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Introduction

La colonne vertébrale se compose de 24 vertébres et 23 disques intervertébraux
(DIV) dont 6 cervicaux, 12 thoraciques et 5 lombaires. Le DIV est une structure
fibrocartilagineuse conférant élasticité et mobilité a I'ensemble de la colonne. Ce
dernier se compose d’une partie périphérique I’Annulus fibrosus (AF) entourant une
partie centrale appelée Nucleus pulposus (NP) et de deux plateaux vertébraux (PV)
assurant la connexion avec les corps vertébraux supérieur et inférieur. Les PV sont
vascularisés et assurent la diffusion de 'oxygéne et des nutriments au NP et a I'AF.
La distance entre les PV et le NP crée un gradient de concentration en oxygéne
atteignant environ 1% au centre du NP [1, 2].

A la naissance, le NP est essentiellement composé de cellules notochordales
matures (CNT matures). Au cours de la croissance, les CNT matures disparaissent
de fagon précoce et un second type cellulaire appelé « chondrocyte-like » apparait
[3]. Ces cellules ont été assimilées a des cellules chondrocytaires pendant de
nombreuses années de par leur activité sécrétoire proche de celle des chondrocytes
articulaires. Des études plus récentes s’intéressant a l'origine embryonnaire des
cellules du NP ont démontré que I'ensemble de ces cellules était issu de la
notochorde [4, 5]. Cependant, aucune preuve formelle n’a été apportée quant a la
différentiation des CNT matures en chondroycte-like au cours de la croissance. La
caractérisation du phénotype des cellules du NP chez 'homme adulte, a démontré
'expression de marqueurs spécifiques tels que Paired boxl (PAX1), Ovostatin2
(OVOS2), Carbonic anhydrase (CAl12) et CD24 [6, 7]. Leur activité sécrétoire est
définie par un ratio agrécane/collagéne de type Il supérieur a 20 tandis que ce ratio
est de 3 pour les chondrocytes articulaires [8]. Afin d’éviter les confusions entre

chondrocyte-like et chondrocytes articulaires, nous avons proposé une nouvelle
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nomenclature. Les chondrocyte-like sont ainsi dénommés nucléopulpocytes
(NPCytes) [9-11].

La transition cellules notochordales adultes-nucléopulpocytes (CNT matures-
NPCytes) fait aujourd’hui I'objet de nombreuses investigations puisqu’elle est
associée a des modifications tissulaires importantes au sein du NP. Les CNT
sécretent différents facteurs de croissance dont le Connective tissue growth factor
(CTGF) [12-15]. Ce facteur appartient a la famille des Connective tissue growth
factor (CTGF), Cystein rich protein (Cyr61), et Nephroblastoma overexpressed gene
(NOV) (CCN) [16]. Il a été identifié comme responsable de la prolifération des
NPCytes et de leur capacité a produire les composants de la matrice extracellulaire
(MEC) typiquement retrouvés dans le NP. Cette MEC est principalement composée
de protéoglycanes (PG) retenant les molécules d’eau, conférant ainsi un niveau
d’hydratation d’environ 80% au NP [17]. Ces PG sont enchassés dans une armature
de fibres de collagéne de type Il formant un réseau élastique et conférant au NP sa
capacité a absorber les chocs et répartir les contraintes mécaniques sur I'ensemble
du DIV.

La sécrétion du facteur TGF-B (Transforming Growth Factor béta) par les cellules du
NP a également été démontrée [18]. Cependant, la source de cellules (CNT matures
ou NPCytes) a l'origine de cette sécrétion n’est pas parfaitement identifiée. Ce TGF-
B régule positivement I'expression du géne CTGF [14]. De plus, le facteur de
transcription Hypoxia Inducible Factor 1 alpha (HIF-1a) exprimés également par les
CNT matures et/ou les NPCytes régule négativement I'expression de CTGF [19]. Ces
boucles de contréle positives et négatives régulent I'expression de CTGF. Nous
émettons ainsi I'hypothése d'un dialogue moléculaire entre les CNT matures et

les NPCytes assurant le maintien de 'homéostasie du NP en régulant I'expression et
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'activité des facteurs de croissance sécrétés par ces deux types cellulaires. La
disparition des CNT matures entrainerait donc la rupture de ce dialogue a l'origine
des perturbations de I'expression et de l'activité des facteurs CTGF et TGF-3. Ces
perturbations sont a l'origine de la perte des fonctions biologiques et mécaniques du
NP et des premiers signes de dégénérescence discale. Cette dégénérescence
affecte principalement les étages lombaires et se caractérise au niveau tissulaire par
une déshydratation et une fibrose du NP qui s’étend ensuite a I'AF, rendant le DIV
incapable d’assurer sa fonction d’amortisseur de contraintes mécaniques [20]. La
dégénérescence discale s’objective par Imagerie par Résonance Magnétique (IRM)
avec une diminution du signal en séquence T2 [21]. Cet examen ne renseigne pas
sur le caractére symptomatique de la dégénérescence, qui est révélé a I'examen
clinique. Les douleurs lombaires d’origine discale représentent environ 40% des cas
de lombalgies [22]. Ces lombalgies sont un véritable probléme de santé publique et
affectent environ 600 millions de personnes dans le monde [23]. La prise en charge
thérapeutique des patients ainsi que les arréts de travail fréquents représentent un
colt annuel d’environ 90 milliards de Dollars aux Etats Unis [24] et 2 milliards
d’Euros en France d’apres une étude réalisée par la Caisse Nationale de I'Assurance
Maladie des Travailleurs Salariés en 2012 (CNAMTS).

La prise en charge conventionnelle des douleurs lombaires consiste en
'administration de traitements pharmacologiques dans un premier temps. Des
médicaments antalgiques et anti-inflammatoires sont proposés aux patients. Dans
les cas de dégénérescence discale avancée, une prise en charge chirurgicale est
finalement proposée basée sur 2 options : I'arthrodése et I'arthroplastie. L'arthrodése
consiste en la fusion des vertébres sus et sous-jacentes du DIV dégénéré [25].

L’arthroplastie consiste a remplacer les DIV dégénérés par une prothese discale [26,
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27]. Bien qu’efficaces sur les douleurs d’origines discales, ces traitements invasifs
sont uniquement symptomatiques et ne ciblent en aucun cas lorigine de la
dégénérescence discale.

Les connaissances acquises sur la physiopathologie discale permettent aujourd’hui
de développer des stratégies thérapeutiques basées sur ['étiologie de la
dégénérescence discale. Ainsi, des approches de médecine régénératrice du DIV
intégrant le développement de thérapies cellulaires et de stratégies d’ingénierie
tissulaire semblent prometteuses. Un résumé de ces approches innovantes a fait
'objet d’une lettre dans le journal Trends Biotechnology Article |: Intervertebral
disc regeneration: a great challenge for tissue engineers. P. Colombier, A.

Camus, L. Lescaudron, J. Clouet, J. Guicheux, Trends Biotechnol, 2014.
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ARTICLE |
Intervertebral disc regeneration: a great challenge for tissues

engineers

P. Colombier, A. Camus, L. Lescaudron, J. Clouet, J. Guicheux

Trends in Biotechnology, 2014

Résumé :

Il est aujourd’hui admis que I'étape d’initiation de la dégénérescence discale se
produit dans la partie centrale du disque intervertébral (DIV), appelée Nucleus
pulposus (NP). Cette dégénérescence discale est a I'origine de 40% des lombalgies.
Dans cette revue, les nouvelles approches de médecine régénératrice du DIV basée

sur la restauration des fonctions du NP sont discutées.
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Intervertebral disc degeneration: the ‘diktat’ of the
nucleus pulposus

The intervertebral disc (IVD) is a fibrocartilaginous tissue
composed of a peripheral network of robust collagen fibers,
termed the annulus fibrosus, which surrounds a hydrated
gel-like central structure known as the nucleus pulposus
(NP), and the inferior and superior cartilaginous endplates
which provide the connection to the vertebral body. IVD
aging inevitably leads to NP degeneration, with a decrease
in cellularity and alterations in extracellular matrix
(ECM) composition that ultimately affects the load-bearing
capacity and mobility of the spine.

The NP contains two different cell types: the notochordal
cells (NTCs) and the mature NP cells. The latter, predomi-
nantly found in adults, are currently called chondrocyte-like
cells because of their rounded shape and secretory activity
(type II collagen and proteoglycans), which are also found in
articular chondrocytes. However, because of their singular
phenotype [1,2] and acknowledged notochordal origin [3], we
propose renaming these cells ‘nucleopulpocytes’ (NPCytes).

Recent experiments have shown that the secretion of
connective tissue growth factor (CTGF/CCN2) by NTCs
promotes the proliferation of NPCytes and induces synthe-
sis of the ECM [4]. The NTCs also protect NPCytes against
apoptosis triggered in NP degeneration [5]. These data
demonstrate the key role of NTCs in IVD homeostasis, and
that NTC loss is the primary cause of IVD degeneration.

Forty percent of patients suffering from low back pain
(LBP) are affected by IVD degeneration. This can be
assessed clinically using magnetic resonance imaging,
which can show dehydration of the NP, often accompanied
by fibrosis. Inflammation of the vertebral body and a
decrease in discal height are also observed. Currently,
LBP is managed mainly with physiotherapy and pharma-
cological treatments and, if unsuccessful, with invasive
surgical procedures (i.e., spine fusion or arthroplasty).
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To address clinically discogenic LBP earlier in the degen-
erative cascade, disc repair strategies based on recent
breakthroughs in the biology of degeneration could offer
etiological alternatives for IVD regeneration. However,
these strategies remain a challenge for tissue engineers.

Biologically-inspired strategies to regenerate the
nucleus pulposus: a step forward in IVD regenerative
medicine

Repair strategies based on the intradiscal injection of
therapeutic agents targeting the pathological events of
NP degeneration are considered to be promising. Indeed,
the use of caspase inhibitors to prevent apoptosis in rabbit
NP during degeneration has provided encouraging results.
Intradiscal injection of the growth differentiation factor
5 (GDF5) in NP [6] has also been contemplated. Four
Phase I/II clinical trials (NCT01182337, NCT01158924,
NCT00813813, and NCT(01124006) are in progress and
the results will be available soon. Finally, the pivotal role
of CTGF/CCN2 in IVD homeostasis [7] also makes it a
potential candidate for intradiscal injection and deserves
further investigation.

However, in addition to intradiscal injections, tissue
engineers also aim to develop cell based approaches to
‘regenerate’ functionally the damaged tissue. In this con-
text, mesenchymal stromal cells (MSCs) from adipose
tissue or bone marrow have been described as good candi-
dates. Clinical trials with intradiscal injections of MSC
revealed benefits for both pain relief and IVD hydration [8].
Despite these promising results, discal height was not
restored. To improve the reparative potential of these cells
it has been proposed to utilize MSCs to generate an
NPCyte lineage using growth factors (e.g., GDF5 and
transforming growth factor-gB) [9] before their injection.
However, the ability of these committed cells to produce
a functional NP matrix in vivo is unknown.

Recent advances in IVD development and biology strong-
ly suggest that NTCs would be an instrumental tool for
regenerative medicine. Given their early embryonic origin,
the generation of NTCs requires the use of pluripotent cells
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Figure 1. Conceptual diagram showing the future development of biology-inspired strategies for the regenerative medicine of intervertebral disc (IVD). Autologous dermal
fibroblasts are harvested from skin and reprogrammed into pluripotent cells (iPS) before their differentiation towards a notochordal lineage. In parallel, mesenchymal
stromal cells (MSC) are isolated from adipose tissue or bone marrow before their nucleopulpocyte commitment. Finally, injectable biomaterials are used as the carrier for
intradiscal injection of the in vitro engineered cells based on minimally invasive surgery.

such as induced pluripotent stem cells iPSCs) or embryonic
stem cells (ESCs) [10]. In contrast to ESCs, iPSCs do not
have ethical issues regarding their use. Interestingly, a
recent paper demonstrated the possibility of generating
iPSC-derived murine NTCs in vitro, which were able to
produce a collagen- and proteoglycan-rich matrix [11].

Tissue engineers have also investigated the use of cyto-
protective biomaterials to protect cells from the ensuing
death that occurs after injections into degenerated tissue.
Biomaterials are indeed largely considered to be support-
ive scaffolds that improve cell survival and closely mimic
the natural environment. Among the large variety of bio-
materials, biocompatible and bioinjectable hydrogels are of
particular interest because of their high level of hydration,
which is comparable to the NP niche [12].

In conclusion, the combination of in vitro-generated
functional NPCyte-like cells and NTC-like cells associated
with hydrogels could provide an improvement to the re-
generative medicine for IVD (Figure 1).

Rate-limiting steps and future directions
The transposition of biologically inspired strategies for NP
regeneration from the bench to bedside will depend on our
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ability to generate fully functional NTCs or NPCytes,
manufacture smart biomimetic scaffolding materials,
and establish a solid proof of concept (POC) in relevant
animal models of disc degeneration.

Understanding the fundamental mechanisms that gov-
ern the terminal differentiation of NTCs to NPCytes is
probably the first breakthrough that should be provided.
Some promising cues have been gained, but new concep-
tual insights are now required before engineered function-
al NPCyte-like cells could be clinically available [13].

In parallel, the development of injectable scaffolds able
to support IVD cell survival and activities is also required,
given their unique properties. These biomaterials should
ideally be resistant enough to sustain mechanical overload,
permeable enough to ensure the diffusion of growth factors,
oxygen, nutrients, and wastes, and also support the bio-
logical activity of NPCytes and NTCs. Recent progress in
biomimetic advanced hydrogels has been made and they
hold some promise [14].

The third obstacle is related to the definition of the most
appropriate (closest to human) animal model for studying
disc degeneration or regeneration. Porcine and bovine
models have been proposed, but they fail to reproduce



temporally the natural human disc degeneration process
and notably the loss of NTCs that occurs during childhood.
Interestingly, the ovine model exhibits an age-dependant
disc-degeneration process and thus appears to be among
the most suitable systems in which to model preclinical
POC. Sheep IVD also shares some common morphological
features with human IVD, and may help in the develop-
ment of translational surgical approaches [15].
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Introduction

Figure 1 : Représentation schématique du projet REMEDIV développé par le

laboratoire INSERM UMRS791. Ce projet comprend 4 grandes étapes dont les deux
premiéres consistent en la production de CNT matures et de NPCytes a partir respectivement de
cellules souches pluripotentes induites humaines (iPSCh) et de cellules souches isolées du tissu
adipeux humaines (CSAh). Ces deux étapes représentent les objectifs principaux de ce travail de
thése. L'étape 3 consiste en I'analyse in vitro et in vivo de la restauration du dialogue moléculaire
entre les CNT matures et les NPCytes. Enfin, I'étape 4 consiste a faire la preuve de concept chez
I'animal des effets régénérateurs de I'association des CNT matures et des NPCytes au sein du DIV.



Introduction

La perspective d’une injection intradiscale de cellules régénératrices chez des
patients souffrant de lombalgies d’origine discale représente une approche
particulierement prometteuse. Avant d’envisager la transposition de ce concept chez
’lhomme, l'identification de la source cellulaire adéquate ainsi que le devenir de ces
cellules au sein de I'environnement discal sont des points cruciaux a maitriser.

Le laboratoire INSERM UMRS791 de Nantes développe une stratégie de médecine
régénératrice basée sur I'utilisation de cellules souches différenciées et associées a
un biomatériau ayant des propriétés similaires a celles de la MEC du NP. Cette
stratégie a pour objectif de régénérer le NP ou de retarder I'apparition des premiers
signes de dégénérescence discale (Figure 1).

Ce travail de thése s’inscrit dans ce projet ambitieux. Le premier objectif a été
d’établir un protocole de différenciation notochordale de cellules souches
pluripotentes induites humaines (iPSC). Pour mener a bien cet objectif, I'étude du
développement embryonnaire du DIV et plus précisément, des premiéres étapes de
la formation de la notochorde est requise. Afin de proposer une source de cellules
capables de restaurer la MEC du NP, le deuxieme objectif de ce travail a été de
générer des NPCytes. Les mécanismes de formation des NPCytes a partir de la
notochorde n’étant pas décrits, nous avons étudié le potentiel de différenciation des
cellules souches stromales adipeuses (CSA) dans la voie nucléopulpogénique.

La production de ces deux types cellulaires nous permettra d’atteindre notre objectif
final qui est de restaurer le dialogue moléculaire au sein du NP et ainsi assurer une

régénérescence du tissu a long terme.



PARTIE 1

LE DISQUE INTERVERTEBRAL : DU DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE
A LA MEDECINE REGENERATRICE
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Formation de la ligne primitive, du nceud et de la notochorde chez I'embryon de souris

I- Développement embryonnaire du disque intervertébral

La compréhension des mécanismes fondamentaux a I'origine de la formation du DIV
est cruciale pour orienter et préciser les stratégies de médecine régénératrice du
DIV.

