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Résumé	

La neurofibromatose de type 1 (NF1) représente la maladie génétique 
autosomale dominante la plus fréquente en France, après la mucovisidose, avec 
une incidence de 1 individu sur 3500. Il s’agit d’une pathologie multi-systémique 
présentant un tableau clinique varié. Parmi la pléthore de symptômes, sont 
comptées des manifestations neurocutanées telles que les taches « café-au-lait 
» (zone d’hyperpigmentation localisée) et les neurofibromes (tumeurs bénignes 
de la gaine périphérique de la myéline) mais également des défauts osseux et 
des troubles cognitifs. La pénétrance de la NF1 est complète mais la 
manifestation et la sévérité des symptômes peuvent varier d’un individu à 
l’autre. Le gène NF1 responsable de la maladie, localisé sur le chromosome 17, 
est un gène suppresseur de tumeur qui code pour la neurofibromine. Dans le 
but de développer un modèle cellulaire humain pertinent pour l’étude des 
défauts osseux associés à la NF1, nous avons util isé des cellules souches 
induites à la pluripotence porteuses de la mutation causale NF1 (hiPS-NF1). 
Dans ces travaux, nous avons montré qu’une perte d’expression de la 
neurofibromine dans les ostéoblastes dérivés de hiPS-NF1 reproduisait le 
phénotype d’ostéogénèse réduite et qu’il était possible d’améliorer la capacité 
des hiPS-NF1 à se différencier en ostéoblastes à l’aide de molécules 
pharmacologiques. Toujours dans le but de proposer un modèle cellulaire 
humain le plus pertinent possible, nous avons développé des lignées 
isogéniques avec la technologie CRISPR/Cas 9 afin d’étudier l’ impact d’une 
perte partielle ou totale de l’expression de la neurofibromine sur le phénotype 
osseux. En parallèle, afin de pouvoir étudier un autre phénotype associé à NF1, 
un protocole de différenciation de cellules de Schwann sous culture définie en 
util isant des facteurs de croissance et des molécules de signalisation, à partir 
des hiPS a été développé. Des cellules de Schwann-like ont été obtenues en 30 
jours après engagement des cellules souches vers la crête neurale afin 
d’induire l’émergence de précurseurs de cellules de Schwann par l’action de 
molécules telles que le récepteur de type I du TGF-ß (SB431542), l’hereguline 
ß1, l’IGF1, le FGF2 et un activateur de WNT3a (CHIR99021). L’analyse par q-
PCR montre une augmentation des marqueurs de différents stades de 
différenciation de la cellule de Schwann : crête neurale (SOX10, ERBB3), 
cellules de Schwann précurseurs (MPZ, CAD19) et cellules de Schwann 
immatures (S100) au bout de 30 jours de différenciation. Ces résultats ont été 
complétés par l’analyse protéique des cellules différenciées et par la mise en 
co-culture de ces cellules avec des motoneurones différenciés à partir d’hiPS. 
L’ensemble de ce travail a permis de valider la pertinence de l’util isation des 
cellules souches pluripotentes porteuses de mutation dans la modélisation de 
pathologie génétique, permettant à plus long terme, la recherche de molécules 
actives par des approches de criblage pharmacologique ou par des approches 
de thérapie cellulaire. 
 
 
Mots clés : neurofibromatose de type 1 | cellules souches induites à la 
pluripotence | ostéoblastes | CRISPR/Cas9 | cellules de Schwann | modélisation 
pathologique. 
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Abstract	

 
Neurofibromatosis type 1 (NF1) is an autosomal genetic disease with an 
incidence of 1 in 3,500 individuals. This is a multi-systemic disorder with a 
plethora of symptoms. Among NF1-related symptoms we find neurocutaneous 
manifestations such as "café-au-lait" spots (zone of localized 
hyperpigmentation) and neurofibromas (benign tumors of the peripheral sheath 
of myelin), but also bone defects and cognitive disorders. The penetrance of 
NF1 is complete but the manifestation and severity of symptoms may vary from 
one individual to another. The NF1 gene responsible for the disease, located on 
chromosome 17, is a tumor suppressor gene that encodes neurofibromin. In 
order to develop a relevant human cellular model for the study of bone defects 
associated with NF1, we used pluripotency-induced stem cells that carry the 
NF1 causal mutation (hiPS-NF1). In this work, we have shown that loss of 
neurofibromin expression in osteoblasts derived from hiPS-NF1 reproduces the 
reduced osteogenesis phenotype. We have also shown that pharmacological 
molecules can improve the ability of hiPS-NF1 to differentiate into osteoblasts. 
In order to propose the most relevant human cell model, we have developed 
isogenic lines with CRISPR / Cas 9 technology to study the impact of a partial 
or total loss of neurofibromin on the bone phenotype. Simultaneously, a 
Schwann cells differentiation protocol from hiPS was developed with culture 
defined medium using growth factors and signaling molecules. Schwann-like 
cells were obtained in 30 days by the use of molecules such as the type I 
receptor TGF-β (SB431542), heregulin β1, IGF1, FGF2 and activator of WNT3a 
(CHIR99021). The q-PCR analysis shows an increase in Schwann cell markers: 
neural crest (SOX10, ERBB3), precursor Schwann cells (MPZ, CAD19) and 
immature Schwann cells (S100). These results were confirmed by protein 
analysis of the differentiated cells and by the co-culture analysis of these cells 
with differentiated motoneurons from hiPS. All of this work validated the 
relevance of pluripotent stem cells in the modeling of genetic pathology. 
 
 
Keywords: neurofibromatosis type 1 | induced pluripotent stem cell | 
osteoblasts | CRISPR / Cas9 | Schwann cells | disease modeling. 
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Introduction	

 

I. La neurofibromatose de type 1 
 

A. Historique 
 
La neurofibromatose de type 1 (NF1) est une maladie génétique, aussi appelée 

maladie de Von Recklinghausen. Décrite dès le XIIIème siècle sous forme de 

descriptions picturales, et notamment dans un dessin d’Heinricus, un moine 

cistercien, qui semble représenter un patient atteint de neurofibromes (tumeur 

bénigne des nerfs périphériques) (Fig. 1). Bien évidemment, à cette époque, 

anomalies pathologiques et créatures mythologiques étaient souvent associées 

et ce n’est qu’au XVIIème siècle que la description de NF1 est devenue 

fondamentalement scientifique (Fig. 2). Le physicien et poète anglais Mark 

Akenside (1721-1770) décrira pour la première fois la notion d’atteinte 

nerveuse, ainsi qu’une potentielle nature familiale de NF1. C’est en 1811 que le 

mot « neurome ou névrome » fut inventé par Louis Odier pour décrire les 

tumeurs des fibres nerveuses. Le chirurgien irlandais Robert William Smith 

spécifia le terme en sous-catégorisant différents types : neuromes 

traumatiques, neuromes solitaires et neuromes multiples. En 1849, Smith décrit 

pour la première fois deux cas de patients atteints de tumeurs multiples 

caractéristiques de NF1 dans son œuvre massive « A Treatise on the 

Pathology, Diagnosis and Treatment of Neuroma ». Rudolf Ludwig Virchow 

(1821-1902) élargira les travaux de Smith et posera des bases solides d’études 

pour son étudiant Friedrich Daniel Von Recklinghausen. Entre 1847 et 1863, 

Virchow s’évertuera à établir une classification plus précise et complète des 

neuromes et fibromes (tumeurs bénignes se développant à partir de tissu 

conjonctif). Il introduira alors le concept de « vrais neuromes » (englobant les 

sous catégories établies par Smith) qui sont des tumeurs touchant les fibres 

nerveuses ainsi que les gaines nerveuses alors que les « faux neuromes » ne 

touchent que les gaines des nerfs. En 1863, il publie « Die Krankhaften 

Geschwülste » dans lequel il met en évidence le caractère héréditaire de la 

pathologie, presque cent ans après l’hypothèse émise par Mark Arkenside. A 

l’occasion d’une conférence pour le 25e anniversaire de l’institut d'anatomo-

pathologie de Berlin, Von Recklinghausen dédie un rapport à son mentor 

Virchow, dans lequel il fait l ’état de l'art de la maladie. Il présentera les cas 
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B. Epidémiologie 
 
La neurofibromatose de type 1 est une pathologie qui se transmet de manière 

autosomique dominante. Elle touche autant les hommes que les femmes toutes 

ethnies confondues. La mutation du gène NF1 responsable de la pathologie 

peut donc être transmise de façon héréditaire mais peut également provenir 

d’une mutation « de novo » (50% des cas). La prévalence de la NF1 est de 

1/3500 (Huson et al., 1989) avec pénétrance totale dès l’adolescence. 

L’espérance de vie des patients atteints de NF1 est diminuée de 15 ans par 

rapport à la population générale (Zöller et al., 1995 ; Rasmussen et al., 2001) 

 

De par la grande variabilité des mutations responsables, la sévérité des 

symptômes varie d’un individu à un autre mais également entre les membres 

d’une même famille. 

 

Il est probable que cette variabilité clinique de NF1 résulte d'une combinaison 

de facteurs génétiques, non génétiques et stochastiques. De nombreux patients 

atteints de NF1 ont été génotypés, mais peu de preuves d'une corrélation 

génotype–phénotype ont été observées. Il est possible que des corrélations 

importantes entre le génotype et le phénotype de la NF1 existent, mais qu’elles 

n’aient pas été identifiées en raison de la complexité du phénotype de la NF1, 

de sa forte dépendance à l’âge, de la non-dépendance de nombreuses 

caractéristiques cliniques et de l’énorme hétérogénéité allélique des mutations 

pathogènes de la NF1. Cependant, les patients NF1 porteurs de la même 

mutation peuvent développer une forme très grave de la maladie ou une forme 

bénigne. Parmi les différentes causes de phénotypes variables (y compris la 

variabilité intra-familiale) figurent les gènes non liés à NF1 (gènes 

modificateurs) et les effets environnementaux. Les études sur les familles ont 

d'abord suggéré que la variation de l'expression observée dans la majorité des 

familles de NF1 pourrait être causée par l ' influence des gènes modificateurs 

(gènes qui modifient l’expression d’un autre gène).  

 

Les premières preuves de l’existence de gènes modificateurs proviennent 

d’études sur la corrélation phénotypique au sein de familles de NF1 bien 

phénotypées.   

 

Trois grandes études ont montré que des modificateurs génétiques, sans lien 

avec le locus de NF1, contribuaient à l’expressivité variable de NF1 (Easton et 

al. 1993; Szudek et al. 2002; Sabbagh et al., 2009). 
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En 1993, Easton et al. a étudié 175 individus atteints de NF1 appartenant à 48 

familles, dont six paires de jumeaux monozygotes, 76 paires de frères et 

soeurs, 60 paires parent-enfant, 54 paires de famille du deuxième degré et 43 

paires de famille du troisième degré (Easton et al., 1993). Huit caractéristiques 

cliniques de la NF1 ont été observées: trois caractères quantitatifs (nombre de 

taches café au lait, neurofibromes cutanés et circonférence de la tête) et cinq 

caractères binaires (présence ou non de neurofibromes plexiformes, gliomes 

optiques, scoliose, épilepsie et retard moteur). Des corrélations intrafamiliales 

significatives ont été trouvées pour trois variables quantitatives: nombre de 

taches café-au-lait, nombre de neurofibromes cutanés et circonférence de tête: 

la corrélation était la plus élevée entre les jumeaux monozygotes, la plus faible 

entre les parents du premier degré et encore plus faible entre les parents les 

plus éloignés. La forte corrélation entre les jumeaux monozygotes suggère une 

forte composante génétique dans la variation de l'expression, mais la faible 

corrélation entre les parents éloignés suggère que le type de mutation au locus 

NF1 lui-même n'a joué qu'un rôle mineur. Easton et al. a conclu que 

l'expression phénotypique de NF1 était en grande partie déterminée par le 

génotype d'autres locus modificateurs et que ces gènes modificateurs étaient 

spécifiques à un trait clinique.  

 

Szudek et al., a examiné, 10 ans après, l 'agrégation familiale des 

caractéristiques de la NF1 chez 904 personnes affectées dans 373 familles 

comptant au moins deux membres atteints de NF1 (346/373 étaient des familles 

comprenant un parent affecté et un ou plusieurs enfants affectés ou deux 

enfants ou plus affectés). Dans cette étude, dix caractéristiques cliniques ont 

été examinées (taches CAL, lentigines, nodules de Lisch, neurofibromes 

cutanés, neurofibromes sous-cutanés, neurofibromes plexiformes, epilepsie, 

scoliose, gliome optique, et autres néoplasmes). Szudek et al. a démontré que, 

bien que le phénotype NF1 soit très variable, certains patients sont plus 

susceptibles que d’autres de développer certaines caractéristiques de la 

maladie. En outre, ils ont montré que des facteurs génétiques peuvent 

déterminer des caractéristiques phénotypiques particulières qui se développent 

dans de nombreux cas. Ces deux études ont été cruciales dans la mesure où 

elles ont démontré une forte composante génétique dans la variabilité de 

l'expression de NF1.  

 

Dans une troisième grande étude phénotypique familiale, les caractéristiques 

des corrélations familiales ont été examinées pour 12 caractéristiques cliniques 
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l iées à la NF1, y compris 5 caractères quantitatifs (nombre de petites et 

grandes taches CAL et nombre de neurofibromes cutanés, sous-cutanés et 

plexiformes) et 7 caractères binaires (Sabbagh et al. 2009). Toutes les 

caractéristiques cliniques étudiées, à l 'exception des néoplasmes, ont montré 

une agrégation familiale significative après ajustement en fonction de l'âge et 

du sexe. Pour la plupart d'entre eux, les modèles de corrélation familiale 

indiquaient une forte composante génétique sans influence apparente de la 

mutation constitutionnelle de NF1. Conformément aux conclusions précédentes 

de Szudek et d'Easton, plusieurs associations statistiquement significatives 

entre des combinaisons de caractéristiques de NF1 ont été observées, 

suggérant que certaines caractéristiques cliniques de NF1 pourraient avoir des 

déterminants génétiques communs. Ces résultats indiquent un répertoire 

commun possible de modificateurs génétiques pour certaines combinaisons de 

traits. 

 

Cette hypothèse a été confirmée par les modèles de souris NF1 développés 

depuis l ' identification du gène NF1. Le développement de modèles murins NF1 

a permis de mieux comprendre l' initiation et la progression de tumeurs 

associées à NF1. Les origines génétiques de la souris et la susceptibilité au 

développement de tumeurs associée à NF1 ont été reliées (Reilly et al 2000, 

2004-2006). Les modèles murins ont récapitulé, à des degrés divers, les signes 

cliniques NF1 présents chez leurs homologues humains. Cependant, il convient 

également de souligner les limitations des modèles murins pour imiter le 

phénotype complet de NF1 chez l’homme. C’est pourquoi une approche 

génétique humaine pour l ' identification de gènes modificateurs de NF1 chez 

l'homme est nécessaire.  

 

Pasmant et al., a opté pour une stratégie, dans laquelle ils ont util isé 

l'hybridation génomique comparative dans des neurofibromes plexiformes 

associés à NF1 pour identifier des gènes modificateurs candidats. Pour la 

première fois, les délétions 9p21.3 ont été identifiées comme les seules 

altérations somatiques récurrentes dans les neurofibromes plexiformes associés 

à NF1. La plus petite région de délétion commune dans 9p21.3 comprend le 

groupe de gènes CDKN2A - CDKN2B - ARF ainsi que le gène ANRIL. Une 

association familiale de l'allèle T du SNP rs2151280 (situé dans ANRIL) avec un 

nombre plus élevé de neurofibromes plexiformes a été constatée. Cette 

association a été observée uniquement avec les neurofibromes plexiformes et 

non avec les neurofibromes dermiques, suggérant un rôle spécifique du SNP 
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rs2151280 dans la genèse des neurofibromes plexiformes, mais pas dans les 

neurofibromes dermiques. Pour confirmer le rôle fonctionnel de rs2151280, 

CDKN2A, CDKN2B, ARF et ANRIL, l’expression a été analysée dans le sang 

périphérique de 124 patients atteints de NF1. L'allèle T de rs2151280 (associé 

à un nombre plus élevé de neurofibromes plexiformes par rapport aux autres 

SNP marqués) était statistiquement associé à une réduction du taux de 

transcription d'ANRIL. L'identification du premier gène modificateur de NF1 

associé au nombre de neurofibromes plexiformes a ouvert de nouvelles 

perspectives dans la pathogenèse moléculaire de la maladie, en particulier la 

formation de neurofibrome. Cette étude a démontré la pertinence de la 

caractérisation du génome entier pour l ' identification de gènes modificateurs 

candidats impliqués dans la genèse des neurofibromes plexiformes. Les 

stratégies ciblées sont très prometteuses pour l ' identification de nouveaux 

variants génétiques responsables des caractéristiques héréditaires et des 

complications de NF1. Cependant, cette approche de gène candidat a été 

critiquée en raison du manque de reproductibilité des résultats et limite sa 

capacité à inclure tous les gènes et polymorphismes causatifs possibles (Tabor 

et al., 2002).  

 

Depuis les travaux de Pasmant, d’autres équipes ont choisi cette stratégie pour 

identifier d’autres gènes modificateurs impliqués dans certains phénotypes. En 

2014,  Pemov et al., a cherché à identifier si de tels gènes pouvaient influencer 

la sévérité des taches café-au-lait associé à NF1. Pour cela, ils ont déterminé le 

nombre de taches café-au-lait chez deux groupes de personnes atteintes de 

NF1. Ils ont alors mesuré l'expression génique d'environ 10 000 gènes dans les 

globules blancs d'un groupe de personnes. Ils ont ensuite séquencé un groupe 

de gènes dont le niveau d'expression a été augmenté chez les personnes 

présentant un nombre élevé de taches café-au-lait. Dans le premier groupe, ils 

ont trouvé des variants communs dans les gènes MSH6 et proches de DPH2 et 

ATP6V0B qui étaient significativement associés au nombre de taches café-au-

lait. Certain de ces variants étaient presque significatifs dans le deuxième 

groupe de personnes. Les deux variants proches de DPH2 et ATP6V0B étaient 

très significatifs lorsqu'ils ont été analysés dans les deux groupes. Démontrant 

ainsi que ces variants génétiques influencent la sévérité du phénotype dans 

NF1. 

  



 
 

20 

C. Le gène NF1 
 
Le gène NF1, localisé sur le chromosome 17q11.2, a été mis en évidence pour 

la première fois en 1990 par clonage positionnel (Cawthon et al., 1990; 

Viskochil et al., 1990; Wallace et al., 1990). Il s’agit d’un gène de très grande 

taille puisqu’il couvre environ 350 kb du génome et est composé de 60 exons 

(exons numérotés de 1 à 49 et certains exons voisins portant le même numéro 

avec des lettres distinctives) (Fig. 4). Un trait distinctif du gène est la présence 

de trois gènes dans l' intron 27b sur le brin antisens : OMGP (oligodendrocyte-

myelin glycoprotein), EVI2A et EVI2B (ecotropic viral integration site) 

homologues humains de deux proto-oncogènes, (Evi-2A et Evi-2B chez la 

souris), qui sont impliqués dans le développement de la leucémie chez la 

souris. Le gène NF1 possède un promoteur faible ce qui explique sa faible 

expression dans la plupart des cellules de mammifères (Viskochil 1999). Les 

niveaux d'expression les plus élevés se trouvent dans le système nerveux 

central, en particulier dans les neurones, les astrocytes, les oligodendrocytes et 

les cellules de Schwann (Nordlund et al., 1993). 

 

Le taux de mutation du gène NF1 (environ 1x10-4 gamètes/génération) est 

environ 10 fois plus élevé que celui de nombreux autres gènes impliqués dans 

des pathologies, car environ la moitié des patients atteints de NF1 semblent 

avoir une mutation de novo. Différentes hypothèses ont été avancées pour 

expliquer la forte mutabilité du gène NF1, notamment sa taille relativement 

importante (environ 350 Kb) et la survenue d’événements de conversion de 

gènes via les 11 pseudogènes dispersés dans le génome. La figure 5 montre la 

distribution exon par exon du nombre et des types de mutations dans le gène 

NF1, selon la base de données internationale sur les mutations NF1 

(http://www.nfmutation.org/). Des mutations ponctuelles ont été rapportées sur 

toute la longueur du gène, sans « hot spots » clairs, bien que quelques exons 

(4b, 7, 16 et 27b) regroupent un grand nombre de mutations. Un nombre 

important de mutations conduisant au saut d'exon ne se produisent pas dans les 

sites d'épissage canoniques (Colapietro et al., 2003), mais affectent les 

éléments régulateurs impliqués dans la transcription pré-ARNm et la modulation 

de l'expression génique (Baralle et al., 2006 ; Wimmer et al., 2007). 
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Figure 4 : Représentation du gène NF1 

Schéma illustrant les 57 exons des transcrits complets humains (panneau supérieur) et souris 

(panneau inférieur), ainsi que les positions des exons épissés (11alt12, 12alt13, 30alt31 et 56alt57). 

Le nouveau système de numérotation proposé est noté dans chaque exon, tandis que le système de 

numérotation précédent est indiqué sous chaque exon. La protéine activant RAS-GTPase et les 

domaines CRAL-TRIO sont surlignés en gris. (Anastasaki et al., 2017) 
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D. Le produit de NF1 
 
 
Le gène NF1 code pour une très large protéine, appelée neurofibromine (NF1) 

constituée d’approximativement 2800 acides aminés. Il s’agit d’une protéine 

cytosolique de 319kDa (DeClue J.E et al., 1991, Marchuk D.A et al., 1991) (Fig. 

5). 

 

Il s’agit d’une protéine ubiquitaire que l’on retrouve dans toutes les cellules bien 

qu’elle soit exprimée de manière beaucoup plus importante dans les neurones, 

les cellules gliales, les cellules de Schwann et les leucocytes (Gutmann et al., 

1991; Daston et al., 1992). 

 

Cette séquence protéique a été grandement conservée au cours de l’évolution. 

Elle présente de grandes similarités avec son homologue murin (plus de 98%) 

(Bernards et al., 1993) mais également avec celle de la drosophile (60%) (The 

et al., 1997). Structuralement parlant, on retrouve des similitudes entre la NF1 

et les protéines activatrices des GTPases (GAP) qui agissent comme « 

régulateurs négatif » de l’oncogène RAS (Fig. 5). Ces protéines ont la capacité 

intrinsèque de catalyser la conversion du GTP (guanine triphosphate) en GDP 

(guanine di-phosphate). Les GTPases sont généralement actives lorsqu'elles 

sont liées au GTP et inactives lorsqu'elles sont liées au GDP. 

 

La majorité des mutations de NF1 prédisent des troncatures dans la protéine et 

il n'y a pas de corrélation claire entre la mutation spécifique et les présentations 

cliniques (Castle et al., 2003). Le domaine apparenté à RasGAP (Ras-GRD) 

dans NF1 s'étend entre les acides aminés 1125-1537 et correspond aux exons 

20-27a (Ballester et al., 1990; Trovo-Marqui et Tajara, 2006). Il accélère la 

conversion du Ras actif l ié au GTP en sa forme inactive liée au GDP. Ras est 

activé à la membrane plasmatique lors de la liaison de ligands spécifiques à 

des récepteurs de facteur de croissance déclenchant le recrutement d’un 

complexe contenant la protéine GRB2 (adapter protein growth factor receptor 

bound protein 2) et Sos (Ras guanine nucleotide exchange factor) sur le site 

d'activation du récepteur tyrosine kinase. Ras est alors catalysée pour passer à 

son état actif l ié au GTP. Cette forme active de Ras se lie et active la kinase 

Raf et la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), qui déclenche ensuite une 

cascade de kinases, aboutissant à l 'activation des voies MAPK et PI3K. 

  

Certains de ces signaux sont ensuite transmis au noyau, régulant l 'expression 
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des gènes contrôlant la prolifération cellulaire, la mort cellulaire, la 

différenciation et la migration. En effet, i l est établi que des mutations 

engendrant une sur-activation de Ras sont fréquentes. Elles sont associées à 

de multiples cancers humains suite à une stimulation permanente des cascades 

de signalisation Raf-MAPK et/ou PI3K conduisant à une prolifération cellulaire 

incontrôlée et à une dérégulation de l'apoptose (Weiss et al ., 1999). 

 

NF1, via son Ras-GRD, exerce un effet inverse sur Ras en augmentant le taux 

d'hydrolyse du GTP. Par conséquent, on pense que sa fonction de suppresseur 

de tumeur se produit en limitant l 'activité de Ras dans la cellule saine. C'est 

cette propriété biologique de NF1 qui est considérée comme la clé majeure des 

mécanismes physiopathologiques à la base des présentations cliniques des 

mutations de NF1 chez la souris et chez l'homme, allant du trouble 

d'apprentissage aux tumeurs malignes (Costa et al., 2002 ; Larizza et al., 

2009). En effet, en cas d’anomalie quantitative et/ou qualitative de la 

neurofibromine, la protéine RAS n’est plus normalement régulée ce qui va 

entraîner une stimulation excessive du cycle cellulaire et par voie de 

conséquence une prolifération cellulaire excessive, première étape dans la 

cancérisation d’un tissu (Lau et al. 2000, Jacob et al. 2011, Dai et al. 2012, 

Sharma et al. 2013). 

 

La neurofibromine joue également un rôle dans la régulation de l’activité de 

l’adénylate cyclase (AC), qui génère l'AMP cyclique intracellulaire (AMPc) en 

permettant la conversion de l’ATP. Des études réalisées chez la drosophile 

suggèrent que la neurofibromine favorise les capacités cognitives via la 

stimulation de l’AC, la production d’AMPc et l’activation de la protéine kinase A 

(PKA) (Guo et al., 2000;, Hannan et al., 2006). Les taux d’AMPc dans le 

cerveau des drosophiles déficientes en Nf1 sont réduits par rapport aux 

phénotypes sauvages (Ho et al., 2007; Tong et al., 2002). Il a été constaté que 

la voie de l’AMPc peut être dérégulée soit positivement soit négativement en 

fonction du type cellulaire atteint. En effet, des études faites sur les cellules de 

Schwann murines ont montré que les niveaux d’expression d’AMPc étaient 

augmentés lorsque la Nf1 était mutée (Kim et al., 2001). Ces résultats ont été 

ensuite confirmés chez l’homme à partir de l’étude de cellules de tumeurs 

malignes de la gaine des nerfs périphérique (MNPST) (Dang and De Vries, 

2011). A contrario, les astrocytes de souris Nf1+/- présentent une diminution du 

taux d’AMPc (Dasgupta et al., 2003; Warrington et al., 2007) ce qui confirme 

que les niveaux d’expression d’AMPc peuvent être régulés soit positivement soit 
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négativement. 

 

Il persiste aujourd’hui une incertitude sur les mécanismes d’action de la voie de 

l’AMPc et de son interaction avec la neurofibromine. Hannan et al., (2006) a mis 

en évidence dans le cerveau de la drosophile, deux voies de signalisation de 

l’AC impliquant la neurofibromine. La première implique RAS via une stimulation 

par des ligands de récepteurs tyrosine kinase, mais de façon indépendante de 

la sous- unité Gαs de la protéine G. La seconde quant a elle, est stimulée par la 

sérotonine, l’histamine et nécessite la sous-unité Gαs. Le contrôle de ces voies 

est assuré par le domaine Ras-GAP ainsi que par la région C-terminale de Nf1. 

Ces données illustrent l ' importance et la complexité de Nf1 dans la physiologie 

du système nerveux. 

 

Le pré ARN messager subit des épissages alternatifs naturels ou liés aux 

mutations. Parmi les variants naturels on peut citer 9a/9br, 10a-2, 23a, et 48a, 

(Tableau 1) qui ne modifient pas le cadre de lecture et ont été identifié chez 

l’homme et les rongeurs. (Barron and Lou, 2012, Danglot et al., 1995, Gutmann 

et al., 1995) L'exon alternatif 9a/9br ajoute dix acides aminés au transcrit et son 

inclusion semble se limiter au système nerveux central (SNC; Gutmann et al., 

1999; Danglot et al., 1995; Geist et al., 1996). L'inclusion de 9a/9br ne semble 

pas affecter la fonction du domaine lié aux protéines activant la GTPase (GRD). 

L’exon 10a-2 est un exon alternatif inséré entre les exons 10a et 10b qui ajoute 

quinze acides aminés à la protéine traduite, ce qui ajoute à son tour un segment 

trans-membranaire absent de l' isoforme dépourvu de cet exon (Kaufmann et al., 

2002). Bien que sa fonction n'ait pas été étudiée de manière approfondie, on 

pense que l'exon alternatif 10a-2 possède les fonctions cellulaires de base 

(Kaufmann et al., 2002). L'exon 48a alternatif ajoute dix-huit acides aminés à la 

transcription. L'expression de l'exon 48a de NF1 est plus élevée dans les tissus 

musculaires cardiaques et squelettiques fœtaux et adultes (Gutmann et al., 

1994). Bien que sa fonction soit encore à l'étude, il est supposé que l'exon 48a 

pourrait jouer un rôle dans le développement et la différenciation des muscles 

cardiaques et squelettiques (Skuse et al., 1997, Gutmann et al., 1993)  
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Tableau 1 : Récapitulatif des variants naturels de NF1 

(Skuse et al., 1997) 

 
 

 Transcript name Alternative exon 

included 

Tissues in which 

it is expressed 

Consequence in 

neurofibromin 

Does it affect 

the GRD? 

Species  

9br 9br CNS only, reduced Addition of 10 amino acids no human, mouse  

  expression in brain tumors     

Type II 23a all, increased expression in 

brain tumors 

Addition of 21 amino acids yes human, mouse, rat  

Type III (rodent) 23a and 23b Adrenal glands, kidney, Introduction of frame shift yes mouse, rat  

  ovanes     

Type IV (rodent) 23b testis Introduction of frame shift yes mouse  

Type 3 48a fetal and adult cardiac and Addition of 18 amino acids no human, mou se, rat  

  skeletal muscle     

Type 4 23a and 48a fetal and adult cardiac and Addition of 21 amino acids yes human, mous e, rat  

   skeletal muscle in GRD and 18 amino acids 

at carboxy terminus 
   

 N-Isoform Excludes exons 

11-most of 49 

normal brain and brain 

tumors 

Excludes amino acids 

548-2815 

yes human  
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Figure 5 : Structure et fonction de la neurofibromine 

Représentation schématique du gène NF1 avec les exons représentés par des rectangles noirs 

encadrés dans les mêmes couleurs que les domaines correspondants de la neurofibromine. 

En haut: il s’agit de la distribution du nombre de mutations à travers le gène NF1 montrée exon par 

exon selon la base de données NF1 International Mutation (http://www.nfmutation.org/). Les cercles 

noirs représentent les mutations non-sens et du décalage du cadre de lecture, les cercles blancs 

correspondent à des mutations faux-sens et les triangles noirs représentent les mutations de site 

d’épissage. Chaque symbole fait référence à deux mutations. 

Les domaines de la neurofibromine ayant une fonction biologique validée sont : 

 

CSRD (bleu clair) = domaine riche en cystéine/sérine (exons 11-17) hébergeant trois sites de 

reconnaissance de la PKA dépendants de l'AMPc, y compris les sites de liaison du DDAH et les sites 

de reconnaissance de la PKC. 

MAP (orange) = domaine protéique associé aux microtubules (exons 13-14) similaire à celui de tau 

GRD (vert) = domaine lié à GAP (GTPase), y compris la région d'interaction syndecan (exons 21-

27a) 

LRD (rouge) = domaine riche en leucine (exons 27b-31) 

CBD (jaune) = domaine de liaison de la cavéoline-1 (exons 28-33) 

CTD (gris) = domaine C-terminal (exons 36-49), incluant la protéine 14-3-3, la région CRMP2 et la 

région d'interaction syndécane et les sites de phosphorylation de la PKA. 

 

Les petites flèches noires relient des domaines spécifiques de la neurofibromine à des interacteurs 

majeurs tels que l'AMPc et la PKA, la PKC, les protéines associées aux microtubules, le DDAH, le 

Ras-GTP, les syndécans, les protéines Cav-1, 14-3-3 et le CRMP2. 

Les larges flèches blanches indiquent l'implication des domaines de la neurofibromine dans les deux 

voies cellulaires les plus connues. 

• cAMP / PKA / Ena-VASP 

• La voie Ras-GTP avec les principaux interacteurs en aval: 

 i) la cascade de signalisation Raf-MEK-ERK-MAPK connectée à la cascade 

de RAP 

 ii) le stimulateur Ral-GDS, qui est un important régulateur de la survie 

cellulaire 

 iii) la cascade PI3K / AKT / PKB / TSC1-TSC2 / mTOR impliquée dans la 

croissance et la prolifération cellulaire 

 iv) PI3K- Cascade Rac1 – Rhocofilline impliquée dans la réorganisation du 

cytosquelette d'actine. 

 

Ces voies sont, individuellement ou conjointement, impliquées dans des processus de 

développement spécifiques qui ne fonctionnent pas lorsque la neurofibromine est perdue ou altérée 

(Larizza et al., 2009). 
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responsables de la pigmentation de la peau) et à une forte teneur en mélanine 

de ces derniers. Contrairement aux mélanocytes présents autour de la TCL, 

ceux présents dans la zone de la TCL montrent une inactivation bi-allélique de 

NF1 (De Schepper et al., 2008). In vitro, des mélanocytes dérivés de TCL 

présentent une prolifération plus importante comparée à celle des mélanocytes 

de patients sains (Diwakar et al., 2008). 

 

b) Lentigines (Fig. 6B) 
 
 
Les lentigines sont des petites taches pigmentaires qui se différencient des TCL 

de par leurs tailles beaucoup plus petites. Elles sont observées après l’âge de 3 

ans dans 85% des cas de patients atteints de NF1. On les distingue également 

des TCL, par leur localisation : on les retrouve au niveau des aisselles, dans les 

plis inguinaux, les paupières ou encore en dessous de la poitrine (Ferner et al., 

2007). 

