with 
epigenetic drugs. After cell resuspension in PBS with 1% FBS and 0.5 mM EDTA, cells 
were sorted using a BD Influx Cell Sorter (BD Biosciences, Franklin, NJ, USA) to 
identify and separate high TMRM from low TMRM subpopulations. Sorting setup, 
based on the scatter and fluorescent parameters as well as appropriate gating to 
exclude dead and double cells, was established using unlabeled cells. Epigenetic 
drugs such as decitabine (DNMTi, HY-A0004), trichostatin (HDACi, HY-15144) and 
GSK-LSD1 (HMDi, HY-18632), all from MedChemTronica (Sollentuna, Sweden), were 
applied at different concentrations on bmMSCs over 48 hours. Concentration ranges 
were between 10 to 100 nM for decitabine, 25 to 250 nM for trichostatin and 50 to 200 
nM for GSK-LSD1. For coculture studies, 5,000 H9C2 rat myoblast cells were cultured 
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in DMEM medium supplemented with 1.5 g/L sodium bicarbonate, 10% fetal bovine 
serum, 100 U/ml penicillin and 100 μg/ml streptomycin at 37°C in a humidified 
atmosphere of 5% CO2 with either 5,000 low or high TMRM bmMSCs under normoxic 
(20% oxygen) or hypoxic (1% oxygen) conditions. Cell numbering was carried out in a 
Malassez counting chamber for proliferation analysis. 
 
FACS Analysis, phenotyping and sorting 

Immunophenotypic characterization of bmMSCs was performed using cell surface 
clusters CD73, CD90, CD105, CD45, CD34 and CD31 (all from BioLegend, San Diego, 
CA, USA) according to the International Society for Cellular Therapy as previously 
described (Menard et al. 2013). Data (5,000 events) were collected using a flow 
cytometer BD LSRFortessa Cell Analyzer (BD Biosciences, Franklin, NJ, USA) and 
FlowJo v10.8 software (BD Biosciences). The data were analyzed excluding non-
viable cells and gating out isotype controls. To study TMRM transition, human 

bmMSCs were incubated at 37◦C for 30 minutes with 200 nM TMRM, then detached 
and analyzed on BD FACS to identify high and low TMRM cells. 
 
Seahorse Extracellular Flux (XF) Cell Mito Stress Test and Glycolysis Test 

Mitochondrial function and glycolysis were evaluated using Seahorse XFe24 Flux 
Analyzer (Agilent, Santa Clara, CA, USA) by measuring oxygen consumption rate 
(OCR) and extracellular acidification rate (ECAR). Sorted or treated bmMSCs were 
seeded on the Seahorse microplate at a density of 5 × 104 cells per well in DMEM 
supplemented with L-glutamine (2 mM), sodium pyruvate (1 mM) and glucose (10 mM), 
pH 7.4 for the Mitostress Test and with L-glutamine 2 mM for the Glycolysis Stress 
Test. To further define the role of mitochondrial respiration and glycolysis in cell 
metabolism, the compounds oligomycin (1 μM), carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy) 
phenylhydrazone (FCCP, 2 μM) and a mixture of rotenone and antimycin A (RAA, 1 
μM) were serially injected to measure basal and maximal OCR. Glucose (10 mM), 
oligomycin (1 μM) and 2-deoxy-glucose (50 mM) were sequentially injected to measure 
ECAR. All reagents came from Sigma-Aldrich (Saint-Louis, MI, USA). 
 
ROS assay 

ROS was measured using MitoSox Green method (Thermo Fisher Scientific). Low and 
high TMRM cells were washed with HBSS (Sigma-Aldrich) and incubated with 500 nM 
MitoSox Green for 20 minutes in the dark at 37°C under 5% CO2. The relative 
fluorescence intensity representing the intracellular generation of ROS was explored 
on a LSRFortessa Cell Analyzer at excitation and emission wavelengths of 488-nm 
and 510-nm respectively using FlowJo v10.8 software (BD Biosciences). 
 
Mitochondrial DNA Quantification  

Total DNA was extracted from human bmMSCs using DNeasy Blood & Tissue Kit 
(Qiagen, Valencia, CA, USA). Quantitative PCR (qPCR) was performed with SYBR 
Premix Ex Taq (Tli RNase H Plus; Takara, Dalian, China). Standard curves were 
established using primers as previously described and serial dilutions of the NADH 
dehydrogenase subunit 5 gene (ND5, mitochondrial genome), and β2-microglobulin 
(B2M, nuclear genome) to calculate absolute copy numbers ((Gambini et al. 2020) and 
Supplementary Table S1). Data were expressed as mitochondrial DNA (mtDNA) to 
nuclear DNA (nDNA) ratio for each sample. 
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Mitochondrial Network / Dynamics 

Functional status of mitochondria was evaluated by MitoTracker Red CMXRos 
(Thermo Fisher Scientific; # M7512) dye, depending on the mitochondrial membrane 
potential of living cells. BmMSCs were seeded in Nunc Lab-Tek chamber slides 

(Thermo Fisher Scientific) at a concentration of 5.0 × 104/well in 500 μL culture 

medium, incubated overnight at 37◦C and then for 30 minutes with the MitoTracker 
Red CMXRos at a final concentration of 200 nM in serum-free medium. After cell fixing 

in 4% formaldehyde, the fluorescent dye 4′,6-diamidine-2′-phenylindole 
dihydrochloride (DAPI) (Sigma-Aldrich; #10236276001) was applied for 6 minutes 
(dilution 1:20). Fluorescence of mitochondrial dye was imaged using a Zeiss LSM 780 
confocal laser scanning microscope (Zeiss, Baden-Wurtenberg, Germany) and 
quantitative analyses were performed using NIH ImageJ software (C. A. Schneider, 
Rasband, et Eliceiri 2012), expressed as percent fluorescence intensity. Mitochondrial 
morphology and network analysis were explored using the MiNA macro plugin tool on 
segmented images opened in Image-J as previously stated (Valente et al. 2017). 
 
RNAseq and Gene Expression Analysis  

RNASeq 

We generated strand-specific RNA libraries from 1 μg purified RNA using the TruSeq 
Stranded Total RNA plus Ribo-Zero Kit (Illumina, San Diego, CA, USA). The 
sequencing was performed at the Genomics and Bioinformatics Core of the I2MC 
Institute in Toulouse, France. Single end reads per sample were obtained using the 
HiSeq 2500 platform from Illumina. Reads were first trimmed using Cutadapt to remove 
the 3’-end adapters and trailing sequences, followed by aligning to human RefSeq 
mRNAs using TopHat2 (D. Kim et al. 2013). Gene ontology (GO) annotation was 
carried out using the GOrilla web-based application (Eden et al. 2009). GSEA (gene 
set enrichment analysis) was conducted using the open source GSEA v.4.0.0 program 
form the BROAD Institute (http://www.broadinstitute.org/gsea) to identify set of genes 
with concordant differences between low and high TMRM cells. Raw and transformed 
data are referred to on the GEO database as 251709. 

Gene expression  

Specific gene expression was assessed via quantitative real time polymerase chain 
reaction (qRT-PCR). Total RNA was isolated using ReliaPrep RNA Cell Miniprep 
System (Promega Madison, WI, USA; # Z6012) and cDNA prepared with the High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific); qRT-PCR was 
performed using SYBR Premix Ex Taq (Tli RNase H Plus; Takara) in 10 μL final volume 
on a StepOne Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific). Cyclophilin A (PPIA) 
was used as reference and primers sequence for qRT-PCR, always encompassing 
two exons for each gene, are described in Supplementary Table S1. Under basal 
conditions, we evaluated the expression of stem cell markers (MDR-1, MYC, 
NANOG1) as well as adipogenic (PPARGC1A), osteogenic (RUNX-2) and smooth 
muscle markers (ACTA2, α-SMA). Regenerative capacity of MSC cells were tested by 
measuring expression of PDGF and TIMP1 genes as previously described (Gambini 
et al. 2020).The expression of selected genes involved in mitochondrial dynamics 
(MFN2, FIS1, KIF5B, Dynein) and senescence (CDKN1A, CDKN1B) were also 
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explored. Gene expression was calculated with the 2−∆∆CT method and referred to the 
low TMRM expression ratio. 

ChIP-qPCR analysis 

ChIP was performed as previously described using the CUT&RUN Assay Kit (Cell 
Signaling, Danvers, MA, USA; #86652) (Skene et Henikoff 2017). In brief, 100,000 of 
low and high TMRM bmMSCs were harvested and washed with wash buffer (20 mM 
HEPES pH7.5, 150 mM NaCl, 0.5 mM spermidine and protease inhibitor cocktail), then 
10 μl pre-washed Concanavalin A coated beads in binding buffer (20 mM HEPES 
pH 7.9, 10 mM KCl, 1 mM CaCl2 and 1 mM MnCl2) were added per sample. Samples 
were incubated for 10 minutes at room temperature. Beads-bound nuclei were 
incubated with 1:50 H3K4me1 antibody for 2 hours at 4°C.  After washing with Dig-
wash buffer, 50µl pAG-MNase was added and rotated at 4°C for 1 hour. Beads were 
washed twice with Dig-wash buffer and put into wet ice, mixed with 2 μl 100 mM CaCl2 
and incubated for 30 minutes. Digestion was stopped with 2× stop buffer (340 mM 
NaCl, 20 mM EDTA, 4 mM EGTA, 0.02% digitonin, 0.05 mg/ml glycogen and 2 pg/ml 
heterologous spike-in yeast DNA) and incubated at 37°C for 10 minutes to release 
fragmented DNA. DNA was purified using DNA purification and column kit (Cell 
Signaling Cat.; #14209) according to the manufacturer’s recommendations. Diluted 
ChIP products were used for qPCR to analyze the relative enrichments. Gene 
expression was calculated with the 2−∆∆CT method and positive (GAPDH) and negative 
(SAT2) control genes using primers are referenced in Supplemental Table 1. 

Colony and Scratch assay 

Human bmMSCs were plated in growth medium on a 96-well plate, one cell by well, 
using BD Influx Cell Sorter (BD Biosciences). The medium was changed two times per 
week. After 10 days, cells were stained with DAPI (Sigma-Aldrich; #10236276001, 
1:20) for 20 minutes at room temperature and the presence of colonies was analyzed 
using Axiovert 40C Microscope supplied with Axiocam 503 (Zeiss). Clones and single 
cell counting were normalized to total cell number.  
Scratch assay was performed to evaluate cell migration capacity. Human bmMSCs 
were seeded into T25 flasks and grown to full confluence. Later, a straight scratch of 
the cell monolayer was executed with a 1 mL pipet tip. The cell scratch was 
photographed under a phase-contrast microscope at 0, 8, 24, and 48 hours and cell 
migration abilities (as the size of area of migrated cells inside the scratch) were 
evaluated visually using the same magnification in the same location throughout the 
experience. Three technical replicates were used for each donor. 
 
Cell proliferation and apoptosis assays (γH2AX) 

For the 2D-transwell proliferation assay, H9C2 cardiomyoblasts were cultured in 6-well 
plates at 5×104 cells per well and exposed to 5×104 treated bmMSCs in 0.4 μm pore 
size transwell inserts during 7 days under normoxic or hypoxic conditions. Cells were 
counted by automated imaging and quantitative analysis into an Incucyte Zoom system 
(Sartorius, Göttingen, Germany). For γH2AX foci staining, treated and control 
bmMSCs were grown on glass coverslips, fixed with 4% buffered paraformaldehyde 
(PFA) for 15 minutes at room temperature and permeabilized in PBS containing 0.5% 
Triton X-100 for 8 minutes. Cells were then incubated with 1:500 diluted polyclonal 
anti-γH2AX antibody (Cell Signaling; # 9718S) for 45 minutes at room temperature and 
detected with a secondary Alexa 488–conjugated goat anti-rabbit IgG (Thermo Fisher 
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Scientific; #A11008). Coverslips were finally mounted in Vectashield medium (H-1500; 
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) with DAPI. At least 30 cells were analyzed 
on an Axio Observer 7 Microscope (Zeiss) using NIH ImageJ software for 
quantification. 
 
Western Blot analysis 

Human bmMSCs were lysed and treated with protease and phosphatase inhibitor 
cocktails to extract total proteins. After quantification with DC protein assay (Bio-Rad, 
Hercules, CA, USA), proteins were run on SDS-PAGE gel (NuPAGE precast 4-12%; 

Thermo Fisher Scientific, MA, USA) and transferred to a Trans-Blot® TurboTM 

nitrocellulose membrane with Trans-Blot® TurboTM transfer system (Bio-Rad). 
Membranes were blocked for 1 hour at room temperature with 5% nonfat dry milk 

(ChemCruz, Huissen, Netherlands) in PBS containing 0.05% Tween® 20 (Sigma-

Aldrich) and then incubated with the appropriate primary antibody overnight at 4◦C. 
Primary antibodies used were: monomethyl H3K4 (#9723), monomethyl H3K27 
(#7693) and H2B (#12364) at 1:500 dilution, all from Cell Signaling. After PBS 

containing 0.05% Tween® 20 (Sigma-Aldrich) washes, membranes were incubated 
with the appropriate HRP-conjugated secondary antibody for 1 hour at room 
temperature. Blots were quantified on a ChemiDoc imaging system (Bio-Rad) using 
the previously described protocol (Gambini et al. 2020) and normalized by H2B protein 
expression.  
For γH2Ax western blot analysis on mice tissue, proteins from frozen heart ventricular 
apex were extracted using a FastPrep-24 instrument (MP Biomedical, Santa Ana, CA, 
USA) following the manufacturer’s recommendations. Membranes were incubated with 
a polyclonal γH2Ax antibody (Cell Signaling; # 9718S) and referred to Rho-GDI 
antibody (Cell Signaling; # 2564S) for quantification as reported in the previous 
paragraph. 
 
Animal model and bmMSC transplantation 

Experiments were performed on C57Bl/6 mice treated with a single intraperitoneal 
injection of doxorubicin (15 mg/Kg) to induce heart failure. In all experiments, 5 mice 
were used per group: untreated, treated with low TMRM cells and treated with high 
TMRM cells (800,000 cells per mouse). Sorted cells were administrated intravenously 
7 hours after doxorubicin treatment. Animals were sacrificed after 28 days to harvest 
hearts for histological procedures. 
Cardiac function was evaluated via non-invasive echocardiography. Echocardiography 
was carried out on lightly anaesthetized (1% isoflurane in air) mice placed on a heating 
pad. The left ventricular dimensions were obtained during Time Movement mode 
acquisition from the parasternal short-axis view at the midventricular level using a 
Vevo2100 echograph and a 40 MHz transducer (M550; Fujifilm Visualsonics, Tokyo, 
Japan). Images were analyzed off line with Vevolab software (Fujifilm Visualsonics). 
 
Histological procedures 

Hearts were divided into two sections. The apex was flash frozen in liquid nitrogen for 
protein expression measurements. The center section of the heart was slowly frozen 
in OCT (VWR, Radnor, PA, USA; #361603E) using an -80°C isopropanol bath. Briefly, 
hearts were transversely sectioned using a cryotome (Thermo NX50; Thermo Fisher 
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Scientific) rinsed quickly in 1 change of acetic acid solution prior to mounting in 95% 
alcohol with 2 changes in Histoclear solution (Sigma-Aldrich) followed by mounting in 
synthetic resin. Slides were fixed in 4% PFA in 0.1 M sodium phosphate buffer pH 7.4 
for 10 minutes before staining. Picrosirius red staining was performed to detect fibrosis 
according to the protocol of Junqueira et al. (Junqueira, Bignolas, et Brentani 
1979). Cross sectional area (CSA) was accessed with WGA-FITC (Thermo Fisher 
Scientific; #W11261) at 5 μg/ml for 10 minutes at room temperature to visualize cell 
membrane as referred (Emde et al. 2014). Myocyte cell surface area and total fibrotic 
area were quantified by using NIH ImageJ software after scanning on a NanoZoomer 
(Hamamatsu Photonics, Shizuoka, Japan). 
 
Statistical analysis  

Statistical analyses among different groups were performed with GraphPad Prism 9. 
Comparisons between the two groups were made using unpaired Student t test with 
unequal variances assumed while multiple group comparisons were carried out by 2-
way ANOVA or linear regression analysis. Data are presented as mean ± SEM; 
∗p < 0.05; ∗∗p < 0.01, ∗∗∗p < 0.001; ∗∗∗∗p < 0.0001. 

 

Results 

 

Metabolic and gene expression profiles after cell sorting  

After bone marrow isolation from human adults and first expansion, isolation of cells 
with low and high TMRM staining took place by fluorescence activating cell sorting 
(FACS) and the two population of cells were evaluated (Figure 1A). Immediately after 
sorting, the gated high TMRM and low TMRM populations were analyzed by FACS to 
assess differences in the expression of mesenchymal stem cells and endothelial 
markers. The results demonstrated that these two populations were phenotypically 
indistinguishable with positive marker staining for CD 73, 90 and 105 and negative 
staining for CD 31, 34 and 45 (Supplemental Figure 1). 
The bioenergetic profile (Figures 1B and 1C) showed that high TMRM cells had 
significantly greater levels of basal and maximal respiration in relation to considerably 
higher mitochondrial mass (n = 8, 1.8 104 ± 0.9 low TMRM vs. 4.1 104 ± 1.3 high TMRM; 
p < 0.001) and mitochondrial DNA copies (n = 14, mtDNA/nDNA ratio 180 ± 98 low 
TMRM vs. 372 ± 142 high TMRM; p < 0.05) (Figures 1D and 1E). Differences in 
mtDNA/nDNA ratio were related to mitochondrial density reflecting variation in 
mitochondrial biogenesis and not just in mtDNA copy number per mitochondria. On the 
contrary, the glycolysis test showed that low TMRM cells presented a significantly 2-
fold higher level of extracellular acidification rate (ECAR) as an indicator of glycolysis 
metabolism (Figures 1F and 1G). In terms of energy phenotype, high TMRM cells were 
more oxidative than low ones which were more glycolytic. 
Finally, the regenerative capacity of metabolic sorted bmMSCs was explored by 
measuring the gene expression of TIMP-1 related to trophic factor and PDGFB related 
to VEGF-induced angiogenesis (Nie, Zhang, et Wang 2020). We conveyed that low 
TMRM cells presenting a more glycolytic phenotype were able to ensure better 
regenerative capacity (n = 7, PDGFB relative expression 1.6-fold increased for low 
TMRM compared to high TMRM; p < 0.01) associated with lower growth and 
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differentiation control (n =7, TIMP1 relative expression 1.3-fold decrease compared to 
high TMRM p < 0.001) (Figures 1H and 1I). 
 

RNAseq analyses reveal epigenetic targets controlling metabolism 

We started by investigating global transcriptomic changes related to glycolytic or 
oxidative metabolism of bmMSCs. Differential expression analysis of pairwise 
comparison identified 799 differentially expressed genes (DEGs) with fold discovery 
rate (FDR) <0.05 related to 4 clusters (Figure 2A). Volcano plot for the DEG at FDR 
<0.05 with an absolute value of log2Fold change ≥1 identified 407 genes upregulated 
in high TMRM cells and 392 genes upregulated in low TMRM cells that were used for 
functional analysis (Figure 2B).  
Focusing on functional enrichment for low TMRM cells, we performed GO analysis 
using GOrilla based on biological process (Eden et al. 2009). Most highly significant 
upregulated genes in low TMRM populations were correlated with cell proliferation 
(Figure 2C; p<0.001) while substantial enrichments were related to epigenetic 
modifications and response to DNA damage for other clusters of upregulated genes in 
low TMRM cells (Figures 2D and 2E). We were not able to identify a significant 
upregulated expression for genes involved in the oxidative metabolism of high TMRM 
cells, suggesting that the significant changes we observed for functional metabolic 
profiles should also be linked to post-transcriptomic regulations (Supplemental Figure 
2). 
 
Mitochondrial dynamics are closely related to changes in cell metabolism 

RNA-seq analysis of eight low TMRM and high TMRM cells revealed differential 
changes in mitochondrial distribution throughout the cytoplasm (Figure 3A; p=0.03). 
To evaluate the mitochondrial dynamics, MitoTracker Red CMXRos was used as a red 
fluorescent dye that accumulates in living cells with functional mitochondria. The 
mitochondrial network was well defined at the perinuclear level of the low TMRM cells 
while fluorescence was more diffusely stained throughout the cytoplasm for the high 
counterparts (Supplemental Figures S3 and film for mitochondrial movement speed 
measurement). Using the Fiji macro tool MiNA, we were able to explore the dynamic 
nature of mitochondria in both sorted cells. While fragmented mitochondria are mainly 
represented in high TMRM cells (2.1-fold increase compared to low cells; p<0.05), 
fused mitochondria are significantly associated with low TMRM cells (2.3-fold 
compared to high cells; p<0.05) (Figures 3B and 3C) even though fused mitochondria 
have been previously associated with cell survival mechanisms (Rambold et al. 2011). 
Changes in mitochondrial network structure were related to considerably higher length 
and speed along microtubule networks for high TMRM cells (Figures 3D and 3E; 
p<0.05) and higher expression of motor KIF5B (kinesin1) and DYNEIN genes (Figures 
3E and 3F; 1.8-fold and 1.35-fold increase respectively; p<0.05) while fusion/fission 
process was unchanged in relation to MFN2 and FIS1 gene expression (Figures 3H to 
3I).  Consequently, compacting mitochondria in the perinuclear area for low TMRM 
cells was related to short length but a highly structured network suggesting the 
existence of cell survival mechanisms while distribution through the entire cytoplasm 
for high TMRM cells was linked with longer length but a less dense network allowing 
faster movement of mitochondria to change cell fate. 
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Epigenetic methylation is involved in mitochondrial metabolism and cell 
differentiation 

RNA-seq analysis of eight low TMRM and high TMRM cells demonstrated highly 
differential changes in epigenetic markers, especially for methyl transferase activity 
(Figures 4A & 4B; p<0.001) which we confirmed using ChIP-H3K4 and recovery rate 
for the positively GAPDH methylated gene compared to non-methylated reference 
(Figure 4C). We explored different epigenetic modifiers for histone methylation, 
acetylation and DNA methylation using GSK-LSD1 (GSK), decitabine (DAC) and 
trichostatin (TRI) drugs respectively (Supplemental Figures S4) and identified that 
methylation changes were the main epigenetic process controlling bmMSC 
metabolism using Seahorse analysis (OCR) and cell numbering. By focusing on lysine 
specific demethylase 1 (LSD1) as a fundamental player in the balance of repressive 
demethylation of H3K4 and stimulatory demethylation of H3K27 associated with cell 
fate decision (Adamo et al. 2011), we investigated monomethyl modification on lysine 
residues 4 and 27 of histone H3 for low and high TMRM cells (Figures 4D and 4E). We 
showed that LSD1 inhibition by 50 nM GSK was able to increase (p=0.052) the 
methylation status of the K27 residue in the bmMSCs while the methylation status of 
the K4 residue was not affected. Moreover, GSK treatment led to a significant decrease 
in oxidative metabolism at 48h (D2) (Figures 4F and 4G, 25% decrease in basal 
respiration for GSK treated bmMSCs; p<0.01) that was restored at day 7 (D7) and a 
considerable increase in cell proliferation at D2 (Figure 4H; 1.3-fold increase for GSK 
treated bmMSCs: p<0.05).  Relative to non-treated cells (bulk), gene expression 
analyses showed that 50 nM GSK treatment was able to substantially decrease the 
expression for genes of undifferentiation (MDR1 and NANOG1; p<0.01; MYC; p<0.05), 
cell lineage (ACTA2; p<0.01; RUNX2 and PPARG; p<0.05), mitochondrial dynamics 
(FIS1 and MFN2; p<0.001) and senescence (CDKN1B; p<0.05) (Figure 4J). The 
CDKN1A gene was not differentially expressed in GSK treated cells compared to bulk. 
The fission/fusion balance was conserved even if gene expression was less effective 
with GSK treatment. 
 
Therapeutic advantage of Low-TMRM bmMSC in vitro 
RNA-seq analysis of eight low TMRM and high TMRM cells indicated highly differential 
changes in proliferation and oxidative stress status (Figures 5A to 5C; p<0.01).  The 
results showed that cell scratch closure speed in low TMRM cells was faster 
suggesting stronger cell migration ability (Figures 5D and 5E). After 48 hours (D2), we 
observed a significant reduction in scratch width to 50% versus 24 hours in low TMRM 
cells (p<0.05) whereas no change in scratch width was noticed for high TMRM cells at 
24 and 48 hours. A single cell cloning assay revealed that low TMRM cells were more 
prone to produce clones than high TMRM ones (Figure 5F; p<0.05). Relative to less 
oxidative metabolism, low TMRM cells presented significantly reduced DNA damage 
with doxorubicin (doxo) treatment (1.8-fold decrease of γH2AX fluorescence for low 
TMRM versus high; p<0.05) (Figure 5G and Supplemental Figure S5) while basal ROS 
production was increased in high TMRM populations but not to a large extent 
(Supplemental Figure S6). Under normoxic conditions, coculture of H9C2 with either 
low or high TMRM cells did not present any proliferative advantage at Day 3 (D3) or 
Day 7 (D7) compared to H9C2 alone. On the contrary, under hypoxic conditions, 
coculture of H9C2 with low TMRM cells led to proliferative advantage at D7 in contrast 
to both H9C2 alone or when cocultured with high TMRM cells (1.75 higher cell number 
than D7 control and 1.57 higher cell number than high TMRM+H9C2 respectively; p< 
0.001) (Figures 5H and 5I).  
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Therapeutic advantage of Low-TMRM bmMSC in vivo 

In vivo studies were conducted on mice subjected to a single intraperitoneal (IP) 
injection of doxorubicin (doxo) at a dose of 15 mg/kg, with an overall monitoring period 
of 28 days (D28). The intravenous (IV) administration of 800,000 TMRM low or high 
cells was carried out 7 hours after the doxo injection (Figure 6A). The study focused 
on assessing the systolic and diastolic functions of the left ventricle (LV) as indicators 
of cardiac dysfunction induced by doxo. 7 days (D7) after treatment, we observed no 
difference (Figure 6B) while both low and high TMRM cells produced a reduction in left 
ventricular end-diastolic anterior wall (LVAW) thickness at Day 21 (D21) (Figure 6E, 
p<0.05). M-mode imaging following treatment with low or high TMRM cells for doxo-
induced cardiac dysfunction revealed that ejection fraction (EF) and fractional 
shortening (FS) were restored at D7 in both groups (Figures 6C and 6D). On contrary, 
at 21 days post-treatment, EF and FS were still comparable to control conditions only 
when using low TMRM cells (Figures 6F and 6G). Restoring cardiac ejection fraction, 
even in the presence of a reduced LVAW amphisizes the remarkable efficacy of the 
low TMRM treatment when doxo-induced heart failure.  
Cardiac hypertrophy was assessed by measuring collagen volume and cardiac cross-
sectional area (CSA) after 28 days of treatment (D28). In mice treated with low TMRM 
cells, both cardiac CSA and collagen volume showed improvement compared to doxo-
induced cardiac dysfunction although they did not return to control levels (Figures 6H 
and 6I and supplemental Figure S7). This was related to reduced but non-significant 
DNA damage at D28 for tissue treated with low TMRM cells in the context of known 
oxidative stress injury induced by doxo (Figure 6J and supplemental figure S8). 
Consequently, cardiac function was more effectively restored at 28 days with low 
TMRM cell treatment compared to high TMRM cell therapy, without any specific effect 
on doxo-induced fibrosis that remain below 10% even in the doxo-treated control mice. 
 

Discussion 

 
Successful mesenchymal stem cell therapy requires optimal engraftment and 
proliferation into selected tissues. The use of bmMSCs for heart failure therapy has 
been largely described in the literature with disparate results due to trial design and 
the quality of cell preparation (Kalou, Al-Khani, et Haider 2023; Guo et al. 2020). We 
have previously demonstrated that metabolic shift was a primary mechanism impacting 
cell fate and the survival of human cardiac MSCs (Gambini et al. 2020). Metabolic 
modulation is an effective strategy for enhancing functional properties and improving 
bmMSC therapeutic potency. Conditioning with 2 days or more of hypoxia has been 
used to boost bmMSC immunoregulatory and induce higher cell retention after 
transplantation (Beegle et al. 2015). Accordingly, we have shown that under hypoxic 
conditions, bmMSCs presenting low TMRM exhibit a higher level of glycolytic 
metabolism which favor H9C2 cell survival in relation to reduced oxidative stress and 
higher proliferative capacity.   

RNAseq analysis identified that molecular basis associated to regenerative capacity of 
low TMRM bmMSCs was mainly related to epigenetic modifications and DNA damage 
repair. Integrative analysis of DNA methylome and transcriptome for porcine bmMSCs 
have shown the critical role of epigenetics mechanisms in determining differences in 
biological characteristics (Feng et al. 2021). To date bmMSC transcriptomic analysis 
are mainly studied in the context of cell senescence and aging leading to decline in 
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tissue repair and regeneration (Xiaoyu Li et al. 2022). On contrary bmMSCs used for 
cellular therapy should reverse the effects of senescence and maintain their beneficial 
properties. As we observed for low TMRM cells their glycolytic metabolism was able to 
stimulate DNA repair and cell proliferation through epigenetic modifications that should 
enhance the stability and the therapeutic potential of bmMSCs but also their 
immunomodulatory properties (Walewska et al. 2023). Regulation of metabolic activity 
is therefore a relevant therapeutic target to intensify the regenerative functions of 
bmMSCs.   

In tissues where damage is linked to oxidative stress, glycolytic bmMSCs could 
efficiently salvage the damage. Doxorubicin-induced heart failure is known to have a 
direct effect on cardiac fibroblasts inducing a profibrotic phenotype (Levick et al. 2019). 
Here we show that the increased collagen percentage observed at 28 days after 15 
mg/kg treatment with doxorubicin was attenuated by bmMSCs injection, possibly 
trough paracrine effects (Mias et al. 2009; Podyacheva et al. 2022). Through the 
secretion of trophic factors and cytokines, glycolytic bmMSCs can modulate the local 
microenvironment, promote angiogenesis, reduce inflammation, and stimulate 
endogenous repair mechanisms. We observed that the intravenous bmMSCs injection 
given just after doxorubicin administration led to unchanged ejection fraction at 7 days 
for both low and high TMRM cells as a previously described preventive strategy (Di et 
al. 2012).  However, this ability to ensure a protective effect against oxidative stress 
injury at 21 days was observed only for low TMRM bmMSCs. In parallel to regeneration 
of cardiac ejection fraction related to reduced cardiomyocyte size, we therefore 
confirmed that glycolytic bmMSCs were able to decrease fibrosis post-injury (M. 
Correia et al. 2022) . This emphasizes the higher control exerted by redox 
environments in vivo for bmMSCs presenting glycolytic metabolism. The perinuclear 
mitochondrial distribution and associated network dynamics we also observed for low 
TMRM cells could be linked with resistance to oxidative stress induced by efficient 
retrograde signaling of perinuclear mitochondria (Al-Mehdi et al. 2012; Walker et 
Moraes 2022). We suggest that retrograde signaling in glycolytic bmMSCs should be 
able to manage cell reprogramming through metabolic pathways and epigenetic 
changes as an adaptative response to environment (Guha et Avadhani 2013; Santos 
2021).  

Similarly to hypoxia, epigenetic regulation of gene expression could be addressed as 
a means of maintaining metabolism according to glycolytic status as a reciprocal 
regulation of metabolic programming (Yi Zhao et al. 2022). By focusing on LSD1 
inhibitors, we confirmed the existence of epigenetic changes as histone methylation 
favored glycolytic metabolism of bmMSCs. As LSD1 was known to catalyze the mono 
and demethylated form of lysine residues from H3, LSD1 knockdown has shown a 
major effect of monomethylation on residues K4, K9 and K27 compared to K36 leading 
to immunomodulation and metabolic reprogramming (Beegle et al. 2015; Xiuchun Li et 
al. 2022). However, the metabolic impact of LSD1 depended on its association with 
multiple cofactors generating controversial results for glucose homeostasis depending 
on tissue (D. Wang et al. 2022).  Here we have demonstrated that LSD1 inhibition in 
bmMSCs mainly induced H3K27 methylation according to its predominant role in bone 
marrow regenerative capacity (Yujue Li et al. 2023). Therefore, if the use of epigenetic 
drugs could be discussed as a metabolic preconditioner for bmMSC therapy, 
epigenetic changes should be reversible as described for aging-related disease (K. 
Wang et al. 2022). 
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In conclusion, glycolytic bmMSCs might exhibit enhanced survival, functionality and 
therapeutic efficacy in the context of doxorubicin-induced cardiac injury. By integrating 
glycolytic bmMSC therapy with epigenetic modulation, it may be possible to enhance 
the regenerative capacity of bmMSCs and improve their therapeutic efficacy. Their 
ability to evolve under conditions of limited oxygen availability and their potential to 
secrete paracrine factors known for their cardio-protective and regenerative properties 
make them a promising candidate to mitigate heart damage. Further preclinical and 
clinical studies are needed to optimize these strategies and translate them into 
effective therapies. 
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Figure legends 

 

Figure 1: bmMSCs Sorted on Low and High TMRM Present Opposite Metabolic 
Pathway and Cell Lineage  

(A) Isolation and expansion of human bmMSCs by flow cytometry: 15% of cells with 
the lowest and highest mitochondrial membrane potential were collected and defined 
as low mitochondrial membrane potential (low TMRM) and high mitochondrial 
membrane potential (high TMRM). 

(B-C) Oxygen respiration rate (OCR) and basal respiration for high and low TMRM 
population using Mitostress Test on Seahorse XFe 24 Analyzer apparatus (n=5). 

(D-E) mt DNA copy number and mitochondrial mass for high and low TMRM 
populations (n=14). 

(F-G) Extracellular acidification rate (ECAR) profile and basal acidification for high and 
low TMRM populations using Glycolysis Stress Test on Seahorse XFe 24 Analyzer 
apparatus (n=3). 

(H) Expression levels for PGDFB and TIMP1 genes in low and high TMRM populations 
(n=7) 

* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001. 

 

Figure 2: RNAseq Analysis of Low and High TMRM Population (n=8) 

(A) Heatmap of most differential genes for low and high TMRM cells. 
(B) Volcano plot for differential expressed genes in low and high TMRM cells with FDR 
<0.05 and Log2Fold change ≥ 1. 
(C-E) Gene ontology analysis of significant biological process enrichment in low TMRM 
bmMSCs. 

* p<0.05; **** p<0.0001. 

 

Figure 3: Mitochondrial Network Dynamics 

(A) Gene set enrichment analysis (GSEA) plots depict the differentially expressed 
genes (DEGs) identified between low and high TMRM groups. 

(B-C) Mitochondrial morphology analysis using MiNA workflow on segmented images 
opened in ImageJ (n=7). 

(D-E) Quantitative analysis of mitochondrial length branch and speed movement using 
confocal laser scanning microscopy and ImageJ (n=7).  

(F-I) MFN2, FIS1, Dynein and KIF5B (Kinesin 1) gene expression for low and high 
TMRM populations (n=12) * p<0.05. 
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Figure 4: Epigenetic Pathways and bmMSCs Conditioning with 50 nM GSK  

(A-B) Gene set enrichment analysis (GSEA) plots depict the differentially expressed 
genes (DEGs) identified between low and high TMRM groups for histones methylation 
pathway.  

(C) Global H3K4 ChIP- analysis for low and high TMRM cells.  
(D-E) Western blot analyses of histones methylation after 48 hours (D2) 50 nM GSK 
treatment compared to untreated cells (bulk) and 5-day follow-up after GSK (D7; n=5). 

(F-G) Metabolic analyses after 48 hours (D2) 50 nM GSK treatment and 5-day follow-
up after GSK (D7; n=7). 

(H) Cell proliferation analyses after 48 hours (D2) 50 nM GSK treatment.  

(I) Expression analysis of genes involved in differentiation, cell fate, mitochondrial 
dynamics and senescence after 48 hours (D2) 50 nM GSK treatment (n=5). Fold 
change expression to control gene (cyclophilin A) and relative to bulk.  

* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001. 

 

Figure 5: Therapeutic Advantages of Sorted bmMSCs in vitro 

(A-C) Gene set enrichment analysis (GSEA) plots depict the differentially expressed 
genes (DEGs) identified between low and high TMRM groups: proliferation, KI67 and 
ROS signalling pathway categories. 

(D-F) Scratch test (n=4) and colony formation (n=11) for low and high TMRM cells.  

(G) DNA damage in low and high TMRM populations analyzed by confocal microscopy 
and γH2Ax staining (n=6).  

(H-I) 7-days coculture of H9C2 with low and high TMRM populations under normoxia 
(20% oxygen) or hypoxia (1% oxygen) (n=5) * p<0.05; *** p<0.001. 

 

Figure 6: Therapeutic Advantages of Sorted bmMSCs in vivo 

(A) Therapeutic Scheme of C57Bl/6 mice. 