Le NP est formé a partir du mésoderme axial, également appelé notochorde [4,
5].Cette structure a une origine embryonnaire particuliére puisqu’elle dérive du nceud
contrairement au mésoderme paraxial, intermédiaire et latéral qui sont issus de la
ligne primitive. L’AF et les PV sont des structures qui dérivent du mésoderme
paraxial. Elles résultent de la différenciation de la partie ventro-médiane des somites,
appelée sclérotome. L’ensemble des signaux connus comme étant impliqués dans la
spécification des cellules embryonnaires en NP, AF et PV est présenté dans ce

chapitre.

A- Dynamique cellulaire et moléculaire impliquée dans la formation de la
ligne primitive, du nceud et de la notochorde chez I'embryon

La gastrulation se déroule pendant la troisieme semaine de gestation chez 'homme.
Cet événement est définit par 'apparition de la ligne primitive et la mise en place des
trois feuillets embryonnaires que sont 'endoderme, le mésoderme et I'ectoderme.
Les mécanismes moléculaires et cellulaires responsables de la formation de ces
feuillets ont fait 'objet de nombreuses investigations. Cependant, I'accessibilité a
'embryon humain, en particulier aux stades précoces de développement post-
implantatoire est rare et compliqué. L’article L.1241-5 du code de santé publique
publié en 2004 définit le cadre juridique de l'utilisation des tissus embryonnaires et

foetaux : « Des tissus ou cellules embryonnaires ou foetaux ne peuvent étre prélevés,
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conservés et utilisés a lissue d'une interruption de grossesse qu'a des fins
diagnostiques, thérapeutiques ou scientifiques.

La femme donne son consentement écrit apres avoir recu une information appropriée
sur les finalités d’'un tel prélevement. Cette information doit étre postérieure a la
décision prise par la femme d’interrompre sa grossesse ». La loi prévoit aussi que les
prélevements a des fins de recherche biomédicale doivent étre pratiqués dans le
cadre de protocoles transmis préalablement a 'agence de la biomédecine. Les tissus
embryonnaires entre 3 et 6 semaines sont difficiles a obtenir étant donné que les
femmes interrompent leur grossesse a domicile par ingestion de prostaglandine ou
d’'un antagoniste de la progestérone. L’étude des mécanismes moléculaires et
cellulaires impliqués dans les premieres étapes du développement embryonnaire
humain est difficilement réalisable. Ainsi, nos connaissances résultent principalement
d’études réalisées chez 'embryon de xénope, de poulet, de poisson-zébre et de
souris.

Les événements clés de la formation de la ligne primitive, du nceud et de la
notochorde embryonnaire seront principalement décrits dans ce chapitre a partir des

données obtenues chez la souris.
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Figure 2 : Régionalisation de la ligne primitive chez la souris (E7.0) modifiée

d’aprés Tam and Loebel, 2007 [28]. Une hybridation in situ montrant I'expression de MixI1 au
sein de la ligne primitive a été réalisée (marquage violet). Les régions de la ligne primitive et leurs
dérivés sont annotés sur le schéma. Twistl : Twist Basic Helix-Loop-Helix Transcription Factor 1,
facteur de transcription exprimé par le mésoderme extra-embryonnaire. Lhx1 : LIM homeobox protein
1, facteur de transcription exprimé par le mésoderme latéral. Meox1 : mesenchyme homeobox 1,
facteur de transcription exprimé par le mésoderme paraxial présomitique et les somites, Sox17 : sex
determining region Y box 17 : facteur de transcription exprimé par I'endoderme définitif, Shh : Sonic
hedgehog, morphogéne exprimé par le mésoderme axial, le plancher du tube neural et 'endoderme.

12



PARTIE | : Le disque intervertébral : du développement embryonnaire a la médecine régénératrice
Formation de la ligne primitive, du nceud et de la notochorde chez I'embryon de souris

1- Morphogenese de la ligne primitive, du nceud et de la notochorde

La ligne primitive

Chez la souris, la ligne primitive apparait au niveau de Ila jonction
embryonnaire/extra-embryonnaire et définit la région postérieure de I'embryon au
jour embryonnaire 6.5 (E6.5). Les cellules de I'épiblaste subissent une transition
épithélio-mésenchymateuse (TEM) caractérisée par le détachement des cellules de
I'épiblaste (processus de délamination) [29]. Elles sont ensuite recrutées au sein de
la ligne primitive. Les facteurs de transcription Brachyury (T), Mix Paired-Like
Homeobox 1 (MixI1) et Eomesodermin (Eomes) sont les marqueurs de la ligne
primitive précoce [30-32]. Au cours de la gastrulation jusqu’a E7.5, la ligne primitive
s’allonge avec le recrutement des cellules de I'épiblaste. Des expériences de
cartographie du destin cellulaire ont démontré l'existence de régions distinctes le
long de la ligne primitive. L’extrémité proximale génére le meésoderme extra-
embryonnaire. La partie médiane de la ligne primitive donne, quant a elle, naissance
au mésoderme paraxial, intermédiaire et latéral. Enfin, la partie distale appelée ligne
primitive antérieure donne naissance au mésoderme axial ainsi qu'a 'endoderme
définitif [33-37] (Figure 2). Chez le xénope et le poisson zeébre, la formation de
'endoderme et du mésoderme résulte de la différenciation de progéniteurs bipotents
au sein de la ligne primitive antérieure. L’existence de ces cellules bipotentes au sein
de la ligne primitive antérieure n’a cependant pas été démontrée chez les

mammiféres [38, 39].
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Figure 3: Evolution de I'organisateur précoce, intermédiaire et du noeud au
cours de I'élongation de la ligne primitive modifiée d’aprés Kinder et al, 2001

[34]. La migration des cellules de 'EGO et du MGO pour former le nceud a lieu entre E6.5 et E7.5,
en méme temps que la ligne primitive s’allonge. La formation du mésoderme axial antérieur est issue
de la migration des cellules de 'EGO et du MGO qui ne contribueront pas a la formation du nceud.
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Le nceud

Des études de cartographie du destin cellulaire ont montré que le mésoderme axial
est formé a partir des cellules de I'organisateur précoce (Early Gastrula Organizer
EGO) [34]. L’existence de cet organisateur est conservée chez tous les vertébrés
indiquant l'importance de cette structure pour le développement de I'embryon [40,
41]. Au tout début de la gastrulation a E6.5, ce groupe de cellules se situe a environ
50um de la jonction extra-embryonnaire/embryon postérieure et expriment les
marqueurs Forkhead box A2 (FoxA2), Gooscoid (Gsc) et Notochord homeobox
(Noto) [42-44]. Au cours de I'élongation de la ligne primitive, certaines cellules de
'EGO sont retrouvées dans la partie la plus antérieure du mésoderme axial. Les
autres cellules de 'EGO rejoignent les progéniteurs du mésoderme axial antérieur
pour former I'organisateur intermédiaire (Mid Gastrula Organizer MGO). En plus des
marqueurs FoxA2, Gsc, Noto, les cellules du MGO expriment alors a E7.0 Chordin et
Noggin [45]. Un groupe de cellules du MGO migrent antérieurement et contribuent a
la formation du mésoderme axial antérieur (plaque préchordale). Le mésoderme axial
antérieur est caractérisé par I'expression de Gsc. Les autres cellules du MGO
formeront le nceud a E7.5 (Figure 3). Les cellules du nceud sont caractérisées par
'expression de FoxA2, T, Noto, Chordin, Noggin, Sonic hedgehog (Shh), Forkhead
box J1 (FoxJ1) et la perte de I'expression de Gsc [46]. Lorsque la ligne primitive est
élongée a son maximum, le nceud devient morphologiquement visible par une
dépression a I'extrémité distale de 'embryon (E7.5).

Ainsi, une partie cellules de 'EGO et du MGO donne naissance au mésoderme axial
antérieur. L’autre partie des cellules est recrutée dans un premier temps au niveau
du MGO puis du nceud et contribueront a la formation de la partie postérieure du

mésoderme axial (notochorde) [34, 42, 47].
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Figure 4 : Morphologie du nceud d’un embryon de souris (E7.5) observée en

microscopie a balayage d’aprés Vogan et Tabin, 1999 [48]. (a) Observation du nceud
au niveau de I'apex de I'embryon. La formation du mésoderme axial antérieure est également visible.
(b) Observation du nceud en forme de fer a cheval formant une dépression sur la surface ventrale de
I'embryon a fort grossissement. (c) Observation des cils primaires (cilia) présents au pdle apicale des
cellules du nceud.

Figure 5 : Formation de la plaque notochordale chez I'’embryon de souris

modifiée d’aprés Yamanaka, 2007 [47]. (A) Représentation schématique du nceud a la
surface ventrale d'un embryon de souris entre E7.5 et E8.5. LPM: mésoderme latéral, PXM :
mésoderme paraxial, AME : mésoderme axial antérieur, Node : nceud. (B% Sections optiques montrant
le nceud et formation de la plague notochordale chez un embryon Noto®* entre E7.5 et E8.5. Les
cellules exprimant Noto localisées au sein du nceud (fleche blanche) et de la plaque notochordale
(pointes de fleches blanches).A : antérieur, D : droite, E: endoderme, G : gauche, N: nceud, P:
postérieur.
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De la méme maniére que la contribution au mésoderme axial change, le profil
d’expression des cellules de I'organisateur évolue. Ceci permet de distinguer 'EGO,
du MGO et du nceud en paralléle de |la formation de la ligne primitive.

Le nceud forme une dépression en forme de fer a cheval sur la surface ventrale de
'embryon (Figure 4). Le nceud est une structure bilaminaire composée d’'une partie
dorsale participant a la formation du plancher du tube neural et d’'une partie ventrale
a l'origine de la formation de la notochorde [34, 40, 49]. Les cellules du centre du
noeud, appelées cellules du « creux » (« Pit»), sont petites et s’arrangent en
colonnes. Elles sont entourées par des cellules plus larges appelées cellules de la
couronne. Ces deux types cellulaires ont la particularité de présenter un cil unique au
pble apical impliqué dans la mise en place de I'asymétrie droite-gauche chez

'embryon [46, 49, 50].

La plaque notochordale

La notochorde est issue des cellules du nceud et sa mise en place débute a la fin de
la gastrulation (E8.0) [51]. Les cellules de la notochorde naissante expriment les
marqueurs FoxA2, T, Noto, Chordin, Noggin et Sonic hedgehog (Shh). Les cellules
du «creux» du nceud se relocalisent dans l'alignement de I'endoderme et
s’intercalent dans I'endoderme suite a des mouvements de convergence-extension.

Ces cellules forment alors la plaque notochordale [47, 49] (Figure 5).
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Figure 6 : Représentation schématique de la formation de la notochorde a
partir de la plaque notochordale chez I’embryon de souris modifiée d’aprés
Jurant, 1974 [51]. A E9.0, la plague notochordale se détache de I'endoderme formant le toit du
tube digestif. A E9.5, la notochorde est détachée du toit du tube digestif et adopte sa forme en tige. La
notochorde reste accolée a la gouttiere neurale. La lame basale entourant la notochorde est continue
avec I'endoderme. A E10.5, la lame basale entourant la notochorde reste connectée avec le toit du
tube digestif. La notochorde reste accolée au plancher du tube neural. La connexion entre notochorde
et tube digestif n’est plus présente & E12.5.
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A E9.0, le nceud n’est plus visible et la plaque notochordale se détache de
'endoderme par repliement dorsal pour former la notochorde (Figure 6). A ce stade,
la notochorde adopte une structure en forme de tige et une position centrale dans
'embryon, en dessous du plancher du tube neural, au-dessus du toit du tube digestif

et entourée par les somites.

Emergence de la notochorde

Le modeéle classique de formation de la notochorde basé sur des études chez
'embryon de poulet repose sur la régression du noeud vers I'extrémité postérieure de
'embryon [52, 53]. Ce modéle classique ne s’applique cependant pas a la formation
de la notochorde chez la souris. En effet, la distance entre le nceud et la base de
'allantoide, marquant I'extrémité postérieure de I'embryon reste inchangée [47].
L’élongation de la notochorde s’effectue par des mouvements de convergence
extension qui assurent l'intercalation des cellules a la surface ventrale de I'embryon.
La formation de I'extrémité caudale de la notochorde est assurée par la migration
postérieure des cellules de la couronne du nceud [47]. Une mutation spontanée dans
la partie du géne Noto codant pour son domaine de liaison a ’'ADN a été également
identifiée chez la souris (mutant Tc). Ces mutants présentent un raccourcissement
de la partie caudale suggérant que Noto joue un rdle dans I'élongation de la
notochorde [42]. La précision du role de Noto dans I'élongation de la notochorde a
été réalisée grace aux mutants homozygotes et hétérozygotes qui expriment la
protéine fluorescente GFP sous le contrdle du promoteur Noto (Noto®®). L’expression
de Noto au sein du noeud assure la restriction de I'expression du géne Nodal aux
cellules de la couronne qui migrent postérieurement pour former la notochorde

caudale. En revanche, les cellules du noeud des mutants Noto®"9" ne restent pas
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dans I'axe médian de I'embryon mais sont retrouvées au sein du mésoderme
paraxial [47, 54]. Le maintien anormal de I'expression de Nodal et la perte de
'expression de FoxA2 et T reflete le changement d’identité de ces cellules. Des
études antérieures réalisées chez le poisson zébre avaient déja montré que
l'inactivation du géne floating head (flh), homologue de Noto chez la souris, induit
'expression de Myogenic differentiation (MyoD) et la différenciation des CNT en
cellules musculaires [55, 56].

Ainsi, le facteur de transcription Noto joue un réle majeur dans la formation de la

partie caudale de la notochorde et dans le maintien de I'identité des CNT.

Formation et composition de la gaine péri-notochordale

Plus tardivement, une gaine apparait autour de la notochorde (E10.0) [57]. Cette
gaine acellulaire chez la souris (cellulaire chez le poisson-zébre) apparait
progressivement le long de I'axe rostro-caudal et reste présente a E16.5 [57, 58]. Elle
est composée d'une lame basale, de -collagenes et de PG (40% de
glycosaminoglycanes (GAG) chondroitin-4-sulphate, 40% de GAG chondroitine-6-
sulfate et 20% de GAG héparane sulfate) [59]. Des études portant sur les
mécanismes de la formation de cette gaine ont montré I'expression de Col2al et
Acan par les CNT suggérant que cette gaine est produite par les CNT et non par les
cellules mésenchymateuses environnantes [60-63]. De plus, les CNT des mutants
présentant des défauts de formation de gaine (mutants sox5";Sox6") meurent par
apoptose tout le long de la notochorde [63]. Des souris mutantes homozygotes et
hétérozygotes Danforth’s short tail (mutants Sd) présentent une notochorde
discontinue et une gaine péri-notochordale fine comparée aux embryons sauvages.
Bien que la composition de la gaine soit similaire, sa disparition avant E14.0 est a

I'origine des défauts de formation des vertébres et des Nuclei pulposi [57, 64]. Ces
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observations suggérent que la gaine péri-notochordale est impliquée dans la survie

des CNT et la mise en place des Nuclei pulposi.