 

c) Nodules de Lisch (Fig. 6C) 
 
 
Ces nodules ont été mis en évidence en 1937 par Lisch et sont aujourd’hui 

considérés comme quasi pathognomoniques de la maladie. Il s’agit de petites 

tumeurs pigmentées de l’iris que l’on nomme hamartomes iriens qui sont 

principalement constitué de mastocytes, mélanocytes et fibroblastes (Richetta 

et al., 2004) 

 
 
 

2. Gliome des voies optiques (Fig. 6D) 
 
 
On retrouve la présence de ces gliomes dans environ 15% des enfants atteint 

de NF1. Ces tumeurs apparaissent le long des voies optiques et peuvent 

toucher les nerfs, le chiasma optique ou les réseaux post-chiasmatiques 

(Listernick et al., 1994; 1995). De façon évidente, la sévérité de la tumeur va 

dépendre de sa localisation, cependant de manière générale seulement 5 à 7% 

de ces gliomes sont symptomatiques (Listernick et al., 2007). 
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3. Défauts cognitifs 
 
 
On retrouve, chez les patients NF1, des troubles de l’apprentissage et du 

comportement ainsi que des cas de QI inférieur à la population normale (North 

et al., 1997). En effet, on retrouve de nombreux enfants souffrant de troubles du 

déficit de l'attention, avec ou sans hyperactivité, mais également souffrant de 

troubles autistiques. Les soins prodigués à ces patients ne diffèrent pas de la 

prise en charge usuelle de ces troubles chez des patients non NF1 (Van der 

Valt et al., 2013, Lyon-François et al., 2014, Van der Vaart et al., 2016). 

 
 
 

4. Neurofibromes 
 
 
Il s’agit de tumeurs hétérogènes de la gaine des nerfs périphériques, 

constituées de plusieurs types de cellules : principalement de cellules de 

Schwann mais également de fibroblastes, mastocytes, cellules périneurales, le 

tout siégeant dans un important réseau de fibres de collagène. Les 

neurofibromes peuvent apparaitre sporadiquement chez un individu et de façon 

isolée mais il est vrai que le développement de neurofibromes multiples est 

caractéristique de la NF1 (Zhu et al., 2002). On distingue trois types de 

neurofibomes : 

 

a) Cutanés. (Fig. 6E) 
 
 
Ce sont des tumeurs bénignes qui n’apparaissent en général pas avant 

l’adolescence pour être présent à plus de 90% chez l’adulte (Duong et al., 

2011). Elles correspondent à des pseudo-hernies de couleur proche de celle de 

la peau. Ces nodules sont en général dépressibles au toucher et non 

douloureux bien qu’ils puissent causer des démangeaisons et des sensations de 

picotement. Ils sont source de détresse psychologique pour les patients de par 

leur aspect inesthétique. En effet, i ls peuvent varier en taille (de 0,1 cm à 

quelques centimètres) et en nombre (de quelques-uns à plusieurs milliers). Les 

seuls traitements proposés aujourd’hui pour pallier ce symptôme, résident soit 

dans l’exérèse des nodules (qui laisse une cicatrice importante) ou dans 

l’util isation de laser dans le cas de lésions de petite surface. 

 



 
 

31 

b) Sous-cutanés. 
 
 
A l’instar des neurofibromes cutanés, on les retrouve non plus situés sur la 

peau mais localisés profondément dans le derme. Ils se développent sur les 

troncs nerveux et ont une consistance ferme. Ce sont des tuméfactions sous-

cutanées de tailles variables, parfois douloureuses et qui peuvent subir une 

transformation maligne. Ils sont présents chez 20% des malades à l’âge adulte. 

  

c) Plexiformes. (Fig. 6F) 
 
 
Les neurofibromes plexiformes (NF) sont des symptômes assez fréquents chez 

les personnes atteintes de NF1. Au cours de leur vie, on estime que 50% des 

patients NF1 développeront un neurofibrome plexiforme. Les NF poussent le 

long de la gaine des nerfs et peuvent impliquer plusieurs fascicules et branches 

du nerf (Korf et al., 1999). Ils peuvent se développer dans n’importe quelle 

partie du corps et ce tout au long de la vie du patient. Originellement bénignes, 

ces tumeurs peuvent subir une conversion maligne (sarcome) entrainant la mort 

du patient (Lin et al., 2013). 

 
 
 

5. Lésions osseuses 
 
Parmi les anomalies squelettiques engendrées par NF1, on peut différencier les 

manifestations dites généralisées (ostéoporose/ostéopénie, ostéomalacie et 

macrocéphalie) et les manifestations focales (scoliose et cyphoscoliose, 

courbures congénitales et pseudarthroses du tibia et de l'avant-bras, difformités 

de la paroi thoracique et tumeurs des tissus mous). Les complications focales 

apparaissent assez tôt dans la vie du patient et sont responsables d’une 

morbidité significative. Près de 38% des patients NF1 sont atteints d’anomalies 

squelettiques focales (Crawford et al., 1999). En effet les lésions des os longs, 

des vertèbres et des os craniaux sont les anomalies osseuses les plus 

représentées dans la NF1. 

 

a) Pseudoarthrose tibiale (Fig. 6G) 
 
 
La dysplasie des os longs, observée chez 5% des patients atteints de NF1 

(Friedman and Birch, 1997) touche communément le tibia bien que d’autres os 
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long peuvent être touchés. Elle se manifeste fréquemment par une courbure 

antérolatérale de la partie inférieure de la jambe pouvant évoluer vers une 

fracture et une pseudarthrose. Ce symptôme se développe à l’enfance bien 

qu'un enfant peut naître avec une fracture et/ou une pseudarthrose, ou 

développer ces manifestations peu de temps après la naissance. 

  

b) Scoliose (Fig. 6H) 
 
 
Les enfants atteints de la NF1 développent une ou deux formes de scoliose : 

dystrophique ou non dystrophique. 

 

Les manifestations non dystrophiques sont similaires à ce que l’on appelle des 

scolioses idiopathiques de l’adolescent. Ces malformations sont assez 

classiques même chez les enfants non atteints par la maladie. 

 

A l’ inverse les scolioses dystrophiques sont directement liées à la présence de 

neurofibromes qui vont entrainer des changements osseux au niveau de la 

colonne vertébrale. Il s’agit de la forme la plus sévère détectée par 

radiographie. Souvent, chez le patient, la scoliose est associée à des côtes 

anormalement minces, des os vertébraux affaiblis et des courbures vertébrales 

sévères, y compris une cyphose (voussure progressive du squelette dorsal) et 

des déformations rotationnelles. La prise en charge chirurgicale reste la seule 

option pour les patients. 

 

c) Dysplasie de l’aile sphnéoidale 
 
 
3 à 11% des sujets atteints de neurofibromatose de type 1 présente une 

dysplasie de l’aile sphénoidale qui se trouve être une malformation typique de 

la pathologie (Arrington et al., 2013). Elle est caractérisée entre autre par une 

proptose (déplacement vers l'extérieur de l’oeil) progressive. 

Unilatéral dans la plupart des cas, la dysplasie osseuse sphénoïdale est 

souvent associée à un neurofibrome plexiforme dans le territoire du nerf 

trijumeau avec accumulation de liquide céphalorachidien (LCR). La chirurgie 

avec reconstruction de l'os reste là aussi, le traitement de choix. 
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F. Le traitement de la neurofibromatose de type 1 
 
Aujourd’hui, i l n’existe aucun traitement contre la pathologie dans son ensemble 

et il n’existe également aucun moyen d’empêcher l’apparition spécifique de 

certaines manifestations cliniques. 

 

Evidemment, chaque complication clinique fait l ’objet d’une surveillance accrue 

et les symptômes sont pris en charge à mesure de leur gravité. En priorité, les 

neurofibromes et les gliomes des voies optiques seront traités chirurgicalement 

par exérèse lorsque cela est possible suivi de chimiothérapie. 

  

Les neurofibromes cutanés font l’objet d’interventions au laser. 

Une veille clinique est mise en place en fonction de l’âge du malade et de 

l’évolution de la pathologie. 

 

Les neurofibromes plexiformes ne peuvent qu’être retirés par chirurgie et cela 

reste une stratégie délicate en raison de la difficulté de la dissection et de 

l’ importance du risque hémorragique. En effet l’ensemble des chirurgiens 

s’accorde sur la difficulté du geste opératoire et la difficulté de contrôler les 

saignements et éviter une anémie aigue secondaire. 

De plus, l’exérèse d’un neurofibrome plexiforme n’empêche pas la formation 

d’autres neurofibromes et les chirurgies successives, en plus d’être invasives, 

peuvent avoir un retentissement esthétique non négligeable et par conséquence 

altérer de façon considérable la qualité de vie des patients. 

 
 

1. Les essais cliniques NF1 
 
 
Il y a aujourd’hui 170 études cliniques répertoriées sur ClinicalTrials.gov, dans 

le cas de NF1. Une liste non exhaustive est présentée dans le Tableau 3. Parmi 

ces études, 29 sont en phase I, 66 en phase II, 6 en phase III et 2 en phase IV. 

Des deux études en phase IV, celle dont les résultats sont accessibles, cible les 

troubles de type hyperactivité avec déficit de l'attention (TDAH) qui sont 

souvent rapportés chez les patients atteints de NF1. Ils ont émit l 'hypothèse 

que les troubles d'apprentissage chez les enfants NF1 étaient liés aux 

symptômes du TDAH. Le traitement au méthylphénidate (MPD) a amélioré les 

troubles d'apprentissage lié au TDAH en agissant sur les neurotransmetteurs. 

L’objectif de l’étude était d'évaluer son efficacité sur les symptômes similaires à 

ceux liés au TDAH chez les enfants atteints de neurofibromatose de type 1 (7 à 
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G. Les modèles d’études NF1 
 
L’étude de NF1 grâce à des modèles cellulaires a permis d’étendre les 

connaissances sur les mécanismes liés à la pathologie. Des cellules dérivées 

de patients NF1 ainsi que des cellules primaires de souris mutantes ont été 

particulièrement utiles dans cet effort (Guo et al., 2017). En ce qui concerne le 

développement des neurofibromes, l’un des objectifs a été d’essayer d’identifier 

des défauts cellulaires spécifiques, établissant ainsi les types de cellules dans 

lesquelles la fonction NF1 est critique (Le et al., 2009 ; Spyra et al., 2011). 

Étant donné la complexité de ces lésions, il n’est pas surprenant que la NF1 ait 

un rôle dans tous les types de cellules qui comprennent les neurofibromes; 

cellules de Schwann, neurones, cellules périneurales, fibroblastes et 

mastocytes (Muir et al., 2001 ; Li et al., 2016). 

 

En plus de l’util isation de modèles cellulaires primaires ou immortalisées, des 

méthodes de transduction par siRNA ont été développées permettant 

notamment de mettre en évidence un phénotype caractéristique de la pathologie 

dans un type cellulaire d’intérêt (Mellert et al., 2018 ; Allouche et al., 2015). 

L’équipe de Larribère et al., a ainsi pu démontrer, avec l’util isation des siRNA, 

que la perte de l’expression de la neurofibromine entrainait la senescence des 

melanocytes adultes. Dans cette étude, l’util isation de siRNA a été choisi dans 

le but de confirmer des résultats obtenus à partir de cellules souches induites à 

la pluripotence porteuses de la mutation NF1 (Larribère et al., 2015). 

Ces observations confirment en outre la possibilité que, même si des défauts 

dans un type de cellule peuvent déclencher une tumorigenénèse, plusieurs 

types de cellules peuvent contribuer à leur développement. Afin d’approfondir 

les recherches sur NF1, l’util isation de modèles animaux est indispensable. 

 

NF1 est la RASopathie la plus étudiée dans les modèles animaux. En effet, 

plusieurs des principaux phénotypes associés à NF1 ont été récapitulés en 

util isant des organismes modèles. Ces études ont permis de comprendre 

progressivement les bases moléculaires et cellulaires de plusieurs phénotypes 

associés à la NF1. Les deux premiers modèles de souris pour NF1 (Nf1+/Fcr et 

Nf1+/n31) ont été établis il y a plus de 20 ans en insérant une cassette 

néomycine dans la région exonale de l’exon 31 de Nf1 (Brannan et al., 1994, 

Jacks et al., 1994) permettant l’ invalidation du gène. Alors que les lignées de 

souris hétérozygotes pour ces insertions ne présentent aucun phénotype de la 

NF1, les deux lignées homozygotes présentent des malformations cardiaques et 

des défauts de la crête neurale, entraînant une létalité embryonnaire à environ 
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12,5-14 jours de gestation (Brannan et al., 1994, Lakkis et al., 1999). Les 

modèles NF1 de drosophile sont également présents depuis environ 20 ans, et 

ont été créés en util isant une insertion d'élément P-transposon dans la région 

du gène Nf1 (The et al., 1997). Contrairement aux souris Nf1-/-, les mouches 

Nf1-/- sont viables, mais présentent des défauts de croissance généraux post- 

embryonnaires, tels qu'une taille réduite des larves et des adultes. De tels 

défauts de croissance généraux sont également rapportés chez les individus 

atteints de NF1. Les modèles NF1 de drosophile présentent certains phénotypes 

uniques, y compris une tendance réduite à s'envoler lorsqu'ils sont libérés (The 

et al., 1997, Tong et al., 2007). Les modèles Nf1-knockout générés plus 

récemment chez le poisson-zèbre présentent des défauts de pigmentation (Shin 

et al., 2012), tandis que les modèles de poisson-zèbre induits par morpholino 

présentent des anomalies cardiaques (Padmanabhan et al., 2009).  

 

Une autre approche implique la génération de souris knock-out conditionnelles 

spécifiques aux cellules. Récemment, des souris ont été générées par Luis 

Parada et ses collègues, dans lesquelles le gène est perturbé sous certaines 

conditions grâce à la technologie Cre-LoxP (Bajenaru et al., 2002). Dans cette 

approche, des exons spécifiques du gène Nf1 sont encadrés par des séquences 

recombinatoires de LoxP placées dans des introns non codants. Ces souris flox 

Nf1 ne peuvent pas être distinguées phénotypiquement des souris de type 

sauvage, car l ' insertion de ces séquences LoxP ne perturbe pas l'expression du 

gène Nf1. L'inactivation du gène Nf1 se produit en présence de l'enzyme 

bactériophage Cre recombinase, qui peut être exprimée in vitro par délivrance 

adénovirale ou in vivo en util isant des promoteurs spécifiques de tissu dans des 

souris transgéniques. Plusieurs souris knock-out conditionnelles Nf1 ont été 

générées, y compris celles présentant une inactivation Nf1 spécifique des 

neurones (Hegedus et al. 2007, Wang et al. 2012), spécifique des astrocytes 

(Bajenaru et al., 2002, Bajenaru et al., 2003) et spécifique des cellules de 

Schwann (Keng et al., 2012). L'ablation de Nf1 dans les neurones à l'aide du 

promoteur synapsin-I se traduit par des souris viables présentant des retards de 

croissance, une astrogliose cérébrale massive et des anomalies du 

développement cortical (Zhu et al., 2001). L'astrogliose dans ce modèle semble 

être la réponse d’une fonction neuronale anormale et n'est pas liée à une 

prolifération accrue des astrocytes. En revanche, l ' inactivation de Nf1 

spécifique aux astrocytes semble être insuffisante pour la formation 

d'astrocytomes, mais confère un avantage de croissance significatif pour les 

astrocytes in vitro et in vivo (Bajenaru, Zhu, Parada et Gutmann, observations 
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non publiées).   

 

Les modèles animaux développés pour l’étude des défauts osseux et des 

neurofibromes seront développés dans les chapitres correspondants de ce 

manuscript.  

 

Malheureusement, les modèles animaux disponibles n’offrent pas une 

représentation exacte de la maladie, car les animaux ne présentent pas 

l’ensemble des symptômes observés dans NF1. Ces modèles ont permis 

d’améliorer les connaissances sur le rôle du produit du gène NF1 dans la 

pathogenèse de la NF1 et d'autres tumeurs apparentées. Ils ont également 

contribué à mieux comprendre la biologie du produit du gène NF1 et ont mis en 

exergue de nouvelles conséquences biologiques, jusqu'alors inconnues, de 

l'altération de ce produit (Fig. 7). Néanmoins, cette année, une équipe à 

générée un modèle de mini porc du Yucatan portant une mutation hétérozygote 

dans NF1 (délétion de l'exon 42) orthologue à une mutation trouvée chez les 

patients atteints de NF1. Le mini porc NF1+/ex42del phénocopie le large 

éventail de manifestations observées chez les patients atteints de NF1, 

notamment les taches café-au-lait, les neurofibromes, les lentigines axillaires et 

les défauts d'apprentissage et de mémoire (White et al., 2018). C’est un des 

premiers modèles animaux qui reproduit autant de symptômes de la pathologie. 

 

Une des lacunes majeures dans la recherche sur la maladie NF1, est le manque 

de modèles cellulaires pertinents, ralentissant les progrès des chercheurs. En 

effet, la dépendance aux modèles animaux pour comprendre la pathologie et 

identifier les agents qui pourraient être efficaces contre les symptômes sont 

extrêmement couteux et chronophage. Bien sûr, la possibilité de travailler sur 

des cellules spécifiques de la pathologie permettrait également d’étendre les 

connaissances acquises à propos de NF1. Les cellules souches sont donc des 

candidats prometteurs pour permettre une modélisation pathologique la plus 

représentative de la maladie. 
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1997, Dolly la brebis. (Wilmut et al., 2018) 

Ian Wilmut et ses collègues de l'Institut Roslin d'Edimbourg présentent au 

monde entier Dolly, le premier mammifère né sans qu’un ovule et un 

spermatozoïde ne se rencontrent. Il s’agit là du premier clone animal 

(mammifère) artificiel. La manipulation génétique consiste à extraire le noyau 

cellulaire de cellules de glande mammaire d’une brebis (nommée Geenies) et de 

le réincorporer dans une ovule énuclée d’une autre brebis (nommée Bélinda). 

Sur les 277 oocytes fécondés seulement 30 sont devenus des embryons et un 

seul d’entre eux s’est développé jusqu’à l’âge adulte: Dolly était née. Fort de ce 

succès, les chercheurs supposent que des hybrides similaires, obtenus en 

fusionnant des cellules souches embryonnaires humaines avec des cellules 

adultes d'une personne donnée, pourraient être util isés pour créer des tissus et 

des organes génétiquement appariés (Sumer et al., 2005) 

 

1998, les cellules souches …  humaines. (Thomson et al., 1998) 

James Thomson de l'Université du Wisconsin à Madison et John Gearhart de 

l'Université Johns Hopkins à Baltimore isolent des cellules souches 

embryonnaires humaines à partir du blastocyte d’embryons et les cultivent en 

laboratoire. 

 

2001, la controverse de Bush. 

Le président américain George W. Bush limite le financement fédéral de la 

recherche sur les hESC parce qu'un embryon humain est détruit dans le 

processus. Mais G.W. Bush autorise la poursuite des recherches sur les lignées 

de cellules souches embryonnaires humaines qui ont été créées avant 

l 'annonce des restrictions. 

 

2005, des clones frauduleux. (Science 2004 – Retracted article) 

Woo-Suk Hwang de l'Université nationale de Séoul en Corée du Sud rapporte 

que son équipe a util isé le clonage thérapeutique - une technique inspirée de 

celle util isée pour créer Dolly - pour créer des cellules souches embryonnaires 

humaines. Il présente et publie la génération de 11 lignées de cellules souches, 

chacune obtenues à partir de personnes différentes. Finalement, fin 2005, une 

commission d'enquête de l'Université de Séoul confirme que ses résultats sont 

falsifiés. En 2006, Woo Suk Hwang sera inculpé par les autorités sud-coréennes 

pour « fraude, détournement de fonds et violation des lois sur la bioéthique ». 

 

 



 
 

41 

2007, un premier prix Nobel 

Martin Evans partage le prix Nobel de médecine avec Mario Capecchi et Oliver 

Smithies pour des travaux sur la génétique et les cellules souches 

embryonnaires. 

 

2009, Obama-power 

Le président Barack Obama lève les restrictions de 2001 sur le financement 

fédéral pour la recherche sur les hESC. 

 

2010, Premier succès humain. (Lebrowski Jane, 2011) 

Une personne atteinte d'une lésion de la colonne vertébrale devient le premier 

patient à recevoir un traitement médical dérivé de hESC dans le cadre d'un 

essai mené par la société Geron de Menlo Park, Californie, pionnière pour les 

thérapies util isant des hESC 

 

2012, Cécité bientôt traitée ? (Shwartz et al., 2012) 

Pour la première fois, des cellules souches embryonnaires humaines 

(différenciées en cellules de l’épithélium pigmentaire rétinien) ont été greffées à 

des patientes atteintes de maladies de l'œil : la dégénérescence maculaire liée 

à l'âge (DMLA) et la maladie de Stargardt. L'expérience menée par la société 

américaine Advanced Cell Technology (ACT) se révèle très prometteuse 

puisque les patientes ont montré une augmentation de leur acuité visuelle 

(Schwartz et al., 2012). 

 

2012, un autre prix Nobel 

Le prix Nobel de Physiologie/Médecine est attribué à Shinya Yamanaka 

(Université de Kyoto) pour la création des hiPSC, ainsi qu’à John Gurdon 

(Université de Cambridge) pour le clonage. 

 

2012, les premiers organoides. (Eiraku et al., 2012) 

Yoshiki Sasai et ses collègues ont été les premiers à aller plus loin en se 

demandant si un tel système in vitro pourrait récapituler certains des systèmes 

de régulation robustes de l'organogenèse en termes non seulement de 

différenciation cellulaire, mais aussi de configuration spatiale et de 

morphogenèse. Dans un remarquable tour de force, ils ont développé des 

méthodes pour générer des structures cérébrales, de la rétine et de l’hypophyse 
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2013, Clonage thérapeutique. (Tachibana et al., 2013) 

Shoukhrat Mitalipov au Oregon National Primate Research Center à Beaverton 

et ses collègues produisent des hESC à partir de cellules fœtales en util isant le 

clonage thérapeutique - la percée faussement revendiquée en 2005 est cette 

fois-ci validée. 

 

2014, Etat pré-embryonnaire. (Obokata et al., 2014) 

Charles Vacanti du Harvard Medical School et Haruko Obokata du Centre de 

biologie du développement de Riken à Kobe, au Japon, et ses collègues ont 

annoncé une découverte révolutionnaire selon laquelle toute cellule peut 

potentiellement être renvoyée à un état pré-embryonnaire - en util isant une 

technique simple de 30 minutes. Cette technique consiste à exposer Les 

cellules à un environnement acide "sous-létal", avec un pH de 5,7, pendant 30 

minutes. Puis de laisser ces cellules croître en laboratoire. Après seulement 7 

jours, les cellules qui ont survécu au choc, présentent des marqueurs 

spécifiques de pluripotence, les mêmes que ceux présents dans les cellules 

souches embryonnaires. L’équipe nomme les cellules ainsi obtenues des 

cellules STAP (Stimulus-Triggered Aquisition of Pluripotency). Cependant, 

l’équipe d’Obakata annonce le 19 décembre 2014, que les recherches sur les 

cellules STAP sont arrêtées, le phénomène décrit n'ayant jamais pu être 

reproduit. 

 

2014, Clonage thérapeutique - avec des cellules adultes. (Egli et al., 2014 – 

Chung et al., 2014) 

Les équipes dirigées par Dieter Egli de la New York Stem Cell Foundation et 

Young Gie Chung de l'Université CHA à Séoul, en Corée du Sud, produisent 

indépendamment des cellules souches embryonnaires humaines à partir de 

cellules adultes, en util isant le clonage thérapeutique. L'équipe d'Egli util ise des 

cellules cutanées d'une femme atteinte de diabète et démontre que les cellules 

souches résultantes peuvent être transformées en cellules bêta productrices 

d'insuline. En théorie, les cellules pourraient être util isées pour remplacer celles 

perdues à cause de la maladie. 

  

2014, Essais sur l’homme 

Le premier essai au monde d'une thérapie basée sur des hiPSC a été mené à 

Kobe (Japon) sur une patiente atteinte de dégénérescence maculaire liée à 

l'âge (Masayo Takashi, Centre Riken). L’essai a été stoppé à l’apparition d’un 

œdème rétinien six mois après la transplantation. 
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2016, Reproduction de l’oogénèse in vitro.(Morohaku et al., 2016) 

Des scientifiques japonais dirigés par Katsuhiko Hayashi de l'Université de 

Kyushu à Fukuoka transforment des cellules de peau de souris en oocytes. Les 

souris qui ont reçus ces oocytes ont donné naissance à une progéniture fertile, 

avec un maximum de sept petits issus d'une gonade de culture. 

 

2018, « Embryo in a dish ». (Rivron et al., 2018) 

Des scientifiques néerlandais ont construit des embryons «synthétiques» dans 

leur laboratoire en util isant des cellules souches de souris autres que les 

spermatozoïdes et les oocytes. L’objectif final étant de pouvoir avoir une 

meilleure compréhension sur les raisons pour lesquelles de nombreuses 

grossesses échouent à un stade précoce. 
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B. Cellules souches embryonnaires humaines (hESC) 
 
 

1. Origine des hESC 
 
Solter et Knowles ont développé en 1975 une procédure d’immunochirurgie 

encore util isée aujourd’hui, pour la dérivation des cellules ES à partir du 

blastocyte d’embryon de souris. Cette stratégie a ensuite été appliquée à 

d‘autres mammifères, et c‘est en 1998 que la première lignée d‘ESC humaine a 

été isolée (Thomson et al., 1998), suscitant de nombreux espoirs pour la 

recherche médicale. Les ESC humaines sont principalement isolées à partir 

d'embryons au stade blastocyste provenant d'œufs fécondés in vitro associés 

ou non à un diagnostic pré-implantatoire (Fig. 9). Entre le 5ème et 7ème jour 

après fécondation, le blastocyte humain se compose de l'épithélium 

trophectodermique environnant, de la masse cellulaire interne (MCI) et de 

l'endoderme extra-embryonnaire (Pera et al., 2004, Reubinoff et al., 2000). Le 

trophectoderme participe à la formation du placenta, la masse cellulaire interne 

donne naissance à toutes les cellules du corps, tandis que l'endoderme extra-

embryonnaire fournit à l 'embryon des nutriments et des informations 

structurales (Bielinska et al., 1999). La MCI est une structure constituée de 

l’hypoblaste (à l’origine du sac vitellin et de l’endoderme pariétal) et de 

l’épiblaste, siège des cellules pluripotentes. En plus de se différencier par leurs 

composantes, ces deux structures se distinguent par leur localisation : 

l ’hypoblaste se retrouve plus en profondeur et l’épiblaste forme une couche de 

cellules à la surface de la MCI (Chazaud, 2008). Les hESC représentent donc 

les cellules pluripotentes de l’épiblaste (Shamblott et al., 1998; Thomson et al., 

1998). 
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permettant ainsi l’étude de cellules pathologiques pour une meilleure 

compréhension de la mise en place et le développement de la maladie. 

Cependant, seules quelques mutations sont testées lors du DPI : comme par 

exemple les mutations causales de la mucoviscidose, de la myopathie de 

Duchenne, du syndrome de l’X fragile, de la Dystrophie Myotonique de type I, 

de la maladie de Huntington ou de la neurofibromatose. On compte aujourd’hui 

près de 150 lignées de hESC pathologiques qui sont util isées pour modéliser 

certaines maladies génétiques humaines (Ben-Yehudah et al., 2012). 
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3. Les lois de bioéthique et réglementations relatives à 

l’utilisation des cellules embryonnaires humaines : Cadre législatif 
français 

 
Le développement des techniques d’assistance médicale à la procréation a 

généré la création de milliers d’embryons dits surnuméraires, c’est-à-dire ne 

faisant plus l’objet d’un projet parental, soit parce que la grossesse espérée a 

abouti, soit parce que le couple a renoncé à toutes nouvelles tentatives 

d’implantation ou parce qu’il ne remplit plus les conditions exigées par la loi. Se 

pose alors la question du devenir de ces embryons surnuméraires. 

La dérivation de lignée hESC à partir d’embryon entraine inéluctablement la 

destruction du dit embryon soulevant ainsi de nombreuses questions éthiques et 

a entrainé la mise en place de législations limitant voir interdisant l‘exploitation 

en recherche de ces cellules dans de nombreux pays. 

En France, la loi du 29 juillet 1994 est la première loi relative à l’encadrement 

de la biomédecine. Elle a autorisé la destruction des embryons surnuméraires à 

la demande du couple ou en dehors de toute demande lorsque le couple ne 

réitérait pas sa volonté de conservation. Cependant, toute recherche 

scientifique sur l’embryon est totalement interdite. 

 

Dix ans plus tard, le 6 août 2004, la loi est révisée et la rigueur de cette 

interdiction est revue à la baisse en l’assortissant d’un principe dérogatoire. En 

effet, la recherche sur les embryons surnuméraires et les cellules souches est 

toujours interdite sauf dérogation aux deux conditions suivantes : permettre des 

progrès thérapeutiques majeurs et ne pouvoir être effectuée par une méthode 

alternative d’efficacité comparable en l’état des connaissances scientifiques. 

Lorsque ces conditions sont respectées, la recherche est autorisée sur une 

période de 5 ans. 

 

Lors de la révision de la loi de 2004 par celle du 7 juillet 2011, le principe de loi 

s’inscrit dans la continuité en perdurant l’ interdiction sauf dérogation mais cette 

fois ci sans limite de temps. 

 

La loi du 6 mai 2013 autorise enfin la recherche sur l’embryon et les cellules 

souches sous contrôle strict. C’est une victoire dans le monde scientifique mais 

la législation reste très contraignante entravant les avancées thérapeutiques. 

Néanmoins, l’équipe du Dr.Baldeschi a pu obtenir cette autorisation pour la 

réalisation de travaux de recherche concernant une meilleure compréhension de 

la NF1. J’ai ainsi pu travailler avec une lignée d’hESC saine et une atteinte de 



 
 

49 

la NF1 pour réaliser une partie de mes travaux de thèse. 

 

La loi de bioéthique encadrant la recherche sur l’embryon du 7 juillet 2011 va 

être révisée en 2018. La loi mentionne que «tout projet de réforme sur les 

problèmes éthiques et les questions de société soulevés par les progrès de la 

connaissance dans les domaines de la biologie, de la médecine et de la santé 

doit être précédé d’un débat public sous forme d’États généraux, organisés à 

l’ initiative du CCNE». Ces États généraux ont eu lieu au premier semestre de 

2018 et l’ensemble des travaux, arguments, opinions, ont été restitués dans un 

rapport de synthèse publié en juin 2018. 

Les propositions suivantes ont été proposées : 

• Le CCNE rappelle la pertinence éthique de l’interdiction de la 

création d’embryons à des fins de recherche. 

• Le CCNE propose de ne plus soumettre la recherche sur l’embryon 

et celle sur les lignées de cellules souches embryonnaires au même 

régime juridique; les enjeux éthiques associés à ces deux types de 

recherche s’avérant différents 

• Le CCNE considère qu’il apparait légitime de ne pas soumettre les 

cellules souches embryonnaires humaines (hESC) au régime juridique de 

l’embryon, mais à une simple déclaration. Il est toutefois nécessaire 

d’envisager un nouveau corpus juridique pour encadrer les recherches 

que la disponibilité de cellules souches pluripotentes (hESC et hiPS) rend 

possibles. 

• Le CCNE souhaite que le nouvel encadrement législatif afférent à 

la recherche sur l’embryon soit précisé, clarifié sur les points suivants: la 

création d’embryons transgéniques, la création d’embryons chimériques, 

la limite temporelle au temps de culture de l’embryon. 

• Le CCNE s’interroge par ailleurs sur la nécessaire inscription dans 

la loi des deux prérequis à la recherche sur l’embryon que sont la finalité 

médicale et l’absence d’alternative. Un cadre plus général pourrait 

garantir le principe du respect de l’embryon, sans brider la recherche, 

tout en s’assurant de la qualité scientifique de l’équipe de recherche, la 

solidité du protocole, et l’argumentation scientifique. 

• Le CCNE souhaite que compte-tenu de la diversité des protocoles 

développant une recherche sur l’embryon ou les hESC, et des questions 

éthiques nouvelles liées à l’émergence des applications sensibles issues 

des hiPSC, une réflexion approfondie soit conduite sur les procédures 

d’information et de consentement dans ces nouvelles situations. 
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C. Cellules souches humaines induites à la pluripotence 
(hiPSC) 

 

1. Origine des hiPSC 
 
En plus des questions éthiques, les hESC portent le débat sur les aspects de 

réactions antigéniques lorsque des cellules hESC dérivées de cellules 

somatiques d’un individu sont transplantées chez un autre individu. Le système 

immunitaire du receveur peut potentiellement rejeter ces cellules. 

Par conséquent, la nécessité de produire des cellules souches pluripotentes 

spécifiques au patient est devenue évidente en plus de pouvoir en apprendre 

plus sur le développement embryonnaire humain. Les scientifiques ont tenté de 

reprogrammer des cellules somatiques pour développer un nouveau type de 

cellules souches avec des propriétés d'auto-renouvellement et de pluripotence à 

travers de nombreuses méthodes, comme le transfert nucléaire (Wilmut et al., 

1997; Chesné et al., 2002) ou la fusion cellulaire (Ying et al., 2002). 

La naissance de la brebis Dolly en 1996 a prouvé qu'un mammifère pouvait être 

cloné avec succès à partir de cellules adultes (Wilmut et al., 1997), mais c’est 

en 2006 qu’un groupe japonais a fait une percée remarquable. Takahashi et 

Yamanaka ont réussi à générer des cellules souches induites à la pluripotence 

de souris en sur-exprimant certains facteurs de transcription (Fig. 10). Les 

vecteurs initialement util isés pour la génération des iPSC étaient des vecteurs 

intégratifs, qu’il s’agisse de rétrovirus ou de lentivirus. Ces vecteurs 

compromettent une util isation thérapeutique des iPSC, du fait d’une réactivation 

potentielle non désirée des transgènes et du risque de mutagenèse 

insertionnelle, bien que ces mêmes vecteurs soient util ises en thérapie génique. 

La réactivation de l’oncogène c-MYC pose notamment problème car elle peut 

conduire à la formation de tumeurs. Afin de s’affranchir des problèmes liés à 

l’ intégration des rétrovirus et lentivirus, d’autres techniques ont été 

développées. Elles peuvent être divisées en trois catégories qui seront décrites 

dans le sous chapitre « Techniques de reprogrammation ». 

Les iPSC ainsi générées présentent toutes les caractéristiques des ESC (elles 

sont capables d'auto-renouvellement et de pluripotence) tout en s'affranchissant 

des limitations éthiques. En 2007, ce même groupe a reproduit ses résultats sur 

des cellules humaines (Takahashi et al, 2007). En 2012, Gurdon et Yamanaka 

ont reçu le prix Nobel de physiologie/médecine pour leurs recherches, ce qui 

soulignait l ' importance de cette découverte en biologie et en médicine. 
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sous-cutanée chez des souris immunodéprimées. Ces cellules présentent 

également la capacité de se différencier en différents tissus d’embryons 

(Takahashi et Yamanaka 2006). 

