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ABBREVIATIONS

AAT: a-1 antitrypsine

ABC: ATP Binding Cassette

ADHI1A: Alcooldéshydrogénase 1

AFP: a-foetoprotéine

AhR: Aryl Hydrocarbon Receptor

AL: Adult Liver

Alb: Albumine

APC: Adenomatous Polyposis Coli
Apo: Apolipoprotéine

ASPGR: Asialoglycoprotein Receptor
BCRP: Breast Cancer Resistant Protein
BMP: Bone Morphogenetic Protein
CAR: Constitutive Androstane Receptor
CD: Cluster of Differentiation

CE : Corps Embryoide

CEBP: CCAAT/enhancer Binding Protein
CER: Cerberus

CF: Cytométrie de Flux

CK: Cytokératine

CPR: cytochrome P450 réductase

CPS: Carbamoyl Phosphate Synthétase



CSM: Cellules Souches Mésenchymateuses
CXCR4: C-X-C Chemokine Receptor type 4
CYP450: Cytochromes P450

DDC: Diethoxycarbonyl-1,4-dihydrocollidine
Dex: Dexaméthasone

DMSO: Diméthylsulphoxyde

ECM: Extra-Cellular Matrix

EGF: Epithelial Growth Factor

ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay
EpCAM: Epithelial Cell Adhesion Molecule
EROD: Ethoxyrésorufine-O-dééthylase

ES: cellules souches embryonnaires

FII: Facteur de coagulation II

FV: Facteur de coagulation V

FF: Foie Feetal

Fg: Fibrinogene

FGF: Fibroblast Growth Factor

FL: Foetal Liver

FoxA: Forkhead box A

G6P: Glucose-6-Phosphatase

G-CSF: Granulocyte Colony Stimulating Factor

GFP: Green Fluorescent Protein



GM-CSF: Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor
GGT: Gamma Glutamyl Transpeptidase

GK: Glucokinase

GRE: Glucocorticoid Responsive Element

GS: Glutamine Synthase

GSC: Goosecoid

GST: Glutathion-S-Transférase

HDGF: Hepatoma-Derived Growth Factor
HDL: High Density Lipoprotein

HepParl: Hepatocyte Paraffin 1

hES: cellules souches embryonnaires humaines

Hes-1: Homolog of hairy/enhancer-of-split 1

hES-Hep: cellules souches embryonnaires humaines différenciées vers 1’hépatocyte

HGF: Hepatocyte Growth Factor

HHCP: Hépatocytes Humains adultes en Culture Primaire
HMG: High Mobility Group

HMGCS2: 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-coenzyme A synthase 2
HNF: Hepatocyte Nuclear Factor

ICC: Immunocytochimie

ICG: Indocyanine Green (vert d’indocyanine)

Id3: Inhibitor of differentiation 3

IF: Immunofluorescence



IL1: Interleukine 1

iPS: cellules souches pluripotentes induites
ITS: Insuline-Transferrine-Sélénium

Kl1f4: Kruppel-like factor 4

KOSR: Knock Out Serum Replacement
LDL: Low Density Lipoprotein

LFABP: Liver Fatty Acid Binding Protein
LIF: Leukemia Inhibitory Factor

LRHI1 : Liver Receptor Homolog-1

LXR: Liver X Receptor

MAPC: Multipotent Adult Progenitor Cells
MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinase
MCI: Masse Cellulaire Interne

MCP1: Monocyte Chemotactic Protein 1
MDR: Multi Drug Resistance

miARN: micro-ARN

MIXLI: Mix1 homeobox-like 1

MPC: 2-methacryloylxyéthylphosphorylcholine
MRM: Multiple Reaction Monitoring
NCAM: Neural Cell Adhesion Molecule
NGF: Nerve Growth Factor

NPE-Hep: cellules non-parenchymateuses épithéliales



OATP: Organic Anion-Transporting Polypeptide
OC-2: Onecut 2

OCT4: Octamer-binding transcription factor 4

OSM: Oncostatine M

PAU: Poly-Amino-Uréthane

PCHH: Primary Cultures of adult Human Hepatocytes
PDGRa: Platelet-Derived Growth Factor Receptor a
PEPCK: Phosphoénolpyruvate Carboxykinase
PGCla: Peroxisome proliferator activated receptor gamma coactivator 1 o
PI3K: Phosphatidylinositol-3-kinase

PKL: Pyruvate Kinase of the Liver

POR: Cytochrome P450 réductase

PROD: 2-methacryloylxyéthylphosphorylcholine
PTFE: Polytétrafluoroethyléne

PXR: Pregnane X Receptor

gPCR: quantitative Polymerase Chain Reaction
RT-PCR: Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction
RXR: Retinoid X Receptor

SCID: Severe Combined Immuno Deficient

SDF1: Stromal cell-derived factor-1

Shh: Sonic hedgehog

SLC21A6: Solute Carrier Organic Anion Transporter Family 21 member A6



SOX: SRY (sex determining region Y )-box
SRC1: Steroid Receptor Coactivator 1
SSEA: Stage-Specific Embryonic Antigen
ST: Sulphotransférase

T3: Triiodothyronine

TAT: Tyrosine aminotransférase

TC: Transplantation Cellulaire

TCF/LEF: T cell factor/ lymphoid enhancer factor
TERT: Telomerase Reverse Transcriptase

TGF B: transforming growth factor 8

TO : Tryptophane 2,3 dioxygénase

TNFa : Tumour Necrosis Factor a

TTR : Transthyrétine

TWEAK: TNF-like weak inducer of apoptosis
UGT : UDP glucuronyltransférase

uPA: Urokinase-type Plasminogen Activator
VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor
VHC: Virus de I’Hépatite C

VIH : Virus de I’Immunodéficience Humaine
WB : Western Blot

XBP1: X-box Binding Protein 1

ZBTB20: (Zinc finger and BTB domain-containing protein 20)

Zhx2: Zinc finger and homeoboxes factor 2



ZIC1: Zinc finger protein 1
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INTRODUCTION

Le foie est le plus grand organe interne du corps humain, et est impliqué dans de nombreux
processus vitaux avec plus de 500 fonctions assurées. Le foie peut étre affecté par de
multiples pathologies, dont les hépatites (virales, alcooliques, toxiques, auto-immunes), la
cirrthose (développement excessif de tissu fibreux au sein du parenchyme hépatique,
conséquence d’une agression au long cours), la stéatose (surcharge en graisse), le cancer
(carcinome hépato-cellulaire) et les maladies génétiques (hémochromatose, maladie de
Wilson). Ces maladies peuvent fortement perturber les fonctions hépatiques, et par
conséquent affecter le pronostic vital lors des atteintes séveres. La prévalence des maladies
hépatiques est estimée a 6% au sein de I’Union Européenne, et les maladies chroniques du
foie étaient la 5° cause de mortalité en Europe en 2004 (EASL). Dans le monde, il est estimé
que 170 millions de personnes présentent une maladie chronique du foie (Russo and Parola,

2011).

En raison de la multiplicité et la complexité des fonctions du foie, I’insuffisance hépatique
engendrée par ces diverses pathologies est difficile a traiter. Lorsque ’atteinte est sévere, le
seul recours thérapeutique est la transplantation hépatique orthotopique. Cependant, cette
technique est limitée par la pénurie chronique de greffons : en 2008, seul 56% des patients sur
liste d’attente de transplantation hépatique en France ont pu étre greffés (Centre Hepato-
biliaire Paul Brousse). Des thérapeutiques alternatives sont en cours de développement et
permettraient de pallier a ’insuffisance hépatique en attendant une greffe, notamment la
transplantation hépatocytaire et le foie bioartificiel. Ces deux techniques sont moins invasives
que la transplantation hépatique, peuvent étre répétées au cours du temps et laissent en place
le foie natif, ce qui permet d’attendre une éventuelle récupération de la fonction hépatique
dans le cas de I’hépatite fulminante. Le foie bioartificiel est constitué d’un systeme
d’hémodialyse contre un milieu contenant des hépatocytes, permettant la détoxication et le
maintien des fonctions hépatiques. A [I’heure actuelle, huit systemes différents ont été
développés et testés sur des patients en insuffisance hépatique. Certains essais ont démontré
que le foie bioartificiel pouvait améliorer les paramétres biologiques et neurologiques de
patients en insuffisance hépatique (Ellis et al., 1999; Samuel et al., 2002), voire augmenter
leur survie dans certains cas (Demetriou et al., 2004). La plupart de ces systemes utilisent des
hépatocytes issus de lignées cellulaires tumorales, ou d'hépatocytes d’origine porcine, dont la
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sécurité d’utilisation n’a pas été formellement établie (risque de transmission de zoonoses, ou
de passage dans la circulation de cellules tumorales), ce qui limite ['utilisation de ces
systtmes a grande échelle. La transplantation hépatocytaire est une autre technique
prometteuse dans le traitement des maladies hépatiques, dont la faisabilité et 1’efficacité a été
démontrée dans des modeles murins d’insuffisance hépatique (Soltys et al., 2010). Cette
technique a été appliquée a petite échelle chez I’homme, avec des résultats encourageants
chez les patients atteints de déficits métaboliques hépatiques (Dhawan et al., 2010). Méme si
les résultats de la transplantation hépatocytaire dans le contexte d’insuffisance hépatique
aigué sont plus hétérogeénes, la preuve de concept a été établie, notamment dans une étude qui
a utilisé la transplantation hépatocytaire comme solution « d’attente » chez cinq patients, en
attendant une transplantation hépatique (Strom et al., 1999). Cependant, le développement du
foie bioartificiel et de la transplantation hépatocytaire sont freinés par la faible disponibilité
d’hépatocytes humains frais en grande quantité, qui sont le type cellulaire idéal dans le

traitement de la pathologie hépatique humaine.

Les cultures primaires d’hépatocytes humains sont actuellement obtenues a partir de pieces de
lobectomies (exérése d’un lobe hépatique le plus souvent en raison d’une atteinte tumorale)
ou de foies de donneurs non transplantables, qui sont des sources limitées en quantité. Les
cellules obtenues ont une durée de vie limitée en culture, avec une perte progressive des
fonctions cellulaires au cours du temps. A I’heure actuelle, il n’est pas possible de faire
multiplier des hépatocytes humains adultes en culture. De plus, 1’utilisation de cellules
hépatiques prélevées a partir de pieces de lobectomie chez des patients porteurs de tumeurs
hépatiques pose le risque d’une éventuelle contamination par des cellules cancéreuses, alors
que les cellules extraites de greffons non transplantables auront probablement une
fonctionnalité sous-optimale si le greffon lui-méme est de moindre qualité, ce qui est le plus
souvent le cas. Le développement de nouvelles stratégies d’obtention d’hépatocytes humains
est donc nécessaire. Les cellules souches embryonnaires humaines (hES) sont une source
prometteuse d’hépatocytes adultes en raison de leur capacité¢ de différenciation et de
prolifération. Le but de ce travail est donc de développer un modele in vitro de différenciation
de hES en hépatocytes matures et fonctionnels. La stratégie employée consiste a reproduire in
vitro 1’ontogenése hépatique en mimant a chaque étape I’environnement de 1’hépatocyte par
I’ajout séquentiel de facteurs de croissance et I'utilisation de milieux et de supports de culture

variés. Les cellules obtenues pourraient non seulement avoir des applications en biothérapie,
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mais également dans 1’étude de la physio-pathologie hépatique, dans la recherche
pharmacologique (étude du métabolisme et de la toxicit¢ des médicaments) et dans
I’élaboration in vitro de nouvelles stratégies thérapeutiques dans les maladies hépatiques,

notamment virales et parasitaires.

PHARMACOLOGIE

ol ‘\' Métabolisme
/ % Toxicité

FONDAMENTAL
—_— ). Physiologie

Hépatocytes Pathologies

Isolés
BIOTHERAPIE
\ Transplantation
Foie Bioartificiel

?;S—é%@a%% i ni‘/—’

@
@ \ \ \ Hépatocytes

X/
i

Figure 1. Résumé schématique des applications des cultures primaires d’hépatocytes humains

I. LE FOIE ADULTE

1. Anatomie et organisation tissulaire

a) Anatomie et vascularisation

Le foie est situé dans le quadrant supérieur droit de ’abdomen, sous le diaphragme et au-
dessus des intestins. Recouvert par la capsule de Glisson, il est composé de deux lobes, qui
sont eux-mémes composes de plusieurs segments. Chaque segment est composé de lobules,
qui sont des structures microscopiques orientées autour d’une veine centrale. On compte au
total 50 000 a 100 000 lobules dans un foie adulte, ce qui constitue environ 2% du poids total

de I’organe, soit 1 400 a 1 800 g.
13



Oesophaze

Pancreas

Figure 2. Anatomie hépatique

Le foie est un organe treés vascularisé : il recoit environ 1,5 litres de sang par minute et stocke
en permanence 10% du volume sanguin total (0,5 litres). Le sang qui arrive au foie a une
origine double : environ 25% de 1’apport sanguin provient de 1’artere hépatique, qui ramene
du sang riche en oxygene, alors que 75% provient de la veine porte, qui ramene du sang du
tube digestif contenant les métabolites de la digestion : acides aminés, monosaccharides,
lipides, vitamines et acides biliaires. Le sang retourne vers la circulation générale via la veine

sus-hépatique qui se jette dans la veine cave inférieure.

La bile sécrétée par les canalicules biliaires quitte le foie via le canal hépatique commun avant
d’étre stocké dans la vésicule biliaire. Lors de la digestion, elle est déversée dans 1’intestin

gréle, ou elle aide a la digestion du bol alimentaire.

b) Organisation tissulaire

Un lobule hépatique est constitué d’environ une vingtaine de travées d’hépatocytes bordées de
capillaires sinusoidaux, qui sont disposés de facon radiale et drainent le sang vers une veine
centrale efférente, formant ainsi une structure tridimensionnelle qui ressemble a une éponge
(Figure 3B). Les lobules hépatiques ont une forme plus ou moins hexagonale, et chacun des
six angles est marqué par une triade portale constituée d’une veine porte, un canal biliaire et
une artere hépatique. Les 6 a 8 hépatocytes proches des espaces portes (et donc de la

circulation afférente) sont dits péri-portaux, ceux proches des veines centrales (circulation
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efférente) sont dits péri-centraux ou péri-veineux et entre les deux se situent les hépatocytes
centro-lobulaires (Figure 3A). Les fonctions métaboliques des hépatocytes varient selon leur

localisation au sein du lobule hépatique (Fausto and Campbell, 2003) (cf chapitre 1.4).

A

Veime cenfrale

C

oy T T
! s+  Veine parte
.

[ n

OO O EEEE

o (68 calludes) (500 colules) (1-3 cellules) Arvere Hepatique

Figure 3. Histologie et organisation du lobule hépatique (d’aprés Fausto et al (Fausto and

Campbell, 2003))

Les travées d’hépatocytes ont habituellement 1’épaisseur d’une seule cellule. Le sang qui
arrive des veines du systéme porte circule entre ces travées dans les capillaires sinusoidaux
avant de regagner la veine centro-lobulaire. Les sinusoides sont bordés par les cellules
endothéliales sinsoidales qui sont séparées des hépatocytes par un petit espace appelé espace
de Disse, lieu d’échange entre les hépatocytes et le plasma a travers les fenestrations des
cellules endothéliales sinusoidales. Le coOté baso-latéral des hépatocytes est bordé de
nombreuses microvillosités se jetant dans I’espace de Disse, augmentant considérablement

I’espace d’échanges métaboliques.

La bile synthétisée par les hépatocytes est drainée par un systeéme de canalicules biliaires, qui
sont des conduits fins ménagés entre les hépatocytes aux domaines apicaux, les parois des
canalicules étant formées par les membranes cytoplasmiques de deux hépatocytes adjacents.
La bile dans les canalicules se draine au niveau des canaux biliaires des espaces portes, qui se
jetent dans le réseau des canaux biliaires intra-hépatiques avant d’étre acheminée en dehors du
foie via le canal hépatique principal. Le canal de Hering, bordé par un épithélium cubique, fait
la jonction entre les canalicules biliaires et le canal biliaire au niveau de I’espace porte, et

constitue la connexion entre les hépatocytes et le systeéme biliaire.
15



Les hépatocytes et les cellules bordant les sinusoides sont soutenus par un fin réseau de fibres
réticuliniques qui irradient depuis la veine centro-lobulaire pour se fondre avec la trame

collagénique lache du tissu conjonctif de soutien des espaces portes et des limites du lobule.
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cobuie = \’ —
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y ..R. _:‘ / .""\ '\
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i e -’ ’ \ ‘e |
bilimirs — 2 @ |

HEPATOCYTE

Figure 4 : L’espace de Disse (Polycopies Santé Université Lyon 1)

¢) Le tissu conjonctif

Le tissu conjonctif est composé d’éléments cellulaires (cellules d’Ito, cellules de Kupffer . . .),
et de matrice extra-cellulaire. La matrice extra-cellulaire est une structure en 3 dimensions qui
joue un role mécanique (maintien de la structure parenchymateuse) mais également
physiologique, étant impliqué dans la prolifération cellulaire, la différenciation, la migration
et la régulation de I’expression génique (Bedossa and Paradis, 2003). Elle favorise la
circulation des molécules de signalisation et des nutriments, ainsi I’évacuation des déchéts. La
matrice extra-cellulaire est composée principalement de protéoglycanes, composées d’une
chaine protéique centrale sur laquelle sont branchées les glycosaminoglycanes. Elle contient
¢galement des structures fibrillaires, dont le collagéne principalement (types I, 11, V, VI), et
I’elastine qui confere aux structures hépatiques leur élasticité. Les glycoprotéines adhésives
(nectines), dont la fibronectine et la laminine, assurent le contact entre la matrice extra-

cellulaire, les hépatocytes et les cellules non-parenchymateuses (Kuntz, 2008b).
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2. Types cellulaires du foie

Le foie est constitué de plusieurs types cellulaires. Les hépatocytes du parenchyme hépatique
sont la population cellulaire majoritaire (environ 60-65% de la population cellulaire
hépatique, soit 80% du volume parenchymateux) et sont responsables des fonctions majeures
assurées par le foie. Les hépatocytes sont de grandes cellules polyédriques caractérisées par la
présence d’un ou de plusieurs noyaux (30 a 80% de cellules polyploides), et sont riches en
organites cellulaires (mitochondries, réticulum endoplasmique, lysosomes, vésicules de
glycogene et de lipides) qui assurent leur activité métabolique. Elles ont une durée de vie d’au

moins 150 a 200 jours in vivo chez ’homme.

Les cholangiocytes ou cellules épithéliales biliaires (3,5% de la population cellulaire
hépatique) forment 1’épithélium des canaux biliaires. Leur taille et leur morphologie varient
suivant leur localisation au sein de I’arbre biliaire. Elles régulent le débit biliaire et modifient
la composition de la bile en réabsorbant certains composés comme le glucose, la glutathione

ou les acides aminés, ou en secrétant de I’eau ou des bicarbonates.

Les cellules endothéliales sinusoidales forment la paroi des capillaires sinusoidaux et
constituent 15-20% de la population cellulaire hépatique, mais seulement 2,5% du volume du
parenchyme hépatique. Elles sont de forme plate, avec un noyau bombant dans la lumiére du
sinusoide et ne possedent pas de membrane basale. Elles facilitent les échanges entre les
hépatocytes et le plasma grace a leurs fenestrations et jouent un role d’éboueur grace a leur
richesse en vésicules de pinocytose. Elles produisent et sécrétent des cytokines (IL1
(interleukine 1), IL6, TNFa (tumour necrosis factor a), des composants de la matrice extra-
cellulaire (collagéne, fibronectine), des facteurs de croissance (HGF (hepatocyte growth
factor), EGF (epithelial growth factor), IGF (insulin-like growth factor)) et des molécules
vasoactives (NO, endothéline) (Kuntz, 2008b).

Les cellules de Kupffer (environ 8-12% de la population cellulaire hépatique, soit 2,1% du
volume parenchymateux) sont des cellules macrophagiques qui sont localisées dans les
capillaires sinusoidaux. Elles assurent la fonction de phagocytose et épurent ainsi le sang
sinusoidal d’impuretés non arrétées par la barriere intestinal (endotoxines bactériennes,

particules minérales ou virales par exemple). Elles sont également impliquées dans les
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réactions inflammatoires au niveau du foie et sont capables de secréter un certain nombre de

cytokines et de protéases (Jones, 1996; Kuntz, 2008b).

Les cellules d’Ito, ou cellules stellaires, constituent environ 3-8% de la population cellulaire
hépatique, soit 1,4% du volume parenchymateux total. Ce sont des cellules de morphologie
fibroblastique qui sont présentes autour des sinusoides et dans I’espace de Disse. Elles sont
impliquées dans la synthése de la matrice extra-cellulaire, et sont capables de synthétiser le
collagene I, III et IV ainsi que la fibronectine et la laminine. Elles jouent également un rdle
dans le stockage des graisses et de la vitamine A et dans la régulation du tonus
microvasculaire au sein du foie. Elles sont capables de se transdifférencier en myofibroblaste
apres activation cellulaire dans des situations pathologiques, et jouent un réle clé dans la
régénération hépatique et dans le développement de la fibrose hépatique (Jones, 1996; Kuntz,

2008Db).

Enfin, les cellules de Pit sont des lymphocytes natural killer spécifiques du foie. Elles sont
présentes en faible nombre et résident au niveau des sinusoides. Elles ont une activité
cytotoxique et agissent en synergie avec les cellules de Kupffer pour éliminer les cellules

tumorales (Wisse et al., 1997).

3. Fonctions physiologiques

Le foie régule de nombreux processus physiologiques et est responsable d’activités
métaboliques vitales. Il possede a la fois une fonction exocrine (sécrétion de bile) et une
fonction endocrine (sécrétion d’hormones plasmatiques). Le foie joue un rdle essentiel dans la
sécrétion de protéines plasmatiques et de bile, le métabolisme glucidique (stockage et mise a
disposition du glucose), la synthése du cholestérol et le métabolisme lipidique, le métabolisme
de I'urée, 1’élimination des xénobiotiques et le stockage et métabolisme de certains vitamines

et minéraux.
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a) Synthese des protéines plasmatiques et d’hormones

Le foie secrete de nombreuses protéines plasmatiques indispensables a 1’organisme, par

exemple :

Les facteurs de la coagulation (fibrinogene, prothrombine, facteurs V, VII, IX et X)

L’albumine, qui représente 50% de la synthése protéique du foie et par conséquence la
protéine plasmatique principale. Elle régule la pression oncotique du sang et assure le
transport de nombreuses substances (hormones liposolubles, acides gras, calcium,

bilirubine, drogues) et contribue a maintenir le pH sanguin.

Les apolipoprotéines (ApoA, ApoB, ApoE, ApoF, ApoH . . .), protéines transporteurs

des lipides agissant également comme cofacteurs enzymatiques

D’autres protéines transporteurs : transthyrétine (transport des hormones thyroidiennes
et la vitamine A), transferrine (transport du fer), céruléoplasmine (transport du cuivre),

hémopexine (transport de I’héme) . . .

Les inhibiteurs de protéases: [’a-1 antitrypsine AAT, 1’antithrombine, 1’a-2
macroglobuline, qui proteégent les cellules des enzymes sécrétées lors de processus

inflammatoires

Certaines protéines impliquées dans la modulation de I’inflammation et des complexes

immuns : protéine C-réactive, complément

Certaines des ces protéines sont utilisées comme marqueurs de la fonction hépatique,

notamment ’albumine et le facteur V. Leurs taux sanguins diminuent en cas d’insuffisance

hépatique.

Le foie sécrete également certains hormones (hgh.org), dont :

L’insulin-like growth factor 1 (IGF-1), qui joue un role important dans la croissance

chez 1’enfant et a un effet anabolisant chez I’adulte

La thrombopoiétine, qui régule la production des plaquettes par la moelle osseuse
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- L’angiotensiogene, précurseur de l’angiotensine, hormone qui régule la pression

artérielle par plusieurs mécanismes différents.

b) Production de la bile

Les hépatocytes produisent et sécrétent la bile, qui aide a la digestion et I’absorption des
graisses, et permet également d’éliminer des déchets de la circulation sanguine. La bile
contient de 1’eau, des bicarbonates et d’autres ions, qui neutralisent 1’acidité du bol digestif en
provenance de 1’estomac, ainsi que des sels biliaires, qui permettent la digestion des vitamines
liposolubles et des lipides en formant des micelles, qui sont ensuite absorbés par 1’intestin
gréle. Elle contient également du cholestérol (voie d’élimination du cholestérol en exces de
I’organisme), de la bilirubine (un produit de la dégradation de 1’hémoglobine) et
éventuellement des produits de dégradation issus du métabolisme des xénobiotiques. La
sécrétion biliaire est de 1’ordre de 800 a 1000 ml par jour chez ’homme. Cette bile est
évacuée via les voies biliaires ou elle est stockée dans la vésicule biliaire avant d’étre

déversée dans le duodénum.

¢) Meétabolisme des lipides

Comme vu précédemment, le foie joue un rdle essentiel dans I’absorption des lipides en
sécrétant de la bile. Le foie synthétise du cholestérol et ses dérivés (lipoprotéines, HDL (high
density lipoprotein), LDL (low density lipoprotein), acides biliaires, etc.) a partir des acides
gras. L’enzyme cholestérol 7 a-hydroxylase (aussi appelé CYP7Al) est impliquée dans la
synthése des acides biliaires a partir du cholestérol.  Le foie régule également les taux
d’acides gras et de triglycérides circulants. Il peut synthétiser les triglycérides et les acides
gras a partir de composés glucidiques ou protéiques en exces, avant de les stocker ou les
envoyer dans la circulation générale pour étre mis en réserve dans le tissu adipeux. Il peut
¢galement oxyder les triglycérides et les acides gras a des fins énergétiques, avec la libération

de corps cétoniques dans la circulation sanguine, qui peuvent étre utilisés par d’autres tissus.
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d) Meétabolisme du glucose

Le foie joue un réle majeur dans le maintien de I’homéostasie du glucose. C’est le seul organe
capable de libérer du glucose dans la circulation pour étre utilisé par d’autres tissus. Le foie

gere le métabolisme du glucose par trois mécanismes :

- La glycogénese : le foie synthétise du glycogeéne, forme de stockage du glucose, a

partir du glucose, fructose et galactose présents en exces.

- La glycogénolyse : quand le taux de glucose sanguin diminue, le foie libére du glucose
a partir de la dégradation du glycogene. La glucose-6-phosphatase (G6P) est
impliquée dans ce processus. Le transporteur Glut2 (SLC2A2) est nécessaire pour la

libération du glucose dans le sang.

- La néoglucogenese : le foie peut synthétiser le glucose a partir de 1’acide lactique, du
glycérol et de certains acides aminés. Ce processus nécessite le phosphoénolpyruvate

carboxykinase (PEPCK).
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Figure 5. Représentation schématique des principales étapes de la néoglucogénese et la

glycolyse (d’apres (Glycolysis and Gluconeogenesis Concept Map))

Ces mécanismes sont sous contrdle hormonal : I’insuline diminue la glycémie et favorise la
formation de glycogeéne hépatique, alors que le glucagon et 1’adrénaline induisent la
glycogénolyse et 1’élévation de la glycémie. Le foie métabolise également 1’acide pyruvique
et lactique, qui sont produits par [’utilisation de glucose au niveau du muscle et d’autres

tissus.

e) Le métabolisme des acides aminés et la formation d’urée

Lors de la digestion, les protéines alimentaires sont dégradées en acides aminés, qui sont
absorbés au niveau de I’intestin avant d’arriver au foie via la veine porte. Ces acides aminés
sont utilisés pour la synthése protéique, mais peuvent également étre transformés en glucose

pour fournir de 1’énergie. A I’inverse, si I’apport en acides aminés est insuffisant, I’organisme
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peut les synthétiser par la transformation d’un acide aminé en un autre ou par amination
d’hydrates de carbone. La désamination oxydative est le processus par lequel un acide aminé
est dégradé en acide cétonique et en ammoniaque, et se fait principalement dans le foie.
L’acide cétonique formé sera utilisé pour former de I’énergie ou sera transformé en un autre
acide aminé. L’ammoniaque relargué est transformé par le foie en urée avant d’étre excrété
dans les urines, impliquant entre autre 1’enzyme carbamoyl phosphate synthétase (CPS). La
désamination peut étre couplée avec ’amination simultanée d’un acide cétonique pour former
un autre acide aminé, grice aux enzymes appelés transaminases (ex. tyrosine
aminotransférase, alanine aminotransférase . . .). D’autres enzymes comme la glutamine
synthétase (GS) ou la tryptophane 2,3 dioxygénase (TO) interviennent également dans le

métabolisme des acides aminés.
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Figure 6. Schéma de I’'uréogénese (d’apres (Schéma de I'uréogénese))
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f) Meétabolisme des xénobiotiques

e Généralités
Le foie est responsable de I’élimination de nombreuses substances toxiques endogenes et
exogenes, notamment les médicaments et les polluants environnementaux (par exemple, les
toxines d’origine végétale, animale ou fongique, les pesticides, les herbicides, les solvants, les
colorants, les conservateurs, etc.) appelés xénobiotiques. Ces substances sont généralement
hydrophobes et ont potentiellement des effets toxiques si elles ne sont pas transformées en
molécules plus facilement excrétables. Le foie assure cette fonction de détoxication grace a

diverses enzymes qui permettent d’éliminer les xénobiotiques dans la bile ou dans ’urine.

ABSORFPTION - METABOLISME
(Omal respirsioie, ———— @ Cirolation tanpmme ——— = (FOE, poumons, pesw
Cumanes. parenreral | piacenta. Telns. IMMesTms)
EXCRETION | T Malécules Activéss -— | PHASEI ]
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Frotzmes et Lipide:  —ll——— LES MACROMOLECTLES | Arides Muclsigues
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Pisans, Mg Imitanon de 1s CancéTopeness

Figure 7. Schéma général du métabolisme des xénobiotiques

Ce processus fait appel a plusieurs familles de protéines et se déroule en plusieurs étapes :

- Les réactions de phase I ou fonctionnalisation augmentent la solubilité des molécules
hydrophobes par ajout d’entités chimiques polaires (groupement —OH, NH,, COOH).
Ces réactions peuvent faire appel aux mécanismes d’hydrolyse ou de réduction, mais

ce sont le plus souvent des réactions d’oxydation catalysées par les cytochromes P450.
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Les cytochromes P450 (CYP450) sont une famille de mono-oxygénases, dont les plus
abondants sont la sous-famille CYP3A, qui posséde une grande variété de substrats.
Le CYP3A4 a lui seul métabolise 50 a 60% des médicaments (Guengerich, 1999; Li et
al., 1995). Les sous-familles CYPIA, CYP2B et CYP2C jouent également un role

important.

Les réactions de phase II ou de conjugaison augmentent encore le degré hydrophile
des molécules, facilitant ainsi leur transport et leur élimination. Ces réactions
concernent les xénobiotiques natifs, ou les métabolites générés par la phase 1. Les
réactions de phase II sont catalysées par les UDP glucuronyltransférases (UGT), les
sulphotransférases et les glutathion-S-transférases (GST) (Zamek-Gliszczynski et al.,

2006).

Les réactions de la phase III sont réalisées par des transporteurs enzymatiques se
situant sur la membrane cytoplasmique de I’hépatocyte et permettent 1’élimination des
conjugués hydrophiles hors de la cellule. Ces enzymes appartiennent aux familles de
transporteurs de type MDR (Multi Drug Resistance), ABC (ATP Binding Cassette) ou
BCRP (Breast Cancer Resistant Protein), OATP (organic anion-transporting
polypeptide) (Klaassen and Slitt, 2005).

Réle de CAR et PXR

Afin d’assurer une réponse métaboliques adaptative lors d’une exposition aux xénobiotiques,

I’expression des CYP450 peut étre induite en présence de ceux-ci. Cette induction est régulée

entre autre par les récepteurs nucléaires pregnane X receptor (PXR), constitutive androstane

receptor (CAR) et aryl hydrocarbon receptor (AhR) qui sont eux-mémes activés en présence

de xénobiotiques (Pascussi et al., 2008).

Lors de leur activation, PXR et CAR forment des hétérodimeres avec RXR (retinoid X

receptor) et active la transcription de geénes cibles en se fixant sur leurs promoteurs. Les

premicres ¢tudes ont démontré que PXR active I’expression des CYP3A, alors que CAR

active 1’expression de CYP2B en présence de phénobarbital. Cependant, des é&tudes

ultérieures ont révélé que CAR et PXR ont de nombreux cibles communs et sont capables de
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réguler 1’activité d’un grand nombre de genes impliqués dans le métabolisme des
xénobiotiques comme les CYP3A, CYP2A, CYP2C, UGTs, GSTs, sulphotransférases et
transporteurs enzymatiques (MRPs, MDR1, OATPs) (Tolson and Wang, 2010). CAR et PXR
interagissent avec d’autres récepteurs nucléaires et facteurs de transcription qui contrdlent les
voies de signalisation régulant I’homéostasie des acides biliaires, des lipides, des hormones,
des vitamines, du glucose et de I’inflammation (Pascussi et al., 2008). Ainsi, le métabolisme
des xénobiotiques peut étre influencé par de nombreux stimuli physiopathologiques
(inflammation, hormones, état du métabolisme energétique, etc.). Un exemple de « cross-
talk » est I'interaction entre les glucocorticoides et CAR et PXR, dont I’expression est
dépendant des glucocorticoides (Pascussi et al., 2000a; Pascussi et al., 2001; Pascussi et al.,
2000b). La présence d’un glucocorticoid responsive element (GRE) a été identifié¢ au niveau
du promoteur de CAR chez I’homme. Ainsi, la présence de dexaméthasone, un
glucocorticoide de synthese, active CAR et PXR, et majore I’induction des CYP450
secondaire aux xénobiotiques. A concentrations basses, le déxamethasone active PXR et CAR
en agissant sur GR qui induit leur expression. A des concentrations plus fortes, le
dexaméthasone agit directement sur PXR, induisant une activation plus forte (Pascussi et al.,

2001).

g) Stockage de vitamines et de minéraux

Le foie contient 80% des réserves de vitamine A de 1’organisme, qui sont stockées dans les
vacuoles lipidiques des cellules stellaires. Le foie joue également un rdle important dans le
métabolisme de la vitamine D, du fer et du cuivre, et stocke 50% des réserves en vitamine

B12 (Kuntz, 2008a).

4. Zonation fonctionnelle des hépatocytes

Certaines des fonctions hépatocytaires décrites précédemment sont assurées par 1’ensemble
des hépatocytes, alors que d’autres ne sont assurées que par un sous-groupe d’hépatocytes. En
effet, les hépatocytes n’expriment pas les mémes enzymes selon leur localisation au sein du
lobule hépatique, et leurs fonctions enzymatiques dépendent de leur distribution spatiale, un

phénomene appelé zonation (Gebhardt, 1992; Jungermann and Kietzmann, 1996). Certains
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enzymes prédominent dans la zone périportale (zone d’entrée dans les sinusoides du sang en
provenance de la veine porte) alors que d’autres prédominent dans la zone péricentrale (ou
périveineuse), zone ou le sang est collecté avant de regagner la veine sus-hépatique et la
circulation générale. La régulation zonale peut étre de type « gradient», ou le niveau
d’expression d’un enzyme varie progressivement entre les régions périportale et péricentrale,
ou de type « compartimental », ou I’expression d’un enzyme ne concerne que les hépatocytes
d’une zone bien délimitée (Christoffels et al., 1999). La zonation se met en place au cours du

période péri-natal (Spear et al., 2006).

Les hépatocytes de la zone périportale (zone 1), en contact avec du sang riche en oxygene et
nutriments, assurent les fonctions de glycogénolyse et néoglucogenese, synthétisent 1’'urée et
le cholestérol, et catabolisent les acides aminés. Inversément, les hépatocytes de la zone
péricentrale (zone 3), qui recoivent peu d’oxygene, assurent la glycolyse, la formation de
glutamine, la cétogenese, la néolipogenese, les réactions de biotransformation et le
métabolisme des xénobiotiques (Oinonen and Lindros, 1998). Les hépatocytes centro-
lobulaires (zone 2) ont un phénotype intermédiaire et sont moins bien définis (Jungermann
and Kietzmann, 1996), mais ils synthétisent 1’albumine en grande quantité (Lindros et al.,

1997).

La zonation implique également les cellules non-hépatocytaires, puisqu’il existe un gradient
quantitatif au sein du lobule hépatique pour les cellules endothéliales, cellules de Kupfter,
cellules d’Ito et cellules de Pit, toutes ces cellules étant plus nombreuses dans la région
périportale (Sasse, 1996). La taille des cholangiocytes s’accroit entre la région périportale et
péricentrale (Turner et al., 2011). La matrice extra-cellulaire de la zone périportale est riche
en collagene III, IV et en laminine, favorisant 1’adhésion des cellules, alors que la celle de la
zone péricentrale est riche en collagéne I et fibronectine, qui inhibent 1’attachement

(McClelland et al., 2008).
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Région périportale

Région péricentrale

Activités

métaboliques

Synthese d’urée (CPS1)
Hydrolyse de glutamine
Dégradation d’acides aminés
(TAT)

Néoglucogenése (PEPCK, G6P)
Glycogénolyse

Synthése de cholestérol
Oxydation d’acides gras

Sulphation

Synthese de glutamine (GS)
Glycolyse (GK, PKL)
Néolipogenese

Cétogenese

Métabolisme des xénobiotiques
(monoxydation, glucuronidation)
(CYP P450, GST, CAR, AhR, POR)
Production d’acides biliaires

Synthese albumine

Caractéristiques
morphologiques

des hépatocytes

Hépatocytes de petite taille
Riches en glycogéne

Grandes mitochondries

Hépatocytes de grande taille
Riches en réticulum lisse
Riches en lysosomes

Petites mitochondries

Capillaires

sinusoides

Peu de fénestrations

Beaucoup de fénestrations

Autres cellules

Nombreuses cellules de Kupffer,
grandes
Nombreuses cellules d’lto,

cellules de Pit

Peu de cellules de Kupffer, petites

Matrice extra-

cellulaire

Collagenes type lll, IV et V
Laminines, hyaluronanes
Protéoglycanes de chondroitine

sulphate, héparane sulphate

Collagenes type I, IV

Protéoglycanes d’héparine

Tableau 1. Caractéristiques de la zonation hépatique. D’apres (Kuntz, 2008a), (Torre et al.,

2011), (Turner et al., 2011), (Oinonen and Lindros, 1998). TAT: Tyrosine aminotransférase,

GK: glucokinase, PKL: pyruvate kinase of the liver.
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L’expression des genes codant pour chaque activité enzymatique est gouvernée au niveau
transcriptionnelle et post-transcriptionnelle (Braeuning et al., 2007). Certains activités
enzymatiques ont une zonation fixe (par exemple, la métabolisation de I’ammoniaque), alors
que d’autres ont une zonation « dynamique » (par exemple, métabolisme des glucides ou des
xénobiotiques) pouvant s’adapter aux stimuli extérieurs (Torre et al., 2011). Plusieurs
hypotheses existent quant a la nature des mécanismes gouvernant I’expression différentielle
des geénes qui soutend la zonation hépatique. 1l a été suggéré que 1’exposition des hépatocytes
a différentes concentrations sanguines d’oxygene, de métabolites ou d’hormones (insuline,
glucagon, hormones thyroidiennes) pourrait influencer le phénotype des hépatocytes
(Oinonen and Lindros, 1998) et ainsi réguler la zonation « dynamique ». Lors de la circulation
du sang de la région périportale vers la région péricentrale, certains de ces composés sont
captés ou excrétés par les hépatocytes ou les cellules non-parenchymateuses, créant ainsi un
gradient au sein du lobule hépatique. La présence d’un gradient au niveau des composés de la
matrice extra-cellulaire (Reid et al., 1992), ou des interactions intercellulaires (Kuo and
Darnell, 1991) pourraient également étre des déterminants de la zonation fonctionnelle.
L’environnement extra-cellulaire peut induire des signaux mécaniques (forces d’étirement)
qui sont transduits aux cellules hépatiques via le cytosquelette et les intégrines. Ainsi
certaines voies de signalisation peuvent étre activées par des signaux mécaniques, comme
TGFpB (transforming growth factor B)/Activine/Nodal (Sakata et al., 2004). Des signaux
mécaniques peuvent également étre transduits par les cils primaires, qui détectent les
mouvements de flux de liquides au niveau de la face apicale des cellules. Des modifications
de la tonicité de la bile lors de son écoulement entre les régions péricentrale et périportale
peuvent activer des voies de signalisation au niveau des cils primaires comme Hedgehog ou
PDGRa (platelet-derived growth factor receptor a) (Turner et al., 2011). Des facteurs nerveux
peuvent entrer en jeu, puisque I’acétylcholine stimule la prolifération de progéniteurs (Woo et
al., 2008), et la régéneration des progéniteurs est diminuée chez le rat vagotomisé (Cassiman

etal., 2002).

Des données récentes ont démontré le role primordial de la voie de signalisation Wnt/-
caténine dans la zonation fonctionnelle (Torre et al., 2011). L’activation de cette voie
augmente les niveaux de B-caténine non phosphorylé au sein des cellules, qui est transloqué
dans le noyau ou il s’associe avec les facteurs de transcription Lef/Tcf (lymphoid enhancer

factor, T-cell factor), qui interagit avec le récepteur nucléaire HNF4a (hepatocyte nuclear
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factor 4a) (Colletti et al., 2009) et active les genes cibles. La forme active de la B-caténine se
trouve dans les hépatocytes péricentraux, alors que la protéine APC (adenomatous polyposis
coli), un inhibiteur de la B-caténine est exprimée préférentiellement dans la région périportale.
Ainsi, P’activation de la voie Wnt/B-caténine induit le phénotype péricentral alors que la
répression de cette voie induit le phénotype périportal (Benhamouche et al., 2006). 1l a été
démontré que la voie Wnt/B-caténine a un effet positif sur I’expression de genes péricentrales
comme la GS ou des transporteurs de glutamate (SLC1A2) et d’ammoniaque (RhBg), alors
qu’elle a un effet négatif sur 1’expression de génes périportaux comme la CPS1, arginase 1 et
glutaminase 2, des enzymes du cycle de I'urée (Benhamouche et al., 2006; Cadoret et al.,
2002). La B-caténine régule également 1’expression de genes impliqué dans le métabolisme
des xénobiotiques, comme CYP2E1, CYP1A2, AhR et CAR (Braecuning et al., 2007
Hailfinger et al., 2006; Sekine et al., 2006). La voie Wnt/B-caténine peut donc étre considérée

comme le « gardien de la zonation » (Torre et al., 2011).
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Figure 8. Organisation de la zonation fonctionnelle au sein du lobule hépatique sous
I’influence de la voie Wnt/B-caténine. D’aprés Benhamouche et al (Benhamouche et al.,

2006). Gls2 : glutaminase 2, Argl : argininasel, Glt1 : transporter-1 of glutamate.

La zonation est considérée par certains auteurs comme la conséquence de différences dans

I’état de maturation des hépatocytes. Selon cette hypothese, il existerait un gradient de
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différenciation le long de I’axe porto-central, et les hépatocytes de la région périportale
seraient les moins différenciés, alors que ceux de la région péricentrale auraient atteint un état
de différenciation avancé (Sigal et al., 1992). Dans le modele du « streaming liver », la
différenciation se ferait au cours de la migration des hépatocytes de la région périportale vers
la région péricentrale (Zajicek et al., 1985). Cependant, cette théorie reste débattue car un
certain nombre d’études (Bralet et al., 1994), (Kennedy et al., 1995), (Shiojiri et al., 2000) ne
retrouvent pas d’évidence en faveur d’une migration hépatocytaire au cours du

développement ou lors de la régénération.

II. L'ONTOGENESE HEPATIQUE

L’ontogenese hépatique est un processus complexe au cours duquel les cellules
embryonnaires pluripotentes se différencient progressivement en hépatocytes. Elle peut étre
découpée schématiquement en trois étapes: I’induction de 1’endoderme définitif, la
spécification hépatique et la maturation. Chaque étape est gouvernée par diverses voies de
signalisation qui agissent séquentiellement ou en synergie afin d’aboutir a I’hépatocyte
mature. Dans la majorité des cas, les roles de ces voies de signalisation ont ét¢é identifiés grace
aux études sur I’embryon de souris, avant d’étre transposés au développement de cellules
souches embryonnaires humaines. Des études sur les embryons de souris, poulet, poisson
zebre et le xénopus indiquent que les processus fondamentaux de 1’ontogenése hépatique sont

globalement conservés entre les especes (Roberts, 2000).

1. L’induction de I’endoderme définitif

Au cours du développement embryonnaire précoce, la masse cellulaire interne du blastocyste
se différencie en endoderme primitif, a I'origine des tissus extra-embryonnaires, et en
¢épiblaste, qui est a l'origine des trois couches germinales, 'ectoderme, le mésoderme et
I'endoderme définitif. L'ectoderme est la couche germinale la plus externe, qui donnera
naissance aux phaneres et au systéme nerveux. Le mésoderme est la couche intermédiaire, a
partir de laquelle se développent le sang, le cceur, les reins, les muscles et les os. Enfin,

I'endoderme définitif, entouré par le mésoderme, donne naissance aux couches épithéliales
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des voies digestives et respiratoires, ainsi qu’aux organes associ¢s, dont la thyroide, les

poumonts, le foie, la vésicule biliaire et le pancréas.

L’endoderme définitif se forme lors de la gastrulation vers le jour embryonnaire 7 (J7) chez la
souris, lorsque les cellules pluripotentes de 1’épiblaste migrent a travers la strie primitive de
I’embryon, qui apparait au niveau de l'épiblaste postérieur. Lors de cette migration, les
cellules épiblastiques subissent une transition épithélio-mésenchymateuse et se transforment
en mésendoderme, précurseur commun, avant de se différencier en mésoderme ou endoderme
définitif (Shook and Keller, 2003). L’induction de la strie primitive est sous le controle des
voies de signalisation Wnt/B-caténine et TGF (transforming growth factor)/Nodal/Activine
(Gadue et al., 2006). Le facteur de croissance Nodal, un membre de la superfamille TGFJ,
joue un rdle essentiel dans la spécification de I'endoderme définitif chez la souris, avec un fort
niveau de signalisation induisant la différenciation vers lI'endoderme définitif, alors qu'un
faible taux de signalisation induit la différenciation vers le mésoderme (Lowe et al., 2001;
Vincent et al., 2003). La signalisation Nodal a pour cible les genes clés du développement de
I’endoderme antérieur, comme SOX17 et FoxA2 (aussi appelé HGF3) (Shen, 2007). In vitro,
de fortes concentrations d’activine A, un membre de la famille TGFf se liant aux récepteurs
Nodal, induit la différenciation de hES en endoderme définitif (D'Amour et al., 2005).
L’inhibition de la voie de signalisation phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K), impliqué dans le
maintien de I’état indifférencié et activé par I’insuline et I’insulin growth factor, est également

nécessaire pour I’induction de I’endoderme définitif (McLean et al., 2007).

L’endoderme définitif est caractérisé par I’expression de marqueurs caractéristiques (SOX17,
CXCR4, GSC et CER) distincts de ceux de la strie primitive (MIXL1), du mésendoderme
(Brachyury), de I’ectoderme (ZIC1) et de I’endoderme viscéral (SOX7). Ces marqueurs

permettent de suivre 1’état de différenciation des cellules in vitro.
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Figure 9. Formation et devenir de I’endoderme définitif (d’apreés Zaret et al (Zaret, 2002).

Représentation d’un embryon de souris (coupe sagittale) a J8.

Apres la gastrulation, I’embryon est soumis a des changements morphologiques
considérables, et la couche cellulaire de I’endoderme définitif se transforme en tube intestinal
primitif. Au sein de ’endoderme définitif, deux domaines sont distingués selon un axe antéro-
postérieur : I’endoderme antérieur, ou ventral, qui donne naissance a la thyroide, au poumon,
au foie et a une partie du pancréas, et I’endoderme postérieur, ou dorsal, qui donne naissance
aux intestins et a une partie du pancréas. Il a été démontré que ces domaines sont gouvernés
par un gradient antéro-postérieur de 1’expression de Wnt/B-caténine (McLin et al., 2007): la
répression de Wnt/B-caténine dans I’endoderme antérieur définit I’endoderme antérieur et
permet le développement hépatique, alors qu’une forte expression de Wnt/B-caténine dans

I’endoderme postérieur permet le développement des intestins.

Apres la mise en place de ’endoderme définitif, les cellules destinées a devenir I’endoderme
hépatique acquierent une compétence leur permettant de répondre aux signaux de la
spécification hépatique. L’expression des premiers marqueurs spécifiques du foie, I’albumine
(Alb), la transthyrétine (TTR) et I’a-foetoprotéine (AFP), apparait vers J8 chez la souris (entre
la 3° et la 4° semaine de gestation chez 1’homme), au niveau de 1’endoderme définitif
antérieur. Les facteurs de transcription FoxA et GATA4, exprimés dans 1’endoderme
antérieur, sont capables de se fixer au promoteur de I’albumine avant I’expression de celle-ci
(Bossard and Zaret, 1998; Gualdi et al., 1996), et induisent la décompaction de la chromatine,
permettant ainsi la fixation d’autres facteurs de transcription essentiels au développement
hépatique, comme C/EBPp, ainsi déclenchant I’expression de 1'albumine. FoxA et GATA4

jouent donc le réle de facteurs de transcription « pionniers », en permettant aux cellules de
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I’endoderme antérieur d’acquérir une compétence leur permettant de répondre aux signaux de
la spécification hépatique. HNFIP stimule I’expression de FoxAl et de FoxA2 dans
I’endoderme définitif antérieur, et son absence induit la disparition de 1’expression de
I’albumine chez la souris (Lokmane et al., 2008). Au total, les facteurs de transcription
HNF1p, FoxAl, FoxA2 et GATA4 paraissent donc essentiels a I’initiation du développement

hépatique. L’endoderme hépatique exprime entre autre les marqueurs FoxA2 et HEX.