(B-G) Electrocardiographic analysis of mice at D7 and D21 of doxorubicin-induced 
heart failure treated by low and high TMRM cells: LV AW, EF and FS. 

(H-J) Phenotypic characterization of cardiac fibrosis, cross sectional area and γH2Ax 
western blot analysis at D28 of doxorubicin-induced mice treated with low and high 
TMRM bmMSCs. 

* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; ****p<0.0001. 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 5 
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Figure 6 
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Supplemental data 

 

Supplemental Table 1: Primer sequences for RT-qPCR, ChIP-qPCR and mtDNA analyses 

 

 

 

 

 

 

GENE FORWARD REVERSE

Gene Expression Analysis

RUNX2 5’-TCTGGCCTTCCACTCTCAGT-3’ 5’-GACTGGCGGGGTGTAAGTA-3’

PPARGC1A 5’-ACTCAAGTGGTGCAGTGACC3’ 5’-CTGGGTACTGAGACCACTGC-3’

NANOG1 5’-AATACCTCAGCCTCCAGCAGATG-3’ 5’-TCGGTCACACCATTGCTATTCTTC-3’

MYC 5’-TTCTCTCCGTCCTCGGATTCTCT-3’ 5’-AGACTCTGATCCAGACTCTGACCT-3’

MFN2 5’-CCCCCTTGTCTTTATGCTGATGTT-3’ 5’-TTTTGGGAGAGGTGTTGCTTATTTC-3’

FIS1 5’-GGAGGAACAGCGGGATTACGT-3’ 5’-CTTCATGGCCTTGTCAATGAGC-3’

MDR1 5’-GGCTCCGATACATGGTTTTCC-3’ 5’-CCAGTGGTGTTTTTAGGGTCATC-3’

CDKN1A 5’-GGAAGACCATGTGGACCTGT-3’ 5’-GGATTAGGGCTTCCTCTTGG-3’

CDKN1B 5’-ACCTGCAACCGACGATTCTTC-3’ 5’-GGGCGTCTGCTCCACAGA-3’

DYNEIN 5’-ACGCAGGCCATGGAGAAGTACA-3’ 5’-TGTCTCGTGTGTGACGTAGCTG-3’

KIF5B (KINESIN-1) 5’-GAGTTAGCAGCATGTCAGCTTCG-3’ 5’-GCATCGACAGATTCCTCCAACTG-3’

ACTA2 (alpha-SMA) 5’-GCTCCCCTAAATCCCAAGGC-3’ 5’-ATCACCTGAATCCAGGACGAT-3’

PDGFB 5’-GAGATGCTGAGTGACCACTCGA-3’ 5’-GTCATGTTCAGGTCCAACTCGG-3’

TIMP1 5’-GGAGAGTGTCTGCGGATACTTC-3’ 5’-GCAGGTAGTGATGTGCAAGAGTC-3’

Cyclophilin 5’-GGCAAATGCTGGACCCAACACA-3’ 5’-TGCTGGTCTTGCCATTCCTGGA-3’

SAT2 5'-CTGAGAGCAGATGGCTTTGGAG-3' 5'-CCTCCAGATAAATGGTGCGTCC-3'

GAPDH 5'-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3' 5'-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3'

mtDNA quantification

ND5 5’-GGGGATTGTGCGGTGTGTG-3’ 5’-CTTCTCCTATTTATGGGGGT-3’

B2M 5’-TTGTCTTTCAGCAAGGACTG-3’ 5’-CTTCTCCTATTTATGGGGGT-3’
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Supplemental Figures S1 to S9 

 

Figure S1: Phenotypes of Low and High TMRM bmMSC populations using FACS analysis. Low-TMRM in 

blue and High-TMRM in red 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S2: Mitochondrial network analysis using live cell Imaging on Low and High TMRM bmMSC 
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Figure S3: Gene set enrichment analysis (GSEA) between Low and High TMRM cells for Glycolysis and 

Oxidative metabolic pathways 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S4: Effect of treatment by Decitabine (DAC), Trichostatin (TRI) and GSK LSD1 (GSK) on bulk bmMSC 

proliferation and Oxygen Consumption Rate  (OCR) analyzed on a Seahorse XFe 24 apparatus. (n=3) 
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Figure S5: Western blot H3K4me1, H3K27me1 referred to H2B for bulk bmMSC after 2 days (D2) and 7 days 

(D7) of 50 nM GSK LSD1 (GSK) (n=3) 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S6: γH2AX foci staining relative to DAPI after doxorubicin treatment on low and high TMRM bmMSC  

 

 

 

 

 

 

Figure S7 : ROS production in low and high TMRM bmMSC using mitosox staining and FACS apparatus  
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Figure S8: Picosirius red (PSR) and Wheat Germ Agglutinin (WGA) analysis after doxorubicin (Doxo)-

induced heart disease in mice model treated with low and High TMRM bmMSC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S9: Western blot H2Ax referred to RhoGD1 staining for doxorubicin (Doxo)-induced heart disease 

in mice model treated with low (L) and High (H) TMRM bmMSC. 
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DISCUSSION 

Pour considérer qu’une thérapie cellulaire basée sur des cellules stromales 

mésenchymateuses soit un succès, cela nécessite d’une part le maintien de la greffe 

mais aussi une prolifération optimale des cellules dans les tissus d’intérêt. 

L'utilisation de bmMSC pour le traitement de l'insuffisance cardiaque a été largement 

décrite dans la littérature avec des résultats disparates en raison de la conception des 

essais mais également de la qualité de la préparation cellulaire (Kalou, Al-Khani, et 

Haider 2023; Guo et al. 2020). 

 

Nous avons précédemment montré que les modifications métaboliques étaient 

précurseur du devenir et de la survie des MSC cardiaques humaines (Gambini et al. 

2020).  

Ainsi, la modulation métabolique serait une stratégie efficace pour améliorer les 

propriétés fonctionnelles et l’impact thérapeutique des bmMSC. 

Un conditionnement des bmMSC via une hypoxie de deux jours ou plus a déjà été 

utilisée pour améliorer l'immunorégulation des bmMSC et induire une rétention 

cellulaire plus élevée après la transplantation (Beegle et al. 2015). 

De la même manière, nous avons montré que dans des conditions hypoxiques, les 

bmMSC sélectionnées pour leur métabolisme glycolytique (faible TMRM) pouvaient 

favoriser la survie des cellules H9C2 (myoblastes de rat) en maintenant un stress 

oxydatif bas et une capacité de prolifération plus élevée par rapport à la plupart des 

cellules de métabolisme plus oxydatif soit à haut potentiel de membrane mitochondrial 

(marquage TMRM intense). 

In vivo dans un modèle de souris présentant un stress oxydatif aigu lié à 

l’administration de Doxorubicine, nous avons confirmé l’avantage des bmMSC 

glycolytique dans la récupération de la fonction cardiaque (fraction d’éjection 

ventriculaire) (M. Correia et al. 2022).  
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Si la fibrose cardiaque (pourcentage de collagène) induite par la Doxorubicine a été 

atténuée par l’injection des deux types de bmMSC (glycolytique et oxydative) il n’a pas 

été possible d’identifier un avantage lié spécifiquement aux bmMSC glycolytiques.  

Cette atténuation semble être essentiellement liée aux effets paracrines des bmMSC 

sur la fibrose comme précédemment décrit (Podyacheva et al. 2022; Mias et al. 2009). 

Cependant la fibrose observée à 28 jours post traitement reste inférieure à 10% dans 

notre modèle et n’a pas entravé l’amélioration de la fonction cardiaque.  

Il s’avère donc que la régulation de l’activité métabolique est une cible thérapeutique 

pertinente pour améliorer les fonctions régénératrices des bmMSC, comme décrit pour 

des souris âgées (Xiaoyu Li et al. 2022).  

L’injection des bmMSC glycolytique dans un environnement relativement plus élevé 

en oxygène peut initier la biogenèse mitochondriale et la génération de ROS, 

essentielles à l’engagement de la lignée ; ceci peut s’avérer critique pour la 

régénération optimale du tissu cardiaque.  

La question de savoir si les bmMSC conservent alors un phénotype glycolytique ou si 

elles s’orientent vers un métabolisme oxydatif pour favoriser la différentiation après 

transplantation reste une question non résolue à ce jour.  

 

Dans le cadre de la thérapie cellulaire c’est une question qui doit être posée si un pré 

conditionnement pharmacologique est utilisé.  

Ainsi, si l’utilisation de drogues épigénétiques pouvait être discutée pour le 

conditionnement métabolique des bmMSC, les changements épigénétiques devraient 

être réversibles comme décrit pour les maladies liées au vieillissement (K. Wang et al. 

2022).  

Dans notre étude, l’utilisation de GSK-LSD1 50nM a montré une réversion du 

phénotype métabolique à 7 jours, suggérant à la fois un arrêt du conditionnement 

épigénétique et le switch des bmMSC pouvant avoir été correctement greffées vers un 

métabolisme plus oxydatif et donc un phénotype différencié pouvant être bénéfique à 

la régénération cardiaque.  
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Comme pour l'hypoxie, la régulation épigénétique de l'expression des gènes pourrait 

être abordée pour maintenir le métabolisme en un état glycolytique en tant que 

régulation réciproque de la programmation métabolique (Yi Zhao et al. 2022).  

En se focalisant sur l'inhibiteur du LSD1, soit le GSK-LSD1, nous avons confirmé que 

les changements épigénétiques liés à la méthylation des histones favorisaient le 

métabolisme glycolytique des bmMSC. 

Comme le LSD1 catalyse la formation de structures mono- et di-méthylées des résidus 

lysine de H3, l'inactivation du LSD1 a montré un effet majeur dans la mono-méthylation 

des résidus K4, K9 et K27 par rapport au K36 conduisant à une immunomodulation et 

une reprogrammation métabolique (Chianese et al. 2022; Jin et al. 2017). 

Cependant, l’impact métabolique du LSD1 dépendrait de son association avec de 

multiples cofacteurs conduisant à des résultats controversés sur l’homéostasie du 

glucose en fonction des tissus (D. Wang et al. 2022). 

Nous avons montré dans ce travail que l'inhibition du LSD1 dans les bmMSC induisait 

principalement la mono méthylation de H3K27, conformément à son rôle prédominant 

dans la capacité de régénération de la moelle osseuse (Yujue Li et al. 2023). 

 

Notre étude conduit à éclaircir de nouvelles stratégies pour optimiser les thérapies 

basées sur les bmMSC dans le traitement de l'insuffisance cardiaque et à mettre en 

évidence les propriétés métaboliques des bmMSC en tant que cible prometteuse pour 

des thérapies régénératives cardiovasculaires plus efficaces. 

 

Cependant, certains points nécessitent encore d’être approfondis :  

 

 

 

 

➢ Réaliser une cartographie des cibles épigénétiques des populations de 

bmMSC 
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Récemment, l'épigénome, a été analysé en profondeur pour comprendre les 

signatures moléculaires qui spécifient l'identité cellulaire (Kelsey, Stegle, et Reik 

2017).  

Chaque type de cellule possède un épigénome unique qui est utilisé pour établir 

les programmes d’expression génique spécifiques qui dépendent de protéines 

régulatrices telles que des facteurs de transcription, l'ARN polymérase ou des 

re modeleurs de chromatine. 

L'analyse des facteurs de transcription et des modifications de la chromatine à 

l'échelle du génome fournit en effet des informations sur les processus de 

régulation des gènes, tels que la transcription, la différenciation cellulaire et la 

réponse cellulaire. 

Nous avons initié, en complément des techniques exposées ci-dessus, une 

étude de cartographie des nucléosomes et d’accessibilité de la chromatine aux 

facteurs de régulation de la transcription par Cleavage Under Target & Release 

Using Nuclease (CUT & RUN).  

Ceci nous a permis de confirmer l’impact des mécanismes de mono méthylation 

des histones dans la régulation fine du switch métabolique des bmMSC 

humaines.  

Nous souhaitons cartographier à l’échelle du génome les interactions 

ADN/protéine H3K4me1 et H3K27me1 (avec pour contrôle H3K4me3) et ainsi 

déterminer quelles seraient les cibles épigénétiques spécifiques des 

populations de bmMSC glycolytiques et oxydatives (Low et High TMRM) ainsi 

que des populations de bmMSC traitées ou non par le conditionneur GSK-

LSD1. 

Cela permettra par ailleurs de comparer les profils épigénétiques aux profils 

transcriptomiques que nous avons identifiés pour les bmMSC Low et High 

TMRM et qui ont démontré un rôle essentiel du mécanisme épigénétique en lien 

avec le métabolisme des cellules.   

 

➢ Compléter les tests in vitro par des tests de coculture de cellules traitées 

par le conditionneur épigénétique GSK-LSD1 
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Des conditionneurs épigénétiques tels que GSK-LSD1 à 50nM ont été 

appliqués à différentes concentrations sur les bmMSC pendant 48 heures. 

Pour les études de coculture, 5000 cellules myoblastiques de rat H9C2 ont été 

cultivées dans un milieu DMEM avec 5000 cellules bmMSC à TMRM faible ou 

élevée dans des conditions de normoxie (20 % d'oxygène) ou d’hypoxie (1 % 

d'oxygène). 

Des myoblastes de rat, H9C2 seront cultivées sur transwells avec des bmMSC 

traitées ou non avec ce conditionneur à différentes concentrations permettant 

d’identifier la dose adaptée à une amélioration de la  prolifération et la survie 

cellulaire tout en permettant la réversion de l’effet épigénétique dans une 

perspective de thérapie humaine. 

Il a déjà été initié des expériences de coculture 3D ou sphéroïdes avec des 

cellules H9C2 et des bmMSC triées bas et haut-TMRM ainsi qu’avec des 

bmMSC conditionnées ou non GSK-LSD1 afin de confirmer les résultats des 

cocultures 2D et mimer les conditions hypoxiques.  

Nous avons observé une amélioration de la survie des sphéroïdes constitués 

d’H9C2 et de bmMSC glycolytiques mais ces résultats doivent encore être 

confirmés. 

 

➢ Compléter les tests in vivo par l’injection de cellules conditionnées par 

GSK-LSD1 

Un objectif intéressant à atteindre serait de substituer le tri des bmMSC selon 

leur TMRM par un tri épigénétique en utilisant un conditionneur permettant une 

sélection des cellules présentant un profil glycolytique d’intérêt dans la thérapie 

cellulaire. 

La prochaine étape sera donc de reproduire les expériences in vivo sur un 

nombre suffisant de souris C57Bl/6 traitées une fois avec 15mg/kg de 

doxorubicine puis de les utiliser selon différents groupes : non traitées et traitées 

avec des cellules conditionnées GSK-LSD1. 

Il sera important de définir la dose de GSK-LSD1 minimale efficace au cours de 

ces tests (entre 50 et 200nM) comme cela aura été fait pour les tests in vitro. 
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➢ Tester l’efficacité thérapeutique des bmMSC métaboliquement 

sélectionnées sur un modèle murin d’insuffisance cardiaque chronique 

Le modèle murin TAC ou de constriction aortique transverse développé dans  

le laboratoire de l’I2MC pourrait être utilisé pour tester les différents 

conditionneurs métaboliques des bmMSC (X. Wang et al. 2023; Loyer et al. 

2008).  

 

En conclusion, les bmMSC glycolytiques présentent une capacité de survie améliorée 

in vitro et in vivo ainsi qu’une fonctionnalité et une efficacité thérapeutique dans le 

contexte d'une lésion cardiaque induite par la Doxorubicine.  

Le facteur limitant reste le tri cellulaire, nécessaire dans un laps de temps limité pour 

la culture cellulaire si une injection thérapeutique est envisagée chez l’homme.  

Le conditionnement épigénétique des bmMSC peut être une voie prometteuse mais 

l’innocuité du produit et la réversion des phénomènes épigénétiques restent à valider 

avant d’envisager leur utilisation en thérapie cellulaire cardiaque chez l’homme (B. Sun 

et al. 2023). 
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CONTEXTE SCIENTIFIQUE 

EPIDEMIOLOGIE DES NEOPLASIES 

NEUROENDOCRINES 

Les néoplasies neuroendocrines (NNE) représentent un groupe diversifié de tumeurs 

qui proviennent le plus souvent de l’axe gastro-entéro-pancréatique (GEP) 

représentant 55 à 70% de toutes les NNE ; la majorité de ces tumeurs sont 

sporadiques et les facteurs étiologiques restent le plus souvent inconnus.  

On distingue classiquement les tumeurs fonctionnelles, responsables de symptômes 

liés à une production tumorale de peptides ou d'amines, des tumeurs non 

fonctionnelles, non sécrétantes. 

Bien que la plupart des NNE soient des tumeurs indolentes, 10 à 20% des NNE sont 

des carcinomes neuroendocrines (CNE), qui sont des tumeurs hautement 

prolifératives caractérisées par une progression rapide de la maladie (Das et Dasari 

2021) ; selon la localisation de la tumeur primitive, la survie et les sites des métastases 

varient (Q. Yao, Chen, et Zhou 2019). 

Les NNE intestinales représentent le contingent des NNE-GEP le plus fréquent avec 

une incidence en augmentation et une survie moyenne à 5 ans au stade métastatique 

inférieure à 50% (Leoncini et al. 2017) ; en second se trouvent les NNE thoraciques, 

qui sont représentées notamment par les contingents pulmonaire et bronchique (J. C. 

Yao et al. 2008). 

Les néoplasies neuroendocrines intestinales ont un potentiel de malignité très élevé, 

elles tendent à progresser de manière asymptomatique contrairement aux autres 

tumeurs de l’axe GEP, notamment gastriques ou rectales, qui présentent un faible 

potentiel de malignité mais une expression plus agressive au niveau symptomatique. 

Les NNE-GEP peuvent par ailleurs être associées à un syndrome carcinoïde, 

habituellement corrélé à la présence de métastases hépatiques. 
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Le pronostic de ces tumeurs neuroendocrines demeure moins sévère par rapport aux 

autres types de cancers. 

Aujourd’hui les NNE sont mieux maîtrisées par les professionnels de santé, mais cela 

n’a pas toujours été le cas ; en effet, du fait de leur hétérogénéité, il est très difficile de 

réaliser le recueil des données épidémiologiques mondiales des NNE (Das et Dasari 

2021). 

Ainsi, il persiste encore d’un pays à l’autre une importante disparité dans les méthodes 

diagnostiques de ces tumeurs du fait de leur complexité, d’un spectre de 

manifestations cliniques très vaste mettant en porte à faux le diagnostic de ces 

tumeurs. 

Bien que généralement considérées comme rares, l’incidence des NNE a 

significativement augmenté au cours de ces dernières décennies ; selon la base de 

données Surveillance, Epidemiology, and End Results program (SEER), un 

programme fournissant des informations sur les statistiques du cancer parmi la 

population américaine, leur incidence est passée de 1,09/100 000 en 1973 à 5,25/100 

000 habitants en 2004 pour une prévalence de 35/100 000 habitants aux Etats-Unis 

(Figure 54) (J. C. Yao et al. 2008) : 

 

 

Figure 54 Incidence des NNE selon la base de données du SEER (J. C. Yao et al. 2008) 
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L'incidence et la prévalence des NNE continuent d'augmenter à l'échelle mondiale, 

avec les taux d'augmentation les plus élevés dans des pays comme les États-Unis, le 

Canada et la Norvège (Leoncini et al. 2017). 

Rien qu'aux États-Unis, l'incidence des NNE a été multipliée par plus de six au cours 

des quatre dernières décennies, avec une augmentation prédominante des tumeurs 

localisées plutôt que des tumeurs métastatiques ; la prévalence actuelle des NNE aux 

États-Unis est d'environ 170 000 patients (Chauhan, Kohn, et Del Rivero 2020). 

 

Cependant, les registres du SEER ne prennent en comptent que les CNE, les données 

sur les tumeurs bénignes étant souvent exclues de ces registres or pour la plupart des 

tumeurs épithéliales, l'invasion de la membrane basale détermine une preuve 

histologique de malignité.  

Devant l’absence de comportement malin évident, telle que l'invasion directe des 

organes adjacents, des ganglions lymphatiques régionaux ou de la présence de 

métastases, il devient difficile de classer une NNE dans la catégorie bénigne ou 

maligne. 

Bien que les données du registre SEER fournissent des informations importantes sur 

les CNE, il reste plus difficile de savoir dans quelles mesures ces données sous-

estiment la fréquence des NNE bénignes. 

En France, l’incidence des CNE malignes est estimée à 1,1/100 000 chez l’homme et 

0,9/100 000 chez la femme (C Lepage et al. 2004). 

L’augmentation de l’incidence s’explique par une meilleure connaissance de ces 

tumeurs par les cliniciens, l’uniformisation de leur classification (Irvin M Modlin et al. 

2008) et les progrès réalisés dans le domaine de l’imagerie (Figure 55) : 
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Figure 55 Incidence des NNE selon leur localisation (J. C. Yao et al. 2008) 

 

Le sexe ratio est de l’ordre de 1 pour les tumeurs bénignes et légèrement plus fréquent 

chez les hommes pour les tumeurs malignes (Lombard-Bohas et al. 2009) ; l’âge de 

survenue est quant à lui généralement situé entre 40 et 60 ans mais l’âge moyen au 

moment du diagnostic est de 60 ans rendant compte d’un diagnostic relativement 

tardif. 

Plus spécifiquement, les NNE digestives (NNED) représentent environ 1% des 

cancers digestifs en France (C Lepage et al. 2004) ; aux Etats Unis, toujours selon la 

base de données SEER, elles se placent en seconde position des cancers digestifs, 

derrière le cancer colorectal. 

Au sein du contingent digestif, la localisation la plus fréquemment retrouvée avec le 

rectum est l’intestin grêle ou small intestine. 

En effet, les NNE intestinales représentent à elles seules environ 30% des NNED 

(Figure 56) : 
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Figure 56 Incidence des NNED en fonction du site anatomique, selon la base de données du SEER 

 

Dans la plupart des cas, les NNED sont des tumeurs bien différenciées ( >80% ) (Côme 

Lepage, Rachet, et Coleman 2007) et de nature non fonctionnelle. 

Les NNED fonctionnelles, plus rares (< 20 %), sont le plus fréquemment représentées 

par les tumeurs carcinoïdes, les insulinomes et les gastrinomes. 

 

Plus de 50% des NNE intestinales sont diagnostiquées au stade métastatique, 

principalement au niveau hépatique ; la survie moyenne au stade métastatique à 5 ans 

est estimée inférieure à 50% (J. C. Yao et al. 2008) mais en fonction de la localisation 

du primitif et de l’invasion tumorale, cette moyenne peut varier. 

Parmi les principaux facteurs de mauvais pronostic se placent, le caractère peu 

différencié de la tumeur, le grade élevé (indice de prolifération, index mitotique) et le 

stade métastatique. 

L’évaluation de ces facteurs histologiques va permettre d’établir un arbre décisionnel 

qui définira les différentes options thérapeutiques (Irvin M Modlin et al. 2008). 
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RADIOTHERAPIE METABOLIQUE 

Les alternatives thérapeutiques pour les NNE intestinales non éligibles à une exérèse 

chirurgicale complète restent très limitées. 

La radiothérapie interne vectorisée (RIV) par peptide receptor radionucleide therapy 

(PRRT) au : 177Lutetium-[DOTA°,Tyr3] octreotate (177Lu-DOTATATE) délivre 

localement à bas débit de dose plusieurs centaines de grays au niveau des tissus 

tumoraux sur-exprimant les récepteurs à la somatostatine de type 2 (SST2) sans 

irradier significativement les tissus environnants (Kwekkeboom et al. 2008). 

Lors de l’essai clinique récent de phase III NETTER-1 (J. Strosberg et al. 2017) mené 

chez des patients atteints de NNE intestinales progressives métastatiques et 

inopérables, le traitement par PRRT a démontré sa supériorité en termes de réponse 

thérapeutique et d’amélioration du délai de survie globale sans progression par rapport 

au traitement standard par analogue de la somatostatine (aSST).  

L’essai NETTER-2, en cours de publication, montre que l’utilisation d’une PRRT en 

première ligne pour des patients avec NNE-GEP G2 ou G3 améliore significativement 

la survie sans progression.   

Le 177Lu-DOTATATE a obtenu l’AMM en octobre 2017 dans le cadre du traitement des 

NNE intestinales inopérables ou métastatiques, progressives, bien différenciées (G1 

et G2) et exprimant des récepteurs de la somatostatine (SSTR) chez l’adulte. 

A cela s’ajoute l’obtention d’une Amélioration du Service Médical Rendu (ASMR) de 

grade III en juillet 2018 (« LUTATHERA (177Lutécium oxodotréotide), 

radiopharmaceutique », s. d.). 

La lutathérapie (PRRT au 177Lu-DOTATATE) appartient à une nouvelle catégorie de 

molécules qualifiées de « théranostiques » (Baum et Kulkarni 2012). 

 

L’engouement pour ces nouveaux traitements reste cependant modéré en raison du 

peu de recul existant vis-à-vis de leur gestion et la crainte que suscite ces nouveaux 

acteurs métaboliques radioactifs révèle un besoin pressant d’outils performants 

permettant de cadrer rigoureusement leur utilisation. 
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En effet, chaque individu possède une radiosensibilité différente ; ainsi, l’évaluation de 

la radiosensibilité individuelle permettrait de proposer un schéma thérapeutique 

personnalisé. 

La diversité des options thérapeutiques et des profils évolutifs chez ces patients rend 

nécessaire l’identification de marqueurs biologiques permettant de guider la stratégie 

thérapeutique. 

A l’heure actuelle, seul le profil NETest établissant un score PPQ (Modlin) semble 

proposer des biomarqueurs assez robustes dans la prise en charge de ce type de 

tumeur et leur suivi thérapeutique.  

Cependant ce NETest n’est pas disponible en France et l’établissement du score reste 

complexe voire opaque pour une application à d’autres laboratoires. 

 

Devant la recherche permanente d’une prise en charge plus personnalisée des 

patients et la prise en compte de la radiosensibilité individuelle, une approche qualifiée 

de « biodosimétrie » nécessite la mise au point de marqueurs biologiques d’efficacité 

et de toxicité (Bolcaen et al. 2023). 

Le protocole GENEbioLuNET se proposait d’étudier la variabilité radio-induite de 

l’expression de gènes du métabolisme et de sa régulation chez les patients atteints de 

NNE intestinales et traités par PRRT.  

L’hypothèse de cette étude pilote est, que le suivi de biomarqueurs moléculaires au 

cours du traitement, permettrait de proposer une adaptation du schéma thérapeutique 

de façon plus focalisée sur les marqueurs de radiosensibilité des patients. 
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INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE 

I. DEFINITION ET CLASSIFICATION DES TUMEURS 

NEUROENDOCRINES 

Les NNE se définissent par l’expression de protéines de structure et de produits de 

sécrétion hormonale communs aux neurones et à l’ensemble des cellules endocrines. 

En 1907, le terme de « carcinoïde » est introduit pour définir un groupe de tumeurs 

iléales mais ce n’est qu’en 1963 qu’ une classification voit le jour et intègre l’origine 

embryologique de la tumeur (Williams et Sandler 1963). 

Aujourd’hui, des critères histologiques et immunohistochimiques bien définis 

permettent aux cliniciens d’identifier de manière fiable les NNE et de les différencier 

des autres types de tumeurs. 

Les critères de classification des NNE établis par l’OMS en 2010 puis réactualisés en 

2017 et 2022 ont permis d’uniformiser leur classification et ont remplacé toutes 

classifications et termes antérieurs tels que les tumeurs du système amine precursor 

uptake and decarboxylation (APUD), les tumeurs argentaffines et les tumeurs 

carcinoïdes (Klöppel 2017). 

 

I.1. ORIGINE ET SITE ANATOMIQUE 

Le système « neuroendocrinien » est un système vaste et complexe.  

Les cellules neuroendocrines peuvent s’organiser au niveau (André, Valo, et Guyétant 

2003) : 

➢ D’organes ou parties d'organes : 

o Hypothalamus, 

o Antéhypophyse, 
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o Médullo-surrénale, 

o Parathyroïdes, 

➢ D’amas bien individualisés à l'intérieur d'un organe : pancréas endocrine, 

➢ De réseau de cellules dispersées à l'intérieur d'un organe, 

➢ De la thyroïde, 

➢ Du tube digestif, 

➢ Du poumon, 

➢ Du thymus, 

➢ De l’appareil urinaire, 

➢ De l’appareil génital. 

 

Les cellules neuroendocrines du tube digestif, du pancréas et de l’appareil respiratoire 

dérivent de l’endoderme alors que les cellules neuroendocrines de l’intestin ont la 

particularité de dériver des cellules entéro-chromaffines dites de Kultchinsky. 

L’origine embryologique des cellules neuroendocrines et de leur clone tumoral, permet 

de différencier (Figure 57) (Lawrence et al. 2011) : 

 

➢ Les tumeurs développées à partir de l’intestin antérieur ou « foregut » 

(classification anglo-saxonne) qui comprennent : 

o Les NNE de l’appareil respiratoire (larynx, trachée, bronches) et du 

thymus, 

o Les NNE digestives dites « hautes » comprenant l’œsophage, l’estomac, 

le duodénum, le haut jéjunum, et le pancréas. 

➢ Les tumeurs développées à partir de l’intestin moyen ou « midgut ». 

Elles comprennent les NNE jéjunales, iléales, appendiculaires et caecales. 

➢ Les tumeurs développées à partir de l’intestin postérieur ou « hindgut ». 

Elles comprennent les NNE coliques et rectales. 
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Figure 57 Origine embryologique des NNE (Bournaud-Salinas, s. d.) 

 

I.2. MANIFESTATIONS CLINIQUES 

Les NNE intestinales se caractérisent par la manifestation de symptômes cliniques 

aspécifiques (Niederle et al. 2016).  

Elles sont, dans 60% des cas, asymptomatiques et de découverte fortuite. 

Les symptômes dépendent généralement du siège, de la taille de la tumeur ainsi que 

de sa différenciation tumorale. 

Les signes fonctionnels ou symptômes les plus fréquemment retrouvés sont : 

➢ Douleurs abdominales, 

➢ Altération de l’état général (anorexie, asthénie, amaigrissement), 

➢ Nausées, vomissements, 

➢ Météorisme abdominal, 

➢ Syndrome occlusif en cas de masse tumorale volumineuse. 

 

Il est fréquent de retrouver un syndrome carcinoïde (20 à 30%), associé à la présence 

de métastases hépatiques ; celui-ci peut se manifester chez tous les patients atteints 

de NNE mais il est plus couramment retrouvé en présence de NNE intestinales. 

Le syndrome carcinoïde se manifeste par un ensemble de symptômes liés à 

l’hypersécrétion de sérotonine, majoritairement, et d’autres peptides (histamine, 
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bradykinine…) dans le sang ; il se caractérise par des signes fonctionnels et 

symptômes typiques : 

➢ Flush, typique chez environ 90% des patients, qui se caractérise par une 

coloration rouge ou violacée touchant le visage et la partie supérieure du tronc, 

d’apparition brutale, favorisée par le stress et la prise d’alcool, 

➢ Diarrhées, chez 70% des patients, qui peuvent être de type moteur et 

sécrétoire, 

➢ Tachycardie et diminution de la pression artérielle, 

➢ Autres atteintes : cardiopathie carcinoïde, bronchoconstriction pulmonaire… 

 

Seulement 20% des tumeurs digestives sont fonctionnelles ce qui implique qu’elles 

peuvent sécréter : 

➢ Des hormones, 

➢ Des facteurs de croissance, 

➢ Des neurotransmetteurs, 

A l’origine de symptômes cliniques typiques et bruyants (Figure 58) : 

 

PRINCIPALES SECRETIONS 

HORMONALE 

PRINCIPAUX SYNDROMES 

SECRETOIRES 

SIEGES LES PLUS FREQUENTS 

Sérotonine Syndrome carcinoïde Iléon 

Bronches 

Insuline Insulinome Pancréas 

Glucagon Glucagonome Pancréas 

Gastrine Gastrinome Duodénum 

Pancréas 

Vasoactive intestinal 

peptide (VIP) 

Vipome Pancréas  

Surrénale (phéochromocytome) 

Somatostatine Somatostatinome Pancréas 

Duodénum 

Bronches 

Cortisol Syndrome de Cushing Bronches  

Thymus 

Pancréas 

Figure 58 Principaux syndromes sécrétoires des NNE fonctionnelles 
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Plus fréquentes, les NNE non fonctionnelles auxquelles appartiennent les NNE 

intestinales, sont souvent silencieuses. 

Généralement de découverte fortuite, elles se manifestent par des symptômes 

cliniques aspécifiques pouvant passer inaperçus, ce qui peut être à l’origine d’un 

important retard diagnostic (Klöppel, Perren, et Heitz 2004). 

L’intensité de ces symptômes va être proportionnelle à la progression et à l’invasion 

tumorale (syndrome de masse) ce qui explique leur découverte à des stades avancés 

de la maladie. 

 

I.3. CLASSIFICATION 

L'analyse anatomo-pathologique de la tumeur doit être obtenue (par biopsie ou 

chirurgie) avant tout traitement médicamenteux afin d’obtenir le grading et le staging. 

La dernière version adaptée de la classification OMS 2022 des NNE par la Société 

savante des maladies et cancers de l’appareil digestif (SNFGE) est résumée ci-

dessous (Figure 59) : 

 

 

Figure 59 Classification 2022 des Néoplasies Neuroendocrines selon l’OMS. Adapté et modifié d’après (Rindi et al. 
2022) 
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Cette classification permet de différencier les NNE en fonction de leur degré de 

différenciation cellulaire par l’utilisation d’outils immunohistochimiques ; ainsi, les 

NNE-GEP peuvent être classées en tant que NNE G1, G2 ou CNE G3 composées 

respectivement de cellules tumorales bien, moyennement ou peu différenciées 

(Klöppel 2017). 

Les NNED font également l’objet d’une classification tumor nodes metastasis (TNM), 

mise à jour par l’Union for International Cancer Control (UICC) en 2022 (« TNM 

Classification of Malignant Tumours, 8th Edition | UICC », s. d.) ; celle-ci intègre les 

particularités des NNED à la classification TNM classique conçue sous l’égide de 

l’European Neuro Endocrine Tumor Society (ENETS) (Niederle et al. 2016) et permet 

d’établir une stadification tumorale (Figure 60) : 

 

T TUMEUR ENDOCRINE PRIMITIVE 

TX Tumeur primaire non évaluable 

T0 Pas de tumeur primitive décelable 

T1 Tumeur envahit la muqueuse ou la sous-muqueuse et est < 1cm 

T2 Tumeur envahit la musculeuse ou > 1cm 

T3 Tumeur envahit la sous séreuse (respecte la séreuse) 

T4 Tumeur envahit la séreuse ou d’autres organes/structures adjacents 

N ADENOPATHIE(S) REGIONALE(S) 

NX Adénopathie(s) régionale(s) non évaluable(s) 

N0 Absence de métastase ganglionnaire 

N1 Présence de métastases ganglionnaires régionales < 12 ganglions 

M METASTASE(S) 

MX Métastase(s) à distance non évaluable(s) 

M0 Absence de métastase à distance 

M1 Présence de métastase(s) à distance  

M1a : hépatiques, M1b : dans au moins un site extra-hépatique, M1c : hépatiques et osseuses 

 

Figure 60 Classification TNM des NNE du jéjunum/iléum d’après l’UICC 2022 (« TNM Classification of Malignant 
Tumors, 8th Edition | UICC », s. d.) 

 

  



170 | P a g e  
 

II. DIAGNOSTIC DES TUMEURS 

NEUROENDOCRINES 

Tous les dossiers de patients atteints de NNE doivent être discutés en réunion de 

concertation pluridisciplinaire (RCP) régionale puis soumis au Réseau National de 

référence de prise en charge des Tumeurs Neuroendocrines malignes sporadiques et 

héréditaires (RENATEN). 

Le réseau RENATEN comprend dix-sept centres experts répartis sur l’ensemble du 

territoire français, spécialisés dans la prise en charge des patients porteurs de NNE ; 

chaque dossier patient y est soumis afin de vérifier les critères d’éligibilité à un 

traitement et de discuter des alternatives thérapeutiques. 

Le réseau RENATEN est la branche clinique du Groupe d’étude des Tumeurs 

Endocrines (GTE). 

Le GTE est une société savante crée en 2002 qui réunit les différentes spécialités 

impliquées dans la prise en charge des NNE : anatomopathologistes, biologistes, 

chirurgiens, endocrinologues, gastroentérologues, généticiens, médecins nucléaires, 

oncologues et radiologues (« ENDOCAN - RENATEN », s. d.). 

A ses côtés, on retrouve les réseaux nationaux d'expertise pour le diagnostic 

anatomopathologique et génétique des néoplasies neuroendocrines (TENpath et 

TENgen). 