 

Ces résultats prodigieux se heurtent cependant à différents obstacles, 

notamment au niveau de l’expression de plusieurs gènes de pluripotence qui 

sont inférieurs aux niveaux observés dans les ESC (Chin et al., 2009). Mais 

aussi une déméthylation incomplete des promoteurs des régulateurs de la 

pluripotence, comme Oct4 (Stadtfeld et al., 2010). De plus, ces iPSC ne 

parviennent pas à générer de chimères (organisme, animal en général, formé de 

deux (ou plus) populations de cellules génétiquement distinctes) comme le font 

les ESC (Takahashi et Yamanaka 2006). Tous ces inconvénients confirment que 

ces iPSC de « première génération » ne sont que partiellement reprogrammées. 

 

Peu après cette étude, plusieurs laboratoires, y compris celui du Pr. Yamanaka 

(Okita et al., 2007), ont pu reproduire et améliorer ces résultats, générant ainsi 

des iPSC qui ressemblent plus étroitement aux ESC sur le plan moléculaire et 

fonctionnel (Maherali et al., 2007). Les années suivantes, des lignées rares 

d'iPSC ont été identifiées et sont même capables de générer des souris «all- 

iPSC» après injection dans des blastocystes tétraploïdes (Boland et al., 2009 ; 

Kang et al., 2009 ; Zhao et al., 2009 ; Stadtfeld et al., 2010), ce qui suggère 

qu'au moins certains clones iPSC ont une capacité développementale 

équivalente aux ESC. Les iPSC ont également été dérivées d'un certain nombre 

d'espèces différentes comme humains (Takahashi et al., 2007 ; Yu et al., 2007 ; 

Park et al., 2008), rats (Li et al., 2009) et macaques rhésus (Liu et al., 2008) - 

par l 'expression des quatre facteurs dits « Yamanaka », démontrant que les 

caractéristiques fondamentales du réseau transcriptionnel qui régissent la 

pluripotence restent conservées durant l 'évolution. 

  

De même, les iPSC ont également pu être dérivées à partir de différentes 

populations de cellules somatiques ne se limitant plus aux fibroblastes 

dermiques, comme les kératinocytes (Aasen et al., 2008 ; Maherali et al., 2008), 

les cellules neurales (Eminli et al., 2008 ; JB Kim et al., 2008), les cellules 

épithéliales de l’estomac et les hépatocytes. (Aoi et al., 2008), les mélanocytes 

(Utikal et al., 2009), les cellules pancréatiques génétiquement marquées 

(Stadtfeld et al., 2008) mais également les cellules mononucléées du sang 

périphérique (Kim et al., 2016) soulignant davantage l'universalité de la 

pluripotence induite. 
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3. Techniques de reprogrammation 
 
 

a) Reprogrammation non intégrative par utilisation d’un 
virus 

 
Adénovirus 

L'adénovirus est un excellent vecteur pour permettre la génération d’iPS parce 

qu’il s’agit d’un virus non-intégratif. Cependant son efficacité reste très limitée, 

ne correspondant qu’à 0,001 à 0,0001% chez la souris (Stadtfeld et al., 2008) et 

0,0002% dans les cellules humaines (Zhou et al., 2009). Il reste donc de 

nombreuses améliorations à apporter à cette procédure pour augmenter 

considérablement l’efficacité de la reprogrammation. 

 

Virus de Sendai 

Ce virus présente deux avantages non négligeables pour permettre la 

reprogrammation. Tout d’abord, il s’agit d’un virus à ARN et donc ne pénètre 

pas dans le noyau des cellules infectées, le virus finira par disparaitre hors des 

cellules en environ 10 passages après infection. Ensuite, le virus permet la 

production d’une grande quantité de protéines permettant d’augmenter la 

probabilité de reprogrammation. 

Le virus de Sendai a été util isé pour reprogrammer des fibroblastes néonataux 

et adultes ainsi que les cellules sanguines (Fusaki et al., 2009, Seki et al., 2010 

et Ban et al., 2011). 

Les cellules sont reprogrammées en environ 25 jours avec une efficacité de 

0,1% pour les cellules sanguines et de 1% pour les fibroblastes. Il existe des 

extraits viraux disponibles dans le commerce pour les facteurs dits de « 

Yamanaka » qui sont prêts à l'emploi. L’inconvénient de la reprogrammation 

basée sur Sendai est qu'il faut environ 10 passages pour que le virus soit 

éliminé des iPSC reprogrammés. De plus, les cellules doivent être cultivées à 

une température plus élevée (39 °C) pour permettre cette élimination. 

 
 

b) Reprogrammation non virale 
 
Plasmides épisomaux. 

Le principal avantage de l’util isation de plasmides épisomaux réside dans 

l'expression transitoire de facteurs de reprogrammation qui permettent la 

génération d’iPSC sans empreinte dans le génome. Cependant, la transfection 

avec un vecteur plasmidique standard ne permet pas l'expression des facteurs 
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pendant une durée suffisamment longue pour reprogrammer correctement les 

cellules. La solution serait de répéter quotidiennement les transfections, 

malheureusement l‘efficacité resterait insuffisante (Okita et al., 2008). 

Pour pallier le manque d’efficacité de ces plasmides standards, les chercheurs 

se sont tournés vers les plasmides OriP/EBNA-1 (Epstein-Barr Nuclear Antigen- 

1) (Yu et al., 2009) qui sont exprimés de manière stable pendant une plus 

longue période. Contrairement aux systèmes plasmidiques traditionnels, le 

système OriP/EBNA-1 se réplique en synchronisme avec le génome de l'hôte en 

s'ancrant dans la chromatine hôte et en se répliquant pendant les divisions du 

cycle cellulaire. Ils ont donc été util isés pour la génération d’iPSC. Une seule 

transfection de trois plasmides oriP/EBNA contenant respectivement soit Oct4, 

Sox2, Nanog, Klf4 soit Oct4, Sox2, SV40 large T antigen et soit c-myc et Lin28 

dans des fibroblastes de prépuce humain ont entraîné la reprogrammation de 

0,0003-0,0006% de cellules environ 20 jours après la transfection (Yu et al., 

2007). Une autre étude a révélé des niveaux de reprogrammation similaires 

dans des cellules du sang de cordon, bien que l'ajout de thiazovivine ait 

décuplé le processus (Hu et al., 2011). 

La co-expression de l'ARNm d'EBNA-1 avec les vecteurs de reprogrammation et 

la reprogrammation dans des milieux définis (ex. : milieu E8 de ThermoFischer) 

dans des conditions hypoxiques ont significativement amélioré l'efficacité de 

reprogrammation des fibroblastes entre 0,006-0,1%. La reprogrammation 

épisomale semble être une stratégie efficace pour générer des iPSC sans 

empreinte. 
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D. Caractéristiques de cellules souches pluripotentes. 
 
 

1. Maintien de la pluripotence 
 
Le potentiel il l imité d'auto-renouvellement et la pluripotence des cellules 

souches pluripotentes humaines (CSPh) sont conférés par une régulation 

transcriptionnelle et cellulaire unique (Jaenisch & Young 2008) (Fig. 1). Le 

facteur de transcription du domaine POU Oct4 est critique pour la pluripotence 

de la masse cellulaire interne in vivo et des cellules ES en culture (Nichols et 

al., 1998, Niwa et al., 2000). Le facteur de transcription Sox2 est également 

requis pour toutes les espèces dans le maintien de la pluripotence chez 

l'embryon et dans les cellules ES en culture (Avilion et al 2003, Masui et al., 

2007). Sox2 coopère avec Oct4 pour activer l 'expression d'un certain nombre de 

gènes régulant la pluripotence, y compris Oct4 et Nanog (Masui et al., 2007 et 

leurs références). La protéine homéodomaine Nanog est également requise 

pour le maintien de la pluripotence dans la masse cellulaire interne in vivo 

(Mitsui et al., 2003). 

 

En effet, i l y a tout un ensemble de facteurs de transcription principaux qui sont 

essentiels pour le maintien des CSPh. Boyer et ses collègues ont cartographié 

la liaison génomique d'OCT4, SOX2 et NANOG (collectivement OSN) par 

immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) couplée à des puces à ADN (ChIP 

on Chip) et fait trois observations majeures: (1) OSN occupe les promoteurs 

d’une grande population de gènes ; (2) environ la moitié des gènes liés par 

OSN sont transcrits dans les hESC et (3) l 'OSN collabore à un circuit de 

régulation impliquant de longues boucles autorégulatrices (Boyer et al., 2005). 

Les sites de liaisons entre OCT4 et NANOG sont mal conservés entre les hESC 

humaines et de souris (Loh et al., 2006). Cependant, ceci est partiellement 

expliqué par l 'évolution de nouveaux sites de liaison de facteurs de transcription 

par des éléments transposables spécifiques à l'espèce (Kunarso et al., 2010). 

Ivanova et ses collègues ont effectué des études sur la perte et le gain de 

fonction de plusieurs lignées de hESC indépendantes et ont rapporté que l'OSN 

joue des rôles distincts dans la régulation négative de l'engagement vers un 

lignage cellulaire (Wang et al., 2012). Spécifiquement, OCT4 interagit avec la 

voie BMP4 pour spécifier quatre destins cellulaires distincts d'une manière dose 

dépendante. Des niveaux élevés d'OCT4 induisent le mésendoderme en 

présence de BMP4, mais maintiennent l 'auto-renouvellement des hESC en 

l'absence de BMP4. En revanche, de faibles taux d'OCT4 induisent des gènes 
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extra-embryonnaires en présence de BMP4, mais stimulent les gènes 

neuroectodermiques en l'absence de BMP4. En outre, NANOG réprime la 

différenciation des neuroectodermes, alors que SOX2 réprime la différenciation 

des mésendoderme (Wang et al., 2012). D'autres facteurs de transcription qui 

coopèrent avec les facteurs de transcription de base dans le maintien de l'état 

pluripotent humain ont également été identifiés : plusieurs facteurs de 

transcription de Forkhead box (FOX) sont également impliqués dans le contrôle 

de la pluripotence humaine. FOXO1 se lie et régule les promoteurs d'OCT4 et 

de SOX2 (Zhang et al., 2011). En outre, un niveau spécifique de FOXD3 est 

requis pour l 'auto-renouvellement des hESC: la surexpression de FOXD3 induit 

une différenciation en mésoderme paraxial (à l’origine des somites), alors que 

la diminution de FOXD3 génère des dérivés mésodermiques et endodermiques 

(Arduini et Brivanlou, 2012). 

 

Les exigences de signalisation des hESC ont été défini depuis leur dérivation 

initiale sur des fibroblastes embryonnaires de souris (MEF) dans des milieux 

contenant du sérum (Thomson et al., 1998). Deux facteurs de croissance ont 

été identifiés et peuvent remplacer le besoin de MEF ou de milieu conditionné 

par MEF: la combinaison de facteurs de croissance TGFβ/Activin/Nodal dont la 

signalisation collabore au maintien de la puripotence à travers les effecteurs en 

aval SMAD2/3 (James et al., 2005) et le facteur de croissance des fibroblastes 

(FGF2) (Xu et al., 2005). L'apport exogène des protéines recombinantes 

activine et FGF2 permet de maintenir la pluripotence des hESC en l'absence à 

la fois de MEF et de sérum (Vallier et al., 2005). 

La signalisation FGF/ERK induit l 'expression de NANOG dans les hESC, mais le 

mécanisme sous-jacent reste flou (Greber et al., 2010, Yu et al., 2011). D'autre 

part, la liaison directe de SMAD2/3 au promoteur NANOG suggère que la voie 

TGFβ/Activin/Nodal régule directement l 'expression de ce facteur de 

transcription central (Vallier et al., 2009; Xu et al., 2008; Greber et al. al., 

2008). 

 

L’expression de la protéine NANOG est diminuée chez les blastocystes humains 

traités avec un inhibiteur du TGFβ, mais ceci n'est pas observé chez les 

blastocystes de souris traités (Blakeley et al., 2015). Ainsi, la régulation induite 

par TGFβ de NANOG semble commune aux cellules pluripotentes humaines in 

vitro et in vivo. L'inhibition de la signalisation TGFβ/Activin/Nodal dans les 

hESC supprime rapidement l 'expression de NANOG et induit une différenciation 

neuronale (Chambers et al., 2009). Ceci est cohérent avec le rôle susmentionné 
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de NANOG dans la répression des gènes associés au neuroectoderme. 

La signalisation Wnt a également été impliquée dans la régulation des hESC, 

bien que son rôle ait été plus difficile à définir en raison de ses effets dose- 

dépendants. Il a été initialement rapporté que l'auto-renouvellement des hESC 

peut être maintenu en fournissant du Wnt3a recombinant ou en inhibant la 

glycogène synthase kinase 3 (GSK3), l 'enzyme qui cible la β-caténine pour la 

dégradation (Sato et al., 2004). Cependant, Moon et ses collègues ont montré 

que le traitement à long terme des hESC par Wnt3a compromet leur auto- 

renouvellement (Davidson et al., 2012). Un phénotype similaire a été observé 

en augmentant la concentration de l' inhibiteur de GSK3, ce qui entraîne une 

induction plus robuste de l'activité transcriptionnelle de la β-caténine. Des 

niveaux variables d'activité de la voie Wnt endogène ont été liés à la tendance 

à la différenciation hétérogène des hESC: alors que les cellules Wnthigh 

forment principalement des mésendodermes, les cellules Wntlow vont former le 

neuroectoderme (Blauwkamp et al., 2012). Le modèle de Singh et al. insiste sur 

le rôle de la signalisation PI3K/AKT en tant que nœud central qui va permettre 

l’auto-renouvellement via la signalisation Activin A / SMAD2/3. Alors qu’en 

l’absence de la signalisation PI3K/AKT, le complexe SMAD2/3 va collaborer 

avec les effecteurs de la voie Wnt pour promouvoir la voie Wnt. L'activation de 

PI3K/AKT par des facteurs de croissance tels que FGF2, IGF1 ou héréguline 

(neuréguline 1) maintient les niveaux de SMAD2/3 phosphorylés dans une plage 

étroite qui permet l 'activation des gènes de pluripotence, y compris NANOG. 

Inversement, l 'arrêt de la stimulation de PI3K/AKT conduit à une activité 

SMAD2/3 élevée et à l ' induction de gènes de mésendoderme. Selon ce modèle, 

PI3K/AKT inhibe également la signalisation MEK/ERK, qui à son tour bloque la 

stimulation des gènes du développement par la β-caténine (Singh et al., 2012) 

(Fig. 11). 
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essentiels tel que NANOG, OCT4, SOX2. 

 

Ce sont donc des bons indicateurs de l’état de pluripotence des CSPh. En plus 

du contrôle des niveaux d’expression de ces facteurs, la confirmation de l’état 

pluripotent des cellules analysées s’effectue par la présence d’antigènes de 

surface parmi lesquels on retrouve SSEA3 (Stage Specific Embryonic Antigen 

3), SSEA4 (Stage Specific Embryonic Antigen 4), Tra-1-60 (Tumor rejection 

antigen 1-60) et Tra-1-81 (Tumor rejection antigen 1-81) (Thomson et al. 1998). 

Pour valider l’état pluripotent des CSPh, les cellules doivent démontrer leur 

capacité à se différencier en cellules des trois feuillets embryonnaires. Pour ce 

faire, les cellules sont mises en culture pour permettre la formation spontanée 

de corps embryoïdes qui seront par la suite analysés par RT-qPCR pour vérifier 

l’expression des marqueurs caractéristiques des trois feuillets. Parallèlement, la 

pluripotence des cellules peut être vérifiée in vivo, en observant si après 

injection des cellules (environ 1x106 cellules) à des animaux immunocompromis, 

il y a formation d’un tératome (tumeur composée de types cellulaires issus des 

trois feuillets embryonnaires). (Thomson et al. 1998, Prokhorova et al., 2009, 

Itskovitz-Eldor et al. 2000). 

 

Le grand intérêt des CSPh est leur capacité d’auto-renouvellement. 

Malheureusement, à mesure des divisions, il peut y avoir apparition d’anomalies 

génomiques à l'échelle de quelques mégabases comme à celle d'un 

chromosome entier. Il est donc primordial d’inclure une analyse systématique 

des altérations génomiques détectables dans les CSPh après culture à long 

terme (Draper et al., 2004 ; Cowan et al., 2004 ; Baker et al., 2007). D’ailleurs, 

ces analyses ont permis de révéler que certaines altérations étaient 

récurrentes, comme la trisomie 12 (Draper et al., 2004). C’est également le cas 

pour la duplication de la région 20q11.21, détectable par microarray CGH 

(caryotype moléculaire) ou par puces à SNP (single nucleotide polymorphism) 

(Lefort et al., 2008). Toutes ces anomalies sont communes aux CSPh, mais il 

est vrai que certaines semblent être associées plus spécifiquement soit aux 

hESC, soit aux hiPSC. C’est le cas par exemple pour la trisomie 17 que l’on 

peut retrouver dans les hESC et beaucoup moins dans les hiPSC (Brimble et 

al., 2004; Draper et al., 2004; Hoffman and Carpenter, 2005; Lefort et al., 2008; 

Mayshar et al., 2010; Taapken et al., 2011). On peut imputer toutes ces 

instabilités génomiques à différentes étapes de la vie des CSPh. Tout d’abord, 

la reprogrammation (pour les hiPSC) ou à la dérivation en elle-même (pour les 

hESC) peuvent être source de défauts génomiques. Les étapes de 
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congélation/décongélation sont également source de stress pour les cellules et 

donc potentiellement dangereuses pour l’ intégrité du génome. 

Bien sûr, les techniques de culture et de passage de cellules peuvent être 

incriminées. Cependant, ce n’est pas parce que les CSPh ont validé tout le 

contrôle qualité qu’une anomalie chromosomique ne peut plus se produire. En 

effet, elles peuvent très bien apparaître dans les progéniteurs intermédiaires au 

cours de leur amplification (Varela et al., 2012). Il est donc essentiel de vérifier 

l’ intégrité chromosomique des cellules tout au long des étapes de 

différenciation (Fig. 12). 
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E. Modélisation pathologique à partir des cellules souches 
pluripotentes 

 
En plus des études sur le développement embryonnaire, les CSPh offrent 

également la possibilité d’étudier la pathogénèse des maladies humaines. 

Certains type cellulaires ne sont pas facilement accessibles chez les patients et 

par conséquent les modèles animaux, et en particulier les modèles de souris, 

ont été largement util isés pour comprendre la pathogenèse des maladies 

humaines. 

En 2007, l’équipe de Roth et al., a mis au point un système in vitro de 

différenciation des cellules souches embryonnaires de souris (mESC) de type 

sauvage NF1 (+/+), hétérozygote (+/-) ou nul (-/-) en cellules de type Schwann 

pour étudier le rôle de la NF1 dans le développement des cellules de Schwann 

et la formation de neurofibromes (Zhu et al., 2002). Ces cellules de Schwann 

différenciées à partir des cellules mES, indépendamment de leur statut NF1, 

expriment des marqueurs de cellules de Schwann en corrélation avec leur stade 

de maturation. Ces cellules supportent et dirigent préférentiellement la 

croissance des neurites des neurones primaires. L’équipe à de plus constaté 

que les cellules de type crête neurales nulles et hétérozygotes prolifèrent à un 

rythme accéléré par rapport au type NF1 sauvage; cette prolifération anormale 

peut être rétabli à des niveaux de type sauvage en util isant un inhibiteur de la 

MAP kinase kinase (Mek). Ce nouveau modèle fournit un paradigme idéal pour 

étudier le rôle de la NF1 dans des cellules présentant différents niveaux de 

neurofibromine et qui sont à l’origine des neurofibromes. 

 

Cependant, les modèles de souris ne récapitulent pas toujours les phénotypes 

manifestés chez les humains. Les CSPh portant des modifications génétiques 

associées à une maladie peuvent permettre de surmonter ces obstacles en 

fournissant des réserves ill imitées de tout type de cellules humaines 

pathologiques pour les études sur des pathologies particulières (van Dartel et 

al., 2010). 

 

Comme expliqué précédemment, les CSPh pathologiques peuvent être 

générées en util isant plusieurs approches. Des embryons humains présentant 

des défauts génétiques identifiés par le diagnostic génétique préimplantatoire 

peuvent être util isés pour créer des hESC pour l 'étude de maladies provoquées 

par des anomalies chromosomiques et des mutations connues associées à la 

maladie (Maury et al., 2012). 
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En plus d'offrir aux biologistes du développement un accès au développement 

embryonnaire humain, de telles études pourraient permettre de mieux 

comprendre les avortements spontanés au début de la grossesse, dont les 

causes sous-jacentes demeurent mal comprises (Macklon et al., 2002). 

 

Cependant, les embryons issus de DPI ne sont disponibles que pour un nombre 

limité de maladies humaines. Il est maintenant possible de générer des hiPSC 

chez des personnes atteintes d'un large éventail de maladies, y compris des 

maladies monogéniques telles que l'amyotrophie spinale (AMS) ou des maladies 

d’étiologies complexes comme la maladie de Parkinson (Wu et Hochedlinger, 

2011). Le développement de ces modèles de maladies basés sur les iPSC peut 

permettre aux chercheurs d'étudier les rôles d'un gène spécifique dans les 

mécanismes développementaux. Dans la première étude de preuve de concept, 

les hiPSC dérivées d'un individu avec une AMS ont été différenciées en 

motoneurones avec une efficacité similaire aux hiPSC de la mère non affectée 

de l' individu (Ebert et al., 2009). Cependant, des cultures prolongées ont révélé 

une réduction significative du nombre de motoneurones, phénomène compatible 

avec le phénotype de la maladie, une perte sélective de motoneurones (Ebert et 

al., 2009). Bien que cette étude prenne en compte l'énorme potentiel qu’offre 

l 'util isation des hiPSC pour modéliser un état pathologique spécifique associé à 

une maladie héréditaire, les variations entre les lignées de cellules hiPSC 

peuvent affecter leur util isation lors de la modélisation de la maladie. Bien qu'il 

soit possible de contrôler les conditions de dérivation/culture, et les types de 

cellules util isées pour générer des hiPSC, il est impossible d'éliminer 

complètement les variations génétiques dans les lignées hiPSC générées à 

partir de deux individus différents. Pour contourner ce problème, il faut générer 

des lignées isogéniques de hiPSC qui ne diffèrent que par la (les) 

modification(s) génétique(s) causant la maladie. Des lignées de hESC ont été 

générées pour créer la mutation HPRT pour la modélisation du syndrome de 

Lesch-Nyhan (Urbach et al., 2004, Zwaka et Thomson, 2003). Contrairement au 

modèle murin, les cellules humaines mutantes présentent une accumulation 

significative d'acide urique, ce qui confirme la possibilité d'util iser des hPSC 

génétiquement modifiées pour la modélisation de la maladie. 

  

Depuis quelques années, la technologie de CRISPR/Cas 9 s’est révélée comme 

une puissante technique de manipulation des gènes. En effet, CRISPR/Cas 9 

permet de produire un large éventail de mutations: des mutations ponctuelles 

aux grands réarrangements chromosomiques tels que les délétions, les 



 
 

64 

duplications et les inversions. Dans le cas des modèles animaux, il est difficile 

de reproduire ce qui se passe au niveau humain en raison des différences entre 

les espèces. Les CSPh peuvent surmonter cette limitation à l’aide de 

CRISPR/Cas 9 qui va permettre d’introduire rapidement et facilement une 

mutation génétique pour modéliser une maladie humaine (Tableau 4) (Zhang et 

al., 2017). 

 

Dans le cadre de cette thèse, je me suis intéressée à la modélisation de la NF1. 

Des travaux ont été précédemment réalisés dans l’équipe du Pr Baldeschi pour 

modéliser un symptôme particulier de la pathologie : les taches café-au-lait. 

L’étude a permis de comprendre les mécanismes d’actions impliqués dans les 

anomalies de pigmentation caractéristiques de la pathologie (Allouche et al., 

2015) et ce, grâce aux cellules souches embryonnaires. Dans cette étude, le 

phénotype d’hyperpigmentation a été modélisé à partir de cellules souches 

embryonnaires (porteuses d’une mutation NF1) différenciées en mélanocytes. 

Ils ont ainsi pu faire le lien entre la perte d’hétérozygotie des cellules et les 

taches café-au-lait. Ils ont également pu étudier les mécanismes moléculaires 

associés au phénotype d’hyperpigmentation (activité accrue des voies de 

signalisation PKA et ERK1/2 médiées par l 'AMPc, entraînant une surexpression 

du facteur de transcription MITF et des enzymes mélanogènes tyrosinase et 

dopachrome tautomerase, tous acteurs majeurs de la mélanogénèse). 

 

Dans le cadre de mon projet, je me suis intéressée à deux autres symptômes 

présents dans la maladie : les lésions osseuses et les neurofibromes. En 

m’inspirant des travaux précédemment établis, j’ai tenté de comprendre les 

mécanismes d’actions impliqués en modélisant les cellules d’intérêts à partir de 

hESC, de hiPSC et du développement de cellules isogéniques par la 

technologie de CRISPR/Cas 9. 
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III. Le tissu osseux 
 
Comme décrit dans le chapitre I, les lésions osseuses sont fréquemment 

retrouvées chez les patients atteints de Neurofibromatose de type 1 

 
 

A. Généralités 
 
L'os est un tissu conjonctif vasculaire minéralisé complexe et dynamique avec 

diverses fonctions mécaniques et métaboliques. Il permet la locomotion, le 

soutien ainsi que la protection des tissus mous comme le crâne qui protège le 

cerveau, les côtes qui protègent les poumons et le cœur. Le tissu osseux sert 

également de site d’attache pour les muscles et les tendons. 

 

En plus de ces caractéristiques mécaniques, il permet le stockage du calcium et 

du phosphate permettant la bonne minéralisation de l’os. Le tissu osseux se 

trouve être le siège de la moelle osseuse et abrite un vaste réseau de 

vaisseaux sanguins (Marks et al., 2002). Outre le stockage du calcium, 

important pour le corps, la matrice extracellulaire (MEC) osseuse est également 

un riche réservoir de cytokines et de facteurs de croissance impliqués dans la 

signalisation autocrine, paracrine et endocrine (Schwetz et al., 2012). 

 

Le tissu osseux est principalement composé de quatre types cellulaires : les 

ostéoblastes, les cellules bordantes de l'os (qui se trouvent à la surface des 

plages de tissu osseux), les ostéocytes et les ostéoclastes (Fig. 13). 

 

Les ostéoclastes, en s’attachant à la surface osseuse pour isoler la zone à 

dégrader, sont responsable de la résorption osseuse. Ils vont entrainer la 

dissolution de la partie inorganique de la matrice extracellulaire par acidification 

de la zone ciblée alors que la partie organique sera dégradée par différentes 

protéases (enzymes lysosomiales telles que la cathepsine K et les 

métalloprotéinases matricielles libérées par exocytose) (Ross et al., 2006) 

 

A l’inverse, ce sont les ostéoblastes qui sont responsables de la formation 

osseuse. Ces cellules, d’origine mésenchymateuse, vont permettre la synthèse 

de la matrice organique, appelée « ostéoide », et contribuer à sa minéralisation.  

 

Une fois le tissu osseux généré, les ostéoblastes vont soit entrer en apoptose, 

soit rester piégés dans la matrice extracellulaire minéralisée sous forme 
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Par ailleurs leurs origines embryonnaires vont définir le mode de formation du 

tissu osseux. En effet, dans le cas des os provenant de la crête neurale 

ectodermique le processus est appelé ossification intramembraneuse 

(caractérisée par l’absence de matière cartilagineuse. Ce processus n’est 

rencontré que pour les os de la voûte, du crâne, ou de la face. Tous les os ainsi 

produit sont plats) (Nishimura et al., 2012). La partie restante du squelette est 

construite par ossification endochondrale. L'ossification endochondrale implique 

la formation de tissu cartilagineux à partir de cellules mésenchymateuses 

agrégées et le remplacement subséquent du tissu cartilagineux par l 'os (Horton 

1990). Le processus d'ossification endochondrale peut être divisé en cinq 

étapes (Figure 14). Premièrement, les cellules mésenchymateuses sont 

engagées pour devenir des cellules cartilagineuses. Cet engagement est 

influencé par des facteurs paracrines qui induisent les cellules mésodermiques 

proches à exprimer deux facteurs de transcription, Pax1 et Scleraxis. On pense 

que ces facteurs de transcription activent des gènes spécifiques du cartilage 

(Cserjesi et al., 1995 ; Sosic et al., 1997). Pendant la deuxième phase de 

l'ossification endochondrale, les cellules mésenchymateuses engagées se 

condensent en nodules compacts et se différencient en chondrocytes (les 

cellules cartilagineuses). La N-cadhérine semble jouer un rôle important dans 

l' initiation de ces condensations, et la N-CAM semble être essentielle pour les 

maintenir (Oberlender et Tuan, 1994 ; Hall et Miyake, 1995). Chez l'homme, le 

gène SOX9, qui code pour une protéine liant l 'ADN, s'exprime dans les 

condensations précartilagineuses. Les mutations du gène SOX9 provoquent une 

dysplasie camptomélique, une maladie rare du développement du squelette 

dans le corps. Principalement affecté par le cartilage (Wright et al., 1995). 

 

Au cours de la troisième phase d'ossification endochondrale, les chondrocytes 

prolifèrent rapidement pour former le moule de l'os. En se divisant, les 

chondrocytes sécrètent une matrice extracellulaire spécifique du cartilage. Dans 

la quatrième phase, les chondrocytes cessent de se diviser et augmentent 

considérablement leur volume, devenant des chondrocytes hypertrophiques. 

Ces grands chondrocytes modifient la matrice qu'ils produisent (en ajoutant du 

collagène X et encore plus de fibronectine) pour lui permettre de se minéraliser 

par le carbonate de calcium. 

 

La cinquième phase implique l' invasion du moule cartilagineux par les 

vaisseaux sanguins. Les chondrocytes hypertrophiques meurent par apoptose. 
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Cet espace deviendra la moelle osseuse. À mesure que les cellules 

cartilagineuses meurent, un groupe de cellules entourant le moule cartilagineux 

se différencie en ostéoblastes. Les ostoblastes commencent à former une 

matrice osseuse sur le cartilage partiellement dégradé (Bruder et Caplan 1989 ; 

Hatori et al., 1995). Finalement, tout le cartilage est remplacé par de l'os. Ainsi, 

le tissu cartilagineux sert de modèle pour l 'os qui suit. Les composants 

squelettiques de la colonne vertébrale, du bassin et des membres sont d'abord 

formés de cartilage et deviennent ensuite des os. 

Dans les deux types d'ostéogenèse, le type cellulaire précédant les 

ostéoblastes est un pré-ostéoblaste. 
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C. Différenciation ostéoblastique 
 
Les ostéoblastes sont des cellules cuboïdes situées le long de la surface 

osseuse possédant une polarisation qui va permettre la sécrétion de l’ostéoïde 

vers la matrice osseuse (Damoulis et al., 1997). 

Les cellules de la lignée ostéoblastique proviennent de cellules souches 

mésenchymateuses multipotentes (MSC). Les MSC sont des cellules stromales 

qui sont multipotentes (Jackson et al., 2012). En effet, ces cellules non 

hématopoïétiques ont la plasticité de s’engager dans différentes lignées 

cellulaires pour donner naissance à des ostéoblastes mais aussi à des 

chondrocytes, des adipocytes, des fibroblastes, des myocytes et des neurones 

(Aubin et al., 2002). 

 

L'engagement des MSC vers la lignée ostéoprogénitrice nécessite l 'expression 

de différents gènes spécifiques à des temps donnés. Et notamment la synthèse 

de protéines morphogénétiques osseuses (BMP) ainsi que des protéines des 

voies Wingless (Wnt). La différenciation ostéoblastique nécessite également 

l’expression de facteur de transcription indispensable tels que Runt2, Distal-

less homeobox 5 (Dlx5) et osterix (Osx) (Fig. 15). 

 

Il a été démontré que le gène clé de la différenciation est Runx2. En effet, 

lorsque le gène n’est plus exprimé chez la souris, les ostéoblastes ne sont plus 

générés (Ducy et al., 1997 et Komori et al., 1997). 

  

Lorsque Runx2 est exprimé, il permet une augmentation de l’expression de 

gènes essentiels à la différenciation tels que le collagène de type 1 (ColIA1), la 

phosphatase alcaline (ALP), la sialoproteine osseuse (BSP) et l’osteocalcine 

(OCN) (Fakhry et al., 2013)(Fig. 15). 

 

Une fois qu'un pool de progéniteurs d'ostéoblastes exprimant Runx2 et ColIA1 a 

été établi au cours de la différenciation des ostéoblastes, il y a une phase de 

prolifération. Dans cette phase proliférative, les progéniteurs des ostéoblastes 

montrent une activité phosphatase alcaline (ALP) et sont considérés comme des 

pré-ostéoblastes. 

 

La transition des pré-ostéoblastes en ostéoblastes matures est caractérisée par 

une augmentation de l'expression d'Osx et de la sécrétion des protéines de la 

matrice osseuse telles que l'ostéocalcine, la sialoprotéine osseuse et le 
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collagène de type I. 

 
 
 
Figure 15 : Contrôle de la différenciation ostéoblastique par TGF- β et les BMP 

Le TGF-β stimule le recrutement et la prolifération des cellules mésenchymateuses au cours 

de l'ostéogenèse, mais inhibe la différenciation terminale des ostéoblastes. Le TGF-β active 

Smad3 pour lier et réprimer la fonction de Runx2. Le complexe Smad3-Runx2 recrute des 

histones déacétylases de classe II (HDAC4/5) à des gènes cibles de Runx2, y compris 

Runx2 lui-même. BMP stimule la prolifération des cellules mésenchymateuses précurseurs 

et l'engagement à la lignée des ostéoblastes. La BMP induit l'expression de Dlx5, qui induit 

ensuite la transcription de Runx2 pour favoriser la progression de la différenciation des 

ostéoblastes. En réponse à BMP, Smad1 et Smad5 lient Runx2 pour améliorer son activité 

transcriptionnelle. (Derynck et al., 2007) 
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À ce stade, la MEC produite par les ostéoblastes est mature et la minéralisation 

est bientôt initiée dans des vésicules spécialisées selon un mécanisme 

complexe et loin d'être encore bien compris. 

La synthèse de la matrice osseuse par les ostéoblastes se déroule en deux 

étapes principales: le dépôt de la matrice organique et sa minéralisation 

subséquente. 

Dans la première étape, les ostéoblastes sécrètent des protéines de collagène, 

principalement du collagène de type I, des protéines non collagènes (OCN, 

ostéonectine, BSP et ostéopontine), et des protéoglycanes comprenant de la 

décorine et du biglycane, qui forment la matrice organique. 