2. La spécification hépatique

Apres I’acquisition de la compétence, les cellules de I’endoderme définitif antérieur subissent
la spécification hépatique, une étape déterminant pour le devenir ultérieur des cellules qui a
lieu avant I’organogénese proprement dite. La spécification hépatique est gouvernée par deux
familles de facteurs de croissance sécrétés par les tissus environnants, les Fibroblast Growth
Factors (FGF) et les Bone Morphogenetic Proteins (BMP). Le mésoderme cardiaque, un tissu
adjacent a I'endoderme définitif antérieur, secrete les FGF 1, 2, 4 et 8 (Zaret, 2002), qui jouent
un role essentiel dans la spécification hépatique (Jung et al., 1999). L’induction des génes
hépatiques par le FGF est médié par la voie de signalisation mitogen-activated protein kinase
(MAP kinase) (Calmont et al., 2006), et est dépendant de concentrations basses de FGF. Au
début de la spécification, le mésenchyme cardiaque est au contact de 1I’endoderme définitif
antérieur et sécrete des FGF en faible quantité. Par la suite, les concentrations des FGF
sécrétés par le mésenchyme cardiaque augmentent, mais le développement du septum
transversum, tissu mésodermal adjacent a I’endoderme définitif a I’origine du diaphragme,
sépare 1’endoderme hépatique du mésenchyme cardiaque, I’empéchant ainsi d’étre exposé a
de fortes concentrations en FGF. En effet, de fortes concentrations de FGF induisent
I’expression de marqueurs pulmonaires (Serls et al., 2005). En absence de la sécrétion de
FGF, I’endoderme définitif se différencie vers le phénotype pancréatique par défaut (Deutsch

etal., 2001).

Les FGF ne peuvent pas induire a eux seuls la spécification hépatique. IIs nécessitent 1’action
synergique des BMP 2 et 4 (Bone Morphogenetic Protein), sécrétés par le septum transversum
(Rossi et al., 2001; Shin et al., 2007; Zaret, 2002). Les BMP agissent en partie en stimulant

I’expression du facteur de transcription GATA4 (Lemaigre, 2009), qui joue un rdle dans
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l'acquisition de la compétence (cf précédemment) et la spécification de 1'endoderme pré-

hépatique.
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Figure 10. La spécification hépatique

Une étude plus récente a permis de mettre en évidence le role des cellules endothéliales dans
la spécification hépatique (Han et al., 2011). Ces cellules sont étroitement associées a
I'endoderme définitif lors de 1'organogénese, et la coculture de ces cellules avec 1'endoderme
définitif stimule la spécification hépatique. Les cellules endothéliales controlent la
spécification en régulant les voies de signalisation Wnt et Notch, qui doivent étre inhibées
lors de la spécification hépatique. L'inhibition des voies Wnt et Notch augmente 1'expression
des marqueurs de la spécification hépatique en diminuant la prolifération des cellules de

I'endoderme, alors que leur activation induit I'effet contraire (Han et al., 2011).

A ce stade de la spécification hépatique, ’HNF4a joue également un role important. Un
modele de différenciation hépatique in vitro a partir de hES a montré que ’HNF4a était
exprimé des J10 de culture, aprés exposition des hES au BMP4 et FGF2. La perte de
I’expression de HNF4a a entrainé une inhibition de I’expression des genes caractéristiques du
phénotype hépatique, ainsi qu’une inhibition des geénes impliqués dans 1’acquisition de la
compétence hépatique, comme FoxAl, FoxA2, FoxA3, HNFI1B, GATA4 et HEX, qui sont
exprimés en amont. Ainsi, ’HNF4a est nécessaire pour I’initiation et le maintien d’un réseau
de facteurs de transcription qui gouvernent la spécification et la différenciation hépatique

(DeLaForest et al., 2011).

Vers J9 chez la souris et J22 chez ’homme, les cellules de I’endoderme hépatique forment un
diverticule qui bourgeonne au sein du septum tranversum. Ce diverticule est bordé
d’hépatoblastes, les cellules précurseurs du foie, qui adoptent une morphologie épithéliale
pseudostratifiée (Bort et al., 2006). Les hépatoblastes proliferent, formant un bourgeon

hépatique, puis migrent a travers la membrane basale et envahissent le septum transversum.
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Ce stade est gouverné par un réseau de plusieurs facteurs de transcription : HEX est
nécessaire a l’organisation des hépatoblastes en épithélium pseudo-stratifié et a leur
prolifération (Bort et al., 2006; Martinez Barbera et al., 2000; Zhao and Duncan, 2005),
GATAG assure le maintien de I’état différencié des hépatoblastes (Zhao et al., 2005), alors
que HNF6, Onecut (OC)-2 et Prox-1 jouent un rdle essentiel dans la migration des

hépatoblastes (Margagliotti et al., 2008; Sosa-Pineda et al., 2000).
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Figure 11. Schématisation du bourgeonnement hépatique. D’aprés Lemaigre (Lemaigre,

2009)

La prolifération des hépatoblastes au stade de bourgeon hépatique est gouvernée par plusieurs
facteurs. Les hépatoblastes sont étroitement associés avec des cellules endothéliales qui les
entourent et sécretent des signaux essentiels au bourgeonnement hépatique, dont le VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor) (Matsumoto et al., 2001; Shiojiri and Sugiyama, 2004).
Le VEGF activerait la sécrétion d’autres molécules par le mésenchyme du septum
transversum favorisant la prolifération hépatocytaire comme 1’'IL6, I’EGF, le TGFp, le TNFa
et notamment le HGF, qui est également sécrété par les hépatoblastes, porteurs de son
récepteur, c-met. Sa voie de signalisation interagit avec celle de TGFp (Weinstein et al., 2001)
pour assurer le développement hépatique. La B-caténine, qui médie la voie de signalisation
Wht, est également nécessaire pour la prolifération et la différenciation hépatique (Tan et al.,
2008). Cette voie de signalisation est particuliecrement complexe au sein du foie, puisqu’il
existe au moins 11 ligands Wnt et 8 récepteurs Frizzled différents chez la souris (Matsumoto
et al., 2008). Des études in vitro ont mis en évidence le réle du Hepatoma-derived growth
factor (HDGF), qui est produit par les hépatoblastes et stimule leur prolifération. Cependant,
son expression diminue lors de la maturation des hépatoblastes en hépatocytes (Enomoto et
al., 2002), et il n’est pas indispensable au développement hépatique in vivo (Gallitzendoerfer

et al., 2008). Enfin, de nombreux autres signaux sont impliqués, comme les facteurs de
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transcription Prox-1, Inhibitor of differentiation 3 (Id3), N-Myc, Hlx, et I’acide rétinoique, qui

agirait via les cellules mésodermiques (Lemaigre, 2009).

3. La maturation hépatique

a) Développement du systeme vasculaire

Le foie feetal est en contact avec deux systémes veineux, les systémes ombilical et vitellin. Le
systéme veineux vitellin participe dans la formation du systeme veineux efférent, alors que la
veine ombilicale est la veine afférente principale dans le foie feetal. A la naissance, la veine
ombilicale s’affaisse et est remplacée par la veine porte, qui devient la seule veine afférente
du foie (Collardeau-Frachon and Scoazec, 2008). Le systéme veineux hépatique se met en
place entre la 4° et la 6° semaine de gestation, alors que le systéme artériel se met en place
plus tardivement, a partir de la 8° semaine. Les branches artériclles s’étendent
progressivement du centre vers la périphérie du foie entre les 10° et 15° semaines de gestation
(Gouysse et al., 2002). Le développement artériel serait sous le controle de la sécrétion de

VEGEF par les plaques ductales, qui se développent au méme moment (Gouysse et al., 2002).

Les sinusoides sont les premiers vaisseaux qui apparaissent au cours de l’organogénése
hépatique, et se forment dés le stade du bourgeonnement hépatique, vers la 4° semaine de
gestation. Les cellules endothéliales sinusoidales proviennent de vaisseaux pré-existants du
mésenchyme du septum transversum, et se développent par angiogenese (Collardeau-Frachon
and Scoazec, 2008). Les sinusoides subissent un processus de maturation tout au long de la
vie feetale, qui est associé a des modifications de la matrice extracellulaire pouvant réguler
cette maturation (Couvelard et al.,, 1996). Les cellules endothéliales acquicrent
progressivement leurs fenestrations, entre le 10° et le 17° semaine de gestation (Collardeau-
Frachon and Scoazec, 2008), sous I’action de VEGF (Carpenter et al., 2005; Yokomori et al.,
2003), avant d’acquérir leurs marqueurs caractéristiques entre le 12° et le 20° semaine de
gestation (Couvelard et al., 1996). Il est probable que la maturation des sinusoides se poursuit
au cours de la période post-natale avant d’atteindre leur structure définitive (Barbera-Guillem
et al., 1986). Méme si les signaux gouvernant la croissance et la maturation des cellules

endothéliales sinusoidales restent mal connus, plusieurs études ont démontré que la voie Wnt
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joue un role dans leur prolifération et différenciation (Klein et al., 2008; Matsumoto et al.,

2008; Zeng et al., 2007), via une interaction entre Wnt2 et VEGF (Klein et al., 2008).

b) Cellules d’Ito (cellules stellaires) et cellules de Kupffer

Les cellules d’Ito ont pour origine probable les cellules mésenchymateuses du septum
transversum (Loo and Wu, 2008; Perez-Pomares et al., 2004), et sont détectables dés la 8°
semaine de gestation (Collardeau-Frachon and Scoazec, 2008). Des études chez la souris
suggerent que les cellules d’Ito influencent la prolifération hépatocytaire via I’expression de
la protéine homeobox Hlx, qui est exprimé par les dérivés du septum transversum mais pas
par les cellules dérivées de I’endoderme. Les foies de souris HIx-/- sont séveérement
hypoplasiques (Hentsch et al., 1996). Les cellules d’Ito stockent la vitamine A (rétinol), qui
sous sa forme oxydée (acide rétinoique) agit comme facteur de croissance gouvernant la
morphogénese (Ijpenberg et al., 2007).

Le role des cellules de Kupffer dans I’organogenese hépatique est mal connu (Si-Tayeb et al.,
2010a). Cependant, certaines données ont suggéré que les cellules de Kupffer jouent un role
dans la maturation des érythrocytes au cours de I’hématopoicse feetale (Naito et al., 2004). La
déplétion selective des cellules de Kupffer apres hépatectomie partielle chez le rat prolonge la

durée de la régénération hépatique (Meijer et al., 2000).

c) Développement des voies biliaires

Les voies biliaires extra-hépatiques dérivent d’un diverticule de I’endoderme qui est situé
caudalement au foie, étant en étroite association avec le bourgeon pancréatique. Au sein de ce
diverticule apparait une population de progéniteurs pancréatico-biliaires dont la voie de
différenciation est déterminée par SOX17, sous I’influence de Hes-1 (homolog of
hairy/enhancer-of-split 1) (Spence et al., 2009).

Contrairement aux cholangiocytes extra-hépatiques, les cholangiocytes tapissant les voies
biliaires intra-hépatiques sont derivés des hépatoblastes. Les canalicules biliaires se forment
vers la 6° semaine de gestation. Les cellules précurseurs des cholangiocytes forment une
structure tubulaire autour des branches de la veine porte, appelée plaque ductale. Ces cellules
expriment SOX9, un facteur de transcription régulant le développement des canalicules

biliaires (Antoniou et al., 2009). L’expression de SOX9 serait le premier indicateur d’une
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différenciation vers le phénotype biliaire (Lemaigre, 2009). Les hépatoblastes s’apposent aux
plaques ductales se formant transitoirement des structures ductulaires asymmeétriques, car du
coté portal elles sont délimitées par des cholangiocytes, et du c6té parenchymateux par des
hépatoblastes (Lemaigre, 2009). Les hépatoblastes des structures ductulaires se différencient
vers un phénotype cholangiocytaire. Cette différenciation implique la voie de signalisation
TGFP, qui induit la différenciation d’hépatoblastes vers le phénotype biliaire et réprime la
différenciation hépatocytaire. Il existe un gradient d’expression de TGFf au sein du lobule
hépatique en cours de développement, avec une expression forte dans la région périportale et
une expression plus faible dans la zone parenchymateuse (Antoniou et al., 2009; Clotman et
al., 2005). Les facteurs de transcription HNF6 et OC-2 (onecut 2) sont exprimés de fagon
prédominante dans les cholangiocytes, et controlent la différenciation biliaire en modulant
I’activité TGFB. La différenciation vers le phénotype biliaire serait également régulée par la
voie de signalisation Jagged/Notch, dont le role a ét¢ démontré in vitro (Tanimizu and
Miyajima, 2004; Zong et al., 2009). La voie Notch jouerait un rdle dans la restriction de la
différenciation bilaire a la zone périportale (Si-Tayeb et al., 2010a). La voie Wnt/B-caténine
serait également impliquée dans la différentiation biliaire (Hussain et al., 2004; Monga et al.,
2003), mais ses mécanismes exacts d’action restent mal connus dans ce contexte (Lemaigre,

2009).
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Figure 12. Morphogenese des voies biliaires intra-hépatiques. D’apres Lemaigre (Lemaigre,

2009).

Seule une minorité de cellules de la plaque ductale participe a la formation de canalicules
biliaires. Il a été proposé que les cellules résiduelles de la plaque ductale régressent par
apoptose (Terada and Nakanuma, 1995). Cependant, des données récentes indiquent que les
cellules de la plaque ductale ne subissent pas d’apoptose, mais se différencient en
cholangiocytes tapissant les canaux de Hering, les canalicules et les canaux biliaires, ou en
hépatocytes périportaux. Chez la souris, les cellules de la plaque ductale donneraient
naissance aux cellules ovales (Carpentier et al., 2011). Le remodelage des plaques ductales se
fait a partir de la 12° semaine de gestation. La sécrétion de bile commence vers la 16°
semaine. La morphogenése du systéme biliaire s’achéve vers la 28° semaine, mais les étapes

de maturation ultimes des canalicules n’ont lieu qu’apres la naissance (Kuntz, 2008b).

d) Maturation hépatocytaire

e Période embryonnaire et feetal

Les hépatocytes s’engagent vers le phénotype hépatocytaire sous I’influence de plusieurs

facteurs. Le HGF stimule I’expression de C/EBPa, favorisant ainsi la différenciation vers
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I’hépatocyte (Suzuki et al., 2003). Le facteur de transcription C/EBPa stimule a son tour
I’expression de HNF6, qui régule la différenciation hépatocytaire, puisqu’en son absence les
hépatoblastes se différencient rapidement vers le phénotype biliaire (Clotman et al., 2002).
Comme vu précédemment, HNF6 et OC-2 modulent 1’expression de TGFp, un facteur sécrété
qui favorise la différenciation vers le cholangiocyte (Clotman et al., 2005).

Une fois que les hépatoblastes sont engagés vers le phénotype hépatocytaire, ils subissent le
processus de maturation, au cours duquel les cellules acquierent les fonctions physiologiques
et la morphologie d’hépatocytes matures. Ce processus se poursuit tout au long du
développement feetal, et continue méme apres la naissance. La maturation est régulée par un
groupe de six facteurs de transcription principaux (HNF1a, HNF1pB, FoxA2, HNF4al, HNF6
et LRH1 (liver receptor homolog-1)) qui forment un réseau dynamique, au sein duquel
existent des boucles d’auto-régulation et de régulation croisée (core transcriptional network).
L’augmentation de I’expression de ces facteurs de transcription au cours du temps
s’accompagne d’une augmentation du nombre et de la complexité des interactions au sein du
réseau (Kyrmizi et al., 2006), avec le recrutement progressif de co-activateurs permettant
I’activation de geénes cibles du développement au moment approprié. Diverses études chez la
souris ont mises en évidence le role de chacun des facteurs de transcription dans la maturation
du métabolisme hépatique : HNFla et HNF4a controle le métabolisme des glucides, des
lipides et des acides aminés, HNF1[ est essentiel a 1’oxydation des acides gras et a la
regulation des sels biliaires (Coffinier et al., 2002), LRH1 régule le métabolisme des acides
biliaires et du cholestérol (Fayard et al., 2004; Lee and Moore, 2008), FoxAl et FoxA2
régulent le métabolisme glucidique (Friedman and Kaestner, 2006), HNF6 est le médiateur de
certains effets de ’hormone de croissance (Lahuna et al., 1997), inhibe 1’activité du récepteur
des glucocorticoides (Pierreux et al., 1999), stimule I’expression de genes impliqués dans le
métabolisme glucidique et des acides biliaires (Beaudry et al., 2006; Lannoy et al., 2002;
Wang et al., 2004) et favorise la prolifération hépatocytaire (Tan et al., 2006). Enfin, méme
s’ils ne font pas partie du réseau principal, la famille des facteurs de transcription C/EBP joue
également un role dans la régulation métabolique de 1’hépatocyte, puisque C/EBPa est
impliqué dans le métabolisme glucidique et lipidique et dans la prolifération hépatocytaire,

alors que C/EBP régule la néoglucogenéese (Lemaigre, 2009).
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Figure 13. Mécanismes gouvernant la différenciation des hépatoblastes en cholangiocytes ou

hépatocytes, d'apres Lemaigre (Lemaigre, 2009). ECM: extra-cellular matrix.

Parmi les facteurs gouvernant la maturation hépatique, les signaux provenant de
I’environnement extra-cellulaire jouent un role clé. Au cours de la vie feetale, le foie est le
siege de I’hématopoiese de la 6° semaine au 7° mois de gestation. Le tissu hépatique est
colonisé par des cellules souches hématopoiétiques qui sont étroitement associés aux
hépatocytes en cours de différenciation. Les cellules hématopoiétiques différenciées gagnent
la circulation sanguine en migrant a travers les cellules endothéliales sinsusoides. Les cellules
souches hématopoiétiques sécretent I’oncostatine M (OSM) (Yoshimura et al., 1996), une
cytokine qui a un rdéle primordial dans la maturation hépatique, induisant 1’expression de
marqueurs hépatiques, ainsi que des changements morphologiques et I’apparition de fonctions
cellulaires spécifiques au foie (Kamiya et al., 1999; Kinoshita and Miyajima, 2002). L’effet
de I’OSM est optimisé par la présence de glucocorticoides in vitro (Kinoshita and Miyajima,
2002). Les glucocorticoides auraient un effet inhibiteur sur la prolifération cellulaire (Heng et
al., 2005; Michalopoulos et al., 2003) et induiraient les enzymes de la néoglucogenése (Lavon

and Benvenisty, 2005). D’autres facteurs solubles seraient impliqués dans la maturation
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comme |’insuline, qui régule le métabolisme hépatique et favorise I’expression de certains
enzymes de [’hépatocyte mature (Noda et al., 1983; Spagnoli et al., 1983). 1l a été¢ démontré
in vivo que la présence de laminine et de collagéne I et IV favorise la différenciation vers
I’hépatocyte (Suzuki et al., 2003), ce qui met en évidence le role des composants de la matrice
extra-cellulaire dans le développement hépatique. Enfin, I’amélioration de la différenciation
de cultures primaires d’hépatocytes foetaux dans des milieux a haute densité cellulaire
(Kojima et al., 2000) indique que I’interaction et la coopération directe entre cellules jouent
¢galement un role dans le processus de maturation, méme si leurs mécanismes restent mal

connus.

La maturation se caractérise non seulement par 1’acquisition de geénes liés aux fonctions de
I’hépatocyte mature, mais également par la perte d’expression de certains genes foetaux,
comme 1’a-foetoprotéine, dont 1I’expression diminue de facon importante apres la naissance
chez la souris mais qui est indétectable a mi-gestation chez I’homme (Brizard et al., 2009; Le
Carrour, 2010). Le Zhx2 (zinc finger and homeoboxes factor 2) est un répresseur
transcriptionnel de 1I’AFP, dont I’expression est majorée dans le foie adulte par rapport au foie
feetal. La perte de fonction de Zhx2 est responsable de la persistance de 1’expression d’AFP
en période post-natal chez la souris (Perincheri et al., 2005). Le facteur doigt de zinc ZBTB20
(Zinc finger and BTB domain-containing protein 20) réprime la transcription d’AFP en se
fixant sur son promoteur. Il n’est exprimé dans le foie qu’apres la naissance, et n’est pas
spécifique au foie, tout comme Zhx2. D’autres protéines d’expression hépatique ont des
1soformes feetales, qui sont remplacées par des isoformes adultes apres la naissance, comme le
cytochrome CYP3A7 qui est remplacé par le CYP3A4, ou le glutathione S-transferase m 1
(GSTP1), enzyme de la détoxification, qui est remplacé par le GSTP3 en période post-feetal.

La maturation hépatocytaire au période embryonnaire et foetal est donc un long processus
complexe, qui met en jeu des facteurs sécrétés, des interactions avec le milieu extra-cellulaire
et des interactions intercellulaires qui influencent le réseau central de facteurs de transcription

au niveau de I’hépatocyte en voie de différenciation.
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e Période néo-natale et post-natale

Le nouveau-né ne posseéde que 20% du nombre d’hépatocytes présents chez 1’adulte (Pineiro-
Carrero and Pineiro, 2004). Tout au long de I’enfance et 1’adolescence, les hépatocytes vont

proliférer et acquérir progressivement leur phénotype adulte.

A la naissance, le foie est affecté par plusieurs modifications physiologiques. La circulation
sanguine dans le placenta représente 50% du débit cardiaque. Lorsque cette circulation cesse,
le flux sanguin sera redistribué, et le retour veineux du foie augmente. Chez le feetus, le
ductus venosus relie la veine ombilicale et la veine cave inféricure, créant un shunt vasculaire
du foie au sein duquel circule jusqu’a 50% du sang oxygéné du placenta. Une a deux
semaines apres la naissance, le ductus venosus se ferme et I’ensemble du sang du systeme
porte transite par le foie. L afflux sanguin au niveau de la veine porte est également augmenté

par le début de I’alimentation.

La naissance va entralner de nombreuses modifications au niveau du métabolisme
énergétique. Au cours de la vie feetale, le glucose est le principal substrat énergétique, alors
que les lipides ne sont pas une source majeure d'énergie. Les réserves en glycogene hépatique
augmentent progressivement au cours de la gestation, avec une augmentation plus marquée au
période pré-natal (vers 36 semaines de gestation) (Kalhan, 2011). Lors de la naissance, le
nouveau-n¢ ne regoit plus de glucose par la circulation maternelle, ce qui provoque une baisse
de la glycémie, qui atteint un nadir 30 a 90 minutes apres la naissance. Par conséquent, les
taux circulants de glucagon, d’adrénaline et de noradrénaline vont considérablement
augmenter, stimulant la néoglucogenése et la mobilisation des réserves de glycogene, qui vont
considérablement diminuer dans les 24 heures qui suivent la naissance (Kalhan, 2011;
Perinatal Physiology). En parall¢le, on assiste a une augmentation de 1'activité de G6P, qui
atteint son niveau le plus élevé dans le période post-natal (Kalhan, 2011; Perinatal
Physiology). Avec l'alimentation, la quantité¢ de graisses dans le régime du nouveau-né va
considérablement augmenter, stimulant ainsi 1'oxydation des acides gras et la production des

corps cétoniques au niveau du foie (Van Aerde, 2011).

Si certaines fonctions du foie atteignent déja des niveaux adultes au cours de la vie feetale
(synthése d'urée (Rattenbury et al., 1980), synthése de cholestérol et d’apolipoprotéines
(Erickson et al., 1988), synthése d'albumine (Beath, 2003)), d'autres ne sont stimulées

44



qu'apres la naissance. Les taux plasmatiques des protéines de la coagulation sont faibles a la
naissance et augmentent progressivement pour atteindre des niveaux adultes quelques jours
plus tard. Le taux plasmatique de céruléoplasmine augmente également apres la naissance, et
atteint des niveaux adultes vers 3 mois. Une augmentation du taux sanguin de bilirubine non
conjuguée est quasi-physiologique au cours des deux premicres semaines de vie, puisque a la
naissance 1’activité de conjugaison est faible. L’activité de I’'UGT augmente progressivement
et les capacités de glucuronidation atteignent le niveau adulte vers deux semaines (Beath,
2003). Les capacités de synthese et d’excrétion de la bile sont limitées chez le nouveau-né par
rapport a I’adulte (Pineiro-Carrero and Pineiro, 2004), car le transit intestinal, derniere étape

d'excrétion, n'est pas encore compleétement établi les premiers jours de la vie (Cashore, 2011).

Le métabolisme des xénobiotiques semble étre une des fonctions hépatiques qui varie le plus
au cours de la période post-natale. La concentration des protéines CYP450 est plus faible chez
le nouveau-né (0,3 nmol/mg de protéine microsomale) que chez I’adulte (0,5 nmol/mg). Par
conséquent, la métabolisation des xénobiotiques est plus lente chez le nouveau-né. La
maturation du métabolisme des xénobiotiques se produit au cours de la premiere année de vie
avec notamment I’augmentation de I’activité des CYP1, 2 et 3. Chez l'enfant, les capacités de
métabolisation des xénobiotiques excédent celles de l'adulte, avant de diminuer au cours de
I'adolescence. Le profil des réactions de détoxification de phase 2 differe chez 1’adulte et
I’enfant, avec une prédominance de la sulphation sur la glucuronidation chez 1’enfant, le profil
adulte n’étant acquis que vers 1’dge de 12 ans (Pineiro-Carrero and Pineiro, 2004). Le
métabolisme des xénobiotiques subit a nouveau des modifications importantes a
I'adolescence, avec l'acquisition du niveau d'activité enzymatique adulte sous l'influence de
facteurs hormonaux (hormones sexuelles, hormone de croissance) (Kennedy, 2008). Par
exemple, les androgenes, les oestrogeénes et le progéstérone sont tous capables de modifier
l'activité des CYP450 (Blackham and Spencer, 1969; Kennedy, 2008; Mackinnon et al., 1977;
Nakamura et al., 2002), et ces modifications semblent marquées lors de périodes de
fluctuation hormonale importante (Laine et al., 2000; Nayak et al., 1988; Palovaara et al.,

2003; Zhang et al., 2006).

Les modifications physiologiques de la période néo-natale et lors de I'adolesence semblent
jouer un role clé dans la maturation des fonctions hépatiques. Cependant, il existe trés peu de

données sur les mécanismes a la base de la maturation post-natale, qui se prolonge jusqu’a
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I’age adulte. L élucidation de ces mécanismes sera essentielle pour I’élaboration de modeles

de développement hépatocytaire in vitro.

SOX7

~

GASTRULATION TGFB/Nodal/Activine A

Wnt/B-caténine

ZIC1
Brachyury
MIXL 1

TGFB/Nodal/Activine A
Wnt/B-caténine
Brachyury

Induction

5 SOX 17, CXCR 4
2 GSC, CER
g | BMP4/FGF 1-2-8
9
Q.
(7]
FOXA 2, HEX
BMP4/FGF 1-2-8
HGF
T AFP, AAT, Alb

OSM/HC/ITS
15 HGF
i
=
- ® AFP, AAT, Alb
genes marqueurs = CYP3A7, HNF4a7 OSM/HC/ITS
facteurs de croissance 1 i HGF
AAT, Alb
CYP3A4, CAR
TDO, TAT
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4. Différences entre ’homme et la souris

Les ¢études mendes chez la souris ont permis de comprendre les mécanismes du
développement hépatique. Cependant, peu de données existent chez I’homme, et méme si les
grandes lignes du développement présentent des similitudes, il est difficile de transposer
I’ontogenese hépatique de la souris chez I’homme pour plusieurs raisons. La durée de

gestation chez la souris est de 18 a 21 jours, contre 39 semaines chez I’homme.
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Figure 15. Récapitulatif ’ontogenése hépatique chez la souris et chez I’homme. D’apres

Kung et al (Kung et al., 2010).

Chez la souris, l’architecture hépatique n’est établie qu’a la naissance, alors que chez
I’homme elle est déja présente a la 20-22° semaine de gestation, ce qui peut affecter
I’expression d’activités métaboliques, qui sont dépendants de 1’architecture lobulaire
(Collardeau-Frachon and Scoazec, 2008; Yu et al., 2001). Par conséquent, il existe des
différences notables entre le métabolisme du foie feetal murin et humain. Par exemple, chez
I’homme les acides aminés sont catabolisés a des fins énergétiques, alors que ce n’est pas le
cas chez le rongeur. En conséquence, le foie humain exprime au cours de la gestation
certaines enzymes impliquées dans ce processus, comme le tryptophane dioxygenase (TO) et
la tyrosine aminotransférase (TAT), qui sont exprimés a la mi-gestation (Andersson et al.,
1980; Le Carrour, 2010), alors que chez la souris elles ne sont exprimées qu’a la naissance

(Greengard, 1969; Kaltschmidt et al., 1994). L’activité¢ de carbamoylphosphatase synthase 1
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(CPS1) est detectée chez les rongeurs a la période périnatale et augmente pendant les 4
premieres semaines en post-partum avant d’atteindre le niveau d’activité adulte (Lamers and
Mooren, 1980), alors que chez ’homme I’expression de la CPS1 peut étre détectée a la 5°
semaine de gestation (Moorman et al., 1989), associé a la présence d’une activité enzymatique
correspondante (Mukarram Ali Baig, 1992). Le PEPCK, enzyme de la néoglucogénese, est
présent a un stade précoce du développement foetal chez I'homme, mais n'apparait qu'apres la
naissance chez le rat (Kalhan, 2011). Le transporteur SLC21A6 est détectable dans le foie
feetal chez I'homme, alors que l'expression de la forme orthologue (SLC21AS) augmente
progressivement apres la naissance chez le rat. (Guo et al., 2002). Ainsi, plusieurs genes a
expression post-natal qui sont considérés comme des marqueurs de maturation chez le

rongeur ne peuvent pas étre considérés comme marqueurs du phénotype adulte chez ’homme.
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IHI. LES MODELES CELLULAIRES HEPATIQUES

1. Cultures primaires d’hépatocytes humains

a) Caracteéristiques

Les cultures primaires d’hépatocytes humains proviennent de pieces d’hépatectomie ou de
foies de donneurs non transplantables. Le foie est perfusé en deux étapes: une premicre
perfusion avec une solution dépourvue en cations divalents affaiblit les interactions
cellulaires, et une deuxiéme perfusion avec de la collagénase dissocie les cellules (Seglen,
1976). Les hépatocytes ainsi fraichement isolés conservent la méme structure et les mémes
fonctions que les hépatocytes in vivo, mais ils perdent leurs domaines membranaires
spécifiques (canalicules biliaires, jonctions intercellulaires) et ne peuvent pas survivre au-dela
de quelques heures en suspension. Les hépatocytes doivent donc étre ensemencés sur un
substrat approprié, constitué de matrice extra-cellulaire. Contrairement aux hépatocytes de rat,
les hépatocytes humains ont une capacité variable d’adhésion a une matrice extra-cellulaire,
avec des pourcentages d’adhésion variant de 40 a 85% (Waring et al., 2003). En raison des
modifications de leurs conditions de survie, les hépatocytes en culture subissent des
modifications phénotypiques, avec une diminution importante de 1’expression de facteurs de
transcription hépato-spécifiques, de la production des protéines plasmatiques et 1’expression
des enzymes hépato-spécifiques impliquée dans le métabolisme des xénobiotiques et du
glucose (Castell et al., 2006; Guguen-Guillouzo, 2002; Padgham et al., 1993). Par conséquent,

les hépatocytes perdent certaines de leurs fonctions spécifiques au cours du temps de culture.

Dans des conditions de culture standards, les hépatocytes ne peuvent survivre que quelques
jours. Il a donc été nécessaire d’établir des conditions de culture pouvant maintenir la survie
et les fonctions des hépatocytes en modulant la composition du milieu de culture, la nature de
la matrice extra-cellulaire ou la présence d’autres types cellulaires. Aujourd’hui, de multiples
approches ont été développées afin d’optimiser le maintien en culture des hépatocytes :
supplémentation des milieux en facteurs de croissance (EGF, HGF), en hormones (insuline,

glucagon), en cofacteurs (nicotinamide, AMPc), en agents remodelant la chromatine
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(diméthylsulphoxyde (DMSO), trichostatine A), utilisation de matrices extra-cellulaires
(matrigel, collagéne de type I), culture en sandwich, en agrégats ou en 3 dimensions, co-
cultures avec d’autres cellules non parenchymateuses (cellules biliaires, cellules stellaires).
(Gomez-Lechon et al., 2003; Guguen-Guillouzo and Guillouzo, 2010). Dans notre laboratoire,
nous pouvons maintenir les hépatocytes humains en culture jusqu’a 35 jours sans perte
significative de marqueurs phénotypiques et fonctionnels (Ferrini et al., 1997; Pichard-Garcia

etal., 2002).

Les hépatocytes adultes en culture ont une durée de vie limitée et on ne sait pas les faire
proliférer in vitro, d’ou la nécessité¢ de repréparer des cultures a partir de foie frais. Or, la
disponibilité de pieces de lobectomie ou de foies de donneurs non transplantables est limitée
et imprévisible. De plus, la qualité des cellules obtenues est variable, et dépend de facteurs
liés au donneur (pathologie hépatique sous-jacente, age, prise de xénobiotiques) et aux
conditions de prélevement (durée d’ischémie chaude et froide). Des techniques de
cryopréservation des hépatocytes humains ont été développées, mais méme dans des
conditions bien définies environ la moiti¢ des hépatocytes décongelés perdent leur capacité
d’adhérence au substrat et la qualité des cellules décongelées est trés variable. La
cryopréservation des hépatocytes encapsulés dans de la gelée d’alginate semble donner de

meilleurs résultats (Guguen-Guillouzo and Guillouzo, 2010).

Les cultures primaires d’hépatocytes humains ont de nombreuses applications dans 1’é¢tude
des fonctions hépatiques, notamment le métabolisme des médicaments et des xénobiotiques.
Elles ont I’avantage d’étre le modele le plus proche des hépatocytes humains in vivo,
contrairement aux cultures d’hépatocytes d’origine animale qui présentent de nombreuses
différences liées a 1’espeéce. Ainsi, en raison des inconvénients cités précédemment, le

développement d’alternatives a ces cultures a été nécessaire.

b) Définition d’un hépatocyte adulte

Une des premiéres alternatives aux cultures d’hépatocytes adultes humains développées ont
été les lignées hépatocytaires, développées a partir de tumeurs hépatiques. Ensuite, depuis la

fin des années 1990 de nombreux équipes ont rapporté la génération d’hépatocytes adultes a
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partir de sources cellulaires diverses : cellules souches embryonnaires (Snykers et al., 2009),
cellules souches pluripotentes induites (iPS) (Asgari et al., 2010), progéniteurs (Sangan and
Tosh, 2010), cellules extra-hépatiques transdifférenciées (Piscaglia et al., 2010), etc. Le

caractere hépatocytaire de ces cellules a été évalué de plusieurs facons.

e Expression de marqueurs hépatiques

Le foie produit un certain nombre de protéines qui sont utilisées couramment comme
marqueurs hépatiques. Ces protéines peuvent étre des facteurs de transcription (les HNF, les
¢/EBP), des marqueurs cytosquelettiques (cytokératine 8 (CKS8), CK18) ou des protéines en
rapport avec les fonctions physiologiques du foie : sécrétion protéique (albumine, AAT, TTR,
fibrinogene, facteurs de la coagulation, apolipoprotéines), métabolisme glucidique (G6P,
PEPCK), métabolisme de acides aminés (TAT, TO), métabolisme de I'urée (CPS1),
métabolisme des xénobiotiques (CYP450, GST, UGT, CAR, PXR, etc). Ces marqueurs
peuvent étre détectés au niveau de I’ARNm (par RT-PCR) ou de la protéine correspondante
(Western blot, immunocytochimie, immunofluorescence). Le taux d’expression de ces
marqueurs par des hépatocytes humains adultes en culture primaire (HHCP) ou par le tissu
hépatique doit servir de niveau de référence. Ainsi, afin d’avoir une comparaison pertinente, il
est donc nécessaire d’évaluer les niveaux d’expression des marqueurs par des méthodes
quantitatives (qPCR, ELISA, etc.) et de les comparer aux niveaux d’expression des

hépatocytes humains en culture primaire ou au tissu hépatique.

Cependant, aucun de ces marqueurs ne peut &tre considéré comme étant strictement spécifique
au tissu hépatique. Par exemple, la TAT, la PEPCK et les facteurs de transcription hépatiques
sont également exprim¢s dans d’autres tissus comme le poumon, I’intestin, le pancréas et la
rate (Snykers et al., 2009), alors que les CYP sont exprimés de fagcon constitutive et inductible
dans le poumon, le colon, I’intestin gréle et le tissu adipeux (Hengstler et al., 2005) (Bieche et
al., 2007). Au cours du développement, les marqueurs hépatiques peuvent étre exprimés par
d’autres types cellulaires : par exemple, I’AFP et la TTR sont tous les deux exprimés au
niveau du sac vitellin (tissu extra-embryonnaire) (Gulbis et al., 1998), alors que 1’expression
de CYP2B6 et de PXR a été détectée dans les hES (données personnelles). L’étude de
I’expression d’un nombre limité de marqueurs non hépato-spécifiques peut ainsi induire en
erreur. L’évaluation du caractére hépatocytaire d’une population cellulaire repose sur la

détection d’un éventail de marqueurs qui doit étre le plus large possible. Il est également
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souhaitable de démontrer que plusieurs marqueurs hépatiques sont exprimés au sein d’une
méme cellule, afin d’éviter des interprétations erronées liées a la présence de populations

cellulaires hétérogenes.

Comme vu précédemment, la maturation hépatique est caractérisée par la perte de certains
marqueurs feetaux, comme I’AFP et le CYP3A7, et I’apparition de marqueurs adultes, comme
le CYP3A4 ou le GSTP3. Il est donc intéressant de suivre la cinétique d’apparition et de
disparition des marqueurs au cours de la différenciation. La démonstration de 1’expression
séquentielle des marqueurs correspondant aux étapes successives du développement
hépatique est un argument important pour affirmer la véritable nature hépatocytaire des

cellules différenciées (Sancho-Bru et al., 2009).

Cellules Marqueurs

hES NANOG, OCT4, SOX2

Strie primitive/mésendoderme
Endoderme définitif
Endoderme hépatique

Hépatoblaste

Hépatocyte foetal

Hépatocyte adulte

MIXL, Brachyury

GSC, CXCR4, SOX17, CER

FoxA2 (HNF3B), HEX, GATA4, C/EBPB
HNF4a, AFP, TTR, CK19, Albumine

HNF4a7, Albumine, AAT, G6P, PEPCK1,
CK18, CYP3A7, CPS1, TDO, TAT, GSTnt

CYP3A4, CAR, PXR, GSTa, CYP7A1, UGT1A1

Tableau 2. Marqueurs de la différenciation
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e (Caractéristiques morphologiques

Les hépatocytes en culture ont une morphologie épithéliale et une forme polygonale. Ils sont
souvent polyploides et possedent des gap junctions délimitant les canalicules biliaires. IIs sont
riches en mitochondries et en réticulum endoplasmique lisse et stockent du glycogene, les
granules intracellulaires pouvant étre mis en évidence par la coloration PAS (Periodic Acid-
Schiff). Ces caractéres morphologiques ont été¢ étudiés par de nombreuses équipes ayant
différencié des populations cellulaires vers 1’hépatocyte, mais ne peuvent pas étre considérés a
eux seuls comme spécifiques et discriminants (par exemple, le tissu musculaire est également

capable de stocker le glycogene).

e FEtudes de fonctionnalité

D’aprés Hengstler et al (Hengstler et al., 2005), une cellule candidate a 1’appellation

d’hépatocyte doit posséder un nombre minimum de caractéristiques fonctionnelles :

- Me¢étabolisme des xénobiotiques et de substances endogénes (hormones,

ammoniaque) ;

- Synthese et sécrétion d’albumine, de facteurs de la coagulation, du complément, de

protéines transporteurs, de bile, de lipides et de lipoprotéines ;

- Stockage de glycogene, de vitamines liposolubles (A, D, E et K), de folates, de

vitamine B12, de cuivre et de fer.

En pratique, les auteurs proposent comme criteres définissant un hépatocyte 1’étude des

parametres suivants :
- Synthese d’albumine, d’urée, de fibrinogene

- Etude du métabolisme de phase 1 : activit¢ CYP1A1-2, 2A6, 2C8/9/19, 2D6, 2E1,

3A4/5, avec et sans induction (rifampicine, phénobarbital, 3-méthylcholanthrene)

- Etude du métabolisme de phase 2 : UDP-glucuronyltransférase (UGT), glutathione-S-
transférase (GST), sulphotransférase (ST)
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Méme si 1’albumine est majoritairement sécrétée par le foie, elle ne suffit pas a elle seule a
définir la fonctionnalité d’une cellule, puisqu’elle peut étre également sécrétée par des cellules
d’origine tumorale (adénocarcinome pancréatique, par exemple (Hengstler et al., 2005)). Il est

donc souhaitable d’évaluer d’autres activités métaboliques en parall¢le.

La plupart des enzymes de la détoxification ne deviennent fonctionnelles qu’a la naissance.
La capacit¢ de métabolisation des xénobiotiques est donc un marqueur important de la
maturité fonctionnelle. La métabolisation des xénobiotiques (et également la sécrétion
protéique) doit étre de préférence quantifiée, et exprimée en nmol de produit
synthétisé/minute/nombre de cellules par exemple, afin de pouvoir comparer le taux de
sécrétion aux taux de référence des hépatocytes humains en culture primaire. Le CYP3A4 est
considéré comme un des marqueurs les plus importants des hépatocytes adultes, car il s’agit
de I’isoforme le plus abondant dans le foie. Il est essentiel de déterminer le niveau d’activité
basale (et non seulement I’activité apres induction) car comme mentionné précédemment, les

cytochromes P450 sont présents dans d’autres types cellulaires (Hengstler et al., 2005).

De nombreuses équipes ont utilisé la captation et I’excrétion du vert d’indocyanine (ICG) ou
des LDL comme marqueurs de fonctionnalité hépatocytaire. La capture et I’excrétion de ces
composés nécessitent la présence de récepteurs et de transporteurs spécialisés. Cependant, les
cellules trophoblastiques sont également capables de capter le vert d’indocyanine, alors que

les LDL peuvent également étre capté par les cellules spléniques et surrénales.

e Transplantation in vivo

La transplantation in vivo vise a déterminer si les cellules générées in vifro sont capables de
repeupler le foie d’un modele animal (généralement murin) d’insuffisance hépatique et d’en
restaurer les fonctions. Les cellules transplantées doivent traverser 1’endothélium sinusoidal et
s’intégrer au sein de parenchyme hépatique, ou elles proliferent aux dépens des hépatocytes
de I’hdte. Deux conditions sont nécessaires pour ceci: « faire de la place » pour que les
hépatocytes transplantés puissent proliférer, en réalisant une hépatectomie ou en induisant une
nécrose et/ou apoptose des hépatocytes de I’hdte, et donner un avantage prolifératif aux
hépatocytes transplantés (par exemple, en administrant la rétrorsine, qui inhibe la prolifération
hépatocytaire de 1’hote) (Sancho-Bru et al., 2009). L’incorporation des cellules au sein du foie

murin, leur prolifération et maturation au sein du foie sont étudiées par des techniques

54



d’imagerie moléculaire, d’hybridation in situ et d’immunocytochimie (marquage de cellules
transplantées exprimant des marqueurs d’hépatocytes matures). Leur fonctionnalité est
généralement évaluée par le dosage de protéines humaines sécrétées par les cellules
hépatocytaires transplantées dans le sérum de 1’animal transplanté, mais la survie ou non de
I’animal transplanté¢ dans les modeles d’insuffisance hépatique aigué est également un bon
indicateur de fonctionnalité. Il est attendu que des hépatocytes matures transplantés soient
capables de repeupler le foie et d’étre fonctionnels, mais la transplantation de cellules
immatures pourrait également conduire a un résultat équivalent si les cellules sont capables de
se différencier in vivo au sein du microenvironnement hépatique. La transplantation cellulaire
peut démontrer qu’une population cellulaire est capable de se différencier in vivo, mais ne
permet pas d’affirmer que la population cellulaire transplantée atteindra le méme degré de
différenciation in vitro (Hengstler et al., 2005). Il existe aussi la possibilité¢ de phénomenes de
fusion cellulaire, de transdifférenciation partielle, de transfert génique et d’effet « bystander »
(sécrétion de facteurs par les cellules transplantées aidant a la régénération des cellules
natives), qui pourraient géner I’interprétation des résultats de la transplantation cellulaire.
Plusieurs techniques peuvent étre utilisés pour exclure la présence de phénomenes de fusion :
identification du chromosome Y pour des transplantations en provenance de donneurs de sexe
opposé, recherche de séquences ALU pour les transplantations xénogéniques, exclusion de la
présence d’ARNm et de protéines spécifiques du donneur et du regeveur dans la méme

cellule, et I’utilisation de systémes Cre-Lox.

2. Lignées hépatocytaires

Plusieurs lignées cellulaires ont été développées a partir de carcinomes hépato-cellulaires,
comme les lignées HepG2, Huh-7 et Hep3B. Ces lignées ont un fort potentiel prolifératif et
une durée de survie infinie, tout en gardant un phénotype relativement stable. Elles sont
facilement disponibles, et les conditions de culture sont plus simples, et donc plus facilement
reproductibles. Cependant, le niveau de différenciation des cellules est relativement faible,
puisque ces cellules présentent un caryotype anormal avec de nombreux réarrangements
chromosomiques. Elles présentent un phénotype hépatique anormal, avec notamment une
prolifération dérégulée, des déficits d’expression génique, des voies de signalisation

perturbées, des fonctions métaboliques déficitaires et des réponses anormales aux stimuli
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extérieurs (facteurs de croissance, cytokines, agents infectieux, etc.). Ces lignées cellulaires
ont été utilisées pour étudier les promoteurs de génes hépatospécifiques et de genes de la
réponse inflammatoire (Agellon et al., 1992; Ramji et al., 1993), mais elles présentent peu
d’intérét dans les études de métabolisme des xénobiotiques car elles n’expriment pas ou tres
peu les enzymes du métabolisme (Castell et al., 2006). Plus récemment, une lignée cellulaire
appelée HepaRG (Parent et al., 2004) a été isolée a partir d’un foie humain en hépatite
fulminante infecté par le VHC, et constitue un modele unique a ce jour de cellules
progénitrices bipotentielles : a confluence et en présence de DMSO elles se différencient en
cellules de phénotype hépatocytaire et cholangiocytaire (Guguen-Guillouzo et al., 2010).
Elles sont également capables de se transdifférencier vers 1’'un ou 1’autre phénotype apres
détachement enzymatique et culture a densité faible (Cerec et al., 2007). Apres 2 semaines de
culture en confluence en présence de DMSO a 2%, elles expriment les cytochromes P450 de
facon stable et inductible, atteignant des niveaux comparables a ceux d’HHCP (Aninat et al.,
2006). Elles expriment également des enzymes du métabolisme du glucose et sont
permissives a ’infection par le virus de I’hépatite B (Marion et al., 2010). Leur phéntoype
reste stable sur plusieurs passages et elles peuvent étre cryopréservées facilement. Ainsi, les
HepaRG sont la lignée cellulaire hépatocytaire d’origine tumorale la plus proche des HHCP
sur le plan métabolique, et leur intérét dans I’étude du métabolisme et la toxicité des

xénobiotiques a ét¢ démontré (Kanebratt and Andersson, 2008; McGinnity et al., 2009).

Une autre approche a été¢ d’immortaliser des hépatocytes matures par transfert de génes. Les
hépatocytes humains peuvent étre immortalisés par la transfection de génes viraux ou de
genes impliqués dans le contrdle de la prolifération cellulaire (par exemple, simian virus (SV)
40 large T antigen, telomérase reverse transcriptase, etc.). Les lignées hépatocytaires
immortalisées par I’antigéne T de SV40 ont été utilisées pour étudier la régulation de
I’expression génique, certaines voies de signalisation, le développement du carcinome hépato-
cellulaire et le métabolisme des xénobiotiques (Castell et al., 2006). Cependant, des
modifications phénotypiques et caryotypiques ont été observées lorsque ces lignées cellulaires
sont cultivées sur le long terme, avec une tendance a évoluer vers un phénotype dédifférencié.