Apparition des vacuoles au sein de la notochorde

Les CNT ont la particularité de présenter des vacuoles intracellulaires. Ces vacuoles
apparaissent au sein des CNT a partir de E12.5. Les mécanismes a l'origine de la
formation de ces vacuoles sont trés peu décrits chez la souris. Une étude datant de
1974 rapporte la formation de ces vacuoles a partir du réticulum endoplasmique des
CNT [51]. Une étude plus récente réalisée chez le poisson-zébre a montré que ces
vacuoles étaient formées a partir du bourgeonnement de I'appareil de Golgi [65]. La
membrane de ces vacuoles présente des pompes a protons responsables de
I'acidification du milieu intra-vacuolaire au cours de leur biogenése et de leur retour a
un pH neutre une fois formées. Il y a plusieurs années, I'hypothése d’un transport de
GAG par ces vacuoles avait été émise dans le modéle de l'urodéle (salamandre)
[66]. Cette hypothese était en faveur du réle des CNT dans la production de la gaine
péri-notochordale. Cependant, aucune preuve en ce sens n’a été rapportée chez la
souris, Le matériel intra-vacuolaire n’est pas caractérisé a I'heure actuelle. Les
études réalisées chez le poisson-zebre suggérent que ces vacuoles pourraient étre
impliquées dans I'élongation de la notochorde [65, 67]. Une autre étude réalisée
chez le chien apres la naissance souligne le réle des vacuoles des CNT dans le
maintien de I'équilibre osmotique in vitro [68]. Cependant, aucune donnée n’atteste
d’un potentiel rle de régulation de I'équilibre osmotique au cours de I'embryogenése

chez la souris ou chez 'homme.
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2- Spécification du lignage nceud/notochorde : signature moléculaire et
réseau d’interactions génétiques

Des études génétiques ont permis de préciser les génes responsables de la
formation du mésoderme axial. Les embryons de souris mutants FoxA2”~ présentent
un défaut de formation du nceud et de 'ensemble du mésoderme axial [69]. Chez les
embryons dont I'expression de T est invalidée, le mésoderme axial antérieur est
spécifié et comparable aux embryons sauvages. En revanche, des défauts de mise
en place du nceud et de I'extrémité caudale de la notochorde sont rapportés [70].
Enfin, les mutants dont le géne Noto est inactivé présentent des défauts mineurs
dans la formation de la notochorde caudale [42, 54]. Alors que le rOle des facteurs de
transcription FoxA2 et T est identique dans les modéles de souris et du poisson-
zébre, les embryons dont le géne flh est muté (homologue de Noto) sont caractérisés
par une absence compléte de notochorde. Ces observations montrent le réle majeur

du gene flh dans la spécification de la notochorde chez le poisson-zébre [71].
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Tableau | : Evolution de I’expression des marqueurs présents dans le lignage

nceud/notochorde de E7.5 a E14.5 Le stade E7.5 correspond a la fin de la gastrulation. A
E8.5, le nceud est formé, allongé et donne naissance a la notochorde. A E9.5, 'embryon de souris se
retourne et adopte sa position définitive. La notochorde est détachée de I'endoderme. Le stade E11.5
marque la fin de I'élongation de la notochorde. Le stade E12.5 correspond a l'initiation de la formation
des Nuclei pulposi et E14.5 marque la fin de la formation des Nuclei pulposi. ND : Expression non
déterminée

Génes/Stades E7.5 E8.5 E9.5 E11.5 E125 E14.5 Références

A e
A 109,72, TS
Noto | [42, 47, 54, 79]
gr———CGR D
Sh S !
FoxJ1 _ ND ND ND ND [54, 87]
Rfx3 _ ND ND ND ND [54, 87]
Noggin S ND - ND [45, 83, 88-90]
Chordin _ ND ND - ND [45, 90, 91]

Gas I 2]

Sox5 ND ND _ ND [63]

Sox6 ND ND ND [63]
I

Soxd I

Col2a1 _ [60, 62, 63]

Acan ND ND ND Bl ° ND [63, 93]




PARTIE | : Le disque intervertébral : du développement embryonnaire a la médecine régénératrice
Formation de la ligne primitive, du nceud et de la notochorde chez I'embryon de souris

Signature moléculaire du lignage nceud/notochorde

Les marqueurs détectés le lignage noceud/notochorde dépend du stade de
développement considéré. Le Tableau | résume I'expression des marqueurs
principaux du nceud et de la notochorde entre E7.5 et E14.5 chez la souris. Ces
stades de développement concernent la formation du nceud a la fin de la gastrulation
(E7.5), la formation de la notochorde et sa transformation en Nucleus pulposus
(E14.5).

L’expression du marqueur Galectin 3 est spécifique a la notochorde chez I'embryon
de souris entre E8.5 et E11.5 [92]. Son expression a également été démontrée dans
la notochorde humaine a partir de 6 a 9 semaines de gestation [94, 95]. L’expression
de Sox9 est détectée dés EB8.5 tandis que I'expression des facteurs de transcription
Sox5 et Sox6 est retrouvée plus tardivement, a partir de E11.5. La formation de la
notochorde a lieu chez les doubles mutants Sox5”:Sox6™". Cependant, ces mutants
présentent des défauts dans la formation de la gaine péri-notochordale, de survie
des CNT et de synthése de MEC. Ces observations montrent que les facteurs Sox5
et Sox6 ont un role dans la maturation de la notochorde et non dans sa mise en
place [63]. Le phénotype des embryons de souris Sox9”" est similaire suggérant que
malgré une expression précoce (E8.5), le facteur de transcription Sox9 a un réle
majeur dans la maturation de la notochorde [93].

En 2008, de nouveaux marqueurs du lignage du nceud/notochorde ont été identifiés.
Des analyses transcriptomiques ont été réalisées a partir d’'embryons sauvages et
d’embryons dont I'expression de FoxA2 est réduite (E7.75) [96]. Les résultats ont été
validés par hybridation in situ et montrent I'expression des marqueurs Forkhead box
D4 (FoxD4), SPARC Related Modular Calcium Binding 1 (Smoc1l), Myeloid Leukemia

Factor 1 (MIf1) et Proto-Oncogene Serine/Threonine-Protein Kinase (Piml) au sein
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du nceud a E7.75. En paralléle, 'analyse de la ciliogenése chez des embryons de

souris mutants homozygotes et hétérozygotes Noto®"

a également rapporté
'expression de nouveaux marqueurs du nceud. Il s’agit des génes Dynein, Light
Chain, Roadblock-Type 2 (DynIrb2) et Dynein, Cytoplasmic 2, Heavy Chain 1
(Dync2h1l) impliqués dans la formation du cil [54, 79]. Grace aux mutants Noto® ", de
nouveaux marqueurs spécifiquement exprimés dans la notochorde ont également
été décrits tels que le dihydropyrimidine dehydrogenase (Dpyd), le BicC Family RNA
Binding Protein 1 (Bicc1) et la Monooxygenase DBH-Like 1 (Moxd1) [97].

Bien que la description de ces nouveaux marqueurs définisse plus précisément le
lignage noeud/notochorde, leur fonction n'a pas encore été étudiée. Ces études ont
également rapportée I'expression de Ctgf dans le nceud et dans le mésoderme axial
[97]. Des souris dont ce géne a été invalidé, ont démontré son importance dans la
production de la MEC des NP (dés E15.5). En effet, une absence d’agrécane et de
collagéne de type Il est observée dans les NP des embryons mutants [98]. Les NP
sont cependant formés mais subissent un processus de vieillissement accéléré aprés

la naissance. Le facteur Ctgf aurait donc un réle majeur dans la mise en place de la

MEC du NP durant la croissance et la prévention de sa dégénérescence.
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Figure 7 : Modéle d’interactions génétiques proposé par Tamplin en 2008 [96].
ND/NC/AME correspond a I'ensemble des marqueurs non connus du nceud, de la notochorde et du
mésoderme axial. Le réseau définit en bleu correspond aux fixations potentielles de FoxA2 sur les
promoteurs de T, FoxA2, Shh, Noto, FoxAl, FoxD4, MIf1, Pim1 et Smocl. Le réseau définit en orange
correspond aux fixations potentielles de T sur les promoteurs de FoxA2, Noto et FoxAl. Les réseaux
définis en rouge, vert et bleu clair correspondent aux fixations potentielles de Noto, FoxAl et FoxD4
sur les promoteurs de génes exprimés dans le nceud, la notochorde et le mésoderme axial.
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Interactions génétiques au sein du lignage nceud/notochorde

Un modele de régulations génétiques impliquées dans la formation du nceud et de la
notochorde a été proposé par Tamplin en 2008 (Figure 7). Celui-ci repose sur
'analyse des séquences de liaisons prédictives des facteurs de transcription FoxA2
et T aux promoteurs des génes exprimés dans le lignage nceud/notochorde. La
capacité de FoxA2 a lier son propre promoteur et réguler son expression a été
confirmée par une étude paralléle [99]. Ces données illustrent la complexité des
régulations et des interactions génétiques assurant la formation du lignage

noeud/notochorde.

Analyses de Chromatin Immuno-Precipiation sequencing

La précision de ce modéle est aujourd’hui possible gréace a la technologie de
séquencage a haut débit des motifs d’ADN liés par les facteurs de transcription
FoxA2 et T (Chromatin Immuno-Precipitation sequencing : ChIP sequencing). Cette
technique permet de cartographier des régions de la chromatine liées a ces facteurs
de transcription. L’analyse des séquences d’ADN fixées par T dans un modeéle in
vitro de ligne primitive formée a partir de corps embryoides de cellules ES murines a
démontré que T régulait directement sa propre expression, mais également celles de
Gsc et de FoxA2 [100]. Cependant, les mécanismes par lesquels Gsc est
exclusivement exprimé dans le mésoderme axial antérieur, alors que T et FOXA2 sont
exprimeés tout le long du mésoderme axial, sont inconnus. Ces travaux ont également
mis en évidence une régulation de I'expression de Mixl1 par T. L’ensemble de ces
résultats in vitro a été corrélé a une analyse transcriptomique réalisée sur des
embryons de souris dont I'expression de T est réduite (mutants Curtail, [101]). Bien

que d’anciennes études montrent une absence d’expression de MixI1 dans le nceud
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[31, 102], une étude plus récente rapporte I'expression de ce marqueur dans les
cellules de la couronne du nceud et dans la partie caudale de la notochorde a E9.0
[103]. Les mutants MixI1” n’ont pas de noceud distinguable a E7.5 [104]. Cependant,
I'expression de FoxA2, Nodal, T, Gsc et Shh est détectée dans la partie antérieure
de la ligne primitive indiquant que les progéniteurs du mésoderme axial sont formés.
Ainsi, les défauts de formation du mésoderme axial suggérent que MixI1 est impliqué
dans la migration de ces progéniteurs.

D’autres cibles de T ont été identifiées in vitro telles que FoxJ1 et Cdh2 suggérant un
réle de T dans la ciliogenése au niveau du nceud mais également dans la transition
épithélio-mésenchymateuse au sein de la ligne primitive [100]. Une autre étude de
ChIP sequencing a été réalisée in vitro (corps embryoides) révélant une fixation de T
sur les promoteurs de Fgf8 et FoxA2 [105]. Ces données n’ont pas été corrélées a
des analyses in vivo. Aucune analyse de ChlIP sequencing FOxA2 n’a été réalisée
dans un modele de type ligne primitive/nceud/notochorde.

Ces données illustrent la complexité des régulations génétiques dans les étapes
précoces de la formation de I'embryon. En effet, les facteurs de transcription jouent
des réles différents selon leur localisation dans I'embryon et les stades
embryonnaires auxquels ils sont analysés. De fagon trés surprenante, les analyses
de ChIP sequencing T ainsi que les analyses transcriptomiques ne rapportent pas le
promoteur de Noto comme cible. Plusieurs hypothéses peuvent étre émises pour
expliquer I'absence de détection de Noto. Premierement, ces analyses n’ayant pas
été réalisées spécifiquement dans le nceud et la notochorde, le seuil de détection du
promoteur de Noto peut ne pas avoir été atteint. En effet, ce lignage représente peu
de cellules dans I'embryon (entre 150 et 250 cellules) et donc également peu de

cellules au cours de la formation de corps embryoides. Ceci implique que les motifs
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d’ADN spécifiques du promoteur de Noto ou que les ARNm Noto sont trop peu
représentés pour étre détectés. Deuxiemement, I'existence d'un facteur de
transcription intermédiaire activé par FoxA2 et T régulant I'expression de Noto
pourrait expliquer ce résultat. En effet, si ce facteur existe et qu’il n’interagit pas
physiquement avec FoxA2 ou T, les analyses de ChlP-sequencing FoxA2 et T ne

rapporteront pas les motifs d’ADN liés par ce facteur.

Régulation de I'expression des marqueurs du lignage nceud/notochorde par des
éléments « enhancer »

En parallele de ces analyses, la régulation de I'expression de FoxA2 spécifiquement
dans le lignage nosud/notochorde a été étudiée. Un élément de régulation positive
(élément enhancer) a été identifié comme responsable de I'expression de FoxA2
dans ce lignage [76, 106]. Cette séquence posséde un domaine de liaison aux
protéines Tead. Malgré le role peu connu a ce jour de ces facteurs de transcription
dans I'embryogenése, leur fixation a cette séquence est requise pour I'expression de
FoxA2 au sein du lignage nceud/notochorde. Cette étude montre également que
I'activation de cette séquence de régulation et donc de I'expression de FoxA2 dans le
nceud est également dépendante de la présence d'un deuxiéme facteur de
transcription non connu a ce jour. L’insertion de mutations dans cette séquence de
régulation positive a montré que son activation in vitro était dépendante de Wnt3A et
de la B-Catenin. L'expression des facteurs Tead n’est pas influencée par la voie
Whnt/B-catenin. De plus, I'élément de régulation positive de FoxA2 ne présente pas
de motif de liaison pour les facteurs TCF/LEF. Ainsi, I'hnypothése de la régulation de
I'expression du deuxiéme facteur par la voie Wnt/B-catenin a été émise [77, 107]. La
présence de ce deuxieme facteur n’est pas requise pour I'expression de FOXA2 dans

la notochorde.
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L’existence d’'une séquence de régulation positive appelée NOCE pour Node and
Nascent Notochord Enhancer au locus Noto a été montrée chez la souris. Cet
élément posséde des domaines de liaisons pour les facteurs de transcription FoxA2,
Tead et TCF/LEF. Cependant, seul FoxA2 a été démontré comme étant activateur de
I'expression de Noto via sa fixation sur NOCE [79]. C’est a ce jour la seule étude

décrivant la régulation de I'expression de Noto au sein du nceud et de la notochorde.

La description de nouveaux marqueurs ainsi que des régulations génétiques
impliquées dans la spécification de ce lignage définit plus précisément la population
du nceud et de la notochorde. Ceci permet d’envisager le développement de
modeéles in vitro de différenciation de cellules souches pluripotentes en CNT,
récapitulant les différentes étapes de formation de ce lignage.

Aprés avoir décrit la signature moléculaire du lignage nceud/notochorde, I'implication
des voies de signalisation TGF-B/Nodal/Activin, Wnt, FGF, BMP et Shh dans la
spécification de ce lignage ainsi que dans le maintien de l'identité des CNT sont
décrites ci-dessous. Le nceud étant formé au niveau de la région antérieure de la
ligne primitive, le role de ces voies de signalisation dans la mise en place de la ligne

primitive est brievement décrit.
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B- Interaction des voies de signalisation TGF-$/Nodal/Activin, Wnt, FGF,
BMP et Shh dans la formation du nceud et de la notochorde

1- Role de la voie de signalisation TGF-/Nodal/Activin

La mise en place de lI'endoderme viscéral antérieur permet la restriction de
I'expression de Nodal dans I'épiblaste postérieur et l'initiation de la gastrulation avec
la formation de la ligne primitive. L’activité de la voie de signalisation Nodal a été
montrée comme essentielle dans la mise en place de la ligne primitive et du nceud

[108].
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Figure 8: Régulation de la voie de signalisation TGF-B/Nodal/Activine d’aprés

Arnold et Robertson, 2009 [109]. Lactivité du facteur Nodal est assurée par le clivage de son
pro-domaine par les convertases Furin ou PACE4. La fixation de Nodal a ses récepteurs Alk4/7
entraine le recrutement des co-récepteurs EGF-CFC. L'activation du complexe transmembranaire est
assurée par l'auto-phosphorylation des thréonines et sérines situées dans la partie intra-cellulaire des
récepteurs de type I|. Le signal Nodal est transduit par les effecteurs intra-cellulaires Smad2/3 dont
I'activité est dépendante de leur phosphorylation sur les sérines. Aprés recrutement du médiateur
Smad4, le complexe est transloqué au noyau assurant ainsi la régulation de I'expression de génes
cibles tels que Nodal, FoxA2, Gsc, Pitx2 et Lefty1/2.
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Transduction du signal TGF-B/Nodal/Activine et mise en place de la ligne primitive
La liaison de Nodal sur ses récepteurs a activité serine thréonine kinase de type Il
(ActRIIA, 1IB) entraine la phosphorylation et activation des récepteurs de type |
(ActRIB ou Activin-like Receptor 4/7 ALK4/7) puis le recrutement de corécepteurs
composés d’'un motif Epidermal Growth Factor et d’'un domaine riche en cystéines
(EGF-CFC) [110, 111] (Figure 8). Ces corécepteurs, appelés Cripto et Cryptic sont
essentiels a la transmission du signal aux effecteurs intracellulaires [112-114].
L’activine A posséde les mémes récepteurs que Nodal mais la transduction du signal
est indépendante des corécepteurs Cripto et Cryptic [115]. Le signal TGF-
B/Nodal/Activine est transduit par la phosphorylation et I'activation des effecteurs
intracellulaires Smad2 et Smad3 capables de recruter le médiateur Smad4 [116].
Cette association permet la translocation du complexe au noyau, le recrutement de
corégulateurs transcriptionnels et la régulation de l'expression des genes cibles
[117]. Le corégulateur transcriptionnel majoritairement caractérisé pour la voie Nodal
chez 'embryon est Forkhead box H1 (FoxH1) [118, 119]. L’activité de signalisation
de Nodal peut étre inhibée par Cerberus 1 (Cer1), Lefty 1 et 2, des inhibiteurs
extracellulaires dont I'expression est régulée par la voie Nodal elle-méme. La
transduction de cette voie de signalisation induit également I'expression d’activateurs
tels que Nodal lui-méme et le facteur BMP4 [109, 120, 121]. En effet, 'expression de
Nodal par les cellules de I'épiblaste postérieur avant la gastrulation (E5.5) active
I'expression de Bmp4 dans I'ectoderme extra-embryonnaire. A son tour, la protéine
BMP4 active I'expression de Wnt3 par les cellules de I'épiblaste postérieur. Le
facteur Wnt3 active I'expression de Nodal et Cripto [122, 123]. Ces boucles de
rétrocontréles positives et négatives participent a la création d’'un gradient d’activité

de Nodal et déclenche la formation de la ligne primitive. Dans un modéle de souris
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hypomorphes pour Lefty2, I'expression de Nodal est anormalement importante et
continue au sein du mésoderme latéral gauche suggérant que la diffusion des
inhibiteurs de Nodal régule I'expression spatio-temporelle de Nodal [124]. Le gradient
d’activité de Nodal est également assuré par l'activité des convertases Furin et
PACE4 secrétées par l'ectoderme extra-embryonnaire et le trophectoderme
respectivement (E7.5). Ces enzymes de conversion assurent le clivage du pro-
domaine de Nodal et rendent ainsi ce facteur actif [125]. L’expression des
convertases étant régulée par Nodal lui-méme, cette boucle de rétrocontréle positive
renforce  l'activité de Nodal au niveau de la jonction extra-
embryonnaire/embryonnaire postérieure et participe a la mise en place de la ligne
primitive [120].