 

II.1. IMAGERIE MEDICALE 

Face à la grande diversité des modes de présentation des NNE : type, grade, 

fonctionnelle ou non, les besoins en terme d’imagerie sont très divers (van Essen et 

al. 2014) et toutes les caractéristiques de ces tumeurs doivent être prises en compte 

pour orienter le choix de l’imagerie. 
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I I .1.1.  TECHNIQUES CONVENTION NELLES  

Au même titre que les examens biologiques de routine et comme dans toute nouvelle 

démarche diagnostique en cancérologie, un bilan d’imagerie conventionnelle est en 

premier lieu réalisé. 

L’imagerie conventionnelle comprend, selon les recommandations publiées dans le 

Thésaurus National de Cancérologie Digestive (TNCD) en 2023 et réalisé sous l’égide 

de la SNFGE, les examens suivants : 

➢ Endoscopie/iléo-coloscopie 

Ce sont les examens d’imagerie conventionnelle indispensables avant tout acte 

chirurgical pour : 

o Rechercher la lésion primitive, 

o Apprécier son extension, 

o Réaliser des biopsies. 

L’iléo-coloscopie permet notamment de rechercher un cancer du côlon associé. 

➢ Scanner thoraco-abdomino-pelvien avec réalisation d’un temps artériel tardif 

dans le but de rechercher un autre cancer associé. 

➢ IRM hépatique ou scanner hépatique 3D dans le cas de présence de 

métastases résécables afin d’évaluer l’étendue de l’invasion hépatique. 

➢ Scintigraphie osseuse, couplée au scanner, en cas de suspicion de 

métastase(s) osseuse(s) non retrouvée(s) par les autres examens d'imagerie. 

 

I I .1.2.  TECHNIQUES MOLECULAI R ES  

L’imagerie moléculaire joue un rôle clé dans la prise en charge des NNE intestinales 

du fait de leur richesse en SSTR et plus particulièrement en récepteurs SST2 (J. 

Reubi et al. 2001). 

De nombreux progrès ont permis de mettre au point de nouvelles techniques 

d’imagerie fonctionnelles qualifiées de « moléculaires » or celles-ci sont 

particulièrement adaptées au diagnostic et à la prise en charge des NNE puisqu’elles 

utilisent des aSST radiomarqués. 
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Il existe plusieurs techniques d’imagerie dites « nucléaires » utilisant des traceurs 

radioactifs :  

➢ La scintigraphie, 

➢ La tomographie par émission mono-photonique (TEMP), 

➢ La tomographie par émission de positons (TEP). 

 

Les radionucléides utilisés pour la scintigraphie émettent des rayons gamma (γ) 

d'énergies bien définies et sont détectés par les cristaux de scintillation dans une 

caméra gamma (van Essen et al. 2014). 

Le choix de l’imagerie fonctionnelle est à discuter en RCP or dans un premier temps il 

sera orienté selon le grade tumoral établi par la classification OMS 2017. 

Ainsi, pour les NNE bien différenciées (G1 ou G2), l’imagerie moléculaire utilisant les 

analogues de la somatostatine sera privilégiée pour établir le stade de la tumeur et 

évaluer l’expression des récepteurs SST2, marqueur pronostique et de sélection pour 

la PRRT ; pour les NNE peu ou pas différentiées (G3) et dès que l’indice du ki67 est 

supérieur à 10-15%, le TEP-18 fluoro désoxy-glucose (FDG) sera utilisé. 

L’imagerie moléculaire va permettre de : 

➢ Localiser la lésion primitive et caractériser la tumeur, 

➢ Confirmer la nature différenciée (SST2+) / non différenciée (SST2- et FDG +), 

➢ Permettre un bilan d’extension lésionnel corps entier, 

➢ Aider à la décision thérapeutique et permettre une évaluation pronostique (en 

fonction du profil SST2+ ou SST2-). 

 

Voici par ailleurs, les différents examens d’imagerie moléculaire réalisables : 

➢ La scintigraphie à l'octreotide ou Octréoscan 

L’octreotide, analogue de synthèse de la SST, en raison de son fort taux 

d’absorption, fut en 1989 le premier aSST radiomarqué utilisé couplé à une 

technique de scintigraphie pour visualiser in vivo des tumeurs SST+ (Ep et al. 

1993; 1989). 

➢ La TEP-Di-hydroxy-phénylalanine (DOPA) est utilisée pour les tumeurs bien 

différenciées. 
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➢ La TEP-18FDG est utilisée pour les tumeurs peu différenciées ou en cas de 

TEP-DOPA négatif. 

➢ La TEP-[68Ga-DOTA0-1NaI3] octreotide (68GA-DOTANOC) 

Une étude utilisant le 68Ga-DOTANOC a mis en évidence une sensibilité de 

92% et une spécificité de 98% (Ambrosini et al. 2012) de cette technique, 

supérieure au Ga-DOTATOC et au Ga-DOTATATE précédemment utilisés.  

L’avantage que présente le TEP 68Ga-DOTANOC est donc de pouvoir détecter 

de plus petites lésions. 

Ainsi, l’Association Européenne de Médecine Nucléaire a publié des directives 

de procédure pour l’imagerie au 68Ga-DOTA-SSA (Figure 61) (I et al. 2010) : 

 

 

Figure 61 Exemple d’imagerie moléculaire utilisant les aSST radiomarqués (« Imagerie TEP aux 
analogues de la somatostatine marqués au 68 Ga dans les Tumeurs endocrines digestives bien 

différentiées - PDF Free Download », s. d.) 

 

L’imagerie moléculaire présente de nombreux avantages, le gain en termes de 

performance diagnostique est indéniable, la TEP apportant une meilleure résolution 

spatiale et possédant une meilleure sensibilité par rapport à la TEMP, lorsqu’elle est 

combinée à l’utilisation de traceurs plus performants ayant une meilleure affinité pour 

les SSTR (Mm et al. 2011; A et H 2008) ; ceci est lié au choix de l’aSST ainsi qu’au 

radio-marquage par le 68Gallium qui présente un spectre d’affinité aux récepteurs de 

la somatostatine plus large. 
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Au cours de ces dernières années, l’imagerie est devenue une des pierres 

angulaires de la prise en charge des NNE dans le cadre du diagnostic ou pour 

orienter la prise en charge thérapeutique. 

 

II.2. BIOMARQUEURS 

Le bilan biologique outre le bilan classique (ionogramme sanguin, exploration de la 

fonction rénale, formule sanguine) comprend l’évaluation de biomarqueurs spécifiques 

propres à ce type de tumeur. 

Ces biomarqueurs jouent un rôle dans l’évaluation de la réponse tumorale, la 

surveillance de la progression de la maladie et sont utilisés comme indicateurs 

pronostiques (Je et B 2003). 

Cependant, une élévation isolée de ces marqueurs n'est généralement pas suffisante 

pour établir un diagnostic sans confirmation anatomopathologique. 

Parmi ces biomarqueurs, on distingue les marqueurs « généraux », utilisés pour 

l’ensemble des NNE, des marqueurs spécifiques à certains types de tumeurs comme 

les NNE fonctionnelles. 

L’expression de ces marqueurs par les clones tumoraux démontre la conservation du 

phénotype endocrine par les NNED, que ce soit sur le plan structurel ou fonctionnel. 

 

I I .2.1.  CHRO MOGRANINE A 

La Chromogranine A (CgA) est le biomarqueur neuroendocrinien tumoral de référence, 

c’est un marqueur sensible, précis à 60-85% pour les NNED (Irvin M Modlin et al. 

2008) mais cependant non spécifique ; son taux est augmenté chez 50 à 100% des 

patients atteints de NNE (Eriksson, Oberg, et Stridsberg 2000). 

Il est à l’heure actuelle le meilleur marqueur pour le diagnostic, le suivi mais également 

le pronostic de la maladie car son taux est directement corrélé à la progression 

tumorale et à la réponse thérapeutique (S et al. 2010; R et al. 2008). 
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La CgA est une glycoprotéine de quatre cent trente-neuf acides aminés codée par le 

chromosome 14, largement présente dans les granules de sécrétion des cellules 

neuroendocrines et est sécrétée par la quasi-totalité des NNED. 

Pour les tumeurs bien différenciées, les taux plasmatiques de CgA peuvent être 

directement corrélés à la taille de la tumeur et à l’envahissement des tissus adjacents, 

notamment en présence de métastases hépatiques. 

Son dosage est réalisé par une méthode immunologique d’enzyme linked immuno-

sorbant assay sandwich (ELISA), le seuil de pathogénicité étant fixé à 100ng/mL (ou 

200U/L). 

De plus, son augmentation au cours du suivi de l’évolution tumorale est un facteur de 

mauvais pronostic (Figure 62) : 

 

 

Figure 62 Diagramme de Kaplan-Meier comparant la survie de patients atteints de NNED en fonction du taux de 
CgA (R et al. 2008) 

 

Le CgA reste cependant un marqueur controversé en raison de sa faible spécificité. 

Son élévation peut correspondre à une prolifération non spécifique (10 à 35%) et sa 

valeur peut être surestimée dans les situations suivantes : traitement par inhibiteurs 

de la pompe à proton (P. M et al. 2005), gastrite chronique, insuffisance rénale, 
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insuffisance hépatique, maladie de Parkinson, hypertension artérielle non traitée, 

grossesse, traitement par stéroïdes ou glucocorticoïdes, épisode infectieux… 

A contrario, chez les patients traités par les aSST, le taux de CgA circulant peut être 

abaissé et son utilité questionnée chez ce groupe de patients (S et al. 2010). 

 

I I .2.2.  ACI DE 5-HYDROXY INDOLE ACET I QUE  

L’acide 5-hydroxy-indole acétique (5-HIAA) est le biomarqueur spécifique du 

syndrome carcinoïde.  

Les 5-HIAA sont des produits de dégradation issus du métabolisme hépatique de la 

sérotonine et éliminés par voie urinaire (Meijer et al. 2000). 

Le dosage des 5-HIAA est réalisé sur sérum, urines de la nuit ou urines de 24h, il 

présente une sensibilité de 70 à 75% et une spécificité proche de 100% pour le 

diagnostic des NNE intestinales.  

Pour le syndrome carcinoïde, ce dosage présente une excellente sensibilité de l’ordre 

de 100% et une très bonne spécificité de l’ordre de 85 à 90% (De Mestier et al. 2021; 

Jm et Tm 1986). 

Il présente certains inconvénients concernant les conditions de recueil avec des 

restrictions alimentaires strictes 48h avant le dosage (excluant le café, thé, la banane, 

les fruits secs, l’avocat, les mollusques…) afin d’éviter des faux positifs (D et al. 2009). 

 

I I .2.3.  B IO MARQ UEURS MO LECULA I RES  

L’identification de biomarqueurs sensibles et robustes pour établir le diagnostic, suivre 

la progression de la maladie et surveiller l'efficacité du traitement représente le 

principal challenge de ces dernières années, le retard au diagnostic des NNE 

entrainant des répercussions sur l’efficacité du traitement.  

L’enjeu actuel est de proposer des outils capables de fournir un diagnostic précoce et 

un suivi fiable de l’évolution de la maladie, il existe donc un besoin crucial en 

biomarqueurs de NNE sensibles et spécifiques (K et al. 2015), plus informatifs et 

précis. 
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➢ Analyse de transcrits de gènes 

Au cours de ces dernières décennies, le paysage thérapeutique et génomique 

des NNE a été largement étudié (C. J et al. 2014), la découverte de mutations 

et d’anomalies d’expression de certains gènes a ouvert des perspectives pour 

l’utilisation de nouveaux biomarqueurs.  

Qui plus est, l’étude d’une empreinte moléculaire a déjà bien été investiguée et 

utilisée dans d’autres cancers tel que le cancer du sein avec le MammaPrint® 

qui étudie une signature moléculaire de soixante-douze gènes. 

Les microArrays sont utilisés en cancérologie pour le typage tumoral en fonction 

des profils d’expression génique, permettant de cribler simultanément plusieurs 

milliers de gènes et de fournir une signature moléculaire d’un type cellulaire 

donné ; Modlin et al ont mis au point, en 2013, une « signature moléculaire 

multi-transcrits » spécifique des NNE GEP, à partir d’un panel de cinquante-et-

un gènes et réalisée sur biopsie liquide (Figure 63) (Irvin M. Modlin, Drozdov, 

et Kidd 2013) : 

 

 

Figure 63 Identification des 51 marqueurs moléculaires des NNE (Irvin M. Modlin, Drozdov, et Kidd 2013)  
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Ils ont d’abord analysé les données de profils d’expression géniques issues de 

tissus sains et de tissus tumoraux provenant essentiellement de cancers 

hépatiques, du sein, du colon, de la prostate et du poumon, obtenus par 

microArrays et extraites à partir de la base de données ArrayExpress 

(Parkinson et al. 2009). 

Puis ils ont analysé des données provenant de microArrays réalisés sur des 

tissus normaux et NNE :  

o Le GEP-NEN-A, sur muqueuse intestinale normale, NNE primaires et NNE 

métastatiques (K. M et al. 2007), 

o Le GEP-NEN-B, sur muqueuse iléale normale, NNE de l’intestin moyen, 

et métastases hépatiques (Leja et al. 2009). 

Et enfin l’expression de gènes provenant de quatorze échantillons sanguins de 

sujets sains et de sujets atteints de NNE GEP par microArrays (S. J et al. 2005). 

Ils ont ensuite réalisé une analyse bio-informatique de l’ensemble de ces 

données, ce qui a permis de présélectionner soixante-quinze gènes et de définir 

trois panels de potentiels gènes d’intérêt :  

o Un panel composé de gènes surexprimés dans les tissus de NNE 

(coexprimés dans les GEP-NEN A et B), 

o Un panel composé de gènes surexprimés dans le sang de patients atteints 

de NNE (coexprimés avec les GEP-NEN A et B), 

o Un panel issu de treize gènes décrits dans la littérature tels que les gènes 

SSTR (Muscarella et al. 2011; K. M et al. 2006). 

Pour finir, ces trois panels ont été analysés par RT-PCR quantitative (RT-qPCR) 

sur des échantillons sanguins de sujets sains et de sujets atteints de NNE.  

Ainsi l’étude du profil d’expression des soixante-quinze gènes a permis 

d’identifier cinquante-et-un gènes d’intérêt. 

Parallèlement, l’analyse bio-informatique des ontologies fonctionnelles a permis 

de mettre en évidence une surexpression des gènes impliqués dans les voies 

du métabolisme cellulaire ; cette signature moléculaire a ensuite été intégrée 

au NETest (Irvin M. Modlin et al. 2018).  
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Ce test, qualifié de « multi-analytes », fait l’analyse des profils d’expression des 

cinquante-et-un gènes du panel à partir d’ARNm circulants par RT-qPCR qui 

sont ensuite intégrés à deux algorithmes mathématiques distincts non explicités 

par les auteurs (Figure 64) : 

 

 

Figure 64 Principe du NETest (Irvin M. Modlin et al. 2018) 

 

Le « tumor score » identifie si l'échantillon est une NNE ou non (score 0–8) ; les 

échantillons notés de 0 à 2 sont classés comme normaux et ceux de 3 à 8 sont 

classés comme des NNE. 

La deuxième analyse « omic index », évalue l’expression de gènes 

biologiquement pertinents impliqués dans les voies de développement des 

NNE ; ainsi, les valeurs omiques supérieures ou égales à 50 ont une probabilité 

d'identification en tant que maladie progressive supérieure à 75%. 

Ces deux ensembles d’information sont condensés en un seul score, qui est 

mis à l’échelle 0 à 100%, le « NETest score » ; cette mise à l'échelle est fonction 

de la pondération du score de classification (analyse 1), par l'expression 

biologique liée au statut de la maladie (analyse 2). 

Le NETest détermine pour chaque patient la catégorie de risque tumoral : 

o Faible <40%, 

o Modéré 40% à 79%, 
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o Elevé >80% d'activité de la maladie. 

Il présente une excellente sensibilité et spécificité (> 95%) pour la détection 

NNED et se veut nettement plus précis que le dosage du CgA lui-même qualifié 

de test « mono-analyte ». 

Ce test permet de fournir une évaluation multidimensionnelle (grâce à l’analyse 

de groupes de gènes) pour diagnostiquer la NNE et évaluer le statut de la 

maladie. 

 

➢ Analyse des miARN 

Autres marqueurs moléculaires d’intérêt, les miARN participent à la régulation 

des gènes au niveau post-transcriptionnel.  

Plusieurs miARN agissent soit comme oncogènes, soit comme suppresseurs 

de tumeurs, influençant ainsi la croissance et la dissémination des tumeurs.  

Jusqu'à récemment, les données sur les profils d'expression de miARN dans 

les NNED étaient encore rares mais les miARN sont aujourd’hui considérés 

comme de potentiels biomarqueurs d’intérêt (Zimmermann et al. 2018) grâce à 

l’étude de leurs profils d’expression en fonction du site de la tumeur primitive, 

de la présence ou non de métastases et de leurs sites métastatiques (Figure 

65) : 

 

SITE PRIMAIRE PANCREAS ILEUM APPENDICE RECTUM 

miRNA 

sur-exprimés 

let-7e, 

miR-126, 

miR-127, 

miR-30a-3p, 

miR-409-3p, 

miR-539, 

miR-652, 

miR-95  

Let-7g, 

miR-16, 

miR200a, 

miR-320, 

miR-324-3p, 

miR-331, 

miR-342-3p, 

miR-744  

miR-125b miR-151-3p 

miRNA 

sous-exprimés 

miR-155, 

miR-193b, 

miR-28-3p, 

miR-642, 

miR-886-5p  

 

 

miR-200c, 

miR-223, 

miR-24  

 

 

Figure 65 Profil d’expression de certains miRNA dans les NNED 
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De nombreuses études tendent aujourd’hui à établir le profil miARN des NNE 

intestinales à la recherche de nouveaux biomarqueurs pronostiques 

(Arvidsson et al. 2018). 

Cependant, la mesure de miARN reste complexe par son utilisation en 

pratique clinique courante (Malczewska et al. 2018). 

 

De surcroit, ces biomarqueurs moléculaires ne semblent pas être affectés par 

l'alimentation, l'âge, le sexe, l'origine ethnique ou l'utilisation à long terme des 

inhibiteurs de la pompe à protons (IPP), contrairement à la CgA ou à la 5-HIAA (Irvin 

M. Modlin, Drozdov, et Kidd 2014). 

Cela conforte l’idée que les biomarqueurs moléculaires peuvent fournir une information 

précise et sensible pour identifier les NNE et évaluer la progression de la maladie. 

 

Ainsi toutes ces études soulignent un besoin crucial en biomarqueurs de haute 

précision pour le diagnostic et la gestion des NNE. 

La mise au point d’un test « multidimensionnel » capable de fournir des informations 

sur le diagnostic, le pronostic, le volume de la tumeur et la réactivité au traitement tout 

en tenant compte des spécificités propres de chaque tumeur (grading et staging) serait 

un outil majeur dans la prise en charge de ces tumeurs complexes chez ces patients 

lourds. 

Or actuellement aucun test ne répond à ces besoins ou est disponibles pour tous les 

services cliniques et les données concernant l’expression d’ARNm et miARN dans les 

NNE sont encore relativement rares comparées à divers autres types de tumeurs. 

 

II.3. ANATOMO-PATHOLOGIE 

L’obtention d’une analyse histologique est bien évidemment indispensable dans la 

démarche diagnostique et rejoint la classification vue au paragraphe I.3. 
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III. TRAITEMENT DES TUMEURS 

NEUROENDOCRINES 

III.1. ROLE DE LA SOMATOSTATINE 

I I I .1.1.  SO MATO STAT INE ET  ANALOGUES  

La SST a été découverte en 1973 (Guillemin et Gerich 1976) ; il s’agit d’une hormone 

protéique inhibitrice de l’hormone de croissance growth hormone releasing hormone 

(GHRH) qui existe sous deux formes : 

➢ Une forme de quatorze acides aminés majoritairement sécrétée au niveau 

digestif, 

➢ Une forme de vingt-huit acides aminés prédominante au niveau du système 

nerveux. 

Outre sa sécrétion au niveau de l’hypothalamus elle est également sécrétée au niveau 

gastro-intestinal par les cellules D, réparties de manière diffuses au niveau du tractus 

digestif mais leur quantité diminue de l’estomac jusqu’au colon.  

La principale action de la somatostatine est d’inhiber les sécrétions exocrines et 

endocrines du tractus digestif mais elle a diverses autres fonctions (Figure 66) 

(Lamberts, Krenning, et Reubi 1991) : 

 

INHIBITION DES 

SECRETIONS EXOCRINES 

INHIBITION DES 

SECRETIONS ENDOCRINES 
AUTRES ACTIONS 

 Salivaire : amylase 

 Gastrique : acide 

chlorhydrique 

 Hépatique : bile 

 Pancréatique : 

amylase, trypsine, 

lipase 

 Digestives : sécrétine, 

VIP… 

 Pancréatiques : 

glucagon, insuline. 

 Inhibition de la motilité 

gastrique et intestinale 

 Hémodynamiques : diminution 

du flux sanguin splanchnique, 

diminution de la pression du 

système porte 

 Contrôle de la prolifération 

cellulaire dans les tissus 

normaux et tumoraux 

Figure 66 Modes d’action de la SST (Harris 1994) 
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Les aSST présentent certains avantages par rapport à la somatostatine naturelle 

(Harris 1994), ils possèdent une demi-vie plus longue et se fixent avec une plus forte 

affinité aux récepteurs SST2. 

Historiquement, l’Octreotide fut le premier analogue de la somatostatine développé.  

Leurs mécanismes d’action antitumoraux sont décrits ci-dessous (Figure 67) (Mestier 

et al. 2014) : 

 

 

Figure 67 Mécanismes directs et indirects de l’activité antitumorale des aSST dans les NNED (Mestier et al. 2014) 

 

I I I .1.2.  RECEPT EURS DE LA SO MATO STAT INE  

Les SSTR sont des récepteurs à sept domaines transmembranaires (Figure 68)  

(Weckbecker et al. 2003) : 
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Figure 68 Structure des SSTR avec l’exemple du sous-type SST2A (Weckbecker et al. 2003) 

 

Au début des années 1990, cinq sous-types de SSTR ont été clonés et caractérisés, 

SST1 à SST5 (Hoyer et al. 1995) ; ces cinq SSTR diffèrent par leur capacité à 

internaliser le ligand lié au récepteur. Or cette étape d’internalisation va jouer un rôle 

clé dans le choix de la RIV par PRRT. 

Une des principales caractéristiques des NNE est leur richesse d’expression en 

SSTR ; en effet, ceux-ci sont présents à la surface de 75-90% d’entre elles (Hofland 

et Lamberts 2003). 

La majorité des tumeurs dites SST+ expriment simultanément plusieurs sous-types de 

SSTR.  

Il existe une variation considérable de l'expression des sous-types de SSTR entre les 

différents types de tumeurs et entre les tumeurs du même type, SST2 restant 

cependant le sous-type le plus largement retrouvé dans les cellules tumorales. 

Les implications cliniques de la présence des SSTR dans les NNE sont multiples, que 

ce soit comme marqueur prédictif d'efficacité d’un traitement par aSST ou en tant que 
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marqueur diagnostique, pronostique et comme cible radiothérapeutique potentielle (J. 

C. Reubi et al. 1992). 

Ainsi, la richesse d’expression de ces récepteurs, la connaissance de leur mode 

d’expression et de fonctionnement des différents sous types dans les NNE ont permis 

d’élargir les possibilités thérapeutiques en ciblant spécifiquement les SSTR. 

La « positivité SSTR », notamment en SST2, des NNE intestinales en font une cible 

de choix pour le développement de nouvelles molécules tels que les aSST 

radiomarqués, utilisés dans le cadre diagnostique (imagerie moléculaire) ou en 

thérapeutique par PRRT (J. Reubi et al. 2001). 

 

III.2. TRAITEMENT DES TUMEURS 

NEUROENDOCRINES INTESTINALES 

Il existe différentes alternatives thérapeutiques pour la prise en charge de ce groupe 

complexe de tumeur. 

 

I I I .2.1.  CHI RURGIE  
 

Actuellement, la chirurgie est le seul traitement curatif pour les tumeurs localisées mais 

40% des patients présentent des métastases au diagnostic. 

Le tableau ci-dessous présente les différentes options thérapeutiques proposées selon 

les caractéristiques des NNE (Figure 69) : 
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CARACTERISTIQUES 
NNE 

BIEN DIFFERENCIEE 

NNE 

MOYENNEMENT 

DIFFERENCIEE 

NNE 

PEU DIFFERENCIEE 

OU CNE 

GRADE* G1 G2 G3 

INDEX DU KI 67  

ET/OU  

INDEX MITOTIQUE* 

Ki67 < 3%  

et 

 < 2 mitoses 

Ki67 < 3-20%  

ou  

2-20 mitoses 

Ki67 > 20%  

ou 

 > 20 mitoses 

EVOLUTION CLINIQUE ET 

RESULTATS  

TDM OU IRM 

Progression lente Intermédiaire Progression rapide 

NOMBRE DE LESIONS TEP-

FDG+ 
Faible  Intermédiaire Elevée  

EXPRESSION SSTR Élevée Intermédiaire Faible  

PRONOSTIC Bon Moyen Mauvais 

TRAITEMENT DE 1ERE 

INTENTION 
Chirurgie curative 

TRAITEMENT DE 2EME 

INTENTION 

 Chirurgie : réduction de la tumeur primitive 

+/- métastases 

 aSST** 

 Thérapie ciblée : Everolimus, Sunitinib 

 PRRT** 

 Chimiothérapie 

 Interféron 

 Chimio embolisation 

 Chimiothérapie 

*selon les recommandations de l’OMS 2019 thérapeutiques (« Référence Tumeurs neuroendocrines du grêle », 

s. d.) et de l’ENETS (van Essen et al. 2014) 

**condition : surexpression des récepteurs à la SST 

Figure 69 Caractéristiques des NNE et options thérapeutiques (« Référence Tumeurs neuroendocrines du grêle », 
s. d.) 

 

I I I .2.2.  PRRT  AU 1 7 7LU-DOTATATE 

Nous nous intérresserons ici au traitement des NNE intestinales bien différenciées (G1 

ou G2) localement avancées ou métastatiques, qui représentent nos tumeurs d’interêt 

et dont l’arbre décisionnel est présenté ci-dessous (Figure 70) : 
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Figure 70 Arbre décisionnel d’aide à la prise en charge des NNE intestinales métastatiques (selon TNCD SNFGE 
2023 et PRRT) 

 

La RIV par PRRT est une forme de radiothérapie systémique qui permet la délivrance 

ciblée d’un radionucléide à des cellules tumorales exprimant un haut niveau de 

récepteurs à la somatostatine sans irradier le tissus sain environnant (Cives et 

Strosberg 2017; Kwekkeboom et al. 2008). 

Il existe à ce jour peu d’options thérapeutiques pour la prise en charge des patients 

atteints de NNE avancées, progressives sous traitement standard par aSST. 

L’essai clinique randomisé de phase III NETTER-1  a montré un haut niveau de preuve 

dans évaluation de l’efficacité et l’innocuité du 177Lu-DOTATATE chez des patients 

atteints de NNE inopérables, bien différenciées de l’intestin moyen (G1 et G2), 

métastatiques ou localement avancées, progressives selon les critères de response 

evaluation criteria in solid tumors (RECIST) (J. Strosberg et al. 2017; Eisenhauer et al. 

2009) ; cette efficacité a été récemment soulignée par les résultats de NETTER-2 sur 

des NNE digestives G2 et G3. 
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Les deux principaux critères d’inclusion étaient la progression de la maladie sous 

aSST à dose standard et la surexpression des SSTR, révélée par scintigraphie. 

L’objectif étant d’évaluer la survie sans progression (PFS) chez des patients traités par 

177Lu-DOTATATE et octreotide LP 30mg (177Lu-Dotatate à la dose de 7,4 GBq toutes 

les 8 semaines pour 4 injections) versus octreotide LP à 60mg seul, un analogue 

pharmacologique de la SST (Figure 71) : 

 

 

 177LU-DOTATATE + 

OCTREOTIDE 

n=111 

OCTREOTIDE 

 

n=110 

 

HAZARD RATIO (HR) 

PFS A 20MOIS 65,2% 10,8% HR = 0,21 

IC95 (0,13 – 0,33) 

TAUX DE REPONSE 

OBJECTIVE 

18% 3% p <0,001 

RESULTATS PRELIMINAIRES 

DE SURVIE GLOBALE 

  HR = 0,4 

p = 0,04 

Figure 71 Résultats de l’essai clinique de phase III NETTER-1 illustrant le gain de survie sans progression apporté 
par le traitement 177Lu-DOTATATE (J. Strosberg et al. 2017, 3) 

 

La PRRT présente l’avantage d’être la seule option thérapeutique pour les NNE 

utilisant un biomarqueur prédictif d’efficacité clair, l’expression de SSTR (Van Essen 

et al. 2007). 

Au préalable, les candidats à la PRRT sont sélectionnés à l’aide de la scintigraphie à 

l’octreotide (ou du TEP-68Ga), ce qui permet de quantifier l’expression des SSTR de la 

tumeur (Kolasińska-Ćwikła et al. 2018). 
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Outre le niveau d’expression des récepteurs, la réponse tumorale ne dépend pas que 

de la dose reçue mais également de la masse tumorale, de la biologie du cancer et de 

son potentiel de résistance ainsi que du choix du radionucléide (émetteur beta ou 

gamma). 

Par ailleurs, du fait de la toxicité au niveau de la moelle osseuse et du rein, les patients 

doivent présenter une fonction rénale normale avec un débit de filtration glomérulaire 

(DFG) > 50mL/min et une moelle fonctionnelle pour être éligibles à la PRRT. 

Après fixation du radio peptide sur les SSTR, le complexe récepteur/radio peptide va 

être internalisé par endocytose, les produits de dégradation de ces radio peptides sont 

ensuite stockés dans le lysosome permettant la libération et la rétention de la 

radioactivité ; cette rétention cellulaire de la radioactivité conduit à une exposition 

prolongée des cellules tumorales (Capello et al. 2003). 

Plusieurs facteurs permettent de déterminer la quantité d'absorption d'aSST 

radiomarqués (Hofland et Lamberts 2003) : 

➢ La stabilité du radio peptide, 

➢ Les niveaux d’expression et le type de SSTR exprimé chez le patient, 

➢ L’affinité du radio peptide pour les SSTR exprimés, 

➢ L’efficacité de l’internalisation, 

➢ La rétention des radio-isotopes par la cellule tumorale, 

➢ La masse du radiopharmaceutique injecté. 

 

Le 177Lu-DOTATATE se compose de trois éléments :  

 

➢ Un radionucléide isotope, le 177lutécium 

Le 177 lutécium (177 Lu) est une beta-particule de moyenne énergie mais 

également gamma-émetteur de faible énergie. 

Cette petite particule présente une meilleure absorption dans les plus petites 

tumeurs et sa toxicité est plus faible au niveau de la moelle osseuse et du rein ; 

elle possède par ailleurs une énergie maximale de 0,498MeV et une pénétration 

tissulaire de 1,7mm ainsi qu’une demi-vie égale à 162h.  
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Grace à son émission gamma, elle peut être utilisée en imagerie pour détecter 

les récepteurs à la somatostatine mais également pour la dosimétrie et la 

surveillance de la réponse tumorale (Pool et al. 2010), ses spécificités en faisant 

un outil théranostique efficace. 

➢ Un aSST, l’octreotate, un analogue possédant une plus forte affinité pour les 

SST2. 

➢ Un chélateur, l’acide tétra-acétique de tétra-azacyclododécane (DOTA)  

Ce dernier va permettre de lier les deux éléments cités précédemment et de les 

stabiliser en formant un complexe. 

 

Le 177Lu-DOTATATE, a obtenu l’AMM en Octobre 2017, pour le traitement des NNED 

inopérables ou métastatiques, progressives, bien différenciées (G1 et G2) et exprimant 

des récepteurs de somatostatine chez les adultes. 

Les recommandations de la HAS (« LUTATHERA (177Lutécium oxodotréotide), 

radiopharmaceutique », s. d.) concernant le 177Lu-DOTATATE (Lutathera®) vis-à-vis 

des NNE intestinales sont les suivantes : « La radiothérapie interne vectorisée avec 

Lutathera® est un traitement de deuxième intention, après progression de la maladie 

avec octréotide dans les NNE intestinales métastatiques, progressives, bien 

différenciées (G1, G2) et exprimant des récepteurs de somatostatine. Par ailleurs, la 

Commission recommande que pour les patients présentant des tumeurs d’emblée 

progressives ou avec une masse tumorale hépatique importante (>50%), l’utilisation 

de Lutathera®, sans avoir reçu de l’octréotide au préalable, pourra être discuté lors 

des RCP du réseau RENATEN. » 

 

La PRRT est aujourd’hui de plus en plus utilisée et alors que ses effets toxiques sont 

essentiellement comparés à ceux de la radiothérapie externe, notamment pour les 

dommages à l’ADN.  

Il est important de noter que divers types de lésions de l’ADN se produisent notamment 

en fonction des types de radiation subies (α, β, ᵧ, ions lourds) par les cellules or selon 

l’importance des lésions, l’intégrité génomique des cellules est mise en péril. 
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Ainsi, au moment de la division cellulaire, des process se coordonnent pour assurer le 

maintien de la stabilité du génome et la préservation du matériel nucléaire ; ces 

processus sont appelés réponses aux dommages à l’ADN (DDR) et sont répertoriés 

ci-dessous (Figure 72) : 

 

MECANISMES DE 

REPARATION DE 

L’ADN 

AGENTS DE 

DOMMAGE A L’ADN / 

GENOTOXIQUES 

CARACTERISTIQUES 

DES LESIONS A L’ADN 

EXEMPLES DE 

LESIONS DE L’ADN 

FONCTIONS DE 

REPARATION DE L’ADN 

REPARATION PAR 

EXCISION DE 

BASES 

 (BER) 

ROS, 

Rayons X, 

Agents alcalinisants 

Lésion oxydative Oxydation de l’uracile 

(8-oxo-G), 

Cassure simple brin 

Retrait de base par N-

gycosylase, 

Retrait de sucre 

abasique, 

Remplacement 

REPARATION PAR 

EXCISION DE 

NUCLEOTIDES 

(NER) 

UV, 

Hydrocarbones 

aromatiques 

polycycliques 

Lésion de distorsion 

d’hélice 

Réticulation inter-brin Retrait de fragment ADN 

et remplacement 

REPARATION DES 

DECALAGES 

(MMR) 

Réplication Erreur de réplication Mésappariement A-G 

/ T-C, 

Insertion, 

Délétion 

Retrait de brin par 

exonuclease, 

Digestion, 

Remplacement 

REPARATION DES 

CASSURES 

DOUBLE-BRIN 

(DSBR) 

Rayons X,  

Radiations ionisantes, 

ROS, 

Agents antitumoraux 

Cassures ADN double-

brin 

Cassures ADN 

double-brin, 

Réticulation inter-brin 

Détente, 

Alignement, 

Ligation 

Figure 72 Systèmes DDR  

 

La capacité de signalisation du DDR, peut, si elle n’est pas assez efficace, engendrer 

des mutations. 

Afin de contrecarrer les lésions oxydatives de l'ADN, la réparation par excision de 

bases (BER) est considérée comme la principale voie permettant d'éliminer les 

modifications formées en grande partie sur les bases de l'ADN, notamment la 8-oxo-

7,8-dihydroguanine (8-oxoG), l'oxydation de base purique la plus répandue avec un 

potentiel mutagène élevé.  

Parallèlement, il a été démontré que la réparation par excision de nucléotides (NER), 

le système de réparation de l'ADN le plus polyvalent dans les cellules humaines, 

fonctionne activement pour neutraliser l'oxydation de l'ADN, en particulier dans le cas 

de lésions oxydatives volumineuses telles que les cyclo-purines (Lee et Kang 2019). 
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Lorsque les dommages sont importants, ces processus de réparation s'accompagnent 

d'une activation de points de contrôle du cycle cellulaire, qui donne aux cellules 

suffisamment de temps pour terminer la réparation ou déclencher l'apoptose (Lee et 

Kang 2019). 

Les lésions de l'ADN résultant de l'attaque des ROS peuvent générer à la fois des 

lésions non volumineuses (sans déformation de l'hélice) et volumineuses (déformant 

l'hélice). 

Dans les cellules humaines, BER et NER sont les deux voies de réparation par 

excision de l’ADN responsables respectivement de l’élimination des lésions de l’ADN 

non volumineuses et volumineuses. 

Les deux voies de réparation partagent trois étapes communes, notamment (Figure 

73) (Lee et Kang 2019) : 

➢ La reconnaissance des lésions, 

➢ L'excision du nucléotide endommagé, 

➢ La resynthèse à l'aide d'ADN polymérases sans erreur. 

 

 

Figure 73 Mécanismes de réparation par excision de l’ADN pour des lésions causées par les ROS (Lee et Kang 
2019) 
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De nombreux gènes impliqués dans le BER sont hautement conservés des bactéries 

aux humains, ce qui indique que le BER est une voie de réparation fondamentale dans 

la plupart des organismes vivants. 