Cette instabilité génétique limite leur utilisation a grande échelle.
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3. Cultures primaires d’hépatocytes feetaux

Les hépatocytes foetaux, de part leur capacité de prolifération accrue, pourrait constituer une
source intéressante d’hépatocytes. Les hépatocytes feetaux sont obtenus a partir de feetus issus
d’interruption volontaire de grossesse aux 1° et 2° trimestres. Un certain nombre d’études a
permis d’isoler des cellules feetales hépatiques exprimant a la fois des marqueurs
hépatocytaires (AFP, parfois 1’albumine) et biliaires (CK19) (Begum et al., 2010; Lazaro et
al., 2003; Mahieu-Caputo et al., 2004; Malhi et al., 2002). Ces cellules proliferent de facon
spontanée, pouvant &tre maintenu jusqu’a 6 mois en culture dans des conditions sans sérum
(Begum et al., 2010). Mahieu-Caputo et al ont réalisé une transplantation des cellules feetales
hépatiques chez la souris sans atteinte hépatique préalable, et a démontré que ces cellules
¢taient capables de s’y intégrer et d’y proliférer, en exprimant le CYP3A4 et le GST et en
secrétant de I’albumine humaine (Mahieu-Caputo et al., 2004). Lazaro et al (Lazaro et al.,
2003) ont différencié les cellules feetales hépatiques in vitro sous 1’action d’OSM et ont
constaté une augmentation de la taille des cellules accompagnée d’une augmentation de
I’expression de HNF4a et de GSTa et de I’activité de la G6P, ainsi que 1’apparition de
canalicules biliaires et de dépdts de glycogeéne. En paralléle, I’expression d’AFP, de CK19 et
de GSTrn, forme feetale de GSTa, diminuait. Iacovacci (Iacovacci et al., 1997) et al ont
démontré que les hépatocytes feetaux cultivés dans le milieu décrit par Lanford sont sensibles
a I’infection et a la réplication du virus de 1’hépatite C et qu’ils supportent la production de

particules virales.

D’autres équipes ont isolé des populations de cellules progéniteurs a partir de foie foetal. Dan
et al ont remarqué que lors des cultures de cellules hépatiques feetales a partir de foetus agés
de 10 a 15 semaines, une sous population de cellules plus petites « blast-like » apparaissait
apres 1 mois de culture (Dan et al., 2006). Ces cellules exprimé a la fois des marqueurs des
cellules souches (CD34, CDI117), des marqueurs épithéliaux (Epithelial Cell Adhesion
Molecule (EpCAM), CK18, CK19) et mésenchymateux (CD44, vimentine). Elles sont
capables de se différencier vers le phénotype hépatocytaire lorsqu’elles sont ensemencées sur
collagéne ou transplantées dans le foie de souris, mais elles peuvent également se différencier
vers le cholangiocyte, 1’adipocyte, 1’ostéocyte, le chondrocyte et la cellule endothéliale en
fonction des conditions de culture. Nowak et al (Nowak et al., 2005) ont isolé par cytométrie

de flux a partir de foies de foetus de 6 a 9 semaines de gestation une population de cellules

57



exprimant les marqueurs de cellules souche CD117 et CD34, mais négatifs pour Lin, CK19 et
I’albumine. Apreés 2 semaines de culture in vitro en présence de HGF et d’EGF, 85% des
cellules se différenciaient vers le phénotype hépatique et exprimaient 1’albumine et le CK19.
Lorsque les cellules étaient transplantées chez la souris, elles exprimaient des marqueurs
hépatocytaires (albumine, AFP, AAT, G6P) mais également biliaires (dipeptidyl peptidase [V
et gamma glutamyl transpeptidase (GGT)).

Comme I’a démontré Tacovacci, les cultures d’hépatocytes foetaux peuvent étre utilisées dans
le cadre d’études sur le virus de 1’hépatite C, mais elles présentent un intérét limité pour les
¢tudes de métabolisme des xénobiotiques, car elles expriment les formes foetales immatures
des enzymes de détoxication. Plusieurs études ont démontré que la différenciation vers le
phénotype hépatocytaire a partir de cellules hépatiques foetales ou de progéniteurs extraits du
foie feetal est possible, mais la fonctionnalité et le degré de maturité des cellules obtenues
restent a définir. Enfin, le développement des cultures a partir du foie feetal est confronté aux
problemes de disponibilité de tissus feetaux, auxquels s’ajoutent dans certains pays des

problemes éthiques.

IV. LES CELLULES SOUCHES

Une cellule souche est une cellule indifférenciée, issue de I’embryon, du feetus ou de tissus
adultes, qui possede a la fois la capacité de se multiplier par divisions successives pendant une
période indéfinie (autorenouvellement), et celle de donner naissance, dans des conditions

définies, a un ou plusieurs types cellulaires différenciés.

On distingue trois catégories de cellules souches :

- Les cellules souches totipotentes, qui sont totalement indifférenciées et peuvent
donner un organisme entier. Elles proviennent de I’ovule fécondé jusqu’au quatrieme

jour de développement chez I'homme (stade morula).

- Les cellules souches pluripotentes, qui sont capables de donner toutes les lignées

cellulaires constituant un individu (plus de 200 types tissulaires différents).
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Contrairement aux cellules totipotentes, elles ne permettent pas le développement d’un
organisme entier. Les cellules souches embryonnaires font partie de cette catégorie de
cellules souches, et sont présentes du 5° au 7° jour de la fécondation (stade

blastocyste).

- Les cellules souches multipotentes, qui sont déja engagées dans un programme
tissulaire spécifique, et peuvent se différencier en différents types cellulaires d’une

lignée cellulaire donnée. Elles sont retrouvées dans les tissus feetaux ou adultes.
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Figure 17. Les familles de cellules souches (d’apres (Stem Cells for dummies))
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1. Les cellules souches embryonnaires humaines

a) Origine

Les cellules souches embryonnaires humaines (hES) proviennent d’embryons surnuméraires
issus de la fécondation in vitro, sans projet parental. Elles ont été dérivées pour la premiére
fois en 1998, par I’équipe de Thomson (Thomson et al., 1998). Elles sont dérivées de la masse
cellulaire interne du blastocyste, terme utilisé pour désigner un embryon entre le 5° et le 7°

jour post-fécondation. Le blastocyste se présente sous forme d’une spheére creuse, comprenant
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une couche externe de cellules (le trophoblaste), ainsi qu’un agglomérat d’une trentaine de
cellules a une extrémité de la sphere, appelé masse cellulaire interne (MCI), qui contient 16 a
40 cellules issues des divisions de 1’ovocyte fécondé. La dérivation des hES nécessite la
séparation de la MCI, soit par immunochirurgie (lyse du trophectoderme par réaction
anticorps/complément), soit par séparation mécanique (Strom et al., 2007). Les cellules
obtenues de la dissection de la MCI sont cultivées dans des boites tapissées de cellules
nourricieres (feeders) qui sont généralement des fibroblastes (murins ou humains) qui ont été
mitotiquement inactivés, soit par irradiation, soit par traitement a la mitomycine C. Elles
assurent 1’ancrage des hES et sécrétent des facteurs nutritifs dans le milieu de culture. Le
milieu de culture comporte du sérum de veau foetal ou des substituts du sérum comme le
knock out serum replacement (KO-SR), et des facteurs de croissance, en particulier du basic
fibroblast growth factor (bFGF, aussi appelé FGF2). Le bFGF est nécessaire pour le maintien
de I’état indifférencié des hES a la différence des cellules souches embryonnaires murines,

chez lesquelles il induit une différenciation.

Figure 18. Colonies de hES en culture sur feeders de fibroblastes murins

b) Propriétés des cellules souches embryonnaires humaines

e [’autorenouvellement

L’auto-renouvellement désigne la capacité d’expansion illimitée des hES, qui sont capables
de se multiplier a I’infini, tout en maintenant un phénotype et un caryotype normal (Fluckiger

et al., 2003).
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e La pluripotence

La pluripotence est la capacité que possedent les hES de se différencier en tous les types
cellulaires issus des trois feuillets embryonnaires (ectoderme, endoderme, mésoderme). Les
hES peuvent donc se différencier en n’importe quel type cellulaire de 1’organisme adulte (plus
de 200 types cellulaires différents). Cette propriété est spécifique aux cellules souches
embryonnaires et aux cellules de la MCI, et persiste méme apres une période de prolifération

indifférenciée prolongée.

e [a formation de tératomes

Les caracteres de pluripotence et d’autorenouvellement se traduisent in vivo par la formation
de teratomes. L’injection de hES chez une souris immuno-déficiente (en sous cutanée, intra-
rénale ou intra-testiculaire) conduit a I’apparition de tératomes, qui sont des tumeurs solides
comportant des cellules provenant des trois feuillets embryonnaires, ainsi que des cellules
indifférenciées (Fluckiger et al., 2003; Thomson et al., 1998). La formation de tératomes

représente un des inconvénients majeurs de 1’utilisation de hES en biothérapie.

c) Les déterminants de la pluripotence et de [’autorenouvellement

La compréhension des mécanismes moléculaires qui sous-tendent la pluripotence et
I’autorenouvellement est fondamentale au développement des applications médicales et
biologiques des hES. Plusieurs mécanismes participant a la pluripotence ont été mis en
évidence, dont les facteurs de transcription, 1’état de la chromatine, les micro-ARN, les

facteurs de croissance et les particularités du cycle cellulaire.

e [ es facteurs de transcription

Le maintien de la pluripotence est gouverné par le contrdle transcriptionnel des genes du
développement. Il a été mis en évidence trois génes codant pour des facteurs de transcription
qui sont directement impliqués dans le maintien de la pluripotence : OCT4 (également appelé
OCT3 ou POUF1), NANOG et SOX2 (Chambers et al., 2007; Masui et al., 2007; Niwa et al.,

2000). OCT4 et NANOG sont des facteurs de transcription a homéodomaine (famille de
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facteurs de transcription hautement conservé au cours de I’évolution jouant un réle primordial
dans la détermination cellulaire) alors que SOX2 est un facteur de transcription contenant un
domaine de liaison a ’ADN HMG (high mobility group) box. Il a été démontré qu’OCT4
réprime la différenciation vers le trophoblaste (Niwa et al., 2000), alors que NANOG inhibe
la différenciation vers I’endoderme primitif (Boheler, 2009). L’étude de Boyer et al (Boyer et
al., 2005), a démontré que ces facteurs agissent de facon coopérative, puisque plus de 90%
des régions promotrices occupés par OCT4 et SOX2 étaient également occupés par NANOG.
Au total, ces trois facteurs occupent ensemble au moins 353 geénes différents dans les hES.
Ces genes peuvent soit €tre activés, soit étre réprimes, et comprennent des génes qui codent
pour des complexes de remodelage de la chromatine et des protéines modificateurs d’histones
(génes activés), ainsi que des geénes qui codent pour des facteurs de transcription impliqués
dans la spécification des lignées cellulaires (genes activés ou réprimés) (Boyer et al., 2005;
Kim et al., 2008; Wang et al., 2006). Ainsi, OCT4, NANOG et SOX2 collaborent ou
fonctionnent indépendamment pour former un circuit de régulation comportant des boucles
d’auto-régulation et de rétro-contrdle (feed-forward loops) qui induisent la pluripotence en
réprimant les programmes de différenciation cellulaire (Chambers et al., 2003; Mitsui et al.,
2003; Niwa et al., 2000). La génération de cellules souches pluripotentes induites (iPS)
utilisant OCT4, SOX2 et NANOG en association avec LIN28 chez I’humain a contribué a
démontrer le role de ces facteurs de la transcription dans le maintien de la pluripotence (Yu et

al., 2007).

e [ ’état de la chromatine

Au cours du développement, les cellules pluripotentes donnent naissance a toutes les lignées
cellulaires de 1’organisme. Puisque la séquence primaire d’ADN n’est pas modifiée pendant
ce processus, il en ressort que les modifications épigénétiques jouent un role clé dans la
régulation du développement et de la différenciation. Chez les eukaryotes, la chromatine est
organisée en structures qui sont régulées de facon dynamique, et influencent directement
I’activité du génome en modifiant 1’accessibilité des protéines régulatrices a leurs sites cibles,
et en modulant I’affinité des régulateurs transcriptionnels avec leurs cibles (Gasser, 2002;
Misteli, 2001).

Au cours de la différenciation des hES, plusieurs modifications de 1’état €pigénétique des
cellules ont été constatées. L’euchromatine, forme transcriptionellement active de la
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chromatine prédominant dans les hES, se condense progressivement pour former des foyers
d’hétérochromatine (forme inactive) qui augmentent en nombre au fur et & mesure de la
différenciation (Arney and Fisher, 2004; Francastel et al., 2000). Parall¢lement, on retrouve
des modifications histoniques qui reflétent une diminution de I’activité transcriptionnelle,
avec une majoration des modifications inhibitrices (tri-méthylation sur la lysine 9 de 1’histone
H3), et une diminution des modifications activatrices (baisse du taux d’histones H3 et H4
acétylés) (Keohane et al., 1996; Lee et al., 2004a; Meshorer et al., 2006), mais aussi la
présence de modifications particulieres, dites bivalentes, car a la fois activatrices
(triméthylation sur la lysine 4 de I'histone H3) et inhibitrices (triméthylation sur la lysine 27
de l'histone H3) (Bernstein et al., 2006). Ces méthylations sont en partie modulées par les
protéines des groupes Polycomb et trithorax, qui sont eux-mémes associées aux facteurs de
transcription de la pluripotence SOX2, OCT4 et NANOG (Lee et al., 2006). Ces protéines se
fixent sur plus de 1000 geénes, dont la plupart sont spécifiques du développement (Boyer et al.,
2006; Lee et al., 2006). L activation de ces genes induirait le début de la différenciation, alors
que les protéines Polycomb les répriment tout en les maintenant dans un état silencieux, mais
prét a étre activés si nécessaire. Il est a noter également que la liaison des protéines a la
chromatine est hyperdynamique dans les hES, et ce turn-over diminue avec la perte de la
pluripotence (Meshorer et al., 2006). Ce caractére hyperdynamique de liaison de protéines a la
chromatine pourrait faciliter la liaison de facteurs régulateurs aux séquences nécessaires pour
I’activation de programmes d’expression génique d’une lignée cellulaire donnée (Meshorer
and Misteli, 2006). Les hES sont donc caractérisées par une chromatine beaucoup plus active
que celle des cellules différenciées, permettant a la cellule de s’engager vers n’importe quel
type cellulaire. Au fur et a mesure de la différenciation la chromatine devient de plus en plus
inactive, avec une diminution de ’activité transcriptionnelle qui ne concerne que les geénes

spécifiques du type cellulaire en cours de genese (Efroni et al., 2008).

e Les micro-ARN

Plusieurs études récentes ont démontré que les micro-ARN (mi-ARN), une famille de
transcrits ARN de 20-25 nucléotides ne codant pas pour des protéines, joue un rdle essentiel
dans la régulation de l'expression génique (Bartel, 2009; Gangaraju and Lin, 2009). Un sous
groupe de mi-ARN est exprimé de fagon préférentielle dans les cellules souches
embryonnaires (Houbaviy et al., 2003), et il a ét¢ montré que ces mi-ARN ont un role
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primordial dans la prolifération, la pluripotence et la différenciation (Barroso-delJesus et al.,
2008; Wang et al., 2008). Dans les cellules souches embryonnaires, on retrouve un groupe de
mi-ARN dont les promoteurs sont préférentiellement occupés par SOX2, OCT4 et NANOG,
les facteurs de transcription de la pluripotence (Marson et al., 2008). Parmi ces mi-ARN, on
distingue deux groupes : un groupe dont I’expression est activée et est particulierement élevée
dans les cellules souches embryonnaires, et un autre groupe dont 1’expression est inhibée par
les protéines du groupe Polycomb, mais qui sont exprimés plus tard lors de la différenciation
en lignées cellulaires spécifiques (Marson et al., 2008). Les mi-ARN cooperent donc avec les
facteurs de transcription de la pluripotence et avec le groupe de protéines Polycomb afin de
réguler les réponses transcriptionnelles nécessaires pour maintenir 1’équilibre entre

I’autorenouvellement et la différenciation (Kashyap et al., 2009).

e [ es facteurs de croissance

Contrairement aux cellules souches embryonnaires murines, les voies de signalisation FGF et
TGFp/Activine/Nodal sont essentiels a [’autorenouvellement des cellules souches
embryonnaires humaines. La présence de bFGF est nécessaire dans le milieu de culture pour
le maintien de la pluripotence des hES. Le bFGF agit en partie en inhibant la voie de
signalisation BMP, qui est connu pour induire la différenciation des hES (Xu et al., 2005).
Cependant, la suppression de 1’activit¢é BMP n’est pas suffisante pour maintenir 1’état
indifférencié¢ des hES (Xu et al., 2005), indiquant que le bFGF agit par d’autres mécanismes.
Il a été démontré que le bFGF induit I’expression de ligands du TGFB dans les hES mais
¢galement dans les cellules feeders, ce qui pourrait ¢galement promouvoir
I’autorenouvellement (Greber et al., 2007). En effet, plusieurs études ont démontré que la voie
de signalisation TGFB/Activine est essentielle pour 1’autorenouvellement des hES (Beattie et
al., 2005; James et al., 2005; Vallier et al., 2005). Cette voie agit en partie en inhibant la voie
BMP (Greber et al., 2007), mais aussi en induisant I’expression de bFGF (Xiao et al., 2006),
ce qui montre qu’il existe de multiples interactions entre ces voies de signalisation dans les
hES. Cependant, les mécanismes d’action de ces voies de signalisation ne sont
qu’incomplétement €lucidés a 1’heure actuelle, et il reste stirement a découvrir d’autres voies
importantes impliquées dans le maintien de la pluripotence et I’autorenouvellement (Yu and

Thomson, 2008).
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e Le cvycle cellulaire

Les hES ont une vitesse de prolifération élevée par rapport aux cellules somatiques, avec un
cycle cellulaire qui dure 15 a 16 heures, alors que le cycle cellulaire d’une cellule somatique
dure 24 a 32 heures environ (Becker et al., 2006). Le cycle cellulaire des hES se caractérise
par une phase G1 raccourcie (Becker et al., 2006; Fluckiger et al., 2006). Des études ont
suggéré que c’est pendant cette phase G1 que les cellules souches sont les plus sensibles aux
signaux de différenciation (Calegari et al., 2005; Calegari and Huttner, 2003). Il est probable
que le raccourcissement de G1 dans les hES soit secondaire aux niveaux ¢levés d’ARNm de
Cyclin2/Cyclin dependent kinase 4 (CDK), ayant comme effet une accélération du cycle
cellulaire, et aussi aux niveaux faibles de certaines protéines inhibitrices du cycle cellulaire,
p21, p27 et p57 (Becker et al., 2006; Becker et al., 2007). Les spécificités du cycle cellulaire
des cellules souches embryonnaires jouent sans doute un r6le important dans

I’autorenouvellement et les capacités de prolifération de cette population cellulaire.

2. Les cellules souches adultes hépatiques et les progéniteurs

Au cours du développement, les cellules souches totipotentes se différencient en sous-
populations distinctes donnant naissance a des progéniteurs multipotents qui peuvent se
différencier en un nombre limité de cellules matures. Contrairement aux « vraies » cellules
souches, les progéniteurs ne possedent pas la capacité d’autorenouvellement. Ces cellules ont
un réle central dans le maintien, la réparation et la reconstitution des tissus en réponse aux
signaux de la régénération et I’homéostasie.

L'existence de cellules souches hépatiques ou de progéniteurs dans le foie adulte a longtemps
été mise en cause. En effet, les hépatocytes adultes sont capables de se diviser tout en
maintenant leur état différencié¢. Chaque hépatocyte serait capable de se diviser une trentaine
de fois (Kuntz, 2008b). Lors d'une hépatectomie partielle, le foie restant augmente de volume
afin de compenser la perte tissulaire, pour atteindre au final un volume équivalent au volume
de départ. Ce processus prend 5 a 7 jours chez les rongeurs, et de 1 a 2 mois chez 'homme.
Cette régénération serait secondaire a une prolifération des hépatocytes matures,
indépendamment de cellules souches ou de progéniteurs (Michalopoulos, 2007). Cependant,
l'inhibition de la prolifération des hépatocytes matures et/ou une atteinte hépatique sévere

conduit a la multiplication d'une population de petites cellules peu différenciées, les
65



progéniteurs hépatiques, appelés cellules ovales chez les rongeurs et cellules hépato-biliaires
chez I'homme. Le fait que ces progéniteurs soient rares et leur role facultatif dans la
régénération hépatique explique la difficulté a les observer (Newsome et al., 2004) et a les

caractériser.

a) Données chez les rongeurs

Les premieres études mettant en évidence l'existence de progéniteurs hépatiques dans le foie
adulte ont été réalisées chez les rongeurs, et notamment le rat. Une atteinte hépatique (par
hépatectomie partielle ou traitement par CCl4) en association avec un traitement inhibant la
prolifération des hépatocytes matures (par exemple, 2-aceto-aminofluorine, allyl alcool,
diethoxycarbonyl-1,4-dihydrocollidine (DDC). . .) conduit a la prolifération de petites cellules
de forme ovale autour de la région péri-portale, appelées cellules ovales en raison de leur
morphologie (Sell, 2001). Ces cellules sont de petite taille et ont un rapport nucléo-
cytoplasmique élevé. Elles siegent dans les espaces portes au niveau du canal de Hering, un
espace délimité par la terminaison des canalicules biliaires et la premicre rangée
d’hépatocytes adjacents au niveau de la région périportale a proximité de la triade portale
(Sell, 1994). Elles sont bipotentielles et peuvent se différencier soit en hépatocyte, soit en
cholangiocyte (Evarts et al., 1987). Lorsque leur prolifération est stimulée, elles envahissent
le parenchyme hépatique sous forme de structures ductulaires irréguliéres et adoptent dans un
premier temps un phénotype hépatocytaire intermédiaire immature (Evarts et al., 1987; Evarts
et al., 1989). Elles s'integrent dans le parenchyme hépatique afin de restaurer I'architecture et
la fonctionnalité¢ du foie endommagé. In vitro, les progéniteurs de rongeurs sont capables de
se différencier vers I’hépatocyte mature sous I’action de facteurs de croissance comme I’HGF,
I’EGF (He et al., 2003), ’OSM (Okaya et al., 2005), le BMP4 (Fan et al., 2009) ou le T3
(triiodothyronine) (Laszlo et al., 2008). Les progéniteurs hépatiques de rongeurs seraient
également capables de se différencier vers des lignées cellulaires non hépatocytaires, comme
les cellules pancréatiques (Leite et al., 2007; Yang et al., 2002) ou intestinales (Tatematsu et
al., 1985). Les cellules ovales expriment a la fois des marqueurs hépatiques (albumine, CK
8/18) et des marqueurs biliaires (CK7). Leur phénotype se rapproche de celui des
hépatoblastes foetaux bipotentiels, avec l'expression de certains marqueurs feetaux (alpha-
foetoprotéine (AFP), albumine, CK19 et CK8/18), et également I'expression de marqueurs

communs aux cellules souches hématopoiétiques (c-kit, CD 34) (Newsome et al., 2004).
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Cependant, l'utilisation de différents modeles d'hépatoxicité in vivo conduit a des cellules
ovales ayant des phénotypes variables (Gordon et al., 2000; Sell, 1997; Yavorkovsky et al.,
1995), ce qui met en évidence le caractere phénotypique hétérogeéne des progéniteurs. En
effet, a 1'heure actuelle il n'existe pas de marqueur ou de combinaison de marqueurs
spécifique de cette population (Schwartz and Verfaillie, 2010).

Les mécanismes d’activation des cellules ovales ne sont pas complétement élucidés, mais
I’activation passerait par 4 phases différentes : I’activation, sous I’influence de cytokines (LIF
(leukemia inhibitory factor), OSM, IL6, TWEAK (TNF-like weak inducer of apoptosis)), la
prolifération sous I’action de facteurs de croissance (TGFs, FGFs, HGF), la migration sous
I’influence de chémokines (SDF1 (stromal cell-derived factor-1), CXCR4), et Ila
différenciation, sous 1’action de facteurs de croissance (LIF, OSM) (Erker and Grompe,
2007). Les signaux d’activation et de maturation semblent varier en fonction du caractére
aigué ou chronique de 1’agression, et du caractere biliaire ou parenchymateux de 1’atteinte
(Jones and Wagers, 2008; Scadden, 2006). Mise a part leur role dans la régénération
hépatique, les progéniteurs ont également été¢ impliqués dans la carcinogénese, puisque les
composés qui provoquent leur apparition sont des carcinogeénes reconnus, donnant lieu a des
populations de cellules ovales qui peuvent avoir un potentiel tumorigéne (Suzuki et al., 2008).
Leur capacité de transdifférenciation fait que ces cellules peuvent générer des métaplasies, qui
sont des précurseurs de néoplasies (Quinlan et al., 2007; Slack and Tosh, 2001). Les
progéniteurs ont ainsi ét€¢ impliqués dans l'apparition de carcinomes hépatocellulaires et de

cholangiocarcinomes chez les rongeurs (Sell, 1998; Sell and Leffert, 1982).

b) Données chez I'homme

e Caractéristiques et capacités de différenciation des progéniteurs hépatiques

Etant données les capacités régénératives de 1’hépatocyte adulte, l'existence de progéniteurs
hépatiques chez 'homme a été¢ longtemps débattue. Les progéniteurs humains ont été¢ mis en
évidence lors des réactions ductulaires atypiques, qui surviennent en réponse a une nécrose
hépatocellulaire sévere. On retrouve au sein des structures ductulaires la présence de cellules
d'aspect biliaire a une extremité, la présence de cellules d'aspect hépatocytaire a l'autre, et
entre les deux des cellules de phénotype intermédiaire hépato-biliaire (Gerber et al., 1983;
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Roskams and Desmet, 1998; Thung, 1990). Ces cellules hépatobiliaires seraient des
progéniteurs hépatiques, 1’équivalent des cellules ovales chez le rongeur. Elles ont d’abord été
observées dans diverses situations pathologiques ou le foie est le sicge d’une nécrose
tissulaire (hépatites virales chroniques, maladies biliaires chroniques, stéato-hépatites
alcooliques et non alcooliques (Crosby et al., 1998; Roskams et al., 2003; Sell, 1998), mais
elles ont également été mises en évidence dans le foie normal et le foie cirrhotique (Crosby et
al., 2001). Le nombre de progéniteurs augmente avec la sévérité de D’atteinte hépatique
(Lowes et al., 1999) et est corrélé a I’'importance de I’infiltrat inflammatoire (Libbrecht et al.,
2000). Des études en trois dimensions et en microscopie électronique ont permis de conforter
I’hypothése que les progéniteurs résident dans ou a proximité du canal de Hering (Schmelzer
et al., 2007; Theise et al., 1999), au sein d'une niche cellulaire. Cet emplacement bénéficie
d'un débit sanguin riche en oxygeéne et nutriments, et c'est au sein de cette niche que les
progéniteurs interagissent avec les cellules environnantes (cellulaires stellaires, hépatocytes,
cholangiocytes, myofibroblastes) et des composants du milieu extracellulaire (membrane
basale), qui gouvernent leur auto-renouvellement et leur différenciation, sous l'influence de

facteurs de croissance et de certains cytokines du systéme immunitaire.

Les progéniteurs du foie adulte humain peuvent exprimer des marqueurs a la fois biliaires
(CK7, CK19 et OV6) et hépatocytaires (albumine, AAT, occasionnellement AFP), mais
comme pour les rongeurs, il n'existe pas de marqueur ou de groupe de marqueurs spécifiques
des progéniteurs hépatiques. En effet, les progéniteurs représentent une population hétérogene
de cellules de phénotypes intermédiaires hépato-biliaires (Roskams et al., 2004). Cette
hétérogénéité couplée a l'absence de marqueur spécifique rend leur isolement difficile.
Plusieurs équipes ont pu isoler et caractériser des populations de progéniteurs a partir du foie
humain adulte qui étaient capables de proliférer in vitro sans modifications phénotypiques
(Crosby et al., 2001; Duret et al., 2007; Herrera et al., 2006; Khuu et al., 2011; Najimi et al.,
2007; Schmelzer et al., 2007; Selden et al., 2003). Crosby et al (Crosby et al., 2001) ont isolé
a partir de foies cirrhotiques des cellules porteuses de marqueurs hématopoiétiques c-kit ou
CD34, qui n’avaient pas de marqueurs hépatiques spécifiques, et étaient capables de se
différencier vers le phénotype biliaire. Selden et al (Selden et al., 2003) ont isolé a partir d’un
foie d’une patiente en insuffisance hépatique subaigue des cellules ayant a la fois des
caractéristiques hépatocytaires (sécrétion d’albumine et d'urée, expression de CKI18) et

biliaires (expression de GGT, CK7, CK19), mais qui exprimaient également le marqueur de
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cellules souches OCT4. Les cellules isolées par Herrera et al (Herrera et al., 2006) a partir de
foies sains n’exprimaient pas de marqueurs hématopoiétiques, mais exprimaient des
marqueurs des cellules mésenchymateuses (CD73, CD90, CD29, CD44) et des marqueurs
hépatiques (albumine, AFP, CK8, CKI18). Elles ¢étaient pluripotentes et capables de se
différencier vers le phénotype ostéogénique, endothéliale et hépatique (sécrétion d’albumine
et d’urée), mais ne pouvaient pas se différencier vers le phénotype adipogénique. Najimi et al
(Najimi et al., 2007) ont également isolé a partir de foies adultes exprimant des marqueurs
mésenchymateux (CD73, CD90, vimentine) et certains marqueurs hépatiques (albumine,
AFP, G6P, CYP3A4, AAT entre autres), tout en <dtant négatif pour les marqueurs
hématopoiétiques et pour OCT4. Contrairement aux cellules de Herrera et al (Herrera et al.,
20006), elles n’exprimaient pas CK8 et CK18 et n’étaient pas capables de se différencier ni
vers un phénotype ostéogénique ni adipogénique, a I’inverse des cellules souches
mésenchymateuses. Apres une période de différenciation de 22 jours sous 1’effet de divers
facteurs de croissance (EGF, HGF, OSM, dexaméthasone (Dex), insuline-transferrine-
sélénium (ITS)), les cellules ont été transplantées chez des souris SCID (severe combined
immunodeficient)/uPA (Urokinase-type Plasminogen Activator) hépatectomisées. L’analyse a
10 semaines post-transplantation a montré que ces cellules étaient capables d’intégrer le
parenchyme hépatique de I’hote, avec détection plasmatique d’albumine humaine. Une étude
ultérieure (Khuu et al., 2011) a démontré que ces cellules étaient capables de synthétiser du
glucose de novo, métaboliser I’ammoniaque et produire de 1’urée. Elles avaient é¢galement une
activité CYPI1, 2 et 3 ainsi qu'une activité GST et UGT, mais 1’ensemble de ces fonctions

¢taient d’un niveau relativement faible par rapport aux HHCP.

Les capacités de différenciation des progéniteurs vers un phénotype hépatocytaire adulte a
¢galement été étudié dans notre laboratoire par Duret et al (Duret et al., 2007). Les
progéniteurs ont été isolés a partir de foies adultes a fonction hépatique normale et étaient
négatifs pour OCT4 et les marqueurs hématopoiétiques, mais exprimaient a la fois des
marqueurs hépatiques (albumine, AAT, CK18, HNF4a mais pas AFP) et biliaires (CK19).
Sous l'influence des facteurs de croissance FGF4 et HGF, ces cellules étaient capables de se
différencier en cellules exprimant a la fois les marqueurs d'un phénotype hépatocytaire mature
(CYP3A4, GSTa, CPS1, TAT, TDO) et immature (CYP3A7, GSTr, absence de G6P) (Duret
et al., 2007). Le groupe de L. Reid (Schmelzer et al., 2007) ont isolé des cellules qu’ils

dénomment cellules souches hépatiques de foies adultes et foetaux en utilisant le marqueur
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EpCAM, un marqueur épithélial présent sur des cellules proliférantes d’origine endodermale,
mais également sur les cholangiocytes dans le foie adulte. Ainsi, les auteurs ont défini deux
populations cellulaires : une population de cellules souches hépatiques (AFP-, CD133/1+,
CK19+, expression faible d’albumine) constituant environ 0,5 a 2% du parenchyme
hépatique, et une population d’hépatoblastes AFP+, trés rares chez 1’adulte (<0,01%) mais
trés nombreux chez le feetus (>95%). Les cellules souches hépatiques n’exprimaient pas de
marqueurs hématopoiétiques ou mésenchymateux, et n’exprimaient pas non plus les
cytochromes P450 caractéristiques des hépatocytes matures. Quand ces cellules ont été
amplifiées en culture, les auteurs ont constaté la présence de cellules mésenchymateuses
« accompagnatrices », qui correspondaient a des angioblastes et a des cellules stellaires, ce
qui met en évidence I’importance de coopérations cellulaires pour le maintien en culture. Les
cellules EpCAM" ont été transplantées chez des souris NOD-SCID traitées par CCl4. Des
analyses a 8 jours post-transplantation ont révélé que les cellules intégrées au sein du
parenchyme hépatique avaient perdu I’expression d’EpCAM, et avaient acquis un phénotype
partiellement mature, avec l’augmentation de I’expression d’albumine, 1’apparition de

I’expression de la transferrine mais aussi celle de I’ AFP.

Plus récemment, Spee et al (Spee et al., 2010) ont isolé des progéniteurs par microdissection
laser a partir de coupes de tissu hépatique de patients souffrant d’hépatite aigué€, de cirrhose
biliaire primitive, et de cirrhose secondaire a 1’infection par le virus de I’hépatite C. Ils ont
mis en évidence une population de progéniteurs exprimant des marqueurs de cellules souches
dont OCT4, NANOG, CD133, KIT, LIF et TERT (telomerase reverse transcriptase), ainsi que
AFP, CK19 et CK7. Le phénotype des progéniteurs variaient en fonction de la maladie sous
jacente : ainsi, dans I’hépatite aigué¢ [D’expression de CD133 et d’AFP était plus forte,
indiquant la présence de progéniteurs peu différenciés avec un fort potentiel prolifératif, alors
que dans la cirrhose VHC et la cirrhose biliaire primitive, les progéniteurs ¢taient différencics
vers le phénotype hépatocytaire et biliaire respectivement. Les auteurs ont montré 1’existence
d’une forte signalisation Wnt dans les progéniteurs dans I’hépatite aigu€, ce qui suggere que
Wnt joue un rbéle dans D’activation et la prolifération de ces cellules lors d’atteintes
parenchymateuses. Inversement, la voie de signalisation Notch était fortement activée chez
les progéniteurs dans la cirrhose bilaire primitive, qui sont destinés a une différenciation

biliaire.
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Une nouvelle technique d’isolement de progéniteurs hépatiques a récemment été rapporté par
Doll¢ et al (Dolle et al., 2011), qui ont utilisé I’activité aldéhyde déshydrogénase, une enzyme
caractéristique de cellules souches. Cette activité peut étre detectée dans les canaux de Hering
et son expression est majorée lors d’aggressions hépatiques chez la souris. Les cellules isolées
par cette méthode chez I’homme expriment les marqueurs de cellules souches hépatiques
EpCAM et CD133, ainsi que CK7 et CK19. Sous I’action de HGF, EGF et OSM, ces cellules
pouvaient étre différenciées vers [’hépatocyte et exprimaient 1’albumine et le CKI8,

stockaient du glycogene et produisaient I’albumine et 1’urée.

Au total, ces données démontrent le caractére variable du phénotype des progéniteurs
hépatiques isolés a partir du foie adulte. Méme si tous les auteurs rapportent 1’expression
simultanée de marqueurs hépatiques et biliaires, 1’expression de marqueurs hématopoiétiques,
mésenchymateuses et de cellules souches n’est pas retrouvée de facon constante. Cette
variabilité peut étre soit liée aux conditions d’isolement qui différent selon les laboratoires,
soit liée aux pathologies sous-jacentes du tissu hépatique dont les cellules sont extraites, soit
liée a un éventuel co-isolement d’autres types cellulaires (mésenchymateuses, endothéliales,
hématopoiétiques, etc.), soit lice a I"’hétérogénéité intrinseque des progéniteurs eux-mémes,

qui seraient une population comprenant des cellules a des stades de différenciation variables.

e Role et stades de maturation des progéniteurs hépatiques

Il n’existe pas de consensus sur le réle physiopathologique exact des progéniteurs au sein du
foie adulte : pour certains auteurs, ils seraient « facultatifs », et n’interviendraient qu’en
réponse a certains types d’agressions ou pathologies hépatiques données capables d’engendrer
une réponse hyperplasique (Alison et al., 2004; Theise et al., 1999; Thorgeirsson and
Grisham, 2003). Pour d’autres auteurs, les progéniteurs participeraient de fagon continue a la
régénération hépatique au fur et a mesure de la sénescence des hépatocytes en dtat de
maturation terminale (Schmelzer et al., 2006; Sigal et al., 1992; Sigal et al., 1999). Ainsi, ils
pourraient régénérer le foie en envahissant le parenchyme hépatique a partir des espaces
portes, selon I’hypotheése du « streaming liver » (De Alwis et al., 2009; Fellous et al., 2009;
Roskams et al., 2004). L’expression différentielle de certains génes entre les hépatocytes
périportaux et péricentraux réfléterait une progression de la maturation. L’hypothése d’un
gradient de maturation au sein du lobule hépatique a été particuliecrement développée par

I’équipe de L. Reid. Il existerait au sein du lobule hépatique 8 stades de maturation différents,
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le long de I’axe porto-central (Turner et al., 2011). Le canal de Hering dans la région
périportale serait la niche des cellules souches hépatiques (stade 1), des cellules exprimant
CD133, EpCAM, NCAM (Neural Cell Adhesion Molecule), CKS8, 18 et 9, mais n’exprimant
pas I’AFP et n’exprimant que trés faiblement 1’albumine (Schmelzer et al., 2007). Ces cellules
seraient les précurseurs des hépatoblastes (stade 2), qui sont bipotents (différenciation
possible vers le phénotype hépatocytaire ou cholangiocytaire). Ils sont positifs pour I’AFP et
ont une expression d’albumine plus forte que les cellules souches hépatiques (Schmelzer et
al., 2007). Ainsi, les hépatoblastes ne se trouveraient pas uniquement au niveau du
parenchyme du foie feetal, mais seraient également présents dans le foie adulte. Ces cellules
s’amplifient en réponse a certaines situations pathologiques, représentant les « transit
amplifying cells » (Schmelzer et al., 2007; Zhang et al., 2008), et correspondant aux cellules
de phénotype intermédiaire hépato-biliaire observées lors des réactions ductulaires chez
I’adulte. Les hépatoblastes donnent naissance aux progéniteurs hépatiques unipotents (stade
3), qui perdent I’expression des marqueurs de cellules souches, et expriment soit des
marqueurs hépatocytaires, soit des marqueurs biliaires. Les progéniteurs hépatocytaires
expriment I’albumine et les enzymes impliqués dans la glycogenése (ex. G6P), mais
n’expriment ni les marqueurs biliaires, ni I’AFP (Turner et al., 2011). Les cellules du stade 4
seraient des hépatocytes périportaux (zone 1), et celles du stade 5 des hépatocytes
centrolobulaires (cf chapitre 1.4). Au niveau de la zone 3 (péricentrale), on distingue des
hépatocytes diploides (stade 6), exprimant fortement les CYP 450 ainsi que les glutathione
transférases et UDP-glucuronyl-transférases (Jungermann, 1992). Les cellules du stade 7,
sié¢geant également dans la zone 3, sont tétraploides et expriment la glutamine synthase en
plus des CYP 450 et les enzymes de la glucuronidation. Elles ont des capacités de
prolifération trés faibles (Turner et al., 2011). Enfin, les cellules du stade 8, les plus proches
de la veine centrolobulaire, sont apoptiques. C’est dans cette région que la concentration de

macrophages est le plus élevé.

72



Fractrwiunl Call
Stebate Cobt

Spoce of Disse

' :—Cmd ol Hering Hepate Coll
] Sl Chaengocyte
Large Cholang oo yte
Ductule

Forustisbon n
Engotretal Cen

Bite Duct Ty
Canal of Hering
Bile

Bl Canslicuba

e

ulis =

cucIE S STRIEMIE WIS 5

e L - LS B

IR, =] Wi, £
Hepatocytes
polyrmcieated
apoptotic

. Zone 1 - Zone 2 a Zone 3 o
f Ll T 1
lrge  smab
= + Chofanglocytes
L 1 1 n 1
1 2 3 1+ T + + +— Hepatocytes
4 ] 6 7 8
Stade de
1 2 3 4 5 6
maturation
Cellules Hépatoblastes Progéniteurs Hépatocytes Hépatocytes Hépatocytes Cellules
Cellules
souches unipotents périportaux centro- péricentraux parenchymateuses
parenchymateuses
hépatiques lobulaires diploides tétraploides

Figure 19. Stades de maturation intrahépatiques. D’aprés Turner et al. (Turner et al., 2011)

Les cellules matures dans la zone péricentrale produisent a 1’état physiologique des signaux

(facteurs solubles, sels biliaires, composants de la matrice extra-cellulaire) qui inhibent ou

stimulent la prolifération des cellules souches et des progéniteurs (Turner et al., 2011), selon

une boucle d’autorégulation (feedback loop). Ainsi, lorsque le foie subit une atteinte

pathologique sélective des hépatocytes péricentraux, on assiste a une prolifération importante

des cellules souches/progéniteurs hépatiques de la région périportale, ce qui entraine les
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réactions ductulaires. Inversément, lors d’une hépatectomie partielle, la boucle
d’autorégulation reste intacte, et les phénomenes de régénération sont moins prononcés au

niveau périportal (Turner et al., 2011).

Méme si les mécanismes d’activation des progéniteurs sont partiellement connus chez les
rongeurs, les données chez ’homme sont limitées a I’heure actuelle (Sancho-Bru et al., 2009).
Il est intéressant a noter que la présence d’hépatoblastes, équivalents aux cellules hépatiques
feetales, au sein d’une « zonation maturationnelle » dans le foie adulte, peut présager d’un
éventuel parallélisme au niveau des mécanismes du développement et de la régénération

hépatique.

V. SOURCES ALTERNATIVES D’HEPATOCYTES HUMAINS

Au cours des derni¢res années, de nombreuses stratégies ont été développées afin d’obtenir
des hépatocytes a partir de la différenciation des cellules souches (hES, cellules souches
mésenchymateuses multipotentes, cellules souches pluripotentes induites) ou d’autres types
cellulaires (transdifférenciation). Ces stratégies reposent essentiellement sur la reconstruction
du microenvironnement in vivo, en agissant sur plusieurs facteurs de la culture cellulaire in

Vitro :

- Addition dans le milieu de culture de facteurs solubles (ex. facteurs de croissance,

hormones, etc.)
- Reconstitution de la matrice extra-cellulaire (supports de culture variables)
- Reconstitution des interactions intercellulaires (grace a des co-cultures par exemple)

- Modulation de la chromatine (rajout de substances modificatrices de la chromatine).
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1. Génération d’hépatocytes a partir de cellules souches embryonnaires humaines

a) Différenciation par formation de corps embryoides

Les corps embryoides sont des agrégats de cellules souches embryonnaires qui se forment
spontanément en culture. Ils forment une structure tridimensionnelle au sein de laquelle les
cellules se différencient spontanément et de facon non contrdlée vers des types cellulaires
dérivés des trois feuillets embryonnaires. Lorsque les corps embryoides sont dissociés et
ensemencés en monocouche, de nombreuses lignées cellulaires sont retrouvées, dont la lignée

hépatocytaire (Itskovitz-Eldor et al., 2000).

Les premieres tentatives de différenciation des hES vers I’hépatocyte ont consisté a favoriser
la différentiation des hES vers 1’hépatocyte au sein des corps embryoides, en ajoutant des
facteurs de croissance dans le milieu. Apres avoir testé I’effet de 8 cytokines différentes sur la
différenciation des corps embryoides, Schuldiner et al (Schuldiner et al., 2000) ont observé
une optimisation de la différenciation vers 1’hépatocyte sous I’influence de NGF (nerve
growth factor) et de HGF, avec 1’obtention de cellules hépatocytaires dérivées de hES (hES-
Hep) exprimant 1’albumine, I’AAT et I’AFP. Shirahashi et al (Shirahashi et al., 2004) ont été
les premiers a obtenir des hES-Hep pouvant sécréter de I’albumine, sous I’action de HGF,
NGF, FGF1 et 2, dexaméthasone, insuline, OSM et acide rétinoique. Lavon et al (Lavon et al.,
2004) ont comparé I’effet de FGF1, FGF2, BMP4 et HGF sur la différenciation de corps
embryoides dans un milieu conditionné par des hépatocytes adultes, et ont trouvé que seul le
FGF2 induisait ’apparition de cellules exprimant I’albumine. Apres culture sur collagene de
type 1 et sous I’action de FGF4 et HGF, Schwartz et al (Schwartz et al., 2005) ont obtenu des
hES-Hep pouvant produire de 1’urée et de 1’albumine et ayant une activité CYP450 inductible,
mais dont le niveau d’activité n’a pas été comparé aux HHCP. Par la suite, diverses équipes
ont induit la différenciation de hES vers I’hépatocyte en simulant les étapes de 1’ontogénése in
vitro, avec l’ajout séquentiel de facteurs de croissance (activine A, FGF, HGF, OSM,
Dexaméthasone) (Baharvand et al., 2006; Ishii et al., 2008; Sasaki et al., 2009; Soto-Gutierrez
et al., 2006; Zhou et al., 2007). La différenciation au sein des corps embryoides mime en
quelque sorte la différenciation in vivo, car les cellules sont au contact de différents types
cellulaires (facilitation des interactions intercellulaires) au sein d’une structure

tridimensionnelle. Cependant, la technique de différenciation via les corps embryoides
75



présente un certain nombre de désavantages. La différenciation est moins spécifique du fait de
la possibilité de la présence de cellules d’autres feuillets embryonnaires que I’endoderme, et
les cellules obtenues en fin de différenciation sont hétérogenes. En cours de différenciation,
les cellules sont exposées de facon inégale aux facteurs de croissance et aux composants de la
matrice extra-cellulaire, du fait de la structure tridimensionnelle, et les cellules a 1’intérieur
des corps embryoides sont souvent apoptotiques. De ce fait, la reproductibilité¢ de ces
techniques ne peut étre assurée. Il existe également la possibilité que des cellules de
I’endoderme ventrale (tissus extra-embryonnaires) se développent au sein de ces cultures. Ces
cellules sont homologues aux hépatocytes a plusieurs niveaux : elles ont une morphologie
épithéliale, elles expriment des facteurs de transcription communs aux hépatocytes (les FoxA,
C/EBP, GATA, HNF4), elles sécrétent des protéines (dont I’AFP) et elles sont impliquées
dans le métabolisme du glucose et des lipides et dans I’hématopoiese (Watt and Forrester,
2006). 1l est donc nécessaire de différencier les hES-Hep des cellules de 1I’endoderme ventral,
en étudiant ’expression de CYP7A1, par exemple, qui est exprimé par les hépatocytes mais
pas par les cellules extra-embryonnaires. Or, ce marqueur n’a pas été étudié de fagon
systématique lors des premiers protocoles de différenciation (Lavon et al., 2004; Schwartz et

al., 2005).

b) Différenciation en mono-couche sous [’action de facteurs solubles

En 2005, D’Amour et al (D'Amour et al., 2005) ont publié¢ un protocole permettant de
différencier les hES vers I’endoderme définitif sous 1’action d’activine A, avec un rendement
relativement élevé (80%). Des travaux menés par Jung et al (Jung et al., 1999) et Rossi et al
(Rossi et al., 2001) ont mis en évidence le role des FGF et des BMP respectivement. Gouon-
Evans et al (Gouon-Evans et al., 2006) a montré que le BMP pouvait induire la spécification
hépatique in vitro de I’endoderme définitif produit a partir de cellules souches embryonnaires
chez la souris. A partir de ces données, des protocoles de différentiation ont été¢ développés
récapitulant les différents étapes du développement par le rajout séquentiel de facteurs de
croissance, avec d’abord I’induction de I’endoderme définitif sous I’action d’activine A, suivi
par la spécification hépatique sous ’action des BMP et les FGF, puis la maturation sous
I’effet de Oncostatine M, de glucocorticoides et d’insuline. Ainsi, plusieurs équipes ont étudié
I’expression séquentielle de marqueurs du mésendoderme, puis de I’endoderme définitif, avec

la disparition de marqueurs d’autres lignées (Agarwal et al., 2008; Brolen et al., 2010; Chen et
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al., 2006; Duan et al., 2010; Hay et al., 2008b; Touboul et al., 2010). La durée de ce type de
différenciation varie en général entre 18 et 28 jours. La culture en monocouche permet d’avoir
une exposition uniforme des cellules aux facteurs de croissance, avec un controle précis de
leurs durées d’exposition dans des conditions définies.

