Au menu aujourd’hui

1. Comment étudier la différenciation des cellules souches

- |n vitro
- |In vivo

2. Les cellules souches pluripotentes comme outil pour:
- I'étude de I'embryogenese precoce
- modelisation des maladies humaines

3. L'analyse de cellules uniques en tant que nouvel outil pour
étudier la descendance deérivee des cellules souches



Cellules souches embryonnaires (CSE)

Pancreatic Hematopoletic Cardiomyocytes Neurons Hepatocytes
islet cells cells

Modifie a partir de http: //brightnepenthe.blogspot.com/2010/10/stem-cells-part-2. html



Outils d'imagerie pour étudier la différenciation
des cellules souches embryonnaires

1. Immunofluorescence
2. RNA Fluorescence in Situ Hybridation (RNA FISH)
3. Constructions promoteur-rapporteur

4. Tracage du destin cellulaire in vivo



Immunofluorescence: un outil pour identifier la
descendance des CSE

- Nous avons besoin d'une molécule qui peut se lier spécifiquement a la protéine que nous
voulons étudier pour pouvoir la marquer

- Utilisation d’anticorps

- Les anticorps sont produits naturellement par nos cellules immunitaires (plasmocytes)
dans notre corps en réponse a des protéines étrangéres (par exemple des agents
infectieux tels que des virus, des bactéries, etc.) Chaque anticorps se lie a un antigéne

spécifique. Antigens

Antibody

= En injectant une protéine humaine ou un fragment de protéine dans une autre
espece, on peut générer des anticorps contre cette protéine.



Comment fonctionne I'immunofluorescence?

1. Fixation des cellules (avec du formaldehyde)

2. Permeéabilisation de la membrane plasmique avec un detergent
(par exemple du Triton) pour marquer des proteins intracellulaires

marquer les cellules
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3. Incubation avec un anticorps primaire

L M

Antigen Present Antigen Absent

4. Lavage de I'exces d’anticorps

Antigen Present Antigen Absent




5. Incuber avec un anticorps secondaire marqué

/. Imagerie en microscopie a fluorescence

UV Light UV Light

Antigen Absent



Est-il possible de visualiser plusieurs
fluorophores en méme temps ?

Spectres des fluorophores et Alexa 594
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Immunofluorescence: également possible
avec plusieurs anticorps




Unbound antibody washed away

Antigen Present Antigen Absent

Treatment with unlabelled secondary antibody

&ntigen Present Antigen &bsent

Unbound secondary antibody washed away
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Fluorescence observed wherever antigen is located



Comment marquer le noyau cellulaire

- En utilisant un produit chimique, par exemple 4 ', 6-diamidino-2-phénylindole (DAPI) qui
se lie a IADN

- Il émet dans le spectre bleu, et peut étre utilisé en combinaison avec des colorants a
émission verte et a émission rouge
NH

/

NH,

Structure chimique du DAPI

Modele montrant une molecule
de DAPI (rose) liée a I'ADN




Application: différenciation de CSE in vitro en neurones

B3-teeulin




RNA Fluorescence in Situ Hybridation (RNA FISH)

Dans le RNA FISH, plusieurs petites molécules d’ADN simple brin
complémentaires de la méme molécule d'’ARNmM et marquées par des
molécules fluorescentes (la sonde) sont hybridées (= liées par la
complémentarité des bases) a leur ARNm cible

- Permet de localiser et compter les molécules d'ARNm

Sondes fluorescentes complémentaires a un ARNm donné




Chaque point représente une seule molecule d’ARNm
- Permet de compter le nombre de molecules de chaque type dARNm

http://www.biosearchtech.com/stellarisgallery/




H19 intronic RNA

H19 intronic RNA H19 intronic RNA




Frequency

Distribution de molecules uniqgues d/ARNmM
obtenues par RNA FISH
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MRNA count

- Donne des information sur des sous-populations présentes dans la
méme culture de cellules

Singer et al., Molecular Cell 2014



RNA FISH avec codes barres

Image 1

Image 2 Image 3 ImageN Decoded Image
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RNA FISH avec codes barres
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RNA FISH pour étudier la zonation de l'intestin

—> Différents genes sont exprimes dans
différentes parties des villosités

—> Transport de nutriments en haut

- Génes de réponse a la flore microbienne
en bas

Moor et al., Cell 2018



RNA FISH pour étudier la zonation du foie
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Comment marquer les cellules vivantes: proteines
fluorescentes