La voie BER est spécialisée dans la réparation de lésions non volumineuses à base 

unique sous la forme de petites modifications chimiques, notamment des dommages 

par oxydation, alkylation et désamination. 

Les modifications de bases sont pro-mutagènes et/ou cytotoxiques, selon la manière 

dont elles interfèrent avec la fonction matrice de l'ADN lors de la réplication et de la 

transcription. 

Pour lancer la procédure, BER utilise une ADN glycosylase spécifique pour la 

reconnaissance des lésions et l'élimination de la base endommagée. 

Bien que chaque ADN glycosylase ait une structure distincte et une spécificité de 

substrat, toutes les glycosylases partagent un mode d'action commun pour la 

reconnaissance des dommages : 

➢ Retourner la base affectée hors de l'hélice d'ADN, ce qui facilite une détection 

sensible des modifications de base, même mineures, 

➢ Catalyser le clivage d'une liaison N-glycosidique, libérant une base libre et 

créant un site abasique (site apurinique/apyrimidinique ou site AP). 

 

De nombreuses études épidémiologiques ont étudié l'association entre les variantes 

courantes des gènes BER et le cancer humain (Karahalil, Bohr, et Wilson 2012).  

De plus, les gènes de réparation de l'ADN, y compris les gènes BER, ont été examinés 

de manière approfondie dans différentes études afin de déterminer leur association 

avec la toxicité radio-induite chez les patients cancéreux subissant une radiothérapie 

(Bartsch et al. 2007). 

En outre, des différences interindividuelles dans la réponse à l'exposition aux 

rayonnements thérapeutiques ont été observées, et cette variabilité peut être 

influencée par des facteurs génétiques impactant l'efficacité de la réparation de l'ADN 

(Andreassen et al. 2003), les effets secondaires induits par la radiothérapie dans les 
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tissus normaux dépendant en grande partie de la capacité des cellules à réparer les 

dommages causés à l’ADN par l’irradiation. 

Du fait de l’hétérogénéité de ces tumeurs et de leur mauvais pronostic, il est important 

de bénéficier d’outils performants permettant de prédire la réponse au traitement afin 

de réajuster ou réorienter la prise en charge de ces patients polypathologiques. 

Le suivi des marqueurs biologiques ou d’imagerie classiques ne suffisent pas à cette 

exigence et l’on se tourne aujourd’hui vers l’étude de marqueurs moléculaires tels que 

les transcrits de gènes.  

La mise au point de stratégies à partir desquelles les praticiens pourraient prédire ou 

évaluer la réponse au traitement et ainsi avoir un temps d’avance face à la maladie 

serait un atout majeur dans la prise en charge de ces patients pour qui l’espérance de 

vie est faible.  

Ainsi l’équipe de Bodei et al. (Lisa Bodei et al. 2018) a élaboré un « PRRT predictive 

quotient » (PPQ), basé sur l’expression de transcrits de gènes spécifiques des NNE 

au cours de la PRRT, et dont la variation permet d’établir si le patient sera répondeur 

(PRRT responder) ou non (PRRT non responder) mais sans tenir compte de la toxicité 

de la PRRT notamment hématologique principalement liée aux dommages à l’ADN.  
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OBJECTIF SCIENTIFIQUE 

La thérapie par les récepteurs peptidiques 177Lu-oxodotréotide (LuPRRT) est un 

traitement efficace pour les NNE de l'intestin moyen à réponse radiologique variable. 

Plusieurs paramètres cliniques, biologiques et d'imagerie peuvent être utilisés pour 

établir un pronostic relatif de la maladie, mais aucun n'est en mesure de prédire 

l'efficacité ou les toxicités précoces du traitement . 

Dans ce travail nous cherchons à identifier des marqueurs de sensibilité à la LuPRRT, 

incluant des marqueurs de toxicité précoce notamment hématologique de cette 

thérapie, afin de pouvoir proposer rapidement une adaptation thérapeutique aux 

patients.  

L’analyse bibliographique nous a permis d’identifier des gènes de radiosensibilité et 

des gènes du métabolisme et de sa régulation épigénétique (histones mais aussi 

miRNA) comme potentiels meilleurs marqueurs de suivi thérapeutique des NNE 

traitées par LuPRRT. 

 

Le protocole GENEbioLuNET est une étude pilote, prospective, monocentrique, 

interventionnelle avec risques et contraintes minimes initiée par le service de 

Médecine Nucléaire (I.U.C.T, Toulouse, France) pour des patients traités par 177Lu-

DOTATATE et atteints de NNE intestinales bien différenciées (G1 ou G2), 

progressives ou métastatiques. 

L’objectif principal était d’explorer l'expression des ARNm et des miARN que nous 

avions sélectionné sur les critères des mécanismes de radiosensibilité et de 

progression tumorale de ces tumeurs afin d’identifier la meilleure combinaison de 

marqueurs miRNA ou /ou ARNm permettant le suivi de la toxicité et de la réponse au 

traitement LuPRRT. 
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Population d’étude 

Trente-cinq patients dont vingt-et-un hommes et quatorze femmes, ont été traités par 

LuPRRT pour NNE G1 ou G2 entre mai 2019 et septembre 2021.  

Tous les participants avaient fourni un consentement éclairé pour le protocole LuPRRT 

et l'analyse génomique moléculaire (essai clinique GENEBIOLuNET, NCT03667092). 

Le traitement consistait en 4 administrations IV de 7 400MBq Lu-177DOTATATE® à 2 

mois d'intervalle. 

Le taux de réponse objective a été évalué à l'aide des critères RECIST 1.1 et défini 

comme étant soit un répondeur en termes de contrôle de la maladie (réponse partielle 

ou complète ou stabilisation), soit un non-répondeur (maladie évolutive) (Azria et al. 

2015). 

Les patients qui ont progressé ou sont décédés pendant le traitement ou le suivi par 

LuPRRT ont été inclus. 

Le suivi et la survie globale (OS) ont été évalués par rapport au premier jour 

d'administration de LuPRRT. 

Les critères d’inclusion étaient les suivants : 

➢ Patients âgés de ≥18 ans diagnostiqués pour une NNE intestinale métastatique, 

de G1 ou G2 avec preuve de progression des lésions sur l’imagerie dans les 12 

mois précédant la thérapie par 177Lu-DOTATATE (TDM thoraco-abdomino-

pelvien, IRM hépatique, scintigraphie de type Octreoscan® ou TEP-TDM au 

Ga68-DOTANOC). 

➢ Patients éligibles pour la thérapie radio nucléidique avec 177Lu-DOTATATE (4 

injections de 7,4GBq à 8 semaines d’intervalle) après validation en RCP du 

réseau national des NNE (RENATEN). 

➢ Maladie évaluable selon les critères RECIST (Eisenhauer et al. 2009) en TDM 

thoraco-abdomino-pelvien et/ou IRM hépatique. 

➢ Patients sous analogues de somatostatine, si l’injection d’analogues de 

somatostatine est réalisée 24 à 48 heures après chaque traitement par 177Lu-

DOTATATE, et 28 jours à distance de la prochaine thérapie par PRRT. 

➢ Patients ayant accepté de participer à l’étude et ayant signé un consentement 

écrit. 
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Les critères de non inclusion étaient les suivants : 

➢ Patients sous thérapie systémique ou chimio-embolisation au cours des 4 mois 

précédant l’inclusion (ce type de thérapies influence le nombre de cellules 

tumorales circulantes). 

➢ Patientes en âge de procréer sans contraception efficace ; patientes enceintes 

ou en période d’allaitement (ou refusant d’arrêter l’allaitement). 

➢ Les patients avec antécédents de chimiothérapie ou radiothérapie externe ou 

de radiothérapie nucléidique (à l’I-131, Lu-177, Y-90 ou autre radionucléide). 

➢ Patients atteints de troubles psychiatriques non-contrôlés. 

➢ Insuffisance rénale (clairance à la créatinine <50 mL/min). 

➢ Insuffisance hépatique sévère (bilirubine >3 fois la valeur de la normale, 

albumine <30g/L et taux de prothrombine <70%). 

➢ Insuffisance médullaire : Leucocytes <2000/μL, Plaquettes <75000/μL, 

Hémoglobine <8g/dL). 

➢ Patients bénéficiant d’un système de protection juridique. 

 

Traitement par 177Lu-DOTATATE 

Le traitement par 177Lu-DOTATATE a été administré selon les recommandations du 

produit (« LUTATHERA (177Lutécium oxodotréotide), radiopharmaceutique », s. d.) 

soit 4 perfusions de 7,4GBq chacune.  

L’intervalle de temps recommandé entre chaque administration était de 8 semaines. 

Afin de protéger la fonction rénale, une solution d’acides aminés a été administrée par 

voie intraveineuse pendant 4,5 heures avant de commencer la perfusion de 

Lutathera® (Figure 74) : 

 

COMPOSITION QUANTITE 

Lysine 25g 

Arginine 25g 

Chlorure de sodium 9 mg/mL (0,9 %) 

solution pour injection 

1L 

Figure 74 Composition de la solution d’acides-aminés administrée 
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Concernant les prélèvements permettant l’analyse moléculaire, en complément des 

prélèvements pour les dosages de CgA, de 5HIAA et les numérations / formules en 

hématologie, la chronologie a été la suivante (Figure 75) : 

➢ Les prélèvements 1 et 2 (P1 et P2)  

Ils ont été réalisés respectivement à au moins 20-24 heures d’intervalle, dans 

les 7 jours précédant le traitement par 177Lu-DOTATATE, avec évaluation 

concomitante de la CgA et du 5-HIAA en P1. 

Ces prélèvements ont été réalisés lors de la quatrième semaine après la 

dernière administration d’analogues de la SST (administrés à 28 jours 

d’intervalle) afin d’évaluer la reproductibilité des mesures et de pouvoir servir 

de référence interne à chaque patient pour les prélèvements suivants. 

 

➢ Les prélèvements 3 et 4 (P3 et P4)  

Ils ont été réalisés lors de la visite de seconde injection de 177Lu-DOTATATE.  

P3 a été réalisé dans les 24 heures avant la deuxième injection (soit à la moitié 

du traitement) et P4, 48 heures après l’injection, avec évaluation concomitante 

de la CgA et du 5-HIAA en P3. 

 

➢ Les prélèvements 5 et 6 (P5 et P6)  

Ils ont été réalisés lors de la visite de quatrième injection de 177Lu-DOTATATE. 

P5 a été réalisé dans les 24 heures avant de débuter la quatrième et dernière 

injection (soit à la fin du traitement) et P6, 48 heures après l’injection, avec 

évaluation concomitante de la CgA et du 5-HIAA en P5. 

 

➢ Le prélèvement 7 (P7)  

Ce dernier a enfin été réalisé 6 mois après la dernière injection de 177Lu-

DOTATATE dans un délai de 15 jours à partir du sixième mois, avec évaluation 

concomitante de la CgA. 
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Figure 75 Chronologie du protocole GENEbioLuNET 

 

Les paramètres moléculaires testés sur les prélèvements sanguins P1 à P7 

correspondaient à l'expression de treize gènes, explorés après normalisation par le 

gène de la glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) et spécifiques : 

➢ De l’agressivité tumorale : Sstr3 et 5, 

➢ De la prolifération : B-Raf proto-oncogene (Braf), 

➢ Du métabolisme et sa régulation épigénétique :  

o V-type proton ATPase subunit H (Atp6v1h), 

o Pantothenate kinase-associated neurodegeneration 2 (Pank2), 

o Hdac9, 

➢ De la modulation de la signalisation : C-X-C motif chemokine ligand 14 

(Cxcl14), 

➢ De la réparation des dommages à l’ADN : 

o Xeroderma pigmentosum C (Xpc), 

o Damage-specific DNA binding protein 2 (Ddb2), 

o Bcl-2–associated X (Bax). 

➢ Du cycle cellulaire : 

o Cdkn2a, 

o Cdkn1b. 
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Un panel de sept miARN a également été exploré et normalisé par le RNA, U6 small 

nuclear 1 (RNU6-1) : 

➢ miR-31, 

➢ miR-129-5p, 

➢ miR-133a, 

➢ miR-215, 

➢ miR-196a, 

➢ miR-183. 

 

La moitié de nos ARNm sélectionnés (BAX, XPC, DBB2, CXCL14, CDKN2A, 

CDKN2B) étaient indépendants de la signature NETest mais ont été décrits dans la 

littérature comme liés à la radiosensibilité ou aux dommages à l'ADN (Lisa Bodei, 

Schöder, et al. 2020; Irvin M. Modlin et al. 2018).  

Les miARN que nous avons analysés étaient des biomarqueurs de radiosensibilité liés 

à une expression accrue des gènes endommagés par l'ADN, comme décrit (Tang et 

al. 2022; Halimi et al. 2013) ; ces miARN avaient également montré une expression 

particulière dans les NNE métastatiques et une stabilité sous traitement par analogue 

de la somatostatine. 

Par ailleurs, chaque biomarqueur de notre panel a été décrit comme dérégulé dans 

les compartiments tumoraux et sanguins périphériques des patients atteints de NNE 

intestinale, ce qui suggère qu'ils sont spécifiques de la NNE intestinale (Panarelli et al. 

2019). 
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RÉSULTATS 

EVALUATION OF A BLOOD MIRNA/MRNA 

SIGNATURE TO FOLLOW-UP LU-PRRT THERAPY 

FOR G1/G2 INTESTINAL NEUROENDOCRINE 

TUMORS 
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Abstract :  

Background :177Lu-oxodotreotide peptide receptor therapy (LuPRRT) is an efficient 
treatment for midgut neuroendocrine tumors (NET) of variable radiological response. 
Several clinical, biological and imaging parameters may be used to establish a relative 
disease prognosis but none is able to predict early efficacy or toxicities. We 
investigated expression levels for mRNA and miRNA involved in radiosensitivity and 
tumor progression searching for correlations related to patient outcome during 
LuPRRT therapy.  

Methods: Thirty-five patients received LuPRRT for G1/G2 midgut NET between May 
2019 and September 2021. Peripheral blood samples were collected prior to 
irradiation, before and 48 hours after the second and the fourth LuPRRT and at 6-
month follow-up. Multiple regression analyses and Pearson correlations were 
performed to identify the miRNA/mRNA signature that will best predict response to 
LuPRRT. 

Results: Focusing on 4 mRNA and 3 miRNA we identified a miRNA/mRNA signature 
enabling the early identification of responders to LuPRRT with significant reduced 
miRNA/mRNA expression after the first LuPRRT administration for patients with 
progressive disease at 1 year (p <0.001). The relevance of this signature was 
reinforced by studying its evolution up to 6 months post-LuPRRT. Moreover, nadir 
absolute lymphocyte count within the first two months after the first LuPRRT 
administration was significantly related to low miRNA/mRNA expression level (p<0.05) 
for patients with progressive disease.   

Conclusion: We present a pilot study exploring an miRNA/mRNA signature that 
correlates with early hematologic toxicity and therapeutic response 12 months 
following LuPRRT. This signature will be tested prospectively in larger series of 
patients. 

 

Introduction 

The incidence rates of neuroendocrine tumors (NET) of the gastrointestinal tract vary 
between 0.9-3.85/100,000 around the world with an annual incidence of digestive NET 
in France of at least 2.06/100,000 (Côme Lepage 2004). Most gastrointestinal 
neuroendocrine tumors (GI-NET) are well-differentiated and represent the second 
most prevalent digestive tumor after colorectal cancer. While the incidence of midgut 
neuroendocrine tumors is increasing, the therapeutic options are limited when they 
become progressive, metastatic or non-operable (Hallet et al. 2015; Das et Dasari 
2021). 177Lu-oxodotreotide or 177Lu-DOTATATE® peptide receptor therapy (LuPRRT) 
targeting somatostatin receptors (SSTR) is a molecular radiotherapy approach based 
on 177Lu irradiation. In the NETTER-1 phase III randomized clinical trial, 177Lu-
DOTATATE proved its superiority compared to high-dose somatostatin analogs, as it 
dramatically increased progression-free survival (PFS) with a ~80% reduction in the 
estimated risk of tumor progression or death  (Bergsma et al. 2018; Jonathan Strosberg 
et al. 2017). Although 177Lu- DOTATATE has been approved by the EMA as a first- or 
second-line treatment for G1/G2 non-operable metastatic GI-NET, radiological 
responses were variable and 5-year overall survival (OS) was not significantly 
increased (J. R. Strosberg et al. 2021).  
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The risk of severe short-term hematologic toxicities (mainly thrombocytopenia, 
lymphopenia, and anemia) is low (25%), even though persistent lymphopenia has been 
described as potentially compromising other systemic therapeutic modalities. LuPRRT 
may also expose patients to irreversible late toxicities such as lymphoproliferative 
disorders, especially in those likely to have improved overall survival (Bergsma et al. 
2018). Unlike for external beam radiotherapy (EBR), dosimetry for LuPRRT lacks 
accuracy, thereby hampering dose-effect correlation studies and the prediction of late 
toxicity (Lisa Bodei, Kidd, et al. 2020). Similarly to how genetic environment predicts 
the late toxicity after EBR, lymphocytes expressing SSTR may also reflect the 
radiosensitivity to LuPRRT irradiation  (Azria et al. 2015; Denoyer et al. 2015). 177Lu-
DOTATATE administration follows a fixed therapeutic scheme using the same activity 
of 177Lu-DOTATATE per cycle and patient, even though different patients have 
different response and tolerance profiles. Therefore, there is a pressing need to be 
able to forecast and identify the most suitable patients and the right timing for LuPRRT 
therapy to obtain long-term disease control avoiding hematotoxicity or irreversible side-
effects such as myelodysplastic syndromes.  
Various clinical parameters such as tumor grading and associated comorbidities, 
biomarkers (such as CgA, 5HIAA), and imaging criteria (RECIST1.1 criterion for CT 
and MRI) have already been investigated and may be used to establish a relative 
disease prognosis, but none is able to predict late toxicity or the outcome of LuPRRT. 
Recently, a test based on peripheral blood transcript analysis (NETest, PPQ) showed 
promising results for predicting LuPRRT efficacy (Lisa Bodei, Kidd, et al. 2020; L. Bodei 
et al. 2016; Lisa Bodei et al. 2021). However, it is not yet available in routine practice, 
and it does not provide correlations with radiosensitivity or toxicities limiting treatment 
continuation (Lisa Bodei, Schöder, et al. 2020). As miRNAs are master modulators of 
gene expression, miRNA/mRNA combinatory profiles could provide new information 
on the mechanisms underlying therapeutic efficacy. Previous studies of the sole 
quantification of miRNAs in the blood have shown that few of them could be proposed 
as prognostic or predictive biomarkers in GI-NET (Malczewska et al. 2018; L. Geisler 
et al. 2021). A major step forward would be to hone these profiles to investigate specific 
molecular pathways, especially those in heterogeneous  metastatic tumors such as GI-
NETs (Havasi et al. 2022).  
We hypothesize that an integrative approach combining the expression of mRNA and 
miRNA in genes highly responsive to irradiation and involved in tumor progression 
could lead to a specific gene expression signature from peripheral blood to predict 
patient outcome and the risk of hematologic toxicity during LuPRRT treatment. 
 

Material and methods 

 

Patients 

Thirty-five patients were treated with LuPRRT for G1 or G2 -NET between May 2019 
and September 2021. All participants provided written informed consent for LuPRRT 
and molecular genomic analysis (clinical trial GENEBIOLuNET, NCT03667092). 
Treatment consisted in four IV administrations of 7400 MBq Lu-177 DOTATATE® at 
2-month interval. Objective response rate was assessed using RECIST 1.1 criteria and 
defined as either responder in terms of disease control (partial or complete response 
or stabilization) or non-responder (progressive disease) (8). Patients who progressed 
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or died during LuPRRT treatment or follow-up were included. Follow-up and OS were 
assessed starting from the first day of LuPRRT administration. 
For expression analysis, seven peripheral blood samples on PAXgene® tubes were 
collected: prior to irradiation (P1 and P2), before and 48 hours after the second (P3 
and P4) and the fourth (P5 and P6) LuPRRT administrations and at 6-month follow-up 
(P7). The first two samples (P1 and P2) were performed at 48h interval prior the first 
LuPRRT administration, with the second sample obtained 2 h before starting amino 
acid perfusion, to test time-related variation in gene expression independently from 
LuPRRT treatment. Samples were stored in the CRB-TBR of the University Hospital of 
Toulouse (Collection number: DC-2015-2450). 
For plasma chromograninA (CgA) and urinary 5-hydroxy indol acetic acid (HIAA) 
assays, three blood or urinary samples were collected from each patient as such:  prior 
to irradiation (P1) before the second (P3) and the fourth (P5) LuPRRT administration. 
CgA was measured using BRAMHS CgA II on Kryptor apparatus. A positive CgA is > 
102 ng/ml. The 24h urinary 5HIAA was measured using LCMS-MS apparatus 
(Shimadzu, LCMS-8060) and considered negative when < 40 µmol/24h. Grade 1 NET 
was defined as Ki-67 index < 3 % and mitotic rate <2, whereas grade 2 was defined 
as Ki-67 index 3-20 % and mitotic index 2- 20 (Nagtegaal et al. 2020). Performance 
status was assessed by ECOG classification. The absolute lymphocyte count (ALC) 
NADIR was determined on blood collected just before treatment and then 15 (NADIR1) 
and 45 (NADIRC2) days after first LuPRRT administration. Lymphopenia was 
classified using CTCAE criteria (Common Terminology Criteria for Adverse Events, 
version 5.0.). 
 
MiRNA and mRNA extraction, quantification and profiling 

Blood samples on PAXgene® were kept at +4°C for up to 5 days and then frozen at -
20°C. mRNA and miRNA were extracted using the PAXgene® blood miRNA kit 
(Qiagen) and quantified using Nanodrop apparatus (ThermoScientific). After retro-
transcription, expression was quantified using the SYBRgreen reagent on Light cycler 
480 apparatus. We used the All-in-One miRNA qRT-PCR detection kit (Qiagen) for 
miRNA and Superscript Vilo and Mastermix Sybregreen® (Thermofisher) for mRNA 
with appropriate primers according to the manufacturer’s recommendations 
(Supplemental Table 1).  
The expression of 13 genes was explored and was correlated with tumor 
aggressiveness (somatostatin receptors SSTR3 and 5), proliferation (BRAF- proto-
oncogene), metabolism (ATP6V1H, PANK2, HDAC9), signaling modulation (CXCL14), 
post-radiation DNA repair (XPC, DDB2), cell cycle (CDKN2A, CDKN1B) and apoptosis 
signaling (BAX) with the normalization gene GAPDH. A panel of seven miRNAs (miR-
31, miR-129-5p, miR-133a, miR-215, miR-196b, miR-183) was also explored and 
normalized to RNU6-1. Clinical studies have shown that these miRNAs were 
dysregulated in both tumor and peripheral blood compartments of patients with GI-
NET (13,14).  
The fold change in gene expression was calculated for each sample using the 2- Ct 
method. We first used quantile normalization for mRNA and miRNA profiles and Z-
score normalization to combine miRNA and mRNA expression and identify signatures 
for all (12 mRNA and 6 miRNA) and most relevant (4 mRNA and 3 miRNA) genes. 
Multiple regression analyses were performed to identify a combined miRNA/mRNA 
signature that would best predict the response to LuPRRT and hematologic toxicity. 
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Statistical analysis 

We performed a Mann-Whitney test for quantitative variables for comparison between 
groups and one-way ANOVA to compare different time points for the same patient. 
Multivariable analyses were performed using the Cox proportional hazard model to 
study the influence of biomarkers on time to event outcomes after adjusting on 
prognostic factors. We estimated OS using the Kaplan-Meier method. *p<0.05 ** 
p<0.01 ***p<0.001 ****p<0.0001. 

 

Results  

 

Patients 

Thirty-five patients (21 males, 14 females) were treated with Lu-177 DOTATATE 
between May 2019 and September 2021 and had peripheral blood sampled for mRNA 
and miRNA during the study. Twenty-eight patients presented midgut neuroendocrine 
tumors of the small intestine, three patients had a NET within the right colon, three in 
the ileo-cecal valve and one in the appendix (Table1). Thirty-one patients received 4 
Lu-177 DOTATATE injections, one patient died after the first LuPRRT, one after the 
second, one patient refused the fourth injection and one developed irreversible grade 
2 thrombocytopenia and stopped treatment after the third injection. One-year follow-
up radiological assessment using the RECIST 1.1 criteria, was possible in 32 patients 
(3 deceased before):  3 patients had partial response at 1-year follow-up, 24 patients 
were stable, so 27/35 patients (78%) were considered as responders as disease was 
controlled. Five patients had progressed.  Radiological follow-up at 2 years was 
possible for 29 patients as 6 deceased before 24 months:  7 patients progressed and 
22 patients (63 %) were stable and considered as responders (Table 2). 
Of the 35 patients explored in this study, 18 (51%) had grade 1-2 lymphopenia and 7 
(20%) had grade 3 lymphopenia on 15 days after the first injection of LuPRRT. In the 
global follow-up, 11 (31%) patients presented grade 1-2 lymphopenia, 21 (60%) grade 
3 and 3 (9%) grade 4 lymphopenia. 
 
Gene expression stability and kinetics during PRRT treatment 

In 35 patients with serial blood samples collected during LuPRRT treatment (from P1 
to P7 according to Figure 1A), twice were collected before the first LuPRRT injection 
with an interval of 48 h (P1 and P2) to explore the stability of a signature including 12 
mRNAs and 6 miRNAs.  The variation in miRNA/mRNA signature during this 48h-
period was non-significant, thus confirming the stable expression of these genes prior 
to LuPRRT treatment (Figure 1B; ns; p=0.68).  
The evolution of the mean expression profile of various genes for all patients treated 
with LuPRRT (P3 to P7) was measured before and 48h after the second (P3 and P4) 
and the fourth (P5 and P6) LuPRRT as well as 6 months later (P7) in order to identify 
the best combination of mRNA and miRNA related to patient outcome. miRNA 
expression levels were more differentially expressed during LuPRRT treatment 
compared to those of mRNA with inverse expression pattern in relation with the 
intricate and dynamic nature of gene regulation (Figures 2A and 2B). The expression 
of SSTR3 and SSTR5 was used to confirm SSTR targeting throughout LuPRRT 
treatment with high expression levels at P1-P2 compared to other genes. Searching 
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for a predictive signature, all candidate mRNA and miRNA were subjected to a step-
wise multivariate Cox’s model, resulting in a total of 4 mRNA and 3 miRNA selection 
that we used as the final signature exploring damaged DNA repair (XPC and DDB2), 
regulation of cell proliferation and autophagy (BAX and BRAF), lymphocyte B/T 
activation (miR-31 and miR-133) and regulation of angiogenesis and tumor 
suppression (miR-196b) (Supplemental Table 2). We have identified early biomarkers 
of LuPRRT response as BAX, DDB2, miR-133 and miR-31 suggesting ongoing 
radiobiological effects while XPC, BRAF and miR-196b biomarkers presented 
continuous variation during LuPRRT treatment suggesting sustained activation of 
antitumor cellular pathways as a result of 177Lu irradiation. 
 
Biomarkers and outcome 

We compared the miRNA/mRNA signature from blood samples obtained before the 
second (P3) and the fourth (P5) administration of LuPRRT relative to blood samples 
obtained before starting LuPRRT (P1-P2).  We considered patients as responders (SD 
for stability or partial response) and non-responders (PD as progressive disease) 
according to RECIST criteria on CT/MRI imaging performed at 12 months of follow-up 
(Figure 3A). We observed that patients with progressive disease 12 months after the 
last cycle of PRRT (n= 5 patients) presented significantly low levels of miRNA/mRNA 
expression just after the first LuPRRT administration (PD-P3) compared to patients 
with stable disease or partial response (SD-P3) (Figure 3A, p<0.001). These 
differences were even more significant for samples collected two months after the third 
LuPRRT injection (PD-P5 vs SD-P5), emphasizing the relevance of the signature 
(p<0.001).  
The differential expression levels of biomarkers currently used for GI-NET such as 
plasma CgA and urinary 5HIAA were dynamically assessed before each LuPRRT. We 
compared the variation at two months after the first injection of LuPRRT (P3) as well 
as after the third LuPRRT administration (P5) versus baseline in responders versus 
non-responders at 12-month follow-up (Figures 3B and 3C). There was no significant 
difference in CgA and 5HIAA during LuPRRT between responders (SD) or non-
responders (PD) according to RECIST criteria (p=0.51 and 0.24, respectively). 

Multivariate analysis showed patient outcome could be predicted by miRNA/mRNA 
expression profiles after the first (p=0.0064) and the third LuPRRT (p=0.0105), 
whereas Ki-67 index was at the limit of significance (p= 0.0521) (Table 3). We finally 
explored the OS (interquartile range) of the 35 patients according to the Ki-67 index. 
At the time of analysis, median OS was not reached and patients with a Ki-67 index 
greater than or equal to 10 (n=9, 25%) showed a non-significant trend towards poor 
outcome (Supplemental Figure 2). 
 
Expression profile and hematologic toxicities 

To test the potential correlations between our miRNA/mRNA signature and early 
hematological toxicity, we monitored the lymphocyte count at 15 and 45 days after 
LuPRRT administration. We considered as NADIR the lowest point of absolute 
lymphocyte count (ALC) after LuPRRT cycle 1 (NADIRC1) and 2 (NADIRC2) as 
indicators of the immune response. ALC nadir 15 days after the first LuPRRT 
administration (NADIRC1) was significantly related to low miRNA/mRNA signature at 
the time of second (PD-P3; p= 0.036; r= -0.43) and fourth injection (PD-P5; p=0.004; 
r=-0.63) for patients with progressive disease (PD). The same trend was also noticed 
for ALC nadir 45 days after first LuPRRT (NADIRC2), suggesting that lymphopenia 
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might be associated with radiosensitivity in responders to LuPRRT (Supplemental 
Figure 2).  
 
For two patients with stable disease at 1 year follow up (SD), we identified a significant 
decrease in the miRNA/mRNA signature compared to other patients of the group 
(n=24) after the second (P4; p<0.05) and the fourth injection (P6; p<0.05) (Figure 4A). 
That difference was emphasized when comparing miRNA/mRNA signature directly 
before and after the second (P4 vs P3) and the fourth (P6 vs P5) LuPRRT injection 
(Figure 4B). One patient developed grade 3 thrombocytopenia associated with grade 
3 lymphopenia and grade 1 anemia. Several myelograms have been performed and a 
diagnostic of therapy-related myeolodysplastic syndrome (MDS) was confirmed 2 
years after LuPRRT. This patient remained stable on RECIST criteria at 3 year follow 
up. Another patient developed MDS with pancytopenia diagnosed one month after the 
fourth LuPRRT administration. The latter patient had stable disease until he died from 
therapy-related MDS one year after LuPRRT.  
 

Discussion 

 
The clinical utility of circulating biomarkers to propose  miRNA or mRNA profiles related 
to diagnosis, prognosis and therapeutic targets has been often discussed 
independently (Malczewska et al. 2018; L. Geisler et al. 2021; Bevere et al. 2023).  The 
NETest, exploring the expression of 51 genes (mRNA) with the aid of four prediction 
algorithms led to define a score proportional to disease activity (Irvin M. Modlin, 
Drozdov, et Kidd 2013; I. M. Modlin et al. 2021). However, depending on the cut off 
values, the specificity of this test varies among independent studies showing the 
difficulties to standardize mRNA expression profiles (Öberg et al. 2020; van Treijen et 
al. 2018; Al-Toubah et al. 2021). The NETest, in combination with Ki-67, has been 
proposed to identify responsive tumors by defining a PRRT predictive quotient (PPQ) 
(Lisa Bodei, Kidd, et al. 2020). Due to their stability and their regulatory role, changes 
in miRNA expression could also be associated to prognosis and therapeutic efficacy 
(Havasi et al. 2022; Lloyd et al. 2016). In our study we have combined mRNA 
expression to miRNA profiles to focus on an accurate response signature to LuPRRT. 
Each patient has been used as its own control using stable expression signature before 
LuPRRT treatment for standardization. Half of our selected mRNAs (BAX, XPC, DDB2, 
CXCL14, CDKN2A, CDKN2B) are independent  of the NETest signature but were 
described in literature as related to radiosensitivity or DNA damage (Lisa Bodei, Kidd, 
et al. 2020; L. Bodei et al. 2016; Lisa Bodei et al. 2021; Lisa Bodei, Schöder, et al. 
2020; Irvin M. Modlin et al. 2018). The miRNAs we analyzed are also biomarkers of 
radiosensitivity as previously described  (Tang et al. 2022; Kumar, Ghosh, et Chandna 
2015; Halimi et al. 2013).  These miRNAs had shown a particular expression in 
metastatic NETs and stability under somatostatin analog therapy. Moreover, each 
biomarker of our panel was described as dysregulated in both the tumor and peripheral 
blood compartments for patients with GI-NET suggesting their specificity (Panarelli et 
al. 2019).  We reveal on this preliminary study that combining mRNA and miRNA 
expression profiling could be an interesting option to use in order to assess patient 
sensitivity and outcome to LuPRRT as previously revealed for the diagnosis and 
prognosis of several cancers (T. Yang et al. 2021; Jie Zhang et al. 2020; Jacques et 
al. 2013). Our miRNA/mRNA signature focusing on a combination of 4 mRNAs and 3 
miRNAs should be able to detect earlier than NETest the LuPRRT responders (as early 
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as after the first LuPRRT administration compared to final LuPRRT administration 
using the PPQ score). 

In the context of LuPRRT, studies have shown that patients with GI-NETs and a high 
Ki-67 expression are less likely to respond to treatment and may have a shorter PFS 
and OS (van der Zwan et al. 2019). In our study, patients with a Ki-67 index of less 
than 10% had a higher rate of response to LuPRRT on the miRNA/mRNA signature 
but no significant difference in OS to those with a Ki-67 index of 10% or higher. 
According to previous recommendations (Lisa Bodei et al. 2018), we confirm that 
merging Ki-67 index and expression signature is a useful prognostic factor for 
predicting stable disease and OS in response to PRRT efficacy with a higher predictive 
value of targeted miRNA/mRNA signature  compared to Ki-67. 

Twenty-five (71%) patients treated with LuPRRT presented lymphopenia with an early 
nadir 15 days after therapy and a subsequent slow partial recovery.  Lymphopenia 
observed during LuPRRT mainly affects the B-cell subpopulation and could be due to 
the therapeutic sensitivity of cells expressing SSTR (22). The ALC nadir can provide 
information about a patient’s radiosensitivity. Several studies have shown that ALC 
nadir is associated with a better response to LuPRRT treatment and improved OS in 
patients with GI-NETs (Sierra et al. 2009; Price et al. 2022). Patients with GI-NET who 
had an ALC nadir of less than 0.5 x 10^9/L had a significantly higher OS rate than 
those with an ALC nadir of 0.5 x 10^9/L or higher. We thus identified a significant 
inverse relationship between miRNA/mRNA signature after the first PRRT cycle and 
the ALC nadir. Moreover, two patients who developed a LuPRRT-related 
myelodysplastic syndrome (MDS) had a remarkable decrease in their miRNA/mRNA 
signature. This signature might therefore reveal the risk of increased clonal 
hematopoiesis or the risk of developing an MDS as soon as after the first LuPPRT 
perfusion, thus limiting the pursuit of the treatment. miRNA/mRNA profiling could 
indicate not only NET lesions radiosensitivity but also lymphocytes radiosensitivity and 
could be compared to quantification of γ-H2AX foci in lymphocytes and absorbed dose 
to tumor and bone marrow (Denoyer et al. 2015).  

LuPRRT is a promising treatment for patients with GI-NET, although 15-20% of 
patients show disease progression as early as 6 months post-PRRT (Jonathan 
Strosberg et al. 2017; Sharma et al. 2017). We have explored in a pilot study a 
miRNA/mRNA signature that could predict patient outcome with a significant down-
expression profile after the first cycle of LuPRRT in patients presenting progressive 
disease 12 months after therapy. This miRNA/mRNA signature is superior to CgA and 
5HIAA assays as they reflect variations related to early response to LuPRRT therapy 
and also to hematologic toxicity.  Further research is required to validate these findings 
in a larger series of patients in a multicenter setting in order to determine the clinical 
utility of this miRNA/mRNA profiling in guiding LuPRRT treatment decisions. 
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Legends and Figures :  

 

Table 1. Baseline clinical characteristics of patients  

Table 2. Objective Tumor Response 

Table 3. Multivariate analysis of clinical and biologic parameters and miRNA/mRNA 
signature 

 
Figure 1 Overview of the study 

1A: Presentation of the blood samples timing within the LuPRRT treatment frame.  

1B: Gene expression stability before LuPRRT therapy: difference between two 
different blood samples (P1 and P2) obtained at 48h interval before starting LuPRRT 
(p= 0.68). Non-significant (ns) 

 
Figure 2. mRNA and miRNA expression kinetics during LuPRRT: before (P1-P2) 
treatment, before and after 2nd LupRRT (P3 and P4), before and after the fourth 
LuPRRT (P5 and P6) and at 6-month follow-up (P7). 