Les protocoles de différenciation des hES vers I’hépatocyte utilisent pour la plupart FGFI,
FGF2 et FGF4, séparément ou ensemble, et BMP2 ou BMP4. Cai et al (Cai et al., 2007) ont
utilis¢ FGF4 et BMP2 pour la spécification hépatique mais ont également testé FGF1, FGF2
et BMP4, sans trouver de différence significative entre les différentes familles de facteurs de
croissance. Hay et al (Hay et al., 2008a) ont optimisé la différenciation précoce en rajoutant
du Wnt3a dans le milieu de culture pendant les trois premiers jours en association avec
I’activine A. Le Wnt3a a ainsi accéléré la transition mésendoderme-endoderme définitif et
permis d’obtenir une différenciation plus rapide vers I’hépatocyte. Les travaux de McLean et
al (McLean et al., 2007) ont démontré que la spécification de 1’endoderme définitif est
optimisée lors de I’inhibition de PI3K. Ainsi, le rajout de LY294002 de J2 a J5 en association
avec l’activine A et le BMP4 a permis d’augmenter I’expression des marqueurs de
I’endoderme définitif. Touboul et al (Touboul et al., 2010) ont également démontré que
pendant la phase de spécification hépatique, la différenciation est optimisé sous 1’action de
FGF10 et d’acide rétinoique par le rajout d’un inhibiteur du récepteur activine-nodal,
SB431542. Inamura et al (Inamura et al., 2011) ont essayé d'optimiser la spécification
hépatique en surexprimant HEX, un facteur de transcription exprimé dans I'endoderme
hépatique et impliqué dans le bourgeonnement hépatique et la prolifération des hépatoblastes
(cf chapitre 11.2). Les hES en cours de différenciation au stade d'endoderme définitif ont été
transduites par un adénovirus exprimant HEX, puis la différenciation a été poursuivie par
l'ajout séquentiel de facteurs de croissance. Cette technique a permis d'induire 1'expression de
I’albumine a partir du 12° jour de différenciation, mais les auteurs n'ont pas fait de
comparaison avec des cellules non transduites. Au stade de maturation hépatique, a part les
facteurs solubles « classiques » comme 1’OSM, les glucocorticoides et I’insuline, on retrouve
dans la littérature I'utilisation d'autres facteurs solubles comme I’EGF (Brolen et al., 2010;
Touboul et al., 2010), le VEGF (Sasaki et al., 2009) et la follistatine-288, qui favoriserait la
différenciation hépatocytaire par rapport a la différenciation biliaire (Roelandt et al., 2010).
Enfin, il est intéressant de noter que Zamule et al (Zamule et al., 2011) ont pu différencier les
hES vers I’hépatocyte avec un protocole trés minimaliste, en utilisant comme seuls facteurs

solubles la dexamethasone et insuline-transferrine-sélénium, dans des conditions sans sérum
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sur collagéne de type 1. Avec ce protocole, 60-70% des hES-Hep adoptent une morphologie
hépatique en fin de différenciation et expriment un certain nombre de marqueurs hépatiques
(dont les CYP), sécretent I’albumine et captent le vert d’indocyanine, mais 1’activité¢ CYP3A4
n’est pas inductible. Les facteurs de croissance utilisés pour mimer 1’ontogénése hépatique in
vivo ne semblent donc pas étre indispensables dans certaines situations qui dépendent entre
autres des conditions de culture et peut étre de la lignée de hES utilisée. Il ne faut pas non plus
négliger I’effet de 1’utilisation de sérum d’origine animale par de nombreux auteurs, qui
contient des facteurs de croissance et des hormones ainsi que d’autres substances non
identifiées qui peuvent jouer sur le processus de différenciation et rajoutent des incertitudes
sur le caractere véritablement dirigé et controlé de celui-ci (Chen and Zeng, 2011). Par
conséquent, plusieurs auteurs ont ¢laboré des protocoles de différenciation n’utilisant pas de
sérum (Baharvand et al., 2008; Basma et al., 2009; Hay et al., 2008b; Inamura et al., 2011; Si-
Tayeb et al., 2010b; Zamule et al., 2011).

¢) Utilisation d’agents modifiants la structure de la chromatine

Un certain nombre d’auteurs ont utilisé des agents modifiants la structure de la chromatine
afin d’optimiser la différenciation des hES. Le butyrate de sodium inhibe 1’acétylation des
histones, et a été utilisé comme seul facteur soluble par Rambhatla et al (Rambhatla et al.,
2003). 1l a été constaté une mortalité significative des cellules, et le rendement n’était de 10 a
15%, avec une caractérisation des cellules en fin de différenciation limitée. Le butyrate de
sodium a été également utilisé par d’autres auteurs en début de différenciation (Duan et al.,
2010; Hay et al., 2008b). Hay et al (Hay et al., 2008a) ont compar¢ 1’activine et le butyrate de
sodium a P’activine et le Wnt3a pendant les trois premiers jours de la différenciation et ont
constaté que la présence de Wnt3a accélérait le passage a travers la strie primitive, et induisait
une différenciation plus rapide et plus homogene des cellules.

Le DMSO (diméthylsulphoxyde) est un solvant organique qui modifie [’acétylation des
histones, augmente la méthylation de I’ADN et stabilise les membranes cellulaires. Il aurait
ainsi un réle de modulateur épigénétique (Iwatani et al., 2006). I a été utilisé par plusieurs
auteurs en conjonction avec d’autres facteurs de croissance, souvent vers la phase de
spécification hépatique (Basma et al., 2009; Duan et al., 2010; Hay et al., 2008b; Hay et al.,
2007; Soto-Gutierrez et al., 2006).
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d) Supports de culture cellulaire

La matrice extra-cellulaire joue un rdle important dans 1’ontogénése hépatique in vivo.
Plusieurs équipes ont comparé I’efficacité de différents composés de la matrice extra-
cellulaire pour la différenciation des hES in vitro. Schwartz et al (Schwartz et al., 2005) ont
démontré une meilleure différenciation sur collagene de type 1 et sur Matrigel par rapport a la
laminine et a la fibronectine. Les résultats d’Ishii et al (Ishii et al., 2008) étaient en faveur
d’une meilleure différenciation sur Matrigel par rapport au collageéne de type I, avec I’absence
de fixation des cellules sur la laminine. Le Matrigel est une préparation soluble de membrane
basale extrait de sarcome de souris. Il contient des composants de la matrice extra-cellulaire
comme la laminine, du collagéne IV, des protéoglycanes d’héparane sulfate et de
I’entactine/nidogene, mais également des facteurs de croissance comme les FGF, I’EGF, le
TGF-B, 'IGF et I’activateur tissulaire du plasminogeéne. Il est probable que ces facteurs de
croissance jouent un role non négligeable dans le processus de différenciation. Le Matrigel a
été utilisé par plusieurs auteurs (Baharvand et al., 2008; Basma et al., 2009; Hay et al., 2008b;
Roelandt et al., 2010; Si-Tayeb et al., 2010b; Zhao et al., 2009).

Afin d’éviter I'utilisation de produits d’origine animale, d’autres équipes ont développé des
substances inertes pour la culture cellulaire, comme le poly-amino-uréthane (PAU) et le
polytetrafluoroethylene (PTFE) (Soto-Gutierrez et al, 2006) ou les plaques 2-
methacryloylxyéthylphosphorylcholine (MPC) (Sasaki et al., 2009). Une autre approche a été
de différencier les hES dans un environnement en trois dimensions, s’approchant plus des
conditions in vivo en facilitant les interactions entre cellules et avec la matrice extra-cellulaire.
Baharvand et al (Baharvand et al., 2006) ont comparé la différenciation sur collagéne en 2
dimensions et en 3 dimensions, et ont démontré que 1’expression d’albumine et de G6P ainsi
que la production d’AFP et d’urée étaient plus importantes dans le milieu 3D. Maguire et al
(Maguire et al., 2007) ont encapsulé des hES au sein de microbilles d’alginate, et ont
démontré que la différenciation des hES peut étre modulée par la densité des cellules au sein
des agrégats et par la concentration d’alginate, via I’expression d’E-cadhérine. Farzaneh et al
(Farzaneh et al., 2010) ont démontré une meilleure fonctionnalité des hES-Hep si elles étaient
cultivées sur une surface nanofibrillaire, mimant la structure tridimensionnelle de la matrice
extra-cellulaire. Miki et al (Miki et al., 2011) ont comparé la différenciation de hES en culture

monocouche a la culture 3D dynamique sous perfusion au sein d’un bioréacteur. La culture
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3D a induit une expression plus importante d’albumine, d’AAT et de G6P, ainsi que certains
enzymes du cycle de 1’urée, et a favorisé la formation d’agglomérats de hES-Hep albumine”
associée a des structures tubulaires primitives de cellules CK19+/CK7+ pouvant s’apparenter

a des canalicules biliaires.

Un autre moyen de reconstituer les interactions cellulaires in vivo a été de différencier les
hES en co-culture. Huang et al (Huang et al., 2010) ont différenciée les hES en présence de
cellules fibroblast-like dérivées de hES, avec 1’obtention de cellules au centre des colonies
exprimant des marqueurs hépatiques. Les auteurs ont démontré que les cellules fibroblast-like
exprimaient un certain nombre de facteurs de croissance impliqués dans la différenciation des
hES in vivo, comme la BMP4, FGF2, activine A, EGF et VEGF. Shiraki et al (Shiraki et al.,
2008) ont différencié des hES en co-culture avec la lignée cellulaire mésodermique M15,
extraite de mésonéphros de souris. Les cellules ont pu étre différenciées jusqu’a 60 jours, sous
I’action d’activine A, LY294002, HGF, OSM et Dexaméthasone, avec 80% des cellules
exprimant AFP a J20, et 9% des cellules exprimant I’albumine a J40. Pei et al (Pei, 2009) ont
cultivé des hES issus de corps embryoides avec des cellules stromales de foie foetal
transfectés pour secréter le FGF2 de fagon stable. Yu et al (Yu et al., 2011) ont cultivé des
cellules issues de corps embryoides différenciées en endoderme définitif sur des feeders de
fibroblastes murins inactivés (lignée 3T3-J2). Les cellules pouvaient étre cultivées jusqu'a 30
jours apres différenciation, mais leur état de différenciation a été peu évalué. Zhao et al (Zhao
et al., 2009) ont utilisé des feeders stromales embryonnaires de souris afin d’obtenir sous
I’action de facteurs de croissance séquentiels des cellules hépatocytaires qui avaient une
activité médiée par les CYP inductibles par le phénobarbital, produisaient de 1’albumine et
pouvaient capter le vert d’indocyanine et les LDL. Ces cellules pouvaient étre maintenues
jusqu’a 100 jours en culture. L’ensemble de ces résultats suggere que les systémes de co-
culture peuvent allonger la durée de culture hES-Hep. Cependant, les co-cultures nécessitent
la mise en ceuvre de techniques spécifiques afin de séparer les deux populations cellulaires
avant analyse, et la possibilit¢ de fusions cellulaires éventuelles  peut perturber

I’interprétation des résultats.
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e) Optimisation du rendement des cultures

Du fait de la pluripotentialité intriseque des hES, les protocoles de différenciation des hES
vers 1'hépatocyte menent trés souvent a des populations cellulaires hétérogenes, associant
cellules différenciées vers I’hépatocyte, cellules différenciées vers des phénotypes non
hépatocytaires, et des cellules indifférenciées. Le rendement des protocoles de différenciation
a généralement été évalué en étudiant le pourcentage de cellules exprimant des marqueurs
hépatocytaires (par exemple, l'albumine) au cours de la différenciation ou en fin de
différenciation, généralement par immunofluorescence ou cytométrie de flux aprés marquage.
Les auteurs des premiers protocoles de différenciation a partir de corps embryoides n'ont pas
publié de données concernant le rendement et la proportion de cellules exprimant des
marqueurs hépatocytaires, mais en tenant compte du caractére moins contrdlé de la
différenciation, on peut supposer que les rendements auraient été inférieurs a ceux des
protocoles de différenciation en monocouche. En ce qui concerne ces protocoles, la
proportion de hES-Hep exprimant 'albumine en fin de différenciation varie selon les auteurs:
Baharvand et al (Baharvand et al., 2006) ont estimé que 17,9% des hES-Hep exprimaient
l'albumine, alors que ce chiffre était de 55% pour Basma et al (Basma et al., 2009), 67,4%
pour Agarwal et al (Agarwal et al., 2008), 72,8% pour Moore et al (Moore and Moghe, 2009),
80% pour Si-Tayeb et al (Si-Tayeb et al., 2010b) et 90% pour Hay et al (Hay et al., 2008a).
Certains auteurs ont rapporté des rendements élevés a un stade intermédiaire de la
différenciation: ainsi, a J8 70% des hES-Hep exprimaient I'albumine dans le protocole de Cai
et al (Cai et al., 2007), alors que Duan et al (Duan et al., 2010) ont observé qu'apres 9 jours
culture sur collagéne sous l'action d'activine A et de butyrate de soduim, 90% des hES-Hep

exprimaient ' AAT et 93% exprimaient ' AFP.

Plusieurs auteurs ont essayé¢ d'améliorer le rendement des protocoles de différenciation par
des techniques de tri cellulaire. Lavon et al (Lavon et al., 2004) ont transfecté les cellules en
cours de différenciation au sein de corps embryoides par un plasmide porteur du gene GFP
sous le controle du promoteur albumine au 20° jour de culture. Initialement, le rendement de
ces cultures étaient peu élevé (6% des cellules étaient positives pour le GFP), mais ces
cellules ont pu étre isolées et cultivées en monocouche homogene (>95% de cellules
exprimant le GFP). Duan et al (Duan et al., 2007) ont transfecté les hES en cours de

différenciation vers J10-J14 par un lentivirus hépato-spécifique porteur de GFP sous le
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controle du promoteur AAT. Les cellules GFP" (en moyenne 11,2%) ont été isolées par
microdissection laser et catapultage laser. Ishii et al (Ishii et al., 2008) ont transfecté des hES
avant différenciation afin d’obtenir ’expression de GFP sous le controle d’AFP. Cette
technique leur a permis de tester I’efficacité de différentes combinaisons de facteurs de
croissance. Ainsi, le meilleur rendement était obtenu sous I’influence d’activine A pendant 4
jours suivi de HGF pendant 5 jours, avec 21,7% des cellules positives a la fin de cette phase
de différenciation. Les analyses des fractions GFP™ et GFP" ont révélé que les cellules GFP-
exprimaient toujours les marqueurs de hES Nanog et Oct4, alors que I’expression d’albumine,
de TO et de TAT était plus élevée dans la fraction GFP'. Touboul et al (Touboul et al., 2010)
ont eu une approche similaire en réalisant une transfection des hES indifférenciées par un
lentivirus porteur de GFP sous le contrdle du promoteur ApoAll (apolipoprotéine All). Les
hES-Hep exprimaient la GFP au 13° jour de différenciation, et les auteurs ont tri¢ les hES-Hep
GFP" avant transplantation des hES-Hep dans un modéle animal. Basma et al (Basma et al.,
2009) ont trié¢ les hES-Hep par un marqueur de surface, ASPGR (asialoglycoprotéine
récepteur), exprimé par les hépatocytes. Ce marqueur était exprimé par 18 a 26% des hES-
Hep, et les auteurs ont démontré que la sécrétion d'urée, d'albumine et d'AAT était plus
importante chez les hES-Hep sélectionnées apres tri. Cette méthode de tri utilisant un
marqueur cellulaire de surface présente l'avantage d'éviter la transfection des cellules par un
matériel génétique étranger. Malgré une majoration de 1’expression de G6P, TAT et albumine
dans la population des hES-Hep ASPGR", I’expression de OCT4 et d’AFP était toujours
présente dans cette population, ce qui met en évidence les limites de cette technique. Au
total, les méthodes d'optimisation du rendement des protocoles de différenciation sont
intéressantes, mais leur impact réel sur les rendements en fin de différenciation a été peu
évalué a 1'heure actuelle (peu de comparaisons entre les populations triées et non triées par
exemple). Le tri cellulaire sur un seul marqueur ne suffit probablement pas a éliminer la
totalité¢ des cellules immatures. Il sera nécessaire de développer des techniques de tri sans
transfection de matériel génétique étranger, qui comporte un risque d’oncogénese

insertionnelle.

f) Expression de marqueurs hépatiques

L'expression de marqueurs hépatiques (cf chapitre IV.1.b) en fin de différenciation a été

étudiée systématiquement dans tous les protocoles de différenciation par réverse transcriptase

82



PCR (RT-PCR) au niveau transcriptionnelle (ARNm), et par immunofluorescence,
immunocytochimie ou Western Blot au niveau protéique.

En ce qui concerne 1’étude des ARNm, les premicres études n'ont utilisé que la PCR semi-
quantitative (Agarwal et al., 2008; Baharvand et al., 2006; Cai et al., 2007; Duan et al., 2007,
Hay et al., 2008b; Hay et al., 2007; Ishii et al., 2008; Soderdahl et al., 2007; Touboul et al.,
2010; Zhou et al., 2007), avec dans certains cas un nombre de cycles élevé (>35) (Cai et al.,
2007; Duan et al., 2010; Zhao et al., 2009), ce qui peut mettre en question le caractére
significatif des signaux detectés. De plus, certains auteurs ont comparé l'expression génique
des hES-Hep a des modeles cellulaires peu pertinents pour I’évaluation du degré de
différenciation hépatocytaire, comme les HepG2 (Agarwal et al., 2008; Duan et al., 2007), ou
les hES non différenciées (Baharvand et al., 2008; Chen et al., 2006, Schwartz et al., 2005).
L'évaluation de I'expression protéique par rapport au modele de référence, les hépatocytes
humains en culture primaire, était donc difficile, voire impossible a évaluer. Des études
ultérieures utilisant la qRT-PCR ont permis de comparer directement les hES-Hep aux HHCP.
Les taux d’expression sont trés variables selon les auteurs : Brolen et al (Brolen et al., 2010)
rapportent un taux d’expression d’albumine de leurs hES-Hep de I’ordre de 10 a 107 fois
celle des HHCP, alors que ce taux est de 70% pour Basma et al (Basma et al., 2009) et 75%
pour Duan et al (Duan et al., 2010). De méme, le taux d’expression de CYP3A4 a été évalué a
10~ celle des HHCP par Shiraki et al (Shiraki et al., 2008), et jusqu’a 50% des HHCP pour
Basma et al (Basma et al., 2009) et Inamura et al (Inamura et al., 2011). Il faut noter que
CYP3A7, la forme feetale de CYP3A4, présente une grande homologie de séquence avec ce
dernier, alors que I'étude de Basma et al (Basma et al., 2009) n'a pas fait d'analyse de
I'expression de CYP3A7. Il existe donc une incertitude quant a la capacité des primers PCR
utilisés dans cette ¢tude a distinguer entre CYP3A7 et CYP3A4, la séquence du primer
CYP3A4 n'ayant pas été précisée dans l'article.

Au lieu de caractériser leurs hES-Hep par les marqueurs conventionnels, Si-Tayeb et al (Si-
Tayeb et al., 2010b) ont étudié¢ I’expression d’un panel de 40 genes hépato-spécifiques,
identifiés par des études génomiques de profils d’expression. Ce panel de genes inclut entre
autres des apolipoprotéines et certains cytochromes (CYP2E1L, CYP3A), et leur expression
dans les hES-Hep a été comparée aux HHCP par des techniques de puce ADN. Cette
technique a I’avantage d’analyser I’expression d’un grand nombre de genes simultanément.

Une étude ultérieure utilisant ce méme protocole de différenciation a révélé que 92% des
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ARNm présents dans les hépatocytes adultes et 93% des ARNm présents dans les hépatocytes
feetaux étaient détectables dans les hES-Hep (DeLaForest et al., 2011). Cependant, les hES-
Hep exprimaient également un groupe d’ARNm ectopiques, non retrouvés dans les
hépatocytes adultes ou feetaux. La présence de ces ARNm est peut étre le reflet d’une

différenciation incompléte.

L’expression d’un ARNm ne se traduit pas toujours par une production protéique. Ainsi, Hay
et al (Hay et al., 2008b) ont démontré que la protéine OCT4 n’est plus exprimé a J2 de
différenciation, alors que I’ARNm reste détectable jusqu’a J11. De méme, ’ARNm de
I’albumine a été detecté a J11, mais 1’expression protéique n’a été retrouvée qu’a J15. L’étude
de I’expression protéique reste donc fondamentale pour confirmer 1’état de différenciation des
hES-Hep. Les marqueurs les plus souvent étudiés étaient I’albumine, I’AFP, ’AAT et les

cytokératines 8, 18 et 19.

Globalement, les taux d'expression des marqueurs hépatiques des hES-Hep restent pour la
plupart inférieurs a ceux des HHCP, ce qui indique une maturation incompléte des hES-Hep a
I'heure actuelle. L’interprétation des niveaux d’expression évalués par PCR peut étre
perturbée par I’hétérogénéité des cultures, puisqu’une expression forte d’un marqueur par une
sous population de cellules peut étre « diluée » par I’absence d’expression de ce marqueur au
sein d’autres sous populations de cellules. Il est également possible quun ensemble de
marqueurs qu’on attribuait a une population cellulaire donnée résulte de 1’expression séparée
de chaque marqueur par des sous populations cellulaires différentes. La preuve idéale de
génération d’hépatocytes matures serait donc de démontrer la co-expression de multiples

genes et/ou protéines caractéristiques d’un hépatocyte mature au sein d’une méme cellule.

g) Fonctionnalité in vitro

La quasi totalité des auteurs ont estimé la capacité des hES-Hep a capter et a excréter le vert
d'indocyanine, et a stocker le glycogeéne, propriétés qui ne sont cependant pas
hépatospécifiques. La production d'urée et d'albumine, sécrétées par les hES-Hep dans le
milieu de culture, ont été¢ également étudiées de fagon courante, mais peu d'auteurs ont
comparée cette production a celle des HHCP. Basma et al (Basma et al., 2009) ont rapporté
une production d'urée par les hES-Hep équivalente a 65% de celle des HHCP, alors que ce

chiffre était a 75% pour 'albumine. La sécrétion d'autres protéines d'origine hépatocytaire par
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les hES-Hep a été mise en évidence, comme I'AFP (Baharvand et al., 2008), le fibrinogene, la
fibronectine, 1'a2 macroglobuline (Hay et al., 2008b), I'haptoglobine, la pré-albumine (Hay et
al., 2008a), le facteur VII, et 'AAT (Basma et al., 2009).

Le métabolisme des xénobiotiques et ’activité des cytochromes P450 ont été évalués en
¢tudiant la métabolisation de divers substances connues en tant que substrats : pour les
CYP3A, Ila testostérone (Basma et al., 2009; Hay et al., 2007), la pentoxyrésorufine-O-
dééthylase (PROD assay) (Cai et al., 2007; Schwartz et al., 2005; Zhao et al., 2009), le
midazolam (Brolen et al., 2010; Hay et al., 2008b) ; pour les CYP2, la tolbutamide (Hay et al.,
2008b), le diclophénac (Brolen et al., 2010); pour les CYP1A, 1’éthoxyrésorufine-O-
dééthylase (EROD assay) (Basma et al., 2009; Duan et al., 2007), la phénacétine (Brolen et
al., 2010). L’inductibilité de I’activité CYP3A par le phénobarbital (Cai et al., 2007; Roelandt
et al., 2010; Zhao et al., 2009) ou la rifampicine (Hay et al., 2008b; Hay et al., 2007; Inamura
et al.,, 2011) a été démontré. Cependant, cette activité ne peut pas étre imputée de fagon
certaine a la présence de CYP3A4, devant la possibilité de présence d’isoformes immatures
comme le CYP3A7. Tres peu d’études ont comparé directement 1’activité des CYP des hES-
Hep a celle des HHCP, mais cette activité est certainement faible par rapport aux hépatocytes
adultes : Ek et al (Ek et al., 2007) retrouvent une activité CYP3A4 107 a 10 celle des HHCP,
Roelandt et al (Roelandt et al., 2010) ont rapporté une activite CYP3A équivalente a 2,8% de
celle des HHCP, alors que Hay et al (Hay et al., 2008b) trouvent une activité CYP1A2 a 24%
de celle des HHCP. Seul Duan et al (Duan et al., 2010) ont retrouvé un taux de métabolisation
de substrats de CYP1A2, CYP3A4 et CYP2D6 comparable ou légérement inférieur aux taux
des HHCP (de I’ordre de 70% environ). Par contre, les hES-Hep sont capables d’avoir une
activité glutathione-S-transférase a des niveaux comparables a ceux de I’hépatocyte adulte, de
I’ordre de 50% a 100% selon les lignées de hES utilisées pour Soderdahl et al (Soderdahl et
al., 2007), et 80% pour Roelandt et al (Roelandt et al., 2010). Enfin, Duan et al (Duan et al.,
2010) ont réalisé¢ une analyse poussée des activités métaboliques des hES différenciées par
des techniques de spectrométrie de masse (multiple reaction monitoring) et chromatographie
en phase liquide (liquid chromatography retention time). Ils ont ainsi pu démontrer que les
hES-Hep étaient capable d’assurer un certain nombre de réactions de métabolisation des
xénobiotiques, comme |’oxydation, la déhydrogénation, la formation de cétones et la
méthylation (réactions de phase 1), ainsi que la glucuronidation, et la conjugaison avec la
glucose ou le glutathion (réactions de phase 2). Les taux de ces réactions seraient de 10 a
1000 fois moindre que dans les HHCP. Il faut cependant noter que plusieurs études mettant en
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évidence une activité CYP450 (Basma et al., 2009; Brolen et al., 2010; Cai et al., 2007; Hay
et al., 2008a; Roelandt et al., 2010; Zhao et al., 2009) n'ont pas recherché l'expression des
récepteurs nucléaires impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques (CAR, PXR, AhR . .).
Il n'est donc pas possible de savoir si les différents acteurs impliqués dans l'induction de

l'activité CYP450 a I'état physiologique in vivo sont effectivement présents dans ces Hep-ES.

Mise a part les études de métabolisme, Cai et al (Cai et al., 2007) ont démontré que leurs hES-
Hep a J8 et a J18 étaient permissifs a I’infection par les virus pseudotype VIH-VHC
(incorporation de glycoprotéines de VHC dans des particules nucléaires dérivés du VIH). Les
taux d’infection étaient comparables aux Huh-7 (lignée cellulaire dérivée de hépatome), et
I’infection pouvait étre neutralisée par I’anticorps anti-CD81. Au vu de la permissivité des
hES en cours de différentiation intermédiaire (J8), les auteurs ont suggéré que les progéniteurs

hépatiques pourraient étre des cibles du VHC in vivo.

Au total, la capacité des hES-Hep de sécréter des protéines hépatocytaires et de métaboliser
des cytochromes P450 n’est plus a démontrer, mais le peu d’études comparant ces activités
aux HHCP montrent que les hES-Hep n’ont pas encore atteint le niveau d’activité de
synthése protéique et de métabolisation des hépatocytes matures. Les résultats de Duan et al
(Duan et al.,, 2010) concernant I’activit¢ des cytochromes sont prometteurs mais leur
reproductibilité reste a €tre démontrée. Les hES-Hep pourraient éventuellement avoir des
applications dans 1’étude de substances antivirales, mais seule une équipe a I’heure actuelle

(Cai et al., 2007) a réussi a infecter des hES-Hep par des virus pseudotype VIH-VHC in vitro.

h) Fonctionnalité in vivo

Les hES-Hep sont capables de s’implanter dans le foie aprés injection dans la rate, le
parenchyme hépatique ou la veine porte chez des souris immunodéprimées (NOD (non obese
diabetic)-SCID ou Alb-uPA (albumin-urokinase-type plasminogen activator)) ayant eu un
traitement induisant une insuffisance hépatocellulaire (CCl4 (Agarwal et al., 2008; Cai et al.,
2007; Payne et al., 2011), hépatectomie partielle (Basma et al., 2009), sans (Duan et al., 2007,
Hay et al., 2008a; Payne et al., 2011) ou avec inhibition de la prolifération des hépatocytes
natifs (rétrorsine (Agarwal et al.,, 2008; Basma et al., 2009), expression forcée du gene
urokinase (Basma et al., 2009; Touboul et al., 2010)). Ceci a été¢ démontré par des études

utilisant des cellules marquées a la luciférase (Basma et al., 2009; Duan et al., 2007), mais
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¢galement par des marquages immunocytochimiques apres dissection des foies de souris
transplantées, qui mettent en évidence des cellules exprimant des marqueurs humains (AAT
(Agarwal et al., 2008; Cai et al., 2007; Duan et al., 2007; Touboul et al., 2010)), albumine
(Duan et al., 2007; Hay et al., 2008a; Touboul et al., 2010), CK 18 (Basma et al., 2009),
transferrine, CYP1B1 (Duan et al., 2007)), jusqu’a 2 mois post-transplantation ((Cai et al.,
2007)). La sécrétion de protéines humaines a des taux faibles a également été détectée dans le
serum des souris tranplantées, comme 1’albumine ((Basma et al., 2009; Duan et al., 2007; Hay
et al., 2008a; Payne et al., 2011; Touboul et al., 2010)) ou ’AAT (Touboul et al., 2010)).
Basma et al (Basma et al., 2009) ont démontré la fonctionnalit¢ des hES-Hep apres
transplantation dans 3 mode¢les animaux différents d’insuffisance hépatique (souris NOD-
SCID ayant subi une hépatectomie partielle et traitement par rétrorsine, souris uPA-SCID, rat
Nagase analbuminique). A 75 jours post-transplantation, les taux d’albumine et d’AAT dans
le sérum des souris transplantés par des hES-Hep étaient de 1000-2000 ng/ml, alors les taux
d’albumine sé€rique chez les animaux controles transplantés avec des HHCP variaient de 1000
ng/ml a plus de 1 mg/ml. Cependant, les taux d’intégration rapportés sont généralement tres
faibles (<1% pour Agarwal et al (Agarwal et al., 2008), survie estimée a 0,05% pour Cai et al
(Cai et al., 2007)) et la capacité de prolifération de ces cellules au sein du parenchyme
hépatique reste inconnue. Deux équipes ont rapporté I’apparition de tératomes (Basma et al.,
2009) ou de tumeurs (adénocarcinome du péritoine chez le rat (Basma et al., 2009), tumeurs
myxoides (Payne et al., 2011)) dans les semaines suivant la transplantation des hES-Hep,
conséquence de la pluripotentialité et 1’état insuffisamment différencié des cellules. 11 faut
noter que les hES-Hep transplantées par Payne et al (Payne et al., 2011) ont subie un
protocole de différenciation relativement court avant transplantation (10 jours), alors que
Basma et al (Basma et al., 2009) ne retrouvent plus de tératomes si les hES-Hep transplantées
sont triées par le marqueur membranaire ASPGR avant transplantation. L’amélioration des
résultats apres tri cellulaire et aprés une période de différenciation prolongée a été confirmée
par Touboul et al (Touboul et al., 2010), qui rapportent une absence de tératomes apres
injection de hES-Hep différenciées pendant 21 jours et triées apres transfection par un
lentivirus exprimant GFP sous le contréle du promoteur Apo-All. Ces études démontrent la
faisabilité de la transplantation cellulaire in vivo des hES-Hep, mais ces techniques sont
limitées par le faible rendement et le risque d’apparition de tumeurs. L’étude de la
fonctionnalité¢ des hES-Hep transplantées étant assez limitée, il est difficile de savoir si

I’environnement in vivo des cellules a participé a la poursuite de la maturation.
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Au total, sous l’effet de facteurs de croissance, de facteurs solubles et d’un
microenvironnement reproduisant certains éléments de la matrice extra-cellulaire, les hES
sont capables de se différencier vers un phénotype hépatocytaire. Les €tudes récentes ont
permis de comparer le niveau d’expression de marqueurs hépatocytaires et la fonctionnalité
des cellules obtenues avec les hépatocytes adultes de fagon plus précise. Il en ressort que ces
hES-Hep ne sont pas encore I’équivalent d’hépatocytes adultes, mais plutot a un stade
immature équivalent d’un hépatocyte foetal. On note également une variabilité du phénotype
obtenu en fin de maturation selon les auteurs, qui pourrait tre liée aux conditions de culture
mais également a la lignée hES utilisée, ce qui est suggéré par certaines études qui ont trouvé
des différences d’expression de CYP450 (Ek et al., 2007) ou d’activité GST (Soderdahl et al.,
2007) entre des hES-Hep issues de lignées différentes. Peu de données existent quant a la
possibilité de maintenir des cultures de hES-Hep a long terme, mais il semblerait que ces
cellules ont tendance a perdre leur phénotype hépatique si la durée de culture est prolongée,
tout comme les HHCP (Hay et al., 2007). Les études a I’avenir doivent se tourner vers
I’optimisation du rendement des protocoles de différenciation ainsi que 1’amélioration des

dernieres étapes de la maturation.

88



9)| ainmded ‘d4v,p

d9o ‘1vL
‘0L “YLL ‘1VV ‘JE4INH

INU 00T X2Q ‘Sl
‘|w/3UQT INSO :0Z-STf

"dg e poddey ‘qle,p ‘@94n,p uononpo.d ‘d4V ‘TVLdAD ‘6TMD |w/3uU0Z 49H :0Z-CTr acd ag 9002
Jed Q€ U3 UOIIBIDUBIRHIP 3UN3)|IBIAI ‘9u9800A|3 38e3003S  ‘6)D ‘BTHD ‘dIV ¥Id-LY |W/8U00T T4D4 :ZT-6f 2u38e||0d3INYNdSp 3D puenleyeg
|w/3u00S
anbeluowwe no Q0T (49H ap 21I9p
‘|w/8u 00T 29Ae,nb 4OHP op ‘aujedopl| uonesijogeldw 8TYD ‘ddV ‘dle ‘2vX04 JueleA) 4OHpP : ZT-Sf
|w/8u 0OS I9AE S181NSDU SINJ||IBIA ‘ 9ud802A|3 a3ey2015 ‘/TXOS : ¥4dd-14b sanol 1 |w/8uQg |ulAnDe: §-Of [93L1eN 900 UaYyd
‘wnipos
ap a1e4Ang 39 7494 e podded TYOdSY ‘gle ‘8THD :am
Jed 494 19 49H J3Ae 32 ‘a41e|N||9d TANH ‘8TYD 221
-BJ1X9 92111eW ap Iduasqe |exqJeqouayd YVE ‘99¢
NO dululWe| | ‘BUII3UOII B Jed 3|q13ONpul 0S7dAD VT ‘TVIdAD ‘THDCSY wnJas sues
e 1odde. Jed [93111eW 12 BUSe||0d 21AdEe Q7 a4nided ‘8TYD ‘d4V ‘gle ‘TANH NSO T2r-Lr3p T 2dAy ap 5002
J9AE UOI1BIDURIDHIP IN3|[IBIN ‘gje ‘994n,p uoIPNPOId  ‘PYLIVD ‘gEANH : 4Dd-1Y sinof Tz ‘4DH ‘p494 : Te-£r  duade|jod sind £1-0r 3D zemyds
aulwngile
Jnajowoud
22uanbas
J9AE JuUuOoIsSny jw/8u 0Z49H ‘jw/3u
(sprwse|d) 06 vdINg ‘|w/3ug saynpe sa1Adoleday
"d499 84 ‘Hody ‘gody saulewss d499 7494 Jw/3uQ0T T494 Jed uuoipuod N3N
-9V S3|N||92 S| UNpUl T4D4 NS ‘Pvody ‘d4V : ¥dd-1Y ¢ sind sunof oz uonoajysuel) :0€-02f 02-0r3D> 00z uone]
INUOOT
xaQ ‘aulnsul ‘Jw/3uQt
INSO ‘IAMT ‘@nbrounsau
aploe ‘|w/3uQQT 7494
12 T494 ‘|w/3u 00T
994N ‘(dDHH gle :am 493 ‘|w/3uE0T 49N
'sUNos ap S9P IN[32 3P %T 2P 24pJO,| qle: 4| ‘|w/8u0Z 49H : €¥-9r 002
39 saulewny S3 ap uolieRUAIRHI 9P NeadAlU) g|e uodNpPo.d Lvv ‘gle:¥dd-1yb  sunof gy e nbsnp 30:9-0r T 9ud8e||024ns 37 Iyseyediys
|w/3u G 49H ‘eN
‘aullewosyd ap aeJAing : 6T-STr [EEIIEN]
B| JUelIpOW SIN3)0ey ‘OSINQ 39 31913NPUI 0SdAD dHAIOE %T OSINQ ‘INW G eN wnJes %0z €00C
wnipos ap a1e4Aing ap uoiiesi|iin ‘9u9800A|3 a8ex2035 8TD ‘8D “LvV ‘qe sanof 6T 9p ajeshing ‘301 GT-Of ¥-0r1d epeyquey
UoNEeIPUIIIHIP
ap sunof YSON%0T ‘Sr ap
d4dV ‘LvV ‘(uswanbiun 0T JUOp ainy|nd |w/3u0Z 49H JiJed e ayodnodouow 0002
49N) gle :4dd-1Y 9p sanof GT ‘|w/3U00T 49N :ST-Sr sind ‘Sr-0r 30 J3uIpnyds
OAIA ainynd
ul Juonenuaiapip saJine 19
mw:—uhmEmm S1sol 9}ljeuuolpuo4 mv_sm:—uhm_)_ 9p 93inQg _._u\u:me_Om_ 2JuessioJd ap sinajde4 24n}jndJ ap suoiipuo) 9JU3.9j9Yy




06

“uoneUSIIHIP

e| ap ul} e| saide sunof
/ e G adAjouayd ung|
npJad juo sa|n||92 sa7
"anbijogelw 1ARde, |

dJOHH Sap 3][32 9p
%00T-0S 3p 94p40 |
op ‘asesaysuely
auoIy1eIN|S PUANDY

aupidweyn
Jed (su049101591

T-Td1SS

‘T-TINLSO ‘T-TVLSO : M
1S9 ‘dav41 ‘8TD

‘ddv ‘zexod ‘qle ‘Lyv : 32|

apize|uos|
‘d]ozeadwio ‘xaQq ‘
|eygieqousydAxosap
‘aupidweyls anoles
:7C-819p Jied v
|w/8ufy

sinol og e 8T ¢494 - 0€ & 8T1-0r

wnJgs
sues naljiw ‘snos
ap saise|qoqly

ap Japaay INs 3N} ND  LOOZ IYepIapes

ap auiduo,| e J1os uonesijoqeiduu) |w/8uoT
LVEdAD anb ayj1qissod YVEdAD INSO ‘|w/3uQT
e| a4n|axa sed inad 91AII0E P UOIIdNPUI aulIYyped 49H : ¥2-02r
SU UQ "uonenuaJaiip ‘d4v.p 1@ dulwngle,p -3 4OW-d ‘LX0S ‘LTXOS :aM |w/3uoT
9JN3[|IW dun 1U3SINpuU| uoiponposd  TJedaH ‘gle “Oy4ANH ‘d4V :dI a4n3|nd No G‘Z 49H : 0Z-TTf
4DH, P Suol1e1uaduod ‘D)| ainided ‘0dg93/2 ‘Ol ‘qle ‘Lvv 9p aulewss aun OSIAG : TT-¥r Japas)
sa1lo04 sn|d a@ ‘9uR500A3 2330015 “DFANH Y11 ‘d4V :¥dd-14 sind ‘sunof yz-€¢ 7494 : €-0f  sues S3y sap aJnin) £00Z AeH
99¢dAD uonen3al
-dn juesyuow 8re qle daH-S3y sap %0L
"DHA 3133 HIA 3| JLsaide  |eygJeqousyd dane LYV ‘8TYD ‘8D
Jed uoiodyul,| e daH-S3Y slow ¢ 1vv.p Aesse qO¥d ‘ JHA ‘qIV ‘d4V ‘Tvx04 ‘LTXOS I INUQOT Xaq ‘|w/3uQT
S9p 9UAISSIWIRd aun uoissaidxa,|  ‘HIA Jed uonoayul,| e gje :ydd-1y4b NSO :8T-€Tr
1ueJUOWp 3j0d030.4d 9p uoI13R1p  S9|qissiwaad daH-s3y PVEAAD |w/3upz zdIng
[N3s 7 "paauowdp |7 Jed salles 141 ‘921 24nided ‘947dAD “TVLdAD ‘1V1 ‘|w/3U0E ¥494 : 8-€r
919 B 454 19 dING @lDs sunos ap  ‘aujwing|e uondnpo.d ‘0L Y2d3d PYANH ‘d9D |w/3up0T
J312055.,p 9}ISS909U e 9ledejsuep)]  ‘9ua80dA|3 9830015 ‘YTD ‘8D ‘qle ‘d4V :¥Id-1d sinol gt aulAoe @ g-0f wnJgs sues £00¢ 18D
ouqey (aua
|Ayrouon|jesiaifjod)
auledopl| 341d
19 anbejuowwe USAOM UOU P3}BOD
uonesijogeipw INUQOT X3Q ‘¥ T-TTI (Nvd)
dg ua ainynd aun ‘994np ‘auiwngie,p %T OSINQ ‘|w/3uQ0T aueyiaJn-oujwe
19wJad Nyd 9p HMaANOD uonpoud 4OHP :TT-€r -Ajod uns ainyna sind 9002
341d sueiqwiaw e ‘aua800A|3 a8ex0015 qle :¥4Jd-1y4 sinol T |w/3u00T 2494 :€-0f S-0f 3D  Z944313nH-030S
ainynd
Juonenuaiayip 14}  S3Jine }d 3JUess|old
sanbieway OAIA U] S3S9] 9)ljeuuonduo4 sinanbuelp| 9p @inQ /i1uawd|os| 9p SiNd12e4 3IN} NI P SUOINPUO) ERIEIETEN]




16

SQUIBWSS €
€ 910§ 9| suep daH (,d49
-S3y 9p 2ouasvud CVTdAD daH-S3Yy sep %Z‘TT)
‘71 1sod saulewsas 91AIOE, | 1VV Jnajowoud
€ B T WnJgs suep 9p uondnpul YVLVO ‘v 12 ¢dING ‘g-0d93D np 9|943u0d
9910919p dujewny ‘auiwngle,p “PANH ‘gEINH ‘d9D ‘TVT SNos d49 uewndxs
aulwngqgle uononpoud ‘PVE ‘TAC '992dAD :¥2d-1Y 94N3Nd 9p SNJIARUB|
*S1INOS e[ Zayd uononpoud ‘D) a4nided 1V1 ‘@uiusysuesy  sunofl gg e,nbsn( unJed $T-0Tr
daH-S3Yy s3] 9jue|dsuesy ‘vIr e s adoN ‘9ud800A|3 ‘(dDHH %S.‘62) ale ‘(dDHH ‘UOIIBIDURIDHIP B S9UNpUBJ] S3|N||9D INUQOT auade||j0d
jueAe apni9 aJaiwald SIINOS ZaYd D1 938ey018 %S2'0S) LVV : ¥4dd-1yb 9p sunol gz U3 JUBWIASSIYDIIUT auoseylpwexaqg Jns anynd ‘3o £00Z ueng
S11 19 INUQOT x=d
494 ‘lwi/8u 0T INSO ‘|w/8u
9p 19449,| onb 1uepodwi 0T 49H sind ‘Jw/3uQT
sn|d 1s3 UoneIUBIIHIP vdINg ‘w/3uQT Z494
e| ns ydINg ap Jiasod ‘|w/3uQT T494 ap
19}49,| ‘UOIIBIDURIDIIP )| aJnyded qe:di SUOI1BIJ0SSE S9SIDAIP
e|Jnod 7494 19 T494 ‘aua800A|3 1V1 ‘d9D S9p J9AE 24N3|ND aune|8
9J1UD 22U3JDHIP 3p Sed 28ey001s ‘JEINH ‘d4V ‘qle : ¥od-1Yd sinof8T e e ‘sunof g Juepuad  Jns aunynd ‘3o £L00Z hoyz
9jeulde p
S9|llq
294n,p EIVMLEIEN sap suep
19 aulwng|e,p -3 ‘ulayped-3 ‘g€ 19 S9N||92 Sap
‘aulyped-3,| BIA S3Y uoinpoud 97 S2UIXauuo) ‘/ sulayped uolne|nsdeaua
SOpP UOIEIUSIDHIP | ‘auagooA|3 ‘8TMD ‘TVLdAD ‘0S¥dAD Jed £00¢
92uanyjju uoiedaude, ] op 23ex001s XNaJgqwou : NV & @dnd sinol €z ag a4nyn) ainSe
7odsH
19 dJHH 29Ae uosiesedwo)
L/¥VE ‘TIT ‘90T
‘807 ‘99T ‘9VZ ‘TVTdAD : AM wnugs
VTIHAY ‘TVZdAD sues naljiw
¥VEJAD NO ‘Jody ‘d99 ‘qle ‘sdg3/d ‘slinos ap
VTdAD 93AIRdE P ‘9P‘€'TANH “UXYH “YXd saisejqoiqly
uola19p Yy ‘sinanodsuely ‘ s on |w/3uty 9p Jopasy
apsed  ‘0SG¥dAD Xnaiquiou : ¥dd-1yb sinof og e 8T ¢494 : 0€ & 8T[-0f Ans ainijn)y £00Z %3
24Ny nd
Juonenualap S9JINE 13 dIUESS|04D ainynd
sanbieway OAIA U] S1S9] 9}ijeuuoiduo4 sinanbuelp ?p 934ng 111/3uswajos| 9p sind1de4 3P SuolUpuo) ERIEIETEN]




6

“(eAwnd
9141 e| ap a8essed
uol1eJ9|90e)

SIINOS S3P WNJDS 3
suep aujewny qje
u01329319p 91 1sod

dOHH S9p 3|93 3p
%v¢ ‘(Aesse goy3)
CVTdAD 9HAIE
‘aulqoj3oidey

INTIOT Suosi0204pAy
‘aulinsul ‘lw/3uQg

UM BpIayd,|  sunol ¢ aled gl suep ‘qleaud AinAyoeug ‘(eglupn 2ane INSO ‘|w/3uQT 49H : 6T-CTT
SNOS 99499208 daH-S3Y U0IIRIPP ‘auioauolqly LTr & d3H-S3Y S3p %06) dle 4l %T OSINQ : ¢T-Sf ZT-01f
UOI1BIDUIDHIP ‘anbiug|ds-eJjul ‘auadouniquy JEANH ‘LTXO0S ‘AinAyoeug : yodb |w/3upQT  e,nbsnl wniss
SERIVEIVETVEY uonafut ‘gIds ‘qle ‘d4v ¥100 ‘TVL ‘YVEdAD ‘Jody BUIAIIE ‘|W/BUQS BEWUA NO sues nalIA
JN3||IBIA  QON sHNOsS zayd | ‘@4n uolpnpoid ‘Ol ‘LVL Dy4ANH ‘d4V ‘dle :¥dd-1¥ sinol 81 wnipos ap arelAing :ge €-0f [9811e N eg800¢ AeH
%1>3|qle} ddv
uoneJsauLp xney ‘PYLVD ‘T¥X0d ‘LTXO0S ‘7100 :dM
‘3104 3] suep day (%L'78)
-S3Y 3p uonIRIP LWV ‘(%L£°28) dd4V ‘(doH-S3Y sap INUQOT X2 ‘|w/3uQT
D1 3sod saujewss sulwnqiep %P'£9) dIe ‘92ad O¥4ANH ‘LX0S INSO ‘49H ‘v494 :0¢-TTf
¥ € ‘p[DD Jed uondnpoud ‘D) ‘PVLVD T¥X04 ‘LTXOS ‘7100 I |w/8uoT
S991/eJ3 @IDS-AON  24n3ded ‘Suas0odA|3 79daH 29Ae uosiesedwo) T/ 49H ‘|w/3UQT ¥494 : TT-Gf Grap JnJed 800¢
SHNOS S9p zayd )1 93ex201s ‘PYEAD LYV ‘qIV ‘d4V :4Dd-1¥ sinof oz |w/3uUQQT V dulAde : G-0f e T dudde||0) lemiesy
(9azdAd) 44 39 dDHH 29Ae uosiesedwo)
|ojeaning (622dAD) PyINH ‘Tv¥x0d
apiweingjoy  ‘AdnAyoeug ‘TieddaH ‘6THD ‘8TND
‘(FVEDAD) ‘d4V ‘(daH-S3Y sap %0£) qle :22I
we|jozepiw 9a ‘VEAAD adAjouayd
uollesijogelaw ‘auliayped-3 1Bw-d ‘|yy ‘qe np aAissaJdoud
‘dAIwiLd 3L ‘aulingoj3osoewzo ‘d4V “OYANH ‘2vx0o4d ‘v1D0 :aM 9y1ad sind INTIOT Suosij0204pAy
€| 9p 19 jiulysp ‘aundauouqy UXd ‘6TIT ‘60T ‘uonenuaIIYIp ‘aul|nsul ‘jwi/3uoz
awlIspopua | ‘auagouliqy ‘IVE ‘PVEDAD 6T'8T LND ‘Jody sa.ude INSO ‘|W/8UQT 49H : 6T-CTl
ap sunanbuew uonnpold  “Y4vyd ‘OL ‘Y11 ‘LVL ‘qIV ‘d4V ‘9-0p sanol g ainynd %T OSING : ¢T-S1 wnJas
sap Juepuadap ‘9ud800A18  -gT-DT4NH ‘PHIXD ‘TVX04 ‘L TXOS ua uanuiew |w/3uQQT BUlIAIIdE ‘WNIPOS sues nal|iAl
sdwaj apni3 23ey2015 ‘289 ‘AunAyoeag ‘v100 :¥Id-1Y ‘sanol 0Z-6T ap 91eshing :ge ¢-or [EEBEI] qg800¢ AeH
SLI ‘|w/8uQT INSO
‘INUQOT X2Q ‘4DH :€€-6T(
TleddaH (%6°LT) 494 ‘|w/3u0Z 49H :6T-CT(
994N ‘d4v ‘gie,p  qle (daH-S3Y SIp %L‘Sy) 8TND | |w/3uQT 494
uolaJaas ‘)| “1a1 TVLdAD ‘d9D ‘LV1 ‘Ol ‘qle ‘LvV ‘|w/3uU00T T494 2T &f wnJs
2Jn1ded ‘aua80dA|3 ‘gody ‘d4V ‘YLL ‘STID ‘8D ‘61D |w/3upQT uISSoN sues nal|lAl 8002
28e3)201S  ‘g-0d93D ‘grANH ‘JEINH ‘¥Id-1Y sinof gz ‘|w/8uoy 7494 : S-0f [9813eIN  puenseyeg
ainynd
Juonenuaiayip u/ saJine 2inynd
sanbieway OAIA U] S1S9] 9}jeuuopuoy sananbuep 9p 32ing  udwWa|OS| 19 3JUESS|04 9P S4N3e4  BP SUORIPUO) ERTEYEIEN]