GFP (Green Fluorescent Protein)




Des souris peuvent étre congues pour exprimer la GFP
- Faible degré de toxicite




Une palette colorée grace aux mutations du gene GFP

Différentes protéines fluorescentes ont des spectres d'excitation et d'émission
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Utilisation de la GFP comme gene
rapporteur spécifique a un type cellulaire

Promoteur actif dans les neurones GFP

" r

Cellule non neuronale: GFP non exprimée Neurone: GFP exprimée




CSE avec un promoteur neuronal entrainant I'expression de la
GFP et différenciées en neurones

Modifié de Suter et al., Stem Cells 2006




Suivi de la differenciation cellulaire au cours du temps

- Le promoteur actif dans un type de cellule spécifique permet de suivre la
différenciation par imagerie en fluorescence

- Différenciation in vitro des CSE en neurones

Jour 4 . s Jour 7
= Jour 4
Promoteur neuronal précoce - + M
L e
_ %
Promoteur neuronal tardif GFP 'Y
’ ..
Jour 7 'l._._ ag'E--w " n )
Rouge

Modifié a partir de Suter et al., Stem Cells 2006



Fin de la 1¢ partie



Marquage in vivo des cellules souches




Suivi du sort des cellules apres transplantation:
expéeriences fondatrices de Nicole Le Douarin

Transverse section
through chick host
containing quail
graft

Concept clé: les cellules de caille ont un nucléole proéminent qui sert de
marqueur permanent

- Peuvent étre distinguées des cellules de poulet



Experiences de transplantation

Des cellules particulieres d'une souris GFP peuvent étre isolées et
transplantées dans une souris non-GFP

- Cela permet de suivre le sort des cellules transplantées

Exemple: transplantation de
cellules souches endothéliales
vasculaires

- Les vaisseaux résultants
peuvent étre directement vus par
fluorescence GFP chez la souris §
receveuse




Marquage in vivo des cellules souches

Les cellules souches intestinales peuvent étre marquées in vivo en
contrélant I'expression de la GFP par un gene endogene qui est actif
spécifiguement dans ces cellules

Génome de souris

Géne Lgr5 GFP

Barker et al., Nature 2007



Marquage in vivo de la descendance de cellules souches

6 months |

Des progéniteurs neuronaux humains dérivés de A
CSE humaines ont été injectés dans le cerveau de |
souris Cweeis |

2 months

- Permet de les distinguer des neurones de souris

Espuny-Camacho et al., Neuron 2013



Tracage de lignées

Pouvons-nous également marquer de maniére stable les cellules souches
endogénes et suivre leur sort?

floxP floxP

- K E—

Cre recombinase

l[oxP loxP
I | ._ l'__
T_ axcised from
chromosome
ana lost

http: //www.scq.ubc.ca/ cibler-votre-ADN-avec le-Crelox-systeme/



Tracage de lignees

Pouvons-nous également marquer de maniére stable les cellules souches
endogénes et suivre leur sort?

|_|551_ﬁ-5pnni=|n prn:rnntnr|
e e
LoxP -~ LoxP

Ubiguitous promoter
[ ﬂ/\i”d O
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http: //www.scq.ubc.ca/ cibler-votre-ADN-avec le-Crelox-systeme/



Nestin

Cre

Promoteur a activité ubiquitaire -




Tracage multicolore du destin des cellules

souches: confetti mouse
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Tracage multicolore du destin des cellules
souches: confetti mouse

- La déscendance de chaque cellule est
marquée d'une couleur différente

Modifié a partir de Snippert et al., Cell 2010 Small Intestine



Marquage de neurons individuels dans le cerveau:
brainbow mouse

On a inséré une séquence d'ADN codant pour plusieurs protéines fluorescentes dans le
génome d’une souris, sous le controle d’'un promoteur actif uniguement dans le cerveau.