De plus, I'expression de Nodal maintient 'expression de Wnt3, T, Fgf8 et Eomes au
sein de I'épiblaste postérieur assurant la mise en place de la ligne primitive [121,
126, 127]. L’activation des voies Nodal, BMP, Wnt et FGF permet I'expression des
marqueurs clés dans la formation de la ligne primitive Brachyury, Eomes et MixI1 [30,

120, 128, 129].

Spécification du lignage nceud/notochorde

Le gradient d’activité de Nodal assure la formation de la région antérieure de la ligne
primitive qui contient les progéniteurs du mésoderme axial et de 'endoderme définitif.
En effet, chez les embryons de souris mutants dont les niveaux de Nodal sont réduits
présentes des défauts dans la formation du nceud, de la notochorde et de
'endoderme définitif et [119]. Les mutants FoxH1” sont caractérisés par une
absence d’expression de Gsc, FoxA2 et T dans la région antérieure de la ligne

primitive naissante entrainant des défauts dans la formation du nceud, du
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mésoderme axial et de 'endoderme définitif [78, 117, 130]. La voie Nodal est donc
cruciale dans la mise en place du nceud et de la notochorde.

L’implication des effecteurs intracellulaires, Smad2 et Smad3, dans la formation de
'endoderme et du mésoderme axial a été étudiée. La réalisation d’embryons de
souris chiméres par injection de cellules souches embryonnaires Smad2” dans des
blastocystes sauvages a permsi de montrer que les cellules mutantes participent
largement a la formation du mésoderme axial alors qu’elles contribuent
anormalement peu a I'endoderme définitif [131]. En paralléle, l'introduction d’'une
mutation sur un des alléles Smad3 chez des mutants présentant déja un allele
Smad2 délété spécifiquement dans [I'épiblaste a été réalisée. Ces mutants
présentent des défauts dans la formation du mésoderme axial antérieur [132].
L’ensemble de ces données montre que la transduction du signal Nodal par Smad2
est requise pour la spécification de 'endoderme et suggére que la mise en place du

mésoderme axial serait liée a la transduction du signal Nodal par Smad3.

Maintien de l'identité notochordale

A la fin de la gastrulation (E7.5), I'expression de Nodal est restreinte aux cellules de
la couronne du nceud et par la suite, activée dans le mésoderme latéral gauche
[133]. Lors des mouvements de convergence extension et de migration des cellules
du nceud pendant la mise en place de la notochorde, I'expression de Nodal est
perdue [47]. Dés E9.5, la voie Nodal est inactive dans 'ensemble de I'embryon [134].
Ainsi, I'activation de la voie Nodal est clé dans les étapes précoces de mise en place
de 'EGO, du MGO et du nceud mais n’est pas maintenue lors de la formation de la

notochorde.
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Figure 9 : Régulation de la voie de signalisation canonique Wnt/B-Catenin

d’aprés Arnold et Roberston, 2009 [109]. La liaison de Wnt sur les récepteurs Frizzled et
les corécepteurs LRP induit I'activation de la Casein Kinase 1 (CK1ly). Cette kinase phosphoryle
LRP5/6 et GSK3 induisant la translocation de la protéine Axin de la membrane plasmique a I'extrémité
intracellulaire de LRP5/6. La translocation de la protéine Axine léve son effet inhibiteur de la voie et
induit I'activation de la protéine Dishevelled (Dvl). L'activité de CK1y ou GSK3 est double puisque ces
kinases activent LRP5/6 et inhibent l'activité de la B-Catenin. La phosphorylation de GSK3 par Dvl
inhibe son activité kinase. Dans ce dernier cas, la 8-Catenin n’est pas phosphorylée ni ubiquitinilée et
est ainsi protégée de sa dégradation par le protéasome. La B-Catenin est ainsi transloquée au noyau.
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2- Role de la voie de signalisation Wnt
La voie de signalisation Wnt est également requise pour la mise en place de la ligne

primitive, du nceud et de la notochorde [135].

Transduction du signal Wnt et mise en place de la ligne primitive

Chez les mammiféres, 19 ligands Wnt ont été identifiés. Le ligand Wnt3 a été montré
comme jouant un réle dans la formation de la ligne primitive et du nceud [32, 135-
137]. Sa liaison sur I'extrémité N-terminal extracellulaire des récepteurs Frizzled (Fz)
et ses co-récepteurs lipoprotein related protein 5/6 (LRP5/6) entraine la dislocation
du complexe adenomatosis polyposis coli (APC)/Axine/ glycogen synthase kinase 3
(GSK3) [138, 139]. Cette dislocation du complexe permet [linhibition de la
dégradation de la B-Catenin et sa stabilisation [140, 141]. Cette derniere, I'effecteur
majeur de la voie canonique Wnt, assure la transduction du signal par sa
translocation au noyau (Figure 9). Il existe de nombreux partenaires protéiques de la
B-Catenin capable d’activer la transcription de génes cibles mais les plus décrits
aujourd’hui sont les membres de la famille des facteurs de transcription TCF/LEF.
L’activité de la voie Wnt/B-Catenin est régulée par des boucles de rétrocontrdles
positives (Nodal, Wnt3) et négatives assurées par les protéines extracellulaires
Dickkopf WNT signaling pathway inhibitor 1 (Dkk1) et Cer1 mais également la
protéine intracellulaire Axin2 [142-145].

Il existe également 2 voies non canoniques de Wnt qui sont indépendantes de la
translocation nucléaire de la B-Catenin. Il s’agit de la voie de polarité planaire des
cellules (voie PCP) et la voie dépendante du Calcium (Wnt/Ca®*) activées par
Wnt5A, Wnt5B et Wnt11 [146].

La mise en place de la ligne primitive est principalement assurée par la voie

canonique Wnt/B-Catenin. En effet, les embryons de souris mutantes Wnt3”
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présentent des défauts de formation de la ligne primitive et une absence
d’expression de T, Nodal et Fgf8 [136, 147, 148]. L’activité de la voie de Wnt/[3-
Catenin est également impliquée dans la TEM au sein de la ligne primitive grace

notamment a I'activation de I'expression de T, Fgf4 et Fgf8 [122, 149].

Spécification du lignage nceud/notochorde

La délétion conditionnelle du gene B-Catenin sous contréle du promoteur de la
cytokératine 19 (CK19, exprimé par I'endoderme extra-embryonnaire et la région
antérieure de la ligne primitive) a été réalisée chez des embryons de souris.
L’expression de T, Noggin et Shh au niveau de la région antérieure de la ligne
primitive n’est pas retrouvée chez ces mutants entrainant des défauts dans la mise
en place du nceud et du mésoderme axial (E8.5) [150].

Des mutants hypomorphes pour la protéine APC, inhibiteur de l'activité de la (-
Catenin, ont également été générés [151]. L'extinction d’environ 80% de la protéine
APC entraine une augmentation de l'activation de la voie Wnt/3-Catenin comparée
aux souris sauvages. Cette augmentation d’activité entraine une expression de
Nodal et FoxA2 non plus seulement restreinte au niveau distal mais étendue et
diffuse dans tout I'embryon (E8.5). Chez ces mutants, le nceud est anormalement
étendu et désorganisé. Une duplication partielle du mésoderme axial et du plancher
du tube neural est observée a l'extrémité antérieure de I'embryon. Alors que
l'inactivation de I'expression de Tcf6, Tcfl et Lefl n’affecte pas la formation de la
ligne primitive et du nceud [136, 147, 152, 153], l'inactivation de Tcf3 entraine la
duplication de la ligne primitive, du nceud et du mésoderme axial [154].

Les voies de signalisation non canoniques PCP et dépendante du Ca®* sont
impliquées dans les mouvements de convergence extension lors de I'élongation de

I'axe antéro-postérieur de 'embryon ou encore dans la mise en place du mésoderme
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axial [155-158]. L’implication de ces voies de signalisation dans la formation de ces
structures ne sera pas détaillée dans ce chapitre [159]. En effet, ces mécanismes
cellulaires étant difficiles a transposer in vitro, nous avons focalisé notre attention sur
la signalisation canonique et les effets attendus de son activation dans la

différenciation des cellules souches pluripotentes in vitro.

Maintien de l'identité notochordale

L’utilisation d’un rapporteur de I'activité de la voie Wnt/B-Catenin chez 'embryon de
souris a montré que cette voie était active dans I'extrémité caudale de la notochorde
jusqu’a E12.5 [160]. Aprés ce stade de développement, I'activité de la voie Wnt/[3-
Catenin y est diminuée. L’inactivation conditionnelle inductible du géne B-Catenin
spécifiquement dans la notochorde (mutants NotoER"%/8-Catenin™**™°®) entraine
une diminution de I'expression de T et Shh a E9.5 et une absence de mise en place
de la notochorde chez ces embryons mutants a partir de E10.5. Ces données
confirment que I'élongation de la notochorde est dépendante de l'activité de la voie

Wnt/B-Catenin.

3- Role de la voie de signalisation Fibroblast Growth Factor (FGF)

La voie FGF est décrite depuis de nombreuses années comme étant indispensable a
la mise en place de la ligne primitive et aux mouvements morphogénétiques
responsables de la formation du mésoderme et de 'endoderme [161]. Son réle dans

la spécification du neurectoderme ne sera pas détaillé dans ce manuscrit.
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Figure 10 : Implication des voies de signalisation Nodal, Wnt et FGF dans la
transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) modifiée d’aprés Lim et Thiery,
2012 [162]. La fixation de Nodal et Wnt3 sur leurs récepteurs entraine I'expression de Eomes, de
Fgf4 et Fgf8 [122, 149, 163] et participe ainsi a la TEM. La fixation de FGF4 ou FGF8 sur le récepteur
FGFR1 entraine 'activation des voies Racl et p38MAPK conduisant a la diminution de I'expression de
la E-cadherin [164, 165].
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Transduction du signal FGF et mise en place de la ligne primitive

Il existe chez les vertébrés 22 ligands FGF qui présentent une affinité pour des
récepteurs membranaires a activité Tyrosine Kinase. Il existe 4 types de récepteurs
au FGF (FGFR) capables de lier spécifiquement ces ligands [166]. La formation du
complexe FGF-FGFR active 3 voies majeures de signalisation intracellulaires : la
voie mitogen-activated protein kinase (MAPK), la voie de la Phosphatidylinositol-4,5-
Bisphosphate 3-Kinase (Pi3K) ou la voie Phospholipase C (PLC). L’activation de ces
médiateurs intracellulaires est dépendante du recrutement de protéoglycanes de
type Héparane sulfate au sein du complexe ligand-récepteur.

Les premiers indices du role de cette voie dans la mise en place de la ligne primitive
chez la souris datent de 1994. L'initiation de la gastrulation a lieu chez les embryons
dont le gene codant pour le récepteur au FGF de type | (Fgfrl) est inactivé [167,
168]. Cependant, a E8.5, les cellules de I'épiblaste et du mésoderme s’accumulent
dans la ligne primitive entrainant des défauts dans la formation du mésoderme et de
I'endoderme [30, 169].

Le signal FGF au sein de la ligne primitive est principalement relayé par les voies
p38MAPK et Rac1 (Figure 10). L'activation de cette voie entraine I'expression de
Snaillqui est un facteur de transcription principal inducteur de la TEM [169-172]. Ce
mécanisme cellulaire est actif tout le long de la ligne primitive, est caractérisée par
une diminution de I'expression de la protéine extracellulaire E-cadherin (Cdhl) et
d’'un profond remaniement du cytosquelette. La diminution de I'expression de Cdhl
est accompagnée d’'une augmentation des marqueurs de type mésenchymateux tels

que Vimentin, Fibronectin 1 ou encore Cdh2 (N-cadherin) [173].
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Réle de la voie FGF dans la spécification du lignage nceud/notochorde

Chez les mutants Fgfrl"', les marqueurs FoxA2 et Shh sont exprimés dans la partie
antérieure de la ligne primitive et dans le mésoderme axial. Cependant, le
mésoderme axial de ces mutants est anormalement fin et étendu par rapport a I'axe
médian [168]. Afin de préciser le réle de la voie FGF dans la mise en place du
mésoderme axial, la détection de l'activité B-Galactosidase dont I'expression est
sous controle du promoteur de T chez des souris Fgfrl"” a été analysée. Ces
expériences ont démontré que l'expression de T au sein de la ligne primitive
antérieure, du nceud et du mésoderme axial était indépendante de l'activité du
récepteur FGFR1 [169].

L’expression de Fgf8 n’est pas détectée au-dela de I'extrémité antérieure de la ligne
primitive. Le facteur Fgf8 n’est donc pas exprimé dans la population cellulaire
constituant le nceud [174]. Cependant, des embryons de souris Fgf8"' présentent des
défauts dans la formation du nceud et du mésoderme axial [175]. L’expression de
Gsc, FoxA2 et Shh est détectée dans la région antérieure de la ligne primitive mais
est absente a I'extrémité antérieure du mésoderme axial (E7.5-E8.0) [175]. La voie
FGF serait donc impliquée dans la migration des cellules pour la formation du nceud
et du mésoderme axial.

Il est important de souligner que les cellules du nceud expriment le marqueur
épithélial Cdhl et n’ont pas subi la TEM au sein de la ligne primitive.

Un raccourcissement du squelette axial est observé chez les souris hypomorphes
pour Fgfrl [57, 176-178] et chez les mutants dont les génes Fgf4 et Fgf8 sont
inactivés sous contréle du promoteur T [179].

Cependant, les embryons de souris dont Fgf4 et Fgf8 sont inactivés sous contréle

du promoteur Homeobox B1 (exprimé dés E7.0 dans la partie postérieure de la ligne
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primitive puis dans les somites et dans le bourgeon caudal [180]) présentent une
expression continue de T et Shh dans la notochorde. Ces données montrent que
I'élongation de la notochorde n’est pas majoritairement affectée par I'absence de
signalisation FGF. L’absence de sacrum et de queue chez ces mutants a la
naissance indique que la voie FGF est impliquée dans la formation du mésoderme

paraxial postérieur [181].
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Figure 11 : Régulation de la voie canonique de signalisation BMP adaptée de
Walsh et al, 2010 [182]. La fixation des diméres BMP aux récepteurs de type | et Il entraine
I'auto-phosphorylation des thréonines et sérines situées dans la partie intra-cellulaire des récepteurs.
Le signal BMP est transduit par les effecteurs intra-cellulaires Smad1/5/8 dont [l'activité est
dépendante de leur phosphorylation sur les sérines par le récepteur de type I. Apres recrutement du
médiateur Smad4, le complexe est transloqué au noyau assurant ainsi la régulation de I'expression de
geénes cibles.
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4- Role de la voie Bone Morphogenic Proteins (BMP)
La voie BMP est connue pour son réle inducteur de la ligne primitive et dans la

formation du mésoderme embryonnaire et extra-embryonnaire [183, 184].