€6

¢494
1919429S unod
INUQOT S99109js5uUeJ]
xaQ ‘|w/3uQT INSO S9|e10)
‘|w/8U0Z 49H : 9T-0Tr saulewny
9JN3|N2-02 : OT-Gf S9|ewWo04}S
qe ddVv ‘qle ZTX0s I |w/3u00T S9|N|[32 29ne
uoinpoud ‘9)| aunided TATdAD ‘ST duIAIde : G-7f 9Jn3}|N2-02 sind
‘auag00A|3 a8eyj001S ‘gle ‘2494 ‘d4V ‘LTXO0S ‘4dd-14 1D :z-0r z-orid 600¢ 12d
LD ‘LYY ‘Tvxod
‘qle ‘duldyped-N DFANH ‘d4V : I INUQOT X=q slnos
"a41el|iq (Aesse 0¥yd) 3|q13npul OONVN ‘v-€120 ‘LMD sinof 00T (senmsod  ‘{w/3uQT INSO :8T-ETf  dp suoAiquia p
adAjougyd un sian 0St7dAD 9HAIOE ‘NJd3d ‘LVE ‘992dAD ‘LVL LYV e,nbsnfain3nd s9|N|22 |w/3u0Z ZdINg XNewoJis
JUSWI|eSY UOIIBIDUIDHIP ‘)| “1@17 a4nided ‘qle ‘8TMD ‘8)D ‘d4V : ¥dd-1¥ ua uanulew S3p %19) ‘|w/3uU0€ 7494 : 8-€f S19pasy
‘Qr e sunapyuadoud ap ‘auiwngje uononpoud aulypes-N ‘0dg93/d ‘uollelouaJIIp  gr e aulidyped Sl ‘|w/3uQoT J9AE 31Nn}1|N2-02
uolzejndod aun p Jined y ‘9u9800A|3 98e32015 ‘OF4ANH ‘qle ‘ddV : ¥Dd-14b 9p sunol 8T -N Jed g uIAde @ €-0f ‘rap Jied y 600Z oeyz
44 3@ dDHH 29Ae uosiesedwo)
TVL ‘VEdAD ‘qle
‘0zr e doH-S3Y s9p %08 ddV : 4l
auUIRYPEI-3 ‘PYIXD : 4D NSO
11909V ‘YVI0D1S ‘TVILON ‘INTT xaQ ‘Jw/8uQT SHNOS ap
(Aesse yyedAD 0[9 ‘TVZlS ‘€TVE ‘TTVE ‘019C 49H : OTf dp Jined y solydauosaw
-0S¥d) ¥VEJAD 9UAIOE ‘“TVLAAD ‘6D “LND “(dOHH sap 7494 ‘ot 9P S99ALIDP
‘994np anduo| aun ‘aujwinge uoionpoud 9192, 0T uo|ssaldxa,p neaaju) 200¥62AT ‘|w/3uQz S3|N||92 Sap 8002
Jns daH-s3y sap a4nyn) ‘aua800A|3 a3exd015 qgle ‘d4V ‘Yys ‘d4dv : ¥4dd-1yb sinol 09 W SUIAIOB : -0f  J9AE 34N}|Nd-0D pjedys
113 saude
'sunof g yuepuad 4oH sind 24n3N2 ap
sianol {7 yuepuad aulAoe sed siew ‘d4y aujulwe|
J9AB S1B1|NSJ SINJ||IBIA Jnajowoud INTIQT @nbrounau no |a8u1eN
‘UOIIRIDUDIDHIP B| np 9]0J41u0d aploe ‘jw/3uQg ‘auade||0d
aqlyul anbrounad spioe,] dJHH 29Ae uosiesedwo) 9| SNos d49 ¥494 ‘|w/8uQz ans aJnynd
‘|98113|Al IS 34N} N gle ‘@uuayped-3 ‘d4v ‘LTXOS I Juewdxa ¥dINg ‘|w/3u0Z 49H 1 9poypw 7
24N3||IaW ‘Duiulwe| ns AinAyoeag JN3323A UN ‘lw/3upQT aulAlde,p  sunof z sune|s
9JN1|NJ 9p SJO| 341e|N||2d ‘q1e ‘pPVLVD 2SO ‘Ol ‘1VL Jed s3y sap SuoS|eulqwod  Jns ainyna sind
Juswiaydelie p aduasqy ‘d4V ‘OONVN ‘v-€100 : ¥dd-1¥ sinol 1 uononpued | SejuaJayid 3D :spoypw T 800¢ ysi
ainynd
OAIA Juonenuaiayip S9JINE 13 3JUess|od ainynd
sanbieway  ulsisal 9}ijeuuoiduo4 sinanbuielp| ap aaing  141/3udwWwa|os| 9p sinarde4 9p suonipuo) ERIEIETEN]




79daH/dDHH J9Ae uosiesedwo)
VEJAD

(VEdAD)  ‘TdLVO ‘TdYIN ‘LvV ‘ddV ‘gle :am anbigJoose
wejozepiw (3zdAD) ge-0p-OTINH ‘TdaV4 ‘WvId] 9pIoe ‘BU0s(110204pAY ‘S|
seusydojip ‘¥SAD ‘6T-8T-8)D ‘d4V ‘LvV DI ‘193 ‘|w/8uQz 49H ‘|w/8uQT
‘(VTdAD) 8TYD ‘TdYIN ‘VEDAD ‘VTdAD INSO ‘INUQOT %@ :St-8Tf wnugs
aungoeusyd ‘6D ‘NVId3 LTXOS ‘LX0S : dI ¥/2/T494 ‘|W/8UQ0T vdING  sues naljiw
uonesijogeldw ‘ge dav41 ‘PVEDAD ‘TVTdAD no |w/3u0s ZdING © LT-97 ‘s1nos ap
‘a94n uononpoud ‘OY4NH ‘(dDHH ap uoissaidxa,| |w/3upg  sa1se|qouql)
‘D)| aJnided sio} #oi qle ‘d4v ‘Lvv egIuM no |w/3upy 2494 9p Jopasy 0102
‘9U9800A|13 28ex)2031S  ‘YYIXD ‘LTXOS ‘gEANH : ¥dd-Lyb sinol g e 8T ‘|w/8UQOT V BUIAIDE 1 G-Of NS dJnyn) ugjoig
‘9pels 9J e egIUM SlNos
9p 1noleJ Is 1943, p 8TMD ‘(,q1e |w/8u00T 9p sal
sed ‘uonenuaJPYIp (Aesse a0¥3) VIdAD daH-S3Y %8¢/ ‘8zre) ge 4D BEIUM ‘X3Q ‘|w/3uQT  leuuohiquid
e| aJ01]pWe pf 9}AI3OE ‘Bujwinge,p ddv I INSO ‘|w/SUQZ49H : ¥T-¥I  S9ise|qo.qy
-0f p aulAlde Jed uonpoud d4V ‘qle ‘sTD |w/3up0T BEIUM NO/13 9p SIspasy 6002
Juswa}lesiud 97 ‘D) ainde)  ‘PANH ‘YLL ‘1VV ‘2VX04 :¥Dd-14b sinol gz |w/3uQS V aulAnde : §-0r ans aunyn) 9400\l
lw/3upg
493A ‘Jw/3u0T INSO: 6-97 (OdIN
sgJuow 24n1nd ap |w/3upz anbe|d)
uou sieynsaJ siew qe ‘Il ‘d9o  saulewas g sind dINg ‘|W/3uUQZ 4DH : 9-€f  anbnayluAs
‘X3H wawaeds ‘AinAydeuq UoI1BIDUDIDYIP |w/8ugz  [a1491eW NS
92| a4mde) ‘aulIsau ‘zyxo4 : ¥dd-1y dp sinof g 7494 ‘|w/3usz 1494 : €-0r SAIIND 3D 600T 1eses
(eseapyp10n))
910} 9| suep
"1ed 9| daH-S3Y uo1o219p
zayod auloiuad np D1 1s0d was
awouldiedouspe € e ‘QT[ B SlNosS
siew D] 1s0d SlIN0OS  S9P WINJUYS suep |y (suou1501591 dJHH 29Ae uosiesedwo)
€| zayd sinawn} 19 g|e,p uononpoud uolesijogelaw) |IA An312e) :gM (uone
ap sed ‘ Yo dsv uonJa19p VEJAD ddv ‘(deH 1DUBIRHIP
daH-s3y sop ‘auIsJ0419 ‘(Aesse @0¥3)  -S3Y S9p %SGS Jed awiidxa) gje 4] saude
113 s24dy "auioyd 19 $9sIW03091eday 3|q13dNpuUl YTdAD ¥OdSY ‘lIA Jna1dey) ‘d4v ,4DdSY
9] 19 91kl | ‘9104 ‘9054 9HAIOE 994N ‘1YY ‘(dDHH sap neaAlu np %0.) ge daH INUQOT XaQ :#T-TTl wnJs
9| suep sawoles] swrdapounwiw ‘1N 4N33084 “(dDOHH  ‘ZTXOS ‘DONVN ‘v-€100 :4dd-1¥ -S3y sap |w/3u00T sues no
ap uoniedde 1e113 ‘Ydn S9P NeaAlu np auljiydo|dAd %9¢-8T) 49H ‘%T OSINQ : TT-Ef  99AB N3I|IA
‘4odsv ded 19 QIDS AON SHNOs  %G/) gje uondnpoud ‘LV1 ‘gle ‘d9D ‘TYDSY 49dSY |w/3u00T 2494 [9813e N 6002
11} 9p douasqe IS op 9jese|suep )]  ‘©ua802A|3 a8exd01s ‘d4dV ‘OONVN ‘©-£100 : ¥HDd-14b sinol T Jed ] ‘lw/8u Q0T V aulAde @ €-0f uou no 39 ewseg
2in}jnd
Juonenuaiapip um/ saline a4nynd ap
mms—.:m:._ww__ OAIA Ul S}S9] 9}ljeuuolpuo4 m._sm:—u._m_\,_ 9p 93inQg juawajos| 19 9JUess|0J) Ip sinalde4 suolyipuo) 9JU3.9j9Yy




ddV ‘LTXOS ‘PHIXD 4D INUOOT X3 ‘|w/3uog aJe|n||d
(aoyd) 8TD ‘qle ‘d4V NSO V494 ‘49H :6T-0T  -BJIXS ddljew
0St7dAD 9HAIOE ‘934N “PYIXD ‘LTXOS ‘¢vXod I |w/3u 0T 454 el juewiw
dg 2depns ‘gle ‘d4v uononpoud gd93D ‘OL ‘TVLdAD ‘d9D ‘|w/8u QT 49H :0T-#f  Jie||lqlyoueU
Ans uonelpusJIp “1a1 ‘921 a4nided “DF4NH ‘gle ‘d4V :¥2d-1Y S1l93Ae wapl y-Tf ag @depns 0T0C
N3 |IBIN ‘aua800A|3 a8ex0015 d4V ‘ZTX0S :¥2d-14b sinol 6T |w/3upQT V auIAlde : T-Of ans ainyjn) yauezie4
(z @seyd) uosiednfuod
‘uorepiuoJnon|s
‘(1 aseyd) TV ‘T
uoneudsolpAysep  -Td1SD ‘29 ‘TVILON ‘90T
‘uoeussixo p ‘60T ‘PVE ‘TVTdAD : M
suoi2eal (37dAD) ¥XT ‘¥dD "YUV “¥Xd INUOOT
deuaydopalp (VEdAD) “dVD ‘TdLVO ‘TdYN - dI XaQ ‘|w/3u0Z 49H ‘v494
wejozepiw (azdAd) (,49dSv daH-s3y ‘|w/3U0S NSO ‘%S0
[oueining‘(vVTdAd)  SOP %09) Y9dSV ‘LVV ‘d4V OSIAQ + Wap! : €2/6T-6f
sungaeusyd  ‘(,qle daH-S3y sap %06) dle |w/3u0T vdINg ‘Jw/3uoz
uonesijogelpw  ‘7yxod ‘LTX0S ‘YHIXD 1 4D sinol 9¢ 49H ‘|w/3uQZ ¥494 : 8r
: Suonuow TVL ‘T3C ‘61-'807 ‘98¢ ‘L e,nbsnfainynd NWS0
uonoeas AN -9V’ TAT ‘TVIdAD :¥dd-1d us uanurew wnipos ap ajesAing
d4v ‘gqle uondnpoud d4V ‘(dOHH S®p %S/ ‘uoieualayIp ‘v BuIAloe : 8/5-7f
‘D) ainide) uolssasdxa) qje : ydd-Lyb ap sunol €z |w/3uQ0T V duIAde : 2-0f T 2ua3e||0) 010Z ueng
(sananbuew
$92 jJuewudxa doH
'Sd! sap -S3Y Sap %GE) dULIBIIUIGD |w/3u
na9spe D1 3sod 101 PPW-d ‘Y9dsy : 4 143 05493 ‘|w/38u 05 49H
UOIIBIOURIDYIP P  S_UlBWSS g B 310 INV2d3 ‘6TND ‘d4V ‘Pr4ANH 9p sed ‘€T[ P ‘|w/8UQ€ ¥494 : 8T-0T(
anbiuyoal swaw suep daH-53y ‘7120 ‘PHIXD ‘Dulayped-N d49 uoissaidxe AT Z¥STEVES
e *(ZySTEYAS) douasald D1 ‘PYLVD ‘TvX0d ‘LTXOS : dI ‘lIvody ‘INMT 0 anbjouia. apioe
|epou/sulaioe 150d saulewsas 44/ dDHH uosiesedwod ‘Tv/ Jnajowoud np ‘lw/3uQs 0T494 :0T-8r
Jnaxdadau g juepuad ‘IVEAD ‘X] 4n3a1dey ‘|yody 9]0J1U02 3 SNOS |w/3uQS 0T494 :8-Gf SEJNEIN
np JnNaqiyul  SNOS SaP WNJDS LYEdAD ‘IV1 ‘OL ‘LVV ‘qle ‘d4v d49ewndxa  AMT Z00V6TAT ‘|W/8U0T 9p wnJgs no
un,p 13 (Z00¥62ZA1) suep 1yv 19 91IAI10E ‘Buiwing|e 09d3D ‘9-OY4NH : Id-14 JN3103A UN J9AE 7494 ‘|w/3uT vdINg aundauoIqLy
aseunield qgje,p uonaAIP uoinpoud LTXOS ‘LXOS ‘TX0S SIIDUIDHPIPUL  |w/BUQQT SUIAIRE : G-Zf ap
ap Jnauqiyul ‘vdn sunos ‘D) “1q7 24n1ded 2SO ‘TIXIN ‘AdnAyoeug S3y |w/8uzT Z494 $9119AN0J3. 010C
un,p uonesijin 9p 9104 suep J| ‘aua800A|3 a8ex0015 ‘DONVN V100 : ¥dd-14b sinol Tz  Sap uononpued]| ‘lw/8uQT |ulAnde : Z-0r sanbe|d ung |nognoy
ainynd
JuonenuaJayip saline ainynd
sanbJeway OAIA Ul S3S3] 9)jeuuoiduoy sinanbue ap aaing 141 /JUSWIBIOS| 13 DIUESSIOLD B SINBIEJ AP SUOIIPUO) ERIEIETEN|




96

91qRANpUl YYEJAD

T8-T-vdl

‘09-T-VY1 ‘€V3SS ‘TX0S V100 4l
dJHH uosiesedwo)

‘T3T ‘SVE ‘LVE YVEDAD ‘TSOONH

91IA112e P Sed g|e uononpoud “NDd3d ‘LYY ‘@urajsuesy ‘(dJHH wnJiss
‘@ouessiold \OU_ w‘_suamu anb 2Jpulow s10j 000T co_mww._axwv sues nal|lN
9p sinayoey ‘au802A3 gle ‘Y11 ‘ddV ‘Or4ANH “dvdd ‘0uXY Sl 1 adAy 1102
ap uonesl|in,p sed 28e3201S ‘YYD VTINH 0d93D ‘TVX0H :¥dd-14b sanol oz e 0T INUGZ X3Q  9p dp dude||0) 9|nwez
'q
a1ieday,| ap snUIA gle ‘d4v ‘8T)D ‘6TMD ‘LMD
3| Jed uonodjul,| ‘LTX0S ‘TX0S ‘AMnAydeig ‘7120 : 4l
e saAIssiwIad 49H ‘OL ‘LVL ‘TVL ‘PVEDAD ‘LVV
AUE]IAERET ][] “O4NH ‘gle ‘6T-8T-8)D ‘d4V : 4dd-1Y
S3] ‘UOIIBIDUIDYIP 49H PYEdAD LYV ‘OFANH S3Y ap saALIP
sa1dy -a3uls ap g|e uoonpoud ‘OL “LVL ‘TVLdAD “qle ‘6T-8T-8)D sanbiise|qoaqy
S3 9p d9Ae sijeal ‘auagooA|3 ‘ddV ‘PHIXD ‘PVLVO ‘LTXOS ‘TIXIN s3|n|[92 0102
9|02030.4d WA 93ex2015 ‘AanAyoeag ‘OONVYN ‘Y100 : ¥dd-14b SQulewsas T¢ J9AE 91N1|N2-0) Sueny
S1INoS
9p 9104
9| suep aulwnge :4)
daH-s3y qle ‘d4v O¥4NH saJleuuoAiquia
uo1I3313p 99.n ‘TvX04 ‘L TXO0S ‘YV1VD ‘Y120 ‘4l |w/3U0Z INSO : 0Z-STr suunw
JLisod /f ‘gle uoonpoud sanbyadsozeday |w/3uUQZ 49H : ST-OTf sise|qoquy
'Sdl sop e ‘suunos ‘1Q1 ‘©)) 24nided saua3 O ap |aued :NQV € 9ond |w/8upz  Jed suuonpuod
J9AE 51|EeRd 919 B ap aloj  ‘sapidi| ‘@uUaB00A|3 S2JINe 19 SIS ‘S19N “TVL ‘L-S-¥VE 7dINg ‘|W/3UQT 2494 : 0T-Sf wnJs sues 0102
3j020304d BWW 37 3| suep DL a8exd0315 ‘907 ‘6-80T ‘99T ‘TVTJAD : 4dd-14b sanof 0z |w/3UQOT V UINIBR 1 G-0f  Naljiw ‘|9313e N gahel-is
aseJgjsuesy 24n1nd
"1ed 3p SOdVIN -G auolyiein|3 9p 99.np e| 91n03 Juepuad
S9p J9Ae 9si|ead ‘(Aesse 0|3 |w/8wg‘z aulnsul 19 AT xag
9|02030.4d SWIIA 0Std) @|912npul 44 18 dDHH 29Ae uosiesedw o) |w/3uQOT 88¢C
‘|ley=oy 0StdAD MAIROR LXO0S ‘TIXIN -auness|||o4 ‘{w/3u0z 49H :0Z-71f
aJieyhooreday ‘(dDHH sap xnad ‘8T)D “NDd3d ‘qle ‘¥1D0 ‘LTX0S I |w/3ugz 98494 ‘|w/3uQT
adAjouayd %/G-9C Xneanju) TVTLON ‘1SO #7494 ‘|w/3uU0S T494 ¥T-0Tr
un juiene aulwng|e  {€ auIXauuod ‘||A ‘A dna1oe) ‘Y| ‘d4V |w/8upg
U0 s3|N|[22 SBp ‘@94n uononposd  DSH ‘SINO3I ‘TIXIN V10 ‘A In310ey #dINg ‘|W/3UQT 2494 :0T-9r
%0¢-0T ‘9|020304d ‘2uagodA|3 ‘L-S-¥VEDAD ‘LY.L YDd3d ‘TdYN |w/3ups 0102
np uy e| v 98ex)201S  ‘6T-8TMD P¥ANH ‘LVV ‘gle :4dd-L1yb sinol oz BEIUM ‘|W/BUQQT V dUIAIIE :9-0f [93u3eN  Ipuejdoy
ain}jnd
OAIA /uonenuaiayip m/ ainynd
mw_._—..ZmF_wm_ ul s)so| 9}ljeuuollduo4 mv:._m:—..:m_\,_ 9p 93aing juawajos| SaJlne 19 aJuess|oJd ap sinajdeq 9p suol}ipuo) 9JU3.9j9Yy




L6

(zreLe)
suunw
s91se|q0.4ql}
ap 29usl|
aun Jane
d4v ‘qle ‘£TX0S 24Nn1|n2-02
‘2vXx04 ‘O0NVN V100 I ‘Grap Jiped v
LTXOS ‘¢vxod |w/3u au33e||0d
‘DONVN ‘7100 :¥2d-14 sinof og 00T V aulanode : g-or Ans 33 : G-0f TTOZ NA
‘91eJ g 19
9104 3| Suep sinawny ap
22uasaud ‘9 3s0d siow €
V "93kJ | Suep sujewny
‘91ed g| 0S¥dAD op uoissaldxa,| (eg00z AeH ap |020104d)
suep $93152J S9||92 9p U0I12919@ INTIQT Quos1140204pAy
e JUdWaJleJ3uod 71 1sod siow € ‘auljnsul ‘lw/3uQz INSO
‘sanbidAjousyd e,nbsn[ sunos ap wnuas ‘lw/3uQT 49H : 6T-CTf
sanbiisiugloeIRD suep q|e uoi}1p e|ap-ne %T OSINQ : ZT-Sl
sina| npJad ‘31 3s0d sunol T¢ ajed g sianof QT @4n3nd |w/3u00T
juswapidesuo  suep daH-S3Yy U01IIRQ 41l ‘Ol ‘1v1:¥dd-14 aynsinod dulAlde ‘|w/3uQs wnugs
9104 3 suep 431w |20 Jed s9911e43 QON ddv ‘qie  ‘uoneiualayip EEIUM NO WnIpos sues naljiN T10¢
jueAe dsH-s3y s SLNOS ap d1ed suep J1 ‘7120 ‘OONVN : 4dd-14b ap sinol 8T ap @1eshing :ge €-0r [2811e A auhed
|w/3uzeE 0 X2a
‘|w/3UQT NSO ‘|w/8u0T
49H V494 :8T-6
44 ‘dDHH uoslesedwo) |w/8uU0T 7494
'Sd! TVL ‘PVEAD Sd!.p Sa|n||22 ‘|w/3uQT vdING 6-97
SOp J3AE 951|ed aupidweyn s3] 4nod ‘ST ‘LD ‘qle X3H wnJes
9|02030.4d WA e| Jed 3|q13onpul ‘ddV ‘DONVN ‘Tvx04 4| 1uewdxsa snijanouape sues nal|lAl
"X3H °p (Aesse 0|3 0Gv7d) TVLZ ‘9aT ‘YVEDAD un Jed uononpsueJl :9f 6 9p J1ued
992404 uo|ssaidxa YVEJAD 9HANOE ‘Sd!,p san|[92 ss| unod w/3roT e aua3e||0d
Jed uoliepUIBHIP ‘Sd! Sop S99ALIRP ‘qle ‘d4V ‘LX0S ‘DOONVN aulnsut ‘|w/8u 0T 2494  sind aulujwe 1102
| 9p uoI1NpuU| S9|N||92 $3| Jn0d ‘/TXOS ‘2vX04 :4dd-14b sinol 8T ‘|lw/8uQg V duIAde : G-Of Jns a4njjn) einweu|
ainynd
Juonenuaiayip (931 sajine ainynd
sanbieway OAIA U] S3S9] 9}ijeuuoiduo4 sinanbuepy 9p 994NQ  /IUBWI|OS| 1D AJUESSIOJD P SINJJe4  IP SUOIUPUOD  DIUIRYIY




86

"JO[q UIRISOM © A\ “Ire[n[[eo uonejue[dsuen : O, ‘osergjsuenoydins oproIdIsAXoIpAy : 1y LS ‘sonbruedio suorue p mojodsuen opndadLjod
FVIODTS ‘Soyadpay o1uos :yys “YDd dserduosuen; 9s10A1 : YD d-1Y “Aaneuenb YO d-1Y : YDd-LYb 103doocor X 1Al X T ‘Ujold
Surpurg proy Aneq I0AI7 :dgv41 ‘WNIUQ[IS-OULLIQJSUBL-QUINSUL : ST [ ‘(QUIUBAIOPUI, P 1IJA) UAIS QUIUBAOOPUL @ D[ “QIWIYI0IAd0UnWI

2 DD ‘T 9SBYIUAS Y QWAZUI09-[A1eIN[S[AYIQUW-¢-AXOIPAY-€ :ZSODINH ‘U10301d Juddsaronj uddi3 40D [e190J 910J 1] XN[J 9P SLIIWO0IAD
D ‘soproAiquid sdiod 1 gD aseonpal ()Std QWOIYI0IAD 1 YD ‘1 ASeUIZOIPAYSIPIO0I[E : VIHAY ‘SIIeI[Iq S[os op Jnoyodsuen : 11909V

amyeapn1| el suep sourodder dOH-SHY 9p UONBIOUIQIJIP 9P S9[000301d SOp uunsy "¢ J[qeL

",LND33 6THD S3|N||33 sap Jed

+

Sa9wW.04 SaAIHWILId salie|ngni 100C
$34N32N43S 3P 39 | S3|N||3d PVYEdAD “Oy4NH 1eD 9p 9]02010.(
9p siespwo|3se,p uoniieddy aupidwey ‘6TXD ‘STHD ‘XD ‘qle: 4i INUOOT
‘@€ 24N N2 us auejuods Jed YEJAD ,4DdSY xaq ‘|w/3uQT
UOI1BIDUSJDHIP Bl NO QT 3JN3ND uolssaldxa uonanpul daH-S3Y sap %0¢€ 4D NSO :8T-€T(
e| e 1Jodded sed anbiweuAp ‘onbeluowwe 994n,| 9p 3|2Ad |w/3uQz ZdING [EEBREN]
90UBSS|040 3P SINoe} uolles|jogeidw  Np saUS saline 13 SdD ‘LVE ‘|w/8upg 494 : 8-€r ‘Jnajoealoiq un
9p uollde,| Snos g a4n3nd ‘gJe uononpoud ‘PYEDAD ‘qle ‘d9D ‘1VVY |w/3u0T suep uoisnyuad
UD UOIIBIDUIHIP 3IN3||IBIA ‘9u9800A|3 a8ex2035 ‘DYANH ‘LTXOS :4dd-14b sinof oz BUIARdE : €-0f SNos gg a4n}n) TT0Z PI'N
ainynd
OAIA Juonenuasayip 1J}  SsaJine }d 2Juess|otd aimynd

sanbjeway  ulsisay 31jeuuoruUo4 sinanbaep apaaing /iuswsajos] ap sinaoey ap suonipuo)  IdUIIY




2. Génération d’hépatocytes humains a partir de cellules souches pluripotentes
induites (iPS)

Les cellules souches pluripotentes induites (iPS) sont obtenues a partir de cellules somatiques
reprogrammeées par I’intégration de genes gouvernant la pluripotence. L’équipe de Yamanaka
a ¢été la premicre a créer une lignée d’iPS en 2006 a partir de fibroblastes murins apres
transduction des génes OCT4, SOX2, KlIf4 (Kruppel-like factor 4) et c-myc en utilisant des
vecteurs rétroviraux (Takahashi and Yamanaka, 2006). Les premieres iPS humaines ont été

générées I’année suivante (Takahashi et al., 2007; Yu et al., 2007).

Les iPS ont un certain nombre de caractéristiques communes avec les hES, notamment la
pluripotence et un fort potentiel prolifératif. Cependant, des différences notables existent entre
les deux types cellulaires. Une ¢étude concernant des iPS d’une lignée d’origine
hémangioblastique a montré que les iPS présentent une senescence précoce et une
prolifération limitée par rapport aux hES (Feng et al., 2010). D’autres travaux ont mis en
¢vidence des différences significatives entre 1’expression génique des hES et des iPS (Chin et
al., 2009; Takahashi et al., 2007), avec dans les iPS 1267 génes qui sont exprimés a des
niveaux 5 fois supérieurs aux ES (Takahashi et al., 2007). Des différences au niveau de la
méthylation de la chromatine (Doi et al., 2009; Kim et al., 2010; Polo et al., 2010) suggerent
que les iPS gardent un certain degré de mémoire €pigénétique de leur tissu d’origine (Kim et
al., 2010). Il est donc possible que cette mémoire puisse affecter les capacités de
différenciation des iPS. Cependant, une étude récente chez la souris a démontré que la
capacité des iPS a se différencier vers I'endoderme définitif était équivalente a celle des ES,
malgré une répression anormale de certains génes soumis a l'empreinte parentale impliqués

dans le développement de I'endoderme définitif (Christodoulou et al., 2011).

La quasi-totalité des travaux sur la différenciation des iPS vers I’hépatocyte ont comparé leur
différenciation a celle des hES, qui représentent le gold standard de la pluripotence, en
utilisant des protocoles de différenciation établis a partir d’études antérieures sur les hES.
Sullivan et al (Sullivan et al., 2010) ont été¢ les premiers a différencier des iPS vers
I’hépatocyte, a partir de 3 lignées différentes d’iPS obtenues de fibroblastes de patients de
sexes et d’ethnies différents. Aprés 14 jours de différenciation, 70-90% des cellules
exprimaient 1’albumine et étaient capables de sécréter I’AFP, le fibrinogeéne, le TTR et la
fibronectine, et présentaient une activité cytochrome P450. Les cellules différenciées n’ont

pas été comparées aux HHCP, et les auteurs ont constaté¢ qu’il existait des différences



significatives de niveau de sécrétion protéique entre les différentes lignées (variation de
I’ordre d’un facteur 10). Les iPS différenciées avaient une fonctionnalité équivalente aux
hES-Hep, avec un rendement de différenciation supérieur d’aprés les auteurs. Song et al
(Song et al., 2009) a également constaté que les niveaux d’expression et la fonctionnalité des
iPS d’origine fibroblastique en fin de différenciation étaient comparables a ceux des hES-
Hep, mais des niveaux d’expression et une fonctionnalité¢ des iPS différenciées nettement
inférieur aux HHCP (sécrétion d’urée et d’albumine a 10%, activité des cytochromes P450 30
fois moindre). Si-Tayeb et al (Si-Tayeb et al., 2010b) ont détecté des différences subtiles
entre les niveaux et la cinétique d’expression entre iPS et hES en cours de différenciation.
Une analyse par puce a ADN a révélé que les iPS différenciées et les hES-Hep avaient en
commun 57% de geénes up-régulés. Méme si le rendement était élevé (80% des cellules
exprimant I’albumine) I’expression des cytochromes P450 restait faible (<1% a 25% des
HHCP). Pour la premicre fois, il a été démontré que les 1PS différenciées étaient capables
d’intégrer le foie de souris apres transplantation cellulaire intra-parenchymateuse. Josefczuk
et al (Jozefczuk et al.,, 2011) ont eu une approche similaire, et ont trouvé 1’expression
commune de 411 genes entre les iPS et hES différenciés, avec un pourcentage de geénes
communs up-régulés plus faible que chez Si-Tayeb (18%). Deux protocoles de différenciation
ont ét¢ comparés (Agarwal et al., 2008; Hay et al., 2008b) et les auteurs ont observé que le
premier protocole induisait de préférence des geénes de la biosynthése des stéroides (Hay et
al., 2008b), alors que le deuxiéme induisait plutot des génes associés au pancréas et au cortex
surrénalien (Agarwal et al., 2008). Le profil d’expression génique des deux types cellulaires
aprés différenciation avait plus de similitudes avec les hépatocytes foetaux que les
progéniteurs hépatiques, avec une persistance de 1’expression de I’AFP et un niveau

d’expression des cytochromes P450 qui restait faible.

A la différence des études précédentes, Liu et al (Liu et al., 2010) ont étudié des iPS obtenues
par reprogrammation d’hépatocytes adultes au lieu de fibroblastes. Apres transduction
rétrovirale d’OCT4, SOX2, Klf4 et c-myc, des iPS ont été obtenues au bout de 6 jours avec un
rendement de 0,1 a 0,2%. La vitesse de cette reprogrammation ¢tait relativement élevée par
rapport aux iPS obtenus a partir de fibroblastes, ce qui pourrait étre expliqué par 1I’absence de
transition mésenchymo-épithéliale, qui n’est pas nécessaire pour les hépatocytes. Une étude
ultérieure (Liu et al., 2011) a comparé les iPS dérivées des hépatocytes aux iPS dérivées de

tissus issus d’autres feuillets embryonnaires (kératinocytes, cellules mésenchymateuses de la
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moelle osseuse, kératinocytes). Des analyses épigénétiques ont retrouvé des différences de
méthylation entre les iPS d’origine différente en faveur d’un mémoire ¢épigénétique
(conservation de certaines séquences communes avec les cellules parentales), mais
globalement les états de méthylation étaient similaires entre les diverses iPS et les hES. Les
iPS issues de feuillets embryonnaires différents avaient la méme capacité a se différencier
vers I’hépatocyte in vitro, équivalente a celle des hES. Le rendement au stade de I’endoderme
hépatique était particulierement élevé, avec 90 a 100% des cellules exprimant 1’albumine au
10° jour de différenciation. Avec un protocole de différenciation de 20 jours associant une
exposition a I’activine A suivi de FGF4, HGF, OSM et Dex, les cellules en fin de
différenciation avaient un haut niveau de fonctionnalité, avec sécrétion d’albumine et une
activité cytochrome P450 (évalué par Glo Assay) a des niveaux comparables aux HHCP. Les
cellules ont été injectées chez des souris NOD-SCID-IL2R atteintes d’une cirrhose induite par
la dimethylnitrosamine. Le taux d’intégration des hES-Hep et des iPS différenciés quelque
soit leur origine a été estimé a 11%, équivalent a celui des HHCP, et supérieur a ceux des hES
et iPS indifférenciées. Le meilleur taux d’intégration était obtenu avec I’injection de cellules
au stade d’endoderme définitif, peut étre en raison d’une capacité proliférative accrue.
L’injection de ces cellules a permis la survie de 89% des souris transplantées, avec une
persistance des cellules transplantées jusqu’a 7 mois post-transplantation. La présence
d’albumine, transferrine, AAT et fibrogéne humains a été¢ détecté dans le sérum des souris
transplantés, mais a des taux plus faibles qu’attendu étant donnée le taux d’intégration des

cellules.

Rashid et al (Rashid et al., 2010) et Ghodsizadeh et al (Ghodsizadeh et al., 2010) ont créé des
lignées d’iPS a partir de fibroblastes de patients porteurs de maladies hépatiques métaboliques
(hypercholestérolémie familiale, maladie de stockage de glycogéne la (déficit en G6P),
maladie de Crigler-Najjar, tyrosinémie héréditaire de type 1, et déficit en AAT pour Rashid et
al). Méme si les iPS différenciées ne présentaient pas un phénotype mature (persistance
d’expression d’AFP), les cellules différenciées ont reproduit in vitro trois des maladies
métaboliques : présence de polymeres d’AAT mutée dans le cytoplasme des cellules ayant un
déficit en AAT, absence de récepteurs LDL et absence de capture de LDL pour
I’hypercholéstérolémie familiale, et un exces de stockage en glycogeéne pour la maladie de

stockage de glycogene.
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Ces études sont une preuve de principe que les iPS peuvent étre utilisées pour créer des
modeles de maladies in vifro a partir de cellules somatiques prélevées de patients. La source
cellulaire utilisée (fibroblastes) est accessible de facon peu invasive, et les iPS ne présentent
pas les problémes éthiques associés aux hES. Ces cellules ont une capacité équivalente aux
hES a se différencier vers I’hépatocyte, avec un rendement qui est équivalent voire supérieur.
La production d’iPS a partir de patients porteurs de maladies hépatiques et leur différenciation
ultérieure en hépatocytes permettrait d’étudier in vitro la physiopathologie des maladies
hépatiques et d’¢élaborer des stratégies thérapeutiques, notamment en évaluant [’hépatotoxicité
d’éventuels médicaments, qui pourraient €tre adaptés au métabolisme hépatique de chaque
individu. Cependant, ce modele est difficilement applicable aux maladies hépatiques a début
tardif et a celles dont la pathogénese dépend de facteurs environnementaux. La génération des
iPS est actuellement handicapée par les faibles rendements apres introduction des facteurs de
reprogrammation, de 1’ordre de 0,01 a 0,1%, et la persistance de cellules reprogrammeées de
facon incomplete. Les facteurs de reprogrammation c-myc et Klf4 sont des oncogenes qui ont
été impliqués dans la survenue de certaines tumeurs (Ben-David and Benvenisty, 2011), et
donc leur utilisation comporte un risque tumorigeéne en cas d’expression ou de réactivation
inappropriée. Ce risque, li¢ aux modifications génétiques, se surajoute au risque tumorigéne
lié au caracteére pluripotent des cellules. 11 a été suggéré que le potentiel tumorigéne des iPS
soit supérieur a celui des hES (Ben-David and Benvenisty, 2011). Certaines équipes ont
remplacé ces oncogenes par des génes ayant un potentiel oncogénique moindre (Lin28 et
NANOG), mais avec un rendement qui est considérablement diminué. Les facteurs de
reprogrammation étant des génes impliqués dans la prolifération cellulaire et la pluripotence,
leur transduction et leur expression pourraient diminuer la capacité des cellules a se
différencier. Il a été démontré que 1’excision des transgeénes intégrés augmente les capacités
de différenciation des iPS in vitro (Sommer et al., 2010). L’emploi de vecteurs retroviraux et
lentiviraux pose ¢également des problémes de sécurité d’utilisation dans un contexte de
transplantation cellulaire, car il existe un risque de réplication virale et également
d’oncogenese. Par conséquent, plusieurs travaux ont été consacrés a diminuer les risques liés
a ’utilisation de transgeénes et de vecteurs viraux : limitation du nombre de transgenes (1 a 2)
(Kim et al., 2009b; Li et al., 2009), ablation des geénes transduits (Kaji et al., 2009; Soldner et
al., 2009; Woltjen et al., 2009), virus ou plasmides non intégrants (Okita et al., 2008; Si-
Tayeb et al., 2010c; Stadtfeld et al., 2008; Yu et al., 2009), intégration des facteurs de

programmation sans utilisation de vecteurs viraux par induction chimique (Conrad et al.,
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2008; Kossack et al., 2009), transduction protéique (Kim et al., 2009a; Zhou et al., 2009) ou
transfection par miARN avec (Anokye-Danso et al., 2011) ou sans (Miyoshi et al., 2011)
utilisation de vecteurs viraux. D’autres équipes travaillent encore sur ’amélioration du
rendement des iPS par I’utilisation de petites molécules inhibant la méthyl-transférase
(Huangfu et al., 2008; Lyssiotis et al., 2009; Shi et al., 2008). Ainsi, avec ’amélioration des
techniques de production et la maitrise des risques liés a 1’utilisation de transgenes, les iPS
pourraient étre une source prometteuse pour la production d’hépatocytes in vitro dans les

années a venir.

3. Génération d’hépatocytes a partir de cellules extrahépatiques

La régénération hépatique est majoritairement un phénomene intra-hépatique, sous controle
des hépatocytes et d’éventuels progéniteurs hépatiques. Cependant, il a été démontré qu’une
atteinte hépatique peut dans certaines conditions mobiliser des cellules d’origine extra-
hépatique, notamment de la moelle osseuse, qui migrent dans le foie et contribuent a sa
régénération. Aprés les premieres études chez les rongeurs (Petersen et al., 1999), ce
phénomene a été mis en évidence chez les humains avec la mise en évidence dans le foie de
patients ayant recu une allogreffe de moelle des cellules en provenance du donneur (Alison et
al., 2000; Theise et al., 2000). La mobilisation de cellules originaires de la moelle osseuse lors
d’agressions hépatiques semble étre un phénomene physiologique chez ’homme, en réponse
a une hépatectomie (De Silvestro et al., 2004; Gehling et al., 2005) ou une transplantation
hépatique (Lemoli et al., 2006), mais il faut noter que le nombre de cellules concernées est
généralement tres faible, et I’importance de leur role reste mal définie. Plusieurs mécanismes
existent pour expliquer la contribution de la moelle osseuse a la régénération hépatique :
fusion cellulaire (Terada et al., 2002; Vassilopoulos et al., 2003; Wang et al., 2003b), effets
paracrines (Parekkadan et al., 2007; Sadat et al., 2007) et transdifférenciation (Jang et al.,
2004; Lagasse et al., 2000). Ces phénomenes peuvent co-exister et leur importance relative
semble étre dépendante du modele d’insuffisance hépatique et de I’environnement cellulaire.
La nature exacte des cellules de la moelle osseuse capables de se différencier vers
I’hépatocyte n’est pas précisément définie (Eckersley-Maslin et al., 2009). Il semblerait que la

transdifférenciation vers 1’hépatocyte se fasse principalement a partir de deux populations de
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cellules souches présentes dans la moelle osseuse, les cellules souches hématopoiétiques et les
cellules souches mésenchymateuses. Les cellules souches hématopoiétiques sont capables de
se différencier en tous les types cellulaires sanguins, alors que les cellules souches
mésenchymateuses se différencient en ostéocytes, adipocytes, chondrocytes, cellules
musculaires lisses, et cellules stromales de la moelle osseuse. Ces cellules souches peuvent
également étre retrouvées dans d’autres types tissulaires (sang de cordon ombilical pour les
cellules souches hématopoiétiques, tissu adipeux et cordon ombilical pour les cellules souches
mésenchymateuses). D’autres équipes ont émis 1’hypothése que la moelle osseuse constitue
une niche pour des cellules souches d’origine hépatique, qui pourraient étre co-purifiés avec
les cellules souches mésenchymateuses ou hématopoiétiques (Kucia et al., 2004; Ratajczak et
al., 2004). Etant donné que de nombreux auteurs ont mis en évidence des phénomenes de
régénération hépatique in vivo a partir de cellules de la moelle osseuse, plusieurs équipes ont
décidé d’étudier la capacité de ces cellules a se transdifférencier vers un phénotype hépatique

in vitro.

a) Différenciation vers [’hépatocyte a partir de multipotent adult progenitor cells

(MAPCs) isolés a partir de la moelle osseuse

En 2002, Schwartz et al (Schwartz et al., 2002) ont isolé une population de cellules
multipotentes a partir de la moelle osseuse, qui seraient une sous population de cellules
souches mésenchymateuses. Ces cellules sont capables de se différencier a la fois vers des
lignées cellulaires mésodermiques (ostéocytes, chondrocytes, adipocytes, myoblastes),
neurectodermiques et endodermiques. Apres culture sur Matrigel et exposition a ’HGF et le
FGF4, les cellules exprimaient 1’albumine, CK18, HNF4, HNF1a ainsi que le CYPIBI et
2B6 a des niveaux de 0,5 a 1% des HHCP. Ces cellules étaient capables de produire de 1’urée,
capter le LDL, stocker le glycogeéne et avaient une activit¢ CYP450 inductible par le
phénobarbital. Cependant, ces cellules sont difficiles a isoler et la reproductibilité de ces
résultats est limitée a I’heure actuelle. Ainsi, la fonctionnalité des MAPC humains n’a pas

encore €té démontrée in vivo.
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b) Différenciation vers [’hépatocyte a partir de cellules souches hématopoiétiques

En 2003, Fiegel et al (Fiegel et al., 2003) ont induit I’expression de marqueurs hépatiques
(albumine, CK19) a partir de cellules souches hématopoiétiques isolées de moelle osseuse,
sous I’action de HGF, EGF et dexaméthasone. Wang et al (Wang et al., 2003a) ont démontré
que des cellules souches hématopoiétiques CD34 " issus soit de moelle osseuse, soit de sang
de cordon étaient capables d’intégrer des foies de souris NOD-SCID irradiées et exprimer des
marqueurs hépatiques humains. Ces résultats in vivo ont également été retrouvés par
Newsome et al (Newsome et al., 2003), sans €vidence en faveur de fusion, mais en prenant la
population mononucléé de sang de cordon non soumis a un tri par CD34. Par la suite,
plusieurs études se sont penchées sur la différenciation in vitro de cellules du sang de cordon
ombilical, source riche en cellules souches hématopoiétiques. Kakinuma et al (Kakinuma et
al., 2003) ont isolé des cellules mononuclées de sang de cordon ombilical, dont 50%
exprimaient I’albumine apreés 21 jours de différenciation sous 1’action de divers facteurs de
croissance dont HGF et des FGF. Apres transplantation des cellules chez des souris SCID, la
présence d’albumine humaine a été détectée dans le sérum de souris, et le pourcentage
d’hépatocytes fonctionnels issus des cellules transplantées a été estimé a 0,1 a 1%. Nonome et
al (Nonome et al., 2005) ont comparé la capacité de différenciation de cellules mononuclées
de sang de cordon ombilical CD34", CD34" et non triées, et n’ont pas trouvé de différence
significative puisque toutes les cellules étaient capable d’exprimer 1’albumine et s’intégrer au
sein de foie de souris NOD-SCID apres transplantation. La nature précise des cellules au sein

de sang de cordon ombilical capables de se transdifférencier reste donc mal connue.

c) Différenciation vers [’hépatocyte a partir de cellules souches mésenchymateuses

Les cellules souches mésenchymateuses (CSM) sont capables de se différencier vers
I’adipocyte, 1’ostéocyte, le myocyte et le chondrocyte. Elles sont isolées en éliminant les
populations cellulaires matures, puis purifiées a partir de marqueurs cellulaires ou de critéres
de fonctionnalité, qui peuvent varier selon les laboratoires et ainsi conduire a des résultats
hétérogénes (Coulombel, 2004; Eckersley-Maslin et al., 2009). Elles ont I’avantage de

posséder moins d’immunogénéicité que les cellules souches hématopoictiques, ce qui
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favoriserait leur intégration dans un modele de transplantation cellulaire. Une étude (Sato et
al., 2005) a suggéré que les CSM de moelle osseuse auraient une meilleure capacité de

différenciation in vivo que les cellules souches hématopoiétiques de moelle osseuse.

Concernant les CSM issues de la moelle osseuse, Lee et al (Lee et al., 2004b) ont obtenu des
cellules pouvant capter les LDL, produire 1’'urée et métaboliser des substrats de CYP450 avec
une induction au phénobarbital, aprés exposition séquentielle au HGF, FGF2 puis OSM,
dexaméthasone et ITS. Snykers et al (Snykers et al., 2007) ont confirmé ces résultats avec un
rendement élevé sous I’action de trichostatine A apres initiation de la différenciation par
FGF4 et HGF (au 8° jour de différenciation, 87% des cellules exprimaient 1’albumine). Ces
cellules avaient une bonne fonctionnalité in vitro, car elles produisaient de 1’urée et de
I’albumine a des niveaux comparables aux HHCP, et possédaient une activit¢ CYP2B6 et
CYPIA inductible par le 3-méthylcholanthrene. Aurich et al (Aurich et al., 2007) ont
démontré que des CSM transdifférenciées étaient capable d’intégrer le parenchyme hépatique
de souris hépatectomisés dont la prolifération d’hépatocytes natifs a été inhibée
(administration de propranolol), sans mise en évidence de fusion cellulaire, mais avec une
repopulation estimée a moins de 1% de la masse hépatique totale. Cependant, ces cellules ont
également le potentiel de générer des myofibroblastes au sein du foie apres transplantation

(di Bonzo et al., 2008) en cas de différenciation incompléte.

L’obtention de CSM a partir de moelle osseuse n’est pas dénuée de risques, car la procédure
est invasive (biopsie/aspiration a travers la créte iliaque) et nécessite généralement une
anesthésie générale. La qualité des CSM qui sont extraites peut varier et est dépendant de
I’age du donneur (D'Ippolito et al., 1999). Des équipes se sont donc tournées vers d’autres
sources de CSM, dont le cordon ombilical et le tissu adipeux. Des CSM issues soit de sang de
cordon ombilical (Hong et al., 2005; Lee et al., 2004b), soit de matrice (gelée de Wharton,
tissu conjonctival) de cordon ombilical (Campard et al., 2008) sont capables d’exprimer des
marqueurs hépatiques apres différenciation in vitro. Campard et al (Campard et al., 2008) ont
observé que des CSM issues de la matrice de cordon ombilical exprimaient a I’état basal (sans
différenciation) un certain nombre de marqueurs hépatiques, dont 1’albumine (pour 48,2% des
cellules), ’AFP, le CK18, I’AAT, le G6P et le TO. Apres différenciation in vitro, ces cellules
étaient comparables aux HHCP quant a la production d’urée et Dl’activité CYP3A4 et
pouvaient s’intégrer au sein du foie de souris NOD-SCID hépatectomisées, mais leur

différenciation n’était que partielle, car elles ne produisaient pas d’albumine, n’exprimaient
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pas certains marqueurs hépatiques (CYP2B6, HNF4, HepParl (Hepatocyte Paraffin 1)) et
conservent 1’expression de certains marqueurs mésenchymateux (actine, vimentine,
fibronectine). Yan et al (Yan et al., 2009) ont transplant¢ des CSM de matrice de cordon
ombilical sans différenciation préalable chez des souris nude traitées par CCly, et ont montré
qu’en plus d’intégrer le parenchyme hépatique, les cellules induisaient une diminution du taux
sérique de transaminases, favorisaient la prolifération hépatocytaire et diminuaient I’apoptose,

peut étre par des mécanismes paracrines.