 

Ensuite l’étape de minéralisation se déroule en deux phases : une vésiculaire et 

une fibril laire. Au cours de la phase vésiculaire, des cristaux d'hydroxyapatite 

se forment dans des vésicules extracellulaires fortement enrichies en activité 

ALP appelées vésicules matricielles (VM) (Anderson et al., 2005). Ces VM sont 

libérées du domaine membranaire apical des ostéoblastes dans la matrice 

osseuse nouvellement formée dans laquelle elles se lient aux protéoglycanes et 

autres composants organiques. En raison de leurs charges négatives, les 

protéoglycanes sulfatés immobilisent les ions calcium qui sont stockés dans les 

vésicules matricielles (Yoshiko et al., 2002 ; Arana-Chavez et al., 1995). 

 

Lorsque les ostéoblastes sécrètent des enzymes qui dégradent les 

protéoglycanes, les ions calcium sont alors libérés des protéoglycanes et 

traversent les canaux calciques présentés dans la membrane des vésicules 

matricielles ou annexines (Anderson et al., 2005). 

 

Les composés contenant du phosphate (esters phosphoriques inhibiteurs de la 

minéralisation) vont être dégradés par l 'ALP sécrétée par les ostéoblastes, 

libérant des ions phosphate à l' intérieur des VM. Les cristaux d’hydroxyapatite 

se forment grâce à l’accumulation de phosphate et de calcium dans les 

vésicules (Glimcher et al., 1998). 

 

Lorsque que les VM se retrouvent en sursaturation d’ions calcium et phosphate, 

la deuxième phase de la minéralisation prend place. La suraccumulation 

entraine la rupture des vésicules, libérant ainsi les cristaux d’hydroxyapatite 

dans la matrice environnante (Boivin et al., 2002 ; Boivin et al., 2008) 

Les ostéoblastes ainsi devenus matures subissent des modifications 

morphologiques et deviennent de grandes cellules cuboïdes (Nakashima, et al., 
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D. Les cellules souches comme source de cellules 
ostéoblastiques 

 
 
Les cellules souches multipotentes (MSC) 

 

Bien que l'os présente une capacité de régénération remarquable, le 

vieill issement, les maladies ou les blessures entraînent souvent une perte 

osseuse importante, empêchant le remplacement naturel de ce tissu dans 

l'organisme. Bien que !'autogreffe osseuse fournisse les meilleurs résultats 

cliniques pour le traitement substitutif osseux (Damien et al., 1991), elle est 

associée à une douleur intense au niveau du site de prélèvement et à une 

morbidité élevée (Arrington et al., 1996). De même, les greffes allogéniques 

comportent non seulement un risque de rejet immunologique, mais également la 

possibilité de transmission de maladies du donneur au receveur (Keiner et al., 

2004). Les cellules souches mésenchymateuses (MSC) autologues dérivées de 

la moelle osseuse constituent une source prometteuse de cellules pour la 

régénération musculo-squelettique en raison de leur potentiel de différenciation 

en ostéoblastes, chondrocytes et adipocytes (Granero-Molto et al., 2008, Lian 

et al., 2010). Cependant, l 'util isation de MSC en thérapie de reconstruction 

orthopédique peut être limitée par leur potentiel prolifératif qui diminue de 

manière significative avec l'âge (Stenderup et al., 2003). 

 

Les cellules souches pluripotentes qui peuvent s'auto-renouveler et se 

différencier en n'importe quel tissu représentent donc une source théoriquement 

il l imitée d'ostéoblastes. Des études récentes rapportent que les ES et les iPSC 

peuvent donner lieu à des ostéoblastes in vivo en util isant un modèle de 

complémentation squelettique : des souris déficientes en Runx2, un facteur de 

transcription principal pour l 'ostéoblastogenèse, ne parviennent pas à former un 

squelette minéralisé et une moelle osseuse. Des cellules ES GFP+ et YFP+ de 

type sauvage ont été introduites dans le bastocyte d’embryons Runx2-null. Ils 

ont alors constaté que la proportion de CSP dans les embryons chimériques 

résultants était directement corrélée au degré de minéralisation du crâne. De 

plus, la contribution des CSP au développement des os longs a permis de 

rétablir avec succès l’hématopoïèse de la moelle osseuse (Chubb et al., 2017). 

Cependant, étant donné que la transplantation in vivo d'ES et d'iPSC comporte 

un risque de formation de tératome, les ostéoblastes dérivés de la 

différenciation d’ES et d’iPSC in vitro pourraient être préférés à des fins 

d'ingénierie du tissu osseux. Plusieurs études récentes ont porté sur la 
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différenciation des ES et des iPSC en ostéoblastes (Wu et al., 2015, Lou 2015 

et Duplomb et al., 2006) 

 

Pour accroître encore l'efficacité de la différenciation ostéogénique des cellules 

ES, plusieurs groupes ont examiné l'util isation de structures 3D en culture. 

Jukes et al. a différencié des cellules ES dans une matrice cartilagineuse pour 

récapituler l 'ossification endochondrale. Lorsque ces matrices ont été 

transplantées dans des lésions crâniennes chez le rat, ces dernières ont subi 

une hypertrophie, une calcification et finalement un remplacement osseux 

(Jukes et al., 2008). Parmi les autres matrices util isées on retrouve : des 

matrices extracellulaires dérivées d'ostéoblastes décellularisés ( Evans et al., 

2010, Marolt et al., 2012), des matrices PLGA (Rutledge et al., 2014), des 

microporteurs (Alfred et al., 2011), du gel de collagène de type I (Taiani et al., 

2013) et de l'hydroxyapatite / phosphate tricalcique (HA / TCP). (Xin et al., 

2014, Kuznetsov et al., 2011). 

 

La différenciation ostéogénique des cellules ES est fréquemment évaluée par 

des essais in vitro tels que la vérifiation de dépôt de minéraux et l 'expression 

de marqueurs ostéoblastiques. Cependant, les essais in vitro ne permettent pas 

de prédire de manière fiable la formation osseuse in vivo (Kuznetsov et al., 

2011). Les essais in vivo les plus courants de formation osseuse sont 

l ' implantation sous-cutanée (généralement associée à un microporteur) chez 

des souris immunodéprimées (Bielby et al., 2004, Marolt et al., 2012, Alfred et 

al., 2011, Kuznetsov et al., 2011, Kim et al., 2014) ou la guérison d'une lésion 

de taille critique dans le crane (Xin et al., 2014, Jukes et al., 2008). 

 

Soulignant le potentiel de la modélisation des cellules iPS pour étudier les 

maladies squelettiques, Matsumoto et al. a généré des cellules iPS à partir de 

fibroblastes cutanés de patients atteints de fibrodysplasie ossifiante progressive 

(FOP). Lorsqu'elles sont induites à subir un développement endochondral, les 

cellules FOP-iPS présentent un dépôt minéral et une chondrogenèse accrue in 

vitro. (Matsumoto et al., 2013). Les cellules iPS ont également été util isées pour 

étudier les mécanismes moléculaires sous-jacents au développement de 

l'ostéosarcome chez les patients atteints du syndrome de cancer familial de Li 

Fraumeni et les auteurs ont identifié le dérèglement du gène H19 comme 

facteur clé lors de l'ostéogenèse (Lee et al., 2015). La dysplasie fibreuse, le 

syndrome de McCune Albright et l 'ostéogenèse imparfaite sont d'autres 

maladies squelettiques potentielles susceptibles de conduire à la modélisation 
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par des cellules iPS. Pour les maladies monogéniques, les méthodes d’édition 

de gènes pourraient un jour constituer une source de cellules saines de 

remplacement. 

 
 
 

E. La neurofibromatose de Type 1 et les anomalies osseuses 
 
 
Les difficultés à comprendre la physiopathologie humaine des anomalies 

squelettiques de NF1 ont conduit au développement de modèles murins pour 

déterminer le rôle de Nf1 dans les cellules osseuses et faciliter les études 

précliniques. L'ARNm et la neurofibromine Nf1 sont exprimés dans l'os et le 

cartilage de souris au cours du développement et à l 'âge adulte (Kuorilehto et 

al., 2004), et plus particulièrement dans les cellules souches 

mésenchymateuses, les chondrocytes et les ostéoblastes (Elefteriou et al., 

2006; Kolanczyk et al., 2007) et les ostéoclastes (Yang et al., 2006). Ce mode 

d'expression suggère que les anomalies squelettiques liées à NF1 résultent en 

partie de défauts osseux primaires liés à une hétérozygotie généralisée de NF1 

et/ou à une perte de fonction de NF1 dans des types de cellules osseuses 

spécifiques. La létalité embryonnaire précoce des embryons Nf1-/- ne permettait 

pas les analyses des défauts osseux (Brannan et al., 1994; Jacks et al., 1994; 

Lakkis et Epstein, 1998). La première étude sur les défauts osseux causés par 

NF1 présente des souris Nf1+/- dont les cellules ostéoprogénitrices et les 

ostéoblastes présentent des défauts de prolifération et de différenciation in vitro 

et une activation constitutive de la signalisation de la voie Ras et Erk, comme 

observé dans les cellules de Schwann Nf1+/- (Yu et al., 2005). 

 

Yan et al., a également démontré que l’haploinsuffisance en Nf1 affecte 

également la lignée monocytaire, sur la base de l’observation selon laquelle les 

précurseurs des ostéoclastes Nf1+/- subissent une différenciation in vitro plus 

rapide que leurs homologues de type sauvage (WT) et ce, en raison de 

l'activation de la voie Ras-AKT-PI3K (Yan et al., 2008). 

 

Malgré les phénotypes cellulaires observés in vitro dans des ostéoblastes 

Nf1+/- (Yu et al., 2005) et des ostéoclastes Nf1+/- (Yang et al., 2006), aucun 

défauts de masse osseuse ni aucune dysplasie osseuse focale n'ont été 

observés dans ces souris Nf1+/-, ce qui suggère que l'hétérozygotie seule est 

insuffisante pour expliquer la dysplasie tibiale ou vertébrale chez les patients 

NF1. La théorie se porte alors sur la possibilité d’une inactivation somatique de 
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l 'allèle NF1 normal dans un ensemble de cellules provenant des tissus affectés. 

Celle ci est confirmée par la démonstration de la double inactivation de NF1 

dans des tissus prélevés sur les sites de pseudarthrose chez certains patients 

atteints de NF1 (Stevenson et al., 2006; Sakamoto et al., 2007). L’effet du 

déficit bi-allélique en Nf1 dans les ostéoblastes, généré à l'aide de souris 

transgéniques exprimant la Cre-recombinase sous le contrôle du promoteur de 

collagène de type 2 de 2,3 kb spécifique aux ostéoblastes (souris Nf1-/-ob), a 

été étudié par l’équipe d’Elefteriou et al., (2006). Les os des souris Nf1-/-ob 

présente une synthèse accrue de collagène et une minéralisation retardée, 

provoquant une augmentation importante des tissus ostéoïdes, similaire à celle 

observée dans les coupes histologiques osseuses NF1 humaines (Elefteriou et 

al., 2006; Brunetti-Pierri et al., 2008; Seitz et al., 2009). Les os des souris Nf1-

/-ob présentent également une augmentation du nombre d'ostéoclastes et une 

résorption osseuse similaire à celle des cas NF1 humains (Stevenson et al., 

2008). 

 

Ces études in vivo indique que la neurofibromine dans les ostéoblastes inhibe 

la synthèse du collagène, favorise la minéralisation et régule également 

l 'ostéoclastogenèse en limitant l 'expression de l'activateur du récepteur du 

facteur nucléaire κB (RANKL), principale cytokine ostéoblastique favorisant la 

formation d'ostéoclastes matures. L'activation constitutive de Ras, Erk, Rsk2 et 

du facteur de transcription ATF4 a été identifiée comme régulateur majeur de la 

synthèse accrue de collagène et de l'ostéoclastogenèse en réponse à un déficit 

en Nf1 (Elefteriou et al., 2006). Un autre modèle de souris, le modèle Nf1Prx-/-, 

supprime les deux allèles de Nf1 dans les cellules mésenchymateuses et leurs 

dérivés (ostéoblastes, adipocytes, chondrocytes, cellules musculaires et 

cellules endothéliales de la calotte crânienne). Ces souris présentent un retard 

de croissance et des membres manifestement anormaux (Kolanczyk et al., 

2007). En effet, une inclinaison du tibia similaire à celle présente chez les 

patients atteints de NF1 est observée. Une augmentation de la porosité des os 

et une diminution de la teneur en calcium ont été proposées comme cause de 

cette courbure. Dans le modèle de souris Nf1Prx-/- une différenciation retardée 

des ostéoblastes est observée, ce qui n'a pas été constaté chez la souris Nf1-/-

ob. 

 

Le modèle souris Nf1Prx-/- récapitule assez étroitement les anomalies osseuses 

liées à NF1 chez l’homme. Ces souris présentent également une réparation 

retardée des lésions osseuses corticales, ce qui en fait un bon modèle pour les 
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études précliniques liées à la cicatrisation osseuse (Kolanczyk et al., 2008). 

Ainsi donc, malgré des similitudes avec la condition humaine, aucun modèle de 

souris ne modélise entièrement les manifestations squelettiques humaines, en 

partie à cause des limites des manipulations génétiques. Dans les modèles 

murins Nf1-/-ob. et Nf1Prx-/-, pratiquement tous les ostéoblastes matures ne 

possèdent pas les deux copies de Nf1, alors que chez les patients NF1, la 

plupart des ostéoblastes sont hétérozygotes pour NF1 et seule une fraction des 

ostéoblastes et des ostéoprogéniteurs, probablement limitée aux sites 

dysplasiques localisés, peuvent avoir une inactivation complète de NF1. Chez 

les souris Nf1-/-ob, les ostéoprogéniteurs ont les deux allèles Nf1 normaux, et 

ce modèle ne tient donc pas compte du rôle de Nf1 dans la différenciation 

précoce des ostéoblastes. Dans le cas des souris Nf1Prx-/-, les anomalies 

vertébrales observées chez les patients NF1 ne sont pas observées dans ce 

modèle car la recombinaison Cre-Lox est limitée au squelette appendiculaire 

(comprenant les 126 os qui composent les membres supérieurs et inférieurs 

ainsi que les ceintures osseuses). 

  

Bien que ces modèles de souris aient amélioré notre compréhension des 

fonctions de NF1 dans les cellules osseuses, des méthodes et des modèles plus 

sophistiqués sont nécessaires, notamment pour déclencher une perte de 

fonction de NF1 dans certains types de cellules osseuses. Malgré ces 

limitations, les souris déficientes en Nf1 sont très utiles dans les tests 

précliniques. En effet, les premières études précliniques util isant ces souris ont 

rapporté une cicatrisation osseuse retardée sur une fracture distale du tibia 

dans les souris Nf1+/- (Schindeler et al., 2008a). Bien que ces souris Nf1+/- ne 

reproduisent pas les fractures spontanées observées chez les patients NF1 

atteints de dysplasie tibiale, elles démontrent que l'haploinsuffisance en Nf1 est 

suffisante pour modéliser le défaut de restauration osseuse dans NF1. Ce 

résultat suggère également que la guérison des fractures pourrait être altérée 

dans les os non dysplasiques chez les patients atteints de NF1 (Schindeler et 

al., 2008a). 

 

Diverses études ont été entreprises sur des modèles précliniques de souris 

pour évaluer l 'efficacité potentielle de certains médicaments sur la formation, la 

réparation et le remodelage osseux. Une étude récente a démontré que la 

combinaison des bisphosphonates et de la protéine morphogénétique osseuse 2 

(BMP2, une protéine qui induit la formation osseuse et cartilagineuse) améliore 

la production osseuse dans les cellules Nf1+/- dans un modèle in vivo de 
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formation osseuse hétérotopique (formation d’os dans les tissus mous) 

(Schindeler et al., 2008b). Ce traitement n'a pas permis de corriger les défauts 

de signalisation spécifiques associés aux ostéoblastes Nf1-/- ou Nf1+/-, mais 

représente une approche initiale. Les bisphosphonates sont actuellement 

util isés pour d'autres applications, de sorte qu'ils pourraient rapidement passer 

aux essais cliniques sur la NF1. 

 

En 2011, l’équipe de Wang, a généré un nouveau model de souris pour la 

modélisation des défauts osseux dans NF1. Ils ont émis l'hypothèse que la 

perte de fonction Nf1 dans un sous-ensemble de cellules souches 

mésenchymateuses de la moelle osseuse ou de cellules 

ostéochondroprogénitrices était à l 'origine des anomalies osseuses 

dystrophiques focales de NF1. Les transcripts de collagène de type II (Col2α1) 

sont détectés pour la première fois au cours du développement embryonnaire 

chez la souris, 9,5 jours après le coït, dans le sclérotome des somites 

différenciants et dans le mésenchyme crânien qui donne naissance aux 

chondrocytes et aux ostéoblastes (Cheah et Lau, 1991). 

  

Sur la base de ce schéma d’expression, ils ont créé des souris transgéniques 

Col2α1-Cre qui stimulent l’expression de la Cre recombinase dans les cellules 

ostéochondroprogénitrices et dans les chondrocytes et ostéoblastes 

(Ovchinnikov et al., 2000, Terpstra et al., 2003, Maes et al., 2010) pour générer 

des souris dépourvues de Nf1 dans le limbe et des cellules 

ostéochondroprogénitrices du squelette axial (appelées ici souris Nf1Col2-/-), 

en espérant qu'un tel modèle de souris, en raison de la recombinaison précoce 

de Nf1 dans la lignée mésenchymateuse, devrait afficher un large spectre de 

lésions squelettiques observées chez les patients NF1. 

 

Pour cela, ils ont croisé les souris Col2α1-Cre transgéniques avec les souris 

Nf1flox/flox pour déterminer si la Nf1 dans les ostéochondroprogénaires axiaux 

et appendiculaires récapitule ou non les anomalies squelettiques des patients 

atteints de NF1. Ils ont montré par microtomographie et radiographie, que les 

souris Nf1Col2-/- présentent une scoliose progressive, une courbure du tibia et 

des anomalies dans la formation du crâne et de la paroi thoracique antérieure. 

Ces anomalies sont accompagnées d'un phénotype de masse osseuse 

diminuée, d'une porosité corticale osseuse élevée, d'une ostéoïdose (défaut de 

calcification de l’ostéoïde), d'une augmentation de l'ostéoclastogenèse et d'une 

diminution du nombre d'ostéoblastes, quantifiés par histomorphométrie et 
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microtomographie 3D. La perte de Nf1 dans les ostéochondroprogéniteurs à 

également causé une stature plus courte de l’animal et des défauts du disque 

intervertébral (Wang et al., 2011). Ce modèle de souris est à ce jour celui qui 

représente au mieux les défauts osseux présent chez l’homme. 
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IV. Les cellules de Schwann 
 
 

A. Généralités 
 
 
C’est en 1939 que le scientifique Théodore Schwann décrivit pour la première 

fois l’existence de certaines cellules capables de s’enrouler autour des axones 

du système nerveux périphérique. Elles porteront désormais son nom en tant 

que cellules de Schwann. Alors que les neurones forment la base du système 

nerveux, les cellules gliales telles que les cellules de Schwann sont essentielles 

à la survie et à la fonction des neurones. A l’instar des neurones, les cellules de 

Schwann peuvent se multiplier tout au long de la vie d’un individu. Elles font 

partie du système nerveux périphérique (SNP) et s’occupent de la myélinisation 

des axones des neurones. On retrouve leurs homologues dans le système 

nerveux central en tant qu’oligodendrocytes. Contrairement à ces derniers, les 

cellules de Schwann entrent rapidement en mitose après l'apparition d'une 

lésion, ce qui suggère qu'elles pourraient être de meilleurs candidats pour le 

traitement des troubles démyélinisants et des lésions de la moelle épinière. 

 
 

B. Origine embryonnaire de la cellule de Schwann 
 
 
Toutes les cellules gliales appartenant au système nerveux périphérique, des 

cellules satellites que l’on retrouve dans les ganglions périphériques aux 

cellules de Schwann myélinisantes et non myélinisantes, dérivent de la crête 

neurale. 

La notochorde est la structure qui va permettre la formation de la colonne 

vertébrale et donc la détermination de l’axe primitif de l’embryon. 

Chez l’Homme, au 18ème jour de gestation environ, la plaque neurale 

s'invagine le long de son axe central pour former le sillon neural avec des replis 

neuraux de chaque côté. A la fin de la troisième semaine, ces replis 

commencent à se refermer et à fusionner en suivant une direction 

cranio/caudale. C’est de cette manière que le tube neural se forme près de 

l’extrémité antérieure de la notochorde. 

Pendant la formation du tube neural à partir de l'ectoderme sus-jacent, une 

population de cellules diverge de l'ectoderme de surface au sommet des plis 

neuraux pour former la crête neurale (Moore et Persaud, 1993, Rice et Barone, 

2000) (Fig. 17).  
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neurale se spécialisent progressivement pour générer un type cellulaire 

particulier. Bien que certaines cellules de la crête neurale puissent déjà être 

affectées à un lignage cellulaire particulier, de nombreuses cellules sont bi- ou 

multipotentes (c'est-à-dire qu'elles peuvent donner lieu à plus d'un type de 

cellule différenciée). En effet, ceci a été démontré in vitro par culture clonale et 

in vivo en injectant des cellules de la crête neurale marquées avec un traceur 

qui va permettre ensuite d'identifier quel lignage, les cellules marquées, ont 

choisi (Frank et Sanes, 1991 ; Fraser et Bronner-Fraser, 1991 ; Anderson, 

1993). Cette découverte implique que les cellules différenciées à partir des 

cellules de la crête neurale ont fait des choix de lignage mais aussi que 

certaines cellules de la crête neurale ont des caractéristiques de cellules 

souches capables de s'auto-renouveler (Stemple et Anderson, 1992). On 

parlera alors de cellules souches de la crête neurale (NCSC) que l’on retrouve 

au niveau des diverses structures cibles de la crête neurale : crête neurale du 

crâne, du tronc, vagale et sacrée et enfin crête neurale cardiaque (Bixby et al., 

2002 ; Fernandes et al., 2004 ; Sieber-Blum et Grim, 2004 ; Trentin et al., 2004 

; Delfino-Machin et al., 2007). 

 

La capacité de multipotence et d'auto-renouvellement des NCSC est 

caractérisée par l’expression de marqueurs gliaux précoces, tel que la protéine 

myéline zero (P0), la protéine de la myéline périphérique 22 (PMP22) et la 

protéine desert hedgehog (Dhh). Dhh est exprimé dans la lignée gliale 

périphérique dès les premiers stades de développement, mais elle ne l’est pas 

dans les cellules migratoires de la crête neurale (Jaegle et al., 2003). 

 

Malgré le rôle important des NCSC associées à la lignée gliale au cours du 

développement et à l 'âge adulte, la spécification gliale et la différenciation ont 

déjà lieu aux stades précoces du développement embryonnaire. Dans les nerfs 

spinaux, la génération de cellules de Schwann est un processus qui implique 

deux stades embryonnaires transitoires : Le premier est la gliogenèse, dans 

lequel les cellules de la crête neurale sont spécifiées pour former les 

précurseurs de cellules de Schwann (SCPs), suivies par une évolution de ces 

cellules en cellules de Schwann immatures (Dong et al., 1995). Ces cellules se 

différencient ensuite pour former des cellules de Schwann myélinisantes et non 

myélinisantes (Fig. 18). 

 

Chez le rat, les SCPs sont présentes dans les nerfs spinaux autour du 14/15 

jours embryonnaire (E14/15) et ils donnent naissance à des cellules de 
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2. Les précurseurs de cellules de Schwann 
 
La différenciation et la survie des cellules de Schwann reposent sur les voies de 

signalisation Nrg1 et Notch. Les neurégulines sont fournies par les axones et se 

lient aux récepteurs à activité tyrosine kinases de la famille ErbB, qui sont 

situés sur les membranes plasmiques des cellules de Schwann. 

 

Les mammifères possèdent quatre gènes codant des neurégulines (Ngr1 à 4). 

Dans les nerfs du SNP, les dimères ERBB2 et ERBB3 forment un complexe à la 

surface des cellules de Schwann. Le domaine extracellulaire de NRG1 de type 

III se lie et active ce complexe, permettant la communication glie-axone. Plus 

un axone va sécréter de NGR1, plus les cellules de Schwann vont produire de 

la gaine de myéline. En effet, lorsque des souris mutantes sont dépourvues d'un 

allèle de Nrg1 on retrouve moins de myéline associée à leurs axones et 

lorsqu’elles surexpriment Nrg1, plus de myéline est associée à leurs axones 

(Michailov et al., 2004). 

 

Les SCPs sont clairement distincts des NCSC desquelles elles dérivent mais 

également de leurs progénies (les cellules de Schwann immatures) (Fig. 18). En 

effet, elles présentent de nombreuses différences en termes de caractéristiques 

phénotypiques comprenant notamment les marqueurs moléculaires spécifiques 

de ce lignage. Par exemple, les SCP se distinguent des NCSC par l 'expression 

in vivo de BFABP, P0 et Cadherin-19, entre autres (revue dans Jessen et 

Mirsky, 2005). Les combinaisons de facteurs de croissance, dont le facteur de 

croissance fibroblastique (FGF), le facteur de croissance analogue à l' insuline 

(IGF), le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF) et la 

neurotrophine 3 (NT3) permettent la différenciation des NCSC en SCP 

(Woodhoo et al., 2004). 

Des analyses de l'expression génique de ces populations ont révélé un groupe 

important de gènes différentiellement exprimés dans les NCSC et les SCP, 

parmi lesquels de nombreux gènes codant des protéine-kinases et des 

phosphatases (Buchstaller et al., 2004). Ces résultats suggèrent qu'un 

programme génétique complexe est impliqué soit dans la promotion de la 

spécification gliale, soit dans la suppression du maintien des cellules souches, 

soit dans l' inhibition de la neurogenèse dans les cellules de la crête neurale au 

profit d’un destin glial.  
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3. Les cellules de Schwann immatures 
 
Les cellules de Schwann immatures se développent à partir des cellules 

précurseurs de Schwann qui ont migré et s'associent à de nombreux axones au 

sein d'un même faisceau. Grâce à un processus appelé tri radial, les cellules de 

Schwann immatures trient progressivement les axones du faisceau principal. 

Des cellules de Schwann immatures associées à un seul grand segment axonal 

deviendront des cellules de Schwann myélinisantes. Celles qui s'associent à 

plusieurs axones de petit calibre deviendront des cellules de Schwann non 

myélinisantes, enveloppant l 'axone dans une poche de son cytoplasme, formant 

un faisceau de Remak. 

En effet c’est autour de E17 / E18 chez le rat (E15 / 16 chez la souris), que des 

groupes d'axones sont regroupés et enveloppés par des cellules de Schwann 

immatures (Webster et Favilla, 1984). Avant la mise en place de gaine de 

myléline autour des axons, les cellules de Schwann immatures effectuent ce tri 

radial des axones, processus physiologique qui débute au cours de la période 

périnatale et se poursuit jusqu'au 10e jour post-natal (P10) dans le système 

nerveux périphérique des rongeurs (SNP).  

Au début du tri radial, les axones sont regroupés en faisceaux par une «famille» 

de 3 à 8 cellules de Schwann immatures qui organisent une lame basale 

commune autour d'elles (Jessen et Mirsky, 2005; Webster et al., 1973). Webster 

et al., a montré que ces familles de cellules de Schwann entourent des axones 

de calibre mixte et envoient des éléments cytoplasmiques, ressemblant à des 

lamellipodes, entre les axones pour choisir et séparer progressivement les plus 

gros axones situés à la périphérie du faisceau. Grâce à la prolifération 

progressive des cellules de Schwann et à la subdivision des faisceaux 

d'axones, ces gros axones acquièrent une relation 1:1 avec une cellule de 

Schwann (pro-myélinisante) et deviennent myélinisés à la suite du dépôt de la 

lame basale de la cellule de Schwann (défasciculation).  

À mesure que la prolifération des cellules de Schwann et la ségrégation axonale 

progressent, les faisceaux d'axones deviennent plus petits jusqu'à ce qu'ils ne 

contiennent plus que des axones de petit calibre, qui se différencieront par la 

suite en faisceaux de Remak.  

 

Ainsi, le tri radial est un processus morphogénétique qui peut être divisé en 

plusieurs étapes: la formation des familles de cellules de Schwann et le dépôt 

de la lame basale (stade 1), l ' insertion des lamellipodes des cellules de 

Schwann dans des faisceaux axonaux (stade 2), reconnaissance des axones de 

gros calibre (stade 3), segregation radiale des grands axones vers la périphérie 
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(d'où le nom de «tri radial»; stade 4), adaptation du nombre de cellules de 

Schwann et d'axones (prolifération) et enfin défasciculation et établissement de 

la relation 1:1 entre l’axone et la cellule de Schwann pro-myelinisante (étape 5). 

 

Suite au tri radial, les axones de grand diamètre seront alors sélectivement 

enveloppés par des cellules de Schwann immatures. Ceci est une condition 

préalable à la myélinisation. C’est au cours de cette étape du développement 

nerveux que le nombre d'axones et de cellules de Schwann doit être adapté. En 

effet, à ces stades embryonnaires tardifs, la différenciation neuronale est 

terminée et les cellules de Schwann doivent s’adapter en régulant leur survie 

ainsi que leur prolifération (Davies, 1996). 

 

Il existe un certain nombre de signaux qui favorisent la survie de la cellule de 

Schwann. Parmi lesquels on retrouve des facteurs associés aux axones tels que 

les NRG1. La section transversale des nerfs sciatiques, qui provoque une 

dégénérescence axonale, conduit à une augmentation de l'apoptose des 

cellules de Schwann. Cela suggère donc un rôle dans la régulation de leur 

survie d’un facteur axonal. Ce facteur axonal pourrait être NRG1, en effet, 

lorsque l’on util ise NRG1 de manière exogène, il est capable d'empêcher la 

mort cellules de Schwann (Grinspan et al., 1996 ; Newbern et al., 2010 ; Furlan 

et al., 2018). In vitro, les cellules de Schwann possèdent également des 

mécanismes de survie autocrine.  

Lorsqu’une section transversale des nerfs sciatiques est observée, 

s’accompagne alors des changements phénotypiques radicaux dans les cellules 

de Schwann. Ainsi, après lésion, les cellules de Schwann myélinisantes vont 

présenter une diminution d’expression des gènes nécessaires à la mise en 

place de la myéline (P0, Krox20 et MBP) entrainant une dé-différenciation en 

cellules de Schwann immatures. Mais également une activation, dans ces 

cellules de Schwann myélinisantes, de processus de réparation (Jessen et al., 

2016). En effet, i l a été montré une augmentation des facteurs neurotrophiques 

et des protéines de surface qui favorisent l 'élongation axonale et la survie des 

neurones lésés, notamment le facteur neurotrophique dérivé de la lignée de 

cellules gliales (GDNF), l’artemin, le facteur neurotrophique dérivé du cerveau 

(BDNF), la neurotrophine-3 (NT3), le facteur de croissance nerveuse (NGF), 

facteur de croissance endothéliale vasculaire (VEGF), érythropoïétine, 

pléiotrophine, p75NTR et N-cadhérine (Fontana et al. 2012; Brushart et al. 

2013; Boyd & Gordon, 2003; Chen et al. 2007; Scheib et Hoke, 2013; Wood et 

Mackinnon, 2015).    
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De plus, l’activation d’une réponse immunitaire innée est observée, comprenant 

la régulation à la hausse de certaines cytokines, notamment le facteur de 

nécrose tumorale α (TNFα), l ’ interleukine-1α (Il-1α), le facteur Il-1β, le facteur 

d’inhibition de la leucémie (LIF) et la protéine chimiotactique monocytaire 1 

(MCP-1) par les cellules de Schwann dans la partie distale du nerf sectionné 

(Martini et al., 2008; Rotshenker, 2011). Les cellules de Schwann intactes (à 

proximité de la zone lésée) sont donc recrutées comme cellules de réparation 

possédant ces différentes qualités.  

 

Ainsi, la reprogrammation des cellules de Schwann induite par une lésion 

implique une régulation à la baisse des gènes de la myéline, associée à 

l'activation d'un ensemble de fonctions de réparation, incluant la régulation à la 

hausse des facteurs trophiques, l 'élévation des cytokines dans le cadre de la 

réponse immunitaire innée, la clairance de la myéline par activation de 

l'autophagie de la myéline dans les cellules de Schwann et du recrutement des 

macrophages (Ramaglia et al., 2008; Vargas et al., 2010; Hirata & Kawabuchi, 

2002; Dubovy et al., 2013). Ce programme de réparation est contrôlé de 

manière transcriptionnelle par des mécanismes impliquant le facteur de 

transcription c-Jun, rapidement régulé positivement par les cellules de Schwann 

après une lésion. En l'absence de c-Jun, les dommages entraînent la formation 

d'une cellule de réparation dysfonctionnelle, la mort neuronale et l 'échec de la 

récupération fonctionnelle (Arthur-Farraj et al. 2012). 

Bien que cela ne soit pas nécessaire pour le développement des cellules de 

Schwann, le c-Jun est donc essentiel pour la reprogrammation des cellules de 

Schwann myélinisante et non-myélinisante (Remak) afin de réparer les cellules 

après une lésion. 

 

Les laminines joueraient également un rôle essentiel dans la promotion de la 

survie des cellules de Schwann in vivo.  

L'ablation génétique chez la souris de la sous-unité ϒ1 de la laminine 2 

entraîne une augmentation significative de l'apoptose des cellules de Schwann 

dans les nerfs sciatiques à E17 (Yu et al., 2006). Une réduction de l'activité de 

la phosphatidyl-inositolinositol-3 kinase (PI3K) induit une augmentation de 

l'apoptose des cellules de Schwann chez ces souris mutantes. 
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4.  Les cellules de Schwann matures 
 
L'établissement de gaines de myéline autour des axones de grand diamètre est 

indispensable pour permettre la conduction saltatoire rapide des impulsions 

nerveuses le long des axones. Cependant, tous les axones ne sont pas 

myélinisés, en effet ceux de petit diamètre n'exigent pas de telles gaines de 

myéline, car la vitesse de transmission des impulsions dans ces axones n'est 

certainement pas améliorée (Sherman et Brophy, 2005). 