Transduction du signal BMP et mise en place de la ligne primitive

Les protéines BMP appartiennent a la superfamille du TGF-3. Parmi plus de 20
ligands, la BMP4 est le ligand principalement décrit dans la formation de la ligne
primitive et des feuillets embryonnaires chez 'embryon de souris. Ce ligand se fixe
sur les récepteurs membranaires de type | et Il (BMPRI et BMPRII). Il existe trois
types de récepteurs de type | (Alk2, Alk3 et Alk6) interagissant avec le BMPRII aprés
fixation du ligand pour former un complexe actif. Le signal est transduit par la
phosphorylation et I'activation des protéines Smad1/5/8 (voie canonique). Une fois
activées, ces protéines recrutent Smad4 pour leur translocation au noyau et la
régulation de I'expression de génes cibles [185, 186] (Figure 11). Le gradient de
BMP4 induit a partir de I'ectoderme extra-embryonnaire entraine la formation de la
ligne primitive et la spécification des cellules de I'épiblaste en mésoderme extra-
embryonnaire [120, 187]. L’activité de la voie BMP est inhibée par les facteurs
antagonistes Chordin et Noggin sécrétés par le MGO et le noeud. Cette inhibition
induite dans la région antérieure de la ligne primitive contribue également a établir le
gradient d’activité de la voie BMP le long de I'axe proximo-distal de 'embryon.
L’introduction d’'une mutation dans le géne codant Bmp4 (mutants bmp4™"m1)
conduit & une mortalité de la majorité des embryons avant la fin de la gastrulation
(E6.5). Selon le fond génétique des lignées de souris, les embryons survivent
jusqu’au début de la somitogenése et présentent un défaut de formation de la ligne
primitive postérieure et de spécification du mésoderme embryonnaire et extra-

embryonnaire [187-189].
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Spécification du lignage nceud/notochorde

L’expression de Fgf4 et Fgf8 est réduite au sein de la ligne primitive chez les mutants

4tm 1/tm1

bmp affectant les capacités de migration des cellules et la morphologie du
nceud [190]. Une réduction de I'expression de Nodal dans les cellules de la couronne
du nceud a également été observée. L'expression de Shh dans le nceud et dans le
mésoderme axial antérieur est similaire aux embryons sauvages. Afin de préciser le
réle de la production de BMP4 par I'ectoderme extra-embryonnaire, des chiméres
tétraploides ont été générées afin de restaurer I'expression de bmp4 uniquement
dans I'ectoderme extra-embryonnaire [190]. L'expression de Fgf8 au sein de la ligne
primitive est restaurée chez ces mutants. La morphologie du nceud est comparable
aux embryons sauvages. Ces embryons chimériques survivent jusqu’au stade E9.0.
La formation de la notochorde a été retrouvée inchangée par rapport aux embryons
sauvages.

Ces données montrent que la sécrétion de BMP4 par l'ectoderme extra-
embryonnaire est impliquée dans la morphogenése du noeud probablement par

l'intermédiaire de FGF8 [191, 192]. La formation de la notochorde et son maintien est

indépendante de I'activité de signalisation BMP.
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Figure 12 : Régulation de la voie de signalisation Sonic hedgehog d’aprés

Philipp et Caron, 2009 [193]. La liaison de Shh sur son récepteur Patched active le récepteur
Smoothened (Smo). (A) Les niveaux d’Adénosine monophosphate cyclique (cCAMP) sont diminués
suite a l'inhibition de I'Adenylate cyclase (AC) par les sous-unités inhibitrices alpha (ai) des protéines
G. L'inhibition de la Protéine kinase A (PKA) assure la translocation des facteurs de transcription Gli
au noyau. (B) L'interaction physique entre les protéines G et les kinases associées aux récepteurs
couplés aux protéines G (GRK2/3) entraine la phosphorylation de Smo et le recrutement de la
protéine B-arrestin 2. Ce complexe protéique se relocalise au niveau des cils primaires.
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5- Role de la voie Sonic hedgehog
La voie de signalisation Shh n’est pas activée dans la ligne primitive. L’expression de

Shh est détectée dans le noeud et dans le mésoderme axial.

Transduction du signal Shh

La fixation Shh sur son récepteur membranaire patched-1 (PTC1) active le récepteur
couplé aux protéines G Smoothened (smo). Cette activation entraine a son tour
I'activation et la translocation nucléaire des facteurs de transcription Gli [194] (Figure

12).

Spécification du lignage nceud/notochorde
Les embryons mutants Shh™ ne présentent pas de défauts dans la formation du
nceud. La présence d’'une notochorde naissante a E8.5 est observée. Ainsi, la

spécification de ce lignage est indépendante de 'activité de la voie Shh.

Role de la voie Shh dans le maintien de l'identité notochordale

Chez les mutants Shh™", I'expression de T et FoxA2 dans la notochorde chute & partir
de E9.5 montrant la perte de I'identité notochordale a ce stade [195]. L'utilisation d’'un
modele inductible d’'invalidation conditionnelle de Smo dans la notochorde et dans le
plancher du tube neural a permis de mettre en évidence que le taux de prolifération
des cellules de [I'extrémité caudale de la notochorde est réduit (mutants
ShhC™ERT2/gmfxP/loxey 58], De plus, la composition de la gaine entourant la partie
caudale de la notochorde chez les mutants est différente de celle des embryons

sauvages.
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Figure 13 : Voies de signalisation et marqueurs exprimés au cours de la

formation de la ligne primitive, du noeud et de la notochorde. (A.) Représentation
schématique d’'un embryon de souris a E7.5. La ligne primitive est caractérisée par I'expression des
marqueurs T, Eomes et Mixll. La partie antérieure de la ligne primitive est caractérisée par
'expression de FoxA2, Cerl et Gsc. Les marqueurs du nceud sont T, FoxA2, Mixl1l, Noto, Shh,
Chordin, Noggin et FoxJ1. Un gradient d’activité de Nodal assure la formation du lignage EGO-MGO-
nceud, du mésoderme axial et de I'endoderme définitif. La voie Wnt est active tout le long de la ligne
primitive et au sein du nceud. La voie FGF est active au sein de la ligne primitive mais inactive dans le
nceud. Enfin, un gradient d’activité BMP assure la mise en place de la partie postérieure de la ligne
primitive ainsi que ses dérivés. La formation de la partie antérieure de la ligne primitive n'est pas
directement influencée par la voie des BMP. (B.) La formation du mésoderme axial antérieur est
assurée par un mécanisme de convergence directe des cellules de I'EGO et du MGO. Les cellules du
nceud ne participent pas a la formation du mésoderme axial antérieur. Les mouvements de
convergence extension et de migration postérieure a partir du nceud ainsi que l'activité des voies Shh
et Wnt assure la formation et la maintenance de la notochorde [47]. Le mésoderme axial antérieur est
caractérisé par I'expression de Gsc. Les cellules de la notochorde expriment spécifiquement Noto,
Gal3, Sox5, Sox6 et Sox9. Les marqueurs FoxAl, FoxA2, T, Shh, Ctgf, Chordin et Noggin sont
exprimés le long du mésoderme axial. La notochorde commence a partir du deuxieme somite [196].
La notochorde est a I'origine de la formation de I'ensemble des DIV de la colonne vertébrale. Les
somites 25 a 28 participent a la formation des membres inférieurs (hindlimb).
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En effet, 'absence de GAG et de fibres de collagéne est observée. Tout au long de
'axe rostro-caudal, les cellules notochordales sont retrouvées dispersées au sein
des futurs corps vertébraux et futurs DIV entrainant des défauts de formation des

vertébres et des NP [58].

Pour conclure, 'ensemble des études portant sur la formation du nceud et de la
notochorde chez I'embryon de souris a permis d’établir une signhature
moléculaire précise de la notochorde en fonction des stades embryonnaires.
De plus, I'importance des interactions entre les voies Nodal, Wnt et FGF dans
la mise en place de ces structures a été rapportée. Les voies Wnt et Shh sont
cruciales pour le maintien et I’élongation de la notochorde (Figure 13).

La transposition des connaissances relatives a la spécification et a la mise en
place de ce lignage permet de préciser et adapter les stratégies de

différenciation des cellules souches pluripotentes humaines.
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Figure 14 : Représentation schématique de la différenciation des somites a

I'origine de la formation du squelette axial modifiée d’apreés Parker, 2003 [197].
Le mésoderme pré-somitique se situe de part et d’'autre de la notochorde et du tube neural. La
segmentation du mésoderme paraxial en somites a lieu le long de I'axe rostro-caudal. En réponse a
des signaux provenant de la notochorde et du tube neural (Shh), les somites se différencient et
donnent naissance au dermomyotome dorsalement et au sclérotome ventralement. La migration du
sclérotome autour de la notochorde et du tube neural a lieu dés E8.5. A: antérieur, D : dorsal, P :
postérieur, V : ventral
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C- Formation des disques intervertébraux

La notochorde a un réle central dans la formation du squelette axial. Celle-ci sécrete
des facteurs tels que Shh et Noggin induisant la différenciation ventro-médiane des
somites en sclérotome. En plus de leur différenciation, les cellules du sclérotome
migrent et forment des segments mésenchymateux entourant la notochorde et le
tube neural (Figure 14). A partir de E12.5, des événements morphologiques majeurs
surviennent au sein de la notochorde et du mésenchyme adjacent. Les DIV, les
corps et arcs vertébraux se mettent ainsi en place. Les connaissances relatives a ces

mécanismes sont abordées ci-dessous.

1- Morphogenése des corps vertébraux

La différenciation des somites est la premiére étape de la formation des corps
vertébraux. L’inactivation de I'expression des facteurs Gli2 et Gli3 induit des défauts
de différenciation des somites accompagnée par une absence d’expression de Pax1,
Pax9 et Sox9 [198]. Des études réalisées in vitro ont également rapporté que
I'expression des facteurs Pax1, Pax9 et Sox9 était réegulée par 'activation de la voie
Shh [199-201]. L’expression de Pax1 est assurée par l'action synergique des
facteurs Shh et Noggin in vitro [89, 90].

Les facteurs de transcription mesenchyme homeobox 1/2 (Meox1 et Meox2) jouent
également un réle important dans la formation du sclérotome. Ces facteurs sont
exprimés par les somites [202]. Les doubles mutants Meox1”;Meox2™ sont
caractérisés par une absence de sclérotome mésenchymateux ventral et de
dermomyotome épithélial dorsal. Le mésenchyme entourant la notochorde et le tube
neural n'est pas segmenté affectant directement la formation des corps vertébraux et

des DIV [203].
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Figure 15 : Resegmentation du sclérotome modifiée d’aprés Shapiro et Risbud,

2014 [204]. La différenciation des somites induit la migration et la condensation du sclérotome
autour de la notochorde et du tube neural. Les corps vertébraux sont issus de la fusion de la partie
caudale du segment antérieur (bleu) avec la partie caudale du segment suivant (rouge). A : antérieur,
D : dorsal, Dr : droite G : gauche, P : postérieur, V : ventral
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L’expression des facteurs Paxl, Pax9, Sox9, Meoxl et Meox2 assure ainsi la
différenciation des somites pour former le sclérotome. Ces facteurs sont également

impliqués dans la différenciation du sclérotome en cellules chondrogéniques.

Phénomene de resegmentation

Ces cellules de sclérotome se condensent autour de la notochorde et du tube neural
en formant des métameres avec différents niveaux de condensation. Au cours de la
condensation du sclérotome autour de la notochorde et du tube neural, un
réarrangement spatial a lieu (resegmentation). Ce réarrangement résulte de la fusion
de la partie caudale du segment antérieur avec la partie rostrale du segment suivant
[205-207] (Figure 15). Ainsi, les segments peu condensés formeront les corps
vertébraux tandis que les segments trés condensés donneront naissance a I’Annulus
fibrosus (AF).

La prolifération et la différenciation des cellules du sclérotome s’accompagne d’une
disparition de la notochorde au niveau des futurs corps vertébraux visible a E13.5.
Ce phénomeéne reste encore inexpliqué a ce jour mais fait I'objet de nombreuses
investigations. Il a été montré que les événements d’apoptose ne peuvent pas, a eux
seuls, expliquer la disparition des CNT au sein des futurs corps vertébraux [58]. A ce
jour deux hypothéses ont été émises quant a cette disparition de la notochorde au
sein des futurs corps vertébraux. La premiére hypothése est que les CNT seraient
repoussées vers les futurs DIV par les forces mécaniques qu’exercent les cellules
mésenchymateuses en cours de différenciation chondrogénique. La seconde
hypothése repose sur la présence de molécules attirant les CNT au sein des futurs
DIV et/ou de molécules répulsives au sein des futurs corps vertébraux. En faveur de
la deuxiéme hypothése, la voie Eph/Ephrin serait impliquée dans le regroupement

des CNT au niveau du futur NP. Les CNT expriment les récepteurs membranaires
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Eph4A capables de lier les protéines Ephrin présentes a la membrane des cellules
mésenchymateuses entourant la notochorde [208]. Ainsi, I'isolement des CNT au
sein des futurs DIV pourrait étre di a ces liaisons entre CNT et cellules
mésenchymateuses. La voie Robo/Slit pourrait également étre impliquée dans la
formation des NP a partir de la notochorde. Cette voie est impliquée dans le
positionnement correct des organes au cours du lI'embryogenése. Les CNT
exprimant les ligands Slit pourraient ainsi repousser les cellules mésenchymateuses
exprimant les récepteurs Robo [209, 210]. Ce mécanisme permettrait aux CNT de
migrer vers les futurs NP. L’ensemble de ces informations suggére que les CNT
expriment des protéines membranaires différentes selon leur position le long de I'axe
rostro-caudal. Elles exprimeraient des protéines induisant la répulsion des cellules
mésenchymateuses au sein des futurs corps vertébraux et des protéines assurant
leur maintien au sein des futurs NP. La compréhension de ces mécanismes est
incompléete et nécessite la réalisation d’études complémentaires afin de déchiffrer le

comportement des CNT au cours de la formation du squelette axial.

Ossification endochondrale vertébrale

Les cellules mésenchymateuses des segments faiblement condensés vont subir un
processus d’ossification endochondrale vertébrale menant a la formation d’'un tissu
osseux (a partir de E11.5). Ce processus consiste en la différentiation de cellules
mésenchymateuses en chondroblastes, qui sont les progéniteurs des chondrocytes.
Les chondrocytes vont finalement engager un processus de différenciation terminale
et devenir des chondrocytes hypertrophiques. Ces chondrocytes hypertrophiques
sont responsables de la sécrétion d'une MEC calcifiee et du recrutement des
vaisseaux sanguins. Cette transformation survient également dans la mise en place

des os longs [211]. La gaine péri-notochordale a un rble majeur dans la
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différenciation des cellules mésenchymateuses en cellules chondrogéniques. En
effet, la co-culture de somites et de notochordes de souris entourées de leur gaine
intacte induit la production de GAG par les cellules des somites, reflétant leur
différenciation chondrogéniques. En revanche, les cellules des somites cultivées en
présence des notochordes dont la gaine est absente (digestion a la trypsine) ne
sécrétent pas de GAG [59]. Ces données illustrent donc le rble de la gaine dans la
différenciation chondrogéniques des cellules mésenchymateuses entourant la
notochorde. Les premiers chondrocytes hypertrophiques apparaissent a partir de
E14.5. Au sein des futurs corps vertébraux, les facteurs de transcription Pax1 et
Meox1 se fixent au promoteur du géne Bapxl induisant son expression et la
différenciation des cellules mésenchymateuses en chondrocytes [212, 213].
L’inactivation du géne Bapx1 dans des embryons de souris induit un défaut dans la
différenciation du mésenchyme en chondrocytes hypertrophiques, a l'origine de
I'absence de minéralisation et de vascularisation du corps vertébral chez ces mutants
[214].

L’inactivation des génes Col2al, Paxl, Pax9 et Shh entraine une ossification
endochondrale vertébrale incompléte. Le NP de ces mutants n’est pas plus étendu
que celui des embryons sauvages. L’hypothése des CNT repoussées dans les futurs
DIV par les contraintes exercées sur la notochorde au sein des corps vertébraux

semble ainsi inexacte [63, 215, 216].

Les plateaux vertébraux

Le processus d’ossification endochondrale assure aussi la mise en place des
plateaux vertébraux (PV). Ceux-ci sont composés d'une plaque sous-chondrale et
d’'une plaque cartilagineuse composée de chondrocytes synthétisant majoritairement

du collagéne de type Il. Ces PV sont le site des derniers vaisseaux sanguins
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vertébraux et assurent la diffusion de 'oxygéne et des nutriments au sein du DIV. lIs

sont également le site d’ancrage des fibres de 'AF.

2- Morphogenese de I’Annulus fibrosus
Les segments mésenchymateux les plus condensés autour de la notochorde ne
subissent pas le processus d'ossification endochondrale décrit précédemment mais
donneront naissance a I'Annulus fibrosus (AF). La formation de cette structure
débute a E15.0 chez le rat [217]. L'absence d’AF chez des souris mutantes Pax1” et
Pax9™”" suggére que ces génes sont impliqués dans la formation de I’AF en plus de
leur réle dans l'ossification endochondrale vertébrale [218]. L’expression de ces
marqueurs étant notamment induite par la voie Shh, ces mutants attestent de
'importance de la sécrétion de Shh par la notochorde pour la formation de I'AF.
L’inactivation conditionnelle du géne codant pour le récepteur de type Il au TGF-
(TGFBRII) sous contréle du promoteur Col2al entraine une minéralisation autour du
DIV. En l'absence de signalisation TGF-B, le sclérotome formant normalement le
futur AF subit un processus d'ossification endochondrale [219, 220]. Ces données
ont été complétées par une étude transcriptomique réalisée sur les cellules de I'AF
de souris sauvages et des souris Tgfbr2™. Les résultats ont confirmé le role du TGF-
B dans la prévention de la différenciation chondrogénique du sclérotome dans la
région du futur DIV et dans la promotion de sa différentiation en AF [221].
L’ensemble de ces observations montre que les voies de signalisation du TGF-§ et

Shh sont impliquées dans la formation de 'AF.
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Figure 16 : Formation des fibres de I’Annulus fibrosus interne et externe

modifiée d’aprés Hayes, 2011 [217]. Une coupe transversale d’'un DIV est schématisée
montrant le NP (nucleus pulposus) central, I'AF interne (inner annulus, ia) et 'AF externe (outer

annulus, oa). Les sections sagittales A, B et C sont schématisées en dessous du DIV.