Plus récemment, le tissu adipeux a ¢té utilis€é comme source de CSM. Ce tissu est plus
facilement accessible que la moelle osseuse, et les CSM qui en sont issues auraient un
meilleur potentiel prolifératif et une durée de culture plus longue que les cellules souches
mésenchymateuses de la moelle osseuse (Kern et al., 2006). Pour certains auteurs, ces cellules
exprimeraient a 1’état basal des marqueurs hépatiques comme le CK18 (Aurich et al., 2009;
Saulnier et al., 2010; Seo et al., 2005), le CK19 (Aurich et al., 2009; Seo et al., 2005),
I’albumine, le G6P et ’AAT (Zemel et al., 2009) ou I’AFP (Aurich et al., 2009). Seo et al
(Seo et al., 2005) ont été les premiers a transplanter chez des souris NOD-SCID traitées par
CCl4 des cellules issues de CSM originaires de tissu adipeux, mais les résultats étaient
équivalents entre cellules préalablement différenciées in vitro (DMSO, OSM, HGF) et
cellules non différenciées. Au contraire, Aurich et al (Aurich et al., 2009) ont retrouvé des
taux sériques d’albumine 15 fois plus élevés chez des souris hépatectomisées transplantées
par des CSM de tissu adipeux différenciées (HGF, EGF) en comparaison a des cellules non
différenciées. Les résultats étaient supérieurs pour les CSM issues de tissu adipeux sous-
cutané par rapport au tissu adipeux péritonéal, avec un bon rendement (21% des hépatocytes
de souris d’origine humaine pour les CSM de tissu adipeux sous-cutan¢) sans argument en
faveur de fusion cellulaire. Stock et al (Stock et al., 2008) avaient comparé les capacités de
différenciation des CSM issus de moelle osseuse et de tissu adipeux, et ont trouvé que les
CSM de tissu adipeux se différenciaient aussi bien que les CSM de moelle osseuse.
Contrairement a Aurich et al (Aurich et al., 2009), ils n’ont pas trouvé de différence
significative entre les capacités de différenciation des CSM de tissu adipeux sous-cutané et de
tissu adipeux péritonéal. Une analyse par puce a ADN a révélé que 1000 génes sont up-
régulés au cours de la différenciation, dont 60% ayant une expression a des niveaux
équivalents aux HHCP. Certains de ces genes up-régulés ¢étaient caractéristiques

d’hépatocytes périveineux (glutamine synthase, ribonucléase 4). Banas et al (Banas et al.,
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2007) ont isolée des CSM de tissu adipeux sous-cutané CD105", qui exprimaient au bout de 2
a 5 semaines de différenciation (HGF, FGF puis OSM et Dex) un certain nombre de
marqueurs (albumine, CYP3A4, TTR, TO) avec un rendement de I’ordre de 60-85%. La
capacité de métabolisation d’ammoniaque in vitro de ces cellules a également été démontrée
in vivo, avec une diminution du taux d’ammoniaque sérique chez des souris transplantées. Les
cellules ayant intégré le foie murin exprimaient 1’albumine, mais avaient une morphologie
atypique. Un travail ultérieur de la méme équipe (Banas et al., 2008) a révélé que les CSM de
tissu adipeux secrétaient un certain nombre de cytokines (IL1RA, IL6, 118, G-CSF
(granulocyte colony stimulating factor), GM-CSF (granulocyte macrophage colony
stimulating factor), MCP1 (monocyte chimoattractant protein 1), NGF, HGF) a des taux plus
importants que les CSM de moelle osseuse, et ces cytokines pourraient agir par un mécanisme
paracrine sur la régénération hépatique. Plus récemment, des études de microarray (Saulnier
et al., 2010; Yamamoto et al., 2008) ont démontré que les CSM de tissu adipeux subissaient

une transition mésenchymo-épithéliale au cours de leur transdifférenciation vers 1’hépatocyte.

d) Différenciation vers I’hépatocyte a partir de cellules adultes

La différenciation de cellules adultes pourrait éviter les problemes liés a 1’isolement des
cellules souches (absence de marqueurs consensuels, techniques variables selon les
laboratoires, populations hétérogeénes). Ruhnke et al (Ruhnke et al., 2005) ont obtenu des
résultats intéressants a partir de monocytes circulants périphériques, partiellement
dédifférenciés sous I’action de G-CSF et IL3. Apres exposition au FGF4, ces cellules
pouvaient produire de 1’albumine et de ’urée (2 des niveaux 2 fois moindre que les HHCP),
avaient une activité CYP1 et CYP2 inductible par le 3-méthylcholanthrene (activité de niveau
comparable aux HHCP) ainsi qu’une activité de glucuronidation (Ruhnke et al., 2005). Apres
transplantation chez des souris NOD-SCID, des cellules exprimant 1’albumine étaient
retrouvées dans le foie de souris 21 jours post-transplantation, avec des résultats comparables
a la transplantation de HHCP. Ces cellules étaient également capables de se différencier vers

un phénotype pancréatique (Ruhnke et al., 2005).

Dravida et al (Dravida et al., 2005) ont extrait a partir de limbe (partie périphérique) de cornée

des fibroblastes qui exprimaient des marqueurs de cellules souches embryonnaires (SSEA
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(Stage-Specific Embryonic Antigen), OCT4, SOX2). Ces cellules étaient capables de se
différencier vers de multiples lignées cellulaires (neurone, épithélium de cornée, cellules
pancréatiques, cardiomyocytes, adipocytes) dont I’hépatocyte. Aprés culture en aggrégats
sous I’action de HGF, FGFs, EGF, OSM et dexaméthasone, les cellules étaient capables
d’exprimer 1’albumine et le HNF4a. L’expression d’autres marqueurs hépatiques et la

fonctionnalité des cellules n’ont pas été testés.

Lysy et al (Lysy et al., 2007) ont soumis des fibroblastes de peau a une culture sur collagéne 1
avec HGF, FGF4 et ITS, puis OSM et ITS. Une analyse par cytométrie de flux a révélé
qu’apres différenciation 65,2% des cellules exprimaient I’albumine, ainsi que d’autres
marqueurs comme AFP, AAT, G6P, TDO, GS et c-met (analyses PCR). Un certain
pourcentage de ces cellules pouvait stocker le glycogeéne (21,7%) et produire de I'urée (a 30%
du niveau des HHCP). La différenciation de ces cellules étaient cependant incomplete, car
elles n’exprimaient pas CK8, CKI18 et HepParl, et n’étaient pas capable de sécréter
I’albumine. Apres transplantation chez des souris NOD-SCID hépatectomisées, des cellules
exprimant 1’albumine, I’AFP et le CK18 en association avec des marqueurs mésodermaux
¢taient retrouvées dans les foies 21 jours post-transplantation, mais la présence d’albumine
humaine dans le sérum des souris transplantées n’a pas été détectée. Les auteurs ont comparé
la différenciation des fibroblastes a celle de CSM de moelle osseuse, et ont conclu que le
degré de différenciation hépatique obtenu était équivalent entre les deux types cellulaires,
mais une différenciation de fibroblastes cutanés au-dela du 3° passage de culture n’était pas

possible.

Au total, ’ensemble des études montre que la transdifférenciation in vitro d’autres types
cellulaires, notamment des cellules souches mésenchymateuses ou hématopoiétiques, vers
I’hépatocyte est possible. La génération d’hépatocytes a partir de tissus présents chez 1’adulte
¢vite les problémes éthiques liés aux hES, et les risques liés a la manipulation génétique des
iPS. Les cellules obtenues auraient un potentiel tumorigéne moindre, car elles ne passent pas
par un état de pluripotence, contrairement aux hES et aux iPS. Cependant, la fonctionnalité et
le degré de différenciation des cellules obtenues ont été beaucoup moins étudiés que dans les
cellules issues des hES ou d’iPS, puisque trés peu d’études ont comparé directement les
cellules différenciées aux HHCP. De plus, le rendement de ces protocoles de différenciation a
été peu étudié. Les cellules souches issus de tissus extra-hépatiques semblent avoir une bonne

capacité de différenciation, mais leur isolement et leur purification sont problématiques car les
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marqueurs caractéristiques de ces populations sont mal définis, et les techniques et criteres
d’isolement peuvent varier d’un laboratoire a un autre, ce qui peut conduire a des résultats
hétérogeénes. La transdifférenciation a partir de populations de cellules matures bien définies
et faciles d’acces parait prometteur, mais a 1’heure actuelle les études restent limitées chez

I’homme.

4. Génération d’hépatocytes par reprogrammation directe de cellules adultes

Deux papiers récents travaillant avec des cellules de souris ont démontré qu’il est possible de
générer des cellules a phénotype cellulaire a partir de cellules d’origine extra-hépatique non
pas par transdifférenciation sous I’effet de facteurs solubles, mais par reprogrammation
directe en transduisant les génes ayant un réle clé¢ dans le développment hépatique, selon le
modele des iPS. Huang et al (Huang et al., 2011) ont transfect¢ des fibroblastes
embryonnaires murins et des fibroblastes de queue de souris adultes par des lentivirus

94" pour les

exprimant GATA4, FoxA3 et HNFla, avec en plus I’inactivation de pl
fibroblastes de queue. Sekiya et al (Sekiya and Suzuki, 2011) ont également transduit des
fibroblastes embryonnaires murins et des fibroblastes dermiques de souris adultes avec des
lentivirus, exprimant cette fois-ci deux geénes, HNF4a et FoxAl, FoxA2 ou FoxA3. Les
cellules ainsi générées (iHep) ont été cultivées pendant 15 (Huang et al., 2011) a 21 jours
(Sekiya and Suzuki, 2011). Des analyses par puce a ADN ont démontré une répression des
genes fibroblastiques, et I’induction de certains génes hépatiques, dont ceux impliqués dans le
métabolisme du cholestérol et des glucides, ainsi que les cytochromes P450. L’expression des
geénes transduits a diminué au cours du temps, démontrant que le processus de différenciation
se faisait de fagon indépendante. Au bout de 14 jours, 23% des iHep de Huang et al (Huang et
al., 2011) exprimaient I’albumine, alors que ce chiffre ¢était de 85% pour Sekiya et al (Sekiya
and Suzuki, 2011). Ces cellules étaient capables de sécréter I’albumine (a des quantités 1,5 a 3
fois moindres que les HHCP), stocker le glycogene et capter les LDL et le vert d’indocyanine.
Elles étaient également capables de métaboliser des substrats du CYP450 (diclofénac,
phénacétine et testostérone pour Huang et al, et phénacétine, diclofénac, bufuranol et
tolbutamide pour Sekiya et al), toujours a des niveaux moindres que les HHCP (d’un facteur 2
a 3 pour Huang et al, d’un facteur 10 a 85 pour Sekiya et al). Les iHep n’étaient pas capables

de se différencier vers un phénotype biliaire, ce qui a conduit les auteurs a affirmer qu’elles
110



n’étaient pas représentatives d’une population de progéniteurs hépatiques, mais elles
exprimaient I’AFP (Huang et al., 2011; Sekiya and Suzuki, 2011) et le CK19 (Huang et al.,
2011). Les deux équipes ont démontré que ces cellules étaient capables de s’intégrer dans le
foie de souris Fah'/" aprés transplantation, et de restaurer partiellement la fonction hépatique
des souris transplantées, sans mise en évidence de phénoménes de fusion cellulaire et sans
apparition de tumeurs. Malgré une fonctionnalité inférieure aux HHCP, une expression
incompléte de certains génes du phénotype hépatique et la persistance de 1’expression de
I’AFP, ces travaux démontrent qu’il est possible de reprogrammer directement des cellules
adultes vers un phénotype hépatique, sans passer par un état indifférencié, donc avec un

risque de tumorogénéicité moindre. Des travaux a venir détermineront si cette technique est

possible chez I’homme.

Cellules souches

hES iPS de tissus Cellules adultes
adultes

Différenciation in vitro Oui Oui Oui Partielle
Différenciation in vivo Oui Oui Oui Oui
Potentiel de différenciation Tres fort Tres fort Fort Limité
Prolifération in vitro Infinie Infinie Semi-infinie Limitée
Transplantation autologue Non Non mais possible  Oui Oui
Problémes éthiques Oui Non ou trés peu Non Non
Disponibilité pour la pratique Oui

Non Oui Oui
médicale potentiellement
Gouvernance par une législation Oui Non Non Non
Tumorigénéicité Oui Oui Non ou trés peu  Non
Rejet Oui Non Non Non
Activité trophique in vivo Non Non Oui ?

Tableau 4. Caractéristiques de cellules souches. Adapté de Ochiya et al (Ochiya et al., 2010).
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VI. TRAVAUX EXPERIMENTAUX

Le 6 aolt 2004 a été passé le premier décret autorisant les travaux de recherche sur les hES
dans des conditions tres controlées. En juillet 2005, 1’Institut de Recherche en Biothérapie de
Montpellier a regu D’autorisation d’effectuer des recherches sur hES. Notre laboratoire
INSERM U632 a une longue expérience dans la culture et la caractérisation d’hépatocytes
adultes humains in vitro. Nous avons voulu mettre a profit cette expérience afin de

caractériser de fagon optimale les hES-Hep au cours de leur différenciation.

Mes travaux sur la différenciation des hES vers 1’hépatocyte ont commencé fin 2005, lors
d’une année Master 2 Recherche. A cette époque, il y avait trés peu d’études sur ce sujet, et
ceux qui étaient publiés décrivaient la génération de hES-Hep au sein de corps embryoides
(Lavon et al., 2004; Schwartz et al., 2005). Nous avons voulu élaborer un protocole de
différenciation des hES en monocouche, afin d’assurer une meilleure homogénéité des
cultures. Pour ce faire, nous avons testé plusieurs milieux, supports et facteurs de croissance.
Nos résultats ont €té¢ confirmés par les publications d’autres équipes utilisant des protocoles
similaires. Nous avons comparé les hES-Hep avec le modele de référence, les HHCP, ainsi
que des hépatocytes de foie feetal afin de pouvoir situer leur état de différenciation. Des
travaux antérieurs réalisés au sein de notre laboratoire ont permis d’isoler une population de
progéniteurs, les cellules non-parenchymateuses épithéliales (NPE-Hep) (Duret et al., 2007).
Nous avons comparé la différenciation des hES-Hep a la différenciation de ces cellules afin
de voir s’il existait un parallélisme entre le développement des hES et la maturation des
progéniteurs hépatiques. Enfin, nous avons essayé d’améliorer 1’expression d’enzymes
impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques en évaluant les effets de I’expression forcée

de CAR dans les hES-Hep.
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1. Elaboration du protocole de différenciation

a) 1° étape : Induction de I’endoderme définitif

Nous avons basé notre protocole de différenciation des hES en endoderme définitif sur les
travaux de D’Amour et al (D'Amour et al., 2005), qui ont induit I’expression de marqueurs de
I’endoderme définitif sous 1’action d’activine A a 100 ng/ml et des faibles concentrations de
sérum bovin feetal (0,5%). L’activine A fait partie de la famille TGFJ et se fixe sur les mémes
récepteurs que Nodal, qui est essentiel pour la spécification de I’endoderme définitif au cours
de la gastrulation (un niveau élevé de Nodal spécifie I’endoderme définitif alors que des
niveaux plus faibles spécifient le mésoderme (Lowe et al., 2001; Vincent et al., 2003)). Le
sérum bovin feetal contient des facteurs de croissance en forte quantité, avec un faible de taux
de facteurs inhibiteurs (Mannello and Tonti, 2007). La réduction du taux de sérum bovin feetal

dans le milieu favoriserait ainsi la différenciation au dépens de la prolifération.

Par la suite, nous avons essayé d’optimiser ce protocole d’induction de ’endoderme définitif

en jouant sur divers voies de signalisation ou en modifiant certains parametres de culture.

e Wnt3a

La molécule Wnt est un activateur de la voie de signalisation B-caténine. La présence de Wnt
inhibe la dégradation protéasomale de la B-caténine, qui se transloque au niveau du noyau. La
B-caténine nucléaire forme un dimére avec les protéines nucléaires de la famille T cell factor/
lymphoid enhancer factor (TCF/LEF). Ce complexe peut avoir tantot un réle activateur de la

transcription, tantot un réle inhibiteur.

L’activation de la voie Wnt/B-caténine en synérgie avec la voie TGF/Activine est nécessaire
pour 'induction de la strie primitive (Gadue et al., 2006), qui va donner naissance au
mésendoderme, a 1’origine de I’endoderme définitif et du mésoderme. Ultérieurement,
I’induction de I’endoderme définitif antérieur (précurseur de I’endoderme hépatique) va
nécessiter une diminution de 1’activité Wnt (McLin et al., 2007), car une forte activit¢ Wnt
favorise le développement de I’endoderme définitif postérieur, précurseur des intestins. Il
existe donc un gradient de signalisation le long de 1’axe antéro-postérieur qui est essentiel au

développement des organes endodermaux.
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Nous avons démontré que la présence de Wnt3a induit ’expression de marqueurs
mésendodermaux et de I’endoderme définitif (cf figure 2 de 1’article). Nous avons également
compar¢ des durées d’exposition différentes, car I’effet de Wnt semble étre influencé par la
durée du signal (Hansson et al., 2009). Si I’exposition de Wnt est prolongée au-dela de 48
heures, I’expression des marqueurs de I’endoderme définitif diminue, et plus notamment celle
des marqueurs de 1I’endoderme hépatique comme FOXA2 et HEX (cf figure 2 de I’article).
Ceci confirme le role de la diminution de la signalisation Wnt/B-caténine dans 1’induction de

I’endoderme définitif antérieur.

Nous avons €galement comparé¢ 1’effet de concentrations différentes de Wnt3a sur 1I’induction
de I’endoderme définitif. La concentration de Wnt3a a 25 ng/ml induit une expression plus

importante des marqueurs qu’a 5 ng/ml.
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Figure 20. Effet de la concentration de Wnt3a sur I’expression de FOXA2 évaluée par qRT-
PCR a J4.

e Inhibition de la voie PI3 Kinase

Les travaux de McLean et al (McLean et al., 2007) ont révélé que 1’inhibition de la voie P13
kinase favorise la différenciation des hES vers I’endoderme définitif, en utilisant des
molécules agissant sur diverses étapes de la voie de signalisation PI3 kinase, dont LY294002
qui inhibe I’enzyme PI3 kinase elle-méme. Lorsque les hES ont été exposés a ’activine A, la
différenciation en endoderme définitif n’était possible que lorsque la voie PI3 kinase était
inhibée, soit en rajoutant le LY294002, soit en abaissant la concentration de KOSR dans le
milieu (2%). Le rajout d’insuline ou d’IGF, des activateurs connus de la voie PI3 kinase, dans
le milieu de culture inhibe 1’induction en endoderme définitif médiée par 1’activine. Or, ces

molécules sont présentes a des taux significatifs dans le KOSR et dans le sérum bovin feetal.
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L’IGF joue un rdle dans 1’autorenouvellement dans les cultures de hES (Bendall et al., 2007)

et antagonise la différenciation des hES en activant la voie PI3 kinase.

Nous avons donc utilisé le LY294002 dans le protocole de différenciation au stade de
I’induction de I’endoderme définitif (JO-J5). Nous avons choisi la concentration de 30 pg/ml,
car des concentrations de LY294002 supérieures entrainaient une mortalité importante des

cellules.

e Variation du pourcentage de KOSR

Le KOSR (knock out serum replacement) est un produit de remplacement du sérum bovin a
composition définie, utilisé¢ pour la culture des hES. Nous avons testé des concentrations
différentes de KOSR dans le milieu de différenciation des hES, afin de réduire la
concentration au minimum, car comme le sérum bovin, le KOSR pourrait contenir des
substances pouvant inhiber la différenciation. La réduction a une concentration de KOSR a
2% a conduit a une mortalité importante des cellules. Nous avons donc maintenu le KOSR a

10%.

e Diminution de la concentration du milieu en glucose

En pratique courante, les milieux utilisés pour la culture de hES contiennent des taux élévés
de glucose, qui correspondent a des taux supra-physiologiques (25mM). Cependant, des
études chez des embryons humains pré-implantatoires ont démontré que les embryons ne
consomment que des quantités faibles de glucose aux stades précoces du développement (Gott
et al., 1990). Le développement des embryons humains pré-implantatoires et inhibé par de
fortes concentrations de glucose (Conaghan et al., 1993). Ceci est aussi vrai pour les hES, car
la croissance des corps embryoides et la différenciation des hES est meilleure dans un milieu
ayant une concentration physiologique en glucose (Khoo et al, 2005). De fortes
concentrations de glucose augmentent 1’activation de la voie PI3 kinase, et donc favorisent le
maintient de 1’état différencié comme vu précédemment, et majorent le stress oxydatif (Kim
et al., 2006). Nous avons montré que 1’utilisation d’un milieu a concentration physiologique
en glucose (SmM) augmente 1’expression des marqueurs de I’endoderme définitif (cf article

figure 2).
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e Pyruvate

Le pyruvate est un substrat préférentiel des embryons humains pré-implantatoires (Conaghan
et al., 1993; Hardy et al., 1989). Conaghan et al ont démontré un effet négatif sur la survie
d’embryons humains pré-implantatoires (mortalité avant le stade blastocyste). Nous avons
cherché a savoir si I’adjonction de pyruvate dans le milieu de culture des hES favoriserait leur
différenciation. Nous n’avons pas trouvé de différence significative concernant 1’expression
de marqueurs de I’endoderme définitif entre les hES cultivées en milieu avec et sans pyruvate.
Puisqu’il n’y avait pas d’effet négatif sur la différenciation, nous avons choisi de continuer

d’ajouter du pyruvate dans le milieu de culture.
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Figure 21. Comparaison par qRT-PCR de I’expression de FOXA2 par les hES en cours de

différenciation en milieu avec et sans pyruvate

e FEtude de ’expression de CXCR4 par cytométrie de flux

A J5, nous avons étudié 1I’expression du marqueur de surface de I’endoderme définitif CXCR4
dans les hES différenciées vers I’endoderme définitif. A J5, environ 90% des cellules

exprimaient CXCR4.
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Figure 22. Résultats de 1’étude par cytométrie de flux de I’expression du marqueur CXCR4

par les hES en cours de différenciation a JO et & J5 de culture.

Malheureusement, nous n’avons pas réussi a mettre en culture les cellules triées, en raison

d’une forte mortalité.

e Supports de culture

Nous avons testé le Matrigel et le collagene a la premiere étape de la différenciation. Une
forte mortalité a été constatée avec le collagene, le Matrigel a donc été employé pour les
étapes de I’induction de ’endoderme définitif et la spécification hépatique. Le Matrigel est
une préparation soluble de membrane basale extrait de sarcome de souris. Il contient des
composants de la matrice extra-cellulaire comme la laminine, du collagéne IV, des
protéoglycanes d’héparane sulfate et de I’entactine/nidogéne, mais également des facteurs de
croissance comme les FGF, ’EGF, le TGF-f, I'IGF et I’activateur tissulaire du plasminogene
(BD Biosciences). L’effet du Matrigel sur la différenciation vers 1’hépatocyte a été
initialement démontré dans des systémes de culture de progéniteurs murins (Strick-Marchand

and Weiss, 2002; Tsuchiya et al., 2005).

b) 2° étape : Spécification hépatique

L’expression des marqueurs de I’endoderme définitif étant maximale au bout de 5 jours de
différenciation, nous avons débuté I’étape de la spécification hépatique a partir du 5° jour de

culture.
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o [Effet de différents FGF

La famille des facteurs de croissance FGF comprend 22 molécules différentes. Comme vu
précédemment (cf chapitre I1.2), les FGF secrétés par le mésoderme cardiaque jouent un role
clé dans la spécification hépatique (Jung et al., 1999). Au cours du développement, plusieurs
FGF diftérents (FGFI, 2, 8, 10) sont exprimés par le mésoderme cardiaque (Zaret, 2002). Des
études chez la souris ont démontré que ces facteurs sont vraisemblablement redondants entre
eux (Miller et al., 2000). Nous avons testé divers FGF (1, 2, 4 et 8) et nous n’avons pas trouvé
de différence significative entre les différentes molécules concernant I’expression des

marqueurs de la spécification hépatique (cf article Supplementary Figure 1A).

e [Effet de BMP

Gouon-Evans et al (Gouon-Evans et al., 2006) ont étudi¢ 1’effet de BMP4 sur la spécification
hépatique in vitro de ES de souris. Apres traitement de corps embryoides par ’activine A
pour induire I’endoderme définitif, une population de cellules exprimait fortement FOXA2, c-
kit, et Brachyury. La présence de BMP4 a 50 ng/ml était essentielle pour I’induction de

I’expression d’albumine et d’AFP, en conjonction avec le FGF2 et I’activine A.

Comme pour les FGF, nous avons testé différents types de BMP (2 et 4), et nous n’avons pas
trouvé une différence significative (cf article Supplementary Figure 1A). Nous avons
¢galement fait varier la durée d’exposition des cellules au BMP, qui était rajouté dans le
milieu a J5 a la concentration de 50 ng/ml. La prolongation de I’exposition au BMP au-dela

de 5 jours a diminué I’expression de marqueurs de la spécification hépatique.
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Figure 23. Expression d’AFP et d’albumine a J15 évaluée par qRT-PCR quantitative apres
une exposition au BMP4 pendant 5 jours (de J5 a J10) ou 10 jours (de J5 a J15).
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Nous avons également essay¢ de rajouter le BMP4 et le FGF4 plus tot dans le milieu de
culture (a2 J3), mais ceci a entrainé une mortalit¢ importante des cellules. Il était donc

nécessaire de respecter un délai de 5 jours avant d’induire la spécification.

e [Effet d’Activine A

Les travaux de Gouon-Evans et al (Gouon-Evans et al., 2006) ont démontré que le rendement
de différenciation vers I’endoderme hépatique était optimal dans les cellules souches
embryonnaires de souris en présence de 1’association de BMP, FGF2 et activine A a 50 ng/ml
apres exposition initiale des cellules a I’activine A seule pour induire I’endoderme définitif.
Nous avons étudié 1’effet de la présence d’activine A a 50 ng/ml de J5 a J10. Une diminution

de I’expression des marqueurs de 1’endoderme hépatique a été constatée.
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Figure 24. Expression d’AFP et d’albumine a J15 évaluée par qRT-PCR, en présence
d’activine A a 50 ng/ml de J5 a J10 ou non.

e Effet de DMSO

Le diméthylsulphoxide (DMSO) est un modulateur épigénétique qui entre autres modifie
I’acétylation des histones et augmente la méthylation de I’ADN. Nous avons constaté que
I’ajout de DMSO a 1 % dans le milieu de culture a 1’étape de spécification hépatique majorait

I’expression des marqueurs de la différenciation (cf article supplementary figure 1B).

e [Effet du pourcentage de KOSR

Pendant I’étape d’induction de I’endoderme définitif, le pourcentage optimal de KOSR dans
le milieu de culture était de 10%. Nous avons constaté que 1’expression des marqueurs de la
différenciation est plus importante si la concentration en KOSR est diminuée a 2% pour

1I’étape de spécification (cf article supplementary figure 1C).
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c) 3°étape : La maturation hépatique

o [Effet de HGF, OSM., ITS. Dexaméthasone

Apres rajout de HGF a 20 ng/ml a J10, suivi de 1’oncostatine M (10ng/ml), le dexaméthasone
(5 uM) et I’insuline-transferrine-sélénium a J15, ’expression des marqueurs hépatiques a
augmenté de facon temps dépendant de maniere exponentielle. La prolongation de la durée
d’exposition au HGF en le rajoutant plus précocément n’a pas entrainé une augmentation

significative de 1’expression des marqueurs.
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Figure 25. Expression d’AFP et d’albumine évaluée par qRT-PCR au cours du temps.

L’induction de I’expression de 1’albumine était environ deux fois plus forte si OSM, ITS et

Dex étaient rajoutés a J10 plutdt que J15.
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Figure 26. Evaluation de I’expression d’albumine par qRT-PCR a J22 de culture

120



e [Effet d’autres facteurs de croissance

Afin d’essayer d’optimiser I’étape de maturation, d’autres facteurs de croissance ont été testés
en conjonction avec I’OSM, le dexaméthasone et I’ITS. Ces molécules ont été choisies en
raison de leur role éventuel dans le développement et/ou prolifération des hépatocytes et/ou

des progéniteurs hépatiques :

- Wnt: role dans le développement hépatique et la zonation fonctionnelle via la voie -

caténine (Lade and Monga, 2011)
- Activine A : role dans I’apoptose et la régénération hépatique (Kreidl et al., 2009)

- Triiodothyronine (T3) : accélere la différenciation de progéniteurs hépatiques chez le

rat (Laszlo et al., 2008)

- Liver growth factor (LGF) : complexe albumine-bilirubine qui agit comme un facteur

de croissance chez le rat hépatectomisé (Abakumova et al., 1994)

- TWEAK (TNF-like weak inducer of apoptosis): induit la proliferation de cellules

ovales chez la souris (Jakubowski et al., 2005)

- Vitamine D3 :role dans la différenciation de divers types cellulaires (Samuel and

Sitrin, 2008; Studzinski et al., 1993)

- VEGEF (vascular endothelial growth factor): joue un rdle essentiel dans le
développement des sinusoides hépatiques, dont les cellules endothéliales peuvent

moduler la prolifération hépatique (LeCouter et al., 2003)

- EGF (epithelial growth factor) : role dans la prolifération d’hépatocytes en culture

primaire (Kim and Akaike, 2007).

Cependant, au terme de 27 jours de culture, il n’a pas été constaté de différence significative
entre les hES-Hep cultivées en présence de ces facteurs de croissance (rajoutés a J10) et les

hES-Hep cultivées avec le protocole standard (HGF, puis OSM, Dex et ITS).
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Figure 27. Comparaison de 1’expression d’albumine par qRT-PCR chez les hES-Hep au bout
de 27 jours de culture
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o [Effet de différents milieux de culture

A partir de J10, 5 milieux de culture ont été testés, leurs caractéristiques sont resumés dans le

tableau ci-dessous.

Milieu Composition Remarques

ES KO-DMEM 90% Milieu de culture des hES, utilisé des
KO-SR  10% JO, pendant les étapes d’induction de
Glutamine 1% I’endoderme définitif et spécification
AANE 1%
B-mercaptoéthanol 0,1%
FGF2 10 ng/ml

Milieu A IMDM  75% Version modifiée du milieu utilisé
Ham F12 25% pour la différenciation d’ES par
N2 0,5X Gouon-Evans et al (Gouon-Evans et
B27 0,5X al., 2006)
Penicilline/Streptomycine 1%
Glutamine 2mM
AAP 500X
B-mercaptoéthanol
Albumine de sérum bovin 0,05%

Milieu B William’s E medium Version modifiée du milieu de

Acide linoléique 5.35ug/ml
Pyruvate de sodium 550 mg/I
AAP 0,2 mM

Nicotinamide 10 mM
Heparine 50 ng/ml

ITS 100X

Hydrocortisone 0,1 uM

culture pour hépatocytes foetaux
utilisé par Lazaro et al (Lazaro et al.,
2003)

Milieu de Verfaillie

DMEM low glucose 60%

MCDB 201 1,441g/| 40%

ITS+1 1X

Hydrocortisone 1000X/Dex 5uM
AAP 500X 10*M
Pénicilline/Streptomycine 100X
Glutamine 100X

Version modifiée du milieu de
différenciation des MAPCs utilisé par
Schwartz et al (Schwartz et al., 2002).
Ce milieu était utilisé avec
I’adjonction de Matrigel (Gross-
Steinmeyer et al., 2005)

Milieu HCM

Milieu HCM™

AAP

Albumine de sérum bovin
Hydrocortisone

Transferrine

Insuline

rhEGF
Gentamycine-Amphotéricine

Milieu pour culture d’hépatocytes
commercialisé par Lonza
(www.lonza.com)
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Milieu

Composition

Remarques

Milieu SAGM (small airway
epithelial growth media)

Milieu SAGM™

BPE

Insuline

Hydrocortisone
Gentamycine-Amphotéricine
Acide rétinoique

Milieu commercialisé pour la
culture des cellules
épithéliales des voies
aériennes (www.lonza.com)

Milieu pour cellules
endothéliales (MCE)

MCDB 131 (EMK-2)
IGF1 20 ng/ml
VEGF 0,5 ng/ml
FGF2 10 ng/ml
Hydrocortisone 1uM
EGF 10 ng/ml
Héparine 10 U/ml
AAP

Glutamine

Milieu basé sur le milieu de
culture de HUVEC (human
umbilical vein endothelial
cells)

Milieu HepaRG

William’s E medium
L-glutamine

Insuline  5pg/ml
Hydrocortisone 50uM
EGF 20 ng/ml

(Parent et al., 2004)

AANE : acides aminés non essentiels

DMEM : Dulbecco’s modified eagle medium
IMDM : Iscove’s modified Dulbecco’s medium
AAP : acide ascorbique-2-phosphate

rhEGF : recombinant human EGF
BPE : bovine pituitary extract

Tableau 5. Milieux de culture testés pour les hES-Hep

124




Les premiers milieux testés ont été les milieux ES, A et B. Les milieux A et B ont été utilisés
a partir de J10. Par rapport aux milieux ES et B, le milieu A a induit I’expression d’albumine

a J21 de facon nettement plus importante.
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Figure 28. Comparaison de 1’expression d’albumine a J21 par qRT-PCR

Les résultats PCR ont été confirmés en Western Blot (milieu en contact avec les hES-Hep de
J18 aJ21).
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Figure 29. Western Blot évaluant la sécrétion d’albumine et comparant les différents milieux

de culture a J21.

Par la suite, le milieu A a été comparé au milieu de Verfaillie (avec Matrigel) et a ’HCM. Les

meilleurs résultats ont été obtenus avec le milieu de Verfaillie-Matrigel. Le rajout de
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Matrigell dans le milieu de culture (Matrigel overlay) peut améliorer ’expression des

enzymes du métabolisme des xénobiotiques (Gross-Steinmeyer et al., 2005).
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Figure 30. Comparaison de I’expression d’albumine par qRT-PCR a J22

L’ensemble des milieux a été comparé. Les résultats étaient variables selon le géne étudié.
Globalement, le milieu de Verfaillie-Matrigel obtenait les meilleurs résultats. C’est ce milieu
qui a été utilisé pour la suite des travaux. A partir de J10, les cellules ont été cultivées sur

collagene, un support qui permet le maintien de HHCP en culture prolongée (Ferrini et al.,

1997).
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Figure 31. Comparaison de I’expression de CYP3A4 et CYP3A7 par qRT-PCR quantitative a
J29
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Effet de molécules inductrices sur 1’expression des CYP450

En rajoutant un mélange d’inducteurs (phénobarbital, rifampicine, 3-méthylcholanthrene)

pendant les 24 derni¢res heures de culture, une augmentation de I’expression de CYP3A7et

3A4 a été observée.
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Figure 32. Etude par qRT-PCR de Deffet d’inducteurs sur I’expression de CYP3A4 et
CYP3A7alJ27

Prolongation de la durée de culture

Une durée de culture au-dela de 21 jours n’augmente pas I’expression des marqueurs

hépatiques, avec méme une tendance a la baisse de celle-ci.
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Figure 33. Evolution de I’expression de CYP3A4 et CAR dans le temps évaluée par qRT-

PCR
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2. Article

Differentiation of human embryonic stem cells to hepatocyte-like cells: CAR

transduction activates a battery of detoxication genes.

N Funakoshi, C Duret, JM Pascussi, P Blanc, P Maurel, M Daujat-Chavanieu, S Gerbal-
Chaloin.

Stem Cell Rev. 2011 Sep;7(3):518-31.
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Abstract In vitro production of human hepatocytes 1s of
primary importance in basic research, pharmacotoxicology and
biotherapy of liver diseases. We have developed a protocol of
differentiation of human embryonic stem cells (ES) towards
hepatocyte-like cells (ES-Hep). Using a set of human adult
markers including CAAT/enhancer binding protein (C/EBPal-
pha), hepatocyte nuclear factor 4/7 ratio (HNF4alphal/
HNF4alpha7), cytochrome P450 7A1 (CYP7AL), CYP3A4
and constitutive androstane receptor (CAR), and fetal markers
including alpha-fetoprotein, CYP3A7 and glutathione S-
transferase Pl, we analyzed the expression of a panel of 41
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genes in ES-Hep comparatively with human adult primary
hepatocytes, adult and fetal liver, The data revealed that afier
21 days of differentiation, ES-Hep are representative of fetal
hepatocytes at less than 20 weeks of gestation. The glucocor-
ticoid receptor pathway was fimctional in ES-Hep. Extending
protocols of differentiation to 4 weeks did not improve cell
maturation. When compared with hepatocyte-like cells denved
from adult liver non parenchymal epithelial (NPE) cells (NPE-
Hep), ES-Hep expressed several adult and fetal liver makers at
much greater levels (at least one order of magnitude), consistent
with greater expression of liver-enriched transeription factors
Forkhead box A2, C/EBPalpha, HNF4alpha and HNF6. It
therefore seems that ES-Hep reach a better level of differenti-
ation than NPE-Hep and that these cells use different lineage
pathways towands the hepatic phenotype. Finally we showed
that lentivirus-mediated expression of xenoreceptor CAR
in ES-Hep induced the expression of several detoxification
genes including CYP2B6, CYP2C9, CYP3A4, UDP-
glycosyliransferase 1Al, solute camers 21A6, as well as
biotransformation of midazolam, a CYP3Ad-specific substrate.

Keywords Human embryonic stem cells - Adult hepatic
progenitors - Hepatic differentiation - Hepatocyte -

Maturation - Lentivirus vector- Detoxification

Abbreviations

hES Human embryonic stem cell

ES-Hep Embryonic stem cell-derived hepatocyte-like
cells

NPE-Hep non parenchymal epithelial cell-derived
hepatocyte-like cells

PCHH primary cultures of human hepatocytes

TO tryptophan 2 3-dioxygenase
TAT tyrosine aminotransferase
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GS glutamine synthetase

GoP glucose-6-phosphatase

PEPCK phosphoenolpyruvate carboxykinase
SLC2A2 Glut2

CPS1 carbamoyl phosphate synthase

PKL pyruvate kinase of liver

CYPTAl  cholestero]l 7a-hydroxylase
ALB albumin

AAT alpha-1 antitrypsin

AFP alpha fetoprotein

TTR transthyretin

FIB Fibrinogen

ApoH Apolipoprotein H

Fll blood coagulation factor 11
FV blood coagulation factor V
CcYyp Cytochrome P450

POR Cytochrome P450 reductase
uGT UDP-glycosyltransferase
GST Glutathione S-transferase
PXR, pregnane X receptor

NRIL2

CAR, constitutive androstane receptor
NRI113

AhR aryl hydrocarbon receptor
GR, glucocorticoid receptor
NR3Cl

MRM Multiple Reaction Monitoring

Introduction

Orthotopic liver transplantation is currently the only means
to efficiently cure liver failure regardless of origin (drugs,
alcohol or viral infection). However, liver donor scarcity
strongly limits this approach. New strategies to produce
human hepatocytes are therefore needed. These are based
on the proliferative capacity of human embryonic stem
(hES) cells and adequate protocols of in vitro differentiation
towards mature hepatocytes, Moreover, due to the wide
range of functions performed by the liver, hepatocytes
derived from hES cells (ES-Hep) can be a useful tool for
basic research and pharmacotoxicology.

One of the earliest commitment steps in embryogenesis is
the formation of the primary germ layers ectoderm, mesoderm
and endoderm, the founder populations of all somatic cell types
in the body [1]. The liver develops from definitive endoderm
(DE) that s generated from the anterior primitive streak (PS).
Along the PS an inverted gradient of TGFp/Nodal/Activin
and Wnt/Scatenin constitutes a signaling environment that is
responsible for the induction of the hepatic lineage [2]. The
cardiac mesoderm and septum transversum mesenchyme
induce hepatic specification of the adjacent endodermal

epithelium through bone mormphogenetic protein (BMP2-4)
[3] and fibroblast growth factor (FGF1-2-8) signaling [4, 5].
At this stage, endothelial cells seem 1o have an organogenic
role and provide a crucial growth stimulus for hepatic bud
formation [6]: the cells are thereafier referred to as hepato-
blasts. Although these cells already express some genes
specific o fully differentiated hepatocytes, such as serum
albumin, in the fetal liver hepatoblasts give nise to hepatocytes
and bile duct cells (cholangiocytes). The hepatic versus bile
duct phenotype specification process is not yet fully under-
stood; nevertheless Notch [7] and TGF-[/activin pathways [8]
seem 1o play crucial roles in this cell-fate decision.

During mid and late fetal life, the liver is the major
hematopoietic organ. The secretion by hematopoietic cells of
oncostatin M (OSM) coordinates the late stages of embryonic
liver development and promotes the maturation of fetal
hepatoblasts into hepatocytes [9). This final maturation step
also involves HGF (Hepatocyte Growth Factor), soluble
compounds (glucocorticoid, msulin...), extracellular matnx
components and cell-cell interaction and cooperation [10], At
birth, the function of the liver shifts from hematopoiesis to
homeostasis and detoxification. Numerous adult funections
are acquired and fetal ones are lost.

If liver development is well described in rodents, informa-
tion is scarce conceming human development. Important
differences exist between these species, as documented for
many genes [11-18]. In addition, liver lobule architecture is
established at birth in rodents, whereas it appears to be
already specified at week 20-22 of gestation in humans,
which may have a strong impact on the pattem of metabolic
activities [19, 20]. It is therefore necessary to take these
differences into account when considering hES differentia-
tion towards hepatocytes. Recent studies from this [21] and
other laboratories [22] have allowed to identify genes that are
true markers of human liver maturation.

In the last five years, numerous papers have reported the
generation of hepatocytes from human embryonic stem
cells [23-29]. In most cases, these studies used HepG2 as a
reference hepatic cell, or used the time-dependent increase
of hepatic markers as a means to follow differentiation. The
aim of this work was to investigate the differentiation of
hES towards hepatocyles using several reference cell/tissue
types including fetal and adult liver tissues, adult primary
human hepatocytes and adult liver progenitors [30, 31].

Materials and Methods
Chemicals
Growth factors (Activin A, FGF, HGF, BMP, OSM) were

obtained from Peprotech (Neuilly sur Seine, France).
Mouse Wnt3a was from Chemicon (Hants, England).
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Culture medium and supplements are from Invitrogen
(Cergy Pontoise, France). Collagen | coated plates and
Matrigel are from Becton-Dickinson (Le Pont de Claix,
France). LY294002, DMSQO, clotrimazole and midazolam
are from Sigma.

Cell Culture and Differentiation

Human embryonic stem cells HUES-1 (obtained from Dr
Douglas Melton, Harvard Universily) were cultured and
amplified onto mouse embryonic fibroblasts (MEF),
using DMEM medium supplemented with 10% KO-SR
and 10 ng/ml FGF2, For differentiation, a single cell
suspension of hES was transferred to a Matrigel™ coated
plate (40 pglem?) and maintained in MEF conditioned
medium (CM) for 24-48 h. When cells reached 50%
confluence, medium was replaced by an endoderm
priming medium for 5 days consisting of DMEM
5.5 mM glucose, 2 mM glutamine, 0.1 mM non essential
amino-acid, 10% KO-SR supplemented with Activin A
(100 ng/ml), FGF2 (10 ng/ml), Wnt3a (25 ng/ml) and
LY 294002 (30 uM). The medium was changed daily. For
hepatic induction, KO-SR was reduced o 2% and
supplemented with BMP4 (50 ng/ml), FGF4 (25 ng/ml)
and 1% DMSQO (Fig. la). For the differentiation process.
cells were transferred to collagen 1 coated dishes in a
medium consisting of 60% low glucose DMEM, 40%
MCDB-201, supplemented with insulin-transferrin-
selenium (ITS+1), 5 uM dexamethasone, 0,1 mM ascor-
bic acid 2-phosphate, 20 ng/ml HGF, 25 ng/ml FGF4,
10 ng/ml Oncostatin M (OSM), After 24 h, cold medium
supplemented with 0.3 mg/ml Matrigel ™ was added to
the cells. Medium (without Matrigel addition) was then
changed twice a week.

Other Liver Cells

Hep(G2-C3 hepatocellular carcinoma cell line was obtained
from ATCC and cultured as recommended. Non parenchymal
epithelial cells (NPE) were isolated, cultured and differentiat-
ed as described previously [31]. Human Fetal Liver (FL)
samples (20 and 23 weeks) were obtained from CliniScien-
ces (Montrouge, France). A mix of five human Adult Liver
(AL) mRNA samples isolated from five lobectomies, and a
mix of six mRNA samples isolated from Primary Cultures of
Human Hepatocytes (PCHH) cultured for 3—4 days in [SOM
medium [32] were used as references.

RNA Isolation and RT-PCR
After extraction with Trizol reagent (Invitrogen), |1 pg of

total RNA was reverse-transcribed using random hexap-
rimer and the MMLYV reverse transcriptase kit (Invitrogen).

) Springer

Quantitative PCR was performed using Roche SYBER
Green reagent and LightCycler 480 apparatus (Roche
Diagnostic, Meylan, France). Amplification specificity
was evaluated by determining the product melting curve,
The expression of RPLPO mRNA was used for relative
quantification. Results are expressed as relative mRNA
levels or as the percentage of mRNA expression in PCHH
as indicated in figure legends. Sequences of primers are
summarized in Table S1. The following program was used :
one step at 95°C for 10 min, 50 cycles of denaturation at
95°C for 10 s, annealing at 63°C for 15 s, elongation at 72°
C for 15, miR-122 was quantified by RT-PCR as described
[33].

Western Blotting

The secretion of proteins in 4 day-aliquots of culture media
was assayed by westem bloting. Primary antibodies
directed against human albumin, alpha-1 antitrypsin
(AAT) (Dako Cytomation, Trappes, France) factor 11 (FII),
factor V (FV) (USBiological), alpha-fetoprotein (AFP)
(Thermo Fisher Scientific, Runcom, UK) or fibonogen
(Sigma) were used at 1/1000 dilution. Anti-mouse, -goat or
-rabbit horseradish peroxidase-conjugated secondary anti-
bodies were used at 1/10000, and chemiluminescent signal
detection was performed with the ECL Western Blotting
Detection kit (Amersham, England).

ELISA

Albumin and AAT proteins were quantified in 4 day-
aliguots of culture media using AssayPro ELISA Kits (St
Charles, MQ) as recommended.

Urea Assay

The urea production in 4 day-aliquots of culture media was
assayed by a colorimetric assay (Gentaur, Brussel, Bel-
gium) as previously described [30].

Indirect Immunofluorescence

Fixed cells were permeabilized with 0.2% Triton X-100 in
TBS for 5 min. Mouse antibodies directed against N-CAM
(NeoMarkers) and cyvtokeratin 8/18 (NovoCastra), rabbit
antibodies directed against HNF4 (Santa-Cruz) and AFP
(Thermo Fisher Scientific), goal antibody directed against
FOXA2 (R&D) and goat antibody-FITC directed against
human albumin (Bethyl Laboratory) in PBS 3% FCS were
applied to the cells for | h at room temperature. Afler
washing, cells were incubated with anti-mouse Alexa-488,
anti-rabbit or anti-goat Alexa-568 secondary antibodies (1/
1000 dilution, Invitrogen) for 45 min at room temperature.
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Nuclei were labeled with Hoechst 33258. Immunofluores-
cent labeling was examined under a fluorescent microscope
(Leica Microsystem, Rueil-Malmaison, France) and images
were analyzed using Metamorph software (Universal
Imaging Corporation, Downington, PA).

LDL Uptake

After 21 days of differentiation Hep-ES were incubated
with 20 pg/ml of Dil-LDL (1,1'-dioctadecyl-3.3,3".3"-
tetramethyl-indocarbocyanine perchlorate, Molecular
Probes, Eugene, OR) for 4 h in culture medium. Cells
were washed with PBS and fixed in 3.2% formaldehyde.
For nucleus staining, cells were incubated for 1 h with
3 uM Hoechst 33258 without permeabilization. Cells were
examined as indicated above,

Glycogen Uptake

After 21 days of differentiation, the storage of glycogen in
Hep-ES was evaluated using the Periodic Acid Schiff
Assay staining as recommended by the manufacturer
(Sigma).

D10 D15
u HNFYALB

D21

Lentivirus

FG12-CMV and the FG12-hCAR were obtained afler ampli-
fication of the CMV or the CMV-hCAR cassettes (pcDNA3-
CMV Hpa-1 F: acGTTAAC CGTTGACATTGATTATTGAC;
pcDNA3-Hpa-1 Rev: acGTTAACTgatcagegggtttaaacic) from
the pcDNA3 or the pcDNA3-hCAR (gifts from Masahiko
Negishi, NIEHS, NC USA) plasmids and insertion into Hpa-1
linearized FG12 [34]. Lentivirus production and cell trans-
duction were performed as previously described [35, 36].
HepG2-C3 and ES-Hep were transduced at D15 or D20,
respectively, with 10 and 10, 20 and 50 pl of lentivirus
solution and analyzed 3, 7 and 10 days later, afier treatment
with or without clotrimazole for the last 24 h.

Metabolic Activity

After 21 days of differentiation hES-Hep cells were incubated
with 5 uM midazolam. At 24 h, 400 uL of acetonitrile/water
(30/10, v/v) were added to each well and extracellular medium
and cell homogenate were mixed and submitted to analysis for
substrate and metabolites by LC/MS-MS, using MassLynx
4.0 Software (Waters-Micromass, Milford MA).
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Results medium. Thus, DMEM culture medium containing

In vitro Production of Definitive Endoderm (DE): Effect
of Glucose and Wnt3a

The differentiation protocol used for HuES-1 cells is
illustrated in Fig. la. This protocol is based on previous
papers that emphasized the role of stimulatory factors such
as Activin, LY 294002, Wnt3a, DMSO, KO-SR [29, 37—
41]. mRNA expression of mesendodermal and endodermal
markers was analyzed from DIl to D5 (Fig. 2a). As
expected, Brachyury (mesendodermal marker) mRNA
reached a maximum at D2 and decreased thereafter.
Note that the maximum level was greater and the
decrease sharper in low glucose medium. No significant
effect of glucose concentration was observed in the
induction kinetics of endodermal marker (ranscripis
Sox17, CXCR4, FOXA2, and HEX. However, while
these transcript levels decreased between D4 and DS in
high glucose (25 mM) medium, they were maintained at
their maximum up to D5 in low glucose (5.5 mM)
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Fig. 2 Optimization of DE specification. a Effect of high (HG) and
low (LG) glucose on mRNA expression of development markers
(reference level 100 with LG at D5). b Effect of Wnt3a on mRNA
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5.5 mM glucose was routinely used.