 
 

a) Non myélinisantes 
 
Le phénotype moléculaire des cellules de Schwann immatures et non 

myélinisantes est relativement similaire, au moins dans leur morphologie et 

l 'expression de leurs marqueurs géniques, à l 'exception des intégrines α1β1 et 

α7β1 et de GalC, qui sont exprimées uniquement dans les cellules de Schwann 

non myélinisantes (Jessen et al. Mirsky, 2005 ; Previtali et al., 2003; Stewart et 

al., 1997). En revanche, la génération de cellules de Schwann myélinisantes 

entraîne des changements moléculaires beaucoup plus profonds, car la plupart 

des protéines associés aux cellules de Schwann immatures sont dé-régulées et 

il existe une régulation positive d'un certain nombre de gènes associés au 

contrôle de la myélinisation (Jessen et Mirsky, 2005). 

 
 

b) Myélinisantes 
 
La myélinisation commence après que les cellules de Schwann soient sorties du 

cycle cellulaire. Au stade promyélinisant, plusieurs protéines liées à la myéline 

sont surexprimées dans les cellules de Schwann. Il s’agit de la glycoprotéine 

associée à la myéline (MAG) et de la protéine de la myéline zéro (P0). P0 est la 

protéine la plus abondante dans le système nerveux périphérique, et est 

responsable du maintien des différentes couches compactes de myéline. Le 

processus de myélinisation commence par une cellule de Schwann qui va venir 

englober plusieurs segments axonaux à la fois. Ensuite, ces axones vont subir 

le tri radial jusqu'à ce que la cellule de Schwann sélectionne seulement un 

segment d'axone à envelopper avec de la myéline (Feltri et al., 2016).  

 

Chez les souris, lorsque le récepteur α6β1 de la laminine est absent, les 

cellules de Schwann ne parviennent pas à établir la relation un-à-un avec les 

axones (Feltri et al., 2002). Le dystroglycane, un autre récepteur de la laminine 
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dans les cellules de Schwann, est un acteur essentiel de la mise en place de la 

myélinisation. Il participe activement à l 'organisation de leur structure cellulaire 

(Masaki et al., 2010). 

 

Les facteurs initiant la myélinisation ne sont pas entièrement connus, et la 

raison pour laquelle les cellules de Schwann ne myélinisent que les axones de 

grand diamètre reste à éclaircir. Juste avant que les cellules de Schwann ne 

commencent à être myélinisées, le facteur nucléaire kappa B (NF-κB) est régulé 

positivement ce qui implique la transcription des gènes essentiels à la 

myélinisation. Un certain nombre de facteurs de transcription sont impliqués 

dans l' initiation de la myélinisation, y compris Krox20/EGR2, les protéines liant 

NGFI-1, Oct6 et BRN2 (Fields, 2009). De façon attendue, les molécules 

d'adhésion cellulaire jouent un rôle important dans l' interaction des cellules de 

Schwann et des axones et la myélinisation. Les molécules d'adhésion cellulaire 

L1 et NCAM sont exprimées sur les axones non myélinisés, et elles sont 

régulées négativement au cours de la myélinisation précoce (Fields, 2009). 

MAG, une molécule d'adhésion cellulaire qui favorise la liaison entre les axones 

et les cellules de Schwann myélinisantes, est régulée positivement 

immédiatement après que la première couche de myéline soit enroulée autour 

de l'axone (Fields, 2009). 

 

La synthèse des protéines de la myéline augmente et les ARNm codant des 

protéines liées à la myéline, telles que la protéine basique de la myéline (MBP), 

se concentrent aux sites distaux dans les cellules de Schwann pour produire 

une synthèse locale de la myéline. L'enroulement des couches successives de 

myéline autour des axones et la compression du cytoplasme entre les feuillets 

nécessitent une extension cellulaire étendue et qui est régulée par la 

dynamique du cytosquelette d'actine-myosine (Fields, 2009).  

 

Des voies de signalisation intracellulaires sont impliquées dans la mise en place 

de la myéline, notamment PI3K-AKT et AMPc. La myélinisation par les cellules 

de Schwann est bloquée par l 'activation de Notch, la neurotrophine NT-3, ainsi 

que par l 'ATP extracellulaire (Fields, 2009). 

  

Les neurotrophines, telles que le facteur de croissance nerveuse (NGF) 

favorisent la survie neuronale, mais le NGF stimule également la myélinisation 

des cellules de Schwann par effet indirect sur les axones (Chan et al., 2004). 

En effet, le NGF stimule l’augmentation du diamètre des axones (Markus et al., 
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2002) et il existe une corrélation étroite entre le diamètre des axones et le 

degré de myélinisation in vivo et in vitro (Windebank et al., 1985). Ce lien étroit 

a conduit à la spéculation selon laquelle une augmentation du diamètre des 

axones est le principal signal axonal induisant la myélinisation (Voyvodic, 

1989). Cette interprétation, bien que plausible, n’est pas la seule explication 

potentielle de cette corrélation. Premièrement, la myélinisation elle-même 

provoque une augmentation du diamètre des axones (de Waegh et al., 1992, 

Garcia et al., 2003). Deuxièmement, le NGF peut augmenter simultanément le 

diamètre de l'axone et envoyer d'autres signaux axonaux qui favorisent la 

myélinisation périphérique (Colello et Pott, 1997; Fraher et Dockery, 1998). 

L'épaisseur de la couche de myéline est proportionnellement régulée par 

rapport au diamètre de l'axone. Les axones de plus gros calibre ont une myéline 

plus épaisse, mais le rapport entre le diamètre des axones et le diamètre total 

des axones, y compris la gaine de myéline, se situe entre 0,6 et 0,7 (g-ratio), 

quel que soit le diamètre d'un axone myélinisé. Le BDNF, le récepteur des 

neurotrophines p75 (P75NTR) ou la surexpression des neurégulines entraînent 

une myéline anormalement épaisse. Inversement, si les récepteurs ErbB dans 

les cellules de Schwann sont enlevés après le début de la myélinisation, la 

gaine ne se développe pas avec un g-ratio d’épaisseur normale (Garratt et al., 

2000 et Michailov et al., 2004). 

 

Les cellules de Schwann font preuve d’une très grande plasticité et régulent 

également leur propre survie. Les cellules de Schwann myélinisantes et non 

myélinisantes peuvent se dé-différencier en cellules de Schwann immatures 

après destruction de l’interaction axonale. Une fois le contact avec l’axone 

rétabli, ces cellules (redevenues immatures) vont évoluer en cellules 

myélinisantes ou non myélinisantes en fonction du signal axonal reçu (Jessen 

and Mirsky, 2016). Alors que les cellules de Schwann précurseurs et immatures 

dépendent des signaux axonaux, les cellules de Schwann matures peuvent 

survivre en l'absence de neurones (Jessen & Mirsky, 2005). Les cellules de 

Schwann matures sont également capables de bloquer leur propre apoptose en 

participant à une boucle autocrine libérant des facteurs de croissance comme 

des facteurs de croissance analogues à l' insuline (IGF), des facteurs de 

croissance dérivés des plaquettes BB (PDGF-BB) et la neurotrophine-3 (NT-3).  
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C. Les pathologies liées aux cellules de Schwann 
 
 

1. Schwannomatose 
 
La schwannomatose est une forme rare de neurofibromatose qui se caractérise 

principalement par des schwannomes multiples (tumeurs bénignes du système 

nerveux). Les signes et les symptômes de la maladie varient en fonction de la 

taille, de l'emplacement et du nombre de schwannomes. Les formes héréditaires 

de la pathologie ne représentent que 15% de tous les cas. Dans certaines 

familles, la schwannomatose est causée par des mutations des gènes 

SMARCB1 ou LZTR1 (Smith et al., 2015); dans d'autres cas, la cause sous-

jacente exacte est inconnue. Lorsqu'elle est héritée, la condition est transmise 

de manière autosomique dominante avec une expressivité très variable et une 

pénétrance réduite. Le traitement peut inclure des médicaments et/ou une 

chirurgie. 

 
 

2. Les neurofibromes dans NF1 
 
Les neurofibromes sont des symptômes caractéristiques de la neurofibromatose 

de type 1. Il en existe deux formes principales : les neurofibromes sous-cutanés 

et les neurofibromes plexiformes. Il s’agit de tumeurs hétérogènes que l’on 

retrouve sur les nerfs périphériques. Tous les types cellulaires présents dans 

les nerfs périphériques sont impliqués dans la formation de ces tumeurs. On y 

retrouve des axones, des cellules endothéliales, des mastocytes, des 

fibroblastes et des cellules de Schwann (Le and Parada, 2007 ; Yang et al., 

2008) . 

 

Au cours du développement, les cellules de Schwann précurseurs dérivent des 

cellules de la crête neurale qui ont migré dans les nerfs périphériques (Figure 

18 du sous chapitre « Cellules de la crête neurale »). Après la naissance, ces 

cellules précurseurs devenues immatures se développent en formant deux 

groupes de cellules de Schwann : les cellules myélinisantes et les cellules non 

myélinisantes (Morrison et al., 1999). 

 

La mutation au hasard de NF1 peut atteindre les diverses cellules des nerfs 

périphériques dérivés des crêtes neurales à différentes étapes de leur 

différenciation, et ainsi donc conduire à des symptômes différents.  
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Ainsi donc, Le neurofibrome plexiforme dériverait probablement de la lignée 

embryonnaire des cellules de Schwann, tandis que le neurofibrome sous-cutané 

aurait pour origine des cellules de Schwann plus matures et atteintes avec des 

mutations mono-alléliques et bi-alléliques. 

 
 

D. La neurofibromatose de type 1 et les cellules de Schwann 
 
 
Environ un tiers des patients atteints de NF1 développent des neurofibromes 

plexiformes. Ces tumeurs peuvent former de grandes masses défigurantes 

impliquant les troncs nerveux et s'infiltrant dans les tissus environnants 

(Jouhilahti et al., 2011). Les neurofibromes plexiformes sont considérés comme 

des lésions congénitales et le risque de leur transformation maligne souligne 

leur importance clinique. L'inactivation bi-allélique conduisant au 

développement de neurofibromes plexiformes a apparemment lieu dans des 

cellules embryonnaires qui ont la capacité de générer de grandes populations 

de cellules porteuses d'une seconde mutation NF1 (Zhu et al., 2002, Wu et al., 

2008). La croissance des neurofibromes plexiformes au cours de la petite 

enfance distingue ces tumeurs des neurofibromes cutanés, indétectables avant 

la puberté (Ferner 2010). Des études chez la souris ont démontré que les 

cellules de Schwann Nf1-/- sont nécessaires, mais pas suffisantes pour générer 

la formation de tumeurs. Parada et ses collègues (Zhu et al., 2002) ont 

démontré que les souris Nf1flox/- ;Krox20cre, dans lesquelles 5 à 10% des 

cellules de Schwann sont nullizygotes pour Nf1 dans un contexte hétérozygote 

Nf1, ont développé des neurofibromes plexiformes. En revanche, les souris 

Nf1flox/-;Krox20cre, avec les deux allèles Nf1 inactivés uniquement dans les 

cellules de Schwann (les autres cellules sont de type sauvage) n'ont pas 

développé de neurofibromes. 

 

Ainsi, la progression tumorale nécessite apparemment des interactions entre les 

cellules de Schwann Nf1-/- et des lignées cellulaires Nf1+/- dans le 

microenvironnement tumoral. Pour exemple, les neurofibromes plexiformes de 

souris ne se développent pas si les cellules Nf1+/- de la moelle osseuse sont 

remplacées par des cellules de la moelle osseuse d'un animal Nf1+/+, 

suggérant que la croissance et le maintien des neurofibromes dépendent en 

partie de la présence de mastocytes Nf1+/- (Yang et al., 2008). 

Les cellules de Schwann avec génotype un Nf1-/- sécrètent un ligand kit 

soluble, chimiotactique pour les mastocytes, favorisant la migration, la 
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prolifération et la survie des mastocytes (Feng-Chun et al., 2003). 

  

Les mastocytes sont depuis longtemps reconnus comme un composant majeur 

des neurofibromes plexiformes (Brasfield et al., 1972). Les mastocytes 

immatures sont présent dans le neurofibrome au stade précoce et les 

mastocytes matures dans le neurofibrome au stade avancé, et il existe 

certaines preuves que les stabilisateurs des mastocytes peuvent bloquer la 

formation de neurofibrome (Riccardi 2015). Une étude de patients NF1 a révélé 

une augmentation des IgE sériques dans un sous-ensemble de patients 

examinés. Les patients atteints de neurofibromes plexiformes présentaient une 

incidence d'IgE plus élevée que d'autres patients atteints de NF1 ne présentant 

pas de neurofibromes (Geller et al., 2006), ce qui suggère une altération du 

compartiment des cellules B et une interaction potentielle avec les mastocytes 

(Palm et al., 2016). Des macrophages ont également été trouvés à des niveaux 

substantiels dans les neurofibromes et les MPNST, avec des niveaux plus 

élevés dans les MPNST (Prada et al., 2013) 

 

Les mastocytes de souris Nf1-/+ forment plus de colonies en culture, ce qui 

suggère que le rôle de l'haplo-suffisance de Nf1 est autonome des cellules. 

 

La prolifération accrue des mastocytes Nf1-/+ dépend de la signalisation RAS / 

MEK / RAC2 / PAK1 (Ingram et al., 2001, McDaniel et al., 2008) compatible 

avec l'hyperactivation de la signalisation RAS lorsque les niveaux de 

neurofibromine sont réduits. Les mastocytes Nf1-/+ sont également 

hypersensibles aux stimulus migratoires et aux signaux de dégranulation 

sécrétés par les cellules de Schwann (Yang et al., 2003, Chen et al., 2010). Des 

expériences sur des modèles murins de neurofibromes comparant la 

tumorigenèse sur des fonds génétiques de type hétérozygote Nf1 par rapport à 

un type sauvage suggèrent que l'hétérozygotie Nf1 dans le stroma tumoral, en 

particulier dans la moelle osseuse, est essentielle au développement de la 

tumorigenèse (Zhu et al., 2002, Yang et al., 2008). Cependant, la dépendance 

vis-à-vis du stroma hétérozygote Nf1 peut varier avec le stade de 

développement auquel le neurofibrome est initié, car les tumeurs initiant une 

perte de Nf1 dans les cellules Krox20+ nécessitent une moelle osseuse 

hétérozygote Nf1, tandis que la perte de Nf1 dans les cellules Dhh+ ou dans les 

cellules postnatales Plp+ induit des neurofibromes sur un stroma de type 

sauvage (Wu et al., 2008, Mayes et al., 2012). Alternativement, des différences 

dans les antécédents génétiques ou le statut pathogène des souris dans ces 
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différentes expériences pourraient expliquer la variation de la nécessité d'un 

stroma hétérozygote Nf1. 

 

La preuve que le stroma hétérozygote Nf1 contribue à la formation de 

neurofibrome a conduit à l’hypothèse selon laquelle les mastocytes sont un 

facteur critique de la croissance du neurofibrome. Que les mastocytes Nf1-/+ 

soient ou non nécessaires à la formation du neurofibrome, ils favorisent 

probablement la tumorigenèse chez les patients atteints de NF1. Les 

mastocytes Nf1-/+ ont des fonctions pouvant contribuer à la tumorigenèse, 

notamment une migration et une sécrétion accrue des facteurs de croissance 

modifiant le comportement des fibroblastes, la sécrétion de collagène et le 

remodelage du microenvironnement tumoral (Yang et al., 2008, Yang et al., 

2006). 

 

Le mésylate d'imatinib (Gleevec/Glivec; Novartis, East Hanover, NJ), un 

inhibiteur potentiel de c-kit, a été util isé pour traiter les souris Nf1flox/- 

;Krox20cre (Yang et al., 2008). L'analyse volumétrique effectuée avec la 

tomographie par émission de positons au 18Fluoro-deoxy-glucose (18FDG-TEP) 

a montré que le mésylate d'imatinib réduisait le volume de la tumeur et l 'activité 

métabolique d'environ 50% chez les souris traitées. Cela a conduit au premier 

essai clinique dans le cadre duquel une fil le de 3 ans présentant un 

neurofibrome hautement vascularisé, non résécable et à croissance progressive 

a été traitée avec du mésylate d'imatinib. Après 3 mois de traitement, l ' imagerie 

par résonance magnétique a montré une réduction de 70% du volume tumoral 

(Yang et al., 2008). Cependant, on ne sait toujours pas si ces résultats peuvent 

être reproduits dans une population plus large de patients atteints de NF1 

d'âges et de tumeurs variés. 

 

Environ 2% à 5% des neurofibromes plexiformes progressent en MPNSTs 

(Evans et al., 2004). Cependant, étant donné que l' inactivation bi-allélique du 

gène NF1 se produit dans les neurofibromes bénins, les mutations du gène NF1 

seul ne suffisent pas pour la progression d'un neurofibrome plexiforme vers un 

MPNST. Des mutations supplémentaires dans d'autres gènes régulateurs ont 

été décrites dans les MPNSTs, y compris la délétion homozygote de CDKN2A, 

qui code pour p16INK4A et la perte de p14ARF et TP53 (Jouhilahti et al., 2011).  

De plus, les caryotypes de nombreux MPNST sont complexes. Il reste à élucider 

si les MPNST liés à NF1 sont toujours dérivés de neurofibromes plexiformes ou 

s'ils peuvent provenir directement des nerfs périphériques. 
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Pour répondre à cette question, l’équipe de Hirbe et al., a util isé la technologie 

du “Whole-exome sequencing” permettant d'identifier (en théorie) la quasi 

totalité des variations de séquences qui existent au niveau des séquences 

codantes entre des sujets atteints et des sujets indemnes (Hirbe et al., 2015). 

Le séquençage a été effectué sur des échantillons de tumeurs et sur du sang 

normal d'un seul individu atteint de NF1, suivi pendant plus de 14 ans depuis 

son enfance. À l'âge de 12 ans, on lui a initialement diagnostiqué un 

neurofibrome plexiforme grossissant dans son hémipelvis gauche, qui a été 

biopsié et qui a démontré des zones de pléomorphisme nucléaire inquiétantes, 

ce qui a incité l 'ablation chirurgicale pour des raisons diagnostiques. Son 

neurofibrome plexiforme est réapparu à trois reprises: la même année (à 12 

ans), à 14 ans et à 18 ans. Le neurofibrome plexiforme récidivant contenait 

quelques foyers suspects de MPNST de bas grade (prolifération accrue, 

pléomorphisme nucléaire…) À 25 ans, on lui a diagnostiqué une MPNST de haut 

grade survenant au même endroit, qui a été retirée chirurgicalement. Un an plus 

tard, à 26 ans, elle développa une maladie largement métastatique, avec des 

métastases au poumon et une atteinte rétropéritonéale. La formation de MPNST 

nécessite l 'acquisition de mutations génétiques supplémentaires qui coopèrent 

avec la perte de la fonction du gène NF1 pour favoriser la transformation 

maligne. Dans les tumeurs murines et humaines, des altérations des gènes 

TP53, CDKN2A et EGFR contribuent à la pathogenèse de MPNST (Watson et 

al., 2006; Riddle et al., 2010). De même, des études antérieures avaient util isé 

diverses plateformes de découverte pour identifier d'autres gènes essentiels à 

la progression maligne du neurofibrome plexiforme humain (Watson et al., 2006; 

Yu et al., 2011; Miller et al., 2009; Upadhyaya et al., 2012; Fang et al., 2009). 

Malheureusement, peu de ces gènes sont communs à toutes les études et 

aucun n’est devenu un prédicteur précis de la pathogenèse de la maladie.  

Dans son etude, Hirbe et al., a établi la séquence d'événements génétiques 

associés à la transformation maligne et à la progression (métastases) des 

neurofibromes de la patiente. Un de ces gènes mutés (SPTN2 codant pour la 

βIII-spectrine) s'est avéré surexprimé dans la majorité des MPNST et son 

inhibition a considérablement ralenti la croissance de MPNST murine in vivo 

(Hirbe et al., 2015). Cette étude représente la première util isation du 

séquençage d'exome complet pour définir les événements moléculaires qui 

accompagnent la progression d'un neurofibrome plexiforme bénin vers une 

tumeur maligne et des métastases chez un seul individu. Bien que la séquence 

et la nature des altérations génétiques puissent être spécifiques à un individu 

donné, la découverte de la βIII-spectrine en tant que gène fréquemment muté et 
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protéine surexprimée dans d'autres MPNST souligne l' intérêt de cette approche 

pour identifier de nouvelles cibles. 

 

Afin de mieux comprendre les contributions génétiques (non associé à NF1) à la 

pathogenèse de la formation des neurofibromes plexiformes, l’équipe de Pemov 

et al., a effectué le séquençage de l'exome entier, le profilage RNASeq et la 

détermination du nombre de copies pour 23 cultures de cellules de Schwann à 

faible passage établies à partir d’échantillons de neurofibromes (provenant de 

résections chirurgicale) (Pemov et al., 2017). Leurs résultats ont montré que 

l’initiation des neurofibromes associée à la NF1, est provoquée par l’ inactivation 

somatique de la NF1. Ils ont observé trois mutations NF1 somatiques 

indépendantes dans trois neurofibromes du même individu, cohérentes avec 

une origine clonale. 

 

En 2018, l’équipe de Ferrer et al., a établi le profil pharmacologique et 

génomique (SNP Array, RNAseq et Whole Exome-Sequencing) de cellules de 

Schwann dérivées de neurofibromes plexiformes dans le cadre de la NF1. Ils 

ont ensuite réalisé un criblage quantitatif à haut débit basé sur la relation dose-

réponse (qHTS) avec une collection de 1 912 composés oncologiques util isés 

dans des essais de prolifération cellulaire sur microplaques de 1536 puits. Le 

criblage d’une telle bibliothèque avec des cellules de Schwann dérivées de 

patients humains pourrait fournir des informations importantes, notamment : (1) 

l ' identification de médicaments approuvés pouvant être réutilisés pour un 

traitement des neurofibromes, (2) la découverte de nouvelles cibles non 

envisagées auparavant pour le traitement de ces tumeurs et , (3) l’étude des 

combinaisons de médicaments en mettant l’accent sur la réponse différentielle 

entre les cellules NF1-/- et les cellules hétérozygotes ou normales (de type 

sauvage). 
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E. Les cellules souches comme source de cellules de Schwann 
 

1. Les cellules souches multipotentes 
 
 
Il existe différents types de cellules souches adultes multipotentes qui peuvent 

générer des cellules de Schwann. Bien que la plupart de ces cellules souches 

puissent être isolées selon des protocoles peu invasifs, le rendement final est 

généralement faible. 

 

Un type cellulaire présente cependant une accessibilité plus importante, il s’agit 

des cellules souches mésenchymateuses multipotentes (MSC). Elles sont une 

source évidente de cellules souches adultes pour les applications cliniques 

(Dezawa et al., 2001 ; Shimizu et al., 2007 ; Mimura et al., 2004 ; Caddick et 

al., 2006). On retrouve dans la littérature de nombreux protocoles de 

différenciations en cellules de Schwann à partir du tissu adipeux. En effet, ce 

tissu a été identifié comme une source très riche de MSC qui permet la 

génération in vitro de cellules de Schwann fonctionnelles in vivo (myélinisation 

des axones de la moelle épinière) (Kingham et al., 2007 ; Xu et al., 2008 ; Jiang 

et al., 2008). 

 

Les cellules souches dérivées de la peau (SKP) et les cellules souches de la 

crête neurale des follicules pileux (Epi-NSCS) sont deux autres sources 

accessibles de cellules souches adultes multipotentes avec un potentiel de 

différenciation en cellules de Schwann mais il s’agit de cellules difficiles à 

mettre en culture (Fernandes et al., 2004 ; Toma et al., 2005 ; McKenzie et al., 

2006 ; Sieber-Blum et al., 2004 ; Krause et al., 2014). 

 

En 2005, l’équipe de Amoh et collègues ont démontré qu’il était possible de 

différencier in vivo des cellules de follicules pileux humain en cellules de 

Schwann après transplantation in vivo (Amoh et al., 2005). Les souris 

présentaient des lésions du nerf sciatique et après transplantation ils ont 

constaté une récupération des axones abimés grâce aux cellules injectées qui 

sont venu coloniser la zone blessée. 

 

D'autres équipes ont isolé des sphères SKP, les ont différenciées en cellules de 

Schwann et les ont ensuite transplantées dans la moelle épinière d'un rat 

blessé afin d’induire une remyélinisation (Biernaskie et al., 2007). Cependant, 

ces cellules ont une pertinence clinique limitée pour les thérapies humaines. 
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2. Les cellules souches pluripotentes 
 
 
Les cellules souches pluripotentes, ESC et iPSC, ont le potentiel de générer 

des cellules de Schwann (Voir chapitre cellules souches). Contrairement aux 

cellules souches adultes, les cellules souches pluripotentes peuvent être 

considérées comme une source potentiellement infinie de cellules de Schwann. 

Les iPSC sont plus prometteuses pour l 'application clinique que les ESC, car 

elles peuvent être dérivées du patient et permettent un greffe autologue, tandis 

que pour le cas des ESC, un traitement immunosuppresseur est nécessaire. 

 

Idéalement, les cellules de Schwann peuvent être différenciées in vitro à partir 

des ESC et des iPSC en récapitulant avec précision leur ontogenèse, la 

formation de NCSC étant une étape intermédiaire cruciale. De nombreux 

protocoles ont été développés pour la génération de cellules de Schwann à 

partir des ESC ou iPSC chez le rongeur principalement. Cependant, chez 

l’homme, la différenciation des cellules pluripotentes en cellules de Schwann 

semble un peu plus compliquée donnant des résultats intéressants mais encore 

incomplets. 

 

Un certain nombre de chercheurs ont publié sur la différenciation des NCSC de 

souris et humaines (Tableau 5). Ces NCSC ont été différenciées en dérivées de 

la crête neurale tels que les neurones sensoriels et sympathiques (Pomp et al., 

2005), les cellules musculaires lisses, les mélanocytes (Motohashi et al., 2007) 

et les cellules de Schwann (Kawaguchi et al., 2010, Mizuseki et al., 2003, 

Rathjen et al., 2002). Des cellules de Schwann exprimant des marqueurs tels 

que GFAP, p75NTR, S100β et la protéine basique de la myéline (MBP) ont 

également été dérivés d’hES (Lee et al., 2007, Zhou et al., 2008 , Jiang et al., 

2009). Lee et al. a mis au point un protocole d'induction de crête neurale à 

partir d'hES, récapitulant la formation de neuroectoderme à l'aide de cellules 

nourricières MS-5 et une induction en crête neurale. Pour cela, ils ont util isé 

des morphogènes SHH, FGF8, BDNF et AA (Lee et al., 2007,Lee et al., 2010). 

La co-culture d’hES avec des cellules du stroma (SDIA) et la formation de 

rosettes neurales ont été util isées pour différencier et enrichir les NCSC 

dérivées des hES et qui sont p75NTR+. 

  

La différenciation finale vers les cellules de Schwann a été réalisée en les 

cultivant dans un milieu avec le facteur neurotrophique ciliaire (CNTF), la 

forskoline (FSK) et NRG1. D'autres protocoles pour la différenciation d’hES en 
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cellules de Schwann ont été développés en util isant des combinaisons : cellules 

stromales et formation de neurosphères en combinaison avec FGF2 (Pomp et 

al., 2005, Ziegler et al., 2011). Un groupe a également décrit la réparation de 

nerfs périphériques juste en util isant des cellules de Schwann dérivées de corps 

embryoïdes d’hES sans autre différenciation in vitro (Cui et al., 2008). À ce 

jour, seules quelques études ont montré une différenciation en NCSC et une 

différenciation en cellules de Schwann subséquentes à partir des CSPh (tableau 

5). Liu et al. a différencié des NCSC à partir de CSPh en util isant la formation 

d’EB et un milieu conditionné par la lignée de cellules stromales PA6 auquel 

était ajouté du FGF2, un inhibiteur de la voie ROCK et de l’acide ascorbique 

(Liu et al., 2012). Menendez et al. a publié un protocole pour la différenciation 

des CSPh en NCSC sans util isation de cellules stromales, bien qu'aucune 

génération de cellules de Schwann n'ait été montrée (Menedez et al., 2013). 

Des cellules de Schwann dérivées d'iPS ont été util isées pour la régénération 

nerveuse dans des modèles animaux. Wang et al. a différencié des hES et 

hiPSC en NCSC en util isant à la fois des EB et la formation de rosettes 

neurales, et un milieu sans sérum contenant du FGF2 et de l’EGF (Wang et al., 

2011). Les NCSC ont été triés par FACS pour l 'expression de p75NTR et 

différenciés in vitro vers le lignage des cellules de Schwann en util isant du 

CNTF, de la NRG1 et un analogue de l'AMPc : le dibutyryl cyclique-AMP 

(dbcAMP). Cependant, les auteurs ont rapporté que ces cellules de Schwann 

étaient impropres à la transplantation et que les NCSC seraient plutôt util isées 

pour l ' implantation. Les NCSC ont été ensemencées dans des conduits nerveux, 

implantés dans un modèle de lésion du nerf sciatique du rat et, après un mois, 

ont généré des cellules exprimant S100β, indiquant une différenciation gliale in 

vivo. Okawa et al. a util isé les cellules stromales (PA6) et du BMP4 pour 

différencier les cellules iPSC de souris GFP-positives en cellules de type crête 

neurale. Ces cellules ont ensuite été triées par FACS pour l 'expression de 

p75NTR et implantées par voie intramusculaire dans un modèle murin de 

neuropathie diabétique (Okawa er al., 2013). Certains groupes util isent la 

formation de neurosphères comme méthode de culture pour la formation de 

cellules de la crête neurale à la fois à partir des hES et hiPS (Ziegler et al., 

2011, Wang et al., 2011, Uemura et al., 2012, Ikeda et al., 2014 et Pomp et al., 

2008). 

  

Cependant, de telles approches souffrent toujours d'un faible rendement, d’un 

manque de pureté des cellules de Schwann différenciées, d'un processus de 

différenciation complexe et chronophage et d'un manque de fonctionnalité. 
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V. Objectifs 
 

A. Modélisation pathologique de la neurofibromatose de type 1 
 
La neurofibromatose 1 (NF1) est la plus fréquente des maladies génétiques autosomiques 

dominantes. Parmi la pléthore de symptômes, les plus pathognomoniques restent les 

manifestations cutanées que sont les tâches café-au-lait, les neurofibromes et les lésions 

osseuses. De manière générale, les symptômes associés à la pathologie ne sont pas fatal 

mais imputent grandement le patient dans sa vie quotidienne, d’un point vu aussi bien 

esthétique que pratique. 

 

L’équipe a montré en 2015, qu’il était possible de de phénocopier le phénotype 

hyperpigmentaire à partir des cellules souches pluripotentes portant la mutation causale 

NF1. Ce qui leur a également permis de mettre en évidence les mécanismes moléculaires 

associés. Ces résultats ont démontré que les cellules souches pluripotentes NF1 pouvaient 

permettre la modélisation pathologique de la NF1. C’est la raison pour laquelle je me suis 

intéressée aux autres phénotypes associés à la pathologie. L’objectif principal de cette 

thèse a été de modéliser les défauts osseux associés à NF1 à partir des cellules souches 

pluripotentes et plus particulièrement à partir des hiPSC. Afin de mettre en place un modèle 

humain in vitro du phénotype osseux, j’ai utilisé la capacité des cellules souches 

pluripotentes humaines à se différencier théoriquement en tous les types cellulaires de 

l’organisme dont les cellules du tissu osseux et plus spécifiquement en ostéoblastes. 

 

Notre stratégie scientifique a consisté à utiliser les cellules mésenchymateuses dérivées 

d’hiPSC saines et pathologiques afin d’obtenir des ostéoblastes et d’observer une différence 

phénotypique. Les lignées hiPSC NF1 ont été obtenues à partir de fibroblastes de 

neurofibromes de patients présentant des mutations différentes. Puis différenciées en 

cellules souches mésenchymateuses avant d’être dérivées en ostéoblastes. J’ai également 

fait le choix d’établir des lignées CRISPR isogéniques afin d’isoler le phénotype. Cette 

méthode a permis de mettre en évidence une anomalie de différentiation des cellules 

souches mésenchymateuses NF1 en ostéoblastes. Je me suis ensuite intéressée aux 

mécanismes moléculaires impliqués et associés à ce phénotype et j’ai testé des molécules 

(statines) utilisées dans certaines pathologies osseuses pour tenter de réverser le 

phénotype. Les résultats préliminaires étant prometteurs à la fois sur les lignées 

isogéniques obtenues par CRISPR et sur les lignées dérivées de patients NF1, un criblage 

thérapeutique sera mis en place à la suite de cette thèse. 
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B. Mise au point d’un protocole de différenciation des CSP en 
cellules de Schwann 

 
On retrouve dans la littérature de nombreux protocoles de différenciation des CSP en 

cellules de Schwann animales ou humaines. Cependant la validation de la fonctionnalité des 

cellules différenciées, à savoir leur capacité à former de la gaine de myéline autour des 

axones des neurones est très souvent difficile à atteindre. 

 

En se basant sur les différents protocoles existants, j’ai tenté de développer un nouveau 

protocole qui réponde aux différents critères de caractérisation des cellules de Schwann. Le 

temps de différenciation des CSP en cellules de Schwann se limite à une trentaine de jours 

avant de pouvoir les mettre en contact avec des cellules neuronales afin d’établir une 

interaction Schwann-neurone. Etant donné que j’ai utilisé les cellules souches pour la 

différenciation des cellules de Schwann, il était intéressant de valider leur capacité à 

interagir avec des motoneurones également issus de CSP. 

 

En effet, je disposais des forces nécessaires au sein du laboratoire pour différencier des 

hiPSC en motoneurones. Dans un souci de développer un modèle le plus proche possible 

de la physiologie humaine, j’ai différencié des motoneurones et des cellules de Schwann à 

partir de lignées d’hiPSC. Les cellules de Schwann et les motoneurones ont été mis en co-

culture afin de vérifier si les cellules de Schwann différenciées à partir d’hiPSC pouvaient 

interagir avec les motoneurones et si elles pouvaient s’enrouler autour des axones de ces 

derniers. Les résultats préliminaires obtenus sont prometteurs et permettent d’envisager à 

plus long terme la possibilité de médecine personnalisée concernant les pathologies liées 

aux cellules de Schwann. 
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VI. Matériel et Méthodes 
 
 
Génération et culture des hiPSC 

 

Quatre lignées humaines de cellules hiPSC ont été dérivées par transfection de fibroblastes 

cutanés adultes en utilisant les gènes hOCT4, hSOX2, hKLF4, hL-MYC et hLIN28 

(Addgene, Ca, USA, plasmides 27 076, 27 077, 27 078 et 27 080; Okita et al., 2011).: 

- deux fibroblastes primaires de type sauvage (Phenocell, Grasse, France) 

- deux provenant de neurofibromes plexiformes (Unité de recherche EA7331, 

Institut Cochin, Paris) 

 

Les lignées hiPSC ont été amplifiées jusqu'au 10ème passage avant différenciation. Le 

contrôle qualité a été validé par caryotypage, immunofluorescence, cytométrie en flux et RT- 

qPCR. 

