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transfectants. Quoiqu’il en soit, cette
nouvelle génération d’AON compatibles
avec un traitement systémique et accé-
dant a I’ensemble des compartiments
de Porganisme, y compris le systeme
nerveux central, ouvre des perspec-
tives vers de nombreuses applications
thérapeutiques, et en particulier pour
les maladies génétiques du systéeme
neuromusculaire. €nfin, ces travaux
confortent le rationnel de I'approche
de « saut d’exon » dans le cadre de la
myopathie de Duchenne, pour laquelle
une grande majorité de patients est
théoriquement éligible. Il est toutefois
important de souligner que la mise en
application de ces traitements, en par-
ticulier pour les mutations singulieres
ou pour les cohortes de patients extré-
mement petites, se heurtera aux colits
de développement des différents oligo-
nucléotides antisens qu’il conviendra
de considérer a juste titre comme des
médicaments différents. Aussi, sans
une réflexion éthique et un accompa-

gnement réglementaire appropriés, on
peut craindre que certaines applica-
tions possibles et rationnelles soient
abandonnées faute de débouchés
économiques suffisants, générant de
graves inégalités et désillusions au sein
des populations de malades. ¢
Functional correction and cognitive
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using splice-switching tricyclo-DNA
oligomers
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Transplantation d’hépatocytes
humains dérivés de cellules
souches dans le foie de souris

Un nouveau modeéle murin d’infection

par le virus de ’hépatite C

Arnaud Carpentier, T. Jake Liang

> Le développement de modeéles expé-
rimentaux d’infection par le virus de
I’hépatite C (VHC) prenant en compte
le patrimoine génétique de I’hote est
nécessaire. &n effet, de récentes études
ont démontré I'influence du patrimoine
génétique du patient aussi bien sur I’his-
toire naturelle de Iinfection que sur la
réponse aux traitements antiviraux [1].
Le modele expérimental le plus uti-
lisé est basé sur I'infection par le VHC
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de cellules de la lignée Huh7 [2],
issues d’un hépatocarcinome ; il ne
permet donc pas I'analyse de I’infec-
tion dans le contexte d’un patrimoine
génétique particulier. De plus, ces cel-
lules transformées ne reproduisent que
tres imparfaitement la physiologie des
hépatocytes humains adultes (HH).
Les cultures primaires d’hépatocytes
humains peuvent étre infectées par le
VHC [3] et, dans une certaine mesure,

permettraient d’étudier I'importance
du génome de I’hote dans Iinfection.
Cependant, les hépatocytes primaires ne
permettent qu’une réplication limitée
du virus, comparés aux cellules Huh7,
et, de plus, ils ne peuvent étre main-
tenus en culture que quelques jours,
et, surtout, sont difficiles a obtenir (ils
proviennent de résections hépatiques).
Les hépatocytes humains peuvent aussi
étre greffés dans le foie de différents
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modeles de souris immunodéficientes
transgéniques (modéles uPA, FAH!)
(=») [101, ou ils
sont permissifs a
I’infection in vivo

(=) Voir la Nouvelle
de H. Gilgenkrantz,
m/s juin-juillet 2011,
par différents virus n® 8/1, page 587
hépatotropiques [4].

Récemment, il a été décrit que les cel-
lules souches pluripotentes induites (iPS,
pour induced pluripotent stem cells)
[5], obtenues aprés reprogrammation
nucléaire de cellules somatiques - les
fibroblastes dermiques ou les cellules
sanguines constituant des types cel-
lulaires relativement aisés a obtenir -
peuvent étre différenciées en cellules
hépatocytaires appelées HLC (pour hepa-
tocyte-like cells) [6, 7, 11]. Ces hépato-
cytes-like représentent un modele de
choix pour analyser aussi bien le méta-
bolisme cellulaire (maladies hépatiques
d’origine génétique, par exemple), que
I’infection par des virus hépatotropes
dans le contexte du fond génétique du
donneur.