In the next series of experiments, HuES-1 cells were
cultured as described above in the absence or presence of
Wnt3a (25 ngml) for 48 (D1 to D3) or 96 h (D1 to D3)
(Fig. 2b), The mRNA expression of mesendodermal
(Brachyury) and primitive streak (MIXL1) markers
increased with the duration of Wnt3a treatment. Howev-
er, while mRNA levels of DE markers (Sox17, CER,
GSC, HEX, FOXA2 and CXCR4) were strongly in-
creased (4.8 to 33-fold) by Wnt3a exposure between DI
and D3, prolonged Wnt3a exposure (D1 to DS) led to a
decrease in DE marker levels. In contrast, ZICI
(ectodermal marker) mRNA level was strongly reduced
by Wnt3a, while Sox7 (visceral endoderm marker)
mRNA expression was not affected. Thus, transient
exposition of cells to Wnt3a from DI to D3 was
routinely used to induce the DE. During this step, the
cells became larger with dark cytoplasm and adopted a
more mesenchymal aspect (Fig. 1b-D3), as confirmed by
N-CAM expression (Fig. 1c-D5).
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Hepatic Specification

Hepatic specification was induced between D35 and D10
(Fig. la). In contrast to Jung et al. [42] and in agreement
with Cai et al. [25], we observed that different combina-
tions and doses (25-100 ng/ml) of BMPs and FGFs
produced similar effects on the rate of this step (Supple-
mentary Fig. 1A). Thus, for further experiments, we
associated BMP4 and FGF4 at 50 and 25 ng/ml, respec-
tively. We further observed that using 1% DMSO,
previously reported as an epigenetic modulator [43], and
decreasing KO-SR concentration to 2% increased the
expression level of albumin, AFP, AAT, HNF4a7, HNF4xl
and FOXA2 mRNAs (Supplementary Fig. 1B-C). At D10,
most of the cells expressed FOXA2Z/HNF3p and AFP as
shown in Fig. lc and supplementary Fig. 2A.

Hepatic Maturation

Cell substratum has a strong impact on stem cell differen-
tiation towards hepatocytes [44]. At DIO, cells were
trypsinized and replated on type-l collagen-coated plates,
in a medium containing HGE, FGF4, insulin and gluco-
corticoids as used by others for MAPC differentiation
towards hepatocytes [45]. This medium was complemented
with OSM [46]. As first shown in mouse fetal hepatocytes
[46] and parenchymal epithelial cells (NPE) [31], matrigel
overlay had a stimulating effect on the maturation step. We
therefore routinely used this additive at 0.3 mg/ml in this
protocol at D11. Morphological changes during maturation
are shown in Fig. 1b. Between D15 and D21, clusters of
cells displayed a typical aspect of primary binucleated
hepatocytes. Immunofluorescence analysis revealed time-
dependent increased expression of ALB which colocalizes
with CK8/18 (D15) and HNF4 (D21) (Fig. lc and
supplementary Fig. 2A). A similar pattemn is observed in
PCHH as shown in Fig. 1d and supplementary Fig. 2b. At
D21, it can be seen that a significant proportion of cells do
not express ALB and/or HNF4. We therefore evaluated the
percentage of cells expressing ALB by immunofluores-
cence and FACS analysis. As shown in supplementary
Fig. 3, this cell population represents 40% of the total
number of cells in culture.

Differentiation of hES Cells to Hepatocyte-like Cells

In order to characterize the phenotype of hES-derived
hepatocyte-like cells (ES-Hep), several markers were
compared with those evaluated in NPE-derived
hepatocyte-like cells (NPE-Hep) [30, 31], primary cultures
of adult human hepatocytes (PCHH, n=6), adult liver tissue
(AL, n=35), and fetal liver tissue (FL, mix of samples at 20—
23 weeks gestational age). Hepatocellular carcinoma

HepG2-C3, considered as the most differentiated Hep(2
clone was analyzed in parallel (Table 1). Note that,
expression of markers was weighted by the percentage of
cells expressing ALB at D21 (see column hES D21%),

Expression of Liver Enviched Transcription Factors

Hepatocyte-lineage genes are primarily regulated at the
transcriptional level [47]. Analyzing transcription factor
expression levels is therefore mandatory. C/EBPx and a
HNF4 a1l /HNF4a7 ratio >1 [48] are general ly considered as
adult hepatocyte markers. FOXA2, HNF4axl, HNF4«7 and
C/EBPa mRNA levels shamply reached maximum levels at
D10 or D15 and decreased 2- to 5-fold a1 D21, except for
HNF4«7 (Table 1A). In contrast, HNF1, HNF6, C/EBPR
and XBP-1 mRNA expression increased slowly, reaching
maximum levels at D21, close to levels in PCHH. At D21,
the HNF4x I /HNF4 7 ratio was clearly <I as in fetal liver.

Secreted Plasma Proteins

ALB, AAT, TTR, ApoH, FV and FIl mRNAs were expressed
at very low or non existent levels before D15 (Table | B), and
shamply increased at D15 or D21. AFP, a well known fetal
marker, exhibited a tremendous increase between D10 and
D15 to reach a level approximately ten times greater than
that found in fetal liver. At D21, the expression of ALB,
AAT and TTR was greater than in PCHH, while expression
of ApoH, FII and FV was lower than that observed in
PCHH. The expression of all transcripts was greater than that
observed in HepG2-C3 cells, except for ApoH and FV.
While AFP protein was not expressed in PCHH (Fig. 3a),
expression levels of ALB, AAT, and FV proteins were
similar to those observed in PCHH, consistent with transcript
levels. Fibrinogen (FIB) was highly expressed in ES-Hep in
comparison to PCHH, while the opposite was observed for
FII (Fig. 3a). The findings conceming ALB and AAT were
confimed by ELISA (Fig. 3b).

Metabolism

Hepatocytes play crucial roles in amino acid metabolism
(TO, TAT, GS), insulin-regulated glucose homoeostasis
[49] (G6P, PEPCK, SLC2A2), urea (CPS1)., bile acid
synthesis (CYP7AL) [50), and lipid homeostasis [51].
Apart from GS, none of these transcripts was significantly
expressed at DI and all exhibited a major increase between
D15 and D21 (Table 1C), consistent with transcription
factor expression before or at D15 (Table 1A), Indeed, G6P
and PEPCK are HNF4- and C/EBPw-target genes, and
Glut2 is a FOXA2- and HNF6-target gene [47]. At D21,
TO, PEPCK, Glut2, CPS| and PKL reached levels
admittedly lower but close to those measured in PCHH.
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Table 1 Quantitative RT-PCR anmalysis of mRNA expression of
hepatic markers during hES differentiation (from D1 te D21) in
comparison with NPE differentiation (D] to DI18). FL, AL and

HepG2-C3. mRNA levels quoted in this table have been normalized
with respect to corresponding levels in PCHH arbitranly taken as 100

41 Springer

hES | hES | hES | hES | hES hES | NPE | NPE | NPE HepG2-
DI D3 pio | D15 | D21t | D21t | DI p7 | pis | P& g? AL | P
A - Transcri Factors
FOXA2 | 07 | 56 [DBS6N| 54 56 15 16 13
C/EBPo. | 0.03 | 008 | 02 | 135 5 125 o 0 0.2
C/EBPR 2 2 51 | 625 | 615
HNF4al | 0,009 | 0.01 0.4 11 21
HNF4a7 | 0.7 1.8 12 | 33 17
Ratioalie? | 0.01 | 0.005 | 04 | 03 | 03 1.2
HNFlo 0 0 8715 | 04 15 11
HNF6 27 | 07 008 | 007 ] 0.2
XPB1 12 5.2 | _BO 24 50 69
B - Secreted plasma proteins
AAT 0 0.1 1.3 4.5 45 B
ALB 0 0.1 03 | 06 | 06 | 6.6
AFP 0 5 | 0 | 80
TTR 0 0 35 nd nd 1.2
ApoH 0 0 0 1.2 | 212 0 05 | 26 - TR
FIl 0 0 1.3 [ 108 | 351 PSR nd nd | 03 0.5
FV 0 0 [0075] 144] 75 0% 1 71 | 212
C - Metabolism
TO 07 [oo1 [ 005 |102] 102 [255] 01 | 88 | 133 | 65 0.03
TAT 0 0 0 Joos| oS 1.25 | 0.01 | 0.1 1.3
G6P 0 0 0 32 002 | 33 | 18 |
PEPCK | 0.03 | 005 | 02 9.9 248 | 62 | 02 | 03 | &7 | 8. |
Glut2 0 0 0 63.3 2 5 7.9
CYP7AI 0 0 0 14.7 0 0 L 006 | 06 |
GS 34 41 ]
CPS1 04 | 0.1 03 | 172 | 554 PISESN 02 | 04 | 24
PKL 04 | 0.4 [ 02 1.2 14 35 | 003 ] 008 | 04
D - Detoxification
CYPIAI 8 0.09 nd 73 |
CYPIA2 | 0.07 0 0.2 . 0 0.02
CYP2B6 | 27.7 | 0.79 0 0.4 1 0 Jo025] 25 2.3
CYP3A4 [ 0 0 0.9 02 | 09 0.01
CYP3A7 | © 0 0 3.3
POR 7 5.6 16.6 | 204
SLC21A6 | O 0 7 . 7 | as 0.005
UGTIAL [ 003 | 001 | 001 | 02 1.6 4 25 1.5 ] 06 [ 008 | 008
GSTA3 0 0 0 102 | 34 28
GSTPI
E - Nuclear Receptors and Coactivators
AhR 3 7.5 20 25
PXR 1 0.2 0.5 1.2 3 75 1 007 | 009 | 04
CAR 0 0 0.3 27 95 [ 237 ] o 0 0.5
GR 9.7 | 1.7 16 | 63
SRCI 26 42
PGClo. | 104 | 98 | 255 | 30 B
F - miRNA
m‘ﬁ;ﬁ' 0.008 | 008 | 02 | 14 425 | nd
nd : not determined - 0 : not detected
0-25%126-50% | 51-75%
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Fig. 3 Expression of plasma proteins in 4 days-aliquots of culture
medium of ES-Hep after 15, 18 and 21 days of differentiation
measwed by Western-blot (a) and ELISA (b). Production of these

TAT remained at a very low level with respect to PCHH
while G6P exhibited level 10 times greater, as in FL. At
D21, expression of CYP7AI reached 15% of that observed
in PCHH. As this gene is not expressed in FL (at week 24)
it was considered as another marker of maturation, in
agreement with previous observations in piglets [52]. Urea
synthesis increased from D15 to D21 to reach 15% of the
activity observed in PCHH (Fig. 3¢). Finally, hES-Hep cells
were able to store glycogen and uptake LDL as assessed by
fluorescence labeling (Fig. 3d and e).

Detoxification

Xenobiotic biotransformation and excretion is dependent on
the presence and distribution of phase 1, phase Il and
transporter genes [53]. Cytochrome P450s (CYPs) are mixed
function monooxygenases and are major phase | enzymes. In
contrast to adult liver, fetal hepatocytes exhibit a modest
detoxification function. CYP gene expression increases
during liver ontogeny and is characterized by a strong
expression of CYP3A7 in the human fetal liver [54]. In the
perinatal period, expression of CYP3A7 decreases and that
of CYP3A4 (its adult counterpart) increases [21]. As with
CYP3A4, other CYPs including CYP2B6, CYP2C8/9 and
CYPIA2 are major CYPs expressed in adult liver. In contrast
to CYPIA2, CYPIAL is also expressed in non hepatic
tissues such as trachea and lung [54].

Except for CYP2B6, none of these genes was significantly
expressed at D1, and all exhibited a major increase between
D15 and D21 (Table 1D). CYP3A4 reached 1% of the level
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~hai!

D21 PCHH
g 10
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proteins by PCHH was analyzed in comparison. ¢ Urea production. d
Glyveogen storage. ¢ Dil-LDL uptake

detected in PCHH, while CYP3 A7 expression was 100 times
higher than in PCHH and close to that observed in FL. At
D21, CYPIA] was expressed at a high level in ES-Hep in
contrast to CYP1A2. Sumprsingly, CYP2B6 was expressed
at a significant level in undifferentiated ES cells
{comesponding to 25% of CYP2B6 mRNA in PCHH) and
decreased rapidly thereafler. POR, the specific NADPH-
dependent reductase involved in CYP enzyme function, was
expressed at a significant level in undifferentiated cells (D1).
UGTIAl is a glucuronidation enzyme exclusively
expressed in adult liver [55] (Table 1D). Its mRNA
expression increased during ES-Hep differentiation to reach
1.5% of PCHH mRNA levels, The mRNA expression of
SLC21A6, a hepatospecific bilirubin transporter, was also
induced during ES-Hep differentiation but only reached a
very low level at D21 in comparison to PCHH. In contrast,
SLC21A6 mRNA was expressed at a high level m FL as
observed by others [56]. It is remarkable that GSTA3 and P
levels were almost 20 times greater in ES-Hep as compared
with PCHH. Moreover, GSTP] was expressed at an even
greater level in undifferentiated DE cells, in sharp contrast
with GSTA3. Indeed, GSTP1 and GSTA3 are generally
considered as fetal and adult markers, respectively.

Expression of Nuclear Receptor Implicated
in Detoxification Function

In adult liver detoxification genes are transcriptionally

regulated in part by xenoreceptors PXR (pregnane X
receptor), CAR (constitutive androstane receptor) and
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AhR (aryl-hydrocarbon receptor) [57-39]. CAR and PXR
expression is regulated by HNF4xl and GR [60]. PXR
mRNA was detectable in undifferentiated HuES-1 cells, and
its expression increased slightly from D10 to D21 to reach
3% of PCHH expression levels {Table 1E). CAR mRNA
expression peaked at D15 (as observed with C/EBPx and
TTR), representing 25% of PCHH expression level. This
mRNA was barely detectable in FL and was considered as
another marker of hepatocyte maturation. AhR was expressed
at a significant level during the differentiation process, in
accordance with the expression of its target gene, CYPLAL

GR mRNA expression increased during differentiation
to reach a level close to that of PCHH (Table 1E). Since
GR is a central transcription factor for many cellular
processes, we decided to evaluale its functionality. Al
D21, ES-Hep culture medium was depleted of dexameth-
asone for 16 h and then re-supplemented with 5 puM
dexamethasone for 24 h. The expression of a series of
genes (supplementary Fig. 4) was analyzed before and
after depletion, as well as 24 h after re-supplementation.
The results provide clear evidence that this receptor is
functional, as shown by the expected modulation of
several target genes, TAT, CAR, PXR, CPSI, G6P and
TTR. Interestingly, FOXA2 expression was not affected
by dexamethasone, consistent with its expression reaching
maximum levels at D10.

Expression of miRNA-122

miR-122 i liver specific and highly expressed at similar
levels in human fetal liver (aged between 9 and 27 weeks)
and adult liver [61]. In ES-Hep, ils expression increased
gradually during differentiation to reach a level close to
20% of that observed in PCHH (Table 1F).

Differentiation of NPE Cells to Hepatocyte-like Cells

We comparatively analyzed the expression of the same
gene battery during adult NPE cell differentiation between
D1 and D18 (Table 1). In contrast to hESC, these cells were
not sensitive to OSM (not shown). Major differences
between the differentiation processes of these two cell
types were apparent. The transcription factors FOXA2, C/
EBPax, HNF4a and HNF6 were expressed at much lower
levels in NPE-Hep compared to ES-Hep. Similarly, AFP,
TTR (target genes of HNF6), FII, CYP7AI1, CPSI1, PKL,
CYP3A7, UGTIAl, GSTA3, PXR and CAR exhibited
lower levels of expression in NPE-Hep. In contrast, other
markers such as C/EBPj. XBP1, albumin, AAT, ApoH,
FV, TO, TAT, G6P, GS, CYPIAL, CYP1A2, CYP2B6,
CYP3A4, POR, SLC21A6, GSTP1, AhR, GR, SRC1 and
PGCla were expressed at similar levels in both hES and
NPE-derived hepatocyte-like cells.
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Transduction of CAR in ES Cells

Previous investigations have shown that forced expression
of transcription factor(s) can dramatically change cellular
fates, inducing pluripotency, as in iPS cells [62, 63],
promoting transdifferentiation in certain somatic cells [64,
65], or enhancing differentiation in carcinoma cells [66].
The xenosensor CAR regulates the expression of CYP2/3
and other xenobiotic conjugation and transporter genes afier
activation by exogenous compounds (such as phenobarbital
or CITCQO), or through its constitutive activity when
transfected [59]. Since CAR is expressed at a low level in
our ES-Hep, and as its expression is a marker of adult
phenotype, we decided to study the impact of its lentivirus-
mediated expression in ES-Hep, using HepG2-C3 cells for
comparison. Transduction expenments carmried out at D15
or D20 gave similar results. The mRNA levels of phase |
(CYP2B6, CYP2C9 and CYP3A4), phase 11 (UGTIAL)
and phase Il (SLC21A6) genes as well as biotransforma-
tion of midazolam (CYP3A4 substrate) to 1-OH-midazolam
in ES-Hep were induced in a dose-dependent manner,
reaching 2-20% of levels observed in PCHH (Fig. 4a—b,
and supplementary Fig. 5). Clotrimazole, a potent deacti-
vator of CAR [67], significantly repressed both the
expression of these genes and midazolam activity, as
expected [68]. However, analysis of cells several days afler
the induction of lentivirus-mediated expression of CAR
revealed that this xenosensor is down regulated from 100%
(level after forced expression at D20) to 20% at D27-31. As
expected, all CAR<arget genes were down regulated in
parallel (Fig. 4¢). These results show that forced expression
of transcription factors in ES-Hep cells may enhance, at
least transiently, the differentiation status of these cells.
Interestingly, CAR overexpression did not induce these
mRNAs in HepG2-C3 cells (except for CYP2B6).

Discussion

In this work we have: i) optimized a protocol of
differentiation of hES cells towards the hepatocyte pheno-
type. ii) characterized the differentiation level of
hepatocyte-like cells derived from hES versus those derived
from adult liver NPE by comparing them to PCHH, adult
and fetal liver, and iii) evaluated the effect of forced
expression of the xenoreceptor CAR in hES-derived
hepatocyte-like cells on the expression of several markers
of the hepatocyte detoxification function.

Numerous approaches have been developed to generate
hepatocyte-like cells from hES cells [23-29]. Classical
protocols used culture media with high glucose concentra-
tion (25 mM), arguing that highly proliferating cells need
more energy. However, a more physiologic glucose
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Fig. 4 Effect of CAR transduction. a Detoxication gene expression in
Hep(G2-C3 and ES-Hep transduced with lentivirus harboring CAR
(FGI12-CAR) or control (FG12) plasmid at D15 and 48 h later treated

concentration (5.5 mM) better promotes the in vitro
development of mouse and human embryos [69, 70] and
the formation of embryoid bodies [71] Moreover, high
glucose concentration enhances Pl3-kinase activation and
oxidative stress [72]. Our finding that DE markers reached
higher levels in low glucose medium than in high glucose
medium (Fig. 2) is consistent with these observations.
Wnt3a signaling plays an important role in hESC self-
renewal and differentiation [73]. Since duration of signaling
is critical (along with magnitude) [74]., we explored the
possibility of adapting the duration of Wnt3a treatment. We
showed that a short exposure of cells to Wnt3a (between
D1 and D3) was optimal for DE marker expression (Fig. 2).
The differentiation protocol was further improved by
adopting conditions used to differentiate adull liver NPE
cells [31]. These included the use of 1% DMSO and 2%
KO-SR during hepatic specification (supplementary Fig. 1),
and plating of cells on type-1 collagen at D10, followed by
overlay of matrigel starting at DI1. This substratum is
apparently optimal for PCHH both in our hands and as
published [44]. Admittedly, ALB expression is not the ideal
hepatocyte marker as supported by our observations that
primary human hepatocytes are heterogeneous in this
respect (see Fig. 1d and supplementary Fig. 2B). However,
in the absence of an altemative consensual hepatocyte

for 24 H with 1 uM dotrimazole. b 1-OH-midazolam production (see
supplementary Fig. 5). ¢ Gene down-regulation after CAR transduc-
tion at D20

marker, this parameter was used to monitor cell differenti-
ation. In spite of our efforts to increase yield, ES-Hep only
represent approximately 40% of cells at the end of the
differentiation protocol and are likely to be heterogeneous
in terms of the extent of their differentiation. This may
account for the modest level of expression of hepatic
markers as compared with PCHH (Table 1). It is remarkable
that among the 41 genes tested here, 29 exhibited a more or
less sharp increase between D15 and D21 of differentiation.
Hence, it may be argued that longer period of differentia-
tion would result in better maturation. However, this was
not the case (not shown)., Apparently, the cell phenotype
was not maintained in ES-Hep beyvond D21, in our
conditions. Whether this is related to the finding that the
master regulators of hepatospecific genes such as FOXA2,
C/EBPx, and HFN4x1 (Table 1) [47] reached maximum
levels between D10 and D135 and decreased thereafier is
currently unknown and will require further investigation,
The observation that CAR expression rapidly declines afier
lentivirus transduction of cells between D24 and 31
(Fig. 4c) may be a consequence of this process.

The main objective of hES cell differentiation s to
generate mature hepatocytes for biotherapy, basic research,
pharmacology and toxicology. It is therefore important to
select the most appropriate cellular controls and markers to
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evaluate the degree of differentiation of the generated cells.
Some of the previous studies used controls that are not fully
pertinent in this respect, including HepG2 cells which are
certainly not “hepatocytes™ [41], or undifferentiated ES
cells [29]. In these cases, the high induction ratios of gene
expression which were reported during differentiation
should not be interpreted as a high level of differentiation,
but merely reflect the low level of gene expression (if any)
in the control cells (Hep(G2 or undifferentiated ES, Table 1).
In addition, semi-quantitative PCR is frequently used with a
high number of cycles (>35), rendering questionable the
biological significance of detected signals [25, 75, 76].
Moreover, comparative analysis reveals important differ-
ences between rodent and human development [21, 22],
raising the question of whether studies on rodents can be
extrapolated to humans [77]. For instance, the human
embrvo catabolizes amino acids for energy production
whereas the rodent embryo does not. Some authors referred
to the expression of genes that are not human adult
markers, but fetal markers instead (CYP3A7) [29]. It is
therefore important not to rely exclusively on rodent
markers, and a list of human-specific development and
adult markers should be documented. Finally, demonstrating
that some CYP substrates for instance are metabolized by ES-
Hep does not mean these cells are mature hepatocytes [75]. In
this study, we therefore made a quantitative RT-PCR analysis
of genes in ES-Hep versus fetal liver, adult liver and PCHH
to estimate the developmental “age” of hepatocyte-like cells.
Human adult hepatocyte markers used included C/EBPa,
CYP7A1, CYP1A2, CYP2B6, CYP3A4, UGTIAl and
CAR (Table 1) for which there is a good agreement with
rodent data [50, 54-56, 78, 79]. However, other genes
appear to be adult markers in rodents but not in humans. TO
is switched on in rat liver shonly after birth [11], and is
therefore currently used as a maturation marker in mES
differentiation [25]. Micro-array data [56] (fetal liver
15—-24 weeks) and our results on a FL sample (20-23 weeks)
(Table 1) show that TO is expressed in human FL at mid-
gestation. TAT mRNA is expressed in rat liver after birth
[12], but is again detected earlier (mid-gestation) in human
liver [14] (Table 1). CPSI activity is detected in rodents in
the perinatal period and increases over 4 weeks post-partum
to reach the level detected in adults [15], while in humans
CPS1 can be detected as early as week 5 of gestation [16],
with consistent enzymatic activity [17]. The rat ortholog
SLC21AS has been shown to increase gradually durnng
postnatal development [18], while SLC21A6 mRNA is
expressed in human fetal liver, and therefore cannot be
considered as an adult marker. Human fetal hepatocyte
markers used in this work included AFP, CYP3A7 and
GSTP1. CYP3A7 is specifically expressed in the human
fetal liver and is gradually replaced by CYP3A4 in the peri-
and post-natal period. Interestingly, the couple GSTPI-
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GSTA3 behaves similarly, GSTP1 being the fetal counter-
part. According to the results presented in Table |
conceming the relative levels of expression of these various
adult and fetal markers, we conclude that ES-Hep obtained
in this study are representative of fetal hepatocytes at less
than 20 weeks of gestation [21].

We previously reported that hepatocyte-like cells can be
derived from NPE cells which are likely to contain adult liver
progenitors [30]. It was therefore interesting to compare the
level of differentiation reached m ES-Hep versus NPE-Hep
(Table 1), In ES-Hep at D21, the levels of 14 genes were
greater by at least one order of magnitude than in NPE-Hep at
DI8, including notably adult markers such as C/EBPa,
CYP7AI and CAR. This would suggest that after a 3 week
differentiation period, ES-Hep have reached a higher level of
maturation than NPE-Hep. Indeed, when making a gene by
gene comparison (excluding AFP), it appears that NPE-Hep
at DI8 exhibit a phenotype that is close to the phenotype
displayed by ES-Hep between D5 and DI10. However, this
does not necessarily mean that ES- and NPE-derived
hepatocyte-like cells pass through a common step during
differentiation. On the other hand, levels of fetal markers AFP
and CYP3A7 in NPE-Hep at D18 or before were much lower
than in ES-Hep, suggesting that these cells are less “fetal™.
Recently, it has been suggested [80] that two populations of
stem cells are present in the adult liver, HpSCs
(AFP-/CYP3A7-) and hepatoblasts (AFP+/CYP3AT7+) and
that hepatoblasts derive from HpSCs. It is therefore possible
that our NPE cells are more closely related to HpSCs than
hepatoblasts, However, durning NPE differentiation AFP and
CYP3AT7 expression both increase moderately, remaining
much lower (3—4 orders of magnitude) than levels observed
in FL and ES-Hep. This suggests that NPE-Hep have not vet
reached the hepatoblast stage, although it can be noted that
several other liver markers are expressed in these cells at a
level close 1o that of FL and ES-Hep. We can thus conclude
that during differentiation stem cells of different origins are
likely to follow and rely upon different pathways of gene
regulation and expression. Interestingly, it clearly appears that
despite being considered as a liver specific marker, albumin is
certainly not a hepatocyte maturation marker as it reaches in
ES-Hep, NPE-Hep and FL levels close to or greater than
those observed in PCHH.

Detoxification i3 one of the major functions of adult
hepatocytes. Generating hepatocyte-like cells from hES cells
or other sources of stem cells represents therefore a major
endeavor for investigating drug/xenobiotic metabolism, side
effects and toxicity. Here we tested the impact of over
expressing the xenosensor CAR in ES-Hep. It is remarkable
that several detoxification genes including CYP2B6, CYP2C9,
CYP3A4, UGTI1AIL and SLC21A6, as well as biotransforma-
tion of midazolam, a CYP3Ad-specific substrate, were
strongly induced in these conditions (Fig. 4 and supplementary
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Fig. 5). Interestingly, the use of clotrimazole as a CAR
deactivator, fully confirmed the role of this xenosensor in
these observations. This approach opens the way to future
explorations using other xenosensors (PXR) or transcription
factors. However, despite greater levels of CAR in transduced
ES Hep compared to PCHH, the levels of detoxification gene
mRNAs reached only 2-20% of their levels in PCHH. This
suggests that CAR is necessary but not sufficient in this
respect. Indeed, Jover et al. [66] reported on a cooperation
between CAR and C/EBPx on CYP gene expression.
Co-transfection of xenosensors and other liver enriched
transcription factors should be tested in future studies to
optimize xenobiotic metabolism in stem cell-derived hepato-
cytes. Interestingly, similar transduction of Hep(GG2-C3 cells
by CAR had almost no impact on detoxification gene
expression. Indeed. except for CYP2B6, not a single gene
among CYP2C9, CYP3A4, SLC21A6 and UGTIA] was
induced significantly in HepG2-C3 cells, underscoring the
importance of the cellular context in this respect, i.e.
transcription factor cooperativity and epigenetic events.

Conclusion

In conclusion, we have adapted a robust protocol of
differentiation of hES cells to hepatocyte-like cells. Our
analysis of the expression of a panel of 41 genes and
comparison with human fetal and adult liver, and primary
hepatocytes suggests that our ES-Hep are representative of
fetal hepatocytes of less than 20 weeks of gestation. ES-
Hep apparently reach a better level of maturation as
compared with adult NPE-Hep. Transduction of ES-Hep
with CAR produced a massive increase of expression of
genes involved in the detoxification function,

Acknowledgements  HUES-1 cells were obtained from Dr Douglas
Melton, Harvard University. This work was supported in part by
grants from: Fondation de 1"Avenir (ES and NPE cells), the European
Community (Predictomics) and Sanofi-Aventis (NPE cells).

Disclosure of potential conflicts of interest To the best of ow
knowledge, there is no conflict of interest for any of the authors.

Open Access  This anticle is distributed under the terms of the
Creative Commons Attribution Noncommercial License which per-
mits any noncommercial use, distribution, and reproduction in any
medium, provided the original author(s) and source are credited.

References

1. Zaret, K. 5. (2002). Regulatory phases of early liver development:
paradigms of organogenesis. Nanre Reviews Generics, 3(7), 499-
512,

10,

11.

15.

16.

18

19.

. Zom, A. M., & Wells, J. M. (2007). Molecular basis of vertebrate

endoderm development. fnternational Review of Cyiology, 259,
49-111.

. Gouon-Evans, V., Boussemart, L., Gadue. P, et al. (2006). BMP-4

is reguired for hepatic specification of mouse embryonic stem
cell-derived definitive endoderm. Nature Biotechnology, 24(11),
14021411,

. Calmont, A., Wandzioch, E., Tremblay, K. D., et al. (2006). An

FGF response pathway that mediates hepatic gene induction in
embryonic endoderm cells. Developmental Cell, 11(3), 339348,

. Zaret, K. 8. (2001). Hepatocyte differentiation: from the endo-

derm and beyond. Curvent Opinion in Genetics & Development,
1(5), 568-574.

. Matsumoto, K., Yoshitomi, H.; Rossant, J., & Zaret. K. S. (2001).

Liver organogenesis promoted by endothelial cells prior to
vascular function. Science, 294(5542), 559-563.

. Zong, Y., Panikkar, A, Xu, J., et al. (2009). Notch signaling

controls liver development by regulating biliary differentiation.
Development, 136(10), 1727-1739.

. Clotman, F, & Lemaigre, F. P. (2006). Control of hepatic

differentiation by activin/TGFbeta signaling. Cell Cyele, 5(2),
168-171.

. Kamiya, A., Kinoshita, T, & Miyajima, A. (2001). Oncostatin M

and hepatocyte growth factor induce hepatic maturation via
distinct signaling pathways. FEBS Letters, 492(1-2), 90-94.
Lazaro, C. A., Croager, E. )., Miwhell, C., et al (2003).
Establishment, characterization, and long-term maintenance of
cultures of human fetal hepatocytes. Hepatology, 38(5), 1095-
1106,

Kaltschmidt, C.. Muller, M., Brem. G.. & Renkawitz, R. (1994).
DNase | hypersensitive sites far upstream of the rat tryptophan
oxygenase gene direct developmentally regulated transcription in
livers of transgenic mice. Mechanisms of Development, 45(3).
203-210.

Greengard, O. (1969). Enzymic differentiation in mammalian liver
injection of fetal rats with hormones causes the premature
formation of liver enzymes. Science, 163(870), 891895,

. Greengard, 0. (1977). Enzymic differentiation of human liver:

comparison with the rat model. Pediamic Research, 11(5), 669-
676,

. Andersson, 8. M., Ratha, N. C., & Ohisalo, J. 1. (1980). Tyrosine

aminotransferase activity in human fetal liver. Jowrnal of
Developmental Physiology, 2(1-2), 17-27.

Lamers, W. H., & Mooren, P. G. (1980). Role of glucocorticoste-
roid hormones on the levels of rat liver carbamoylphosphate
synthase (ammonia) and arginase activity during ontogenesis.
Biology of the Neonate, 37(3-4), 113-137.

Moorman, A. F., Venmeulen, J. L., Charles, R., & Lamers, W. H.
(1989). Localization of ammonia-metabolizing enzymes in human
liver: ontogenesis of heterogeneity. Hepartology, %3), 367-372.

. Mukarram Ali Baig. M., Habibullah. C. M., Swamy, M., e al.

(1992). Studies on wrea cycle enzyme levels in the human fetal
liver at different gestational ages. Pediatric Research, 31(2), 143
145.

Guo, G. L., Johnson, D. R., & Klaassen, C. D. (2002). Postnatal
expression and induction by pregnenolone-16alpha-carbonitrile of
the organic anion-transporting polypeptide 2 in rat liver Drug
Metabolism and Disposition, 30{3), 283-288.
Collardeau-Frachon, S., & Scoazec, J. Y. (2008). Vascular
development and differentiation during human liver organogene-
sis. Anatomical Record (Hoboken), 291(6), 614627,

. Yu, Y., Zhang, C., Zhou, G., et al. (2001). Gene expression

profiling in human fetal liver and identification of tissue- and
developmental-stage-specific genes through compiled expression
profiles and efficient cloning of full-length c¢cDNAs. Genome
Research, 11(8), 1392-1403.

4€) Springer



530

Stem Cell Rev and Rep (2011) 7:518-531

21.

i X

23

24

25,

26.

27.

28

29.

30,

3L

32

33.

34

35

36.

37.

38,

Brizard, J. P, Ramos, J., Robert, A.. et al. (2009). Identification of
proteomic changes during human liver development by 2D-DIGE
and mass spectrometry. Jowrnal of Hepatology, 51(1), 114-126.
Nagata, T, Takahashi. Y., Ishii, Y., et al. (2003). Profiling of genes
differentially expressed between fetal liver and postnatal liver
using high-density oligonucleotide DNA amay. International
Jowrnal of Molecular Medicine, 11(6), 713-721.

Carpenter, M. K., Rosler, E., & Rao, M. §. (2003). Characteriza-
tion and differentiation of human embryonic stem cells. Cloning
and Stem Cells, 5(1), 79-88.

Lavon, N., Yanuka, O., & Benvenisty, N. (2004). Differentiation
and isolation of hepatic-like cells from human embryonic stem
cells. Differentiation, 72(5), 230238,

Cai, J.. Zhao, Y., Liu, Y., et al. (2007). Directed differentiation of
human embryonic stem cells into functional hepatic cells.
Hepatology, 45(5), 1229-1239.

Basma, H., Soto-Gutierrez, A., Yannam, G. R, et al. (2009).
Differentiation and transplantation of human embryonic stem cell-
derived hepatocytes. Gastmenterology, 136(3), 990-999,

Brolen G, Sivertsson L., Bjorquist P., et al., (2009). Hepatocyte-
like cells derived from human embryonic stem cells specifically
via definitive endoderm and a progenitor stage. Jowrnal of
Bintechnolog)y.

Si-Tayeb. K.. Noto. F. K., Nagacka. M., et al. (2010). Highly
efficient generation of human hepatocyte-like cells from induced
pluripotent stem cells. Heparology, 51(1), 297-305.

Touboul, T., Hannan, N. R., Corbineau, S., et al. (2010).
Generation of functional hepatocytes from human embryonic
stem cells under chemically defined conditions that recapitulate
liver development. Hepatology, 51(5), 17541765,

Duret, C., Gerbal-Chaloin, 8., Ramos, J., et al. (2007). Isolation,
characterization, and differentiation to hepatocyte-like cells of
nonparenchymal epithelial cells from adult human liver. Srem
Cells, 25(7). 1779-1790.

Gerbal-Chaloin, 8., Duret, C., Raulet, E., et al. (2010). Isolation
and culture of adult human liver progenitor cells: in vitro
differentiation to hepatocyte-like cells. Methods in Molecular
Biology, 640, 247-260.

Isom, H. C., Secott, T., Georgoff, L, Woodworth, C., & Mummaw,
1. (1985). Maintenance of differentiated rat hepatocytes in primary
culture. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, 82(10), 3252-3256.

Raymond, C. K., Roberts. B. 8., Garrett-Engele, P, Lim, L. P, &
Johnson, J. M. (2005). Simple, quantitative primer-extension PCR
assay for direct monitoring of microRNAs and short-inter fering
RNAs. RNA, 11{11), 1737-1744.

Qin, X. F, An, D. 8, Chen, 1. 5., & Baltimore, D. (2003).
Inhibiting HIV-1 infection in human T cells by lentiviral-mediated
delivery of small interfering RNA against CCRS. Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America,
100(1), 183-188.

Moreau, A ., Vilarem, M. J., Maurel, P., & Pascussi, J. M. (2008).
Xenoreceptors CAR and PXR activation and consequences on
lipid metabolism, glucose homeostasis, and inflammatory re-
sponse. Molecular Pharmaceutics, 5(1), 35-41.

Pascussi J. M., Robert A., Moreau A, et al, (2007). Differential
regulationof Constitutive Androstane Receptor expression by Hepa-
tocyte Nuclear Factordalpha isoforms. Heparology. (in press).
D'Amour, K. A., Agulnick, A. D., Eliazer. 8. Kelly. O. G.,
Kroon E. & Baetge. E. E. (2005). Efficient differentiation of
human embryonic stem cells to definitive endoderm. Narure
Biotechnology, 23(12), 1534-1541.

McLean, A. B, D'Amour, K. A, Jones, K. L., et al. (2007).
Activin a efficiently specifies definitive endoderm from human
embryonic stem cells only when phosphatidylinositol 3-kinase
signaling is suppressed. Stem Cells, 25(1), 29-38.

4. springer

39.

40,

41,

42

43

45

46.

47.

48

44,

50.

sk

53,

54.

55,

56.

57,

Gadue, P., Huber, T. L., Paddison, P. J., & Keller, G. M. (2006).
Wnt and TGF-beta signaling are required for the induction of ar
in vitro model of primitive streak formation using embryonic sterr
cells. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, 103(43), 1680616811,

Sullivan, G. )., Hay, D. C., Park, L H., etal. (2010). Generation ol
functional human hepatic endoderm from human induced plarip-
otent stem cells. Hepatology, 51(1), 329-335.

Hay, D. C.. Zhao, D., Fletcher, )., et al. (2008). Efficien
differentiation of hepatocytes from human embryonic stem cells
exhibiting markers recapitulating liver development in vivo. Stem
Cells, 26(4), 894-902.

Jung, J.. Zheng, M., Goldfarb, M.. & Zaret, K. S. (1999),
Initiation of mammalian liver development from endoderm by
fibroblast growth factors. Science, 284(5422), 1998-2003.
Iwatani, M., lkegami, K., Kremenska, Y., et al. (2006). Dimethy
sulfoxide has an impact on epigenetic profile in mouse embryoic
body. Stem Cells, 24(11), 25492556,

McClelland. R.. Wauthier, E., Uronis, ). & Reid. L. (2008)
Gradients in the liver's extracellular matrix chemistry from
periportal to pericentral zones: influence on human hepatic
progenitors. Tissue Engineering Part 4, 14(1), 59-70.

Schwartz, R. E., Reyes, M., Koodie, L., et al. (2002). Multipoten
adult progenitor cells from bone mamow differentiate intc
functional hepatocyte-like cells. Jowrnal of Clinical Investigation,
109(10), 1291-1302.

Kamiya. A.; Kojima, N., Kinoshita, T.. Sakai, Y., & Miyaijma, A
(2002). Maturation of fetal hepatocytes in vitro by extracellulm
matrices and oncostatin M: induction of tryptophan oxygenase
Hepatology, 35(6), 1351-1359.

Costa, R. H., Kalinichenko, V. V., Holterman, A. X., & Wang, X
(2003). Transcription factors in liver development, differentiation
and regeneration. Hepatology, 38(6), 13311347,

Briancon, N.. Bailly, A.. Clotman, F., Jacquemin, P., Lemaigre, F
P., & Weiss, M. C. (2004). Expression of the alpha7 isoform of
hepatocyte nuclear factor (HNF) 4 is activated by HNF6/OC-2
and HNF1 and repressed by HNF4alphal in the liver. The Journa,
of Biological Chemistry, 279(32), 3339833408,

Klover, P. 1.. & Mooney, R. A. (2004). Hepatocytes: critical fo
glucose homeostasis. The International Journal of Biochemistry &
Cell Biology, 36(5), 753-758.

Massimi, M., Lear, 8, R., Huling, 5. L., Jones, A. L., & Erickson
8. K. (1998). Cholesterol 7alpha-hydroxylase (CYPTA): patterns
of messenger RNA expression during rat liver development
Hepatology, 28(4), 1064-1072.

Postic, C., Dentin, R., & Girard, J. (2004). Role of the liver in the
control of carbohydrate and lipid homeostasis. Diabetes Metab.,
30(5), 398408,

Lewis, D. S, Oren, 8., Wang, X., et al. (2000). Developmenta
changes in cholesterol 7alpha- and 27-hydroxylases in the piglet
Jowrnal of Animal Science, 78(4), 943-951.

Gonzalez, F. 1. (1992). Human cytochromes P450: problems anc
prospects. Trends in Pharmacological Sciences, 13(9), 346-
53,

Bieche, 1., Nagoz, C., Asselah, T., et al. (2007). Reverse
transcriptase-PCR  quantification of mRNA levels from cyto
chrome (CYP)1, CYP2 and CYP3 families in 22 different humar
tissues. Pharmacogenetics and Genomics, 17(9), 731-742,
Strassburg, C. P. Strassburg. A.. Kneip, S, et al (2002)
Developmental aspects of human hepatic drug glucuronidatior
in young children and adults. Gur, 50(2), 259-265.

Le Carur, T., Assou, S., Tondew, S, e al. (2010). Amazonia!: Ar
online resource to google and visualize public human whole genome
expression data. The Open Bioinformatics Jowrnal, 4. 5-10.
Hankinson, (). {1995). The aryl hydrocarbon receptor complex
Annual Review of Pharmacology and Toxicology, 33, 307-340.



Stem Cell Rev and Rep (2011) 7:518-531

531

58,

59.

6l.

62

63.

65.

67.

68,

Kliewer, S. A.. Moore, J. T., Wade, L., et al. (1998). An orphan
nuclear receptor activated by pregnanes defines a novel steroid
signaling pathway. Cell, 92(1), 73-82.

Honkakoski, P., Zelko, |, Sueyoshi, T., & Negishi, M. (1998).
The nuclear orphan receptor CAR-retinoid X receptor heterodimer
activates the phenobarbital-responsive enhancer module of the
CYP2B gene. Molecular and Cellilar Biology, 18(10), 5652-
5658,

. Pascussi, J. M., Gerbal-Chaloin, 5., Duret, C., Daujat-Chavanieu,

M., Vilarem, M. J., & Maurel, P. (2008). The tangle of nuclear
receptors that controls xenobiotic metabolism and transport:
crosstalk and consequences. Anmual Review of Pharmacology
and Toxicology, 48, 1-32.

Teur, G., Israel. A.. Levy, A., et al. (2009). Comprehensive gene
and microRNA expression profiling reveals a role for microRNAs
in human liver development. PLoS ONE, 4(10), 7511,
Takahashi, K., Okita, K., Nakagawa, M.; & Yamanaka, 5. (2007).
Induction of pluripotent stem cells from fibroblast cultures. Nanre
Protocols, 2(12), 30813089,

Yu, )., Vodyanik, M. A., Smuga-Otto, K., et al. (2007). Induced
pluripotent stem cell lines derived from human somatic cells.
Science, 318(5858), 1917-1920.

_leda. M., Fu, J. D.. Delgado-Olguin, P, et al. (2010). Direct

reprogramming of fibroblasts into functional cardiomyocytes by
defined factors. Cell 142(3), 375-386,

Vierbuchen, T., Ostermeier, A, Pang. Z. I, Kokubu, Y., Sudhof,
T. C., & Wemig. M. (2010). Direct conversion of fibroblasts to
fimctional neurons by defined factors. Namre, 463(7284), 1035-
1041.

Pascual, M., Gomez-Lechon, M. )., Castell, J. V., & Jover, R.
(2008). ATFS is a highly abundant liver-enriched transcription
factor that cooperates with constitutive androstane receptor in the
fransactivation of CYP2B6: implications in hepatic stress
responses. Drug Metabolism and Disposition, 36(6), 1063-1072.
Moore, L. B., Parks, . J., Jones, §. A, et al (2000). Orphan
nuclear receptors constitutive androstane receptor and pregnane X
receptor share xenobiotic and steroid ligands. The Jowmal of
Biological Chemisery, 275(20), 15122-15127.

Zhang, W., Ramamoorthy, Y., Kilicarslan, T., Nolte, H., Tyndale,
R. F., & Sellers, E. M. {2002). Inhibition of cytochromes P450 by
antifungal imidazole derivatives. Drug Metabolism and Disposi-
tion, 30(3). 314-318.

. Conaghan, J., Handyside, A. H., Winston, R. M., & Leese, H. J.

(1993). Effects of pyruvate and glucose on the development of

70.

7.

73,

T4

75,

76.

T

78

79.

80,

142

human preimplantation embryos in vitro. Jowrnal of Reproduction
and Fertility, 99(1), 87-95,

Quinn, P., Moinipanah, R. Steinberg, J. M., & Weathersbee, P. §.
(1995). Successful human in vitro fertilization using a modified
human tubal fluid medium lacking glucose and phosphate ions.
Fertility and Sterility, 63(4), 922-924.

Khoo, M. L., McQuade, L. R., Smith, M. 8, Lees. ). G, Sidhu, K.,
S.. & Tuch, B. E. (2005), Growth and differentiation of embryoid
bodies derived from human embryonic stem cells: effect of
glucose and basic fibroblast growth factor. Biology of Reproduc-
fion, 73(6), 1147-1156,

Kim. Y. H. Heo. ]. §., & Han, H. J. (2006). High glucose increase
cell cycle regulatory proteins level of mouse embryonic stem cells
via PI3-K/Akt and MAPKs signal pathways. Jowrnal of Cellular
Physiolagy, 209(1), 94-102.

Angers, 5., & Moon, R T. (2009). Proximal events in Wnt signal
transduction. Nature Reviews Molecular Cell Biology, 10(7). 468
477,

Hansson, M., Olesen, D. R., Peterslund, J. M., et al. (2009). A late
requirement for Wnt and FGF signaling during activin-induced
formation of foregut endoderm from mouse embryonic stem cells.
Developmental Biology, 330(2), 286-304.

Duan, Y., Ma, X., Zou, W., et al. (2010). Differentiation and
characterization of metabolically funetioning hepatoeytes
from human embryonic stem cells. Stem Cells. 28(4), 674
686,

Zhao, D.; Chen, 5., Cai, L. et al (2009). Denvation and
characterization of hepatic progenitor cells from human embry-
onic stem cells. PLoS ONE, 4(7), e6468.

Dingemanse, M. A., & Lamers, W. H. (1994). Expression pattems
of ammonia-metabolizing enzymes in the liver, mesonephros, and
gut of human embryos and their possible implications. The
Anatomical Record, 238(4). 480490,

Croniger, C.. Leahy, P.. Reshef, L., & Hanson, R. W, (1998). C/
EBP and the control of phosphoenolpyruvate carboxykinase gene
transcription in the liver. The Jowrnal of Biological Chemistry, 273
(48), 31629-31632,

Timchenko, N. A., Hamris, T. E., Wilde, M., et al. (1997). CCAAT/
enhancer binding protein alpha regulates p21 protein and
hepatocyte proliferation in newbom mice. Molecular and Cellular
Biology, 17(12), 7353-7361.

Zhang, L.. Theise, N., Chua, M., & Reid, L. M. (2008). The stem
cell niche of human livers: symmetry between development and
regeneration. Hepatology, 48(5). 1598-1607.