Les deux lignées hiPSC distinctes Str-PC063 (XY) et Str-PC064 (XX), respectivement NF1-

1 et NF1-2, portent une mutation hétérozygote NF1 (c.1721 + 3A> G et c.2412delT) 

conduisant à l'apparition d'un codon stop dans le gène NF1. Les lignées cellulaires témoins 

PCi1432 (XY; Phenocell), renommée WT1 et PC069 (XX; Phenocell), renommée WT2. Les 

hiPSC sont cultivées sur une matrice xéno-free CellAdhere ™ Laminin-521 de mTeSR™ 1 

(technologie StemCell) et incubées à +37 °C, 5% de CO2 jusqu'à confluence (pendant 

environ 2 à 7 jours) en changeant le milieu tous les 2 jours. 

 

 

Différenciation en cellules mésenchymateuses 

 

Pour la différenciation, les cellules hiPSC ont été ensemencées sur de la gélatine à 0,1% 

(Sigma) dans un milieu MSC composé de KO-DMEM (Invitrogen), 20% (vol/vol) de FBS 

(Sigma), 1% d’acides aminés non essentiels (Invitrogen), 1% Glutamax (Invitrogen), 0,1% 

de β-mercaptoéthanol (Invitrogen), 0,1% de pénicilline/streptomycine (Invitrogen) additionné 

de 1mM d'acide ascorbique 2-phosphate (Aa2-P) (Sigma) et 10ng/ml de FGF2. La 

différenciation, l'expansion et la maintenance ont été effectuées par le CompacT SelecT 

(Sartorius Stedim Biotech). A la confluence, les cellules sont passées dans le même 

milieu jusqu'à présenter une morphologie MSC classique. Toutes les caractérisations 

moléculaires de hiPS-MSC WT et hiPS-MSC NF1 ont été effectuées systématiquement 

après 4 semaines de différenciation soit après 4 passages cellulaires au robot. 
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Différenciation en ostéoblastes 

 

Pour induire la différenciation ostéoblastique, les cellules hiPS-MSC WT et hiPS-MSC NF1 

ont été ensemencées à 3000 cellules/cm2 dans un milieu de différenciation ostéogénique 

(kit StemMACS ™ OsteoDiff, Miltenyi) dans une plaque 12 puits. Le milieu de culture est 

changé tous les deux jours. 

 

Coloration à la phosphatase alcaline (ALP) : 

Après 10 jours de différenciation des hiPS-MSC dans le milieu ostéoblastique, la présence 

d’ALP dans les cultures a été analysée. La coloration de l'ALP a été effectuée en fixant les 

cellules dans de l'éthanol à 95% pendant 20 minutes, puis les cellules on été lavées avec du 

PBS et enfin les cellules ont été colorées avec une solution de substrat BCIP/NBT (SIGMA) 

pendant 10 min à +37°C, 5% de CO2. Les cellules ont ensuite été analysées au 

microscope. 

 

Dosage de l'activité de la phosphatase alcaline : 

Les cellules ont été cultivées pendant 1 semaine. Le milieu a été changé deux fois par 

semaine. L’activité de l’ALP est détectée à l’aide d’un test colorimétrique effectué avec le 1- 

Step™ PNPP Substrate Solution (ThermoFisher Scientific). Le PNPP (sel disodique de 

phosphate de p-nitrophényle) est un substrat largement utilisé pour la détection de la 

phosphatase alcaline dans les applications à base d’ELISA. La solution de PNPP combinée 

avec l’ALP présente dans les cultures provoque une réaction enzymatique qui colore en 

jaune la solution qui absorbe la lumière à 405 nm. Le dosage est effectué à l’aide du 

CLARIOstar® (BMG LABTECH). 

 

Coloration au rouge alizarine : 

La minéralisation des cellules a été observée par coloration au rouge d'alizarine; après deux 

semaines de culture, les cellules ont été fixées 20 minutes avec de l'éthanol à 70%, puis 

lavées avec du PBS. Une solution de rouge d'alizarine (Millipore) a ensuite été ajoutée dans 

la plaque pendant 20 minutes supplémentaires. Les cellules ont ensuite été analysées au 

microscope. 

 

 

Différenciation en adipocytes 

 

Pour induire la différenciation en adipocytes, les cellules hiPS-MSC WT et hiPS-MSC NF1 

ont été ensemencées à 3000 cellules/cm2 dans un milieu de différenciation pour adipocytes 

(kit StemMACS™ AdipoDiff, Miltenyi) dans une plaque 12 puits. La coloration Bodipy a été 
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réalisée après une semaine de culture en fixant les cellules avec du tampon de 

perméabilisation FCM (Santa Cruz Biotechnology) pendant 5-10 min, puis les cellules ont 

été lavées dans du PBS. Enfin les cellules ont été colorées avec une solution de Bodipy 

(1/100) et Hoescht (1/3000) pendant 20min à température ambiante. Les images ont été 

prises à l'aide de la plate-forme HCS (High Content Screening) CellInsight™ CX5 

(ThermoFisher Scientific). Le logiciel détecte le nombre de cellules totales grâce au 

marquage Hoescht puis analyse le nombre de cellules positives au Bodipy permettant de 

quantifier le nombre de cellules différenciées en adipocyte. 

 

 

Extraction ARN et RT-qPCR 

 

L'ARN total a été extrait en utilisant le kit RNeasy Mini (Qiagen) selon le protocole du 

fabricant, et transcrit de manière inverse en utilisant le kit de transcription inverse 

SuperScriptIII (Invitrogen). 

La RT-qPCR a été réalisée en utilisant le système de PCR numérique QuantStudio 

(LifeTechnologies). Les analyses ont été effectuées sur 3 triplicats techniques pour chaque 

expérience. 

La quantification de l'expression génique est basée sur la méthode du Δ-cycle threshold 

(ΔCt) et a été normalisée à l'expression de CREBBP, SRP72 et 18S. Les amorces de PCR 

sont listées dans le Tableau 6. 

 

 

Western Blot 

 

Les cellules ont été lysées dans du tampon de lyse RIPA (Sigma-Aldrich) additionné d'anti- 

protéases (Sigma-Aldrich) et d'anti-phosphatase (Roche). L’électrophorèse SDS/PAGE a 

été réalisée en utilisant un gel électrophorèse acrylamide pré coulé BIO RAD 4-15% 

Criterion TGX (BIORAD). 

Les protéines ont été transférées sur des membranes de nitrocellulose en utilisant le 

système de transfert Trans-Blot® Turbo™ (BIORAD). Après incubation avec des anticorps 

primaires spécifiques (Tableau 7), les membranes ont été lavées au PBS. Les membranes 

ont été incubées avec des anticorps secondaires couplés HRP. La révélation a été 

effectuées en utilisant les réactifs de détection de transfert Western Amersham ECL Plus 

(GE Healthcare). La quantification a été effectuée à l'aide du logiciel ImageJ. 
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Cytométrie en flux 

 

Les cellules ont été détachées des plaques de culture, fixées et perméabilisées avant 

marquage avec des anticorps spécifiques aux MSC et aux ostéoblastes (Tableau 7). Des 

contrôles spécifiques à l'isotype ont été effectués sans anticorps primaire. Les cellules ont 

été analysées avec l'analyseur MACSQuant® (Myltenyi Biotec ©). 30 000 événements ont 

été analysés pour chaque expérience. 

 

 

Tests de prolifération 

 

IncuCyte® : 

Les hiPS-MSC WT et NF1 sont ensemencées dans des plaques de cultures 12 puits à 4000 

cellules/cm2, puis incubées à +37 °C, 5% de CO2 dans l’appareil IncuCyte® qui permet 

l’analyse en temps réel de cultures cellulaires. Le milieu de cellules est changé tous les 

deux jours. L’IncuCyte® permet l’acquisition d’images 24h sur 24h des cellules vivantes. 

Des photos ont été prises toutes les 2h pendant 10 jours puis analysées par l’appareil afin 

de pouvoir établir une cinétique de confluence de chaque lignée au cours de ces 10 jours de 

culture. 

 

Marquage nucléaire des cellules au DAPI 

Les cellules sont ensemencées dans des plaques de cultures 12 puits à 4000 cellules/cm2 

pour chaque lignée. Le milieu de culture est changé tous les deux jours pendant une 

semaine. Une heure après ensemencement (D0), les cellules de la première plaque sont 

fixées à la PFA 4% pendant 10 min puis colorées avec une solution PBS/DAPI (1/3000e) 

pendant 5 min pour marquer les noyaux. Après lavage au PBS, les cellules sont analysées 

à l’aide d’un imageur CellInsight CX7 de Thermofischer. Tous les deux jours, une plaque de 

cellules de chaque lignée est fixée à la PFA 4%, marquée au DAPI puis analysée à 

l’imageur. 

 

 

Pré-criblage moléculaire 

 

AZD8055 a été fourni par Selleckchem. PD0325901 et Simvastatin ont été achetés chez 

Calbiochem. L'atorvastatine provient de chez TOCRIS. Les molécules ont été dissoutes 

dans du diméthylsulfoxyde (DMSO) et ont été ajoutées aux milieux de culture 

ostéoblastiques à des concentrations finales ne contenant pas plus de 0,1% de DMSO afin 

de ne pas induire une cytotoxicité. Les gammes de concentrations ont été choisies en 
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fonction de la littérature : la simvastatine et l’atorvastatine ont été testées à 10 µM – 1 µM – 

0,1 µM – 0,01 µM – 0,001 µM – 0,0001 µM. L’AZD8055 a été testé à 0,16 µM – 0,08 µM – 

0,04 µM – 0,02 µM – 0,01 µM – 0,005 µM. Pour finir, le PD0325901 a été testé à 2 µM – 1 

µM – 0,5 µM – 0,25 µM – 0,125 µM – 0,0625 µM. Les quatre lignées hiPS-MSC ont été 

ensemencées à 3000 cellules/cm2 en triplicat pour chaque concentration sur des plaques 

96 puits et les cellules ont été lancées en différenciation ostéoblastique. Les cellules ont été 

traitées avec la molécule ou avec 0,1% de DMSO en tant que contrôle négatif. Tous les 

deux jours, à chaque changement de milieu osteoblastique, la molécule testée était ajoutée 

extemporanément au milieu. 

 

 

Co-culture hiPS-Schwann et hiPS-Motoneurone 

 

Les motoneurones ont été différenciés à partir des hiPS-PC069 et fournis par la société 

Phenocell. Les cellules de Schwann ont été différenciées à partir des hiPS-PCi1432. Les 

hiPS-Schwann sont ensemencées sur des Lab-Tek® 2 puits à 25 000 cellules/cm2. Le 

milieu de culture est changé tous les deux jours et lorsque les cellules sont arrivées à 

confluence, les hiPS-Schwann sont ensuite marquées au CFSE. Le CFSE est capable de 

diffuser passivement dans les cellules. Il peut être conservé dans la cellule pendant une 

période extrêmement longue. De plus, une fois que le colorant a été incorporé dans la 

cellule, il n'est pas transféré aux cellules adjacentes. Les cellules sont donc incubées 

pendant 20 min à température ambiante et à l’abri de la lumière puis lavées au PBS. Un jour 

après l’incorporation du CFSE dans les cellules hiPS-Schwann, les hiPS-Motoneurones sont 

ensemencées sur le tapis des cellules hiPS-Schwann à 50 000 cellules/cm2 dans un milieu 

spécifique aux motoneurones. La co-culture est entretenue pendant 7 jours avec un 

changement de milieu tous les deux jours. A l’issue des 7 jours, la co-culture est fixée à la 

PFA 4% pendant 5 min puis marquée avec Tuj1 (1/1000e). Les cellules sont ensuite 

analysées en microscopie confocale (ZEISS LSM 880). Les images en 3D ont été obtenues 

par le principe de z-stack qui consiste à l’empilement de prise de vues successives de la 

même image à des profondeurs de l’axe « z » différentes. Les images obtenues ont ensuite 

été traitées à l’aide du logiciel Carl Zeiss ZEN. 

 

 

Immunofluorescence 

 

Pour les analyses d’immunofluorescences, les cellules ont été fixées à la PFA 4% pendant 5 

min puis lavées trois fois au PBS. Une étape de perméabilisation est effectuée avec une 

solution de PBS/Triton10X pendant 15 min suivie d’une étape de saturation avec une 
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solution de PBS/BSA5% pendant 1h. Les cellules sont ensuite incubées avec les anticorps 

d’intérêts (Tableau 7) pendant 1h à température ambiante. Les anticorps secondaires sont 

ensuite incubés pendant 1h à température ambiante. Les images sont prises par 

microscopie à épifluorescence. 

 

 

Analyses statistiques 

 

Les analyses statistiques ont été effectuées en one-way ANOVA d’un test de comparaison 

multiple de Dunnett. Les valeurs de p <0,05 ont été considérées comme significatives. Les 

résultats sont exprimés mean±SD, normalisés à l'expression dans le contrôle MSC dérivé 

de la lignée WT. 

 
Tableau 6 : Séquences des primers utilisés pour la RT-qPCR 

 

Gene Sequence 

Forward Reverse 

GATA6 AAAGACTTGCTCTGGTAATAGC GGCTGTAGGTTGTGTTGTGG 

PAX6 AGTGAATCAGCTCGGTGGTGTCTT TGCAGAATTCGGGAAATGTCGCAC 

T (Brach) TAGCGAGAAATATGCCGAGGAG GAGCTGCGTGATCCGATGG 

HAND1 TCAAGGCTGAACTCAAGAAGG CGGCTCACTGGTTTAACTCC 

NODAL AGAAGATGTGGCAGTGGATGG GCTCTGTGTCGGGCTTTGG 

NF1 GCACTGTACGGTCCTTGCAA ATGGAGTGCATGAGACCACTGT 
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RUNX2   

COL1A1 CCCCTGGAAAGAATGGAGAT CCATCCAAACCACTGAAACC 

ALP CCACGTCTTCACATTTGGTG AGACTGCGCCTGGTAGTTGT 

SOX10 CTTGGGACACGGTTTTCCACT AACGCCCACCTCCTCGG 

MBP GCAGAGCGTCCGACTATAAAT ACTACTCTTCCTCCCAGCTTA 

MPZ ACTGGATGCGCTCTTTGAA TGCCATTTCGATCTTCCACTAT 

ERBB3 CTGGTATTGGTTTCTCAGCATCG GGTGCTGGGCTTGCTTT 

KROX20 AGCAAAGCTGCTGGGATATG CTTTGACCAGATGAACGGAGTG 

GFAP CCAGCGCCTCCTGATAAC CAGTTGCAGTCCTTGACCT 

S100 TGTCCAGTGTTTCCATGACTT GCTCATCAACAATGAGCTTTCC 

CAD19 GAGATGTCTCCAGAAGGAACATTA

G 

CTGGCCTTGAAGTAAGCTGTAG 

PAX3 AGTTCCATCAGCCGCATC TTCTTCTCGCTTTCCTCTGC 
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PAX7 CAAGATTCTTTGCCGCTACC TTCAGTGGGAGGTCAGGTTC 

CD56 TCCTCCACCCTCACCATCTA CACACAATCACGGCATCTTC 

MYP5 AACCCTCAAGAGGTGTACCAC AGGACTGTTACATTCGGGCAT 

MYOD GGGGCTAGGTTCAGCTTTCT CTACATTTGGGACCGGAGTG 

MYOG TAAGGTGTGTAAGAGGAAGTCG CCACAGACACATCTTCCACTGT 

MRF4 GGAGCGCCATCAGCTATATTG ATCCGCACCCTCAAGATTTTC 

DESMINE TACATTTGGGACCGGAGTG TCACCGTCTTCTTGGTATGGA 

DYSTROPHINE GTGGGAAGAAGTAGAGGACTGT TCCTGTAGGTCACTGAAGAGGT 

TITINE TTCTGCTGGCCTAAGCTCAC ATGGTTTCCCGGGTGACATC 

CREBBP GAGAGCAAGCAAACGGAGAG AAGGGAGGCAAACAGGACA 

SRP72 TCTGCCTCTACAAGTAACATCAT CTCATCACCAGCCACCTT 

18S GAGGATGAGGTGGAACGTGT TCTTCAGTCGCTCCAGGTCT 
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Tableau 7 : Liste des anticorps utilisés 

 

Name Species Reference 

 

NF1 

 

Rabbit sc-67 (Santa Cruz Biotechnology) 

 

TRA-1-81 

 

Mouse 330706 (Biolegend) 

 

SSEA4 

 

Mouse 330406 (Biolegend) 

 

NANOG 

 

Rabbit ab9220 (Abcam) 

 

SOX2 

 

Rabbit 651902 (Biolegend) 

 

OCT4 

 

Rabbit ABD116 (Millipore) 

 

mTOR (7C10) 

 

Rabbit 2983 (Cell Signaling Technology) 

 

Phospho-mTOR  

(Ser2448) (D9C2) 

 

Rabbit 5536 (Cell Signaling Technology) 

 

P44/42 MAPK (Erk1/2) 

 

Rabbit 9102 (Cell Signaling Technology) 

 

Phospho-p44/42 

MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) 

 

 

Rabbit 

 

9101 (Cell Signaling Technology) 

 Rabbit 4691 (Cell Signaling Technology) 
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Akt (pan) (C67E7) 

 

 

Phospho-Akt (Ser473) (D9E) 

 

Rabbit 4060 (Cell Signaling Technology) 

 

MEK1/2 

 

Rabbit 9122 (Cell Signaling Technology) 

 

Phospho-MEK 1/2 (Ser217/221) 

 

Rabbit 9121 (Cell Signaling Technology) 

 

β-actine, HRP conjugate (AC-15) 

 

Mouse A3854 (Sigma) 

 

Polyclonal Rabbit Anti-Goat 

Immunoglobulins/HRP 

 

Rabbit P0449 (DAKO) 

 

CAD19 

 

Rabbit 11473-1-AP (Proteintech) 

 

Tuj1 

 

Mouse MAB1195 (R&Dsystem) 

 

MBP smi94 

 

Mouse 836502 (Biolegend) 

 

ALP-PE 

 

Mouse FAB1448P (R&Dsystem) 

 

S100 

 

Rabbit Z0311 (DAKO) 

 

CD29 (TS2/16) 

 

Mouse 303016 (Biolegend) 
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CD44  

 

 

Mouse 

 

550989 (BD Pharmingen) 

 

CD73 (AD2) 

 

Mouse 344006 (Biolegend) 

 

CD166  

 

Mouse 343904 (Biolegend) 

 

α-actinine  

 

Mouse A5060 (Sigma) 

 

Desmine 

 

Mouse NCL-L-Des-DerII (Novocastra) 
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VII. Résultats 
 

A. Modélisation pathologique de la neurofibromatose de type 1 
 

1. Contexte de l’étude 
 
Dans la neurofibromatose de type 1, les anomalies osseuses se caractérisent par une 

ostéoporose généralisée, une dysplasie de l’aile sphénoïdale, une dysplasie des os longs et 

des scolioses. 

Dans le cas des dysplasies osseuses sur les os longs, le tibia est le site préférentiellement 

touché dans NF1. En effet, les patients atteints présentent une courbure anormale du tibia 

qui augmente le risque de fractures et qui conduit à une pseudarthrose non cicatrisante 

(Alwan et al., 2007; Elefteriou et al., 2009). 

 

Aujourd’hui la pathogénie de ces symptômes handicapants est encore incertaine. 

Cependant, certaines études animales suggèrent que les problèmes osseux seraient dus à 

une diminution de la formation osseuse (Yu et al., 2005; Li et al., 2009) et à une 

augmentation de la résorption osseuse (Yang et al., 2006; Li et al., 2009). 

 

De nombreux modèles murins ont été établis pour NF1 mais, comme souvent, ils ne 

récapitulent pas de façon complète les phénotypes humains (Jacks et al., 1994 ; Lakkis et 

al., 1998). 

 

Pour surmonter ces problèmes, certaines approches permettant la création de plusieurs 

modèles de souris NF1 conditionnelles «knock-out» qui reproduisent de nombreux 

symptômes (Reilly et al. 2000 ; Zhu et al., 2005 ; Parada et al., 2005 ; Kolanczyk et al., 2008 

; Lee et al., 2010 ; Wang et al., 2011) ont été développées . 

Seul le modèle de souris NF1 (Nf1col2 -/-) présente un spectre étendu des lésions osseuses 

observées chez les patients NF1 (Wang et al., 2011). 

 

Dans cette partie d’étude, j’ai avancé l’hypothèse que le développement d'ostéoprogéniteurs 

dérivés d’hiPS pourrait constituer un outil performant pour la compréhension des 

symptômes et l'analyse des mécanismes moléculaires de cette pathologie. La première 

étape a été de modéliser le phénotype osseux dans NF1 à partir de CSPh. La 

neurofibromine joue un rôle essentiel dans la modulation de la différenciation des 

ostéoblastes à partir des cellules souches mésenchymateuses (MSC). En effet, Wu et al., 

montre que les MSC Nf1+/- provenant de souris Nf1+/- ont une prolifération accrue par 

rapport aux MSC de types sauvages (WT) (Wu et al., 2006). Ils ont aussi constaté que les 

MSC Nf1+/- ont une capacité altérée de différenciation en ostéoblastes par coloration à la 
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phosphatase alcaline. La différenciation en ostéoblastes des MSC Nf1+/- est en adéquation 

avec la réduction de l'expression de marqueurs ostéoblastiques tels que l’ostéocalcine et 

l’ostéonectine. Leurs résultats suggèrent donc que la neurofibromine joue un rôle crucial 

dans la modulation de la différenciation des MSC en ostéoblastes et que le défaut de 

différenciation des ostéoblastes pourrait contribuer au moins en partie aux anomalies 

osseuses observées chez les personnes atteintes de NF1 (Li et al., 2017 ; Wu et al., 2006). 

 

L’objectif de cette partie de thèse était donc de vérifier si les résultats observés chez les 

souris Nf1+/- étaient reproductibles avec des MSC dérivées d’hiPS-NF1. 

 

Dans cette étude, j’ai utilisé des lignées d’hiPS dérivées de fibroblastes de deux patients 

NF1 porteurs de deux mutations différentes pour les différencier en ostéoblastes afin 

d’établir un nouveau modèle du déficit d’ostéogenèse NF1.  

 

La mutation de la première lignée d'hiPS NF1 (hiPS-NF1-1) est une délétion dans l'exon 15 

(c.1721+3A>G (NM_000258.1) qui modifie le site d'épissage de l'intron, ce qui se traduit par 

un codon stop prématuré 13 acides aminés en aval de cet exon. 

La seconde lignée d'hiPS NF1 (hiPS-NF1-2) présente une délétion du 3ème nucléotide (T) 

de l'exon 21 (c.2412del, (NM_000258.1 ), qui conduit à un codon stop prématuré 16 acides 

aminés en aval de cet exon (Tableau 8). J'ai également utilisé deux lignées d'hiPS 

sauvages dérivées de fibroblastes. Toutes les lignées d'hiPS ont été établies au sein de la 

société Phenocell (Fig. 19). 
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2. Induction des CSPh en cellules souches mésenchymateuses 

in vitro. 
 
 

a) Différenciation au robot des CSPh en MSC. 
 
Les cellules souches mésenchymateuses (MSC) sont impliquées dans la régénération 

osseuse après une blessure. Ce sont des cellules pluripotentes qui ont le potentiel de se 

différencier en un nombre limité de types cellulaires comprenant les adipocytes, les 

ostéoblastes et les chondrocytes. Dans le but d’étudier les conséquences de la perte 

d’expression de la neurofibromine sur l’ostéogénèse, j’ai différencié des CSPh en MSC. 

 

Afin d’établir des lignées de cellules MSC les plus homogènes possible, j’ai décidé de 

standardiser le processus de différenciation des hiPS en MSC en utilisant l’automate de 

culture cellulaire CompacT SelecT™ de Sartorius pour la différenciation et l’amplification 

des cellules. 

 

Deux lignées saines hiPS qui serviront de contrôles cellulaires et deux lignées NF1 d’hiPS 

sont différenciées dans l’automate. Pour cela, les cellules hiPS sont ensemencées à deux 

densités différentes (25 000 cellules/cm2 et 45 000 cellules/cm2) dans des flacons de 

culture préalablement gélatinés pour optimiser le départ en différenciation de cellules 

mésenchymateuses. Les cellules sont dès lors cultivées avec un milieu de culture spécifique 

à la différenciation mésenchymateuse contenant du FGF2 et de l’AA2P (acide ascorbique 2- 

phosphate). Lorsque les cellules atteignent la confluence, au bout d’une dizaine de jours, le 

premier passage au robot est effectué (Fig. 20). 

 

Les cellules sont dissociées à la Trypsine-EDTA (0,05%) et réensemencées à 4000 

cellules/cm2 dans de nouveaux flacons. Pendant les trois passages suivant, les cellules 

seront à chaque fois réensemencées à 4000 cellules/ cm2. Après quatre passages au robot, 

les cellules sont cryoconservées à 1 million de cellules par tube de congélation. Pour 

chaque lignée, environ 90 tubes de cellules ont été congelés. Au cours de la différenciation 

des cellules au robot, la morphologie et la prolifération des cellules sont suivies grâce à la 

présence d’un module IncuCyte© (Sartorius), qui permet l’analyse de la confluence 

cellulaire. 

Les cellules différenciées sont homogènes et présentent une morphologie de type 

fibroblastique (Fig. 21 et données non montrées). L’analyse de la prolifération des cellules 

sur une semaine (à l’aide de l’IncuCyte© qui enregistre la confluence cellulaire) montre que 

les hiPS-MSC NF1 semblent atteindre la confluence plus rapidement que les hiPS-MSC WT 

(Fig. 22). 
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• Analyse morphologique 
 
Après décongélation d'un tube des banques de hiPS-MSC obtenues précédemment, les 

cellules (hiPS-MSC WT et hiPS-MSC NF1) sont remises en culture. Après une dizaine de 

jours on constate que les cellules différenciées sont homogènes et présentent une 

morphologie de cellules mésenchymateuses (cellules d'apparences fibroblastiques) (Fig. 

23). 

 
 
 

 

 
 

 

 
 
Figure 23 : Morphologie des cellules hiPS-MSC WT et hiPS-MSC NF1 après la décongélation 

par microscopie optique 

  

• Analyse par cytométrie en flux 
 
Les cellules sont décongelées et cultivées pendant un passage puis analysées en 

cytométrie en flux pour vérifier l’expression des marqueurs de surface CD29, CD44, CD73 

et CD166. 

hiPS-MSC WT-1 hiPS-MSC WT-2 

hiPS-MSC NF1-2 hiPS-MSC NF1-1 
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On constate que les cellules hiPS-MSC WT-1 présentent 99,4% de marquage positif pour 

CD29, 94,6% pour CD44, 98,4% pour CD73 et 98,6% pour CD166 (Fig. 24). Des résultats 

équivalents ont été observés pour les trois autres lignées (hiPS-MSC WT-2, hiPS-MSC 

NF1- 1 et hiPS-MSC NF1-2) (voir Tableau 9). Nos 4 lignées d’IPS se sont bien engagées 

dans le lignage mésenchymateux. 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 24 : Caractérisation des cellules souches mésenchymateuses différenciées à partir des 

hiPS-MSC WT-1 

Analyse par cytométrie en flux des marqueurs CD29 (99,4%), CD44 (94,6%), CD73 (98,4%) et 

CD166 (98,6%) après un passage post-décongélation. 

  

CD44 CD29 

CD73 CD166 







 
 

126 

3. Effet de la perte d’expression de la neurofibromine sur les 

hiPS-MSC 
 
La neurofibromine étant normalement exprimée dans les MSC, j’ai commencé par vérifier le 

niveau d’expression de son gène dans les différentes lignées d’hiPS-MSC. 

 

• Profil d’expression génique de la neurofibromine dans les hiPS-MSC 
 
Chez l’homme, l’équipe de Leskelä a démontré que suite à la perte d’expression de NF1 

dans des MSC de moelle osseuse de tibia de patient, les cellules présentaient des taux 

réduits d’ARNm et de protéine NF1 (Leskelä et al., 2009). J’ai en premier lieu réalisé des 

analyses par RT-qPCR et western blot afin de déterminer si la mutation entraîne une perte 

d’expression génique de la neurofibromine dans nos cellules. L’analyse du niveau 

d’expression du transcrit NF1 ne montre pas de différence significative entre les hiPS-MSC 

WT et les hiPS-MSC NF1 (Fig. 26). Par contre, au niveau protéique, on observe un niveau 

d’expression de la neurofibromine diminué dans les hiPS-MSC NF1 (Fig. 27). Ces résultats 

sont cohérents avec le type de mutation qui ne modifie pas la transcription de l’ARN. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 26 : Expression du transcrit NF1 dans les cellules MSC au passage 6 

Les données sont présentées sous forme de moyenne ± SD (n = 3). 
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• Analyse de la prolifération des hiPS-MSC suite à la perte de la 
neurofibromine. 

 
La perte d’expression de le neurofibromine entraine une prolifération des MSC chez les 

souris Nf1+/- (Wu et al., 2006). J’ai donc voulu vérifier si les cellules hiPS-MSC NF1 

présentaient également une augmentation de prolifération par rapport aux hiPS-MSC WT. 

Pour cela j’ai utilisé deux méthodes, une permettant de surveiller la confluence des cellules 

sur une semaine (Fig. 28A) et la deuxième permettant de compter le nombres de cellules à 

différents temps pendant une semaine également (Fig. 28B). 

 

L’état de confluence des cellules a été analysé à l’aide du lecteur IncuCyte® qui permet 

d’enregistrer ce paramètre pendant une dizaine de jours (Fig. 28A). On constate que les 

cellules hiPS-MSC WT-1 atteignent la confluence au bout de 7 jours (environ 175 heures). Il 

n’y aucune différence significative entre les hiPS-MSC WT-2 et les hiPS-MSC NF1-1, qui 

atteignent la confluence à 6 jours (environ 150 heures). Cependant, la différence entre l’ 

hiPS-MSC NF1-1 et l’hiPS-MSC NF1-2, qui atteint la confluence plus rapidement (environ 

125 heures), ne permet pas de conclure sur une prolifération plus importante des hiPS-MSC 

NF1. Cette expérience étant basée sur la confluence cellulaire et non sur le nombre de 

cellules, un deuxième test a été réalisé par comptage cellulaire. Pour cela, les cellules ont 

été ensemencées sur plaque de culture et marquées au DAPI à différents temps (tous les 

deux jours) afin d’identifier les noyaux des cellules et finalement analysées par un imageur 

qui a permis un comptage cellulaire (Fig. 28B). Le nombre de cellules a été rapporté au 

nombre de cellules à l’ensemencement (D0) et l’on peut constater qu’il n’y a pas de 

différence de prolifération significative entre les hiPS-MSC WT et les hiPS-MSC NF1. 
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Figure 28 : Analyse de la prolifération des hiPS-MSC 

(A) Analyse du pourcentage de confluence obtenue au bout de 10 jours de culture des hiPS-MSC (B) 

les cellules ont été marqués au DAPI et le comptage a été effectué à différents jours après 

l’étalement des cellules (D0). Les résultats ont été rapportés au Jour 0 pour normalisation. Les 

résultats sont exprimés en moyenne ± SD (n = 3). *** P <0,001 déterminé par une two-way ANOVA 

suivi du test de comparaison de Dunnett 

 
 
 
Les tests mis en place pour analyser si la perte de l’expression de la neurofibromine 

affectait la prolifération des MSC montrent que ce paramètre n’est pas altéré dans les hiPS-

MSC NF1. 
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• Analyse de l’impact sur les voies RAS/MAPK et AKT/mTOR dans les hiPS-
MSC NF1 

 
Une sur-activation de la voie RAS a été rapportée dans des MSC humaines issues de 

moelle osseuse de tibia de patients NF1 souffrant de pseudoarthrose tibiale. Notamment, 

des niveaux plus élevés de phosphorylation des voies de p44/42 MAPK ont été constaté. Li 

et al. ont également montré que le gène NF1 module la différenciation ostéogénique et la 

prolifération cellulaire de BMSC humaines via la voie mTOR (Li et al., 2017). Les protéines 

des lignées hiPS- MSC WT et NF1 ont été extraites puis analysées par Western blot pour 

les voies ERK et AKT/mTOR (Fig. 29). 

 

On constate que les niveaux d’expression de P-ERK/ERK des hiPS-MSC WT ne sont pas 

significativement différents des niveaux d’expression des hiPS-MSC NF1. De la même 

manière, on n’observe pas de différence entre les hiPS-MSC WT et NF1 concernant les 

niveaux d’expression P-mTOR/mTOR. Cependant, on constate une discrète sur-activation 

de la voie AKT des hiPS-MSC NF1-2 (x1,5) par rapport aux hiPS-MSC WT-1. Mais aucune 

différence n’est observée entre les hiPS-MSC NF1-2 et les hiPS-MSC WT-2. Tout comme 

pour les hiPS-MSC NF1-1 par rapport aux hiPS-MSC WT-1 et WT-2 (Fig. 29) 

 
 
 
 
 

 
 
Figure 29 : Analyse des voies de signalisation régulées par la neurofibromine 

Les résultats sont exprimés en moyenne ± SD (n = 3) et normalisés par rapport à l’expression de la β-

actine. * P <0,01 déterminé par une one-way ANOVA suivi du test de comparaison de Tukey. 
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Un marquage au rouge alizarine, qui permet de visualiser la mise en place de la 

minéralisation en liant les sels de calcium présents dans les cellules, est effectué après 21 

jours de différenciation. On observe que la minéralisation s’est bien mise en place dans nos 

cultures d’hiPS-MSC WT-1 et WT-2 puisque l’on peut constater des dépôts de calcium 

colorés en rouge (Fig. 32A). Cependant, la minéralisation ne semble pas être mise en place 

après 21 jours de différenciation dans les cellules hiPS-MSC NF1 (Fig. 32B). Ces résultats 

montrent que les cellules hiPS-MSC NF1 ont des difficultés à se différencier en 

ostéoblastes. 

 
 
 
 

 

 
 
 

 
 
Figure 32 : Marquage au rouge alizarine des hiPS-MSC différenciées en ostéoblatses 

(A) hiPS-MSC WT-1 et hiPS-MSC WT-2 après 10 jours de différenciation. (B) hiPS-MSC NF1-1 et 

hiPS-MSC NF1-2 après 10 jours de différenciation. (n=3). 