Différenciation hépatique in vitro

La différenciation de cellules iPS en cel-
lules de type hépatocytes est basée sur
un traitement séquentiel avec différents
facteurs de croissances et molécules, et,
dans notre protocole, suit trois étapes :
Premiere étape : induction des cellules
pluripotentes vers I’endoderme définitif,
sous I"influence de I'activine A et du FGF2
(fibroblast growth factor), ce qui induit
I’expression de facteurs de transcription
typiques des cellules d’endoderme défi-
nitif (SOX17 et FOXA2).

Seconde étape : spécification hépa-
tique, en présence de HGF (hepatocyte
growth factor, 100 ng/ml) et 0,1 % de

! « Les deux modeles existants, la souris transgénique uPA
(urokinase plasminogen activator) et la souris tyrosinémique
(FAH /=) fonctionnent sur le méme concept : dans les deux
cas, les hépatocytes résidents sont continuellement détruits
par le produit d’un transgene toxique dans le cas du modeéle
uPA, et par un défaut constitutif d’une enzyme du cycle de
I'urée, la fumaryl-acide-acéto-hydrolase, dans le cas de
la souris FAH 7~ . Cette cytolyse induit un stimulus de pro-
lifération, ce qui confére aux hépatocytes transplantés un
avantage prolifératif sur les hépatocytes résidents, puisqu’ils
ne subissent pas la pression de sélection négative de ces
derniers.» (tiré de [10]).
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diméthylsulfoxyde (DMSO) pour induire
I’expression de génes associés au méta-
bolisme hépatique. €n particulier, le géne
HNF4A (hepatocyte nuclear factor 4A)
est fortement induit, et agit comme un
régulateur central de la différenciation
hépatique, induisant I'expression par
exemple de I'alpha-feetoprotéine (AFP)
et de 'antitrypsine Al (AAT).

Troisieme étape : maturation hépatique
par traitement avec de la déxamétha-
sone, ce qui provoque un important
changement de morphologie (cellules
polygonales, parfois binucléées, petits
noyaux ronds, tres similaires a des hépa-
tocytes humains en culture primaire).
Surtout, ce traitement induit I"expres-
sion de marqueurs hépatiques matures,
tels que I’albumine, le facteur de coa-
gulation FVII, et différentes isoformes
des enzymes de détoxification dont le
cytochrome P450. Bien que reprodui-
sant différents processus biologiques et
métaboliques typiques d’hépatocytes
humains primaires (stockage du glyco-
géne et de lipides, capture et sécrétion
de lipoprotéines), les hépatocytes-like
issus des iPS restent immatures compa-
rés aux hépatocytes humains primaires,
comme le montre la persistance de I'ex-
pression de marqueurs feetaux comme
I"AFP.

Infection in vitro par le VHC

Linfection productive par le VHC est
strictement limitée aux hépatocytes
humains adultes. Dans notre expérience,
les hépatocytes-like issus d’iPS étaient
susceptibles a I'infection in vitro par
le VHC, qu’il s’agisse de virus produits
en culture cellulaire (isolat JFHI, de
génotype 2a) ou du sérum de patients
chroniquement infectés par des virus
de différents génotypes, comme cela a
été décrit récemment [8]. Cependant,
le niveau de réplication virale était tres
bas, et la production de particules infec-
tieuses faible, en raison peut-étre de la
maturation incompléte des hépatocytes.
De plus, il est important de noter que
le niveau de réplication virale tendait
a diminuer aprés deux semaines, ce qui

correspondait a une dédifférenciation
des hépatocytes in vitro.

Nous avons aussi observé le déclenche-
ment d’une réponse cellulaire de type
interféron, suggérant que ce systéme
constitue un modele intéressant pour
I’étude de la réponse immune innée au
virus.