2A: Variation in the expression of 12 genes (mRNA) relative to those of GAPDH 

2B:  Variation in the expression of 6 miRNA relative to those of RNU6-1 

 
Figure 3. Differential profiles before and 48h after the second and the fourth 
LuPRRT injection for miRNA/mRNA signature, Chromogranin A and 5HIAA for 
patients with stable (SD) or progressive disease (PD) at 12-month follow-up.  

3A: miRNA/mRNA signature before second (P3) and fourth (P5) LuPRRT 
administration for four mRNAs and three miRNAs in patients considered as responders 
(SD-P3 and SD-P5) versus progressive patients (PD-P3 and PD-P5)  

3B: Chromogranin A levels before second (P3) and fourth (P5) LuPRRT administration 
in responders (SD) or RECIST progressive (PD) patients at 12-month follow-up 
(p=0.65) 

3C: 5HIAA levels before second (P3) and fourth (P5) LuPRRT administration in 
responders (SD) or RECIST progressive (PD) patients at 12-month follow-up (p=0.24) 

***p<0.001 ****p<0.0001; ns : non-significant 

 
Figure 4. miRNA/mRNA signature for two patients with myelodysplasia (MDS) 
compared to all patients with stable disease at 1 year follow up (SD, n=24) 

4A: Kinetics of miRNA/mRNA signature during LuPRRT treatment for each of patient 
presenting MDS.  

4B: Variations of miRNA/mRNA signature at second and fourth LuPRRT injection 
using ratio of after/before LuPRRT signature   
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Table 1 

 

Characteristics  Data 

Sex- no. (%) Male 21 (60) 

 Female 14 (40) 

Age- yr   

 All patients 67 [52;83] 

 Male 71[56;83] 

 Female 65 [52;72] 

Body mass index  24.04 [16.8; 37.18] 

Median time (months) since diagnosis  52 

Primary tumor site- no (%)   

 Ileum 19 (54) 

 Jejunum 1 (3) 

 Midgut 6 (17) 

 Small intestine 2 (6) 

 Right colon 3 (9) 

 Ileo-cecal valve 3 (9) 

 Appendix 1 (3) 

Site of metastasis- no. (%)   

 Liver 32 (91) 

 Lymph Nodes 29 (83) 

 Mesentery 23 (65) 

 Bone 17 (49) 

 Lungs 1 (3) 

 Ovaries 1 (3) 

 Mammary gland 1 (3) 

 Other 5 (14) 

Ki-67 Index   

 0-2% 12 (34) 

 3-20% 23 (66) 

Previous Treatments   

 Somatostatin analogs                         31 (89) 

 Surgery 22 (63) 

 Everolimus 3 (9) 

 Chemotherapy 6 (18) 

 Locoregional therapy 3 (9) 

Performance status (ECOG) 0 18 (51) 

 1 14 (40) 

 2 3 (9) 

 3-4 0 

Somatostatin analogs during PRRT No  7 (20) 

 Yes 28 (80) 

Qualitative data are expressed as numbers (no) followed by percentages in brackets; 
continuous data are expressed as mean ± SD. 
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Table 2 

   12 months              24 months 

Complete response- no 

(%) 

0 0 

Partial response- no (%) 3 (9) 0 

Stability- no (%) 24 (69) 22 (63) 

Progression- no (%) 5 (14) 7 (20) 

Not known as patient 

deceased before 

imaging 

3 (9) 6 (17) 

Non-responders 8 (23) 13 (37) 

 

Objective response at 12 and 24 months defined as a response according to Response 
Evaluation Criteria in Solid Tumors (RECIST1.1)  

 

 Table 3 

 

Variable  p value   

miRNA/mRNA signature at P3 0.0064 * 

miRNA/mRNA signature at P5 0.0105 * 

NADIR C1 0.2501 ns 

NADIR C2 0.4285 ns 

5HIAA at P3 0.2773 ns 

5HIAA at P5 0.4446 ns 

CgA at P3 0.1933 ns 

CgA at P5 0.1346 ns 

KI-67 index 0.0521 ns 

RECIST12m 0.0237 * 

 

Multivariate analysis. * p<0.05  
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Figure 1 

 

Figure 2 
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Figure 3 

 

Figure 4 
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Supplemental Data : 

 

Figure S1: Overall survival relative to KI-67 index  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S2: Pearson correlation 2x2 contingency table for lymphopenia at 15 days post 
first LuPRRT administration (NADIRC1) versus nadir at 45 days post first Lu PRRT 
administration (NADIRC2), Ki-67, and miRNA/mRNA signature after first LuPRRT in 
responder (SD-P3 and SD-P5) versus progressive patients (PD-P3 and PD-P5).  
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Table S1 : Primers used for mRNA and miRNA quantification 

Primers Forward Reverse 

miR-31 5’-AGGCAAGATGCTGGCATAGCT-3’  

miR-129-

5p 

5’-CTTTTTGCGGTCTGGGCTTGC-3’  

miR-133a 5’-AGCTGGTAAAATGGAACCAAAT-3’  

miR-215 5’-ATGACCTATGAATTGACAGAC-3’  

miR-183 5’-TATGGCACTGGTAGAATTCACT-3’  

miR-196b 5’-TAGGTAGTTTCATGTTGTTGGG-3’  

RNU6-1 5’-CTCGCTTCGGCAGCACA-3’  

GAPDH 5’-ACAGTCAGCCGCATCTTCTT-3’ 5’-TTGATTTTGGAGGGATCTCG-3’ 

ATP 5’-GGCGCCTCTGTCATTCTACT-3’ 5’-CAACAAATCTCGCGAATCCTC-3’ 

BRAF 5’-CTTTCCCCAAATTCTCGCCTC-3’ 5’-GGACAGGAAACGCACCATA-3’ 

HDAC9 5’-GACGTGTGGTGTTGGCTCTA-3’ 5’-GTGGCTCCAGCTCATTTCCT-3’ 

PANK2 5’-CGGCCGCTTTTTCCATGGTT-3’ 5’-AAGCCACATTGGAGGTCAGG-3’ 

SSTR3 5’-AAGCGGTCTAGAAGTGGGTG-3’ 5’-CAGCTATTTGCCTGCCCAT-3’ 

SSTR5 5’-TTCTTCTCTTGCAGAGCCTGAC-3’ 5’-ATGTTGGTGACGGTCTTCATCT-3’ 

CXCL14 5’-GGACCCAAGATCCGCTACAG-3’ 5’-CTTCGTAGACCCTGCGCTTC-3’ 

CDKN1B 5’-GGCAAGTACGAGTGGCAAGA-3’ 5’-AGAAGAATCGTCGGTTGCAGG-3’ 

CDKN2A 5’-AGTCTGCAGTTAAGGGGGCA-3’ 5’-ATCATCATGACCTGGTCTTCTAGG-3’ 

DDB2 5’-GGAGGGAACAACTAGGCTGC-3’ 5’-TTCCAAAGCTCTTTGCCGTC-3’ 

XPC 5’-GAGCAAGGCCCGGCG-3’ 5’-GAAAGTCCCTGAGGTCATCCC-3’ 

BAX 5’-GGAGCTGCAGAGGATGATTG-3’ 5’-GGAGACAGGGACATCAGTCG-3’ 
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Table S2 : Univariate and multivariate Cox regression analysis of the 12 mRNA and 

the 6 miRNA associated with Recist 

Gene Univariate 

HR 

Univariate 

pvalue 

Multivariate 

HR 

Multivariate 

pvalue 

miR-31 2.32 <0.001 1.03 0.01 

miR-129-5p 0.87 <0.001 0.88 0.08 

miR-133a 1.32 <0.001 1.02 0.06 

miR-215 1.12 <0.001 0.85 0.06 

miR-183 1.14 <0.001 1.06 0.02 

miR-196b 1.27 <0.001 1.06 0.01 

ATP 1.11 <0.001 0.84 0.06 

BRAF 1.51 <0.001 0.88 0.08 

HDAC9 1.23 <0.001 1.02 0.06 

PANK2 1.11 <0.001 0.83 0.09 

SSTR3 1.65 <0.001 1.06 0.02 

SSTR5 1.65 <0.001 1.07 0.02 

CXCL14 1.18 <0.001 0.88 0.07 

CDKN1B 1.11 <0.001 1.01 0.09 

CDKN2A 1.11 <0.001 1.11 0.09 

DDB2 1.58 <0.001 1.19 0.01 

XPC 1.65 <0.001 1.12 0.001 

BAX 1.59 <0.001 1.07 0.001 
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DISCUSSION 

Les profils d'expression de chacun des treize ARNm et des six miRNA sélectionnés 

ont été explorés pendant et après LuPRRT afin d'identifier la meilleure combinaison 

d'ARNm et de miARN permettant de prédire l'évolution de la maladie du patient.  

Parmi ces gènes, nous nous sommes concentrés sur quatre ARNm et de trois miRNA 

qui étaient ceux dont l’expression variait de la façon la plus significative pour 

l’ensemble des patients ; ils correspondaient à : 

➢ La réparation de l'ADN endommagé (Xpc et Ddb2), 

➢ La régulation de la prolifération cellulaire et de l'autophagie (Bax et Braf), 

➢ L’activation des lymphocytes B/T (miR-31 et miR-133), 

➢ La régulation de l'angiogenèse et de la suppression tumorale (miR-196b). 

 

Nous avons réalisé l’étude de la stabilité de tous ces marqueurs en dehors de toute 

LuPRRT (P1 et P2) ceci afin de de s’affranchir d’une variation non spécifique de 

l’expression des gènes sélectionnés (Chomczynski et al. 2016).  

Les gènes Bax et Ddb2 présentaient une expression significativement augmentée 

précocement, dès 2 mois après la première administration de LuPRRT (P3) ; leur 

expression en constante augmentation 4 mois après le début de LuPRRT (P5), 

suggérait des effets radio-biologiques persistants.  

L’expression de miR-31 était significativement diminuée dès 2 mois après la première 

injection de LuPRRT (P3) par rapport à la ligne de base (P1-P2) et celle de miR-133 

et miR-196 étaient significativement diminuées pendant la LuPRRT mais également 6 

mois après la quatrième injection LuPRRT (P7), suggérant une activation soutenue 

des voies cellulaires antitumorales en raison de l’irradiation au 177Lu. 

Ces profils d’expression relatifs des ARNm et miARN ont été combinés afin d’en 

évaluer l’évolution au cours du traitement, et leur corrélation à la toxicité 

hématopoïétique ; l'analyse par corrélation de Pearson a montré : 
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➢ Une corrélation inverse modérée entre un Ki-67 élevé et un profil d’expression 

d'ARNm/miRNA bas chez les répondeurs. 

➢ Une corrélation inverse modérée entre la lymphopénie précoce (15 jours après 

la première LuPRRT) et la signature ARNm/miARN pour les non-répondeurs à 

la LuPRRT ; ceci suggérant une association entre la lymphopénie et une 

radiosensibilité chez les répondeurs à la LuPRRT. 

 

Notre objectif n’était pas de concurrencer le NETest mais d’utiliser des 

biomarqueurs plus spécifiques ; ainsi plus de la moitié des ARNm de notre sélection 

ne sont pas commun avec ceux du NETest et aucun miRNA n’était inclus dans le test 

mis en place par Modlin (Irvin M. Modlin et al. 2018).   

En raison de leur stabilité et de leur rôle régulateur notamment de la prolifération et du 

métabolisme des NNE, nous avons choisi d’explorer l’expression de miARN comme 

régulateurs négatifs des fonctions ciblées par les ARNm différentiels, cette approche 

ayant déjà démontré son intérêt dans l’identification de biomarqueurs parmi les plus 

pertinents (Jacques et al. 2013).   

Le NETest, à l'aide de quatre algorithmes de prédiction, est bien sûr pertinent pour 

définir un score d’évolution de la maladie (I. M. Modlin et al. 2021; Irvin M. Modlin, 

Drozdov, et Kidd 2013), cependant, en fonction des valeurs seuils, la spécificité de ce 

test semble varier si l’on en croit de récentes études indépendantes (Al-Toubah et al. 

2021; Öberg et al. 2020) montrant les difficultés à standardiser les profils d’expression 

des ARNm.  

 

Plusieurs pistes demeurent malgré tout à développer : 

 

➢ Signature génique et autres biomarqueurs : 

o Validation à grande échelle :  

Confirmer les résultats des études actuelles en effectuant des essais à 

plus grande échelle (nationale) pour valider les signatures géniques 

prédictives de la réponse à la LuPRRT. 
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o Élargir les profils biomoléculaires :  

Investiguer d'autres biomarqueurs potentiels, tels que des protéines 

spécifiques ou des métabolites, qui pourraient améliorer la prédiction de 

la réponse. 

Réanalyser des données de transcriptomique des NNE digestives 

disponibles dans les bases de données permettrait d’améliorer la 

sélection de miRNA que nous avons identifiés comme marqueurs 

robustes pour le suivi du traitement par LuPRRT et qui auraient 

l’avantage de réguler des fonctions essentielles à l’évolution tumorale ou 

à la sensibilité au traitement. 

 

➢ Analyser, sur nos prélèvements P1 à P7, les profils des gènes identifiés 

comme cible de modification épigénétique (méthylation / acétylation des 

histones ou méthylation de promoteurs) comme les gènes de la beta-catenin 1 

(Ctnnb1) ou du runt related transcription factor (Runx3) (Karpathakis et al. 

2016). 

 

➢ Analyser, sur les prélèvements P1 à P7, les profils mutationnels de 

l’ADNmt comme cible précoce de la LuPRRT 

En effet, la mitochondrie possède un système de réparation des dommages à 

l’ADN propre mais dont les capacités sont modifiées par l’âge et le 

développement tumoral (Wagner et al. 2022; Gredilla 2010).  

 

Nous espérons que la poursuite du protocole GENEbioLuNET avec l’ajout de 

nouveaux gènes d’intérêt au panel testé et l’étude de nouveaux miRNA permettra 

d’identifier des biomarqueurs moléculaires solides et ouvrira de nouvelles perspectives 

dans la prise en charge des patients atteints de NNE intestinales. 
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P A R T I E  I I I  :  D I S C U S S I O N  

G E N E R A L E  E T  

P E R S P E C T I V E S  
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DISCUSSION GENERALE 

Le métabolisme énergétique et l'épigénétique sont hautement interconnectés, le 

métabolisme fournissant les composés nécessaires pour les réactions épigénétiques, 

et ces modifications épigénétiques régulant à leur tour l'expression des gènes en 

fonction des besoins énergétiques de la cellule.  

Cette interaction est cruciale pour le fonctionnement normal des cellules et peut 

également jouer un rôle dans le développement de maladies lorsque ces mécanismes 

sont perturbés.  

Nous avons exploré deux modèles de pathologies pour préciser ces interconnections, 

le modèle des thérapies cellulaires dans l’insuffisance cardiaque et le modèle des 

thérapies métaboliques dans le cadre des tumeurs neuroendocrines digestives.  

 

Dans le tissu cardiaque, les MSC jouent un rôle clé dans l’homéostasie et la réparation 

du tissu cardiaque. 

Les fonctions cellulaires et le potentiel de différenciation de ces cellules sont fortement 

dépendants du métabolisme énergétique. 

Au cours du vieillissement, le nombre et la potentialité de ces MSC varient en lien avec 

l‘apparition de désordres métaboliques jouant un rôle clé dans la lignée et l’issue 

fonctionnelle de ces cellules.  

Toutes modifications du métabolisme énergétique et de la dynamique mitochondriale 

sont ainsi associées au risque de vieillissement cardiaque accéléré et à l’infarctus. 

Parmi les moyens thérapeutiques de l’insuffisance cardiaque, les bmMSC présentent 

un faible risque de rejet, un fort pouvoir d’expansion in vitro et des capacités à migrer 

vers les sites lésés de l’organisme pour participer à l’homéostasie et à la régénération 

tissulaire ; en revanche, elles présentent une faible différenciation in vivo et une survie 

limitée dans l’environnement hypoxique cardiaque après transplantation. 



226 | P a g e  
 

Notre objectif a été d’améliorer la survie des bmMSC au sein du tissu cardiaque en les 

orientant vers un métabolisme glycolytique à l’aide d’un conditionnement épigénétique 

ou en réalisant un tri métabolique. 

L’analyse comparative de ces deux approches nous a permis de confirmer l’intérêt 

métabolique des bmMSC glycolytique in vitro et in vivo dans un modèle de souris 

présentant une insuffisance cardiaque aigüe.  

 

Par ailleurs, la thérapie cellulaire est apparue comme une stratégie prometteuse pour 

le traitement de l'infarctus du myocarde ischémique via deux stratégies différentes :  

➢ La reconstruction du tissu natif perdu, 

➢ L'inhibition du remodelage du myocarde restant et sa cicatrisation.  

 

Néanmoins, les difficultés liées à l’obtention de différents types de cellules et à la 

construction d’une structure tissulaire physiologique excluent les applications 

cliniques. Même pour les constructions les mieux rapportées, l’intégration fonctionnelle 

avec le tissu hôte est absente (Hashemzadeh et al. 2021).  

Divers « pansements » cardiaques à base de polymères sont testés pour soutenir le 

myocarde endommagé. De tels pansements ont été préparés à partir de biopolymères, 

de polymères synthétiques et de protéines présentes dans les tissus hôtes.  

Les patchs constitués de protéines tissulaires sont biocompatibles et bioactifs mais ont 

une faible résistance mécanique. En revanche, les biopolymères présentent une 

bonne biocompatibilité et bio activité, mais ont des possibilités d'ingénierie limitées. 

Le potentiel thérapeutique de la thérapie cellulaire combinée et des patchs cardiaques 

a suscité de nombreuses recherches.  

Récemment, les hydrogels dynamiques préparés à partir de biopolymères tels que 

l’alginate, le chitosan et le collagène via la réaction de base de Schiff ont attiré 

beaucoup d’attention, cette réaction permettant la liaison covalente de biopolymères 

dans des conditions de gélification douces (R. Yu et al. 2020). 
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Ainsi, les équipes du Centre interuniversitaire de recherche et d’ingénierie des 

matériaux (CIRIMAT) et de l'I2MC explorent une stratégie thérapeutique innovante 

associant la thérapie cellulaire à une construction biomimétique 3D visant à concentrer 

les MSC sur le site lésé et à améliorer leur viabilité et leurs effets paracrines.  

Le CIRIMAT a développé un procédé vert pour produire des matrices poreuses 3D 

originales à base d'alginate et de chitosan (Bushkalova et al. 2019). Ces matrices 

présentent des propriétés mécaniques adaptées à l'implantation cardiaque et à 

l'ensemencement de MSC.  

Les tests in vitro réalisés par I2MC ont montré que la matrice permettait le maintien de 

la viabilité des MSC et une sécrétion accrue de facteurs de croissance d'intérêt. 

L'implantation d'un échafaudage ensemencé de MSC dans un modèle préclinique 

d'infarctus du myocarde a amélioré la fonction cardiaque et réduit le remodelage 

inadapté par rapport aux animaux non traités (Ceccaldi et al. 2014).  

 

Dans le modèle des tumeurs neuroendocrines digestives nous avons exploré les 

marqueurs de toxicité de la radiothérapie interne vectorisée ou PRRT, traitement 

utilisant des isotopes radioactifs qui se lient spécifiquement aux récepteurs de surface 

des cellules tumorales neuroendocrines afin de les détruire. 

Les modifications épigénétiques et métaboliques jouent un rôle important dans la 

sensibilité des cellules tumorales à la PRRT, or, comprendre ces intéractions 

métaboliques est une piste pour optimiser les protocoles de PRRT pour un traitement 

efficace tout en en limitant leur toxicité hématologique.  

Nous avons développé des marqueurs ARNm et miRNA ciblant notamment le 

métabolisme énergétique et son interaction avec les modificateurs d’histones afin de 

proposer une signature de réponse et de suivi de la PRRT pour des patients atteints 

de tumeurs neuroendocrines digestives progressives. 

La combinaison de marqueurs miRNA et ARNm s’est avérée particulièrement 

pertinente dans les boucles de contrôles métaboliques et ces derniers présentent une 

bonne sensibilité de réponse, ceci, dès la seconde ligne de traitement.  
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Notre travail d’exploration des liens entre le métabolisme cellulaire et les modifications 

épigénétiques nous a permis de proposer un modèle thérapeutique pour l’insuffisance 

cardiaque et des biomarqueurs de sensibilité à une thérapie métabolique ciblée. 

 

Le corolaire entre ces deux travaux réside dans l'importance accordée à la 

compréhension des mécanismes métaboliques et épigénétiques dans un but 

d’améliorer l'efficacité des thérapies.  

Dans le premier cas, la régulation du métabolisme des bmMSC est considérée comme 

cruciale pour leur fonction régénératrice alors que dans le deuxième cas, l'analyse des 

profils d'expression génique est utilisée pour prédire la réponse des patients à la 

LuPRRT.  

Dans les deux cas, la nécessité de cibler spécifiquement les processus métaboliques 

et épigénétiques pour optimiser les résultats thérapeutiques est soulignée.  

Les approches expérimentales, telles que la modulation métabolique et l'inhibition 

épigénétique, sont envisagées comme des stratégies potentielles pour améliorer 

l'efficacité des traitements. 

 

Ces deux travaux de recherche soulignent l'importance de personnaliser les 

approches thérapeutiques en tenant compte des aspects métaboliques et 

épigénétiques.  

Les stratégies visant à moduler le métabolisme des cellules souches ou à identifier 

des signatures géniques pour prédire la réponse au traitement sont des avenues 

prometteuses pour améliorer l'efficacité des thérapies cellulaires et des traitements 

ciblés.  

La recherche continue dans ces domaines et pourrait ouvrir la voie à des thérapies 

plus efficaces et mieux adaptées aux besoins individuels des patients. 
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PERSPECTIVES 

Les perspectives issues de ces discussions ouvrent la voie à plusieurs 

développements possibles dans les domaines de la thérapie cellulaire et du traitement 

des GI-NET: 

 

➢ Optimisation des thérapies par utilisant les bmMSC : 

o Ingénierie métabolique 

Les approches visant à moduler le métabolisme des bmMSC, telles que 

l'hypoxie conditionnelle et l'inhibition du LSD1, pourraient être davantage 

explorées et optimisées.  

Des études plus approfondies sur les mécanismes moléculaires sous-

jacents pourraient conduire à des méthodes plus précises et efficaces. 

o Protocoles cliniques 

Les résultats des études précliniques sur les modificateurs métaboliques 

pourraient être traduits dans des protocoles cliniques pour évaluer 

l'efficacité des bmMSC dans le traitement de l'insuffisance cardiaque.  

 

➢ Thérapie par radiopeptides (LuPRRT) dans les GI-NET : 

o Validation des signatures géniques 

Les signatures géniques basées sur l'expression d'ARNm et de miARN 

pour prédire la réponse à la LuPRRT doivent être validées à grande 

échelle.  

Des études multicentriques avec des cohortes de patients plus 

importantes permettront de confirmer la robustesse de ces signatures et 

de les intégrer dans la pratique clinique. 

o Thérapies personnalisées 

La recherche sur la LuPRRT suggère la possibilité de personnaliser 

davantage les traitements en fonction des profils génétiques des 

patients.  
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Des stratégies de traitement plus précises pourraient être développées 

en tenant compte de la variabilité génétique qui influence la réponse aux 

radiopeptides. 

 

➢ Approche holistique : 

o Intégration des données 

Une approche holistique intégrant des données métaboliques, 

génomiques et épigénétiques pourrait offrir une compréhension plus 

complète des mécanismes de réponse aux thérapies et pourrait conduire 

à des interventions combinées plus efficaces. 

o Recherche translationnelle  

La recherche devrait se concentrer sur la translation des découvertes en 

applications cliniques concrètes comme la bio-impression 3D d’un patch 

cardiaque de nouvelle génération pour lutter contre l’insuffisance 

cardiaque. Des collaborations entre chercheurs, cliniciens et l'industrie 

pharmaceutique pourraient accélérer la mise en œuvre de ces 

découvertes pour le bénéfice des patients en utilisant notamment les 

biomatériaux. 

 

En conclusion, les perspectives futures incluent l'optimisation des approches 

thérapeutiques existantes, la validation de biomarqueurs prédictifs, la personnalisation 

des traitements et une approche intégrée pour une meilleure compréhension des 

maladies et des réponses aux thérapies.  
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CONTEXTE 

Ce travail collaboratif sur neuf enfants présentant une hypothyroïdie congénitale glande en place nous 

a permis d’identifier différents variants dans le gène de la thyroglobuline sous une forme hétérozygote 
ou hétérozygote composite ce qui est inhabituel devant une maladie de transmission récessive 
concernant le gène de la thyroglobuline.  

La conséquence fonctionnelle de ce type de transmission n’a jamais été explorée.  

L’approche in silico pour un variant d’épissage ou par analyse fonctionnelle dans un modèle de culture 
cellulaire (HEk-293T) de deux nouveaux variants de la thyroglobuline (c.177-2A>C et c. 7688A>G) nous 
a permis d’identifier l’impact de variants hétérozygotes sur la conformation ou la sécrétion de la protéine.  

Ceci permet de souligner l’intérêt de l’identification de variants hétérozygotes dans l’exploration des 
gènes habituellement décrits pour être impliqués dans les formes récessives des hypothyroïdies 
congénitales glande en place.  
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2oU4 

l. 1:ntroduction 

Congenital hypothyroid ism, the mos frequen inb orn di s:or-dei:- detecœd m œv.'1:K>m 
scree111in progra:ms, is a dlysfundion of the hypothalamic-jpilu.itmy- thyroid axis lhat is 
p resent at bi:rlh, œsultin in thy1oid 1-tonnone deficiency [1]. ADlhou. h iodine deficiency 
remains he leading cause o f hypothpoid ism at b irth, in iodide-sufficient aœas, m'E!i:- 65% 
of hese patienls p :œ nt ab nonnallirtœs in lhyroi.dl o:rganogeneS-is (dlysgenesis), ,...,ith lhe 
rem ailli.ng 35'¼ of the pa ieftts oo•eloping eU1top ic lhyroid Uands w ith impaired thyroid 
honnon.og!:'ne is (d~•shormonogenesis) [2]. Reœn.t rnnsen us f;IJidelines from the European 
Refeœn.œ Network on Rare Endocrine Condi ·ollil5 œcommend molec1Jlar diagnœis u!iÏ:n 
ne:xt-geneTation quencin . in order to e:xjplore he , e:œtic b asis of the disea.se, as well as 
facili!atin an inteitliscipl.mary follov.•-up of fhe pal:ients ami gua:ranteein i!h.e provision of 
adeq_uate gelllE!tic coun:selm to the fa:rnilies [3]. 

Curnmt consensu s gurideli.nes also reco.rnmend. that ad'IE! r he iden tificat" n of lhe 
d iBeas:e in neonatal screenin.g, lhe bio=hernkal confirmatory diag,i.osis should be folla,ved 
by oomp lementary biodhem ical and ·imaging &tudiies to obtain a bet ter undersbnding of 
the undedying etiol of the d isea.se (31 in pacticufor by using Sanger sequencing-ba d 
app m aches to er.•alu a the sequenœ of cand·idaœ nes. 'fiie general chnical presental:ion. o f 
congenital io&ide lran jpOrt defect, an autosomal reœss:i\'E! d isorder due to impatred iodide 
a.a:umulati.on irn th.e thywid. follkula:r œ l~, indudes a vmria'ble degree of hypothyroidism, 
reduœd lio absent radiotodtd.e aocumulation in a normal to hypei:-plasti.c ellltopic thyroid 
g la nd, a low saliva-hrpllasm.a ioclide ratio, aru:I nonma] to increased thyrogfob u.Jin ,(fG) 
serum levels [4-7]. 

Sinœ iodine is a crucial component of thyroid hormones, iodide accu mu lation in he 
i:hyroid follirular œll con ,ihlœs a crfücal œq1:ürement for · hymid hormone Desis 18]. The 
sodium/ iodide symjpOrter ( ) i the basolateral pla ma membrane glyc.oprotein invob,'E!d 
in.the ac.cumulat ionofiod icle into the i:hyroi.d fdlliœ.larœll [9l the camœ,;)•-œ rminusof lhis 
p ro in, whic:h is orienœcl tm.varrds the cytopla:sm, co111l:ains tl:ie specific sortiin and œ ntion 
S°i!gJ11als œqu:ired for N IS exp ression at th.e basolatera[ p lasma membrane [10-12]. Over 
lhirty pathog,enic variants in the I axling SI.C5A 5 gene har.•e en repoi:-œd in patients 
w"ith dy h.ormonogenic con.genital hypothymid ism. The ftmctimml charac i:-izaticm of l s,. 

of. fundion [S variants identified in patients ha:s p rovided mechan · ic informa lion. about 
tl:ie l:ransporœi:- 19]. Given lœ œle\•anœ of IS in thyroid phy io , we œœntly de\'eloped! 
a machine learnin b ased 15-specif.ic va:riant dassifier with he aim of imp r,rnri-n lhe 
p œdic ion of th.e p athogenicity of m.isse:rnse 15 var iants [131. 

Here, using l:aq;e d ne:xit-geneiration seq_uencùn ,\'E! inf\'E!sligated the jf)l:esen;ee of 
pa hog!!l1iic va:rian in th.e S[.C5Aci gene in a cohort o f rune pedia rie patients wilh 
dyshormonogenic crmg,enital hypolhyroidism, suspec d of being dllll! an ioclide rans
p orit defed ba" d on the abse:nœ of 99"'Tc-pertedme!ate aocumulation in lihe hyroid g!lan d. 
Une:xpecœd ly, we could not iden · fy any pa . ogenic I.C5A ne variants. Therefore, we 
e:x.tem:!ed o ur ana lysis ~o a comif>œhensive p anel of l6 othe r l:ncw,rn causative con_g!!l1Îlbl 
h:ypothyroidism geoes. urpris:ingily, '-"E! identifiied b \•o n m'E! 1 100:mpotmcl hetemzygous 
TG gene varian ts {p.Q29• aru:I c.177-2.Ac>-C), lhree nm•el lhetemzygous TG !;!!DE! ,•ar ian ts 
(p. F1S42Vfe'"20: p . Y2S63C, and p.SS23i:'J, and a novel heœr-ozy ous DUOX2 gene var ian t 
{p . .El496Iifs-51). A functional in ,oi.lr-o characterization u sing splicin" m inigeœ reporter 
.a says 11!\'E!alecl ihat the c 177- A>C variant caused e:xon .3 s'kippi11 d uriin the pœ-mRNA 
spl:icin pl"OCEISS, leadling to the TG pa.thogenicvaria.n t .T59Sfs l. . Moœcwer; fundion.al 
in. v itro express.ion assays suggeslll!d that the variant p .Y2562C eau sa defect in the se

cœ,tion of TC pollypeptides, thus resulting ùn. a reduœcl ex port of the p rotei.n towai:-d lhe 
ooll.oid for thyroid honmolil.D9!IIE!SÏS. [~ma rkahlly, he frameshift TG variants p.T.5~"17 
and p .P154l Vfr,~ 0, bu not the D ' OX2 v.ai:-iant p . En4.%If:i'"51, weœ pred i.cted to undergo 
d egrad ation by nonseill:Sl!-media d decay. In c:ond usion,, ou ~ i:nvestig;;ition ·revealed Ul~ 

e:x:pec d firu:l ingi; :œgarding the geneti.c a nd phenotypes of con g!!n ital iod:ide tra.nsp ort 
d efuc suggesting he e:x:isten;ee of ye to lbe dtscovered mechanisms bei.n g invoh'E!d in 
lhyroid hormonogenesis. 
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Patienl. 

Ne-ooatal ~cœ.,n,ng 
Af,"" (day8) 

TSH (<10 mu /l.) 
Hi,oehe,micaJ analy,;i,i 

Af,.., (da ) 
TSH (O.S-7.S µg /dll) 

T4 (6-16.5 µgldL) 
Fœe T4 (1- 2. l fiS/ dl) 
T3 (100-310 ng/dL) 
TG (6---33 n3/ mL) 

Anti-Tl'O/TG antibodiea 
lmasifis O>tudio; 

_ Ulirasooography 
'RmTc-pè'~i.tto:, 

scinligraphy (fuymid~ 
'RmTc-p;,~i.tto:, 

scintig,riiphy (sal!ivary glatlds) 
M.obeula, dliasflœig 

Ge:tl.è variant 

3ofl4 

2., Rres,ul ls 
2.1. ClitJiœl, B.iodmnical ,muf lrnagüig Clwramrt.st-ics of ,the !miy Ca.hou 

11he study œcrui:œd a mhort of llml!! patients w:ith ~!ll!ITt congen:ital hypolhymi.dism 
.ami :siœ.pected of iodide transport œfect bas d on non-dete::table if.'mTc-permdu--eta.'E upl"a.ke in 
a. e utupic ~oitrous thyroi:d gl'ancl. (Table 1). Ali patient!; , vexe ,cletedtec:l lhrough newbom 
saeenin for congmiital hypothymid!ism using TSH le,.o-els (fable 1). Confirma • thym i.dl 
ftmcti:on tEs'tsshrn.ved. incmasecl TSH and mducecl total and fœe 1"'4 rum levels.. TG rum 
lel.<els were mœtly lfound be in the normal ~ ami ail patients lElsll!d œgamo-e for- thyroid 
a utœnti.bod.ies (Table 1), 

Table 1. Sw:olffl1uy of biochoemicat i:ma1,sing. and m~r fiS1ding;;.. 

l l 3 4 s 6 '1 8 ,g 

w 3 30 6 20 2 30 3 l 
>200 190 >100 157 >100 >100 >100 >100 >100 

'57 5, 50 V 22 12 ,0 15 21 
:,:200 193 >100 372 >100 290 >100 l >100 

2.6 0.4 OA u 0.4 1.6 OA 2.8 3.5 
0.3 m 0.1 0 .1 0.1 0 .2 0.4 
73 32 l'i 19 94 
66, 12 00 14 ta % 22 

Nd d d Nd Nd Nd Nd Nd d 

Eu Eu Eu [---., Eu Eu Eu lfo Eu 

Nd Nd d Nd Nd Nd Nd Nd d 

d d Po Po Po Po Po 

t" V' 
:;-..n 1 ~ r;;...,;:; 

g~ t.!) &I 
P'sQ'i:; P's½ 

"-<; !>-
li. 

I'-, 

Aibbœviatioœ.: Eu: &iflyrood. l'o: Positive.. Nd: an--œœclalble..H i!b rtot' i!iV'iliibble_ 

2.2. Gemf-tc Amtysis cf C01Jgetlilal Hypothyrotdiii111 UsirrgTargtu.d Next- Gtna-ariœ1 tqr1e11ri1Jg 

Basedl on the ra io lliud:i:de scintigi:aphj• analysis le'l•ealin non-d'etedable 99mTc
periecl:i:netate upialïE in Hie thyroid and, v.-e exp lomd Hie p reseru::e of palh . nie SLC!5)1.:, 
gene v al!ianl:s using l:argetedl œxl-gene·ration sequencirn . Unexpeded!ly, paH-iogenic 
SI.CSA:., gene val!ia n.ts were not d efi!cted . lnte restingly, a i:adi:onudi.de ïmagin of the 
salilvary glands 1revealed an 111.nexpec!Ed classification of the p atien.t phenotype into tw,o 
groups; pa ients witn de!Ectable (lhyroicl iodide transport de fect) or non--,dell!ctable (com
p lete i:oclide transport defed) 99mTc-per chœta te up iake (fable l ). Patien wilh ca11ge11ital 
iodlide ransport d efects caw;ed by path:ogen ic S.LC5A gene va l!ianl:s d o n ot aœumul'a,te 
iodlide e itheir in. the H-iyroid o r in th.e salivary gbn , as IS-mechated i:oc:lkle transport is 
impa:imd [14,1!5]. 

Next; ·we extended our analy.sts ta a oompœhen.sive panel o f ] ,6, other mo•Nn causative 
congen.ital hypolh}>roidism genBS. Ta:r ell!!d next-generation :seque11cing anaily is œvealed 
nITTo-el m mpound hell!ro-.cy 0111 (p .Q29• and c l77- A>q and he roz 0111 (p.FlS4.2Vfe"2.0) 
TG gene var iants in patients w ith a complell!! iod ide tr-ansport defect prumotyp!! (Jab le 1). 

foremrei:; ih.e :seqrnmcing analysis œ\o-ealed novel heterozy 115 TC ~ne varian (p.Y2563C 
and p.S523171 and Dt10X2 ge ne ,•arian (p.E14961q(S"Sl) in patien .-.•ith a tnyroid ioclide 

ran.spor clefe p l1ienotype (fable 1). 
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·r,,"uclc:otide 
Gono ,.r,.uiim't 

TG c.&5Gi 

TG c 7F1A>C 

TG cl162l_46:i.4iruG 

TG "7ôs8A>G 

TG C .567r:,.C 
DUOX2 cd4!r;'_d.11.81,;ruC 

The variant p rioritizal:ion pipeline le d to the a nœ of signifiœn variants m. any of 
the sequenœcl genes in four patients of the s udy œhor {Jab le 1 ). A mong ttiese patients, 
t,;,.,o œ,cealed lhyroid iodide transport defects and t,;,,,o .-.<ere 110 classified, as no œœ rd of 
9!1m-Tc-perli!dmetate scintigniphy in the s:alivar:y glandswas .available. 