58




PARTIE | : Le disque intervertébral : du développement embryonnaire a la médecine régénératrice
Formation des disques intervertébraux

Formation des fibres de I'AF

L’AF est caractérisé par une partie interne dite « chondrogénique » et d’'une partie
externe dite « fibreuse ». Cette distinction est faite de par la différence de
composition de la MEC secrétée. L’allongement des cellules de sclérotome de part et
d’autre de la notochorde et leur différenciation entraine la synthése de fibres de
collagénes de type Il perpendiculairement a I'axe de la colonne [217]. Ces cellules
synthétisent également de la fibronectine et des protéoglycanes tels que la
fiboromoduline, I'agrécane et le versican [222]. La fibronectine est une glycoprotéine
impliquée dans I'adhésion cellule-MEC ainsi que dans les processus de migration et
de différenciation cellulaire [223]. Les cellules qui formeront 'AF externe s’orientent
et s’organisent en feuillets paralléles grace a la formation d’un réseau intra-cellulaire
de fibres d’actine et de jonctions adhérentes [224] (Figure 16). Ces feuillets
cellulaires sont responsables du dépét de fibronectine et de fibres de collagénes de
type | et lll avec une orientation de 55° par rapport a I'axe de la colonne [217]. Aucun
PG n’est détecté dans cette partie externe de I'AF [222].

Notre compréhension des mécanismes moléculaires précis de la différentiation du
sclérotome en AF interne et externe reste encore incompléte. Cependant, une des
hypothéses a considérer est le réle de la fibromoduline [225]. L’inactivation de
I'expression de la fibromoduline chez la souris entraine une diminution de la synthése
de la MEC et une désorganisation des fibres au sein des tendons [226]. De plus,
cette protéine est capable de lier les facteurs de croissance comme le TGF- [227].
Au regard de l'importance du TGF- dans la différenciation des cellules de I'AF et
dans la synthése de la MEC, il est probable que cette liaison entre la fibromoduline et

le facteur TGF-f soit impliquée dans la mise en place des fibres de I'AF.
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Figure 17 : Transition notochorde-Nucleus pulposus chez I’embryon de souris.
Des coupes histologiques d’embryons a E11.5, 12.5, 13.5 et 14.5 ont été réalisées au niveau
thoracique et colorées a I'hématoxyline-éosine-safran. AF : Annulus fibrosus, CV : Corps vertébral,
fCV : futur corps vertébral, fDIV: futur disque intervertébral, NP : Nucleus pulposus, NTC:
Notochorde. Les pointes de fleches blanches montrent la gaine péri-notochordale.
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3- Morphogenese du Nucleus pulposus

La formation des NP débute dés E12.5 et s’achéve a E15.5. Les stades E12.5 et

E15.5 définissent donc la transition notochorde-NP.

Aspects morphologiques de la transition notochorde-NP

Durant cette transition, une accumulation de CNT est observée au niveau des futurs
DIV tandis qu’une constriction de la notochorde a lieu au niveau des futurs corps
vertébraux (Figure 17). La notochorde devient ainsi moniliforme, caractérisée par
l'alternance de segments élargis et rétrécis [51]. Cette forme particuliere peut étre
assimilée a un « collier de perle ». La gaine péri-notochordale est formée dés E10.5
et est toujours présente a E16.5, aprés la formation des NP. Les vacuoles
apparaissent des E12.5 et une augmentation de leur taille est visible a partir de
E14.5 [51]. Les mécanismes moléculaires impliqués dans la transition notochorde-

NP sont peu compris a I'heure actuelle.

Aspects génétiques de la transition notochorde-NP

L’expression de FOxA2 et Noto s’éteint a partir de E12.5, laissant supposer un réle
important de I'extinction de ces marqueurs dans la transition notochorde-NP [42, 228,
229]. Nous pouvons postuler que I'expression des marqueurs FoxA2 et Noto définit
l'identité embryonnaire de la notochorde. Une fois cette identité embryonnaire
perdue, la maturation de la notochorde se traduirait par la mise en place des NP. Le
réle des facteurs de transcription Sox5, Sox6 et Sox9 devient majeur lors de cette
transition. En effet, une disparition anormale et indépendante de ['activation de
'apoptose des CNT a été observée dans I'espace intervertébral chez des embryons

Sox57:Sox6™ [63]. Ces défauts conduisent a la formation de NP fragmentés
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composés de CNT dont le volume des vacuoles est nettement diminué (E16.5). Les

souris mutantes Sox9”" présentent un phénotype trés similaire [93].

Activité sécrétoire des cellules notochordales

La synthese des composants de la MEC par les CNT est observable a partir de E15
(données obtenues chez le rat). Les composants majoritairement synthétisés sont
'agrécane, la laminine et la fibronectine [222]. La synthése d’agrécane chez la
souris est influencée par le facteur de croissance Ctgf [98]. La présence de collagéne
de type Il dans le NP au cours de la croissance foetale est controversée bien que le
transcrit soit détecté [60, 98, 222, 230]. Il est également possible que la synthése de
la MEC au sein du NP soit sous l'influence des facteurs Sox étant donné leur réle
majeur connu dans la production de la MEC au cours de la formation du cartilage

[231, 232].

Pour conclure sur ce chapitre, les DIV a la naissance sont composés de deux
PV, d'un AF interne, d’'un AF externe et d’'un NP. Les PV sont composés de
chondrocytes synthétisant une MEC riche en collagene de type Il, d’'un AF dont
la partie externe est composée de fibroblastes synthétisant des fibres de
collagene de type | et la partie interne peuplée de cellules chondrogéniques
synthétisant du collagene de type Il. Le NP est quant a lui peuplé de CNT
matures ayant une faible activité de sécrétion en comparaison avec les autres
types cellulaires du DIV. Cette composition cellulaire et matricielle va évoluer
aprés la naissance afin de mettre en place un tissu capable de gérer les
contraintes mécaniques de I'ensemble de la colonne vertébrale adulte.

Les mécanismes moléculaires et cellulaires responsables de la maturation de

cette structure au cours de la croissance sont présentés dans la partie Il. Les
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évenements a l'origine de la dégénérescence du tissu discal y seront
également présentés. Enfin, les thérapies innovantes basées sur la

restauration des fonctions des DIV seront également décrites.
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II- Le disque intervertébral: maturation, dégénérescence et médecine
régénératrice

A maturité squelettique, les DIV lombaires sont les structures hypoxiques les plus
larges du corps humain [233]. De par la localisation des derniers vaisseaux sanguins
au niveau des PV et de I'AF externe, la tension en oxygéne au centre du NP est
d’environ 3 mmHg [1, 234] (20-80mmHg dans le cartilage articulaire [235, 236], et
103 mmHg dans les poumons[237]). La réponse des cellules a un environnement
hypoxique est principalement régulée par les facteurs de transcription HIF-1 et HIF-2
[238-240]. Le DIV présente également la particularité d’étre trés peu innervé. Seules
les lamelles les plus externes de I'AF contiennent des terminaisons nerveuses
secrétant la substance P [241, 242] connue pour son rdle dans la transduction du
message douloureux. Tandis que la vascularisation et lI'innervation des DIV sont peu
affectées durant la croissance des DIV, dautres changements cellulaires et

tissulaires ont lieu.
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Figure 18 : Représentation schématique d’un DIV lombaire durant la croissance

modifiée d’aprés Sakai, 2015 [243]. Les plateaux cartilagineux (CEP) composés de
chondrocytes, sont le siege des derniers vaisseaux sanguins vertébraux. L’Annulus fibrosus (AF)
arrangé en lamelles concentriques, est peuplé de cellules fibroblastiques. Les lamelles externes de
ce dernier sont vascularisées. Le Nucleus pulposus (NP) est peuplé des cellules notochordales et
nucléopulpocytes.
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A- Maturation des disques intervertébraux

Chez 'homme, le DIV atteint sa maturité autour de 16 ans, I'age de la maturité
squelettique. Au cours de cette phase de croissance, les PV et 'AF sont peu
modifiés tandis que le NP subit une deuxiéme transition. En effet, aprés la transition
notochorde-NP durant la phase embryonnaire, une transition cellules notochordales
matures-nucléopulpocytes (CNT matures-NPCytes) a lieu. La Figure 18 représente

un DIV humain durant la phase de croissance.

1- Maturation des plateaux vertébraux
Le réseau vasculaire des PV forme des boucles terminales trés proches de la plaque
cartilagineuse [244]. La présence de pores au niveau de cette plaque cartilagineuse
assure la diffusion des nutriments et métabolites du DIV. La diffusion de ceux-ci n’est
pas un mécanisme passif. Seuls les ions positifs et les molécules neutres (oxygéne,
glucose) peuvent diffuser [245-247]. Toute modification de la MEC des plaques
cartilagineuses et sous-chondrales affecte donc cette diffusion. Une diminution du
taux de PG et de collagene de type Il est observée dés I'age de 15 ans chez
’homme. De plus, la dénaturation du collagene de type Il atteint son niveau
maximum chez des enfants agés de 2 a 5 ans [248]. La dégradation des composants
de la MEC, en particulier des PG conduit a une diminution de la teneur en eau au
sein des PV. Celle-ci est de 80% a la naissance et atteint son niveau le plus bas de
65%, dés I'age de 15 ans. Ces modifications, bien qu’elles soient mineures lors de la
croissance du DIV ont des conséquences sur la diffusion des nutriments et

métabolites au sein du NP et de 'AF.
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Figure 19 : Organisation lamellaire de I’Annulus fibrosus d’aprés Marchand,

1990 [249]. L'AF humain est formé de 25 lamelles concentriques. Celles-ci sont composées de
fibres de collagénes orientées de 65° par rapport a I'axe de la colonne. Au sein d'une méme couche,
les fibres de collagéne sont obliques et orientées d’environ 30 degrés par rapport au plan transverse.
Le nombre de couches distinctes varie avec la circonférence, avec un maximum en position latérale
(25 couches) et un minimum en position postérieure (20 en moyenne).

67



PARTIE | : Le disque intervertébral : du développement embryonnaire a la médecine régénératrice
Maturation des disques intervertébraux

Au niveau moléculaire, I'inactivation inductible du géne Shh a été réalisée chez la
souris 4 jours aprés la naissance (4jpn). Une diminution de I'expression de Sox9 et
de synthése de collagéne de type Il par les chondrocytes de la plaque cartilagineuse
est observée chez ces mutants [250]. Ces données suggerent que le facteur Shh a
un réle dans le maintien du phénotype et de l'activité sécrétoire de ces chondrocytes.
De plus, 'hormone parathyroid hormone related peptide (PTHrP) est synthétisée par
ces chondrocytes a partir de 2 semaines post-natal et jusqu’a 48 semaines chez la
souris. La maturité squelettique étant atteinte a 'age de 6 mois chez la souris [251],
I'expression de cette hormone est maintenue aprés la phase de croissance. Ces
données suggérent un réle de PTHrP dans la prévention de la calcification des PV

au cours et au-dela de la maturité squelettique [252].

2- Maturation de I'’Annulus fibrosus

A la naissance, la structure finale de 'AF est déja établie. La croissance du DIV
entraine I'allongement des fibres et 'augmentation du dépét de MEC en réponse au
TGF-B1 principalement [253]. Le changement majeur durant cette phase de
croissance est l'orientation des fibres de I'AF. Les lamelles de I'AF sont orientées a
65° par rapport a I'axe de la colonne tandis qu’elles n’étaient que de 55° lors de leur
formation embryonnaire [254, 255]. Ce changement d’orientation peut étre di a
I'acquisition d’'une forme elliptique du DIV [249]. L’orientation et la composition de ces
fibres assurent la résistance du DIV aux forces de tension et de compression mais
également de maintien du NP au centre de DIV [217, 256] (Figure 19).

Durant cette période de croissance, la présence de Shh assure la synthése de
collagéne de type | et Il ainsi que celle des PG au sein de I'AF interne [250].
L’inhibition de la transduction du signal Shh in vitro (ajout de cyclopamine) et

l'inactivation inductible de I'expression de Shh in vivo (4jpn) entraine la diminution de
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I'activité de la voie TGF-B au sein de I'AF et I'expression de Sox9. La voie du TGF-3
assure la production et le dépbét des fibres de collagénes au sein de I'AF.
L’expression de Sox9 étant régulée a la fois par la voie Shh et la voie TGF-B, il est
impossible de discriminer le réle spécifique de chacune des voies sur la synthése de
la MEC par les cellules de I'AF [257, 258]. Ainsi, le maintien de la voie Shh au sein
du NP pourrait contribuer a la maturation de la MEC de I'AF aprés la naissance [252,
253].

De plus, 'absence de signalisation Shh entraine 'augmentation de l'activité des
voies BMP et Wnt au sein de I'AF. La culture de DIV entiers de lapin en présence de
BMP2 a montré la formation de zones d’ossification au sein de I'AF suggérant que
les cellules de I'AF se différencient en chondrocytes hypertrophiques [259].
L’activation conditionnelle inductible de la voie Wnt/3-Catenin deux semaines aprés
la naissance chez la souris entraine une désorganisation des lamelles et une
prolifération aberrante des cellules de I'AF qui ne sont plus fibroblastiques mais
chondrogéniques [260]. Ces observations suggérent un réle positif de la voie Shh sur
les cellules de I'AF, en maintenant I'activation de la voie TGF- et en inhibant les

voies BMP et Wnt.

3- Maturation du Nucleus pulposus
Le NP est la partie du DIV qui subit le plus de modifications au cours de sa
croissance. Comme décrit précédemment, le NP est composé essentiellement de
CNT a la naissance. L’évolution de cette population est différente selon les espéces.
Chez la souris, le rat, le lapin et le cochon, les CNT matures persistent au sein des
DIV au-dela de l'age de la maturité squelettique [3]. Le modéle du chien non-
chondrodystrophique présente des CNT matures tout au long de la vie tandis que

ces cellules sont perdues aprés la maturité squelettique chez le chien
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chondrodystrophique [261]. Chez le mouton, le bovin et ’Thomme, les CNT matures
disparaissent durant les premiéres années de la vie [3](hunter 2004). Ainsi, la
considération de 'ensemble des données concernant les mécanismes de maturation

du NP chez ces espéces permet de mieux comprendre ceux du NP humain.

Des cellules notochordales matures aux nucléopulpocytes

Parallelement a la disparition des CNT matures au cours de la croissance, les
NPCytes apparaissent. Une des hypothéses quant a l'origine de ce type cellulaire
était qu’il provenait de la migration des chondrocytes depuis les PV [262]. Plus
récemment, il a été démontré par des expériences de suivi de lignage réalisées chez
la souris (marquage geénétique), que les cellules du NP étaient issues de la
notochorde embryonnaire [4, 5]. Cependant, le lien génétique entre CNT matures et
NPCytes n'’est pas encore rapporté. En effet, aucune étude n’a formellement
démontré que les CNT matures donnaient naissance aux NPCytes par un processus
de différenciation. Certaines hypothéses peuvent cependant étre émises quant a la
potentielle différenciation des CNT matures en NPCytes au cours de la croissance.
L’identification d’'une population de cellules aux propriétés progénitrices au sein du
NP a été recemment rapportée chez 'lhomme [263]. En effet, des cellules issues du
NP de patients agés de 18 a 26 ans, expriment les marqueurs de surface CD24, la
Beta-1,4-N-Acetyl-Galactosaminyl Transferase 1 (GD2) et TEK Tyrosine Kinase
Endothelial (TIE2). Le marqueur de surface CD24 étant un marqueur des cellules du
NP, GD2 et TIE2 étant exprimés par les cellules souches mésenchymateuses [264-
266]. Ces cellules, qui disparaissent en fonction de I'dge, sont capables de former
des colonies et de se différencier dans les voies ostéo-, adipo- et chondrogéniques.
Ce résultat démontre le caractére multipotent de ces progéniteurs, c’est a dire leur

capacité a se différencier en un nombre limité de types cellulaires. Ces données
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confirment et approfondissent les premiéres observations du potentiel
chondrogénique des CNT humaines [267]. La transplantation des cellules CD24,
GD2 et TIE2 au sein de DIV dégénérés de souris immunodéficientes montre leur
capacité a s'intégrer au tissu et a synthétiser du collagéne de type Il. Leur
transplantation sous-cutanée associées a des fragments de NP humains irradiés
démontre leur capacité a survivre, a produire des PG et du collagéne de type Il dans
un environnement proche de celui dun NP humain. Cependant, l'influence des
contraintes mécaniques que subissent les DIV humains sur la survie et I'activité de
ces cellules progénitrices ne peut étre évaluée dans ce modéle.