Construct 1 5
on2_2 72 (qg_P
W’DDA‘% YFP JOA'M-_CFP_)_ HoA M
Promoter
(CMV/Thy1)

La Cre recombinase permute au hasard des parties de cette séquence de sorte
gu'une seule des protéines fluorescentes soit exprimée



Brainbow mouse
a Brainbow-1.0

Construct 1 2

on22 72 loxP

Promoter
(CMV/ThyT) Cre-mediated recombination
Qutcomes
2
1 YFP

or

3] el GRS Hn

Chaque permutation entraine I'expression d'une seule protéine fluorescente




Brainbow mouse

Imaginons maintenant que cette séquence d'ADN soit présente en 3 exemplaires:
- 3 protéines fluorescentes différentes sont exprimées dans chaque cellule!
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Brainbow mouse

Imaginons maintenant que cette séquence d'ADN soit présente en 3 exemplaires:
-> 3 protéines fluorescentes différentes sont exprimées dans chaque cellule!
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Neurones du gyrus denté (hippocampe)




Tracage 3D des neurones dans le cerveau et imagerie
precise des contacts de cellule a cellule




Comment étudier 'embryogenese precoce?

./ polar body
onuclei

b blastocoelic
cavity

junction

Day 1: Fertilisation Day 2: Cleavage Day 3: Compaction Day 4: Differentiation Day 5: Cavitation

Cpitia

pypoblast uterine

trophoblast

Day 12: Bilaminar

! ! disc formation differentiation

Day 9: cell mass Day 7: Implantation Day 6: Zona hatching

primitive

Tres difficile a
étudier in vivo!

endoderm /
Day 12: Mesoderm formation




Les CSE comme outil pour étudier I'embryogenese
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Durée de I'embryogenese...




Est parallele au timing de differenciation des CSE

5 jours 3 semaines

Neurones dérivés de CSE de souris Neurones dérivés de CSE humaines

WWW.CSC.mrc.ac.uk



La différenciation in vitro des CSE recapitule la
différenciation in vivo

Cortex de souris Neurones dérivés de cellules ES de souris
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Gaspard et al., Nature 2008



Utiliser des cellules souches pluripotentes pour
modeliser les maladies

Steps of disease modeling

I. Design and verify Target cell type

Differentiation Induce disease- \

protocol relevant phenotype

) ’

Patient-specific induced C
pluripotent stem (iPS) cells ©

Patient-specific iPS cells
with genetic correction

Il. Employ

Study mechanisms of
disease phenotype

»
oy .

High-throughput drug screens
to reduce disease phenotype

Cherry et al., Annual Reviews in Medicine 2013



Etude de la fonction neuronale de patients
schizophrenes

Control

LV-SYNP-HTG
Rabies-EnvAAG-RFP

Brennand et al., Nature 2011



Problemes avec les cellules dérivees du patient

- Les patients different les uns des autres non seulement
par leur maladie mais aussi a des millions d’autres
positions du genome

- Chaque lignée cellulaire iPS du méme patient se
comporte differemment



Modification du génome pour creer des modeles In
vitro specifiqgues a une maladie

> A partir d'une lignée cellulaire pluripotente donnée qui est modifiée

précisément au locus de la maladie, on peut obtenir un modéle beaucoup
plus “propre”

- Comment introduire des mutations spécifiques dans le génome des cellules
pluripotentes?



Technologies actuelles d'edition du genome

Principe: clivage d'une séquence génomique spécifique par des nucléases
—> La rupture sera réparée soit par jonction d'extrémité non homologue (NHEJ),
soit par réparation dirigée par homologie (HDR)

DSB

Donor DNA A Donor DNA

Gene or tag insertion Gene correction or point mutagenesis Smallindels

Kim et al., Nat Rev dans Gen.2014



3 génerations differentes de nucleases

1. Nucléases a doigts de zinc: des motifs spécifiques peuvent reconnaitre des
triplets spécifiques de paires de bases

a Zinc-finger motif consensus
CX, ,CX,FLX,HX,H

Right ZFP
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Left ZFP

Nature Reviews | Genetics

Kim et al., Nat Rev dans Gen.2014



3 génerations differentes de nucleases

2. Nucléases effectrices de type activateur de transcription (TALEN)

a RVD
LTPEQVVAIASEBIGGKQALETVQRLLPVLCQAHG

Left TALE

uuuuuuuuuuuuuuuuuuuu
--------------------
....................