Supplementary Figure 1

A B 1
100 FOXA2 _
(=]
82 °
£=
S8
=
=3 4
0 g
e
AFP
100 .
A
4&0 ‘4( & ‘74)‘ "5'4,» '94.& o‘ﬁ
- %o v"; <
s
g 0 C 12
3 100 ALB 2
: 9% 8
- £
g S
=2 =& 3
i 3
HNF 47 (=]
o . l
"co U ’5%
% %o,
0
100
AAT
0
BMP4 50 + + + +
BMP2 50 +
FGF1100 +
FGF225 +
FGF425 + +
FGF350 +

Supplementary Figure 1. Optimization of hepatic specification: Hepatic specification was induced in the
presence of different combinations of BMPs and FGFs (ng/ml) (A), presence or absence of 1% DMSO
(B) or 2% versus 10% KO-SR (C). mRNA expression of early hepatic genes is expressed as fold change
(with DMSO/ without DMSO - 2%/10% KO-SR).
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Supplementary Figure 2
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Supplementary Figure 2. Immunofluorescence analysis over time (D5 to D21) of N-CAM, FOXA2,
AFP, HNF4, CK8-18 and Albumin in ES-Hep (A) and PCHH (D2)(B).
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Supplementary Figure 3
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Supplementary Figure 3. Expression of ALB in ES-Hep cells at D21. (A) Immunofluorescence analysis
of ALB accumulation. (B) FACS analysis in the absence (control) or presence of ALB antibodies.
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Supplementary Figure 4
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Supplementary Figure 4. Functionality of glucocorticoid receptor. At D21 ES-Hep culture medium was
depleted of dexamethasone for 16 hours and then re-supplemented with 5 uM dexamethasone for 24 h.
mRNA expression of a panel of genes was then analyzed. Results are expressed as the percentage of

expression at D21, before dexamethasone depletion.
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Supplementary Figure 5
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Supplementary Figure 5. Biotransformation of midazolam to 1-hydroxy-midazolam in ES-Hep cells. At
day 21 of differentiation, ES cells were incubated for 24H with 5 uM midazolam. Representative mass
spectra of midazolam (A) and 1'-hydroxymidazolam (B). Representative LC-MS profiles of midazolam

(C) and 1’-hydroxymidazolam (D) after a 24- hour incubation period with Hep-ES.
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Table S1: Sequence of the primers used for gPCR

AAT
AhR
AFP
ALB
ApoH
CAR
C/EBPa
C/EBPS
CPS1
CXCR4
CYP1A1
CYP1A2
CYP2B6
CYP2C9
CYP3A4
CYP3A7
CYP7A1
FOXA2
FlI

FV
Glut2
GSTA3

GSTP1

TGCTGGGGCCATGTTTTTAG

GTCGTCTAAGGTGTCTGCTGGA

CATAGCGAGCAGCCCAAAGAAGAA

TGCCTGCCTGTTGCCAAAGC

GCACTGAGGAAGGAAAATGG

CCGTGTGGGGTTCCAGGTAG

AGGGACTTGGGGCTTGGAAC

GCCCTCGCAGGTCAAGAGCA

TGTCCATTGGTCAGGCTGGA

CACCGCATCTGGAGAACCA

TCCGGGACATCACAGACAGC

CATCCCCCACAGCACAACAA

ATGGGGCACTGAAAAAGACTGA

TCCTATCATTGATTACTTCCCG

GCCTGGTGCTCCTCTATCTA

AAGTCTGGGGTATTTATGACT

AGGACGGTTCCTACAACATC

GTATGCTGGGAGCGGTGAAG

TCACAGCCTTCACCCCATGA

GTGCCCATGACCACATCAGC

GGTGGCTTGGGGACACACTT

CGGGCTGACATTAGCCTGGT

CCCTGCTGTCCCAGAACCAG

148

GGGACCAGCTCAACCCTTCT

CGCAAACAAAGCCAACTGAGGTG

TGCAGCCAAAGTGAAGAGGGAAGA

TTGGCAAGGTCCGCCCTGTC

GGCCATCCAGAGAATATCCA

CAGCCAGCAGGCCTAGCAAC

GACCCCCATCGCAGTGAGTT

TTGAACAAGTTCCGCAGGGTG

GCCACCCATGCCCAGAATTA

GCCCATTTCCTCGGTGTAGTT

ACCCTGGGGTTCATCACCAA

TCCCACTTGGCCAGGACTTC

AGAGGCGGGGACACTGAATGAC

AACTGCAGTGTTTTCCAAGC

GGCTGTTGACCATCATAAAAG

CGCTGGYGAATGTTGGAGAC

CGATCCAAAGGGCATGTAGT

CCACGTACGACGACATGTTCA

CAACGTTGGTAAGGGGCAGC

CCTCTTCATGTGCCGCCTCT

GTGACGATGGCCAGCTGATG

TTCTTCACCGTGGGCAGGTT

ACTCAGGGGAGGCCAGGAAG



GR

Go6P

HEX

HNFla

HNF4al

HNF4a7

HNF6

PEPCK

PGCla

PKL

POR

PXR

SLC21A6

SRCl1

SOX7

SOX17

TAT

TO

TTR

UGT1Al

XBP1

ZIC1

GGACGGTCTGAAGAGCCAA

CGTGATCGCAGACCTCAGGA

TACTCTGGAGCCCCTTCTTG

CCAGCATCCCAGCAGATCCT

GCCTACACCACCCTGGAAT

GTCAGCGTGAACGCGCCCC

GCATCCCACAGGCCATCTTC

CGGCATCGAGCTGACGGATT

CGCACCGAAATTCTCCCTTG

ACCGGCAGCTGTTTGAGGAG

ACTCTGCTCTCGTCAACCAGCT

GGACCAGCTGCAGGAGCAAT

CAATGGGAACCAGTCTGTGGA

GCTCGTTCATCCACATTGCC

AGAGGAAACGGCTGGCAGTG

GGCGCAGCAGAATCCAGA

AGGCCAGGTGGTCTGTGAGG

CCCGTAGAAGGCAGCGAAGA

CAGAGCTGCATGGGCTCACA

GGTGACTGTCCAGGACCTAT

GCAGCTCAGACTGCCAGAGA

GCTGCGCAAACACATGAAGG

149

TCGGGGAATTCAATACTCATGG

GGCTCCCTGGTCCAGTCTCA

TTCAAGGTCTTCCTGGGAGG

GTGTCCATGGCCAGCTTGTG

GCAGATGGCACACAGGGCGC

GCAGATGGCACACAGGGCGC

GGGCTTTTTGGGTGTGTTGC

CGCCGTACCCACTGCCAAAG

CTCCCTTTGCTTGGCCCTCT

CAGAGCGGGTGACAGCAATG

TGGGTGCTTCTTGTTGGACTCC

CATGAGGGGCGTAGCAAAGG

TGTGAGGTGCCTCCAAGTGC

ACTACTTGTCATGCCAACGG

CGCGGCCGGTACTTGTAGTT

CCACGACTTGCCCAGCAT

AGGGGTGCCTCAGGACAGTG

TCGGTGCATCCGAGAAACAA

GATTGGTGACGACAGCCGTG

TAGTGGATTTTGGTGAAGGCAGTT

CCCCAAGCGCTGTCTTAACT

TGGAAGAGAGCGCACTGTGG



Marqueur Nom complet

Fonction

Facteurs de transcription

FOXA2 Forkhead box A2

C/EBPa CCAAT/enhancer binding protein a
C/EBPB CCAAT/enhancer binding protein
HNF4al Hepatocyte Nuclear Factor 4al
HNF4a7 Hepatocyte Nuclear Factor 4a7
HNFla Hepatocyte Nuclear Factor 1a
HNF6 Hepatocyte Nuclear Factor 6

XPB1 X-box Binding Protein 1

Active quasiment tous les genes hépatospécifiques,
role dans l'initiation du développement hépatique

Régule la différenciation et la prolifération
hépatocytaire, les génes de la néoglucogeneése et du
métabolisme lipidique, fortement exprimé dans les
hépatoblastes. Reprime la différenciation biliaire.

Régule les genes de la néoglucogeneése, stimule le
PEPCK.

Le HNF4a a un réle essentiel dans la différenciation
hépatocytaire, la morphogenése et la zonation. Le
HNF4al est I'isoforme adulte, exprimé de fagon
prédominant dans le foie adulte.

Isoforme foetal du HNF4a.

Stimule la différentiation hépatocytaire, régule le
métabolisme du glucose et des lipides.

Stimule la migration des hépatoblastes, contrdle la
différenciation biliaire et hépatocytaire.

Stimule la production de réticulum endoplasmique,
protege le réticulum endoplasmique contre des
facteurs de stress.

Protéines plasmatiques sécrétées

AAT a 1 antitrypsine

Alb Albumine

AFP o foetoprotéine

TTR Transthyrétine, également appelée
pré-albumine

ApoH Apolioprotéine H, également
appelée B2 glyco-protéine 1

Fll Facteur de coagulation II,
également appelé prothrombine

FV Facteur de coagulation V,

également appelé pro-accélérine

Inhibiteur de protéase de la famille des serpines,
proteges les tissus des enzymes des cellules
inflammatoires.

Protéine principale du plasma, régule la pression
oncotique, transporte diverses substances.

Protéine sécrétée par le foie et le sac amniotique au
cours de la vie feetale, équivalent feetal de I’albumine.
Chez I'adulte, pas de fonction physiopathologique,
utilisé comme marqueur tumoral (carcinome
hépatocellulaire).

Transporte I’hormone thyroidienne T4 et le rétinol.

Role dans le métabolisme lipidique et la coagulation.

Proenzyme vitamine K dépendant faisant partie de la
cascade de la coagulation.

Protéine de la cascade de la coagulation agissant
comme cofacteur.
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Marqueur

Nom complet

Fonction

Protéines du métabolisme

TO Tryptophane 2,3 dioxygénase Enzyme (oxydoréductase) du métabolisme du
tryptophane.
TAT Tyrosine aminotransférase Enzyme du métabolisme de la tyrosine.
G6P Glucose 6 phophatase Enzyme de la glycogénolyse, libére le glucose qui est
sécrété dans la circulation sanguine.
PEPCK Phosphoenolpyruvate Enzyme de la néoglucogenése.
carboxykinase
Glut2 Glucose transporter 2 Transporteur du glucose, assure la sécrétion du
glucose hépatique dans le sang.
CYP7A1 Cytochrome P450 7A1, également Enzyme impliqué dans la synthése des acides biliaires,
appelé cholesterol 7 a hydroxylase  oxyde le cholestérol.
GS Glutamine synthétase Role dans le métabolisme de la glutamine et dans la
détoxication de 'ammoniaque.
CPS1 Carbamoyl phosphate synthase Enzyme du cycle de I'urée.
PKL Pyruvate kinase of the liver Enzyme de la glycolyse.
Détoxification
CYP1A1 Cytochrome P450, family 1, Enzyme de phase 1, activée par les hydrocarbures
member Al aromatiques polycycliques.
CYP1A2 Cytochrome P450, family 1, Enzyme de phase 1, activée par les hydrocarbures
member A2 aromatiques polycycliques.
CYP2B6 Cytochrome P450, family 2, Enzyme de la phase 1, induite par le phénobarbital.
member B6
CYP3A4 Cytochrome P450, family 3, Enzyme de la phase 1 la plus abondante dans le foie,
member A4 ayant le nombre de substrats le plus élevé, induite
entre autre par les corticoides.
CYP3A7 Cytochrome P450, family 3, Isoforme foetal du CYP3A7.
member A7
POR Cytochrome P450 réductase Enzyme nécessaire pour le transfert d’électrons de
NAPDH vers les cytochromes P450.
SLC21A6 Solute Carrier Organic Anion Transporteur permettant la capture de la bilirubine et
Transporter Family 21 member A6, des sels biliaires par les hépatocytes.
également appelé OATP2 ou
OATPC
UGT1A1 UDP glycosyltransférase 1 Enzyme de phase Il responsable de la

polypeptide Al

glucuronoconjugaison.
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Marqueur

Nom complet

Fonction

Détoxification (suite)

GSTA3

GSTP1

Glutathione S transférase A3

Glutathione S transférase P1

Enzyme de la phase Il retrouvée chez I'adulte.

Enzyme de la phase Il, prédominant dans le feetus.

Récepteurs Nucléaires et Co-activateurs

AhR Aryl hydrocarbon receptor Facteur de transcription activé par la dioxine et la 3-
méthylcholanthrene, régule I'expression de CYP1A1 et
1B1, réle dans la prolifération et la différenciation
cellulaire.

PXR Pregnane X receptor Récepteur nucléaire ayant un réle de « xénosenseur » :
en présence de xénobiotiques il active les CYP450 dont
CYP3AA4.

CAR Constitutive androstane receptor Récepteur nucléaire ayant un réle de « xénosenseur » :
en présence de xénobiotiques (comme le
phénobarbital) il active les CYP450 dont les CYP2B6.

GR Glucocorticoid receptor Active I'expression de CAR et de PXR.

SRC1 Steroid receptor coactivator 1 Coactivateur des récepteurs nucléaires, joue un role
dans I'activation de CYP450 par PXR.

PGCla Peroxisome proliferator activated Coactivateur transcriptionnel jouant un role dans la

receptor gamma coactivator 1 a régulation des métabolismes gludidique et lipidique,
interagit avec HNF4a.

miRNA

miRNA 122 Micro RNA 122 miRNA spécifique au foie, régule le métabolisme des

acides gras.

Tableau 6. Marqueurs utilisés pour évaluer 1’état de différenciation des hES-Hep
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VII. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Depuis 2005, date de début de ce travail, de nombreuses publications sont parues
documentant la différenciation des hES vers I’hépatocyte. La plupart de ces travaux utilisent
un protocole basé sur les étapes de la différenciation hépatique in vivo, avec le rajout successif
de facteurs de croissance mimant chaque stade du développement (activine A, FGF, BMP,
HGF, OSM, Dex, etc.), aboutissant a des protocoles dont les grandes lignes sont
consensuelles. Notre travail se démarque des autres études par la comparaison systématique
de la différenciation des hES-Hep a celle des NPE-Hep, une population de progéniteurs issus
du foie adulte humain, et D’activation de I’expression de geénes du métabolisme des
xénobiotiques en forgant I’expression du xénorécepteur CAR, ce qui a notre connaissance n’a
jamais été rapporté dans la littérature. La mise en évidence des effets de la surexpression de
CAR et de I’activation du GR indique que les voies de signalisation gouvernant 1’expression
des geénes du métabolisme des xénobiotiques sont mises en place (au moins partiellement)
dans nos hES-Hep, ce qui ouvre des perspectives pour ’utilisation de ces cellules dans les

études de pharmacotoxicité.

1. Amélioration des cultures de hES-Hep

Les cellules que nous avons obtenues en fin de différenciation ont clairement un phénotype
immature, tout comme celles des autres protocoles publiés dans la littérature. Il sera donc
nécessaire dans I’avenir de développer des techniques afin d’améliorer les étapes ultimes de la
différenciation. Nous avons démontré que 1’expression forcée d’un géne pouvait améliorer
I’état de différenciation des hES-Hep, au moins temporairement. L optimisation de la
différenciation pourrait étre améliorée par I’induction simultanée de plusieurs génes ayant des
effets coopératifs, ou par une induction séquentielle afin de maintenir I’état de différenciation
au cours du temps. Cette technique a ¢té utilisée avec des progéniteurs hépatiques de souris
(Tacob et al., 2011), ou DI’expression forcée de Foxa2, HNF4a et C/EBPa induisait la
maturation, avec une augmentation de la sécrétion d’albumine proportionnelle au nombre de
genes transduits. Takayama et al (Takayama et al., 2011) ont généré des hES-Hep a partir de
hES et d’iPS avec des adénovirus exprimant SOX17 a J3 de culture, puis HEX 3 jours plus
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tard. La plupart des équipes for¢ant I’expression d’un gene au cours de la différenciation ont
transfecté les hES a un stade précoce (Inamura et al., 2011; Seguin et al., 2008; Takayama et
al., 2011). Notre travail a démontré que les hES-Hep pouvaient étre transduites a un stade plus
avancé (J15 ou J20). Il reste a déterminer quels sont les genes les plus appropriés a induire, a
quel moment leur expression est le plus favorable, et si I’expression forcée de certains génes a

un stade de développement plus avancé peut améliorer la maturation terminale.

Afin d’améliorer et de maintenir 1’expression du phénotype hépatique, les conditions de
culture doivent mimer le microenvironnement cellulaire in vivo de maniere aussi fidele que
possible. 11 est bien établi que la culture en 3 dimensions améliore 1’expression des genes du
métabolisme des xénobiotiques dans les HHCP (Meng, 2010), et il existe de nombreux
systemes de culture en 3D : hydrogels, Matrigel, échafaudage de collagene, culture sphéroide
au sein de billes d’alginate, culture au sein de fibres creuses, culture en sandwich, culture sur
membranes semi-poreuses, culture sur polymeres synthétiques, etc. Il a été suggéré que la
culture en 3D permet des interactions inter-cellulaires plus physiologiques, et induit une
polarisation des hépatocytes (Haouzi et al., 2005). Plusieurs auteurs ont effectivement
démontré que les hES se différenciaient mieux vers I’hépatocyte en culture 3D qu’en culture
2D (Baharvand et al., 2006; Farzaneh et al., 2010; Maguire et al., 2007). L’importance des
propriétés mécaniques du microenvironnement sur le phénotype cellulaire a récemment été
souligné par Lozoya et al (Lozoya et al., 2011), qui ont démontré que le phénotype de
progéniteurs hépatiques pouvait étre modulé par le degré d’¢lasticité au sein d’une culture en
hydrogel. In vivo, les hépatocytes sont soumis a des forces de cisaillement lors de
I’écoulement du sang au sein du lobule hépatique. Le développement de bioréacteurs avec une
culture dynamique assurant 1’écoulement du milieu de culture sur les hépatocytes a permis de
mimer ces phénomenes de flux. Ainsi, la fonctionnalit¢ et le maintien du phénotype
d’hépatocytes adultes sont améliorés par la culture sous perfusion en condition 3D (Vinci et
al., 2011), qui optimise également la différenciation et la survie d’hépatocytes feetaux (Ring et
al., 2010; Schmelzer et al., 2010), et de hES différenciées vers 1’hépatocyte (Miki et al.,
2011). La maturation des hépatocytes pourrait étre stimulée via des signaux mécaniques
transduits par des récepteurs sensoriels (ex. cils) sur la membrane des hépatocytes polarisés
(Decaens et al., 2008). In vivo, le foie est également soumis de fagon passive aux mouvements
du diaphragme, ce qui pourrait avoir un rdle dans la maturation hépatique post-natal (Miki,

2011).
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Une autre piste pour améliorer les conditions de culture des hES en voie de différenciation est
le développement de systemes de co-culture avec d’autres types cellulaires, afin de permettre
les interactions inter-cellulaires présentes dans le microenvironnement in vivo. Tuleuova et al
(Tuleuova et al., 2010) ont démontré que la différenciation d’ES de souris sous ’effet de
facteurs de croissance ¢tait accélérée par la co-culture avec des cellules stellaires, induisant
une expression plus importante des marqueurs hépatiques. Saito et al (Saito et al., 2006) ont
démontré que des facteurs sécrétés par des cellules de foie feetal de souris étaient suffisants
pour différencier des ES de singe vers I’hépatocyte, et que cette différenciation était plus
rapide qu’avec un protocole utilisant des facteurs de croissance. Soto-Guttierez et al (Soto-
Gutierrez et al., 2007) ont cultivé des ES de souris avec des lignées de cholangiocytes,
cellules endothéliales et cellules stellaires humaines, et ont constaté que la différenciation était
meilleure en présence de cellules endothéliales, mais elle était encore supérieure quand les
trois lignées étaient associées aux ES en voie de différenciation. Certains auteurs (Shiraki et
al., 2008; Yu et al., 2011; Zhao et al., 2009) ont montré que les co-cultures de hES-Hep avec
d’autres lignées cellulaires pouvait allonger la durée de culture des hES-Hep. Kim et al (Kim
and Rajagopalan, 2010) ont développé un systéme combinant la culture en 3D d’hépatocytes
de rat avec une co-culture avec des cellules endothéliales, les hépatocytes étant séparés des
cellules endothéliales par une membrane mimant 1’espace de Disse. Dans ces conditions, la
fonctionnalité des hépatocytes a été¢ améliorée et le phénotype des deux types cellulaires a été
maintenu plus longtemps. Le développement de co-cultures nécessite des populations
cellulaires accompagnatrices de bonne qualité, ainsi que la mise en ceuvre de techniques de tri
des cellules hépatocytaires afin d’éviter des problémes de contamination, ou des systémes de

cultures ou les différents types cellulaires sont séparés.

Comme nous I’avons vu au chapitre 1.4, les hépatocytes sont soumis a la zonation
fonctionnelle au sein du lobule hépatique. La production d’hépatocytes de la zone péricentrale
est intéressante pour les études de pharmacologie et de toxicologie, car ce sont ces
hépatocytes qui expriment les enzymes du métabolisme des xénobiotiques de fagon la plus
importante. Or, d’aprés [’hypothése du gradient de maturation au sein du lobule hépatique
(Turner et al., 2011), ces hépatocytes péricentraux seraient les plus « matures ». En ce qui
concerne notre protocole, nous ne pouvons pas définir nos hES-Hep comme hépatocytes
périportaux ou péricentraux, car elles expriment fortement a la fois des enzymes de la zone
périportale (G6P, CPS1) et péricentrale (GST, GS, CYP1A1) (cf tableau 1 de I’article). Le

phénoméne de zonation se met en place lors de la période péri-natale, et fait donc partie des
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¢tapes terminales de la maturation hépatocytaire. Une meilleure compréhension des
mécanismes qui sous tendent cette zonation permettra d’améliorer la maturation hépatocytaire
in vitro. Par exemple, il serait intéressant d’étudier I’effet de la voie Wnt/B-caténine sur des
hES-Hep en fin de différenciation, puisqu’elle joue un role essentiel dans la régulation de la

zonation in vivo (Torre et al., 2011).

En plus du développement de systemes de culture imitant le plus fidélement possible le
microenvironnement hépatocytaire in vivo, I’amélioration de la différenciation hépatocytaire
nécessitera 1’élucidation des mécanismes gouvernant la maturation dans les périodes péri et
post-natales, pour lesquels peu de données sont disponibles actuellement. Afin d’améliorer
I’homogénéité des populations cellulaires obtenues, il est probable que de nouvelles
techniques de tri doivent étre mise en ceuvre, de préférence sans manipulation génétique, en
utilisant des marqueurs cellulaires de surface, ou d’autres propriétés cellulaires, comme la

capacité de capter le vert d’indocyanine (Yoshie et al., 2011).

2. Perspectives pour les hES-Hep

a) Etudes pharmacologiques

Le développement de nouveaux médicaments nécessite de réaliser au préalable des tests
rigoureux in vivo et in vitro avant les essais cliniques chez ’homme. Malgré cela, 90% des
médicaments potentiels ne passent pas le stade d’essais cliniques en raison d’une efficacité ou
d’une sécurité insuffisante. Parmi les médicaments qui sont retenus pour la
commercialisation, les effets secondaires indésirables sont un probléme important, puisque
entre 1995 et 2005 34 médicaments ont été retirés du marché (Need et al., 2005), et le nombre
d’effets secondaires médicamenteux rapportés n’a cess€¢ de croitre ces derniéres années
(Moore et al., 2007). Ces effets secondaires sont la majorité du temps la conséquence d’une
hépatotoxicité, ce qui démontre que les modeles précliniques d’évaluation pharmacologique
sont encore a améliorer. L hépatotoxicité médicamenteuse est attribuée a des effets au niveau
cellulaire qui précedent les manifestations cliniques ou biologiques (inhibition des fonctions
mitochondriales, perturbation de 1’homéostasie intracellulaire, activation de I’apoptose, stress
oxydatif, inhibition d’enzymes ou de transporteurs, formation de métabolites toxiques ou
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immunogenes) (Mandenius et al., 2011). Le développement de modeles cellulaires appropriés

permettra de détecter in vitro 1’hépatotoxicité¢ médicamenteuse de facon plus prédictive.

L’utilisation de cellules dérivées des hES dans cette optique nécessite plusieurs conditions

(Mandenius et al., 2011) :
- L’obtention de hES-Hep en grande quantité et de bonne qualité.

- Un protocole de différenciation efficace permettant d’obtenir une population

homogene de cellules.

- L’expression par les hES-Hep d’un phénotype stable sur plusieurs semaines de culture,
proche de celui des HHCP, avec notamment 1’expression d’enzymes des phases 1 et 2
du métabolisme des xénobiotiques (CYP450, UGTs, GSTs, STs, etc.), mais également
I’expression de transporteurs enzymatiques qui permettent I’excrétion des métabolites
en dehors de I’hépatocytes (MDR, OATP, ABC, BCRP, etc.). Pour cela, il est
nécessaire que les cellules possedent une polarité, car ces transporteurs sont situés au
niveau de la membrane plasmatique des hépatocytes, soit au niveau de la face
sinusoidale, soit au niveau de la face canaliculaire. Idéalement, les cellules
hépatocytaires devraient étre cultivées dans au sein d’un bioréacteur, en culture 3D
dynamique, reflétant le microenvironnement in vivo. Notre travail a démontré que
I’expression forcée de CAR pouvait améliorer I’expression des génes du métabolisme

des xénobiotiques, ce qui est intéressant dans le cadre d’études pharmacologiques.

- La création de lignées de hES-Hep reflétant les variations génétiques des enzymes du
métabolisme des xénobiotiques dans la population générale. Les cellules dérivées des

1PS pourraient également étre concernées par cette approche.

Actuellement, la société Cellartis en Suede commercialise des hES-Hep fraiches vendues dans
des plaques multipuits (culture 2D), d’une homogénéité¢ supérieure a 80%, pouvant étre
expédiées partout dans le monde (Cellartis; Mandenius et al., 2011). Ces cellules ont été
utilisées pour 1’étude du risque de carcinogenese de certains produits chimiques (Yildirimman
et al., 2011), et dans une étude d’infection virale (Mantel, 2010). Dans le cadre du projet
européen Vitrocellomics, les hES-Hep ont été utilisés dans des essais de dépistage
d’hépatotoxicité. D’apres les auteurs, les résultats auraient été prometteurs, mais non

concluants (Mandenius et al., 2011). Parallelement, il a été estimé que 64% des 20 premieres
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compagnies pharmaceutiques mondiales travaillent actuellement avec des hES (Jensen et al.,
2009). Parmi les applications possibles des hES-Hep, leur utilisation dans la recherche
pharmacologique semble celle qui sera la plus rapidement mise en ceuvre. Des études futures

devront valider I’utilité des hES-Hep dans ce contexte.

b) Applications thérapeutiques

Comme nous 1’avons vu dans I’introduction, la prévalence des maladies hépatiques et la
pénurie d’organes pour la transplantation hépatique a conduit au développement de thérapies
alternatives, pour lesquelles les hES représentent une source potentielle de cellules
hépatocytaires. Ces thérapies cellulaires peuvent étre mises en ceuvre dans trois contextes :
I’insuffisance hépatique aigué, I’insuffisance hépatique chronique, et des maladies
métaboliques d’origine hépatique. L’insuffisance hépatique aigué, ou hépatite fulminante,
survient chez un sujet sans pathologie hépatique sous jacente. Son évolution est difficile a
prédire : chez certains patients, le traitement médical peut suffir, et le foie peut régénerer
spontanément et récupérer ses fonctions antérieures. Chez d’autres patients, I’insuffisance
hépatique aigué peut rapidement conduire a la défaillance multi-viscérale et au déces. Elle est
le plus souvent secondaire a une atteinte toxique (paracétamol notamment) ou virale. La
mortalité¢ de 1’insuffisance hépatique aigué varie de 30 a 100%, et motive 5 a 6% des
transplantations hépatiques (Bernal et al., 2010). Dans ce contexte de pathologie aigué¢ et de
traitement d’urgence, il est nécessaire que les hépatocytes employés dans la thérapie cellulaire
soient fonctionnels immédiatement et facilement disponibles. L’insuffisance hépatique
chronique est la conséquence d’une cirrhose, qui modifie I’architecture hépatique et les
fonctions hépatocytaires. Dans cette situation, la thérapie cellulaire serait une solution
d’attente en attendant qu’un organe soit disponible pour une transplantation hépatique (ceci
est également applicable pour I’insuffisance hépatique aigu€). Les maladies hépatiques
métaboliques concernent une population pédiatrique, et sont la conséquence d’un déficit
d’une fonction métabolique du foie : conjugaison de la bilirubine (maladie de Crigler-Najjar),
synthese et dégradation du glycogene (maladies de stockage du glycogene), anomalies du
cycle de I'urée, déficit de synthése du facteur VII. Pour ces patients, la transplantation

d’hépatocytes de fonctionnalité normale pourrait pallier au déficit enzymatique du foie natif.
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e [ e foie bioartificiel

Le premier foie bioartificiel a été créé il y a 25 ans (Matsumura et al., 1987), et consiste en un
bioréacteur contenant des hépatocytes au sein duquel passe le plasma du patient, séparé des
cellules ou non par une membrane semi-perméable. Les hépatocytes dans le bioréacteur
remplacent les fonctions du foie défaillant, comme la détoxification, la biotransformation,
I’excrétion et la synthese protéique. Les foies bioartificiels contiennent également la plupart
du temps une colonne de charbon végétal activé, et une résine échangeuse d’ions qui aident a
éliminer les toxines dans le plasma par adsorption ou par effet de gradient physico-chimique.
Par rapport aux systémes de suppléance artificielle de type MARS (Molecular Adsorbent
Recirculating System), le foie bioartificiel permet non seulement de détoxifier le plasma, mais
¢galement d’assurer les fonctions hépatiques de synthése et de régulation. A I’heure actuelle,
deux systemes de foie bioartificiel ont fait [’objet d’études cliniques randomisées,
I’HepatAssist (Demetriou et al., 2004), qui utilise des hépatocytes porcins cryopréserves, et
I’Extracorporeal Liver Assist Device (ELAT) (Sussman et al., 1994), qui utilise des cellules
dérivées d’un hépatoblastome humain. Les essais concernaient des patients souffrant
d’insuffisance hépatique aigué, et I'utilisation de ces systeémes a ¢té accompagnée d’une
amélioration de certains parametres cliniques (neurologiques) et biologiques (diminution de la
bilirubine et des transaminases). Cependant, il n’y avait pas de différence significative de
survie entre les patients traités et le groupe contrdle. Ces foies bioartificiels ont été utilisés
comme traitement de suppléance en attendant une transplantation hépatique, et une quinzaine
de patients ont ainsi pu étre amenés a la transplantation. D’autres systémes ont également fait
I’objet d’essais cliniques, utilisant des hépatoctyes porcins (Flendrig et al., 1997) ou des
hépatocytes humains (Sauer et al., 2003), (Wang et al., 2000). Malgré I’ancienneté du
concept de foie bioartificiel, 1’utilisation de ces systemes reste tres restreinte, et les premiers
résultats doivent étre confirmés par des études randomisées controlées incluant un plus grand
nombre de patients. Un des freins principaux au développement de foies bioartificiels est
I’absence d’une source de cellules fonctionnelles, qui doivent étre disponibles dans un
contexte d’urgence en grande quantité. Les hES-Hep pourraient répondre aux besoins du foie
bioartificiel, a condition qu’elles aient acquis une fonctionnalité suffisamment mature qui
pourra étre maintenu a long terme, ou au moins pendant la durée du traitement. L’utilisation

de hES-Hep dans ce contexte évite les problémes liés a la tumorogenéicité et a
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I’immunogenéicité des cellules dérivées de hES (cf. plus loin), car le plasma n’est pas en

contact direct avec les cellules du bioréacteur.

e [ a transplantation hépatocytaire

Par rapport a la transplantation hépatique, la transplantation hépatocytaire est une technique
beaucoup moins invasive qui pourrait étre mise en ceuvre avec relativement peu de risques
chez des patients dont I’état de santé est grave. Le foie natif est laissé en place, ce qui lui
laisse le temps de régénerer et de récupérer ses fonctions en cas d’insuffisance hépatique
aigué. En cas d’échec du greffon cellulaire, la fonction hépatique retourne a son état antérieur,
alors qu’une défaillance d’un greffon hépatique peut entrainer un risque vital. A I’heure
actuelle, les résultats les plus encourageants de la transplantation hépatocytaire ont été
obtenus avec des patients atteints de maladies métaboliques, avec une amélioration partielle
des déficits enzymatiques (Dhawan et al., 2006; Dhawan et al., 2010). Par rapport a
I’insuffisance hépatique, le nombre d’hépatocytes requis serait moindre, puisqu’il n’y a qu’un
seul déficit enzymatique a corriger. Il faut noter cependant que ce traitement n’a pas évité la
transplantation hépatique chez la majorité des patients. Dans 1’insuffisance hépatique aigué, la
transplantation hépatocytaire a amélioré certains parametres cliniques (encéphalopathie
hépatique) et biologiques (ammonémie), et a permis a certains patients d’attendre une
transplantation hépatique (Dhawan et al., 2010; Fisher and Strom, 2006). Cependant, il n’y
avait pas de différence significative de survie chez les patients transplantés, et il est difficile
de déterminer si les améliorations constatées étaient secondaires a la transplantation, ou a la
récupération spontanée du foie natif. Les résultats de la transplantation hépatocytaire chez des
patients en insuffisance hépatique chronique sont moins convaincants, avec uniquement une
amélioration anecdotique de certains parametres biologiques (Fisher and Strom, 2006; Soltys
et al., 2010). La transplantation hépatocytaire dans cette population présente des difficultés en
raison de I’architecture anormale du foie, avec notamment la présence de fibrose dans

I’espace de Disse, ce qui ne facilite pas I’intégration et la survie des hépatocytes transplantés.

Afin que la transplantation hépatocytaire puisse étre développée a grande échelle, il existe

plusieurs problémes a résoudre :
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L’absence d’un modéele animal approprié pouvant imiter 1’insuffisance hépatique chez
I’homme. Les études préliminaires ont ¢été réalisées chez les rongeurs, mais
I’expérience clinique a montré que les résultats sont difficilement transposables chez
I’homme. L’utilisation d’animaux de plus grande taille est souhaitable (chiens,

cochons, moutons).

Déterminer le site approprié d’injection hépatocytaire en fonction du contexte.
L’injection dans la veine porte peut étre difficile chez des patients ayant des troubles
de la coagulation dans le contexte d’insuffisance hépatique aigué. L’intégration
d’hépatocytes au sein du foie peut étre compromise chez des patients cirrhotiques a
I’architecture hépatique anormale. De plus, 1’injection d’hépatocytes dans la veine
porte risque de majorer 1’hypertension portale. L’injection dans 1’artere splénique, en
intrapéritonéal, ou une injection directement dans le foie ou la rate représentent des

alternatives.

Déterminer le nombre de cellules a transplanter afin de corriger I’insuffisance
hépatique. Habituellement, jusqu’a 100 x 10° cellules/kg peuvent étre injectées par la
veine porte (Dhawan et al., 2010). L’injection dans la veine porte d’une masse de
cellules supérieure a 1% de la masse hépatique peut entrainer des effets indésirables,

comme |’hypertension portale ou I’embolisation pulmonaire.

Améliorer I’intégration, la prolifération et la survie des cellules transplantées dans le
foie natif. A 1’heure actuelle, les bénéfices de la transplantation hépatocytaire ne sont
que temporaires, et la répétition des injections est souvent nécessaire. Chez la souris,
de bons résultats ont été¢ obtenus quand les cellules transplantées présentaient un
avantage sélectif de survie par rapport aux hépatocytes natifs. Chez 1’homme,
I’irradiation hépatique pré-transplantation ou I’embolisation portale partielle sont des
techniques potentielles pour améliorer la survie des hépatocytes transplantées (Soltys

etal., 2010).

Améliorer les techniques de suivi des cellules transplantées apres transplantation, pour

mieux comprendre le devenir les cellules aprés injection dans 1’organisme.

Trouver une source de cellules hépatocytaires en grande quantité. Les cellules dérivées
des hES et des iPS pourraient étre potentiellement employées dans ce contexte. En
particulier, I’utilisation d’iPS provenant du patient lui-méme ou d’un donneur

161



compatible pourrait éviter les problémes d’immunogénéicité. Cependant, 1’utilisation
de ces cellules pour la thérapie cellulaire humaine présente un certain nombre de

problémes a resoudre.

e Obstacles a 'utilisation de cellules dérivées des hES et d’iPS en thérapie cellulaire

Un des obstacles majeurs a 'utilisation de cellules dérivées des hES et d’iPS est le potentiel
tumorigene de ces cellules. Les hES ont plusieurs caractéristiques phénotypiques voisines des
cellules cancéreuses : une vitesse de prolifération élevée, une absence d’inhibition de contact,
une tendance a I’instabilité génomique, une forte activité¢ télomérase, une forte expression
d’oncogenes comme Myc et Klif4, et des similitudes dans leur expression génétique et leur
¢tat épigénétique (Ben-David and Benvenisty, 2011). Quand les hES sont injectées chez des
souris immunodéficientes, elles forment des tératomes (Thomson et al., 1998). Les iPS
seraient encore plus tumorigénes que les hES, pour plusieurs raisons. La reprogrammation
nécessite des manipulations génétiques par vecteurs rétroviraux, qui présentent un risque
d’oncogenese insertionnelle, et un risque de réactivation. Plusieurs stratégies ont été
développées afin de réduire ce risque (cf chapitre V.2). La reprogrammation entraine des
modifications épigénetiques pouvant augmenter 1’instabilité génétique des cellules. De plus,
les iPS dérivent de cellules somatiques adultes qui se sont déja multipliées de nombreuses
fois, et ont pu acquérir des mutations (Ben-David and Benvenisty, 2011). Les iPS
formeraient des tératomes plus rapidement que les hES (Gutierrez-Aranda et al., 2010), et
pourraient étre a [’origine de tumeurs somatiques carcinomateuses, ce qui n’est pas
habituellement observé avec les hES, qui sont a 1’origine de tératomes bénins (Ben-David and
Benvenisty, 2011). De plus, les deux types cellulaires sont soumis a une pression sélective
lors de leur dérivation et leur culture : les cellules conservées pour la culture a long terme
seront celles qui proliférent le plus et maintiennent leur état indifférencié. Ces cellules ne sont
probablement pas celles qui sont les plus adaptés a la différenciation, et il est possible qu’elles

aient un potentiel tumorigene accru (Knoepfler, 2009).

La transplantation des hES-Hep dans des modéles murins a conduit a [’apparition de
tératomes, voire d’adénocarcinomes, et ce malgré un tri cellulaire préalable (Basma et al.,

2009). 1l sera nécessaire de développer des stratégies pour diminuer le risque tumorigene lié
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aux cellules dérivées des hES et des iPS. Une différenciation la plus compléte possible des
cellules serait souhaitable, mais il est possible que des cellules ayant des phénotypes
immatures soient utiles pour la thérapie cellulaire, car elles auraient un potentiel prolifératif
plus important une fois dans I’hote, et pourraient se différencier in vivo. La population
cellulaire utilisée pour une thérapie cellulaire ne devra pas contenir des cellules
indifférenciées. Des techniques de tri efficace doivent étre développées, comme I’utilisation
d’anticorps cytotoxiques contre les cellules pluripotentes (Choo et al., 2008; Tan et al., 2009),
ou le cytométrie de flux utilisant des marqueurs de surface de cellules pluripotentes, comme
le SSEA-4 et le TRA-1-60 (Fong et al., 2009), ou le SSEA-5 (Tang et al., 2011). Cette
dernie¢re étude a également identifié 5 marqueurs (CD9, CD30, CD50, CD90 et CD200)
caractéristiques de cellules pluripotentes. Le tri avec 1’anticorps anti-SSEA-5 en association
avec deux des marqueurs CD a permis d’abolir la formation de tératomes a partir de cultures
de hES incomplétement différenciées. Au vu des difficultés a générer une population
homogene de cellules différenciées, une autre stratégie serait d’interférer avec des genes
nécessaires pour la formation de tératomes, mais dispensables pour les cellules matures. Par
exemple, I’ablation (par voie génétique ou pharmacologique) de 1’expression de survivine, un
oncogene feetal avec une activité anti-apoptique a stimulé 1’apoptose dans les cultures de hES
et leurs tératomes (Blum et al., 2009). Une autre équipe a introduit un geéne suicide, la
thymidine kinase, dans des hES, qui les rend sensible au ganciclovir, un traitement antiviral
(Schuldiner et al., 2003). Avec cette technique, 1’administration de ganciclovir pouvait
¢liminer des tératomes secondaires aux hES exprimant le géne suicide. Une meilleure
compréhension des mécanismes de la tumorigéneése permettrait de cibler des genes

appropriés.

Un autre probléme soulevé par I'utilisation de cellules dérivées de hES ou d’iPS est
I’utilisation actuelle de cellules ou de produits d’origine animale dans les systémes de culture.
Les hES sont le plus souvent cultivées sur des feeders (couche de cellules nourricicres)
d’origine murine. Le sérum de veau fcetal est souvent employ¢ dans les milieux de culture.
L’utilisation de produits d’origine animale présente un risque d’infection des cellules en
culture par des prions, des virus, ou d’autres pathogenes non encore identifiés (Mannello and
Tonti, 2007). De plus, les cellules en culture peuvent incorporer des protéines d’origine
animale qui pourraient engender une réaction immunogene si elles sont ultérieurement
utilisées en thérapie cellulaire. Il a été démontré que des hES cultivées sur feeder de

fibroblastes murins pouvaient étre contaminées par un acide sialique non humain et
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immunogene (Martin et al., 2005), alors que des patients ayant re¢u des lymphocytes cultivés
avec du sérum de veau feetal ont développé une réaction d’hypersensibilité de type I1I (dépdts
de complexes immuns) (Selvaggi et al., 1997). Le sérum de veau feetal est un produit
biologique dont la composition peut varier selon le lot de fabrication. La variabilité de ce
produit peut géner la reproductibilité des résultats de culture. Il sera donc nécessaire de
développer et de généraliser 1’utilisation de sérums de remplacement (dont la composition
chimique est définie) et de feeders d’origine humaine. Dans le cadre d’applications en
thérapie cellulaire, il est également souhaitable de minimiser les risques liés aux hES eux-
mémes, en s’assurant de 1’absence de maladie infectieuse transmissible ou d’anomalie
génétique héréditaire (Halme and Kessler, 2006). Ceci implique la réalisation des tests sur les
lignées de hES, et d’avoir a disposition les dossiers médicaux des donneurs de gametes a
I’origine de I’embryon d’ou la lignée a été dérivée. Cependant, une longue période peut
s’écouler entre le moment de la donation de gametes et 1’utilisation de cellules dérivées des
hES, et il n’est pas certain que les lignées de hES utilisées actuellement remplissent ces
criteres. Il sera également nécessaire d étudier le profil immunologique des lignées de hES
avant toute utilisation en thérapie cellulaire, car elles expriment des antigénes (HLA classe I
et II, antigenes de groupe sanguin ABO) qui peuvent entrainer un phénomene de rejet chez le
receveur (Bradley et al., 2002; Lee et al., 2010; Molne et al., 2008). Comme avec la
transplantation d’organes a I’heure actuelle, les cellules dérivées des hES devront étre
compatibles avec le receveur pour le systtme ABO, et il est probable qu’une
immunosuppresion au long cours sera nécessaire. Une alternative serait de créer des banques
de hES présentant les combinaisons HLA/ABO les plus fréquentes, afin d’étre compatibles

avec une majorité de la population.

Cependant, la dérivation d’un grand nombre de lignées de hES et le développement d’une
telle banque est freiné par les problémes éthiques posés par les hES, car leur obtention passe
nécessairement par la destruction de I’embryon dont elles sont issues. Les iPS contournent ce
probléme éthique puisqu’elles sont issues de tissus adultes. Les iPS ouvrent des perspectives
de médecine « personnalisée », avec la création de lignées a partir des cellules d’un patient
pouvant étre utilisées dans une thérapie cellulaire chez ce méme patient, par exemple dans un
contexte d’insuffisance hépatique chronique, ou pour la correction d’une maladie métabolique
aprés modification génétique des cellules in vitro. Une étape a récemment été franchie dans
cette direction : le géne défectueux responsable du déficit en al-antitrypsine a été excisé dans

une lignée d’iPS humains d’un patient atteint de cette maladie, puis remplacé par un gene
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fonctionnel. Les iPS ont été différencices vers [’hépatocyte et étaient capables de sécréter de I’
al-antitrypsine humaine apres transplantation chez la souris (Yusa et al., 2011). L utilisation
des cellules du patient lui-méme éviterait les problemes d’immunogenéicité et de rejet d’une
transplantation cellulaire. Ces lignées « personnelles » pourraient étre utilisées dans des
études pharmacologiques afin de déterminer le traitement le plus efficace chez un patient
donné. Cependant, la mise en ceuvre d’applications cliniques des iPS est confrontée aux
problémes de tumorigenéicité de ces cellules (cf. précédemment), mais également aux
rendements faibles de reprogrammation, ce qui prolonge la durée nécessaire pour obtenir des
cellules différenciées. Ces cellules ne semblent pas encore adaptées a des applications
cliniques nécessitant une disponibilit¢ immédiate des cellules (insuffisance hépatique aigué,
par exemple). Plus récemment, il a ét¢ démontré que des cellules adultes différenciées
pouvaient étre directement reprogrammeées vers un autre type cellulaire, avec notamment la
conversion de fibroblastes en hépatocytes (Huang et al., 2011; Sekiya and Suzuki, 2011) ou
en cellules neuronales (Kim et al, 2011). Parallelement, des hépatocytes ont pu étre
transdifférenciés vers des cellules neuronales (Marro et al., 2011), démontrant que des cellules
d’une couche germinale peuvent étre reprogrammées vers des cellules d’une couche
germinale différente. Ceci démontre 1’importance du phénoméne de plasticité cellulaire, et
ouvre la voie a la génération d’hépatocytes directement a partir d’autres tissus, ce qui

contournerait les problémes liés a la tumorigenéicité des hES et des iPS.
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Les avancées des dernieres décennies dans 1’isolement et la culture de populations cellulaires
a permis de développement de la thérapie cellulaire, dont le premier exemple a été la greffe de
moélle ossseuse dans les maladies hématologiques, qui est devenue un traitement utilisé en
pratique courante. Les progres récents dans le domaine des cellules souches s’est traduit par
une augmentation considérable du nombre d’essais cliniques utilisant des cellules souches en
thérapie cellulaire depuis 2 a 3 ans (Trounson et al, 2011). Ces essais concernent
principalement des cellules souches isolées de tissus adultes ou de cordons ombilicaux,
autologues ou allogénes, concernant une grande variété de pathologies : infarctus du
myocarde (cellules souches mésenchymateuses et cardiaques), paraplégies, ataxies, sclérose
latéral amyotrophique, maladie de Parkinson, accidents vasculaires cérébraux (cellules
souches mésenchymateuses, neurales, et de cellules souches de sang de cordon ombilical),
maladies auto-immunes comme la sclérose en plaques (cellules souches hématopoiétiques), la
drépanocytose, la P-thalassémie (cellules souches hématopoidtiques), les maladies de la
cornée (cellules souches limbales) et les dystrophies musculaires (myoblastes) (Trounson et
al., 2011). A I’heure actuelle, trois essais cliniques utilisant des cellules dérivées de hES sont
en cours (Trounson et al., 2011). Le premier essai, mené par la société Geron et approuvé en
2009, évalue I’effet de la transplantation de cellules progéniteurs oligodendrocytaires issues
de hES dans des patients souffrant de Iésions traumatiques de la moélle osseuse thoracique.
Deux autres essais utilisent des cellules rétiniennes pigmentaires différenciées de hES dans la
dégénerescence maculaire liée a 1’age ou juvénile (maladie de Stargardt). De futurs essais de
cellules issues de hES pourront concerner [’utilisation de cellules progéniteurs de
motoneurones dans 1’atrophie musculaire spinale (application en cours) (Trounson et al.,
2011), de cellules B d’ilots de Langerhans au sein d’une chambre implantée les diabétiques
(California Institute of Regenerative Medicine), ou de cellules progéniteurs cardiaques dans

I’infarctus du myocarde (Blin et al., 2010).

Méme si le chemin menant aux applications cliniques des hES est long et difficile, le fait que
les premiers essais cliniques ont pu voir le jour est encourageant. Les résultats de ces essais
détermineront I’avenir des hES dans la thérapie cellulaire. Quoiqu’il en soit, les travaux
réalisés sur les hES ont permis de mieux comprendre les mécanismes de la différenciation

vers [’hépatocyte, et serviront comme point de départ pour les recherches a venir.
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RESUME en francais

Les hépatocytes humains adultes en culture primaire (HHCP) ont de nombreuses applications
en physiopathologie hépatique, en pharmacologie et en biothérapie, mais sont limitées par
leur faible disponibilité. Les cellules souches embryonnaires humaines (hES) sont une source
prometteuse pour 1’obtention d’hépatocytes en grande quantité. Nous avons développé un
modele in vitro de différenciation de hES en hépatocytes en reproduisant toutes les étapes de
I’ontogenese hépatique. Au cours de la différenciation, I’expression de 41 génes marqueurs du
foie a été étudiée et comparée aux HHCP, au foie feetal et aux progéniteurs hépatiques issus
du foie adulte. Les résultats démontrent qu’au bout de 21 jours de différenciation, les cellules
souches embryonnaires différenciées en hépatocytes (hES-Hep) ont atteint un état de
maturation équivalent aux hépatocytes foetaux aux alentours de 20 semaines de gestation.
L’expression forcée du xénorécepteur CAR dans les hES-Hep a induit 1’expression de génes
de la détoxication et la biotransformation de midazolam, un substrat de CYP3A4. Ces
résultats pourront contribuer au développement de cultures de hES-Hep comme alternative
aux HHCP pour les études du métabolisme des xénobiotiques et pour la thérapie cellulaire.

TITRE en anglais

Production of hepatocytes from human embryonic stem cells

RESUME en anglais

Primary cultures of human adult hepatocytes (PCHH) have widespread potential applications
in liver physiopathology, pharmacology, and cell-based therapies, but are currently limited by
poor availability. Human embryonic stem cells (hES) are a promising source for the
generation of hepatocytes in large quantities. In this study, we differentiated hES into
hepatocytes by mimicking in vitro the various stages of hepatic ontogenesis. We analyzed the
expression of a panel of 41 liver marker genes in hepatocyte-like cells derived from hES
(hES-Hep) in comparison with PCHH, fetal liver and progenitors obtained from adult liver.
The data revealed that after 21 days of differentiation ES-Hep are representative of fetal
hepatocytes at around 20 weeks of gestation. The forced expression of the xenoreceptor CAR
in hES-Hep induced the expression of detoxification genes as well as the biotransformation of
midazolam, a substrate of CYP3A4. These results may contribute to the development of hES-
Hep cultures as an alternative to PCHH for studies of xenobiotic metabolism and for cell-
based therapies.
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