  

hiPS-MSC WT-2 hiPS-MSC WT-1 

hiPS-MSC NF1-2 hiPS-MSC NF1-1 



 
 

134 

De ces deux types de marquages, on peut conclure que les hiPS-MSC WT ont la capacité à 

se différencier in vitro en ostéoblastes à partir de MSC dérivées d’hiPS. Cette différenciation 

est moins efficace dans les cellules hiPS-MSC NF1. 

 

Ce phénotype est décrit dans la littérature, ce qui nous fait penser que nos lignées de MSC 

dérivés d’hiPS NF1 constituent un modèle utile pour l’étude du phénotype osseux de la 

pathologie et innovant grâce à l’utilisation des cellules souches induites à la pluripotence. 

Afin de caractériser plus précisément ce phénotype, les études précédentes ont été 

complétées par l’analyse des profils géniques et protéiques de ces cellules. 

 
 

5. Analyse du phénotype ostéoblastique lié à la perte 
d’expression de la neurofibromine. 

 
Dans le but de confirmer ce phénotype j’ai quantifié par cytométrie en flux le nombre de 

cellules exprimant la phosphatase alcaline après différenciation en ostéoblastes. Puis j’ai 

étudié l’activité de la phosphatase alcaline dans nos cultures d’ostéoblastes dérivés des 

hiPS-MSC par colorimétrie. 

 

• Quantification du phénotype par cytométrie en flux. 
 
A la fin de la différenciation des hiPS-MSC en ostéoblastes, les cellules sont marquées à la 

phosphatase alcaline (ALP) afin de quantifier le nombre de cellules différenciées en 

ostéoblastes dans chaque lignée. L’analyse en cytométrie de flux montre une population 

cellulaire à 20% et 12% positive respectivement pour les hiPS-MSC NF1-1 et hiPS-MSC 

NF1-2 contre des populations exprimant ALP à 60% pour les hiPS-MSC WT-1 et plus de 

80% pour les hiPS-MSC WT-2 (Fig. 33). Ces résultats confirment que les hiPS-MSC NF1 se 

différencient moins efficacement que les cellules hiPS-MSC WT en ostéoblastes. 
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Figure 34 : Analyse par colorimétrie de l'activité ALP au bout de 10 jours de différenciation 

ostéoblastique 

Les résultats sont exprimés en moyenne ± SD (n = 3). **** P <0,0001 déterminé par une one way 

ANOVA suivi du test de comparaison de Tukey. 

 
 
 
 
L’analyse de la phosphatase alcaline dans nos cellules hiPS-MSC WT et NF1 différenciées en 

ostéoblastes a permis de constater que les cellules NF1 présentaient une différenciation en 

ostéoblastes diminuée. En effet, on constate que les cellules hiPS-MSC NF1-1 et NF1-2 

différenciées en ostéoblastes présentent moins de coloration à l’ALP que les hiPS-MSC WT- 1 et 

WT-2. Les analyses par cytometrie en flux ont permis de quantifier cette différence entre les 

cellules hiPS-MSC WT qui expriment l’ALP à plus de 60% alors que les cellules hiPS- MSC NF1 

n’expriment l’ALP qu’à 20%. Pour finir, l’activité de l’ALP dans nos cultures de hiPS-MSC 

différenciées en ostéoblaste à permis de confirmer que les hiPS-MSC NF1 présentaient une 

activité diminuée par rapport aux hiPS-MSC WT. On peut donc conclure que le gène NF1 

semble important dans la bonne différenciation des cellules MSC en ostéoblastes. 

 
 

• Analyse du profil d’expression génique des hiPS-MSC différenciées en 
ostéoblastes 

 
Toutes les lignées d’hiPS-MSC ont été différenciées en ostéoblastes comme décrit dans la figure 

30. Les ARNm de chaque culture ont été récupérés au lancement de la différenciation (J0) puis 

sept jours plus tard (J7). Les échantillons ont été analysés par RT-qPCR pour vérifier les niveaux 
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d’expression des marqueurs ostéoblastiques tels que l’ALP : enzyme qui participe à la mise en 

place de la minéralisation, RunX2 : protéine responsable de l'induction de la différenciation des 

cellules mésenchymateuses multipotentes en ostéoblastes immatures, ainsi que de l'activation 

de l'expression de plusieurs protéines qui maintiennent la différenciation des ostéoblastes, et 

Col1A : protéine de matrice extracellulaire à haute résistance à la traction et composante 

principale du tissu conjonctif. Pour chaque lignée, le niveau d’expression à J7 est normalisé par 

rapport au J0 (Fig. 35). 

 

Les hiPS-MSC WT-1 présentent une augmentation du niveau d’expression de l’ALP à J7 dix fois 

supérieur par rapport au niveau à J0. De la même manière, les hiPS-MSC WT-2 présentent une 

augmentation à J7 de plus de 100 fois supérieur au niveau d ‘expression d’ALP à J0. Les hiPS-

MSC NF1 montrent également une augmentation des niveaux d’expressions d’ALP mais de 

manière moins prononcée : moins de 10 fois supérieur par rapport à J0 pour chacune des 

lignées. 

 

RunX2 qui est un facteur de transcription essentiel pour la différenciation ostéoblastique n’est 

augmenté que dans les hiPS-MSC WT-2 à J7. Les hiPS-MSC WT-1 et les hiPS-MSC NF1-1 et 

NF1-2 ne montrent aucune différence entre J0 et J7. 

 

A J7, les hiPS-MSC WT-2 montrent une augmentation d’expression de Col1A de presque 10 fois 

par rapport au J0. Cependant on constate que chez les hiPS-MSC WT-1, le Col1A n’est pas 

beaucoup plus exprimé qu’à J0 (2 fois), alors que les hiPS-MSC NF1-2 montrent une 

augmentation 5 fois supérieur par rapport au J0. Les hiPS-MSC NF1-1 ne montrent pas plus 

d’expression de Col1A à J7 qu’à J0. 

 

Les résultats obtenus pour l’ALP sont en concordance avec les résultats précédents, les hiPS-

MSC WT différenciées en ostéoblaste présentent une plus forte expression de ce marqueur par 

rapport aux hiPS-MSC NF1. Les niveaux d’expression de RunX2 et Col1A quant à eux ne 

permettent pas de conclure sur une meilleure différenciation des hiPS-MSC WT par rapport aux 

hiPS-MSC NF1. 
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Figure 35 : Expression des marqueurs de différenciation ostéoblastique à J0 et J7 dans les 

hiPS-MSC WT et hiPS-MSC NF1 

Les données sont présentées sous forme de moyenne ± SD de triplicat techniques. 

 
 

• Analyse des voies de signalisation RAS/MAPK et AKT/mTOR dans les 
hiPS-MSC différenciées en ostéoblastes 

 
La signalisation Ras augmente la prolifération des cellules souches/progénitrices dans de 

nombreux tissus. L'activation de Kras augmente la prolifération des cellules hématopoïétiques de 

la moelle osseuse (Chan et al., 2013 ; Braun et al., 2004 ; Van Meter et al., 2007). 

Yu et al ont décrit que l’'activation de Ras par la perte partielle du gène Nf1 dans les cellules 

ostéoprogénitrices augmente la prolifération et provoque une apoptose prématurée (Yu et al., 

2005). Les différentes études sur ce sujet n’ont cependant pas confirmé que l’apoptose était 

significativement augmentée, laissant plutôt à penser que l'augmentation de la prolifération est 

l'effet dominant de l'activation de Kras dans les cellules ostéoprogénitrices. Il existe encore peu 
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d’études sur le rôle de la voie de signalisation Ras-MAPK dans les cellules progénitrices des 

ostéoblastes de l'os in vivo. Matsushita et al. ont montré que la voie de signalisation ERK dans 

les cellules progénitrices mésenchymateuses favorise la différenciation des ostéoblastes et la 

formation osseuse au cours du développement squelettique précoce (Matsushita et al., 2009). 

L’équipe de Papaioannou et al. a également mis en évidence que la voie PI3K via AKT joue 

également un rôle important dans la prolifération des ostéoprogéniteurs (Papaioannou et al., 

2016). 

 

Je me suis donc intéressée à l’impact que pouvait avoir la perte de la neurofibromine sur la 

régulation des voies de signalisation en aval de RAS dans les ostéoblastes, par une analyse du 

profil protéique des formes phosphorylées ou non de ERK-AKT-mTOR dans les cellules hiPS-

MSC WT et NF1. Mes résultats montrent que ces voies ne sont pas significativement altérées 

dans les cellules NF1 (Fig. 36). On observe cependant une forte variabilité intra-groupe ; cette 

étude devra être reproduite avec d’avantage d‘échantillons. 
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Figure 36 : Analyse des voies de signalisation normalement régulées par la neurofibromine 

Les résultats sont exprimés en moyenne ± SD (n = 3). 
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6. Utilisation de molécules potentiellement actives dans la 

restauration d’un phénotype normal dans les cellules NF1. 
 
Dans cette dernière partie, je me suis intéressée à la possibilité de restaurer un phénotype 

normal à l’aide i) de molécules qui agissent sur les voies impactées par la perte d’expression de 

la neurofibromine et ii) de molécules utilisées dans des pathologies associées à des défauts 

osseux comme l’ostéoporose. 

 
 

• Inhibiteurs de la voie RAS 
 
J’ai testé des inhibiteurs des voies de signalisation qui sont impactées par NF1 tels que le 

PD0325901, inhibiteur des voies ERK et l’AZD8055 inhibiteur du complexe C1 et C2 de mTOR 

dans le but de vérifier si la différenciation ostéoblastique pouvait être potentialisée dans les 

hiPS-MSC NF1. 

 

Le traitement par PD325901 est sans effet significatif, quelque soit le groupe, à l’exception d’une 

diminution de production d’ALP dans les cellules hiPS-MSC NF1-2 traitées (Fig. 37). Le 

traitement par AZD8055 diminue significativement l’activité ALP dans les deux hiPS-MSC WT, 

alors qu’il reste sans effet sur les hiPS-MSC NF1 (Fig. 37). 
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Figure 37 : Traitements des cellules en cours de différenciation ostéoblastique avec des 

inhibiteurs des voies impactées par la mutation NF1 

Les résultats sont exprimés en moyenne ± SD (n = 3), *P < 0.05, **P < 0.01 déterminé par two-way 

ANOVA suivi d’un test de Dunnett. 

 
 

• Statines 
 
L'utilisation de statines pour la régénération osseuse est un domaine de recherche prometteur et 

croissant. Les statines, initialement développées pour traiter le cholestérol, sont des inhibiteurs 

de l'enzyme 3-hydroxy-3-méthylglutaryl, enzyme limitante de la voie du mévalonate. Étant donné 

que la voie du mévalonate est responsable de la synthèse d'une grande variété de molécules 

biochimiques importantes, y compris le cholestérol et d'autres isoprénoïdes, les effets des 

statines sont pléiotropes. Plus particulièrement, les statines peuvent grandement affecter le 

processus de renouvellement et de régénération osseuse via des effets sur des types cellulaires 

importants, notamment les cellules souches mésenchymateuses, les ostéoblastes, les cellules 

endothéliales et les ostéoclastes. 

 

Les statines étant le traitement préférentiellement utilisé dans les pathologies osseuses telles 

que l’ostéoporose, je me suis penchée sur leur potentiel dans le cadre des défauts osseux liés à 

NF1. L’effet des molécules a été analysé avec le test colorimétrique de l’ALP. 

  

J’ai testé trois différentes statines : 

 

- la lovastatine, notamment utilisée par Kolanczyk et al., dans un modèle de souris 
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permettant la modélisation de NF1. L’équipe a montré que la lovastatine améliore la 

guérison des fractures chez ses souris (Kolanczyk et al., 2008, Wang et al., 2011). 

 

- la simvastatine, décrite comme augmentant le volume osseux, le taux de 

formation osseuse et la résistance à la compression (Park 2009; Mori et al., 2010) dans 

des études sur l’ostéoporose. 

 

- l’atorvastatine, pour sa capacité à diminuer le taux de métabolisme osseux 

(résorption osseuse) et à augmenter l'activité ostéogénique (El-Nabarawi et al., 2017). 

 

Les cellules hiPS-MSC WT et NF1 ont été différenciées en ostéoblastes. Pendant la 

différenciation, le milieu de culture est changé tous les deux jours et au moment du changement 

de milieu, les statines ont été ajoutées extemporanément. Afin de choisir la dose optimale à 

utiliser, un test d’effet-dose a été fait sur chaque lignée pour chaque molécule. 

 

Seule la lovastatine n’a pas montré d’effet dose et donc n’a pas été conservé pour la suite de 

l’étude. 

La simvastatine augmente significativement l’activité ALP dans les ostéoblastes issus d’hiPS-

MSC NF1-2. Elle est sans effet sur les ostéoblastes issus d’hiPS-MSC NF1-1 ou sur les WT-1 et 

WT-2 (Fig. 38). 

L’atorvastatine n’a aucun effet significatif sur les ostéoblastes issus d’hiPS-MSC WT et NF1 (Fig. 

38). Une tendance à l’activation non significative s’observe dans les ostéoblastes NF1-2. Le fait 

que les différentes hiPS-MSC NF1 ne répondent pas de la même façon au traitement pourrait 

s’expliquer par le fait que leurs mutations au niveau du gène NF1 sont différentes. 
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Figure 38 : Effet du traitement des cellules en cours de différenciation ostéoblastique avec des 

statines sur l'activité ALP 

Les résultats sont exprimés en moyenne ± SD (n = 3), ***P < 0.001 déterminé par two-way ANOVA 

suivi par test de Dunnett 

 
 

7. Mise en place de lignées isogéniques à l’aide de la technologie 

CRISPR/Cas9 
 
Le domaine de la biologie connaît actuellement une phase de transformation avec le 

développement des techniques d’ingénierie du génome chez les animaux et les plantes à l’aide 

de CRISPR-Cas9. Ce système est aujourd’hui largement utilisé dans les laboratoires pour 

l’édition des génomes. La technologie CRISPR-Cas9 provient des systèmes CRISPR-Cas de 

type II, qui procurent aux bactéries une immunité adaptative aux virus et aux plasmides (Fig 

39A). Le système CRISPR utilise la nucléase Cas9 (CRISPR-associated), qui complexée à un 

ARN guide (ARNg) complémentaire de la séquence cible (Protospacer), clive l’ADN de façon 

spécifique en amont d’une séquence PAM (Protospacer Adjacent Motif) localisée sur l’ADN 

génomique. L’action de la nucléase Cas9 guidée par l’ARNg aboutit à une coupure double brin 

de l’ADN génomique au niveau de la séquence cible. Deux mécanismes de réparation peuvent 

se produire (Figure 39B) : 

• NHEJ : jonction des extrémités non homologues, aboutissant au Knock-Out (KO) 

du gène cible, 

• Recombinaison homologue: en présence de séquences homologues, insérées 

via un vecteur donneur, qui permettent de réaliser des Knock-Out/ln, réparation ou 

délétion de gène. 
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8. Conclusions et perspectives. 
 
Les résultats préliminaires de ce travail ont permis de constater que l'utilisation de cellules souches 

pluripotentes pouvait être un modèle pertinent pour l'étude de pathologies telles que la 

neurofibromatose de type 1. L'établissement de banques cellulaires standardisées au robot a permis 

la création de MSC dérivées d’hiPS WT et NF1 comme en témoigne l’expression des marqueurs 

CD29, CD44, CD73 et CD166. 

Ces hiPS-MSC ont également la capacité de se différencier en adipocytes avec plus de 90% de 

cellules différenciées pour chaque lignée. L’analyse des voies de signalisation impactées par la perte 

de la neurofibromine dans les hiPS-MSC n’a pas permis de constater de modulation significative 

entre les hiPS-MSC WT et les hiPS-MSC NF1 tout comme aucune anomalie de prolifération des 

hiPS-MSC NF1 n’a été démontrée. La différenciation de ces hiPS-MSC en ostéoblastes a cependant 

permis d’observer que les hiPS-MSC NF1 ne parvenaient pas à se différencier correctement comparé 

aux hiPS-MSC WT. En effet, les hiPS-MSC NF1 présentent une coloration à la phosphatase alcaline 

diminuée par rapport aux ostéoblastes différenciés à partir des hiPS-MSC WT. Cette observation est 

confirmée par l’expression de l’ALP à plus 60% dans les hiPS-MSC WT et moins de 20% dans les 

hiPS-MSC NF1. L’ensemble de ces résultats laisse donc penser que les cellules mutées NF1 

présentent un déficit de différenciation en ostéoblastes. 

 

Afin d’analyser les voies de signalisation connues pour être impliquées dans la NF1, l’expression des 

principaux marqueurs de l’ostéogénèse (ALP, RunX2 et Col1A) a été analysée après 7 jours de 

différenciation dans les différents groupes. Les résultats montrent une forte variabilité entres les 

groupes WT et NF1, qui n’a pas permis de mettre en évidence de modulation significative des gènes 

étudiés entre les ostéoblastes WT et NF1. 

 

L’analyse de l’activité de l’ALP se révèle être la méthode la plus efficace pour identifier le phénotype 

osseux dans les cellules mutées NF1. Afin d’étudier si des molécules actives pouvaient avoir un effet 

bénéfique sur la différenciation ostéoblastique des hiPS-MSC NF1, l’activité de l’ALP a été analysée 

au cours de la différenciation des hiPS-MSC WT et NF1 lorsque le milieu de culture était supplémenté 

avec des statines connues pour avoir un effet bénéfique contre l’ostéoporose. Les résultats ont 

confirmé que la simvastatine semblait potentialiser la différenciation des hiPS-MSC NF1-2 en 

ostéoblastes. Ce n’est cependant pas le cas pour les hiPS-MSC NF1-1. Ces résultats hétérogènes 

entre les deux hiPS-MSC NF1 peuvent être dus à la mutation NF1 qui se trouve être différentes 

entres les deux lignées NF1. En effet, on constate, dans le tableau 1, que les mutations engendrent 

des phénotypes différents chez les patients NF1. Chez le patient porteur de la mutation NF1-2, des 

phénotypes osseux ont été observé alors que chez le patients NF1-1, seules des suspicions de 

défauts osseux à venir ont été rapportés. Ceci pourrait expliquer pourquoi la hiPS-MSC NF1-2 a 

mieux réagit au traitement avec la simvastatine que la hiPS-MSC NF1-1. Bien que ces expériences 

seraient à reproduire en modulant les doses et les temps d’application des molécules utilisées, ces 

premières observations montrent la possibilité de réguler la différentiation en ostéoblaste afin 

d’atténuer le phénotype osseux dans certaines lignées. L’application directe de cette modélisation 
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pathologique peut donc permettre la recherche de composés capables de corriger ou de compenser 

les anomalies de différenciation en ostéoblastes. 

 

Au cours de cette étude, nous avons constaté qu’il existait une variabilité entres les cellules WT et 

NF1 mais également une variabilité entres les WT-1 et WT-2 et les NF1-1 et NF1-2. Nous avons donc 

décidé de générer des lignées isogéniques grâce à la technologie CRISPR/Cas9 pour éliminer ce 

problème. Les nouvelles lignées reproduisent le phénotype osseux et nous avons pu constater que 

les cellules homozygotes NF1-/- présentaient un phénotype plus prononcé que les cellules 

hétérozygotes NF1+/-. 

 

Ces résultats préliminaires laissent à penser que l’obtention d’ostéoblastes dérivés d’hiPS-MSC 

isogéniques donne accès à une ressource cellulaire en quantité presque illimitée, ouvrant la voie pour 

un criblage à haut débit permettant d’identifier de nouvelles molécules d’intérêts thérapeutiques dans 

le cadre du phénotype osseux observé dans la neurofibromatose de type 1. 
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B. Mise au point d’un protocole de différenciation des CSP en 
cellules de Schwann 

 

1. Contexte de l’étude 
 
Comme pour tout type de cellules, la mise au point d’un protocole de différenciation de cellules 

de Schwann à partir de CSP est particulièrement intéressante pour la compréhension des 

mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans le développement normal de la cellule de 

Schwann au cours de l’embryogenèse. Mais cela permet également de déceler les mécanismes 

moléculaires responsables de pathologies génétiques. 

 

Aujourd’hui, la grande majorité des informations disponibles sur la migration de la crête neurale 

et la différenciation des cellules de Schwann précurseurs en cellules de Schwann myélinisantes 

proviennent d’observations faites chez l’animal (rat/souris) et extrapolées au modèle humain. 

 

Le développement d’un protocole de production en laboratoire de cellules de Schwann humaines 

offre la possibilité de créer des banques de cellules stables en quantité importante, y compris de 

cellules pathologiques. Grâce à ces banques, il sera alors possible de penser à plus grande 

échelle : développement, automatisation et criblage à haut débit. 

 

I-Stem a été parmi les pionniers en France à développer la technologie des hiPSC, appliquée à 

l’étude des maladies monogéniques en partenariat avec la société Phenocell qui a pour volonté 

de déployer des lignées iPSC et cellules différenciées de maladies rares. Le projet « cellules de 

Schwann NF1» s’inscrit dans la droite ligne d’un savoir-faire de pointe en matière de 

modélisation pathologique et d’applications à la découverte d’approches thérapeutiques 

innovantes. 

 
 

2. Introduction 
 
La NF1 se caractérise par des tumeurs du système nerveux périphérique (PNST), dont les 

neurofibromes plexiformes qui entrainent un dysfonctionnement nerveux, des déformations 

esthétiques, des douleurs au niveau des structures adjacentes, et qui peuvent subir une 

transformation maligne. Il n'y a pas de traitement efficace pour prévenir ou traiter les 

neurofibromes plexiformes. De plus, la recherche active de molécules thérapeutiques pour le 

traitement de ces manifestations se heurte à la nature « bénigne » des tumeurs associées aux 

cellules de Schwann dans cette pathologie. 

 

Par ailleurs, les mélanocytes et les cellules de Schwann sont étroitement liés au cours du 

développement : ils proviennent tous deux de la crête neurale (Rawles, 1947, Woodhoo et 
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Sommer, 2008) (Figure 17). Je me suis basée en partie sur les précédents travaux de l’équipe 

(Allouche et al., 2013) afin de développer un protocole de différenciation en cellules de 

Schwann. 

 
 

3. Induction des CSP vers le lignage Schwann in vitro 
 
Des colonies de lignées de cellules hiPSC WT (PC1432 et PC069) sont isolées par traitement 

enzymatique doux (StemPro Accutase, ThermoFischer) afin de les dissocier en cellules 

individuelles. Elles sont ensuite ensemencées dans des plaques 96 puits de culture à faible 

adhérence qui favorise la formation de corps embryoïdes (EBs). Lors de la formation des EBs (3 

premiers jours de différenciation) les cellules sont mises en présence d’un milieu classique de 

maintien des cellules souches (StemMACS™ iPS-Brew XF, Miltenyi). Les EBs sont déposés sur 

une matrice extracellulaire commerciale (Geltrex, Invitrogen) et mis en présence d’un milieu 

crête neurale (CN) supplémenté par les molécules SB431542 (inhibiteur des voies TGF-

β/activin/Nodal) et CHIR99021 (activateur de la voie Wnt/beta-caténine via l’inhibition de GS3K) 

à des concentrations définies afin de favoriser l’induction vers le lignage crête neurale. D’autres 

petites molécules sont ajoutées après le dépôt des EBs sur le Geltrex afin d’induire une 

orientation des cellules vers une destinée gliale : HRG1β, membre de la famille du facteur de 

croissance épidermique (EGF),qui agit comme un ligand pour les récepteurs à activité tyrosine 

kinases de la famille ErbB; IGF1, polypeptide qui se lie au récepteur IGF-I, puissant activateur de 

la voie PI3K/AKT qui active également la signalisation ERK1/2 ; et le FGF2 (membre de la 

famille des facteurs de croissance du fibroblaste (FGF), facteur trophique exprimé entre autre 

par les cellules gliales et les différentes populations neuronales). Les cellules vont être cultivées 

à subconfluence pendant les 14 jours après dépôt des EBs, avant un premier passage. Par la 

suite, les cellules seront passées à chaque fois que la confluence sera atteinte. Après le premier 

passage, le milieu de culture est changé par un milieu qui permet une induction ciblée vers le 

lignage Schwann grâce à l’ajout de forskoline (FSK) avec un maintien des molécules HRG1β, 

l’IGF1 et FGF2. Pour finir cette étape de différenciation, au 30ème jour, le milieu est changé par 

du milieu commercial utilisé pour l’amplification des cellules de Schwann primaires (ScienCell™ 

Research Laboratory) (Fig. 42). 
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Figure 42 : Protocole de différenciation des CSP en cellules de Schwann 

Des cellules de Schwann primaires (ScienCell™ Research Laboratory) servent de contrôle positif. 

 
 

a) Contrôle Qualité des cellules hiPS différenciées en 

cellules de Schwann (hiPS-SC) 
 
Pour caractériser les cellules hiPS-SC, j’ai d’abord comparé la morphologie des cellules 

différenciées avec celles des cellules de Schwann primaires contrôles distribuées par la société 

ScienCell™. Dans la littérature, les cellules de Schwann sont décrites comme des cellules 

bipolaires en forme de fuseaux avec un noyau réfringent (Lavdas et al., 2009). 

 

• Analyse morphologique 
 
Après 30 jours de différenciation, les hiPS-SC se présentent sous la forme d’une population 

homogène de cellules allongées et ordonnées mais ne présentent pas une morphologie bipolaire 

ni de noyaux réfringent (Fig. 43A). Cependant on constate que les cellules de Schwann 

primaires ScienCell™ présentent également cette morphologie allongée et ordonnée semblable 

à une morphologie fibroblastique. Ces cellules primaires ne présentent pas non plus de noyaux 

réfringents (Fig. 43B). 
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4. Optimisation du protocole d’induction des hiPS vers le lignage 

Schwann in vitro 
 
A la différence du protocole initial, dans ce protocole optimisé, le milieu de culture n’est pas 

modifié après le premier passage (Fig. 47). Les cellules sont maintenues en culture pendant une 

trentaine de jours dans le même milieu de culture. A partir du 30ème jour de différenciation, les 

cellules ont été caractérisées par l’analyse de leur morphologie, de leur profil d’expression 

génique et protéique et enfin par leur capacité d’interaction avec des motoneurones. 

 

 
 
Figure 47 : Optimisation du protocole de différenciation des hiPS en cellules de Schwann 

 
 

a) Analyse morphologique 
 
Après 30 jours de différenciation, les hiPS-SC se présentent sous la forme d'une population 

hétérogène. On retrouve des petites cellules non réfringentes mais également des cellules plus 

allongées bipolaires et réfringentes (Fig. 48) semblables aux E1P4. 
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• Profil d’expression génique des co-cultures hiPS-SC/hiPS-MN 
 
L’analyse des profils d’expression des marqueurs de cellules de Schwann : Sox10, GFAP, S100 

et Krox20 dans les conditions de co-culture de hiPS-SC avec hiPS-MN a confirmé le bénéfice de 

la co-culture (Fig. 53). 

On observe une très nette augmentation de l’expression des quatre marqueurs dans les co- 

cultures hiPS-SC/hiPS-MN par rapport aux cellules hiPS-SC et hiPS-MN. 

 

Krox20 est un marqueur des cellules de Schwann matures et pro-myélinisante, il n’est ni exprimé 

dans les hiPS-MN ni dans les hiPS-SC mais on observe qu’il est exprimé dans les co-cultures 

hiPS-SC/hiPS-MN. 

 

Ces résultats préliminaires suggèrent que l’interaction entre les hiPS-MN et les hiPS-SC a 

permis de faire maturer les cellules de Schwann dérivées d’hiPS. De plus, le fait que les 

motoneurones seuls n’expriment pas ou très peu ces marqueurs confirme que l’augmentation 

des niveaux d’expression est due aux cellules de Schwann dérivées des hiPS. 
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intracellulaires et à d'autres sources d'amines. En raison de cette réaction de couplage 

covalente, le CFSE peut être retenu dans les cellules pendant des périodes extrêmement 

longues. De plus, en raison de cette liaison stable, une fois incorporé dans les cellules, le 

colorant n'est pas transféré aux cellules adjacentes. Le CFSE peut être utilisé pour surveiller la 

prolifération cellulaire, à la fois in vitro et in vivo, en raison de la réduction progressive de moitié 

de la fluorescence CFSE dans les cellules filles après chaque division cellulaire. 

 

J’ai pris le parti de marquer toutes ces cellules hiPS-SC au CFSE afin de pouvoir visualiser 

l’ensemble des cellules provenant de la différenciation en cellules de Schwann. Cette population 

étant hétérogène, il se peut que certaines cellules ne soient pas encore des cellules de Schwann 

matures et/ou myélinisantes. Le marquage avec un anticorps anti-MBP ne semblait donc pas 

être le marqueur le plus adapté pour la caractérisation de la population de cellules de Schwann 

différenciées à partir des hiPS. 

 

Ces résultats démontrent que les hiPS-SC ont la capacité d’interagir avec les hiPS-MN en 

s’accolant le long de leurs axones comme le feraient des cellules de Schwann primaires, validant 

ainsi le caractère « Schwann » des cellules différenciées à partir des hiPS à l’aide de notre 

protocole. 
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5. Conclusion et Perspectives 
 
 
Les résultats préliminaires de ce travail montrent le développement d’un protocole de 

différenciation de cellules hiPS en cellules de Schwann en tentant de s’approcher de la biologie 

du développement. L’engagement vers la crête neurale est assuré par l’introduction de 

SB431542 et de CHIR99021 dès le 3ème jour et l’engagement vers le lignage de cellules de 

Schwann est assuré grâce à l’ajout de HRG1β, l’IGF1 et FGF2. 

 

En effet, en étudiant l’expression des marqueurs spécifiques des différents stades d’évolution de 

la cellule de Schwann, on constate que les cellules différenciées à partir d’hiPS passent par un 

stade crête neurale tout en évoluant vers un stade de cellules de Schwann précurseurs. 

L’expression de S100β et Cad19 témoigne du caractère précoce des cellules différenciées et la 

faible proportion de cellules qui expriment Cad19 confirme le caractère hétérogène de la 

population obtenue. 

 

La complexité de la caractérisation de la cellule de Schwann dans cette étude résulte de la 

variation d’expression des différents gènes aux différentes étapes de maturation (Woodhoo et 

al., 2008). Prenons par exemple Cad19, qui ne se retrouve exprimé que dans les cellules de 

Schwann précurseurs (Jessen et al., 2005). L’hypothèse que la faible proportion de cellules 

positives pour Cad19 reflète une hétérogénéité de maturation des cellules de Schwann est 

confirmée par l’analyse protéique au même stade de différenciation qui montre une forte 

expression de la GFAP, marqueur des cellules de Schwann immatures ou non myélinisantes. 

L’absence d’expression de MBP qui est une protéine de cellule de Schwann myélinisante peut 

être expliquée par l’absence d’interaction avec des axones de cellules neuronales, qui contrarie 

la maturation terminale de la cellule de Schwann. Le protocole établi en l’état ne permet que la 

production de cellules précoces qui ont le potentiel de devenir des cellules de Schwann matures 

en présence de leur cible physiologique (Corfas et al., 2004). 

 

Dans l’objectif d’avoir la confirmation que ces cellules ont la capacité de maturer et d’assurer 

leurs capacités d’interaction avec les motoneurones, j’ai mis en place un protocole de co-culture 

avec des motoneurones eux aussi dérivés des cellules hiPSC. De manière générale, la co-

culture avec des cellules de Schwann est habituellement établie avec des neurones 

ganlionnaires de rats ou de cellules neuronales primaires (Päiväläinen et al., 2008 ; Hyung et al., 

2015). Dans notre cas, nous avons fait le choix de s’approcher au maximum d’un modèle le plus 

physiologique possible et 100% humain. 

 

L’analyse en microscopie a confirmé la présence de MBP le long des axones de motoneurones.  

De plus, j’ai constaté que les cellules qui exprimaient la MBP adoptaient une conformation 
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particulière en « chapelet » le long des axones caractéristique des cellules de Schwann. 

 

Pour vérifier les résultats obtenus en microscopie classique, j’ai choisi d’observer nos co- 

cultures à l’aide d’un microscope confocal après marquage au CFSE de notre population 

hétérogène de cellules de Schwann cultivée an présence de motoneurones différenciés. Les 

analyses orthogonales et 3D après 7 jours de co-culture ont montré que les cellules de Schwann 

englobaient les axones des motoneurones. Les cellules de Schwann étant les seules cellules 

capables de s’accoler contre un axone (leurs homologues du SNC, les oligodendrocytes ne 

s’accolent pas contre les motoneurones, ce sont leurs extensions dendritiques qui viennent 

s’enrouler autour de l’axone), il est permis de penser que nos cellules différenciées sont bien des 

cellules de Schwann matures. 

 

Ce protocole n’est aujourd’hui qu’une ébauche dans le cadre de la différenciation des cellules de 

Schwann à partir de CSP. Il a cependant l’avantage de démontrer la capacité fonctionnelle des 

cellules obtenues. La prochaine étape consiste en l’analyse par microscopie électronique afin de 

vérifier la mise en place de gaine de myéline autour des axones avec des temps de culture plus 

longs. 

 

Malgré tout, l’obtention de cellules de Schwann précurseurs en une trentaine de jours capable 

de maturer en une dizaine de jours est prometteuse pour la suite. Nous avons d’ailleurs, tenter 

d’établir des banques cellulaires en congélant les cellules différenciées (voir annexe 1). En effet, 

l’optimisation de ce protocole permettra d’obtenir des populations plus homogènes de cellules de 

Schwann. Ce système de différenciation in vitro pourrait révéler de nouveaux mécanismes 

moléculaires dans des maladies associées à un défaut de développement de la gaine de 

myéline telle que la maladie de Charcot Marie Tooth. 

 

Après une optimisation du protocole afin de pouvoir obtenir une population homogène, l’accès à 

une telle ressource cellulaire en quantité presque illimitée ouvre également la voie pour le 

criblage à haut débit permettant d’identifier de nouvelles molécules d’intérêts thérapeutiques. 
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VIII. Discussion 
 
 
Les cellules souches pluripotentes humaines (hCSP) apportent un bénéfice considérable dans la 

recherche scientifique et médicale. En effet, la recherche sur les processus de différenciation et 

la compréhension pour contrôler la différenciation des cellules souches en laboratoire donne un 

aperçu de la façon dont l’Homme se développe de l'embryon à l'adulte (Zhang et al., 2013). La 

différenciation dirigée de cellules ou de tissus peut être utilisée à des fins spécifiques telles que 

la modélisation de maladies d’origines génétiques (Marteyn et al., 2011), le criblage à haut débit 

de molécules potentiellement thérapeutiques (Choi et al., 2013; Sirenko et al., 2014) et la 

thérapie cellulaire (Nair et al., 2015; Schwartz et al., 2015). 