2-3. Itl' Si Uro A11alysis of Var ÙJJI ts !de11Jijied i11 Ül'1ge11ital Hypothyraidism-G:irJSa~h.o.e Ge11ts 

An hough not ,associaJtecl w ith oon enita] hypothyroidi:sm, the TG val.'iants p .Q2':P, 
p .Y2563C and p.S523P have been reporied in the Single ucleofül'e Polymorphism database 
ifl heterozygosis, whk h showecl a m jnor aUefu fœqueru:y of ?ess than 1 % (rare , •a riants) 
.according lo The Gen.ome Aggregaliion Database (Tab le 2). N onsense (p.Q29" TG) vari
a:nl:s and frameshift va:ria.n l:s fuad.in. to pœmaJtnre Sll!op ood.ons (p .F1542Vfe>20 TG and 
p .E14%1:Js>51 DUOX2) ,veœ oonsideœd to be pathogenic The alg orüthm NMDIF.scPre
dictor 116] predicled th.a the transcrip t encoding the frameshift 1i'C varian p.Fl.M 2Vfe•20, 
b ut no the DUOX2. variant p. H14!96D_f.,-51, under oe.s degr.ad ation by noruie. -medialed 
decay. M orem,-e,; an in silico ana)ysis of mi.ssense TC variants 11Sin predictioi;i al , n thms 
revealed thatp.55 Pis lbenign., whereas p .Y2563C is pathogenic (Table 2} . 

Table l. .,;v ;.,,.., o! se,neti.c variants ancl in !liliioo anafys:i,, of~ variant!l. 

l"r.,.. in Allolo 1ft ""'llC}' 
Da :Sïl.i.ca A.nilll •sis Aü."1:G 

·v.ufant SNP 
SJ''"nl'ID G LJiddiru, SlfT Po lyiPl1'!tt-2 Meb LK 

p.Q'19; .,. 9546d88611 O.OOOOJlll 
PVS1, PM2. 11M3,. u 

(P .. tb'.lÏruc) 

I'-~7 
WS], PS3, Ml, Pl.\'13, 

PP:l (P .. tnosierue) 
p. 1'1512Vfa"20 JJVS1.. PM2 (Pa.if1qge"i.c) 

p.Y2563C ~Th:i'l 0.0000318 0 0.995 11.586 
PM2. [J[J3 

(llm:,:i:t.tir, signilkona:) 

p.~~ 
.,. l€.o6:al!!1 D.00 536 O.D6 0..026 11.m BS], HN, (Ll!!œly berugn) 

JJVS1.. PM2 (J':,.if1qge" ic) 

b:, silice pn,didions w.,.., c.m:id ow.t ""Înt! SlFJ' (= 1 = toleraœd, D = cl,,l,,ll!,rio=l, PolyPl:w,n-2 (= 
O= b•m~ 1 = proba.hly d omoging), .:md Met,Lll.. (S<Dne: D= J,,nt.d.. 1 = d.o~ng~ Pa.l:hogc,1:::=ia=.,., 
inclïc.,;œd in bold. A b'bœvia.t:i.ons: S~ SônsLe Nw.deotide lloJrcn,:,:rphi=L ~D, G," om.e Agsœs;,.tio" 
tlan'l,,,,;e. SIFr, Samns 1.ntœ,,,,." · frmn Ïolennt Polyp!rcn-2. P'olymorpm,m Pherui piic: ver.sie n 2 ACMG, 
Ameri=n Colk:iJ" of M...tial G.a:ti<:s. 

AU TG variants were mapped in the p rnmary sburlure of the human TG monomer 
i(Fï~re lA}. The variantp.Q:29• is adjacentto the type l TG-lib! repeat A, where the variant 
p .1i'59~17 (pro in p rndud of cl77~ A>C, see below), is loca cl, ,;.1ri!h. the variant p .Sli23P 
hein . located in die li:nb!r d.omain spacing type l TG-hke repeats ID and F (domain E} ,,,rilliin 
the ami1m-itermm.al d.ornain (INTD),. Reœntly, the .functional ch.araderi.z.at ion of ihe mj n:se 
variant p. L571P revealed he relevanœ of the linker clomajn in the intraœllul.ar .afficki:11 
,of TG [17)]. The varian t p.F1542\ryi;"20 is ?ocated in the type-1 repeat P w ith i:n the ann 
dorna in, while the varia lilt p.Y.256.3C is located in the homodirne;rizafüm carboxy-1E;rminal 
V ,dlomrun, also knowlll! as the clrnline es1Erase-like (Ch.EL) clomain. The ChEL d omain is 
kmwm to be de-terminant for TG inliraœllular traffick.in alon the apical secretory patih.,...'Ry 
o the fo!licular lu1:rum, wheœ hymid ho rmanogenBSis occ1u-s [18,19]. 
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A NID CCt"•B Flàp Arm cm (ChEL) 

AIB C D E FG H .IK L M N OP Q R S T U V 

f:iigure t. S,:h;ma!i repr-.,fl'lation of d;,r.;.:ted TG vM:iants.. (A ) 11.t,pr.-s.;;nta!iao, .:r.fTG varitille i:n !lu, 

pei,T1a1y structuœ o:f lhe h-w:nan TC mofl-. ln lh,;, cria, t.-..:t c.r th,;, 3D s tr,,.duœ, th., monüffiér c.r 
TG wa3 di~·iœd into fi,;,e œi:;.i : lhe amiit1;0-i..rmirœl dornain (MID), and 1h; oore, ilap, :anra, and 

.:arbo -rermi:nal doma:iru (CTD <-"!lllre!l-po:ndii:ng 10 !lu, dimerie coolini:, esrera,;e-!ilœ doma,n ChEL~ 

Primary s.:,qœ-nœ--ba!ied inte.rnal h.omo.logy do,nai:o,ic .named . pe 1, and 3 TG-l!iko:, repea'l!l, well 

as lhe OI L dumain are Jaœlléd as A to V. ~ b.fiffll.u,~llli e t rœtlllo!!l Y24, Y1310, aad Y 66 

are indi. ated. (B) Repr--.1ation of Ille re.ri.du.e IP· Y256JC oolloœd. in pittk) iitl one monOJTier of the 

Cl)'O-dectron mieroeJOOf'Y tru.:Lure or TG h omodimer (PDB ID 65CJ). Monüffiére aœ ~ )i'êd in 

oraiti,-1!' and~ Ck,s,;,-,,p vi.!-w df 11w, ,ilructure ,ihowitlfl Y2563-inreracti:nfi œ;;id,..._g Y2564; 02.714! 

andF27l . 

Reœn ]y, the ayo-electmn mia scopy 3D structure the 1-iurnan TG dlimer has re--

vealed that the monomers aœ in rtv.•ined, with each monomerbei.n entilfllgled and revdJ,., .. 

ing around. the œn ra[ ChEl dimer that interad:s w ith the Ann and Core domairns of be 
same manomei;. and v.'Ïlh the NTD Df tl-E partner mormmei: mvalvin lhe E dornai11 [2.0,21 ]. 
Usi11 the .-.<elb-basec:I molec:ular ,•isuali:zation M:o~ Vi.e,;.\,er p latform [22], v.,e obsen.•ed that 
the resid ue Y2563 was located in a shDrt alpha-hem: sb e ch in U-e ChEL d.irme:r intei:l'ace:, 
funning a putafü<e no1HJOV,ile:nt intramonom.e:ric. hydroge:rrborull triteradirm with 02714 
.and also pi- radcing interadions wiiith Y2564 and 7 1~œ 1 B). Tlle pll!!ienœ of •steine 
œsidue at p Dsifü:um 2563 may 110 only disrup ti.n tram DnDmeric molecu.lar iflteractiDns, but 
also œorde:r the oom p lex d isu lflde bond œtwork, theœby ha.•ing an effect . n l!he m<era.11 
folding Df the prolei.n. 

2.4. Thr Ruthog1:11ic V:ari1111t c.. l -2A>C' Impairs Nomml TG fre..J\1~-er1grr .R:J\IA Splicjrrg 

ln silico analysis usi11 . splicin predictfon algorithms revea led that be vai:iant c 177-
2A>C, localed in the cano nica] sp icin acœp tor site a t the boun ary of TG irnmm 2 am:I 
ex.on 3, had a ,dele erious effect o n nmmal TC p œ-messenger· RN A splicin (Table 3). To 
assess l!he impact a f the varia.nt c.177~ 2A>C, pSP'.L.3-based mmigeœs weœ generated and 
fu11ctionally œstecl in transientily tra:nsfectedl f-!eLa œ lls {figure 2A ). The w ïl~type (Wl) 
minigene generated. a m ajor ba:nscript of 4 01 bp rnmpahble w ith the canonical spliœdl 
ranscript induding exons 2 and 3 (a splicing p rodlu.ct), and also a minor transcript of 

3-72 l::ip compatible with a partfaHy sp'liœdl ral15Clrirpt induding exon, 2 a lone (13 sp licing 
p rocluc) (Figure 2~ . I11 contras!:, m in igene assays Te'l<ealedl that the varian c.177-2A:>C 
_generaœcl Dnly one transcript of 372 bp mmpatib le w ith lhe skipp ill of exon 3 (~ splici11 
pmdu ), As expecœd, ti!he empty reporten•e r generated a tran cripl of - 63 bp (y splkin 
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A 
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product) (Figure 2B). Sanger sequencm . co111firmed he identi of all th.ei;e PCR produc 
(Fïguœ 2q. · nïficantll.j th.e vari'iml c.177-2A:>'C changed the open reading frame of he 
banscr ip t and gene·raited a da;.vnstœam pœmahu:e translation stop ooclon, leai:hn.g to he 
TG p a;thogen:ic,•ananl p.T5~"1 . The al r ilhm NMDEscPœdidtm• [161 prnd:icted that 
the transcr ipt enrndin th!! frameshi~ variant p. 1'5'9fys"1 is subjected to de gradation by 
nonBE!ruse- medialed decay. 

V,aria.C1:! 
HSf M ES ASSP 

10--U!IO) {0-16), ~ 4.5 

\\T œlca:eCAC 0.93 94.22 9.4 9. / 8 

c.t r -2A>C «to:ie ;GA C 
0 65. 1.36 0 

(œl.l.tèrii:.u;;) (œl.l.l:èrious) (dé tèrii:.u;;) (delo:,l:éric.u ) 

n., vill:Wlt d.77-ilit; LOG!· d. .:,t p<Kitîon -2 in th!, spl.1œ ..,,,,péor •i:I• of int:ron 2 (lawei=sej of ih, 'î'G 8""'"- is 
uruierlined. n.. .,.(l<l J ""'lue""" is. shawn in ""P""'-1 letters. &x,,,,,. . o.ined fur \lirt .:,nd the c.177c.JA.,.C spl:iœ 
,.,œptœ .. ,,. ""<113 the ind,c..-1:ed soitw,= ..,., saawn. roreil<ft , • ...,_ iœ =le ,.,,nge is im!~ in P"""""''lh!!"""
A deleœrioos effect of th!, Volrfa.nt is pœdicil!!d if the clenS!" in v,3rio.füm ï,; gœ.:,1'!r !han '1% œl.,-tive bo wr (% 
varil!.tian = ICv•.ri.>:nt 5a1œ-\lirt ='J/Wt = rel >< 100). Àbbrev'io.tians: liœ, Spjiœ Site l'n,d;ctian by 
Neural Notwar.k. HS!l, Hi==o Splicin5 !liruicc MIES, M:.Ox Enfun. ASSP, A!tei:ru,âve · ,,Jiia, S;i,, !'redu: · cc 

B 

aspllcirig l 
- f3, :spl'cing 

V splicirig 

C ,a spllclng v spllal11g 

~_g__ ..,._ê___ê_. .-.filL__M_.... 
CAGCAA•GTAC TTCC.O,G A.CTG C.A,GCAACC G 

IF:i;gure .2. Theviuiant d -2A:::>C u!leS:è ot:13slipping dun;,igTG pre-mRNA ;iplicing; (A)Schem.-, 

<>f pSPl..3-bll!led mÎfui,,.;o,;, u,i,ed in f'Ll.fl t i,onal a,].!fllys. ~ i,'dlf>l".llÎC fra,1,1ï11efl! ,oofl.taÏ:oinf; e:iwttif 2 

O bp) and 3 ~b,p) aluns w ith a portioo o f lhe 11anking introfll!l 1 and 3, lfJ and 236 bp, œ,ipeclivel 
ll!tld the cing,introo 2 (1505b;p)wasclot1L'-d i3l lhemultip!edœing!liir;eflg;inœœ,dwilhin the !litls-1.1. 
,ntmn ~ spliœ dono:r (SD) and acœpl r (SA) ....:o, wons lllllè XhoI and Elam Hl œ,;tric!ion 
Ï li>!i. A stt!'risk indieat.,,; lhe position ai th,, vatiian.t ,e.. t -2A>C. Airrow;; ,ih.ow th.!, pSPl..3 v.-.eto:r 

D nd SA exOR-,ipeeüic prii., .. r,i rn and SA4) u,i,ed in the Rl'-PCR an.rly ë;i_ C.:a.n.o:nical (11.) and 

aœffilf'l.t (Il) licitlg produdls are i:ndicaœd. (B) Agaro.sae g.,J eleel:roflhoŒs-i:!i o f .RT-PCR produœ from 
tliCn'"i-~re<l (nov.-.elm andl emply, \\'T or ,e.1 -2A>C pSPLl .miin:i~ tr-ansiooll tœru6.!-cted 

Îi'l.to I-leLa œll . ln the neg111ti.w ?CR oonlm~ cO.'JA was œplaœd b :nud:ea,,e..frœ wi!IIH Tho:, emply 
pSPll..3 veelr>i; wooe ooliy D-SA eJOO:fl lici!ilg oœur11.-..d., led to ~ · bp PCR pmdu t (92 b;p from "1w<fl 

D i!Jni:I t t bp from e: · n 5/\) (y ,;plicins).. lbi, 1;\'T pSPl..3 mini&n' y;d œi:I i!l 4' bp PCR producl 

n'l.dudi,i,gSD-SAe ... o:i,s lllaru:itig lhee,.= 2aod 3 of fueTG ~ (.x.iplicins . ~ e.177-2A>C pSP!..3 
rn.i.nig,;oe led ID B PCR piroduct ,c,f b;p .n,:ludj,-il); 0-5/\ e.: · llan Ïfll); exoo 2 eloœ (Il plicii'liSl. 

Till!!'~ «,pa,~1 th.-, ~uœnœ o f (X, Il aod "l' gpti,cing IIT-l~CR IP'rodiwets. (Q 5,;.q~ ai:1aly~ 
O'.mlimted the ..eqw;oœ o f tX, ~ and 'I' o,p.liri:nt; RT-l'c:R p,roduc!B.. 
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2.5. The V(D' iœit p. Y2563C R1'dr1œs TG S&'n!i01J' 

ln order to assess he pathoge11kity of the 7i'C variant p. Y25o3C, we oond ucted fun.c
tio11al assays in th e HIEK-2931' œ l!s, w h ich do not express TG e nd ogenously. HEK-2931' 
oells .vere transien 'ly transfed:ed.w ith anempty expression ,,ector (t,,,fock o r express· n 
vectorsencodi.ng full-length mou_ \"IT or p .Y2562CTC (eq1.1ivale11t , p .Y2563C in l-mma11 
TG). Wesœm hlo analysis revea led an expeclE!d specifu::: b and fur T G w ith a m ol.ecular 
ma aorrespondin . ro -330 kDa bolh in the œll ly al:e and in llie supematant, denoti11 TG 
exp ression and secœ ·on, œspedively {Pigwe 3A) [17,23]. ln contrast p.Y2562CTG prote.in 
ex pœs io11 ÏI1 the œll lysa· and ïts secrel:ion to the supematant was sig;nificarrtfy red uœd 
comp ared to \l'."I' 7i'C (Figure 3B). ln addition, we ocmducted a flow ·C)•tomehy anal:ysis to 
a s TC expœssion in. permealbilized HEK- 2.931' œlls transiently ex pœssjng e mp ly , 'ecror 
aru:I Wl' or p .Y2.562C TG. The d ata analys:is showed tha altlmugh the perœntage of trans
fuction efficiency was comparab!.e bet,;\'eelli WT and p.Y2562C TG bansiently ex pressing 
œlls, the levels o f p . Y2562C TC weœ sigJ11ificanllly lin~'er füan tho o f WT TG igu:re 3q A 
p 1.1tahve dominant negative effed: o f p . Y2562C TG on füe secœfüm of 1NT TC wa d:ismissecl 
as TG serum l1n-els i.n p atient #3 carryirn p. Y2563C TG in the heœmzy us state were 
found. to be in the il10rmal range (Fab le 1). Talœn togelher, ou r fïndings sug~st that the 
p atho nie variant p .Y2562C causes a possible defect i.n the sta ility o f TG polypept ides in 
HEK-293T œl!ls, thereby lead:tng to a œ cl:uœ d ex pression and secretion o f the p ro in for 
thyrnid ho:rmonogenesi:s. 

A Mock WT p.Y2562C 

cs c scs 

.. 
I 

•c 
s 

,ao 

f :tgure 3. Th;, vafiac·u p. Y2563C œduœ-;;i dw, .,,.;cœ!ion o fTG p-0lYfW!plid..i. (A ) Re.~l:iltiv;, weilr,m 

b ic,! analy i!1 of TG è:<pœ;i;;ü:u:'I iin SèfiJ.11:t-f:œe supe.matao~ ) and œ.l!l ly ~ (.C) of HEK-293T œlli 

lraruiioènlly trare:re<:led wifü an ;,mply e.o<pre,i;;ion veclor (M I o.r e.o<pne.,i;oo v.,cto.r ..n~ 
run-J.,."l6!h mu..,.; TG u 1' p .Y2562C' TG. 'lü:111ü~ fifTG w;,n; r.-.iolw,,d as a, s dllgl;, bat'l.d o f a mol..e..,lar 

!lllaS,J llüfl"espotlrl:ing to.-330 kDa. ~ tOOlëtric anally · of TG.-. prl!!l!iào,n ft!.1,-....!s in œll lysaFl!s 

(C and i!lupe.m lfil'l.l!l . Data are e..:pres&!d. 119 œl a!ive ·1..1.ftil!l œkulla.red. based Ofl lh e b ack,grou:nd

i!l.,b!noclled œ,ean inteœit o f \.'lT or p. Y2562C TG bands ± D (n = 4). • p < 0.05 va WT TG--e~g 
œ [l's (A VA, HoJ:o:i-Sid 11!-.sa). (Q ffiow cyrofflëlry acwysis l:o a!l!ll!s!I tr=f.eetio.t'l ;,_fficieocy ruid 
TG ,;,..pœ,ision l.:!lle-13 iit1 p,,r .moe-abifu.;d H EK-293T,œlh tra,'JSi.,.'ltly àpr<!!l8ii:is W1" or p. Y:2362<:: TG. Th,;, 

TG "'-"Pre iüt" l.:!llè-ls œ expœss;,d s m..:lia,, .f:lu oresœnœ inteœtily (MFl) ± SD (n = 4 . ~ p < 0.05 v,i. 

WT 'fG.e,._presaios; œ lls (Sh,àe<t1L's M.,:;st). 

3,, D iscussioD 

Using targeted next-nmeration qu.encing, 1Ne investigafed be presenœof palho~n.ic 
var iants in the SIL A5 gene in a study oohor of nine unrelated patients with permanent 
dyshorm.onoSJ!niC con.1'!n:itaJ !hypothymidi m and that were uspecfed of h~•ing an. iodide 
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ra.nsp ort ,d.efec . UnexpeciEdly, mu analysisdid no unawe.r pathogenk variants in lhe 
SLC5A5 ne · acoount for the genetic basis of the thymid disease.. Re.œntl)~ we reporte.dl a 
San r se.quencing0 b a d sfudy w hich also asse.ssed the preseru:E of patho ;nie SLC5A5 
_gene variants in a sh.1.dy ,oohort of fo1u p a ien.ts suspeded. of congenital i.odide transport 
defect, huit ..,'I! only identiâed the lmmozygous synonymcms c.1326A>C,mriant; >Nhich led 
to aberrant rs pre-mRNA splioi.ng irn ,one patient ,of the study cohort [241. A 11:hough ,...'E! 
focused on the co,:hng region and exon-inhon boundaries, other tpote.nti.al mechanisms, uch 
as large gl!nomic ·marra.ngements o r pathoge.nic variants that affed regu]amry e ]emen.ts, 
ind uding repilatmy and deep in.tronic œgjons, should also be ooliLSidered lnteœ:s:tïngly, 
tw,o reœnt reports provide funcbona] eo.•ideru:E that intronic varianls (c.970-JC>A ami 
c.970--48G>Q cause exon skippin.g during NlS pre-m.RNA sp.licing. tfm s leading to i.ocli.de 
raru;por de~ [25,26]. 

0.'E!r a decade ago, Fukata et al.. (27) ,questi.onedl whether the deter:mination of lhe 
saliva-m--p lasma radioactive iodide -ratio is a reqlli re.ment for l:he diagnœis of iodide trans
parl: defec , . ln adlditian ID the thyroid, IS also media s adi,.•e iad:ide transport in ,.,eral 
extra-thyroid al ti ues, includin lhe sali\•aiy , lands, fomach, mail intestine, and lacrimal 
glands [2Sl ConseqllE'.ntly, in the absenœ of functio.nal moleC1L1les, iod ide has no a.c.œ 
to lœ thyroi:d (hamperin hyrokl harmonogenesis) m any exb:a-lhyroiclail tissue. 'Ihese 
.authors recommended lfirst con.lfirming the preseru:E of eutoptc lhyro:id glands by neck 
u:Dbason.ograp h.J and, irf pœ n , l:he;n conduding radionuclide sdntigraphy to explore 

15-mediated iodiœ acœ:mulatiiio.n [27]. If neilher the thyroid ,gland n.or ih.e salii.•.a1y lands 
a:œ observedl to shov., Nl>medialed iodide acrumulatiiion duri11g: rad:icmudide sc:intigaphy, 
then a screellin of pathoge.uüc SLC5A5 ne variants isenoouraged for molecul.ar diagno
sis [27]. Here, we Wlco\,ered through a radionuclide scintigraphy analysis of the salivary 
glands an unexpecli:!d daS&ificafüm p atiien with de fecfü'E! iod ide aocumulatio.n Îll be 
thyroid gland into tw,o gmups: p atients with. d elE!ctable {lhyrotcl iocllide transport defed) 
or nan-delE!ctable (complelE! iad ide ·tran.~port detfec) 9!1mTc-peried:metate accumulation in 
the salivary glands_ IBa d on these firndin.g:s., i is re.asomable tospeculalE that pathogenic 
v.ari.ants may exist ·in ye o be discm.'E!œd thyroid-specific g,enes, which ,...'E!œ not t:a:rgelE!d 
in. our sequencin stra.te ·, and a:œ lilœly to be requi:œd for IS-media d iodide transport 
in the thyroid fol~irnfar œHI. ln in.e with this, the thyroid-s,tirmula rn honnone (FSH) is 
the primary hormonal re&-1lator of thyroid IS expœssion [291, and pathogenic ,raria.nts 
in the TSH rnœptor-Œ>d.in TSHR g,ene have be.en tdentified in paitients w ith COJl:gl!niltal 
hypothyroid!ism showi ng hypopla tiiic or 11om:1.al--sized e ulDpic thyroid glands v..-iih. œcluœd 
to albaent radionuclide uptalœ on th.yroid. sdfttigraphy (30,31]. Howeveir, we could. n.ot 
revea] pathogenic variants in th.e TSHR gene in. any patien of ,our cohori: wi.th thyroid 
iodüle trans:por defect 

Targeted next-generation se.qmmcirn a.naliysis demons,trated an. ll!TIE'.xpecmd e:nrich,. 
ment in patfio nie œ m pound hetero:zy ous (p.Q29 · and. c.177~2A::,.C} and helEmzygous 
(p.Fl54.2Vf:. } TG ,gene vari.anls in patients w ith a compl!!IE iodide transp ort œfec phe
notype. Moreavei; lhis a.nai]ysis revealed pa,thogenk heterozygous TC (p. Y2563C) an.d 
DUOX2 (p.fil496gi 51) gene variants in some pati.ents wirth a. th.poid. iodide hansp ort 
defe phenotype . Based on the autasomal œœss:ive nature of dyshorrnonagerüc hypothy
roidisrn, de:;pite a disc:on:l.a11t oorrelaticm bem •E!E'.11 genotype and phenotype, the compound 
hete rozygous variants iri füe TC g,ene lead,ing to defecfü'E! TG syn.thesis may p amally ex
p lain the eiiology of he disease in oœ of ol!Jir patients (p atient i'fl). Patients w il:h TC deÉ 
usu.ally pœsent oite.r, moderalE to ,'E!re. hypo hyroidism, low to undell!ctab le TG serum 
le,.,els; and nonnal o in.creased iod ide aocumulatiion [18]. Unforhmately, TG serum levels 
were. not available in. oui: patient in order establish further corœl.al:ion bern'l!E'.n genotype 
and. phenotype. A[th.ouglh heterozygous patho-genic TG v a nants aœ unlih! lly to explain 
the defedive iod:ide ra.nsport phmotype, the}' may co.ntrib.urte to mocllu.]aœ the thyroid 
p henotype in patients ""'ith oligogenic forms of co11genital hypoflh.yroid ism. tructnr.alily de
fecii\,e_ TG variants tend to m isf-old and a.crnmulalle in the e:ndop lasmic œ ·culum, œusin 
s:evere hymidal re. iculum stress [321 which a mld lead to a œduced iodide accumulation 
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.and expressicm of fPrD i l!ilS im•olved il'l lhyroid hormonogeœsia, thereby ing a possible 
TSH signaling-dependent co1W1ter- regulatory rnechanism o reduœ endoplasmk œticulmn 
stœs.s [33]. ln a dd.ilion, the ab nœ o f TG variants in the only palien.t of 01n cohort show-in 
œ d u.ced TC mm le-.,e 1s (p atient #7} does no ex plain. the etiolo of the d isease. Ta king 
these œsul togelihec:, our anal}' is œin:forœs the need to expand the œ:rœnt knowled~ cm 
the geœ ·c lamis:cape of the diBease. 

The advent o f next-gl:!nef"iltion seqi:œrncing lias expandedl the mutational llandsca:pe of 

monogerûc fo:rms of COllg"l,'!nital ~poihyroid!ism, as \li,eU as UIKcm,eru1g the pal:en ·al oli genic 
oiig:in of lhe d:i3!ase [2]. Latet}: whole-exome seqœruing: has œ\'E'.aled palhc~nk variants in 
no,el ~nes Ilhat le.ad to lhyroid dysgen.esis [34-36] and dyshonnanogenesis [37-39]. A lthou 
th! ~netic basis unde:rfying d.efed:ive iod!icœ a.ooumulation in our study cohorlt remains elusi\'e, 
lœ future implemenlafü:m of œxt-geœrati.cm seqp.iencing-based ap pmaches (i.e., .-.<h.ole-exame 
or .-.•imle-~nome sequencing} might œveal n<Wel dÎlleil9e-cau5ing ~ne variants leadil'lg to the 
comp1ele or lhyrmd p rnotype of ddedh.e iodide aocu.mulation This hypothesi.s is rupported 
by lhe obser,m tion i:hat h funrition of the TSH- ·mwaœd KCNQ1/KCNE2 potassium cl:iann!I 
is œqwmd for lhj•roid hormanog!!nesis by susta:ining nonnal NIS-media!Ed iod:ide transport in 
llhe thyrmd folliou.la:r œll l4tl]. 

4 . M,a; rial amll Melhods 
4.1 . . ~riems 

ine unœlaœd patients w il:h permanent dyshormonogmk congenital hyfl'Othymidism 
s uspecte of an tod:ide transportdefed weœ emolled in the .stndy. A U pal:ients ,;veie full
term 111!.vlboms of nolKlonsanguirneous Caucasian (of European d escent) paiernits, and 
shov..ecl an abnormally h igh iliyroid- liimula. ·n hormone (TSH) rum level (ou - offvalUI! 
15 m.lU / L) durm the l!ill!.VOOrn &œel'lin. p rogram. (Jab le 1 ). The di agnos:is of co11 nit.al 
hypothyroidism was made by assessin;g i11.Creased TSH seru:m !eve Is, w ith total o r fœe 
thyrm:ine (T4) lei.•els hein ,bel.cw., tihe normal range (fable 1). 'fhe patients œvealed ,•ariable 
dime.al s:igns o f hyp othyroidism at birlh, induding jaundiœ, umb i!l:oc:.al he1Tifa, eu is mail"
m.orab, p uffy d ull faœ, and macroglossia, w i h delayed bone m atura ion on a knee X- ra:y 
su ggesting severe i:n il"auterine hypoiliyroidism . TI-te inclusion aite·rio n w.as congeniital 
hypothyroidism w~th a reduœd ta absent IJ'JmTc- pertechneta.te accumulation in the thyroid 
g lan d, as as965Sed by iradionuclide scmtigrnphy, and w itl, the eutop ic thyroid , land lbein 
ex a:mined by u ltraso.no~aphy. ln addition, he aocumula.tion of 99m-"Fc-if>E!rilechnetate i,n 
the salivary glands was reoonJl.e d dlu:ring thymid ~and sciinl:igraphy. A deh!nn tnation o f 
the sa.liva-ito-p las:ma iodidle i:atio was not available. l.evolhyroxine tbei:apy wa:s started 
immediately after- d iag,-ios'is at D:!ll!sof ~15 µg/ kgper-day. Ali pati.enl:swere œ-e\•aluaœcll 
.at: approJ(imatelj• thœe yea:rs o f age, .as œcommendled by ,consensus guidelines 1[31 w ifü 
the d i continuation of lei.•othyroxi:ne treabnen for a m anth œveal tng pennanen hypothy
roid ism. A Il paœnl:s weœ cltnica Uy al'ld b im::bemically euthyroid . Parental DNA samples 
weœ no available for segœgat:ion analysis. 

4.2. Turgerd Ne:x1-Ce11e1afi rm Seqru:tJ ci11g 

Cenomic D wa:s. p urri.fied hom perûpberal blond mon onuclear ,œlls usûn the 
\'\!""iza~ Genom.ic DNA Purification Kit (Promega, Madison, Wt USA). Genom:ic D 
1(10 11 per sample) wa:s u d for lillnary pœ pa ration, us,ing the D A p rep wirth a n e. 

lii.chmernit p rotocol (Illlllmiina, Sa.n Diego, CA, USA ) a.nd a rustom targeted panel of the 
t c:ongeniral hypolhyroidism-causal:ive S'!n.es TC (NM_@œ:235.4), "FPO (NM_0OOS4 .5), 
DUOXA2 ( _2075SL3), DUOX2 (Nl\,1_014080.4), SLC5A5 (Nl\,1_000453.2), SLC16A2 
,(Nl'.\I_JJ()a517 .4), LC26M rM_000441J), TSHR (NiM_000369'.2), G S1 (NM_000516.4), 
THRl3 ( M_OCJM61..4), THRA ( M_Offi25415), PAXS ( M_003466.3), KX2.1 
( _001 9668. ),, KX2. 5 ( M_0043 .3), FOX 1 (NM_004473.3), CYD (NM_001164694l l ), 
.and. SE.CI BP2 (NM_024 .4) [41]. ext-S'!ner-a:bion sequencing was perfonned on the 

i'exi!Seq 550 pfatfonn usrn the Mid Output ki v2 5 (llJumina). Sequencin ,om<era e o f 
30x œads was considleood to be the minimum ·œquri:œment for a sequenœ va·riant to be 
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CONTEXTE 

Les phéochromocytomes-paragangliomes (PPGL) sont des tumeurs rares le plus souvent 
fonctionnelles (85%) de localisation principalement thoraco-abdomino-pelvien.  

La libération de quantités excessives de catécholamines peut entraîner des complications 
cardiovasculaires potentiellement mortelles telles que la cardiomyopathie adrénergique ou Takostubo 
(ou encore syndrome du cœur brisé). 

Des études rétrospectives ont rapporté la prévalence de Takotsubo chez 8 à 11 % des patients atteints 
de PPGL.  

L’incidence de ce syndrome a été particulièrement augmentée lors de l’épidémie de coronavirus.   

Certains des mécanismes impliqués dans ce syndrome comprennent l’activation des récepteurs 
adrénergiques bêta1 et alpha-2. 

La surexcitation des récepteurs bêta1-adrénergiques augmente les activités inotropes et chronotropes 
du cœur et s'accompagne d'une augmentation secondaire de la demande en oxygène du myocarde, 
dépassant l'apport d'oxygène et produisant souvent des zones hypoxiques dans le cœur.  

Alternativement, une surstimulation des récepteurs adrénergiques alpha-1 et alpha-2 des petites artères 
coronaires et des artérioles pourrait entraîner une vasoconstriction non physiologique conduisant à une 
ischémie myocardique.  

Ces deux mécanismes pourraient agir en synergie. 

Il est important de noter que les polymorphismes mononucléotidiques des récepteurs adrénergiques 
bêta-1 et alpha-2 altèrent la fonction des récepteurs myocytaires et augmentent la libération synaptique 
de noradrénaline et pourraient ainsi entraîner une hyperactivité nocive du système nerveux 
sympathique. 

À cet égard, certains de ces polymorphismes ont été associés au risque de développer une insuffisance 
cardiaque et sont ensuite associés à une réponse bêtabloquante en cas d'insuffisance cardiaque. 
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À la lumière de ces données, nous avons émis l’hypothèse que de telles variations génétiques 
pourraient avoir un impact sur le risque de développer un Takostubo.  

Pour tester cette hypothèse, nous avons réalisé une étude rétrospective chez trente et un patients 
atteints de PPGL, dont neuf ayant des antécédents de Takostubo, ont été analysés pour le génotypage 
des récepteurs alpha-2-adrénergiques (ADRA2C) et des récepteurs adrénergiques bêta-1 et bêta-2 
(ADRB1 et ADRB2). 

Deux cohortes ont été explorés (Toulouse et Lille) permettant de définir une cohorte de réplication.  

La détection des patients à risque de Takotsubo a ainsi été lié à l’absence de la délétion 322_325 dans 
le gène du récepteur alpha-2-adrénergique (ADRA2C).  

L’obtention d’un financement de la Ligue contre le Cancer en 2023, nous a permis de de lancer un 
protocole d’étude prospective sur le variant Alpha2Cdel322_325 comme facteur de risque de choc 
cardioadrenergique pour une cohorte de patients de réanimation présentant des tumeurs solides ou 
hématologiques.  
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Abstract 

The re lease of excessive amo 1.mts of catecholam in e by pheoohromocytom a

paragangjiomas (PPGLj can lead to, lif ~ thr·eaten ing cat echo lam ine-i111d uoed 

cardiomyopa~hy1(CJQ. Sing.le-nucleotide po lymo:rph isms of the be ta l and a lp lma-2c 

adrenerg ic receptors alte r myocyte rec-eptor function and enhanœd norepi 111ephrine 

release. W e t ested ~he lhypothesis that such gen et ic variation,s m ay impact tlle ris k o 

develo ping C&C in the context of P~Gl. Th irty-<on e pabients w ith PP GL. indud ing: nine 

w ith a hi,sto ry of 0 1 C. wer e a na lyzed fo:r alpha-2, ad renerg ic rece;ptors: AD RA2C. beta-1 

and beta--2 adrene ngjc reœptors : AORB1 a,nd AORB2 genotyping .. a c w as delïned ei~he r 

by a hiiS-tory of heart fa ilu re or cardiogenic slmod< associated w ith d ilated or Takotsubo 

cardiomyopa~hy·. Su'bj ects were geno typed fo r Al:JRAZC {rs61767072 fo r d el322_3,2.5],. 