Analyse de ’infection par le VHC

in vivo

€tape 1 : transplantation
d’hépatocytes-like

Afin d’étudier leur implantation in vivo,
4 x 10® hépatocytes-like ont été injec-
tés par voie intrasplénique dans des
souris immunodéficientes (SCID/Bg?)
exprimant le géne codant pour Iactiva-
teur du plasminogéne de type urokinase
(uPA) sous le contrdle du promoteur des
protéines urinaires majeures (MUP) [4].
L'expression du transgene uPA dans les
hépatocytes murins provoque leur cyto-
lyse et donne ainsi un avantage sélectif
aux hépatocytes humains implantés dans
un environnement hépatique favorable a
la prolifération hépatocytaire. L'implan-
tation des hépatocytes-like a été sui-
vie par la quantification de I'albumine
humaine dans le sang des souris ; celle-
ci était détectable des les premiers jours
suivant injection et augmentait avec
le temps. Deux semaines aprés injec-
tion, les hépatocytes-like pouvaient étre
visualisés dans le parenchyme hépatique
murin aprés marquage immunohistochi-
mique avec le marqueur humain Hep Parl
et détection en immunofluorescence de
I’albumine humaine, confirmant I"im-
plantation intrahépatique des cellules
humaines autour des veines centrales.
L'albumine humaine sérique pouvait étre
détectée pendant au moins 100 jours
apres I'injection, suggérant la persis-
tance des hépatocytes-like humains. De
fait, 100 jours apres I'injection, 'analyse
immunohistochimique a révélé un degré
variable (de 0,1 a 15 %) de repopulation
du foie murin par les cellules humaines,
corrélé a la concentration d’albumine

2 Souris SCID-Bg : severe combined immunodeficient-beige.
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Figure 1. Stratégie expérimentale d’obtention d’hépatocytes-like humains a partir d’iPS. Des fibroblastes isolés de biopsies de peau (A) sont repro-

grammés en cellules iPS (B), puis différenciés en cellules hépatocytaires hépatocytes-like (€). Ces hépatocytes-like sont permissifs a I'infection par

le VHC in vitro (D) et peuvent étre transplantés dans le parenchyme hépatique de souris MUP-uPA/SCID/Bg (€-F), ol ils proliférent et développent un

phénotype plus mature (G). Les hépatocytes-like peuvent aussi étre infectés in vivo par différents génotypes de VHC (H). OSKM : lentivirus porteurs des
ADNc codant pour 0CT4 (0), SOX2 (S) KLF4 (K) et cMYC (M), les 4 facteurs de transcription nécessaires & la reprogrammation en iPS.

humaine dans le sang des souris gref-
fées. Surtout, "analyse par immunofluo-
rescence de sections de foies repeuplés
par des cellules humaines a montré que
les hépatocytes humains greffés proli-
férent et présentent un niveau de matu-
ration hépatique plus élevé que celui des
hépatocytes-like humains au moment
de I'injection. Par exemple, ils perdent
I’expression de marqueurs feetaux (AFP),
et gagnent celle de marqueurs d’hépa-
tocytes matures, par exemple diffé-
rentes isoformes du cytochrome P450.

€tape 2 : infection in vivo par le VHC

Afin de confirmer la permissivité des
hépatocytes-like humains issus d’iPS a
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I’infection in vivo par le VHC, des souris
greffées ayant un taux sérique d’albu-
mine humaine supérieur a 100 ng/ml
10 jours apreés la greffe ont été ino-
culées par voie intraveineuse avec des
sérums de chimpanzés porteurs d’une
infection chronique par différents
génotypes de VHC. La réplication du
VHC était ensuite mesurée par la quan-
tification de ’ARN viral dans le sang
des souris inoculées. Deux semaines
aprés I’infection virale, UARN viral
n’était détectable chez aucune souris,
et seulement chez la moitié d’entre
elles un mois aprés inoculation. Les
raisons de ce délai sont inconnues,
peut-étre liées au temps de matu-

ration et de prolifération in situ des
cellules humaines. Cependant, trois
mois apres I'inoculation virale, toutes
les souris avaient un taux mesurable
d’ARN viral dans le sang, compris entre
4 et 7 log de copies par millilitre. La
virémie pouvait aussi étre détectée
par ELISA (anticorps détectant I’anti-
géne de capside du VHC). Ces résul-
tats confirment que I’infection par le
VHC peut étre maintenue a un niveau
détectable pendant plus de 100 jours.

Conclusion

Linfection in vivo d’hépatocytes-like
humains différenciés a partir de cel-
lules iPS dérivées de cellules somatiques
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