Kim et al., Nat Rev dans Gen.2014



3 génerations differentes de nucleases

3. Nucléases CRISPR-Cas9

X
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Fin de la 2é™e partie



Modele d'édition du genome de la maladie de Parkinson

Patient
fibroblasts

ZFN-mediated
insertion of
disease
mutation

Patient-derived

hiPSCs

ZFN-mediated

mutation repair :

Human embryonic
stem cells

T@

60

Neurons

ojuebos)

aiuwebosj

Soldner et al., Cell 2011



Modele d'édition du genome de la maladie de Parkinson

Mutation ponctuelle corrigéee Mutation ponctuelle causant la maladie de Parkinson

TUNEL

Ryan et al., Cell 2013



Limitations de la difféerenciation in vitro des CSE
pour modeliser les maladies



La différenciation des CSE en culture est "désordonnée”

Differenciation neuronale des cellules ES
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Difféerenciation 3D pour génerer des organoides

- Les cellules souches peuvent étre difféerenciées en
structures 3D pour former des structures semblables a des
organes



“Minicerveaux” generes a partir de CSE humaines

Embryoid Expanded
hPSCs bodies Neuroectoderm neuroepithelium Cerebral tissue

_ i <
908

» :

Lancaster et al., Nature 2013



“Minicerveaux” generés a partir de CSE humaines

Miniverveaux Cerveau foetal humain

Rouge: progéniteurs neuronaux
Vert: neurones matures
Bleu: noyaux cellulaires

Lancaster et al., Nature 2013



"Minicerveaux” pour modéliser des maladies humaines

Cellules iPS humaines générées a partir d'un patient avec une mutation de
la protéine CD5RAP2

A3842

Control

Lancaster et al., Nature 2013



Reéetine humaine in vitro a partir d'organoides de CSE

Day1

ES cell aggregate

()

Inductlon of

Day5
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Evaginatio
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Spherical vesicle
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s DI
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Eiraku et al., Nature 2011



Organoides intestinaux a partir de cellules souches
intestinales

- Villus
= domain

Crypt domain

Sato et al., Nature 2009



Comment pouvons-nous étudier des types spécifiques de
cellules embryonnaires précoces?

In vivo? B
= q‘ ' b TR, ,
@ %é‘ 9&

‘‘‘‘‘‘‘‘ b‘




Pouvons-nous resoudre ce probleme?

*1’

Analyse de cellules
iIndividuelles




Analyse du transcriptome de cellules individuelles:
embryon precoce

—L | Morula
—L—
8-cell
| Y
—
L | Pronucleus
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L—| Oocyte
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=3 = 0 1 >
PCA 1

Xue et al., Nature 2013



Transcriptome de cellules individuelles:
reconstruction de la hierarchie pulmonaire
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Treutlein et al., Nature 2014



Analyse du transcriptome de cellules individuelles:
reconstruction de la hiérarchie de la lignée pulmonaire
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Treutlein et al., Nature 2014



Utilisation de codes barres pour suivre le potentiel de
cellules souches hematopoietiques

33bp DNA barcode
A

r \
_{ F‘?rri‘r”ng‘}d I Library ID I Cellular barcode R’ﬁ,‘i’rﬁ[;e ]._
6bp 27bp (random)
1 Cloning

WM DNA barcode library

> Tagm, 29‘,-0:‘,0:“" in lentivirus
—_— l Infection
solate
i”cm ) — 0 OO0
donor cells oéz?
l Transplantation

Harvest cells

\

1 Isolate
genomic DNA

| | |
PCR

i G

‘ High-throughput sequencing |

| | |

| Extract barcodes using library ID |

| | |

| Combine barcodes allowing for 2bp mismatches and indels |

| | |

[ Eliminate barcodes below background threshold |

\| ] |/

Comparison

Lu et al., Nat Biotech 2011



Importante variabilité de la contribution de differentes
cellules souches aux differentes cellules du sang

80% 60% 40% 20%
Relative contribution to B cells

Lu et al., Nat Biotech 2011



Utilisation de CRISPR pour le tracage de lignees

Principe: insertion de répétitions d’'une séquence artificielle dans le génome, et
expression a bas niveau de Cas9 et d'un gDNA qui cible cette séquence

Genome + Cas9 et

¥

Séquence aritificielle

Cas9 coupe au hasard

¥

Génération de mutations




Utilisation de CRISPR pour le tracage de lignées

Genome editing of barcode

Array of CRISPR targets

| | ' V%

— T v
(=) (=) COYunn _maiim
Edited barcode

Guide RNA/Cas9 MM Deletion
B Insertion

e I

McKenna et al., Science 2016



Utilisation de CRISPR pour le tracage de lignees

Reconstruction of cell lineage
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