Al>R8 1 (rs 18012 5,2 fo:r Ser49G ly and rs 1801 25 3, for Arg389Gly) and Al>R82 1[rs 042.713 

'for Arg16Gly and rs104271 41 fo r Gln27Glu). Single" locu s analysi,s revealed tlmat varian t in 

Af>M.?C (alpha 2:CD e/I322- 325) was more comme n am ong pa,tients ·th CIC tlman among 

oontro ls (a lleile freq uency. 0.4!4 vs 0.05; P < 0L001 ). Tlme lad :: of a lpha 2C Del322- 325 

po lymorp h iiS-m ha,s a negat ive p red ict ive value of 95% for tt, e on,s,et of 0 1 C. 1 n a repl ica t ion 

ooho r t i111cludi11g 2.6 pa t ien ts w ith PiP GL wlmom eight have d eveloped a G C, tlle association 

between Alpha, 2.CDel322- 325 and CIC was conlïnned (aile/le fTeq uency. 0.33 vs O.; P = 
0.0001 ).. n conclusion. Alpha 2.CDel322- 325 through the id entificat ion of pat ien ts at low 

risk of developing OC can help physki ans to, better det ermine lihe m ost app r,oprliate 

t'hera peut ic a pproach notably in patients at h igh r i,sk of su rgical com,p l'icat ion,s. 

llntr,oduct io n 

KeyWords 
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Phem:l:11:omocytoma-pai;agang).lo m:a (PPGl ) are rare 
tumors (Bere11ds. et al. 2018) that procwœ amd .store 
catecholam.ilnes, The 1elease of excessive amounts 

of cate.clrnlam111.es Gl.11 le.ad to üfe..tlueatenlog 
cardlovasoular ,mmpll.catlons suclI ll'i catecho am1ne0 

Uildun.•d ,cardtom}'Opathy (OC). Retrmpectl.\--e sbl.clles 
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~eported the pievalenœ, of OlC a_t 8-ll% of patients vmh 

PPGL (Pai'll: et al .. 20ll, Giaval'l,1!1.11 f!t al • . 2013) .. .Some ,(lf tlile 

mecl:lanlsms lm'Olved 111 Ote lnclu:de the activation of 

betal--.adren~tors ami alplla-2 aclœaor~torli. The 

overexclta:tlCllil o f bet.al -adreo.ooeptors heightens tlile 

lnotmplc and dlronotto ptc actlvitles of t!he heai-t and 

ls accompa.nled ~ a seooru:lary lncrease ln lll}'OC'alldlal 

myp ,demand, surpasslllg tl:le oxyge,n dellvery and 

ofl:en produ cllilg hypml.c ateffi 1,n tl:Je be.art (Costa et_ al. 
21>11, Kllan et al. 2012). Al.temattvel}•, oveist1mulat1on 

o f tlile alplta-1 and alpl:tac2 adirenoreœpto1s of tl:le s.maU 

c-ommuy ai-telies ami a rterlol.es ,muld r,eswlt 10 :non
pbystologlc vasoconstriction leadlng to lll}'ocatd.lal 

Jsdi_emlla. (.SmaII et_ al. 2000). 'Ihese tvrn meclia:n.l5ms 

c-ou.ld act .syne(gl5tlcalJ');'. lmportantly, s1ng.le-0ucleotlde 

pol');'morplillsms of t!he beta-1 and alpha Zc ad.œ,nerglc 

[,eceptors a lter f.ll}'OC}'te receptor functlon and enhanœd 

s;•aaptic norep.lnepruine ielease and tlilus c-o1.11kl iresul:t ln 
ha.rmful sympatlitetlc 11en'Ous system overactivlty (Heu;sch 

et al. 2000, Ma:no & Brlstow 2005). ln th.bs respect, some of 

lime polymorphlSms ha,oe been associa_ted w 1th the rlsk of 

der,r,elop.lng be.art fallure and tlilen are assœl!ated wltlil beta

bl_ocker œspClrue ln heart Fallu.œ (Brlstow 21>00, Llggett 

eta1. 2006, 2008, Shln etal. 2007, Crescl et.al. 2009, Brlsto'ili' 
et al.. 2010). ln light o f tlhese data, v.·e hypotlheslil.ed that 

sucll genetlc varlattolils may Impact the ruk: of develC1pl11g 

CIC.. Ttl test thi.S hypot!heslll, v.·e c:anled o ut a retros:1;1ectlVe 

stu.d');' 111 patl.ents v.•ho had surgecy fm PPŒ. com;paring tlile 

pol}'fflorplillsms of tlhe gene rnding fo.r be!al and alpha Zc 

adirenergjl.C .reoeptors ac:mrdtng ·to tlile lills:tory of GlC. 

Method s 

P,opulatlion 

FIISt, v.·e 'lmllt a d.bsoovery cohorl AlI patients moo.11:ored 

fut a secireti1_11g PPGL œfellfed w the depai-tmelillt of 

hyper-tens1011 a t Toulouse Uni.\'ef5.l:ty u.ntll 201.0 v.-eie 

rnrulder,ed eDlgible. Among tlhem, tbose fur v.•hom DMA 

v.•as avalllallle and who h'))Ve thelr 111formed rnruent wae 

Jndaded ln Ute study. Infi:Jrmed ,mnsent fur genetlc test111g 
v.•as col:le,cted. fm alll patients and coruserved at TouJOt!!se-'s 

academlc l:lospital Blol.ogJcal collection v.ias lnduded ln 

tlitebJo Œllect!Clo declared by tlilelblCll.oglral iresClu:oce,ceoter 

of the academtc h Clsj_)ttal of ToüfCluse and the protocol 

v.•as appmved by tbe tblcs Oommlttee of Sud-Ouest et 
Outre-Mer I et 1W (DC--20ll!:S-MSO). OllllcaJ and biologJcaJ 

chamctel'lstlcs weire recorded. TIUrty-0ne pattertts v.·ete 

analyz,ed, 111ne v.•Jth a h.lstory of CIC. Genetie testlng for 

ltp,:llcrc.blœ::lcndflc.,_o,_m 
1tp,:11ck4,;,gi1G.I S..'l:\'EIIG21.o313 

C l0:12 Sro<l)'fŒ Ercbcr,lnolqg, 
Pi.hlsmod !!)' S.boci"'1d :,:,o Led 

Frlnœd lh Gsl>at Bm.>h 

PPGL v,,as periorrned for ail patients. Theo, v.·e bullt a 

case-<eo.ntrol rnnfi.miatory stu.dy to clleck: the rol:mstness 

of th.e resu:Dts foWld tn the, dl!smve,y rnllorl DNA from 

26 pattents v.•ltlil PJ?GL, 8 Vi'itlil ai hlstory of CIC and 18 
oontrols. v.·ere analyzed. The J.ast consec1.1Jtlve pat:tents w.lth 

PPGL a nd v.•lilo develop OC man~ at Lille li!Clsplt.al were 

lncluded. Ten mntrols v.-eœ managed at Lilie Un.iverslty 

wheireas tlile last eiglilt coruecuttve patien ts v.•lth f ,I_IIGL 
:11:ee of CIC mana,ged a t TouloUiSe Un.hverslty, dlstinc:-t from 

th.ose lml.uded m the cbsrn\•ery ooh.Clrt; were a11allyred. 

These ,oontrols v.·ere added ·oeroœ any genette afil.al}'sls. was 

c.u!led ou.t :ln the con:firmatory cohort and ln oider to 
ll!Jlld up a mnfi.rma~ocy m lmrt th:at li'l'ffi ,close to tlile 5-lz.e of 

the cbm:wery colilort. BlologJcal m llectloru were lnd.aded 

.ln tlile blo collections de_dared either lly the lllologlcal 

.iresC111oce ceoter of tl:Je academtc ho:spltal of ToU:louse or l:ly 
the b lologlcal iresClu.oce ,c-e,nter of Ulle and the protornl. v,,as 

appKW,ed by the Eth.les Co:m.mittee o f Su.d--Ot:œst et Ou.tœ

Mer I et Il (DC-ZCll.5-2450) and t:he E.thu:s Gommlttee of 

Su.d Est 1 (DG-20l1-47). a:c was defined either iDJ' a hlstory 

of heart fallure m ca«llogenlc shock a550clated w.lth 

dllated or Thlmtsu.bo cardloffl}'Opathy (Y-Hassan & 
Falli1ammrur 2020). 

Genetie a n alys:is 

Subjects from the d.15c,moery colilor--t v.1eœ genotyped for 

live vaitan.lS ln t:llree adrenerg,c pathway genes encodlng 

i-eœptors M ADRA.ZC (one vanant: rs61.767072 fo.r 

del32-2_325), ADRB1 (tv.·ovar1Mll!IS: r:s.18011252 Jm Set49Gly 

and rsl8011253 ftlr Arg389Gly) and ADRB.2 (tv.-o vaitants: 

rsl1042713 for A:rgl6Gly and rs1042714 for Gln27G!u). 

Subjects ·from tlhe mllfi:rmatmy cohort v.•eire genotyped 

for ADR.A.2C' (r:s61767072 for del322:_32S) and ADR,IH 
(rsl8Cll2S2 for Ser49Gly). For füe ADRAZC gene, füe 
nomeoda.ture (l,e. del322_32S) used ln tlite œ fere:oœpaper 

of SmaU et al. (2002) v.•as mlll.11tained. The p otyplng 

was perfil:rmed on genom.lc DMA from ll.looo samples 

(MagNA Pure Tot.al NA .lsolatlCln kit, Roche Life .Sde11œ, 
Gbemaglc Star ill.ood lK kit, Peddifil. Elmer) by seqaenclng 

PCR. proW!lclS SiJlitfil.nlng o ne or tv.·o variant positions as 
p1.ev:tousJiy ment:toned (Small et al. 2002, Llggett et aL 2006, 
Shin et_ al. 2007). BlgDye Turml_11ator Chemistr}' was used 

arnord.lng to the man.ufactuier's lm,tructlons and anal}'Zed 

on an ABI 3100 seq11e11cer (ail from Appl.led :BJosystems) .. 

Stat,istica l a n a lys is 

Conttnuous vati_ables v.·ere recmded as mean:s ± s.o. and 

categortcru variiables as perc:ent~s. IP:attents :ireferred IO 

Da.ln1Ndec:I fr.:a 81osci•nt1rica. coa aie e5../2-4/2829 116:4:!I: 34ilJ!I 
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the dlscffi•ery ,mhoit, 22 exem;pt of ClC ami 9 patle11tswMlil 

a hhstory ,ofCIC were rnmpared. We used the clU-squllJfed 
test m ' exact Fisber's test :foc categottcal var:tab es amd the 

S-tudent's or the \'!,l'llcmon testl> for ,mntlrnmus. v,!l!!llailles 
ail approprlate. We ici.Id not petform. ail}' mwtlpfe· testlog 

adjUSlmecits. c.m pmpomonal-1:Jazards s~wlse regresS'lo.11 
analysls was wed ~o Jdentlfy the llil:dependemt ,red.lctms of 

OIC. The tlime to event oorresponded. to the age a t li'l' l:Ucl:I a 
persan œcehvro. tiledJagnos~of PPGll!. (Hu.pey etal . .2019). 
The vll:l'llables fowld to be 5lgolficantly assooated li'l'ltfb the 
onset oJ ac 1.11. b.Warlate anal}'5Bl> v.·eire l.nserted ln Gox's 
rnodel fo.r sl!lrnhval analys1s as explanatol'}' variables. Befure 
enterlng ,tlle model, oontlnuous vatlables wlt!b S'i!,ewness 

dhstribt.i:tton (Sbaplro'l> rest were log trarufurmed. A 
vatllable bas to be slglil:lficant at the 0.20 level before lt ca11 

be ,ente~oo lnto tlle model, wl:llle tlle vartable ha.s to be 
slig)[llftcant at the O.OS .level for n to .iemam :lin the model .. 

[n the rnnlimnatory ,mhor1:, the M o poly.mmpl:llsms 
found to be assoclatro. 111 bhvarla.te analysts v,'ith ·the oru;et 

ol ac 111 the dhsoovery oohor1: at O.l!CI leve] v.·ei!e analyzed 

WôlQg fishet'l> exact test We dJd oot perform any mu.l!Uple 

tesUng adfustments. P < 0.05 was rnnsldered as statlstlcaDly 
slig)[lllicant. Statl:.tlcal anally.ses were peffom1ro. lllSlll.g SAS 

softv.•are (version 9.4 for Windows}. 

The characier1st1a of t he d~oo,•el'}' oohmt aœ pœsented 
111 Tobie 1. Ali patients (Pi= 31) had .su.rg)lcaJ resectlon of a 

pheoclilrmmocytoma (11 = 29) oc a.1paragangltoma (Pi= 2). AU 
patients exioept one aœ Cauraslans. Tu-elil:ly-tvm pat.1.e11:1s 

v.•ere fc,ee of ClC. Of rune pa:tteots wltll a hlstory of OlC, 
five had a takotsubo card!omyqpathy and four a dllatro. 

cardlomyopathy, live developed !heart fallureand tluee had. 
a rardJogemtc shocl: reqlllrtng e:ctramrporeal membrane 

œ:ygenatlolil. The tlme of dtagmosls o f ClC ,oorresponded 
to the· ttme of dJagooSl.s o.f PPGL Dn alll case pattelillS .. There 

v.•ere tll':iigge(ing CB1Cumsta11ces :blil 2/9 patients: a planned 

rurgef}' and ,an alteœatton at Pi"Otk r~ecttvel}•. Age, 

sex and the prevatenœ of S}'Ill!lromtc disease li'l'ere mot 
slig)[lllicantly dtfferent betweelil the g1m:1ps. Aho, at the 
tJtme of d!agnos!l> of ClC, calcium cllannel llloc:kers were 
more frequently piesctlbed ln patients. exempt from CIC. A 

slig)[lllicant .bncrease .ln 24-h ruloe mel:alil:ephrine Jevels was 

detected ln patients ln'ltli. CIC. Sbmgle-lorus. analysls (fable 
2) :revealed. ttiiat 2CDel32-2,--32..S w,as more oornmon among 

patients w1.th. ac than among oomtrols. · o slgolifican,t 
association v.•a.s ,observro. for t!he olher testai geciot)•pes: 

ADRB1 rs18Cll252:, ADR.!ll (.rs18Cll2S3), .ADRBl (rs1800888, 

htip,:/JercJb.:,;dont'fr.a.œrn 
llt'.µ:;:lldol.ar&1l D.19:I/EliC•21 œ73 

card 1omyopathy 

rs10427l 4 and rsUM2713) and t!he omet of ac. Also, 89% 

of the patleotl> (8/9) wlth CIC had alpha. 2.CDel31.2.-l2:S, 
po}y.morphlsm. as rnmpared wlth 9% (2/22} of the patients 

exempt from. tllhs. rnmpll'c:at1011. Henœ, ln thls ,opa!atlon, 
the lad:: of al.pila 2CDel322.-32..S polymorphlSm has a 

negattve predJctl.\-ewlueof95,% (75.1-99.9%). Evenl:Uallly, 

2,4-h mioat·y metanephrin, t:he p.resctlpUon of calcll!l:m 

c]Jannel l:llocli!er and a Dpha. 2.COel.31.2rll5 polymorphlsm. 

v.·eœ Joserted i.n Cox's 1egresslon model. ln thls m o del, 
alpha 2.COeB22rlZ5 polymorphiSm only p.redlcted t he 
onset oJ CIC (hazacd rat:to 13.59; 9:wf:. OI llmlts: L69-
109.39·. P = o.m). Of note, when focwed on pa.tlents 
ln'ill:h. pheocllromocytoma · tl = 29), alpha 2COel312-llS 

polymorphlsm aill>O predlcted tihe 011set ol CIC (hazard 

ratio 1.1.38% Cl lkmlts: Ll4-99.54J P= füKl2). Impoc-tantl.y, 

V.'e oonlim1ed ln a case-oontroi Œ1illfirmatof}' .study that 
alpha 2CDel322-325 poJy.morpblsm v.•as assoc:lated wrtil. 

the onset of CIC v.•liteœas no s1g:11llirant assoc1ati1011. w:ltil. 

CIC ln'IIS obsen.-ed for :rsl8012S2 (Tu.b le 3.). 

Discussion 

The mat.11 lin.ding of the study li'l'as t l:rat 2.CDel31.2.-m. 
poly.mo.rphlsm. wa.s a bto.marl::er of tibe risk o f ac ln 

patients w.bth Pii'GL Some studJes il.ave pr,evtousll}' 

identlfiled. su.ch a relattonsbtp !Jem·een one SNP and amte 

ei,renlS (Kim & Jeong 2D21l, U et al. 2020). Also, th.~ fi:11dJo,g 

lS 1:1.L'Ologjcallly plawilble. lodeed, tlle aJ()lra-2c reœptm 
ln.l:tlbbts noreplneplulne 1elease fliom icarolac sympa.thefü: 

nen-es. ~n h.wnaas, a 4-amlino acid deletion polymorphlsm. 

tsassoc1a!:edwlthdecœasedG-pro!:eli1i11ŒUJ1Ung. Theo, the 

presenŒ o.f the dysfunctlona] a:l!C:Del.322-325. rieceptor 
rnuld lead to locœased oorepmephr111e :rete- and 

co11sequecitly sympathetlc averstimulatlon wiblch. could 
be a risk facto.r foi ac (Small et al. 2li'IOO) . fn ll!11e v,' lth t!hls 

hwothesu, tlle (2/21 9.5% pr,evaJecice of thJs deletilo.11. 111 
patients v.•ho l!l!d not devefop CIC iS ctose· to that obse,n'ed 

(6%) llil the Cauca5lan populatton (Bel:fer rt al. 2005), ln 
sttH:lng oontrlllSt wtth the (8/9) 8&% absecved prevalecice 

in pattents wlilo devetoped CIC. Tuen v.·e· obsen.•ed ln 

biwtla.te .analysls a .lil:On°s_i!gmficant trend betv.-eem lletal
a:dremer_g:Lc reœp~or polymo(JPhlsm r-s181)12S,2 and t he 
onset o f OIC (P= 0.08). Howe.er, th.15 assoclatLom v,ias .not 

c:onfümed 10 the iease-œatro.l oonlim1awzy stu:dy. Thus, 

it .Il> m::ely t!hat lillis. assoc.llatlon had ar:tsen liy ciha11ce. 
Also, :reg;rnlbng antlhwer1:ems1Vie agents, v.·e o·ilsen-ed 

dlilferenœs lo the fœquenc:y wlth li'l'hlc:h. these medlcatlons 
v.·eœ presccibed betv.·œn patle11.ts v.'.ilo dtd deve1op ac 
and patlecits. exempt from thls rnm!()l.tcatlOn, notably for 

Da1m1Dildad fr.:. 81os.ciant1'f1ca.coa H 86.1241:2929 843- ~-é!l :34AM 
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l"a'llle 'I O,ar acterïstics of t he srud>J popu'latiol'l. Mea11s ± SJD. 

Age b ·ears) 
Body m ass index (~ m1) 
NM(µg/241rn) 
M(1,1gf24 lrn)' 
Tumor s:ize 1mm) 
Pass score 
1\1 ,'!!,) 
Male sex 
M above tlnie upper I mit of nol'Tniil 
NM a bo...e the 1.1pper limit of normal 
Preelâstim1g hyperter1sion 
Prescribed drugs at time of diagoo,s is 

,ll;lphlablodkers 
Betablodcers 
ACEI 
AAB 
Calcium challl!H!I bloolœrs"' 
D.iurelic 

Type 2 d iabetes 
Alltidepressant medication 
ParagangJioma 
Syl'Jdromic disoroer 

Neurnfibromatos:is 1 
Multiple endocril!H! neoplasia tyr:;>e :2A 
Germline mun:aôorn in TMEIM1 "Il gene 
Germline mun:ation in su cciMte 

dellydrogelliise complex flavoprotein 
sœum1it A 

Germline ml!rtBliorn in s ucciM te 
dellydrogelliise cornplex flavoprotein 
sœum1it lB 

Smokin,g status 
Nleve 
Former smoker 
Aàlive 

Pl!l'tll!nta,g.s, ar~ ln brad«! ~ . 
• P < 0.05,; •.P -<o.M . 

~ lft,ICilC (11~ 9) 

47.8:t 14.4 
23,.1 ±42 

3596.4 ± 3490.8 
0011A±6687.1 

60-3±28.0 
3..3±2.6 

3 f i':1,.31 
8 (S8.9J 
8 (S8.9J 
2 122.21 

0 
111.11 
111.11 

0 
0 
0 
0 

111.11 
0 

2 12 2.21 
111.11 
111.11 

0 
0 

0 

3133,.31 

4(44.Afl 
2 12221 

P'al.lenu Willo llld not dAftlop, n,._ 
dUHN'IIIIII CIC (Il~ .221 l'HIU• 

5J!JL6 :!: 124 0.59 
25,.2 ± 4.91 0 .26 

2198,.2 :1: 1948..5 0 .28 
2261.1 ::!:: 4252.3 0.05 
44.65,±22.5 0.15 

2.7 ::!::3,.2 0.36 

8 1(36.4} 0 .87 
9 1(40.9) 0 .01 

17 1(77.3) OA6 
121(57.1) o.œ 

5 1(2.73) 0 .12 
8 1(36.4} 0 .16 
4 1(18.2) 0 .62 
4 1(18.2) 0 .18 

131(59.1) 0 .003 
4 1(18.18~ 0.17 
4 1(18.2) 0 .36 
2 1(9.1) 0 ,86 

2 ,(9.10) 0 .35 
4 1(18.2) 0 .77 
1 1(4.6,) 

0 
1 1(4.6J 
1 1(4.6J 

1 1(4.6,) 

0 .69 
11 1(50) 

7 1(31.8) 
4 1(18 .. 2) 

ACE~. loœnsln.œn~rtln,g en:rymt, lhl'lll:llto • ARB. an~nsln reœp,o l:llofk@r. NM, .2 INllna;y nomt.et epnrlM (µgll .:l lit M.. .2 unna:ry 
= tan@p'.lifll'u!! (µg/241 m). 

cal.clum ch.am 1el blo ckers. Further stu.d tes are reqll.lred to 

explore the eŒect of antH1ypertens1ve ag:ents. on tille omet 

o f CIC. 

Clin ica l perspect ives; 

Genetie blo mater:s able to :rule oot the on set of ac 
sh ou td be cll11Jcally 1.15efut These btomad:ers sl:Jould 

prm•lde valuable help feu the evalua.tton of tlite· benefit/cisk 

balanoe of the :sw:ge,y, especla.lly ln 111atte11ts ln' lith llllateral 

pl:teoc:luomocytoma.111.wil:Jom 5-1!1.tgery can result ln adrenal 

fallu re even Tn'he,n partial aclrenalectomy !n'as perfotmed. 

(Le11.dersetal. 21!l14)orill pattentsathlglitrurgl.caltisk.. IJ1deed, 

as a m nsequen oe o( bll!atecal adrenalecto my, patients. 

1tp,:11crc.blœ::lcndflt1.0>.m 
1tp,:11ck4,;.rgi1G.I S..'l:\'EIIG21.o313 

C lOZ2 Sro<l)'fŒ Ercbcr,inolqg, 
Plhlsmod !!)- S.boci"'1d :,:,a Led 

Frlnœd lhGsl>atBm.>h 

became :sterol.d d ~ llClent and w:IU deii'elop ln 3(1% of rases 

eit!her a.drena l cl'lislS o.r sy.mptoms corusl:stent Tn'Jtlil stero.td 

over replaœment (Neu.ma lUI l!t al. 2.ll9), Aliso, patients 

Tn' lth adreool 111:sufficlern:y suifer fmm lrnpaued quall.il'j' o.f 
hfe (Kluger et al. 2014) and are at ln ~ d mortalny flSk, 
Tn' ltb some data suggesttng that Gttùlm'lliSü1..llar, m al.i:g:oant 
and 1.11.fecttous causes contrtbuted to tliUs (13ergtlitof5idottlr 
et (l{, 2006, Bemillg rt at 2,008). F1uthecmore, ln t lle :small 
proportion- about 3% (Sctw.,aber et (l{. 1984) of patients 

Tn' ltn seaetln,g llead or neck parag;mgllom a o, ln patients 

Tn' lt!h m edlastlnal paragaf.lg'ltom a, notably p arag:ang).toma 

sup;plied by coro11a f}' a rte.u e-s, sw:glcal m orilld H:)' remallas 

slgnJlilc:ant, 1:n strcll. cai;es, rehable btomad::ers assoclated 

Tn' itb a vety low tnctcl.enceof OCcao help physl.clms better 

Da.ln1Ndec:I fr.:a 81osci•nt1rica. coa aie e5../2-4/2829 116: 4:!I : 34ilJ!I 
v.lA ne AŒISS 
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J"able 2 Genetie analysis 1in the diiSC<WefY cohort. 

Gen•type-
AllelH Alele rreq,ue11c.y ,. 

W!/WI WflmU! MUrJMUI 

ADRA2C rs61767(}72 
Life-thl'"eatE!fling CIC 0.44 <0..0001 1 (11.1 ) 8188.9) 0 
Controls 0.05 19(90..5) 2 19.5) 0 

AIRD82 rs1,0427t4 0.25 G/G G/C CJC 
Life-thl'"eateriing CIC 0.56 21222) 6 166.7) 1 (1 1.11) 
C·ontrols 0.36 219.1) 12 154.6) 8 (38.36) 

ADf/82 rs:1042713 0.22 G/G GIA A/A 
Life-thl'"eatE!fli ng CIC 0.72 4144..4) 5 155.6) 0 
Contrais 0,68 9(40.9) 12 154.6) 1 (4.55) 

ADf/81 rs18012.S2 0.08 NA A/G GIG 
Life-thl'"eatE!fling CIC 0.28 41414.4) 5 155.6) 0 
Contr,ols 0.09 18 (81.8) 4(182) 0 

ADf/81 rs18012.S3 0.14 G/G C/G CJC 
Life-thl'"eatE!fling CIC 0.33 5155.6,) 2 1222) 2(22..2) 
Contrais 0.14 16(72.7) 6 1273) 0 

oc. ea1ec1101aml1te-inc1Œed eaN5oi'rt)'opa1ny: Min. muuw. 

l"able 3 Genelic analysiiS iin ~he v idation coliort. 

Gen..type 
AllelH All*l:e fN<queroc:y ,,. 

W!JWr. Ylt/del Del/del 

ADRA2Crs61767U72 
Life-thl'"eatE!fling CIC 0.3 o.r:,om: 2(25) 6 (75) 0 
Contrais 0 18(100) 0 0 

AI.Df/81 rs18012.S2 0..77 A/A A/G G/G 
Life-thl'"eatE!flïng CIC 0.7 4 (50J 4150) 0 
Controls 0.8 11 /61.1} 6 (33.3} 1 (5.6) 

determllne whtch patients may benefi.t from mecl!lcal o-r with PPGl by dlfferent mve.stl!gatlve teams, m dlfferent 
stuglcal. tteatmen.t. poproations greatly lmproved tihe ,credlbillt:}' of tihe resu!l't. 

Limiitatio·n a1ndl strength of tllile study 

As expecl:ed., sl!n.c:e the Department of Arterlal HrpertenS!on 
1s cl,lrecdy downstteam from an expert andreglomù reference 
1.nterulve -caJl'drac cace tl!flit, the preva.lenœ of patients 
wtth C[C was 29%, whtch Ls ~h mmpared wlth prev:towi 

reports (Park et al 2011, Glavartni et 1.11. 2013). Thus, based 
on ow data, the posltwe p!E.'Clict.lve vaw.e of Ofil' blomatker 

œtl!ld be ,overestlmated, whereas the negarlve preo!lctive 

vaD.ue J!s ll!kel}' to- be tmdere.stlroated. Toerefore., the negative 
ptredtct.lve val<1tœ of alp)Ja 2CDel322-325 pol}'lllorphlsm 

1s l!l!kely to be l:llgher tban 95%. Hence, alpin 2CDell3~ 
325 pmymorphlssm shotl!ld be o f Vll!lwible h etp ln rullng 

out t<he omet of CIC ln patients wttb PPGL Event1!lillly, 
the robustnes.s of thl.s restl!llt was -ch ecked by me.ms of 
repl!tcatlon uslng a case-mntrol. ,coru"irmatozy study. lill tllls 

respect, tille repeated ob.setvatlon of the associatlon betv."eeR 

allph a 2CDel322-3:25 pmrmorpb.Lsm and CIC ln patients 

ht:~"'1.lort.blœdon~ 
ht:i=<Jd•larJP'1G. 153!:l!EliC-.21.oQ373 

Conclusion 

We showed that a:2'.c adœnergl:c ireceptors po1ymorpl:llsm 

preo!lct the dsk of CIC ln patients with PPGL This find!ln,g 
has been confumed m a repllratlon stucly aru:I! should be a 

usef-u] too1 ln del:erml!rung therapeutk .st:rateg}' J!o patients 
wtth PPGl at hiy.i rl.sk of smglra] romp-11cation. 

D<iitlillnliol'I Of ll'lltl'H 
lb<! i!!Ulhors dedllre tha1 !hèn ls no ~i.:i o1· 1111:.@eré!I 11'1 could bè 

pe.r~!lèd M pt"Judi~i"ll! - i1'1',1='8fllality Of'IM fl!!-W'I fl!!P,,---

Rit'ldiffl!I 
1lliS _.k dld no,:,~ Mi spetilk gr-tr"orn any ru;ndir,g ~cy lin tl'lè 
publie, tOMiiî'léir&~ or not-for-pit(ll11 sëaor. 

Dal.ln1Ndec:I fron 81a,sci•nt1rica. coa aie es./2-4/2829 se : -t:!'s : 34Nit 
v1A rlil' iltCCl:H 
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CONTEXTE 

L'hypothyroïdie congénitale est le trouble endocrinien néonatal le plus courant devant l’hypoglycémie. 

L'épidémiologie de la CH a récemment évolué avec une augmentation de l'incidence proche de 1/2 600 
en France, principalement liée à une augmentation des hypothyroïdies congénitales à glande eutopique, 
représentant 37 à 49% des cas de CH par rapport à l'origine régionale. 

L'exploration moléculaire des CHEG d’origine familiale a souvent été limitée à un petit nombre de gènes 
en raison du processus coûteux et long pour les explorer par la technologie de séquençage Sanger.  

La technologie NGS a permis de lancer une approche exhaustive permettant l’identification de 
processus complexes tels des anomalies de type hétérozygote composite ou d’oligogenisme. 

Cette étude NGS établit un panel de dix-neuf gènes ciblé impliquant TG, TPO, DUOX1, DUOX2, 
DUOXA2, IYD, SLC5A5, SLC26A4, TSHR ainsi que des gènes associés à d'autres dysfonctionnements 
thyroïdiens, à savoir la dysgénésie thyroïdienne et la dysthyroïdie, dans un sous-ensemble de soixante-
cinq enfants dépistés à la naissance et confirmé pour CHEG. 

Hormis un mode de transmission monogénique, le rôle de l’oligogénicité dans le développement de la 
maladie reste peu exploré. 

Malgré les différences dans l'approche méthodologique, nous confirmons la proportion accrue d'origine 
familiale de variants pathogènes uniques ou multiples de type hétérozygote composite mais aussi de 
digénisme dans 21,6 % des cas conduisant à une dys-hormonogenèse thyroïdienne.  

L'analyse de cette population nombreuse et multiethnique nous a permis de préciser l'étiologie familiale 
dans le développement des CHEG tout en tenant compte de la fréquence des CH transitoires.  

Cela représente un enjeu thérapeutique majeur dans la prise en charge des nouveau nés avec CHEG 
puisque les enfants présentant un ou des variants constitutionnels seront traités à vie par Levothyrox 
sans réévaluation à l’âge de deux ans. 
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Oon te,xt: Congenital hypothyrnicism (CH) is related to dyg-Jo1monogeness in 15% to 

40% of the wa1d pqpulatirn and as.oociated wîth hmrozygoos cr heterozygous vmiarrts in 

1he main genes of 1he hrnrore synthfss patiïrw-ay. Emeigîng diagnostic tools such as 

next. iJE!TTeratirn seqœncing (NGS), ha.e been used to efficienrtly expore panels of genes 
a:id iderillify conl}:lex meohanîsms of pathogenesas. 

Objective,: We expored 19 candidate gm es klOliVn to be ca1.1satiœ for perma:ient cr 
1rarœit CH to evaluat.e the role of co:rrpJex gene vaiiaticns in CH phenotype. 

Patients, Dest9n a nd Settî1119: 1.Jsing the NGS aµi::roaoh , me studed 65 newbomswitlh 

lhyrnid dyshcmlaio98resîs(1DH). Newvariantswere assessecl fn siliœ bpalhcgenioîty. 

Re:s1111 lts: Aroong 1he 65 inrants,56.9% presented a vaiiant.ifi1 cne crmcrege.nesof 1he 1tly.rcid 

ha-nirre syrithess axis. We îdentified hcrnoz~l.lS or coJ'T1]0lJlfild heteroz~us vaiant::s 

in the m, DLJ0)(:2 , îFO, cr SLC&'\5 ge.nes in 1 o infa:its and heterozygcus vaiarrts ·n 

fl.JOX2, m. TPO, and 'TSHR in 19 othera. ln œvm cases, a heta-œ~s variait in the 

m gene was the unîqœ anoIT01y detected , but related to dstuh;d hamcnal balance. 
Oigogmîc vmiarrts were fol.llf1CI · eight înfa:its associated witt1 severe C · and go:iter 
n fiveof them. 

Co:lllcltusmn : The systematic e;,pb-atia, of genes invdved in thyrcid hcnrn:n e synlresis 

bv · S in îiDHshovied hîgh ciagnosticrelewnœ. OJîgogenic inheritanœCOllld berelated 
to phenotypic heterogeneîty and a higlh freqœncy of gciter .. 

Kq,wonl!:: t.lgh ~ m~r œl'HflinO, f"'11liorl arion, o~, ~ I ~àidism. 
t1)'rtliil êly,,ahomi~is 
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INTRODUCTION 

Cm1g=ital hypothyroi.dis m CH) i.s the mœt oommo,n inbom 
cndocdnc di.sordcr dctcctcd at birth by m'85/l biochemiaù 
ru."l'l'bom scrccnin-g. Epi.dcmiology for H has roccntly chan-g«l 
with a 1JJ incrcased iru:idcnœ close to J 2.,600 i1JJ France, rnai.nly 
rdatcd to a1JJ tncrcase ü1 CH with thyroid dyshormonogcnœi.s 
(TI)H) rcprc.smttng 37% to49% of H c:asc-.s relative to rc-gioa,al. 
origiu (J- 3) . lnthesouth of Franœ,47'Kiof H arcdueto I DH 
a nd 53% to thyroid dysgcncsi.s (TI)) .. Gcnctic exploration of CH 
ha.s oftcn l:iccn rcstrictcd to, smaU numbcr of gc:ru:s bocause of a 
m<St and timc-coa.surrung proœss to explore them by Sanger 
tcchnol.ogy. Apart from a rnooog,enic pattern of tnhcritance, the 
raie of oligogenicity in di.seasc dcvclopmcnt rcrnai:ns poorly 
ccplorai. Rocmt studic-.!l have used ncct -gcocratio,n .scquea,cinll 
[NG ) tcd:mol.ogy for bettc r gcnotyping of newborn.!l with 
su.spcrtcd H (4-9). Dcspitc difkrcnccs tn the mcthodololllCal 
approad:t, ail studi.œ highl.ightcd an tncrcased propmtion of 
f.amil.ial or~m sin11lc or multipr pathogcnic var.ia1JJts lcad ing to 
thyroid dy&hormonogcncsi.s. 

ln F'raru:r, thenati.onwi.dc na:matal screcrüng program of CH, 
tmplcmcntai sinœ 1978, idcntifi.cs 'Ni thout cth nie a priori 
assumptioru a il children with high • H lcvcls.. Thcy arc 
cxplorcd in accordancc with thc Europcan ocicty for 
l'acdiatctc Endocrinolo:gy (E PE) co.rucnS\l.!l l:i}' 1:iiolo:gy , 
ultraso1nography, and sci:nt igraphy to di.stinguim act"i.ol.ogî.cli 
bctwcm TD and TDH. Analysi.s o,f thi.s large nd multi-c:hnic 
un!Sdcctai population could s:pocify the land.scapc of familial 
act i.ology in DH dcvclopmcnt whilc com,i.dcrtng thc frcqumcy 
of t ra:nsimt H. 1hc prCllCnt GS s:tudy cs:tabl:ishcd a targctcd 
thyroid gcnc panel in a s:u!Ect of 65 ch:ildrm scrœncd at birth 
a nd confirmai to have H. Toc ai.m of our s:tudy was to ccplorc 
the frcque.ncy of co.mpl.cx molccula.r .mochani.s.rru for TDH 
rdatcd to, phcnotypk hctcrogm city. Wc focuscd on DH due 
to, :its incrcased incidcncc in ou.r rcgi.on + .9'lii pcr ycar 
m mparai to the stable- iru:idcnce on D. 

PATIENTS AND METHODS 

Patients 
S.i.xty-fi:ve patimt!i ~ rc .indudcd in the s:tudy lD fcmaks and 35 
mab : aU cxccpt one ,..,~rc Lss:uai from non-·rdatcd f.amili.œ 
living in tir M:idi-l'yrenœs' rcgion (S<Juth wcs:t of France-, 3 
million tnhahitants) . ln ]0% 7/65, diffcrmt ethnie originswcrc 
p rœcnt (Tu:rki.sh. Maghreb a m:ntrics . 