Bien que la recherche sur les cellules souches ait progressé rapidement, il reste de nombreux 

défis à relever pour permettre l’utilisation de cellules souches pour la découverte de 

médicaments ou la médecine régénérative. 

 
 

A. Modélisation pathologique : avantage de l’utilisation des hCSP 
 

La modélisation expérimentale des troubles humains permet de définir les mécanismes 

cellulaires et moléculaires sous-jacents aux maladies et de mettre au point des thérapies pour 

les traiter. 

 

L’utilisation des cellules souches pluripotentes humaines (hCSP), capables de s'auto-renouveler 

et de se différencier en pratiquement tous les types cellulaires, représente aujourd’hui un 

avantage exceptionnel dans l’étude du développement normal et pathologique humain. Elles 

constituent un outil puissant pour surmonter les limites des modèles animaux pour certains 

troubles. 

 

La capacité de modéliser les maladies humaines à l'aide d’hCSP en culture a révolutionné la 

façon dont nous étudions les troubles monogéniques, complexes et épigénétiques, ainsi que les 

maladies à début précoce et tardif. Plusieurs stratégies sont utilisées pour générer de tels 

modèles de maladie en utilisant soit des cellules souches embryonnaires (hES), soit des hCSP 

induites spécifiques aux patients (hiPS), créant de nouvelles possibilités pour l'établissement de 

modèles in vitro pertinents et leurs utilisations dans le dépistage et le test de composés 

pharmacologiques potentiellement thérapeutiques. 

 

Un des avantages majeurs de l’utilisation des hiPS à défaut des hES est de pouvoir s’affranchir 

de la question éthique posée par l’ultilisation des hES. Il est alors possible de multiplier le 

nombre de lignées d’hiPS (saines et porteuses de mutations) utilisées pour l’étude d’une 

pathologie. Ceci est un avantage majeur puisque répliquer le phénotype pathologique dans des 



 
 

171 

cellules avec un fond génétique différent permet de « lisser » les variabilités inter-individus. 

 

Les premiers modèles d’hiPS pour l’étude de maladies humaines, ont été rapportés chez des 

patients atteints de troubles neurologiques. Cela peut être dû au fait que les premiers protocoles 

de différenciation des hES étaient axés sur les neurones (Zhang et al., 2001). Les troubles 

neurodégénératifs tels que la sclérose latérale amyotrophique (SLA) (De Boer et Eggan, 2015 ; 

Dimos et al., 2008 ; Mitne-Neto et al., 2011 ; Bilican et al., 2012 ; Wainger at al., 2014 ; Chen et 

al., 2014 et Sances et al., 2016), la maladie de Huntington (Juopperi et al., 2012 ; Zhang et al., 

2010), la maladie de Parkinson (Jiang et al., 2012 ; Sanchéz-Dané et al., 2012) et la maladie 

d’Alzheimer (Kondo et al., 2013 ; Israel et al., 2012 ; Yagi et al., 2011) comptent parmi les 

troubles les plus étudiés avec les hiPS. Il a été rapporté que les neurones issus de ces troubles 

ont une morphologie neuronale altérée, notamment une dégénérescence des neurites, une 

réduction de la taille du soma et une morphologie mitochondriale perturbée. La formation 

d'agrégats de protéines a été observée dans les neurones, tout comme l'augmentation du stress 

cellulaire. La capacité des neurones, dérivés in vitro, de récapituler les phénotypes cellulaires est 

remarquable puisque ces troubles sont généralement présents chez les individus âgés alors que 

les neurones différenciés d’hiPS représentent des neurones foetaux. 

 

Un trouble neurodégénératif qui affecte les jeunes enfants, l'atrophie musculaire spinale (SMA), 

a également été modélisé en utilisant des hiPS par plusieurs groupes (Ebert et al., 2009 ; 

Yoshida et al., 2015). Les phénotypes cellulaires associés à cette maladie comprennent une 

hyperexcitabilité, une taille de soma plus petite, des synapses incomplètes et une réduction des 

structures d'agrégats cytoplasmiques et nucléaires, appelées gemmes. Des hiPS provenant 

d'individus atteints de dysautonomie familiale, une neuropathie périphérique mortelle, ont 

également été créés (Lee et al., 2009). 

 

Les troubles psychiatriques ont également été modélisés à l'aide d’hiPS comme la schizophrénie 

(Brennand et al., 2015 ; Pedrosa et al., 2011 ; Topol et al., 2015) et le trouble bipolaire (Mertens 

et al., 2015 ; Madison et al., 2015); le trouble du spectre autistique idiopathique (Mariani et al., 

2015 ; Griesi-Oliveira et al., 2015); et la paraplégie spastique héréditaire (Zhu et al., 2014 ; 

Denton et al., 2014). Bien que la schizophrénie et les troubles du spectre autistique n'aient pas 

de causes génétiques connues chez les individus les plus affectés, ils ont une héritabilité élevée. 

Les hiPS ont été dérivées soit de l'un des rares sous-types génétiques connus de ces troubles, 

de familles avec un schéma de transmission autosomique dominant net, ou d'un individu atteint 

d'une maladie grave à l'apparition précoce. Illustrant ainsi la capacité des hiPS à modéliser des 

troubles d’étiologies génétiques inconnues. Par exemple, les hiPS dérivées d'individus 

présentant différentes formes de paraplégie spastique héréditaire réduisent la variété de 

phénotypes cellulaires associés à plusieurs troubles phénotypiquement similaires. 
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Comme décrite dans l’introduction, la neurofibromatose de type 1 est une maladie multi- 

systémique avec un taux de mutations extrêmement élevés sans de corrélation 

génotype/phénotype avérée. Cependant certains symptômes sont pathognomoniques de la 

maladie telles que les taches café-au-lait, les défauts osseux et les neurofibromes. D’ailleurs, 

Allouche et al., a utilisé des mélanocytes dérivés d’hES pour étudier l’aspect hyperpigmentaire 

des taches café-au-lait associé à la NF1 (Allouche et al., 2015). Ils ont ainsi pu définir les 

mécanismes moléculaires responsables de l’hyperpigmentation. Il a été démontré que ces 

mécanismes impliquent une activation de la voie AMPc et de la voie ERK, entrainant une 

dérégulation des principaux facteurs impliquées dans la biosynthèse de la mélanine et dans la 

biogénèse des mélanosomes. Ils ont également démontré que l’utilisation d’inhibiteurs 

spécifiques de ces voies pouvait moduler l’hyperpigmentation associée à NF1. Tous ces 

résultats confirment la pertinence des hCSP comme modèle d’étude pour la NF1. 

 
 
 

B. La modélisation pathologique de la neurofibromatose de 
type 1 à partir de hiPS. 

 
 
La différenciation de deux lignées de cellules souches induites à la pluripotence humaines 

porteuses des mutations (c.1721+3A>G et c.2412delT) sur le gène NF1 a permis d’obtenir des 

populations homogènes de cellules souches mésenchymateuses (MSC). Ces cellules ont 

ensuite été différenciées en ostéoblaste afin d’étudier la corrélation entre l’impact de la perte de 

la neurofibromine et le phénotype osseux observé chez les patients NF1. 

 

Dans l’étude menée par l’équipe de Wu et al., il a été démontré, dans un modèle murin, que la 

neurofibromine joue un rôle crucial dans la modulation de la différenciation des MSC en 

ostéoblastes et que le défaut de différenciation des ostéoblastes pourrait contribuer, au moins en 

partie, aux anomalies osseuses observées chez les personnes atteintes de NF1 (Wu et al., 

2006). 

 

Pour cela, ils ont tout d’abord analysé la capacité proliférative des MSC Nf1+/- par rapport aux 

MSC WT. Ils ont constaté que l’haploinsuffisance en Nf1 induisaient une augmentation de 

l’activité télomérase et par conséquent associé à une prolifération plus importante des MSC 

Nf1+/-. Dans notre modèle de MSC dérivées d’hiPS NF1+/-, les analyses prolifératives n’ont pas 

démontré de différences significatives entres les lignées MSC dérivées d’hiPS NF1+/- et les 

lignées dérivées d’hiPS WT. Ces résultats contradictoires peuvent être imputés à la différence 

d’espèces des modèles étudiés, en effet, il n’existe pas, à notre connaissance, de travaux 

présentant une prolifération augmentée dans les MSC humaines porteuses de mutations NF1. 
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Dans cette même étude de Wu et al., ils ont mis en évidence une différenciation moins 

importante des MSC Nf1+/- en ostéoblastes par rapport à leurs homologues WT. En effet, les 

ostéoblastes différenciés à partir des MSC Nf1+/- présentaient des marquages à la phosphatase 

alcaline (ALP) moins important que dans les ostéoblastes différenciés à partir des MSC WT. Ces 

résultats ont été confirmés par l’analyse par qPCR des marqueurs ostéogéniques ostéocalcine 

et ostéonectine, qui montrent une diminution de l’expression de leurs transcrits dans les 

ostéoblastes Nf1+/-. Nous avons également observé ce phénotype de différenciation altérée 

dans nos ostéoblastes différenciés à partir des MSC NF1+/-. En effet, les marquages à l’ALP 

(marqueur précoce de l’ostéogénèse) et au rouge alizarine (marqueur spécifique de la 

minéralisation dans les ostéoblastes) étaient moins important des les cellules NF1. Ces résultats 

ont été confirmés par le dosage de l’activité de l’ALP qui était diminuée dans nos ostéoblastes 

NF1 indiquant que la perte de la neurofibromine impactait la différenciation ostéoblastique. Nous 

avons également étudié l’évolution de l’expression des marqueurs spécifiques de l’ostéogénèse 

tels que l’ALP, RUNX2 et COL1A au cours de la différenciation des MSC NF1 et WT en 

ostéoblastes. Malheureusement les résultats obtenus ne permettent pas de mettre en évidence 

des différences d’expressions significatives entre les cellules WT et les NF1. En effet, on 

observe des différences entre les cellules WT et NF1 mais également entre les deux lignées WT 

et les deux lignées NF1. 

 

Wu et al., a réussi à restaurer le phénotype osseux en induisant la ré-expression de GRD dans 

les MSC Nf1+/- (par transduction d’un rétrovirus recombinant codant pour le domaine GRD), 

indiquant que la différenciation réduite des ostéoblastes est directement associée à l'activité 

Ras. Nous nous sommes donc intéressé, aux voies de signalisations MAPK et PI3K en aval de 

RAS. Les analyses protéiques n’ont pas permis d’affirmer une sur-activation de ces voies dans 

notre modèle. 

 

L’équipe de Davidson et al., a été la première à mettre en évidence une double inactivation de 

NF1 dans le tissus osseux humain prélevé de pseudarthrose tibiale (Davidson et al., 2006). Par 

ailleurs, dans un autre modèle murin dans lequel les deux allèles Nf1 ont été éteints, les 

anomalies squelettiques des patients atteints de NF1 ont été récapitulées, il s’agit la du premier 

modèle animal reproduisant le mieux le phénotype osseux observé chez l’homme (Wang et al., 

2011). En effet, les animaux générés présentaient une scoliose et une cyphose progressives, 

une inclinaison du tibia et des anomalies dans la formation du crâne et de la paroi thoracique 

antérieure. Ces anomalies étaient accompagnées d'un phénotype de masse osseuse faible, 

d'une porosité corticale osseuse élevée, d'une ostéoïdose, d'une augmentation de 

l'ostéoclastogenèse et d'une diminution du nombre d'ostéoblastes, quantifiés par 

histomorphométrie et microtomographie 3D. De plus, ils ont démontré que le blocage de 

l'activation RAS/ERK par la lovastatine au cours du développement embryonnaire pourrait 
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atténuer la porosité corticale accrue observée chez les ratons mutants. 

 

Dans notre étude, nous avons également testé l’effet des statines sur la différenciation des 

ostéoblastes dérivés d’hiPS-NF1 et WT. Nous avons constaté, dans un premier temps, que les 

deux lignées NF1 ne réagissaient pas de la même manière. L’une répondant positivement à 

l’effet de la simvastatine en augmentant l’activité de l’ALP en fin de différenciation ostéoblastique 

et l’autre ne répondant pas. Ces résultats nous ont alors poussé à générer des lignées 

isogéniques à l’aide de la technologie CRISPR/Cas 9, nous permettant alors d’avoir des lignées 

NF1 hétérozygotes et homozygotes. Ces lignées vont nous permettre d’étudier si le phénotype 

osseux associé à la perte d’expression de la neurofibromine est corrélé avec la perte partielle ou 

totale de NF1. 

 

Les résultats préliminaires obtenus confirment que les cellules NF1-/- présentent un phénotype 

plus important que les cellules NF1+/-. Il reste encore à étudier l’impact de la perte totale de la 

neurofibromine sur l’activation des voies de signalisation lié a RAS et si une restauration du 

phénotype est obtenue par le traitement avec des statines ou autres molécules 

pharmacologiques. En effet, il sera alors possible d’envisager la recherche de composés sur ces 

cellules grâce au criblage à haut débit. 

 
 
 

C. Utilisation des cellules souches pluripotentes pour la 
recherche de composés pharmaceutiques avec le criblage à haut 
débit. 

 
 
La modélisation des phénotypes d’une pathologie à partir des hCSP est la première étape dans 

un objectif plus global de correction de ces phénotypes. C’est la qu’intervient la mise en place du 

criblage à haut débit pour la recherche de composés capable de moduler et/ou restaurer un 

phénotype. 

 

Pour cela, il est nécessaire d’adapter les protocoles permettant une utilisation industrielle, 

différents systèmes de production automatisée et d’amplification sont disponibles au laboratoire 

rendant possible la recherche de composés capable d’améliorer la capacité de nos cellules NF1 

à se différencier en ostéoblastes. 

 

Dans le cadre de l’étude de la NF1, des stratégies de criblage à haut débit ont déjà été mis en 

place mais pour l’étude de la réponse des lignées de cellules tumorales NF1 à une collection 

d'inhibiteurs de MEK, RAF, RAS, farnésyl transférase, PAK et ERK, médicaments utilisés contre 

de nombreuses autres voies impliquées dans les cancers, y compris Wnt, Hedgehog, p53, EGF, 
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HDAC, ainsi que des agents cytotoxiques classiques recommandés pour le traitement des 

tumeurs malignes des nerfs périphériques, tels que la doxorubicine et étoposide (Guo et al., 

2017). 

 

A l’heure actuelle, il n’existe aucun traitement autre que chirurgical aux lésions osseuses 

observées dans la NF1. Il paraît donc important de mettre ce criblage à haut débit en route dans 

notre modèle d’ostéoblastes dérivés d’hiPS-NF1. 

 
 
 

D. Différenciation des hCSP en d’autres types cellulaires 
pertinents de la maladie : développement d’un protocole de 
différenciation des hiPS en cellules de Schwann. 

 
 
La neurofibromatose de type 1 est caractérisée par l’apparition de symptômes variés parmi 

lesquels on retrouve des manifestations neurocutanées telles que les neurofibromes 

plexiformes. Les neurofibromes sont composés de cellules de Schwann néoplasiques, de 

cellules de type périneural et de fibroblastes (Zhu et al., 2002). Il est de plus en plus évident que 

la perte d’expression de NF1 dans les cellules de Schwann néoplasiques est associée à la 

formation et au développement des neurofibromes plexiformes d’où l’utilité de développer un 

modèle cellulaire pertinent permettant d’étudier la mise en place de ces tumeurs. 

 

Avant de pouvoir modéliser le développement des neurofibromes à partir des hCSP, la mise en 

place d’un protocole permettant la différenciation de cellules de Schwann à partir d’hiPS est 

essentiel. De nombreux protocoles ont été publiés sur la différenciation des cellules de Schwann 

à partir de CSP humaines et de souris (Voir le Tableau 5 du chapitre résultats «E. Les cellules 

souches comme source de cellules de Schwann ». Tous débutent par une induction des cellules 

souches vers le lignage crête neurale en utilisant des méthodes différentes : mise en culture de 

corps embryoïdes dans un milieu d’induction crête neurale (Kawaguchi et al., 2010 ; Cui et al., 

2008 ; Zhou et al., 2008 ; Uemura et al., 2012 ; Ikeda et al., 2013 ; Wang et al., 2011 et Liu et al., 

2012) ou alors induction des cellules souches par mise en coculture avec des cellules stromales 

PA6/MS-5 (Mizuscki et al., 2003 ; Lee et al., 2007 ; Pomp et al., 2005 et 2008 ; Jiang et al., 2009 

; Ziegler et al., 2011 et Okawa et al., 2013). Notre protocole débute également par l’induction des 

hiPS vers le lignage crête neurale à partir de la formation de corps embryoïdes (mais sans co-

culture avec des cellules stromales de souris) comme le confirme la présence des marqueurs 

SOX10 et ERBB3 dans nos cultures. Toute la difficulté dans la différenciation des cellules de 

Schwann réside dans la caractérisation des dites cellules. En effet, au cours de leur 

développement, les cellules de Schwann passent par différentes étapes de maturation au cours 

desquelles l’expression de leurs marqueurs fluctue. De plus, ces marqueurs tels que P75, 



 
 

176 

SOX10, GFAP, S100β ne sont pas spécifiques aux cellules de Schwann car également exprimés 

par d’autres types cellulaires dérivant également de la crête neurale (Neurones, astrocytes, 

mélanocytes). Or de nombreux protocoles ne basent leur caractérisation des cellules de 

Schwann que sur l’expression de la GFAP et de S100β dans leurs cultures (Kawaguchi et al., 

2010 ; Motohashi et al., 2010 ; Rathjen et al., 2002 ; Pomp et al., 2008 ; Zhou et al., 2008 ; Wang 

et al., 2008 et Kreitzer et al., 2013). 

 

Un bon moyen de savoir si les cellules ont bien été différenciées en cellules de Schwann est 

d’étudier leur fonctionnalité, à savoir, leur capacité à interagir avec des cellules neuronales et 

plus particulièrement leur capacité à former une gaine de myéline autour des axones des 

cellules neuronales. Pour cela, le test de prédilection est la mise en co-culture avec des 

ganglions de la racine dorsale de rat (Ziegler et al., 2011 ; Liu et al., 2012). Afin d’établir un 

modèle le plus proche de la physiologie humaine, nous avons décidé de vérifier la capacité 

d’interaction de nos cellules de Schwann avec des motoneurones dérivés également de cellules 

hiPS. Nous avons démontré que nos cellules de Schwann s’accolent le long des extensions 

axonales de motoneurones dérivés d’hiPS comme le ferai des cellules de Schwann primaires. 

Ce seul test ne permet pas de valider la complète fonctionnalité des cellules de Schwann. En 

effet, pour cela, il faudrait analyser par microscopie électronique, la mise en place d’une gaine 

de myéline autour des ces extensions. 

 

Notre protocole de différenciation des hiPS en cellules de Schwann nécessite des optimisations 

permettant dans un premier temps, d’obtenir une population plus homogène de cellules de 

Schwann. En effet, avec le protocole que nous avons établi, la population finale est hétérogène 

et donc il n’est pas encore possible d’envisager d’utiliser ces cellules pour de la modélisation 

dans le cas de la NF1. Cependant ces premiers résultats sont prometteurs, en effet, au bout de 

seulement 30 jours de différenciation lorsque les cellules différenciées sont mises en co-culture 

avec des motoneurones, on observe une interaction entre les deux types cellulaires. 

  



 
 

177 

IX. Conclusion générale 
 
 
Durant cette thèse, nous avons mis en place une modélisation pathologique de la 

neurofibromatose de type 1 à partir de cellules hiPS. Cette étude à permis de mettre en 

évidence un phénotype cellulaire (différenciation ostéoblastique altérée dans les cellules 

porteuses de la mutation NF1) directement lié aux symptômes osseux observés chez les 

patients NF1. L’utilisation de lignées de cellules souches éditées à l’aide de la technologie de 

CRISPR/Cas 9 pour la modélisation de ce phénotype osseux présente des résultats 

prometteurs. La mise en place, à venir, d’un criblage thérapeutique pour trouver des molécules 

capable de restaurer une différenciation normale des osteoblastes NF1 pourra permettre de 

développer un traitement chez les patients. 

 

Fort de ces résultats, nous nous sommes intéressés au développement d’un autre modèle de la 

pathologie, à partir des cellules de Schwann. Pour cela, nous avons débuté par le 

développement d’un protocole de différentiation des hiPS en cellules de Schwann. Une fois que 

le protocole permettra la production d’une population homogène de cellules de Schwann. La 

modélisation des neurofibromes dans NF1 à partir des cellules souches permettra de 

comprendre les mécanismes responsables de la transformation tumorale que subissent les 

cellules de Schwann suite à la perte d’expression de la neurofibromine. Les anomalies ainsi 

détectées seront utilisées pour rechercher l’effet normalisateur de composés pharmacologiques. 

 

Ces résultats ajoutés aux travaux publiés par le Dr Allouche (Allouche et al., 2015) confirment la 

puissance qu’offrent les cellules souches pluripotentes dans la modélisation de pathologies. 
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X. Annexe 
 
 

1. Introduction 
 
Lors de la mise en place d’un protocole de différenciation, la possibilité de pouvoir conserver les 

cellules par cryoconservation est un avantage certain puisqu’elle permet de construire des 

banques de cellules déjà différenciées. 

Dans l’optique de pouvoir faire du criblage à haut débit, les quantités de cellules nécessaires 

doivent être très importantes d’où l’intérêt de se dispenser de l’étape de différenciation qui reste 

chronophage. 

 

La procédure de congélation consiste à décoller les cellules par traitement enzymatique 

(TrypLE™, ThermoFisher) puis les resuspendre dans une solution de cryoconservation 

(CryoStor® CS10, StemCell) contenant 10% de DMSO. Les cellules sont ensuite conservées 

dans des cuves à azote jusqu’à une prochaine utilisation. Lors de la décongélation, les cellules 

sont manipulées de manière à éviter tout stress excessif, la procédure doit donc être rapide. Une 

fois remise en culture, les cellules sont traitées de manière classique avec un changement de 

milieu tous les deux jours et un passage avant d’atteindre la confluence. 

 

Avec le protocole initial de différenciation des hiPS en cellules de Schwann, j’avais testé la 

congélation des cellules à différentes étapes de la différenciation. Une congélation au bout de 

seulement 10 jours de différenciation ne permet pas aux cellules de survivre à la décongélation. 

Une congélation à partir de 20 jours, au moment où les cellules sont subconfluentes, se passe 

bien et les cellules survivent après remise en culture. Cependant à ce stade, le milieu de culture 

des cellules est changé (cf Fig. 41 du chapitre «Mise au point d’un protocole de différenciation 

des CSP en cellules de Schwann »). 

 

J’ai alors constaté que les cellules qui survivaient présentaient des morphologies particulières 

non semblables aux cellules de Schwann. J’ai donc décidé de les caractériser en les analysant 

au niveau morphologique et de leur expression génique et protéique. 
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mais à des niveaux différents. En effet, dans la différenciation WT1 et WT3 les niveaux 

d’expressions sont plus élevés que dans la différenciation WT2. On constate que les 

différenciation WT2 et WT3 ont des niveaux d’expression de CD56 semblable aux myoblastes. 

 

Myf5 et MyoD sont quant à eux des marqueurs de spécifications en myoblastes. Seule la 

différenciation WT1 exprime MyoD. 

MyoG et MRF4 sont des marqueurs de spécifications en myotube et on ne les retrouve exprimés 

que dans la différenciation WT1 et à des niveaux similaires aux myotubes primaires. 

 

La desmine est un marqueur des myoblastes et on constate que la différenciation WT1 exprime 

également la desmine. 

 

La dystrophine et la titine sont quant à eux des marqueurs tardifs des myotubes. Les 

différenciations WT2 et WT3 n’expriment pas ces marqueurs à l’inverse de la différenciation 

WT1 qui présente des niveaux d’expressions de dystrophine et de titine semblable aux 

myotubes primaires. Les myoblastes primaires (cellules musculaires précoces) et myotubes 

primaires (cellules musculaires terminales) ont été choisies ici comme contrôles positifs et les 

hiPS servent de contrôle négatif. 

 

On constate que les cellules issues de la différenciation expriment (à des niveaux différents) les 

marqueurs de cellules musculaires (Fig. 56) ce qui peut laisser penser qu’après la 

décongélation, parmi la population hétérogène de départ, ces cellules survivent et prennent le 

dessus sur les cellules de Schwann potentielles. 
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Figure 56 : Expression des marqueurs des cellules musculaires 

Les cellules hiPS indifférenciées servent de contrôle négatif et les myoblastes primaires et myotubes 

primaires de contrôle positifs. Pour chaque marqueur, des triplicats techniques ont été réalisés 

 
 
 

• Analyse immunohistologique 
 

Afin de valider le caractère musculaire supposé des cellules, j’ai poursuivi la caractérisation des 

cellules par une analyse immunohistologique avec deux marqueurs classiques des cellules 

musculaires : l’alpha actinine et la desmine (Fig 57A-B et 57C). 

 

On constate que les cellules sont positives à l’alpha actinine et à la desmine, on peut même 

observer les stries musculaires de nos cellules avec un traitement « airy scale » des marquages 

à l’apha actinine. 

 

Fort de tous ces résultats, on peut en déduire que les cellules observées après décongélation 

correspondent à des cellules musculaires. 
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3. Discussion et Perspectives 
 
 
Les connaissances accumulées des voies de signalisation guidant la myogenèse ont aidé à 

développer un certain nombre de protocoles pour dériver les progéniteurs myogéniques et les 

myocytes à partir des CSP humaines. Les méthodes actuelles peuvent être classées en deux 

grandes catégories: (1) l'induction de la différenciation myogénique par surexpression des gènes 

myogéniques (méthodes transgéniques) et (2) la dérivation de progéniteurs myogéniques sous 

culture définie utilisant des facteurs de croissance et/ou des molécules de signalisation 

(méthodes sans transgène). Notre protocole s’inscrit dans la deuxième catégorie. 

 

Des tentatives récentes ont été perpétrées pour obtenir des progéniteurs myogéniques à partir 

de cellules hiPS et hES dans des conditions de culture définies en utilisant des molécules 

spécifiques sécrétées comme facteurs paracrines jouant un rôle important dans le 

développement musculaire. Ces molécules contrôlent la prolifération, la migration et la 

différenciation des cellules mésodermiques en somite et en dermomyotome (partie restante d'un 

somite après que le sclérotome s'en soit dissocié) (Bentzinger et al., 2012). Le FGF2 a été utilisé 

à différentes concentrations (5–100 ng/ml) pour diriger et améliorer la différenciation myogénique 

(Xu et al., 2013 ; Awaya et al., 2012 ; Shelton et al., 2014 ; Cha et al., 2015 ; Xi et al., 2017). 

Bien que 10 à 20 ng/ml de FGF2 soient couramment utilisés pour maintenir la prolifération dans 

les lignées cellulaires ou les cellules primaires, il a été constaté qu'une concentration élevée de 

FGF2 (100 ng/ml) augmentait significativement le nombre de progéniteurs myogéniques positifs 

pour Pax7 des CSP humaines (Hosoyama et al., 2014). D'autres facteurs de croissance tels que 

le facteur de croissance analogue à l'insuline I (IGF-I), le facteur de croissance épidermique 

(EGF), le facteur de croissance hépatocytaire (HGF) et le facteur de croissance dérivé des 

plaquettes (PDGF) favorisent également l'expansion des progéniteurs myogénique et la 

différenciation dans les CSP humaines (Caron et al., 2016). L'IGF-I peut augmenter l'hyperplasie 

et la fusion des myotubes (Latres et al., 2005, Tureckova et al., 2001). L'IGF-I a été utilisé à une 

concentration de 2–50 ng/ml pour améliorer la différenciation terminale (Borchin et al., 2013 ; 

(Caron et al., 2016 ; Xi et al., 2017 ; Cha et al., 2016). 

 

Les inhibiteurs à petites molécules ont également été utilisés pour diriger et améliorer la 

différenciation myogénique. Les inhibiteurs de GSK3β, tels que CHIR99021 (Borchin et al., 2013, 

Xi et al., 2017) et BIO (6 bromoindirubin-3′-oxime) (Xu et al., 2013), peuvent favoriser l'induction 

du mésoderme lors de la différenciation en activant les voies Wnt. 

  

De plus, un activateur de l'adénylyl cyclase, la forskoline, a été utilisé dans un triple cocktail avec 

FGF2 et un inhibiteur de la GSK3β (BIO) pour favoriser la différenciation musculaire (Xu et al., 

2013). 
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Des inhibiteurs des récepteurs BMP de type I ou des récepteurs de type I du TGF-ß, tels que 

LDN193189 (Cha et al., 2015 ; Xi et al., 2017 ; Cha et al., 2016) et SB431542 (Caron et al., 

2016), ont été utilisés pour améliorer la dérivation d'une population myogénique de CSP 

humaines. Dans certains protocoles, le supplément de base de l'insuline-transferrine-sélénium 

(communément appelé ITS) a été utilisé pour induire l'étape initiale de la spécification 

mésodermique (Awaya et al., 2012 , Borchin et al., 2013, Barberi et al., 2007). L'oncostatine, le 

nécrosulfonamide, l'acide ascorbique, l'insuline et la dexaméthasone ont récemment été utilisés 

en association avec des facteurs de croissance et des inhibiteurs du TGF-β1 pour accroître 

l'efficacité de la dérivation des myocytes. Ces petites molécules ont favorisé un pourcentage 

élevé de différenciation des muscles squelettiques (jusqu'à 70% de CMH + myotubes) et ont 

raccourci la période de différenciation à moins d'un mois (Caron et al., 2016). Un antagoniste 

Notch : DAPT (inhibiteur de la γ-sécrétase) a augmenté l'expression du gène MyoD et de la 

myogénine (Choi et al., 2016). Une combinaison de CHIR99021 et de DAPT améliore la 

différenciation myogénique (Choi et al., 2016).De plus, l'effet réducteur du mélange LDN193189 

et SB431542 a été démontré par la réduction des taux de BMP4 et une augmentation de l'indice 

de fusion lorsqu'il est appliqué aux myotubes préparés à partir d’hiPS de patients atteints de 

dystrophie musculaire de Duchenne (Choi et al., 2016). 

 

Si l’on reprend le protocole décrit en Figure 42 dans le chapitre « Mise au point d’un protocole de 

différenciation des CSP en cellules de Schwann », on constate que jusqu’au jour 18 de la 

différenciation des hiPS, les cellules sont cultivées dans un milieu supplémenté, entre autre, 

avec du SB431542, du CHIR99021, du FGF2 et de l’IGF1, molécules décrites et utilisées 

également pour l’induction en cellules progénitrices des myoblastes. Nous avons constaté la 

présence de cellules polynuclées après avoir remis en culture des cellules congélées au jour 

18. Les cellules étaient alors cultivées dans un milieu différent supplémenté notamment avec de 

l’IGF1, du FGF2 et de la FSK. Comme décrit précédemment, ces molécules ont démontré leur 

implication dans la différenciation myogénique. Lorsque les hiPS sont cultivées dans ces 

conditions sans étapes de congélation, nous n’observons pas de cellules polynuclées et 

contractiles. Ces résultats peuvent nous laisser penser que la congélation/décongélation 

engendre une sélection des cellules et seules les cellules potentiellement progénitrices de 

myoblastes se maintiennent et subissent une maturation vers le lignage myogénique. 

 

En 2005, Stevenson et al., a publié les résultats d'une analyse de 40 personnes atteintes de 

NF1, obtenus à l'aide d'un scanner tomodensitométrique quantitatif périphérique (pQCT) 

(Stevenson et al., 2005). Les personnes atteintes de NF1 présentaient une réduction significative 

de la surface transversale du muscle par rapport aux témoins du même âge. Des résultats 

comparables ont été observés dans une cohorte pédiatrique NF1 où le tissu maigre était mesuré 

à l'aide d'une absorptiométrie à rayons X à double énergie (DEXA) (Hirbe et Gutmann 2014 ; 
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Souza et al., 2009). Les enfants atteints de NF1 avaient une masse de tissu maigre 

considérablement réduite. Bien qu'une réduction de la taille des muscles puisse impliquer une 

réduction de la force (Maughan et al., 1983 ; Maughan et al., 1984), les résultats fonctionnels 

des muscles n'ont pas été évalués dans ces études principalement radiographiques (Dulai et al., 

2007 ; Stevenson et al., 2005). Cependant, dans une étude fondamentale de 2009, Souza et al. 

a effectué des tests de dynamométrie de préhension de la main sur 21 sujets (âgés de 7 à 60 

ans) atteints de NF1 par rapport à des témoins appariés par sexe, âge et activité physique, et 

ont démontré une réduction significative de la force de préhension dans la cohorte NF1 (Souza 

et al., 2009). Les résultats de l’affaiblissement des fonctions musculaires dans NF1 ont été 

rapportés par la suite lors d’essais cliniques. Il a notamment été décrit une réduction de la force 

des muscles extenseurs de la hanche à l'aide d'une dynamométrie portative (Johnson et al., 

2012). De même, un essai mené en 2013 sur le fonctionnement des muscles du bas du corps 

chez des enfants atteints de NF1 a révélé que la force de saut (N/kg) et la puissance de saut 

(W/kg) était réduite (Hockett et al., 2013). La performance en exercices aérobiques peut 

également être altérée. Une cohorte de 17 personnes atteintes de NF1, ainsi que des sujets 

contrôle appariés en sexe, âge et en poids corporel, ont subi un test de consommation maximale 

d’oxygène (VO2 max), une mesure de la capacité maximale d’exercice aérobique. Les 

personnes atteintes de NF1 avaient une VO2 max réduite ainsi qu'une pression artérielle 

systolique maximale réduite (de Souza et al., 2014). Bien que les auteurs aient reconnu qu'il y 

avait quelques difficultés à recruter des contrôles appariés aux activités, il reste à étudier de 

manière approfondie si la réduction de l'activité physique explique la réduction de la capacité 

d'exercice dans NF1. Étant donné les preuves de plus en plus nombreuses de déficits moteurs 

et musculaires chez NF1, il serait intéressant de développer un modèle cellulaire musculaire 

NF1 afin de pouvoir étudier de manière plus approfondie les phénotypes observés. L’utilisation 

de notre protocole pour dériver des hiPS porteuses de la mutation causale NF1 pourrait être ce 

modèle. De plus, en utilisant la méthode de CRISPR/Cas 9, comme effectué lors de la 

modélisation du phénotype osseux présenté dans cette thèse, il serait alors possible d’établir 

des lignées isogéniques porteuses des mutations hétérozygotes et homozygotes et peut-être de 

mettre en place un criblage haut débit pour la découverte de molécules actives. 
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