L’ensemble de ces observations laisse penser que ces progeéniteurs seraient des
CNT matures. Aucune donnée en ce sens n'est rapportée dans cette étude.
L’analyse d’'un marqueur identifi€¢ comme étant exprimé par les CNT matures, la
cytokératin 8 (CK8) permettrait de préciser le caractére notochordal des cellules
[268].

Afin d’apporter des éléments de réponse quant a la possibilité que cette population
progénitrice soit des CNT matures, le caractére multipotent des CNT matures de
chiens non-chondrodystrophiques agés de 8 mois (age de la maturité squelettique) a
été étudié [269]. Cette étude rapporte que seulement 1% des CNT matures sont
capable de se différencier en ostéocytes, chondrocytes et adipocytes. De fagon trés
intéressante, cette population exprime les marqueurs de cellules souches
mésenchymateuses Nestin, CD133 et neural cell adhesion molecule (NCAM) mais
n‘exprime pas le marqueur typique des CNT embryonnaires T. Ces données
indiquent donc que les cellules multipotentes au sein du NP dériveraient de CNT

ayant perdu I'expression de T.
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Figure 20 : Modéle de différenciation des cellules notochordales

embryonnaires aux nucléopulpocytes (NPCytes). L'ensemble des cellules du NP est
issu de la notochorde embryonnaire. La présence d'une population progénitrice multipotente
n'exprimant plus T suggere une premiére étape de différenciation des CNT. L'apparition de cellules
similaires aux NPCytes a partir de CNT sous l'influence des contraintes mécaniques a été mise en
évidence. Aucune donnée sur les mécanismes moléculaires contrdlant ces potentielles étapes de
différenciation n’est actuellement rapportée. CD73 et CD90 sont deux des marqueurs de surface
définissant les cellules souches mésenchymateuses. X7 Aucune information n’est disponible sur
I'existence de ces progéniteurs in vivo. L'expression de des marqueurs correspondants a été
démontrée in vitro seulement.. ? : Mécanisme inconnu et non caractériseé in vivo.
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Enfin, la possibilité que les NPCytes soient issus d’une différenciation des CNT a été
rapportée chez le cochon. L’application de contraintes mécaniques quotidiennes sur
des NP, composés de CNT matures, isolés de I'AF et des PV a permis de mettre en
évidence l'apparition d’'un second type cellulaire dont la morphologie est semblable
aux NPCytes. Bien que la caractérisation moléculaire de ces cellules n’ait pas été
réalisée, I'hypothése de l'apparition de ce second type cellulaire a partir des CNT
matures au sein du NP est émise. Ainsi, les CNT matures seraient capables de se
différencier en cellules de type « NPCytes » produisant de la MEC riche en PG et en
collagénes sous l'effet des contraintes mécaniques [270].

Grace a I'ensemble de ces données et aux connaissances relatives a la transition
notochorde-Nucleus pulposus pendant le développement embryonnaire, un modele
de différenciation notochordale hypothétique depuis le stade embryonnaire jusqu’au

NP mature peut étre proposé (Figure 20).

Mise en place du dialogue moléculaire entre les cellules notochordales matures et
les nucléopulpocytes

La présence de TGF-B au sein du NP a été démontrée chez 'homme [18]. Son
expression est détectée dés la naissance et est augmentée a partir de 13 ans
suggérant que le TGF-f peut étre sécrété par les NPCytes, bien que cette étude ne
rapporte pas précisément la source de cellules sécrétant du TGF-B. De plus, il est
connu que la transduction du signal TGF-B augmente I'expression de CTGF tandis
que HIF-1 linhibe [14, 15, 19, 271]. L’ensemble de ces données converge vers la
mise en place de boucles de régulations de I'expression et I'activité des facteurs

sécrétés par les cellules du NP au cours de la croissance des DIV.
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Figure 21 : Représentation schématique de la structure de CTGF, de ses
partenaires protéiques et de ses récepteurs membranaires d’aprés Tran, 2013

[15]. La protéine CTGF est composée de quatre domaines interagissant avec des partenaires
protéiques différents. Le domaine IGFBP (insulin-like growth factor binding domain) interagit
physiqguement avec l'agrécane. Le domaine VWC (Von Willebrand type C) interagit physiquement
avec les facteurs TGF-B et BMP. Il interagit également avec les intégrines de type aV3. Le domaine
TSP-1 (thrombospondin-1) interagit avec le facteur angiogénique VEGF (vascular endothelial growth
factor), le récepteur LRP1 (lipoprotein related protein 1) et les intégrines de type a6f1. Enfin, le
domaine CT (C-terminal) interagit avec le VEGF, la fibronectine, les protéoglycanes perlecan et
héparane sulfate. Il interagit également avec le récepteur LRP6, les intégrines de types a581, aV3 et
a6pB1.
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Nous définissons ainsi le « dialogue moléculaire entre CNT matures et NPCytes »
comme la capacité des CNT a produire des facteurs tel que CTGF, entrainant une
réponse cellulaire des NPCytes. Les réponses connues aujourd’hui des NPCytes
sont l'activation de la prolifération, I'échappement a I'apoptose et la production de
composants de la MEC. Les NPCytes sécretent du TGF- qui agit a son tour sur les
CNT matures afin de réguler I'expression de CTGF. Aucune étude ne décrit
précisément ce mécanisme. Notre hypothése est donc que ce dialogue moléculaire
maintiendrait I'hnoméostasie du NP et régulerait l'activitt des CNT matures et

NPCytes. Les études étayant cette hypothése sont décrites ci-dessous.

L’expression de CTGF par les CNT n’est pas restreinte a la phase embryonnaire
mais est aussi détectée aprés la naissance [12, 13]. Ce facteur a été également
retrouvé dans le sécrétome des CNT matures de chiens non-chondrodystrophiques
agés de 8 mois [12]. Ce facteur est impliqué dans la régulation de la synthése de la
MEC mais aussi de I'angiogenése, de la migration et différenciation cellulaire de par
sa structure unique et ses capacités a interagir physiquement avec de nombreux
partenaires [272-276] (Figure 21). Le rble de ce facteur dans la synthése de la MEC
par les NPCytes a été démontré pour la premiére fois en 2006. Le traitement de
NPCytes de chiens chondrodystrophiques par le facteur CTGF recombinant a montré
une augmentation de I'expression de l'agrécane [12]. Une fois sécrété, le facteur

CTGF agit par plusieurs mécanismes décrits ci-dessous.

Des interactions physiques entre le CTGF et le TGF-B1 potentialisent la transduction
intracellulaire du signal TGF-B1. En revanche, des interactions physiques entre
CTGF et BMP4 inhibent la transduction intracellulaire de ce signal. Ces données

suggérent que linteraction avec le TGF-B1 augmente l'affinité de la liaison de ce
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dernier sur son récepteur tandis qu’elle inhibe la fixation de BMP4 a son récepteur
[277]. Une régulation similaire a été rapportée dans des chondrocytes articulaires
pour BMP2 [278, 279].

Les effets de CTGF peuvent étre également transmis par ses propres récepteurs
membranaires. La fixation de CTGF sur le récepteur LRP1 permet son endocytose
dans les chondrocytes [272, 280, 281]. De plus, la localisation nucléaire de CTGF
rapportée dans des cellules de NP indique un rble potentiel de cofacteur de
transcription [15]. Ces données suggérent que l'endocytose du CTGF puis sa
translocation au noyau assurerait la régulation de I'expression de génes cibles, tels
que COL2A1 ou ACAN, au sein du NP. La fixation de CTGF aux intégrines a6p1,
aVB3 et a5p1 a également été rapportée dans des chondrocytes [276]. Cependant,
les effets de cette liaison ne sont pas décrits ni dans les chondrocytes ni dans les
NPCytes. L'augmentation de la synthése de PG et de collagénes a été néanmoins
décrite dans les modeles de cellules souches hépatiques et pancréatiques suggérant
que cette liaison aux intégrines pourrait jouer un role dans la synthése de MEC [272-
274].

La sécrétion de Shh est également nécessaire a la synthése de MEC par les
NPCytes [250, 282]. Ce facteur est donc également impliqué dans le dialogue

moléculaire entre les CNT matures et les NPCytes.

Mise en place de la matrice extracellulaire adulte

A maturité squelettique, les PG représentent 20-45% du poids sec du NP. Ces
macromolécules sont de 2 classes: les protéoglycanes agrégeant et les non
agrégeant, selon leur capacité de liaison a I'acide hyaluronique. Les protéoglycanes
agrégeant comme l'agrécane et le versican sont les protéoglycanes majoritairement

synthétisés durant la maturation du NP [283, 284]. Ces macromolécules sont
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composeées d’'un corps protéique sur lequel est greffée des polysaccharides appelés
glycosaminoglycanes (GAG) [285]. Il existe 4 types de GAG : la chondroitine sulfate,
le dermatane sulfate, le kératane sulfate et ’héparane sulfate. La chondroitine sulfate
et le kératane sulfate sont les GAG majoritairement représentés au sein du NP a
maturité. Ces GAG subissent un processus de sulfatation leur conférant de
nombreuses charges négatives responsables de la rétention des molécules d’eau au
sein de la MEC. Le taux d’hydratation unique du NP a maturité (70 a 90% du poids
sec du NP), s’explique par la présence de kératane sulfate a des niveaux supérieurs
comparé aux autres tissus. Ce GAG posséde les plus longues chaines
polysaccharidiques et donc le plus grand nombre de charges négatives [285]. Le PG
non-agrégeant principalement synthétisé est la fiboromoduline dont le réle majeur est
la séquestration des facteurs de croissance et la formation du réseau de fibres de
collagéne [286].

Des fibres de collagéne de type Il sont également présentes au sein de la MEC du
NP mature [287]. Leur structure en triple hélice conféere au NP ses propriétés de
résistance aux contraintes mécaniques. Les fibres de collagéne de type Il et les PG
forment un réseau élastique résistant assurant la répartition des contraintes
mécaniques a I'ensemble du DIV [288].

La synthése de ces composants de la MEC par les NPCytes est principalement
influencée par les facteurs de transcription HIF et les facteurs de croissances tels
que le TGF-p1, TGF-3, BMP2, BMP7, BMP14 (autrement appelé GDF5) et CTGF
[12, 252, 289-292]. Des interactions physiques et/ou génétiques entre les facteurs

TGF-B, BMP et CTGF assurent la régulation de la synthése de MEC.

77



PARTIE | : Le disque intervertébral : du développement embryonnaire a la médecine régénératrice
Maturation des disques intervertébraux

Figure 22 : Facteurs sécrétés par les cellules notochordales adultes (CNT
matures) et réponse des chondrocytes de la plaque cartilagineuse, des
nucléopulpocytes (NPCytes) et des cellules de I’Annulus fibrosus (AF). Les CNT
assurent la synthése de composants matriciels par les chondrocytes de la plaque cartilagineuse et les
cellules de I'AF interne et externe via la sécrétion de SHH. La sécrétion de CTGF et SHH assure la
prolifération, la survie et la synthése des composants matriciels par les NCPytes. L'expression de
CTGF au sein du NP est régulée par le TGF-8, probablement sécrété par les NPCytes. CTGF :
Connective Tissue Growth Factor, PG : Protéoglycanes, SHH : Sonic hedgehog, TGF-8: Transforming
Growth Factor-beta.
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Bien que la régulation de I'activité de signalisation du GDF5 n’ait pas été étudiée au
sein du NP, le réle de ce facteur dans la synthése de MEC par les NPCytes a été
démontré. Des souris mutantes GDF5™ présentent une déshydratation anormale du
NP accompagnée d’une diminution de la présence de collagéne de type Il et
d’agrécane. Une étude récente montre que ces mutants présentent les NP
correctement formés a la naissance. Ces données démontrent I'implication du GDF5

au cours de la maturation du NP et non pendant 'embryogenése [293].

Ainsi, la maturation du NP consiste en la mise en place dune MEC spécialisée
capable d’absorber les contraintes mécaniques engendrées par les mouvements du
corps humain adulte. Ceci passe par une transition CNT matures-NPCytes et
l'instauration d’un dialogue moléculaire complexe entre ces 2 types cellulaires. Les
facteurs sécrétés par les CNT matures maintiennent également I'activité sécrétoire
des chondrocytes de la plaque cartilagineuse et des cellules de I'AF (Figure 22).
Toute dérégulation de ce dialogue moléculaire conduit a la rupture de 'homéostasie
au sein du NP. C’est pourquoi la disparition complete des CNT matures aprés la
maturité squelettique est considérée comme I'élément déclencheur de la cascade

d’événements qui méneront a la dégénérescence du NP puis de I'ensemble du DIV.
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B- La dégénérescence discale lombaire

La dégénérescence discale est souvent assimilée a un vieillissement du DIV. Bien
que l'age soit un facteur de risque important dans le développement de cette
dégénérescence, la définition proposée par les Professeurs Adams et Roughley en
2006 distingue dégénérescence et vieillissement : “The process of disc degeneration
is an aberrant cell-mediated response to progressive structural failure. A degenerate
disc is one with structural failure combined with accelerated or advances signs of
aging. Early degeneration changes should refer to accelerated age related changes
in a structurally intact disc” [294].

La dégénérescence discale est une maladie multifactorielle. Depuis de nombreuses
années des polymorphismes génétiques associés a [l'apparition de Ila
dégénérescence ont été décrits [295]. En plus de son origine génétique, des facteurs
environnementaux tels que le tabagisme, la catégorie socio-professionnelle et la
sédentarisation des populations modernes augmentent la prévalence de cette
maladie. Les maladies métaboliques telles que I'obésité, I'athérosclérose et les
troubles hormonaux sont des facteurs de risques augmentant le développement de
la dégénérescence discale [296, 297]. Enfin, il a été rapporté que des infections
bactériennes seraient impliquées dans la dégénérescence discale et associées au
caractére symptomatique des DIV dégénéreés [298, 299].

La dégénérescence discale est aujourd’hui bien caractérisée. La rupture de
I'équilibre entre anabolisme et catabolisme entrainant la dégradation de la MEC et la
production de cytokines pro-inflammatoires sont des mécanismes largement décrits
dans la littérature [300-307]. Le réle de la diffusion des nutriments et de I'élimination
des métabolites par les PV a également fait 'objet d’'une revue récemment publiée

[308]. L'intégration des données issues des études sur I'impact de la disparition des
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CNT matures dans la rupture de I'équilibre homéostasique du NP, des PV de I'AF est

présentée ci-dessous.

1- Rupture du dialogue moléculaire au sein du NP
Une étude récente a montré le lien direct entre la disparition précoce des CNT
matures durant la croissance des DIV, induite par l'inactivation conditionnelle de
HIF1 dans la notochorde, et I'apparition d’'une dégénérescence du NP chez la souris
[309]. Les changements majeurs de la composition de MEC sont la diminution de la
synthése de collagene de type Il et de protéoglycanes au profit de la synthese de
collagéne de type |. Ceci se traduit par une fibrose, une déshydratation progressive
du tissu et I'incapacité du NP a gérer les contraintes mécaniques de 'ensemble de la

colonne vertébrale [310-312].

Effets protecteurs des facteurs sécrétés par les cellules notochordales adultes

Afin d’étudier le réle des facteurs sécrétés par les CNT, des surnageants de culture
in vitro de CNT matures ont été utilisés. Ce modéle présente certaines limites liées
au choix de la source de CNT matures qui varie du chien non-chondrodystrophique
au porc, mais également en fonction de leurs conditions de culture (tension en
oxygéne, concentration de glucose...). Cependant, il s’agit actuellement de la seule
technologie disponible pour caractériser les effets protecteurs des facteurs sécrétés
par les CNT matures sur les NPCytes. Ce modéle permet également de préciser
limpact de la disparition des CNT matures dans la dérégulation du dialogue
moléculaire et I'apparition de la dégénérescence discale.

Des facteurs sécrétés par les CNT matures protégent les NPCytes de la mort
cellulaire induite par apoptose [13]. Ces facteurs inhibent I'expression d’enzymes de
dégradation de la MEC telle que la matrix metalloproteinase 3 (MMP3) et assurent le

maintien de I'expression de facteurs empéchant l'activit¢ des MMP tels que les
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Tissue Inhibitors of MetalloProteineases TIMP [13]. La MMP3 dégrade de fagon
irréversible les fibres de collagénes [313] tandis que TIMP-1 se fixe sur les MMP
pour inhiber leur activité catabolique [314]. Le rble de ces enzymes de dégradation
dans la dégénérescence est aujourd’hui largement décrit [305].

De plus, la diminution de I'expression du vascular endothelial growth factor (VEGF),
de la MMP7 et des interleukines 6 et 8 (IL-6, IL-8) induite par les facteurs sécrétés
par les CNT a été démontrée [315, 316]. L’ensemble de ces molécules est connu
pour leur implication dans l'invasion vasculaire et neurale au sein des DIV, associés
a la douleur d’origine discale [317-320]. De plus, les facteurs sécrétés par les CNT
matures de porc ont un effet inhibiteur sur la formation et la croissance des neurites a
partir de cellules humaines de neuroblastome [316]. Ainsi, les facteurs sécrétés par
les CNT matures ont également un rdle inhibiteur de la néo-vascularisation et de la
néo-innervation des DIV.