Ail pat imts had carly hyl]Othy,oi.di.srn as dcfi.nod bf ES.l'E 
m nseasw gui.dchnœ for m [tgcnital hypothyroidi.sm sc:rcmcd at 
l:iirth (rcgioneal ncon,atal scrcming), mrifi:rmod at the age of 10 
day.s, a nd o:plo,rcd 1:iy ult rasonogra ph y JO . Sccondary to 
gcnctic sa mpling, scintigraphy w:a.s pcrformcd to mnfirm 
act:i.olog ic-s and for thrcc taifa.nu to rcdiroct towa:rd D 1-37 for 
octopiaand Ri , F14 for hypoplasia . Ectopyi.s a rarccvmt in our 
population, as only ]6% ofTD prcsentcd octopu durrng the samc 
pcr.iod of thi.s s:tudy. For F2 pat:imt, radionuclide sci:ntigrsphy 
rcvcalai scvcrdy ralua:d uptake b-J tir thyroid gland s:uwmng 

cr, ~ r, En:ftur,CJIQ;J:,- '"'""'·tcrië:!àurg 

fü.art.ional dcfcct o f IS.. Ha.scd on scrum F 4 lcvds , CH was 
ddi:nod as scvcrc whm FI 4 was <5 pnool,/ L, rnodcrate whcn l-î'4 
was 5 to 10 pmol,/L, and mil.d whcn F1'4 was 10 to ]5 pmol/L. 
1 H rcsi.stancc was .rcfcr.rai as l-"T4 .in the :nor.mal range- with a 
high levd of I H. 

ln&nu ~re trcatai from diagnosi!l bf kvathyrm:inc (5-- . 5 
1-1g,lksJd) and rc-cvaluatcd afkr t'Ml• o r thrcc ycars as propœcd by 
con.sen.su.si 44 67%, 44/65) 'Nl:'rc confirmai as pcrsi.stcnt DH: 
the 2 ] rc rnaining infants had tratl:!iimt CH, but for scvcn ofthcm, 
the biological proti.lc showcd pcrsi.stcnt high l.cvcls of H and 
.nouaal F 4. Rdm.ive to F l;I w.luc.s, trc.atmcnt w:u stoppai for 
infants with transiclJJt H. for 27 childrcn (4 ] .5'*' , 'l:7165) , 
d iniœ l goitcr was s:u.spcctcdand confi:rmcd by ultrasonogrsphy. 

For ail fumili.c!i cxœpt fi.ve (l=ll , 1-31, Fll, Flti, and F 37), 
samplœ wcrc o'btamoo from family ·mcmbcr.s to chock for 
.inhcritancc and co,-iscgrc,gatio.n with phcnotypc. Writtcn 
informcd am.sent for patients or rdativc.!l w:u obt.ai:noo for 

G and/or ' angcr analysc.!l and data wc-re i1JJdudcd in a 
l:ii.oœllcct ion (numbcr: DC-2015-2450 . 

DMA E.nractio.n ,and Sequ,encing 
Gcnomic D A w:u isolatcd from pcriphcral bl.ood using the 
QIAamp D A bl.ood kit acoo,rdmg to, thc rn nufacturcr's 
tnstructi.o ru (Qiagcn, Hildcn, Gcrmany) . A total of lO n-g of 
UN A pcr samplc was used for l.ib.rary prcparatioru, u.sing the 
U Aprcp with cnrichmmt protoœl (I.Uumtna : !li Di.ego•, CA) 
a nd a cu.stom · -Œ panel indudin-g in I 9 thymid-rdatcd gcne.!l 

:Snpp.'l!cmt!'nW Me 1 . Scque:nd ng w:u pcrformcd on the 
Ncxtscq550 pla tf(IIT[I lliumina.) using the Mid Output kit vl .5. 

For scqucru:r variant to b-c considcrcd va.l.llilhle, a scque:ocm-g 
covcragc of lllx rcad.!l w;as mai as a miriirnurn rcquircrncnt tn the 
prcsent s tudy. ' 4X1Ucncc data wcrc proccsscd wing rustom 
bio,informatic softwa.rc and compa rcd to cxtGE c 
.indcpcndmt ana.lysi.s (Softgcncti.cll, t te Coilcgc, PA, USA) to 
al.ign rc.ad.!l to, the H ] 9 rcfcrcncc gcno,mc. Copy numbcr 
variants CN-Vs ~rc dcta:tcd us:ing the CO!/'COP tool J J) 
and mnfi:rmcd by !l,il..l' A analysi.s [M RC-Holla nd, Amsterdam, 

cthcrlanœ . All rcpo,rtcd variants, dœc:ribro u.sing the H ".'S 
.nomcndaturc, - rc ccplo,rai using public and l.iccnse datab.i..sœ, 
ind uding HGMD profœsonal., gnomAD, and O in\'ar, as ~ li as 
htc raturc scard:tcs. Minor aDdc frcqucncy <'i'lii was cot1:S1idcrcd. 
Toc major.ity of variants ~ rc .ratai acoording to the Amcrican 
Collcgc of Maiim l Gcnctic:s and Gcnomic.s A MG) guidtlinc.s 
Il) a nd \'arSomc A MG implemcntation (http:J/varsomc. 

rom . For variants 'Ni.th no pathogernc rcpo,rting, - dasstficd 
thcrn bascd on allclc frcqucncy in cor rcsponding cthnic 
populatiorn, oosegrc,gation with thyroid balance 'i'IÎ.thm the 
uppcr limit (TSH value) for the carrier parent a nd non 
publimcd data. A mino, aci.d prcdi.ct ions ,..,~rc pcr.fmmcd us ing 
the Mutat ion astcr (http# www.mutat io,ntastcr .o rg) , ' IF 
(h ttpi/J.sift.jvci.org), nd l'oly l'h cn-2 (h ttp :/Jgcnctics.bwh. 
harvard.cduJpph2) softv,,,are took and additional .supportinj 
cvidmcc for pathagcnirity was s:tatcd for variants of unccrtain 
s:ignmcaru:r (\' U ~. Wc ooruidcrai variant!i as dcrtcrious whcn 
conco rdant anootatio!lill by t!iW oif the-se S<J,ftwarc t ools us tng 
diffcrcnt al:gorithrru wcrc prc.scnt. For .lntronic variants dose to 
the s:pl.i.cing site, wc used the ESEFindc.rl.0 software- tooL 
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ariants dct«tc-d by the lllmniœ platfu,rm wcrc corni.rmcd lrj 
t.argctcd Sa:a.-g,cr saiucndng on a o Ail IX L3501l appa.ratus w:ing 
the HlgDyc l c rmlœtor vJJ Cydc Scqucnclng kit (Applicd 
lliosysœrns: Th.crmo Fi.sh.cr Sc:lmtific. 1.nc. ·. 

T he dat.a for this study have ibœo dcpo.!iitcd io tir EuropœCI 
Nuclcotidc A rchive (E A a t EM.BL-Elll undcr accœsion 
nurn'bcr PRJ Ell-42793. 

Stat isti,cal Analys is 
Th.c stat.ist i.c.al sillnifi.ca nec was assc:!iscd 1.1.!ilog the Mann-· 
Whitney U test . Diffcrmcc:s werc œ ,a.si.dcrcd s igoi.fia mt at P < 
(l_0.5. All aa.alyscs wcrc pcrforrncd 1.1.!ilng ' t.at icw, version .5 .0 
:SAS l.rutitutc, Gary. N USA). 

RESULlS 

$pëcirum ,of •G,ern:elic Varia ms 
Arru:mg the 6.5 childrc r1, 37 .56.9% prœcntcd a m a.stitutive 
varhmt fm m diffcrcnt ACMG cl.asses! 3 VU ~. 4 prdba'!!bly 
p.athogca.ic \ and .5 p.athogca.ic) tC1 one or two, gcncs of the 
thyro id harrno,a.c biœynthcsis pa.t.h-y, according ta VarSornc 
rcsulu and; for sornc variants, ta our own pat.hogcnrity cvidcncc 
asi rcfc rrcd in, Patie,.ro: mrJ Methads section. Functional studics 
Viti.Il ultirn..ttcly be n.•qu:iroo. t a prove the pat.hogmicity of .navel 
var.i.anu. Wc sho~ that for the m ajority of patients 8..4%: 1.9J 
37), variants bclon-gi.Clill ta classes 4 aa.d .5 have ibc-cn prcviomly 
rcportcd ir1 clat.sbasc!l and/or i.a, the litcraturc . Il i.alld.ic vari.ant.s iC1 
m. 'Iro. DUOX2. and SU .-Ggcncswcrcfou:nd lr127-% (]0/37 
of paticr1U. whc.rcas monœllclic va.ri.aC1U .io 'fSfl'R, PO, 
D00X2.. and T • werc idmti.fioo. lCI .51.3"" 19/37). Oligogmism 
was idmt il5.cd for 21 .6% (8/ 37) of the rnm.nts; malnly lC1volvlng 
varia.nu iCI the '.l' , and Il'O o r DUOXl gcne.s, C'.lCCcpt for 
homo!Z;fgot.ic twi.a.s (F32. 0001U/1PO . Cor1s:idcr.i.ng mono or 
blallcl:ic variants ir1 a unique gcnc indcpcndmtly of oligogmic 
lnhcritancc (29/37) , the 'fr. gcne Wa/l l11ŒI comrno,[lly associatoo. 
with DH in, our œhort (37.9%: I U29), follawcd ib,y a fai:rly 
cqu.ivalmt pcrœnt.agc of var.iant.s in the .ro 24.1%: Jl:9) Md 
DOOX.2 (20.7%; 6.11:9) gc=. For , . s:i.x variants (Fl. F'4, F24, 
F.28, Fl] . a nd F33) lcd ta trnncatoo. 1'G bcforc or ln the carboxy-· 
terminal acctyl choliru:·stcrasc-likc do main, which is crucial. for 
m nfo rmatio n and .intraccllular tra:ffickin-g B . 14 . 

Ac.mrding ta ACM das.!i 3. U œ r.rcspondoo. ta moru:nl.lclic 
vari.anU in the 'J • (FJ, F4, P.I, FU, aa.d F.29 . 'fp() (1-27); and 
DVOX2 (1='"9) gmœ. For F3 and F4. U i.a, . , wcrcassoci.atoo. w:ith 
ptthogmi.c ru variants. For 1-'"9, two VUS wcrc associatoo. (lCI • 
and 000.tl) and relatcd ta, iroœtal goitcr. The latc.!1: two VU in, 

the '1 r gcnc (F'B. F.29 wcrc rclatcd ta rnodcratc H in, a 27-wi:-clt 
prcmaturc gtrl withaut goitcr (FJJ) and ta, mild H ir1 a c.hild 
prcœ.nting with ]EYCOO>[!"o'.Jtar œlay F29). Finally, for FZ . the 
spl.ic:ing variant ~ rcl.atoo. ta homm.~us œlcmn of C,'{Qi[I 17 of 
the Tl=lûgcnc, coa.fi:rrœd Ir/ M.LPA aDalysis (clat.a not shown). 

W c did not dctcct any riants tn the DUOXJ . DUOX,U, Md 
AS.l gcncs, acrordlng ta the law frcqucru:y of thc-x cvcnu lCI 

mmû.ia.l 'IDH 1.5, 16 . a pa.thogca.ic variants lr1 othcr gcnœ 

a1 r, i:rd:ui"1d~:,· 1 ,,,.,,..,_hrü:r!à-1 ug 3 

(coding and non-codia.g rcgio,a.s) cxplorcd iCI our s tudy and 
rclatcd ta dysgca.csis and dysthyroidism ,_,uc idmtifi.cd. 

cnotypi.ml. data and i:nh.critancc for tir 37 childrm positive 
for A 1\.-tG c.lasscs 3 to .5 of the ma.stitut ive varia.ou arc showri 
in 'fah'lc l . 

P ltenot:ype-Genotype, •Co 11r,elatiio n 
Arnong the 37 child:rm prœcoti:n-g ma.stitutive var.i.anu, 21/37 
(5.5 . .5'1!,) wcrc male with n lncrœscd malQ'fcmalc scx ratio of 131 
(2]1]6) mmparcd tothe~obrusi:x rat.ioof U8 (3.5JJO) o.rta th..tt of 
the :S a.cgative group of 1 .. 5 (1.5JJJ). No c:xtra-thy:roidal 
phcnotypc has ibc-cn noticcd for sil the childrc a.. Goitcr was 

s igoifiœ:ntly associatcd with pœiiti:vc C.ilSll!l (56..7%, 21/37) mmpa.Jrd 
ta laf.à.nu ru:gati.vc for varia.nu ibut with pro~n CH, ]42%, 4/28 . 
Go,itcr wasi a lso si.goi fica:otly associatcd wi th hornoz.ygoll.!i, 
compound hctc.rœygous and oligogcr1ic var.i.ants rcgardlc&!l of 
the 1n"Ct'ity of CH (94'% 17/18). Types of vamou .rclatcd t a CH 
=rity aa.d goitcr for the 37 tr1funu arc pre.scntoo. in Eiig:l!l!re l . 

Psthogcnic variant& or VUS wcrcassociatoo. with. permanent 
DH fm 89 J'lf, 33/3 a nd with traa.sicnt hypothymidism in 

JO,S'lf, 4/3 ); sil of the latter asso.:-iatoo. with DUOX2 varia:a.ts. 
For7.5'1!,of the ~ .f!R-positivccasœ Ri . Fl4. F'l.5. F34). nogoitcr 
was dctcctcd, ibut hy]Xlplas ia was noticcd in tVl'O infants aftcr 
scintigraphy. · wo c.a.sc-s mrrc-spondcd ta the samc hc-tcrœygous 
var.i.ant A.rg4.50H.is 1i!IÎ.th a diŒcrcrur in the biologie.al spcrtmm 
from 1'SH rc.sist.ancc for F6. to SC'ilcrc hypothymidi.sm for FJ.5. 

C.ompa.ring patica.t phcnotypcs 1.1.!irag the ES.PE c ritcri.a for H 
= rity ibasoo. oD F1l4 ll-vcls, ib,iall.clic and oligogcnic variant& ,~q:rc 
associ.atoo. ,,.,iith scvcrc H 133%. ]]J1.5) a rrl goitcr 90.9%. ]OJ n . 
whi.lc lrtcrOZlfg«Jlllii w mnts in the 'T •. ro. DOOX2.. a rrl 75H.R 
gmcs wcrc associ.atoo. with inifaots prœcati:ng modmttc arrl mil.d 
CH 632'Ki, l 2Jl9) w ith low risk of goitcr (25'1!,, 3/12). 

'1,1\1' C also .i.dc.ntificd a ncw ha,D.1.0Zlfgolll œ.lction [[I tir 'IFQ gcnc 
in one laf.à.nt l-27)prcsmti:ng modcratcCH withgoitcr. Amongthe 
di:vcr~ spl.ic:iag mR A PO varianl:!l already describcd. none wcrc 
rclatoo. ta the u:C1iquc ahsmœ of CJCOCI 1 17). Evm lf tir structure 
of '1M rcmairt!i to ibc dctcrrniœd, a rcœnt rnodclhag study 
su.wstoo. th..tt hornœ}E'Dus lœs of the intraœllular darn-aini of thi.s 
ccrz.ymc is rcsponsiblc for Œll traflidriag and mul.d impact the 
conforrnaticn of iU active site (18). 

Explmlng for the rolc of hctcro,z;ygow: r VU· in CH FB 
and Fl:9 . wc showoo. that for 1-13 with CH ir1 a 27-wcclt 
prcmaturc girl; the rnothcr prœcotoo. with d.ir1i.ml. adult-o:nsct 
go,itcr and modcratc hypothyroidi.sm sssociatoo. with the samc 
hctcrœygoll.!ivari.ant lD the rgcnc. for 1-29. tir fà.thc-r of a boy 
with rnild CH had a history of hy--pothyroid:ism nd go,itcr w ith 
duit or1sct, rd.atcd to the- sarnc US. Cl.rni.ml. a nd tnhcritancc 

dat.a fo.r the 37 ia:fant.s a rc showC1 ir1 'fabfe 2. O.rnical and 
ib iologi.ml dat.a for the 28 .rcrœlnlClill tnfant.!i w ithiOllt .i.dcotifu:-d 
variant arc listoo. in '· applcrnaatd 'I'ahli? :l. 

DISCUSSION 

Early IDH diagno.-is and trœtrnmt a rc CS5Clltial for norrn,al b min 
dcvcloprncnt a a.d physic.al growth, but gcnctic and car.ri.cr 

.1.r., 2œ 1 Vtllnl!! 12 Mëe ffi791J 
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• Nlilin'bér ôf êu!es 

,.,..!llllll'r 11f'Çoi1;n: 

1 "' 

S..ërily al SfYEH M OCIUAT! MII LJD T'.5-.H 

Co:11gmfü1l lh,ypothyroidi,m RESISTANCE 

5 4 1 1 i 1 

QUI) 1 1 2 2 
.5 5 1 1 2 

1 1 1 
l!. 

1 l 1 
2 1 

FllGURe 111 Rie"· t~e1(ltjpe œ l!l llCllo fle:l7 pmftllt.a:x:ct ·fll 10 •'tllri}fof0:.·1gen1s Jll!!rl"IJT1liû!tll 
tJpe 8 ( n.,t'llf:i,, al .... ~ p < o.G.5. 

'i.œntifiatt io,u e rrouragc famû.ial rnuruc.Il:in:g and CBJl allcw fur 

dclayin:g the dc-c:ision to, trœ t for 3 yca:rs.. Ovcr the past two 
dcœdc.s:, the lncrœscd incidmœ of UH assoc:iatoo with the hliji 
ru:tcr,ogcncity of iu b iolo-giœ l spcct:ru.m has hem tnvc-stigatcd. 
Rd a tivc t o the tc-chniœl limit.atio,ru of direct scqumcln-g for 

diii.gnos.s, ircrat studics have dcrrnnstratal. the dlic:rrcy o f nat
g,cnmation scqira.ci.n-g toch.œlogy fur CH sc:œcnlag 4, 6, 8, ] 9, 20 . 

O ur study expl.or:i.ag 65 pati.mt!l i.dmti:lrd by the FTmch namatal 

sc:rœn ln-g pro-gram tn on e .rclercru:r œ ntrc showcd tha t, for 
prcdomiaa.ntly no n-«1a:san-gui.nooœ furnilics of d i:ffc rcnt ethnie 

or:i.gi:ru, f.ami.lial 'I'UH 1MIS fr(4ucnt in Fra occ 56 .9%) . l rrcspoctivc 
of ibiologcal. CH sc-vcrity, wc alIDobscr,;al. that ,:>itcr w malnly 

assoc:iatoo with fmniW 1 UH 56.7%) m mparcd t o infu:nt!l nq,ativc 
fur A M variant c~ 3 to 5, aurclcw.nt d iai.œl s ign toa.s:k fora 

g,mrtic ln.csti.gation. As prcviou.sly dc-scriboo., ~ .idcntifi.cd tha.t 
l:omœyg= wri..antsi ln 'f'G, .f~ :\ a nd • L . 3,tS and olig,ogcnitity 

"'<crc associatoo with goitcr a nd SC'i'Cœ CH whcrcas. mcmœ llclic 
wriant!l tn MIR, r:.,. DOOXl. a nd 1ro ,,..,cre rd mcd to mikkr 

phcnot}'--pœ (2 , 22). ln.<0.ctiVilti:n-ghrtcroz;m:iœ 'l HR v,uùtats~rc 
prc.!1:nt in 10.8% (4/ J7 œsœ) of our IDH aui:-s witha h rtcr,ogcnooll'l 

d iniœ l prœcatati.on: CH scvcrity was ta.mJ:IStil.nt, espoc:ially for the 
l:ot ipat variant Ar~H i!i lcading to, bath subdi:niœl (F6) a nd 
SC'i'crc 1-I F .5) . Tlrsc rcru.lt!i wcrc :in acm,r.daocc w ith pœvioœ 

n :,a :i,rncœru:la.ticl'ru for .systcmeatic molc-a.ùa r a aa.ly.ru of the T .. fl~ 

~ for H with H rœistanœ prcscnt.ation (23 . h:us. gcirtic 

ccplo,œtio[I of UH sh.ould ibc now mrui.œrcd as noccssary as that 
for thym,id dysgmc.!is afu:r n ooneatal. scrc-mi:ag. 

ln our .study • . mcmœ .Il.cl.ic JJUOX2 variants. ,;ycrc as frcqum t as 
rnonœll.tlic: TPO wriant!l, but ,,..,crc alj[) more frcqu.mtly l[J.'i'QM.'d 

5 

throu:gh an oli.gogcn'i.c mocba aism. JJ{)'OX2 varia.nt!< arc 8:S.!Dcialcd 

w ith l:ù.:gh p h.ci:LOt)----pic va.riabû.ity from transicnt to permanent H 
a nd !Dtœti:ars thcrc i.!l a cli.ifcœmr i[I H SC'i'cr.ity for the !il<0.[[I.C 

variant (24 . We dbrrvcd the saar variab i.lity fro m sc,;cre to m ild 
or traruicnt CH for i:[lfuit!l ln our m.ny without a rnnvi:nctng 

h.y"}Xlthj ro icl.ism bciag found tn the œ.rricr parmt î he p rcscnœ of 
t TM> UlJOX isofo.r= rnu1d rn astitute a n clru::icnt rcdundant 
:rn.c-chanis rn to rnainta ln su:ffi.ci.cnt H1 0 1 supply for :i.odi.de 

organifiœt i.Oin. Th.w, tra[ls i,cnt H could be rda t cd t o the 
d iffcrcncc in thyroid hCir[[l.(lnc r(4ui.rcmc-nt5 from the noon.ata.l 

pcri.od to adulth.ood w ith rufficicnt HP1 Sllpply by uuox.1 only 
afu:r the iaifantilc pcri.od (5, 25, lfi). 

The m ntribut ion of oli.go-geni.c varian ts Vllil.!i frcq1r11t (2] .6%) 
in our study, w ith diverse C H sevcrity. O ur rcswu a rc corui.stcnt 

with the roccnt study of de Fû.ippili and rnllca.gw:-s p rc.smtin-g 
frcqucnt ol.ig,ogcnic lnhcritanœ 26.2%) in H patients with 

e ithe r g l and --tn - s itu or d ysgcncsis 6) . l n s uc h. cases , 
hctcmz.ygow variant!I ln scvcral gcncs can k ad to c ross-lo.ss of 

e!llymc activity (2:7, 28 . 'lhw, monoalldic varia nt!l t n the ·1 r 
gcnc s uggcst that the oli.gogcni.c mc-chanism cm ùd ibc relatai. to 

p rev i.ow q u c.!ltion.rblc CH casc.!l w ith apparcntly uniq ue 
hctcrm;ypis variants ln the 1 , gcne on dlrcct .sc-qu.cncinl! 
19 . By cxplo.rln:g o l.ig,ogcn ic lnhcrit.anœ, VYC s.ho,wc-d that this 

m cch a Dilim was r c-sp1m s iibk for 'î'OH w ith a signt fi.cant 
a.s:soriatio,n "'~th scvcrc CH a nd go,itcr. This o li.gogcn.ic rnodcl 

could also cxplaln di:ffcrcncC!l tn the pcnctrarur a nd cxprcs.s:ivity 
of C H i n somc familic:!1. 

O ur GS d.Œil!11 -.s able to dctcct CN • introni.c a nd 
proxi:mal rcgu.latory variant!l ln the chromœomal. rcgion of the 

.. l ne 2021 Volme 12 1 Mi::le 657913 
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a-... +'>!1.,.;,1 . Geerl!li:a!i al 0,,13ori ;;,I )µ>t1y<i<ll!.1l ','Vit, 1"!tu nU1Cf:1ts1t~!i 

lfA81..E 21 Clf'all w tl<ltlgœ éf;!d!i tir l'll 3,1 e:r.11rH1 cr:,g,1âll!d .,.,_ 

1) Ss SanmnlfSH SatumFlr4 illh)'.roid CH S..-.1) Z)vo:sly ~ Psmanmt:I 

~~ Ewitumon lrllnsiiaff 

109 ;1A G:ïte Se.-er'\! tl!!I C!tJ0)(2 Tr.!if'l!Îèrii 

9,2 12 Ei.Jtlpc: M tl!!I C:UOK2 Tr.!ifl!ièf,i 

7 15 wtlf.'.ic: tl!!I ctJOX2 Tr.!if'l!Îèr,i 

M :,.;J ;1A G:ïte -'\! tt:roo fJ.JOK'21au:JK2 lfiYl"ilrii 
76 1;]. G:ïte M Hi!!I ctJOX2 Tr.!ifl!ièfi 

640 2.6 Ül1(f>S S.-,,,.,.',! tl!!I C:UOK2 ..--e,ii 
M 227 ::J...5 G:ïi'e S.-,,,.,.',! Oq:i WOX2/TPO lflYl"ilrii 

2- M 327 ::J...5 G:ïte -'\! Oq:i C!tJ0)(2fTP0 ..--eril 
2 

M ,-1 - 1.7 G:ïte Se.-ere tt:roo SI.C5A9 lfiYl"ilf il 

SI.C5JI.J 
1;]. 12 9.1 Ëi.J~ê ~le tl!!I m Pe..--erii 

1'16 M ,-1 bpê s,;;,.e.-, tl!!I m lfiYl"ilf il 

!I M 12 7 Ei.Jtlpë ~le H!!I m i'elfiYl"il(i 
150 5..6 G:ïie ~ ie H!!I 1G 

M 34 14.3 wtipc: Hel m 
M 26 1 .2 tlpë M k:I tl!!I ·n; 

g · 11 .2 wtipe M tl!!I m 
M 12!1 1 G:ïie Ml<.'lr.lie a JG/'aoc\K2 

3JO G:ïie Se.-er'\! a 'l'G!ai.t'.l.1(2 lfiYl"ilf il 

M 13 15 G:ïie Cl~ JG/'au::l!Q lfnfl'i!lf d 

M 62 10 G:ïie M a JG/'OU'.lX2 PelfiYl"ilrii 
r1 :,,600 ..'.I G:ïie s.-,,,..,..-, tt:roo lG/TG 

!I :,,,100 3.1 G:ïie S.-,,,.,.';! H:roo l'G'TG 

M ,\ &6 G:ïie ~ie l'G'TG 
M 173 5.1 G:ïitl Ml<.'lr.lle l'G'TG lf-ilfd 

r23 M ,-1 1.6 G:ïie s.-,,,..,.e a~ JG/'TPO i'eim!n!rii 
1.2 G:ïte Se.-er'\! Cl~ l'G'TPO ..--erii 

:2 11.9 Ei.Jtlpc: M H!!I W-0 i'elf nfl'i!l( t 

r25 29 13.6 wtipe M k:I tl!!I IPO ~ ·erii 
M 13 1!1.2 10fj c, Hel W-0 ,t~ ,• 

if!l!i:!.'t:l"lœ 
:,,,100 2 G:ïi'e S.-,,,.,.';! lPotrPO lfiYl"ilrii 

F o,,1 2..9 tlpê s.-,,,..,.e H:roo lPotrPO i'errRfl'i!l(d 
a, G:ïte ~le H::roo 1PotrPO im!l'ilfd 

M 24.2 12.6 G:ïte M tt:roo JPotrPO lfnfl'i!lf ii 

li'14 44 al.6 ~ T9I tl!!I l'Sm ..--e,11 
if!l!i:!.'t:l"lœ 

5 M 447 2.2 wtipe Se.-er'i! tl!!I mm i'elfnfl'i!lrii 

6 1 &6 G:ïte ~le tl!!I m lfiYl"ilf d 

M 50 16.6 ,po Hi!!I mm l'e er• 
if!l!i:!.'t:l"lœ 

Sa,aigal ŒŒ. i,- cî:fr.a:/a, R'4 -.:t lm •'l;D"f lO œy,r~ a, ESPE =an..,. aàrn n mt1, m::dr.:,,ncrso.<rcJ'ra;µ,d!Kiy r, oh,,; fF'f, cr-; sa.ao, -< 13 rn,r§l; 
rrrrtcri1JD, JO rmdft; m'~ lO-l~ 1Jrm\t.. Si:n.rn TSH .3! otmim31'a,, IU'rd; R'4, 1Jrm\t.. 
lhm.lE~; lbl. lmrC!Mla.rs;HalCcmP. oo-,:p:,rml'mmzwa.rs;üli,,. c6fFfPl,m;TGi thjmgi:ibm,;'TPO, ~ 'd:,,so;T9JR, TSH IIX'<pD";9..Œ4B, scdJmA'td:la 
't'f'Por.'lr (/'1$) DlQKi!, ad ao'd:,,sa :2; NIA, ru ,'RJh,b'o. 

gena. a pl.o rcd None of thcsc anomalies 'iYilS dctoctcd i:n our 
famil.iœ. This modem gcnct:ic tœt.ing h.as dcmonstratal that 
cornp lcx mccrumi.sms can l:ie frc:qu.cntly :it1voh'Cd :in the 
phcnot}-pic h ctcrogcn.cüy of H . cvcn if the p rCSC'nce of 
addit.ion al variant:!l on no n -cxplo rcd ch ro m:o:!lom C:!l o.r 
cpigcn ct ic rcgula t ion could not l:,c cxdudcd 30). Wc 
.rccornrncnd lncrea.J1 lng the diagnostic e:ffi.cicncy of CH 1:,y 
scrœntng a large pand of gcn.a tt1volvcd in thyro id gm c:si.s, 
hormone sy,uthe.s:i.s and act ion fro,m the DH diagnœi.s. ln 
a.rmdancc with .rcœnt roco.rnrncndat:ioru from the ENDO
Europcan Rcfcrenœ Nctwork (JO), ~ amfi:rm that targctcd-

S o,r WES analyses for docurncntcd famil.i.cs should l:,e usai to 

6 

lrnpro,ve CH d iagnosi.s and trcatm C'nt. Thus, aœpt for the 
DIJOX2 lrtcroz:r-gous variant. infants with DH a nd positive 
fi:i,.r ddctcri.ous variants did not n.œd a d iagnostic rc-c;alu.ation 
l:ictv.<N'n two-- and thrœ-ycars age. 

OATAAVAILABILlrrY STATEMENT 

The data fo r this study have l:iœ:n dcpœital ln tlr Eu.ropcan 
Nudcot:ide Archive (E A) at EMllL-Elll undc r accC'Slliotl 
numb cr PRJE 1542793 . 

..ue 2œ 1 Volrfle 12 1 Ar1de 667913 
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Titre : Interac�on épigéné�que et régula�on métabolique dans les modèles des popula�ons stromales mésenchymateuses et des cellules tumorales
circulantes
Mots clés : épigéné�que, métabolisme, cellules stromales mésenchymateuses, cellules tumorales, TNE
Résumé : Le métabolisme énergé�que et l'épigéné�que sont hautement interconnectés, le métabolisme fournissant les composés nécessaires pour
les réac�ons épigéné�ques, et ces modifica�ons épigéné�ques régulant à leur tour l'expression des gènes en fonc�on des besoins énergé�ques de la
cellule. Ce�e interac�on est cruciale pour le fonc�onnement normal des cellules et peut également jouer un rôle dans le développement de maladies
lorsque ces mécanismes sont perturbés. Nous avons exploré deux modèles de pathologies pour préciser ces interconnec�ons, le modèle des
thérapies cellulaires dans l’insuffisance cardiaque et le modèle des thérapies métaboliques dans le cadre des tumeurs neuroendocrines diges�ves.
Dans le �ssu cardiaque, les cellules progénitrices mésenchymateuses stromales (MSCs) jouent un rôle clé dans l’homéostasie et la répara�on du �ssu
cardiaque. Les fonc�ons cellulaires et le poten�el de différencia�on de ces cellules sont fortement dépendants du métabolisme énergé�que. Au
cours du vieillissement, le nombre et la poten�alité de ces MSCs varient en lien avec l‘appari�on de désordres métaboliques jouant un rôle clé dans la
lignée et l’issue fonc�onnelle de ces cellules. Toutes modifica�ons du métabolisme énergé�que et de la dynamique mitochondriale sont ainsi
associées au risque de vieillissement cardiaque accéléré et à l’infarctus. Parmi les moyens thérapeu�ques de l’insuffisance cardiaque les cellules
souches mésenchymateuse de la moelle osseuse (bmMSC) presentent un faible risque de rejet, un fort pouvoir d’expansion in vitro et ayant des
capacités à migrer vers les sites lésés de l’organisme pour par�ciper à l’homéostasie et à la régénéra�on �ssulaire. En revanche, elles présentent une
faible différencia�on in vivo et une survie limitée dans l’environnement hypoxique cardiaque après transplanta�on. Notre objec�f a été d’améliorer
la survie des bmMSC au sein du �ssu cardiaque en les orientant vers un métabolisme glycoly�que à l’aide d’un condi�onnement épigéné�que ou en
réalisant un tri métabolique. L’analyse compara�ve de ces deux approches nous a permis de confirmer l’intérêt métabolique des bmMSC glycoly�que
in vitro et in vivo dans un modèle de souris présentant une insuffisance cardiaque aigue. Dans le modèle des tumeurs neuroendocrines diges�ves
nous avons exploré les marqueurs de toxicité de la radiothérapie interne vectorisée ou PRRT. Ce traitement u�lise des isotopes radioac�fs qui se lient
spécifiquement aux récepteurs de surface des cellules tumorales neuroendocrines afin de les détruire. Les modifica�ons épigéné�ques et
métaboliques jouent un rôle important dans la sensibilité des cellules tumorales à la PRRT. Comprendre ces interac�ons métaboliques est une piste
pour op�miser les protocoles de PRRT pour un traitement efficace tout en en limitant leur toxicité hématologique. Nous avons développé des
marqueurs ARNm et miRNA ciblant notamment le métabolisme énergé�que et son interac�on avec les modificateurs d’histones afin de proposer
une signature de réponse et de suivi de la PRRT pour des pa�ents a�eints de tumeurs neuroendocrines diges�ves progressives. La combinaison de
marqueurs miRNA et ARNm est par�culièrement per�nente dans les boucles de contrôles métaboliques et présentent une bonne sensibilité de
réponse ceci dès la seconde ligne de traitement. Notre travail d’explora�on des liens entre le métabolisme cellulaire et les modifica�ons épigéné�ques
nous a permis de proposer un modèle thérapeu�que pour l’insuffisance cardiaque et des biomarqueurs de sensibilité à une thérapie métabolique
ciblée.

Title: Epigene�c interac�on and metabolic regula�on in models of mesenchymal stromal popula�ons and circula�ng tumor cells
Key words: epigene�c, metabolism, MSC, tumoral cell, NET
Abstract: Energy metabolism and epigene�cs are highly interconnected, with metabolism providing the necessary compounds for epigene�c
reac�ons, and these epigene�c modifica�ons in turn regula�ng gene expression according to the energy needs of the cell. This interac�on is crucial
for the normal func�oning of cells and can also play a role in the development of diseases when these mechanisms are disrupted. We explored two
pathology models to clarify these interconnec�ons, the model of cellular therapies in heart failure and the model of metabolic therapies in the
context of diges�ve neuroendocrine tumors. In cardiac �ssue, mesenchymal stromal progenitor cells (MSCs) play a key role in cardiac �ssue
homeostasis and repair. Cellular func�ons and the differen�a�on poten�al of these cells are strongly dependent on energy metabolism. During
aging, the number and poten�al of these MSCs vary in rela�on to the appearance of metabolic disorders playing a key role in the lineage and
func�onal outcome of these cells. All changes in energy metabolism and mitochondrial dynamics are thus associated with the risk of accelerated
cardiac aging and infarc�on. Among the therapeu�c means of heart failure, bone marrow mesenchymal stem cells (bmMSC) present a low risk of
rejec�on, a strong capacity for expansion in vitro and having the capacity to migrate towards damaged sites in the body to par�cipate in
homeostasis and �ssue regenera�on. On the other hand, they exhibit poor differen�a�on in vivo and limited survival in the cardiac hypoxic
environment a�er transplanta�on. Our objec�ve was to improve the survival of bmMSCs within cardiac �ssue by direc�ng them towards glycoly�c
metabolism using epigene�c condi�oning or by performing metabolic sor�ng. The compara�ve analysis of these two approaches allowed us to
confirm the metabolic interest of glycoly�c bmMSCs in vitro and in vivo in a mouse model presen�ng acute heart failure. In the model of diges�ve
neuroendocrine tumors we explored the toxicity markers of vectorized internal radiotherapy or PRRT. This treatment uses radioac�ve isotopes that
bind specifically to the surface receptors of neuroendocrine tumor cells in order to destroy them. Epigene�c and metabolic modifica�ons play an
important role in the sensi�vity of tumor cells to PRRT. Understanding these metabolic interac�ons is an avenue for op�mizing PRRT protocols for
effec�ve treatment while limi�ng their hematological toxicity. We have developed mRNA and miRNA markers targe�ng energy metabolism and its
interac�on with histone modifiers in order to provide a response and monitoring signature for PRRT for pa�ents with progressive diges�ve
neuroendocrine tumors. The combina�on of miRNA and mRNA markers is par�cularly relevant in metabolic control loops and presents good
response sensi�vity from the second line of treatment. Our work exploring the links between cellular metabolism and epigene�c modifica�ons has
allowed us to propose a therapeu�c model for heart failure and biomarkers of sensi�vity to targeted metabolic therapy.
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