Les facteurs secrétés par les CNT matures ont également un effet sur les cellules de
'AF. La production de cytokines pro-inflammatoires par les cellules de I'AF est
réduite en réponse a leur stimulation avec un surnageant de culture de CNT. Cet
effet modulateur de la réaction inflammatoire pourrait contribuer au maintien

lintégrité du NP mais également de I'AF [321].

Implication des facteurs connus CTGF, Shh et TGF-f3

Des analyses protéomiques a grande échelle sont actuellement en cours afin
d’'identifier 'ensemble des facteurs sécrétés par les CNT matures. Néanmoins
certains facteurs ont d’ores et déja été identifiés. Il s’agit des facteurs CTGF, Sh h et
TGF-B.

Le facteur CTGF joue un role majeur dans la maturation du NP et est également

impliqué dans la mise en place de la dégénérescence discale.
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Une accumulation de CTGF a été démontrée pour les stades les plus avancées de
dégénérescence discale chez 'homme, tandis que les CNT matures ont quasiment
disparues [14]. Trois hypothéses peuvent expliquer ce résultat inattendu. La premiére
hypothése repose sur 'accumulation de ce facteur au sein de la MEC tout au long de
la phase de croissance du NP résultant de sa liaison aux protéoglycanes. La
deuxieéme hypothése est I'activation d’'un mécanisme de réparation spontanée par les
cellules du NP en réponse a la présence de cytokines proinflammatoires et
d’enzymes de dégradation de la MEC. Cette hypothése repose sur le réle de CTGF
dans l'arthrose [322]. En faveur de cette hypothése, une étude a été réalisée sur les
cellules du NP de patients présentant soit une dégénérescence modérée, soit plus
sévére. La stimulation de ces cellules in vitro par du CTGF montre une augmentation
de l'expression de l'agrécane, du collagéne de type Il et une diminution de
'expression du collagéne de type | par les cellules des stades modérés de
dégénérescence. Pour les stades les plus sévéres, la stimulation par le CTGF
entraine une augmentation de I'expression des cytokines pro-inflammatoires [323].
La troisieme hypothése est que l'accumulation de TGF-B décrit durant la
dégénérescence discale serait a 'origine de 'augmentation du CTGF [14, 324].

Le facteur CTGF est retrouvé dans les fibroblastes, les cellules endothéliales et les
cellules inflammatoires au sein des DIV dégénérés douloureux suggérant son role
dans l'invasion des vaisseaux au sein des DIV dégénérés [325]. Ce facteur CTGF est
impliqué dans les processus de fibrose de la peau, des reins et des poumons [326,
327]. Il pourrait donc étre responsable de la fibrose du NP au cours de la
dégénérescence.

Le TGF-B est également un facteur impliqué dans le dialogue moléculaire entre les

CNT matures et les NPCytes. L’augmentation de I'expression du TGF-3 au cours de
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la dégénérescence entraine la diminution de I'expression du transcrit galectin3 a
travers l'activation de la voie Smad3 [328]. La galectine 3 promeut la réponse
inflammatoire des cellules du NP se traduisant par une augmentation de I'expression
des génes codant pour les interleukines 1 et 6 (IL-18 et 1I-6), du Chemokine ligand 2
(CCL2) et de la protéine MMP3 [328, 329]. Ces données sont un argument de poids
quant a l'activation de mécanismes protecteurs impliquant le TGF-3 dans les stades
précoces de dégénérescence.

Le facteur Shh sécrété par les CNT matures est le troisieme facteur connu dans ce
dialogue moléculaire. L’analyse de son expression et celle de son récepteur
Patched1 chez la souris indique que la voie Shh est active durant la croissance du
DIV. A partir de I'age de la maturité squelettique, une diminution de I'expression de
Shh est observée accompagnée d'une perte de [lactivité de cette voie de
signalisation. Cependant, la ré-expression de Shh un an apres la naissance chez la
souris montre une réactivation tardive de la voie de signalisation. Cette réactivation
tardive est induite par la voie Wnt/B-Catenin et entraine une augmentation de la
synthése du collagéne de type | au sein du NP, suggérant un role de cette voie dans
la fibrose du NP [252, 282]. L'implication de la voie Wnt/B-Catenin dans la
dégénérescence étant actuellement trés discutée [140, 330-333], il est difficile de
conclure quant a I'existence d’'une boucle de régulation B-Catenin/Shh responsable

de la fibrose du NP.

Implications des facteurs indépendants du dialogue moléculaire

Bien qu’aucune preuve n’ait été rapportée, nous pensons que certains facteurs
présents au sein des DIV échappent aux boucles de contrbles assurées par le
dialogue moléculaire. C’est le cas des facteurs BMP2, BMP7 et GDF5. L'expression

des facteurs de croissance BMP2 et BMP7 est principalement localisée au sein des
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PV des DIV sains [334]. Cependant, leur expression est augmentée dans le NP au
cours de la dégénérescence [291, 335]. Des effets controversés sur la MEC du NP
ont été rapportés rendant complexe linterprétation de leur réle dans le
développement de la dégénérescence discale [259, 336-340]. L’expression du
facteur GDF5 ne varie pas au cours de la dégénérescence discale chez 'homme
[341]. Cette observation suggére fortement que les régulations de I'expression et de
'action du GDF5 au sein du NP échappent aux boucles de rétrocontréle assurées
par le dialogue moléculaire. L’implication du GDF5 dans la physiopathologie discale
a fait I'objet d’'une revue récemment publiée [342]. Ce facteur promeut la synthése de
composants de la MEC par les cellules du NP et inhibe I'expression de certaines
MMP [343]. L'expression de GDF5 au sein du NP et de I'AF est inhibée par les
cytokines pro-inflammatoires TNF-a (Tumor necrosis factor alpha) et IL-13 [344].
L’ensemble de ces données suggere un rdle de ce facteur dans les processus de
réparation activés par les cellules du DIV au cours de la dégénérescence. Le
potentiel thérapeutique de ce facteur sur la dégénérescence discale fait actuellement

I'objet d’études cliniques.

L’ensemble des études présentées ci-dessus montre que le dialogue
moléculaire responsable de la formation du NP adulte, est également impliqué
dans I'homéostasie de ce tissu et dans sa dégénérescence. La disparition des
CNT matures entraine vraisemblablement une dérégulation de ce dialogue a
I’origine de la rupture de I’lhoméostasie du NP. Ainsi, les données présentées
dans ce chapitre suggerent fortement que la dérégulation du dialogue

moléculaire est a I'origine de la cascade d’événements dégénératifs.
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2- Dégénérescence des plateaux vertébraux et de ’Annulus fibrosus
A partir de I'dge de la maturité squelettique, des changements au niveau cellulaire et

tissulaire ont lieu également dans les PV et I'AF.

Modifications tissulaires des plateaux vertébraux

Les chondrocytes de la plaque cartilagineuse subissent un processus de
différenciation terminale en chondrocytes hypertrophiques. Cette différenciation induit
la synthése d’'une MEC calcifiée et riche en collagéne de type X [345-347]. Le réseau
capillaire diminue au niveau de la plaque sous-chondrale. En paralléle, les pores
présents dans la plaque cartilagineuse diminuent en nombre et se bouchent [348,
349]. La diffusion des nutriments, de I'oxygéne mais également I'évacuation des
métabolites ne sont donc plus assurées. Des phénomeénes compensatoires se
mettent en place dés les phases précoces de dégénérescence. En effet, une
néovascularisation a été observée dans un modéle de dégénérescence discale chez
le mouton [2]. Une étude complémentaire chez I'homme a rapporté une
augmentation de la perméabilité des PV dans des DIV de grade de Pfirrmann I,
correspondant au stade précoce de dégénérescence discale [350]. Malgré la mise en
place de ces mécanismes compensatoires, la diffusion des nutriments reste
restreinte au sein des DIV dégénérés suggérant que les néo-vaisseaux sont peu
fonctionnels.

Tandis que le réle des PV dans la diffusion des nutriments au NP est connu, son réle
dans la production de molécules impliquées dans la dégénérescence n’a été
rapporté que trés récemment. Les cytokines pro-inflammatoires (Macrophage
migration inhibitory factor MIF, Interferon IFNy, IL-8, IL-6 et IL-23) secrétées par les

PV humains dégénérés induisent la production d’enzymes de dégradation de la MEC
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(MMP3 et MMP13) et de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-8) par les cellules du

NP [351].

Modifications tissulaires de I'’Annulus fibrosus

Au cours de la dégénérescence, la distinction entre AF interne et AF externe est
rapidement perdue pour laisser place a un tissu entierement fibreux et calcifié pour
les stades les plus avancés. A ces stades avancés, I'AF présente des fissures et
craquelures.

La modification de la composition de la MEC de I'AF entraine une modification de la
répartition des contraintes mécaniques. La présence de mécanorécepteurs a la
membrane des cellules de I'AF les rend sensibles a cette modification. En effet, ces
contraintes mécaniques entrainent 'apoptose des cellules de I'AF [352, 353].

L’AF est le site d’'une néo-innervation massive en particulier au niveau des disques
trées dégénérés et symptomatiques. En effet, chez ces patients, les fibres nerveuses
ont atteint la partie interne de I'AF. La présence de substance P démontre que ces
fibres sont nociceptives [354, 355]. Ces observations s’expliquent par I'expression du
facteur neurotrophic nerve growth factor (NGF) par les cellules de I'AF [356]. Des
etudes récentes ont confirmé ces observations et révélent les profils
transcriptomiques des cellules de I'AF de DIV humains dégénérés [357, 358].
L’expression de marqueurs impliqués dans l'innervation et dans la douleur a été
observée. De maniére intéressante, il est montré que 'augmentation de I'expression
de ces marqueurs est corrélée a la sévérité de la dégénérescence.

Les cellules de 'AF humaines seraient également impliquées dans la minéralisation
et la fibrose du DIV. Les capacités de différenciation des cellules de I'AF en
ostéoblastes et de production du collagéne de type X ont été rapportées in vitro [359,

360]. Cependant, aucune preuve de leur différenciation in vivo suggérant leur role
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dans la mise en place de la calcification du DIV n’a été rapportée. De plus,
'expression du marqueur catabolique HtrA serine peptidase 1 (HtrAl) est également
augmenté dans I'AF au cours de la dégénérescence [8, 312]. Cette enzyme
séquestre et inactive les facteurs de croissance de la superfamille du TGF- et

jouent un réle dans la dégradation de I'agrécane et du collagéne [361].

3- Stress cellulaire
Au cours de la dégénérescence discale, la diminution de [l'apport nutritif,
'accumulation des métabolites, l'inflammation et la production d’espéces réactives
de l'oxygéne (ROS) entrainent des réponses cellulaires telles que I'apoptose, la

sénescence et I'autophagie.

L’apoptose

Au cours de la dégénérescence, une mortalité cellulaire massive par apoptose est
activée dans l'ensemble du DIV. L'origine de cette mort massive est liee a la
disparition des CNT mais également, a la diminution de I'accessibilité aux nutriments
et a 'augmentation des contraintes mécaniques.

L’apoptose est un programme de mort activé par une voie extrinseque et une voie
intrinséque. La voie extrinséque consiste en la formation de complexes
membranaires de type Fas-FasLigand. La voie intrinséque est activeée par le
relargage de calcium mitochondrial ou du réticulum endoplasmique [362, 363].
L’activation de ces différentes voies entraine I'activation de la caspase 3, effecteur
final de l'apoptose. De nombreuses études ont rapporté la contribution de ces
différentes voies apoptotiques dans le développement de la dégénérescence discale

[13, 353, 364-372].
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La sénescence

Il existe 2 types de sénescence : la senescence réplicative liée au raccourcissement
des téloméres et a mesure des divisions cellulaires et la sénescence induite par le
stress (également appelée sénescence prématurée) [373]. La sénescence protege
les cellules de 'apoptose au cours de la dégénérescence discale. En effet, une fois
la sortie du cycle cellulaire effectuée (phase GO0), les cellules ne sont plus sensibles
aux facteurs de croissances environnant et aux cytokines pro-inflammatoires. Deux
voies de signalisation assurent la transduction du signal au noyau. |l s’agit de la voie
p53-p21 et la voie p16 [374]. Tandis que I'activation de la senescence par la voie
p53-p21 est réversible, la voie p16 conduit a une senescence irréversible [375]. Ces
2 mécanismes sont activés lors de la dégénérescence discale [376-380]. Il est
aujourd’hui bien connu que les cellules sénescentes ont une activité de sécrétion
unique appelée senescence-associated secretory phenotype (SASP) [381]. Cette
activité de sécrétion est caractérisée principalement par la production de cytokines
pro-inflammatoires et d’enzymes de dégradation de la MEC. L’activation de la
sénescence des cellules ainsi que l'implication du SASP est décrite dans de
nombreuses maladies dégénératives [382, 383]. Aucune donnée n’est encore
rapportée concernant la dégénérescence discale, il est cependant concevable que la
sécrétion de ces facteurs ait lieu et contribue a I'état inflammatoire et a la

dégradation de la MEC du DIV au cours de la dégénérescence.

L’autophagie

L’étude de ce mécanisme cellulaire dans la dégénérescence fait aujourd’hui I'objet
de nombreuses investigations. L’activation de ce mécanisme est dans un premier
temps protecteur. En effet, d0 a la diminution de I'accés aux nutriments, les cellules

du NP et de I'AF produisent I'énergie et les acides aminés nécessaires a leur survie
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et a la production de MEC en recyclant leurs propres protéines. Brievement, ce
processus se caractérise par la formation de vésicules a doubles membranes au sein
du cytoplasme comprenant des composants cellulaires défectueux (protéines mal
conformées par exemple). Ces vésicules fusionnent ensuite avec des lysosomes
induisant la dégradation des composants permettant leur recyclage [384]. Le réle de
'autophagie est double puisqu’il peut également agir en tant que partenaire de
'apoptose et induire la mort des cellules. Jusqu’a lors, un réle protecteur de
I'autophagie est rapportée au sein du DIV [385-395].

L’activation de l'apoptose, la senescence et I'autophagie au sein du NP, de 'AF et
des PV au cours de la dégénérescence sont décrites dans I'Article Il The lumbar
intervertebral disc: from development to disc degeneration. P. Colombier, J.

Clouet , O. Hamel, L. Lescaudron, J. Guicheux, Joint Bone Spine ,2014.
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ARTICLE Il

The lumbar intervertebral disc: from development to degeneration

P. Colombier, J. Clouet , O. Hamel, L. Lescaudron, J. Guicheux

Joint Bone Spine, 2014

Résumé

Les disques intervertébraux (DIV) lombaires sont fortement sujets a une
dégénérescence tissulaire dés l'age de la maturité squelettique. Cette
dégénérescence serait a l'origine de 40 % des cas de lombalgie chez 'homme.
Malgré des traitements aujourd’hui efficaces contre la douleur, la communauté
scientifique cherche a développer de nouvelles approches thérapeutiques afin
d’éviter le recours aux arthrodéses ou aux prothéses discales. Cependant, le
développement de ces nouvelles approches nécessite I'approfondissement de nos
connaissances fondamentales relatives a la physiopathologie discale. Récemment,
des études ont démontré que les cellules du Nucleus pulposus (NP) présentaient un
phénotype distinct de celui des chondrocytes articulaires. Parallélement a ces
travaux, des études sur l'origine embryonnaire des cellules du NP ainsi que sur la
régulation de I'homéostasie du tissu discal ont permis d’élucider certains
mécanismes physiopathologiques. Cette revue résume I'avancée des connaissances
relatives a la physiologie du DIV ainsi que les mécanismes mis en place lors de la
dégénérescence, permettant ainsi d’envisager de nouvelles stratégies

thérapeutiques.
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Article history: Lumbar intervertebral discs (IVDs) are prone to degeneration upon skeletal maturity. In fact, this process

Accepted 16 July 2013 could explain approximately 40% of the cases of low back pain in humans. Despite the efficiency of pain-

Available online 7 August 2013 relieving treatments, the scientific community seeks to develop innovative therapeutic approaches that
mightlimit the use of invasive surgical procedures (e.g., spine fusion and arthroplasty). As a prerequisite to

Keywords: the development of these strategies, we must improve our fundamental knowledge regarding IVD path-
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ophysiology. Recently, several studies have demonstrated that there is a singular phenotype associated
with Nucleus pulposus (NP) cells, which is distinct from that of articular chondrocytes. In parallel, recent
studies concerning the origin and development of NP cells, as well as their role in intervertebral tissue
homeostasis, have yielded new insights into the complex mechanisms involved in disc degeneration. This
review summarizes our current understanding of IVD physiology and the complex cell-mediated pro-
cesses that contribute to IVD degeneration. Collectively, these recent advances could inspire the scientific
community to explore new biotherapeutic strategies.
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1. Introduction progresses in an accelerated and brutal manner. Nevertheless, in
this review, we only focus on the mechanisms of development,
Lumbar intervertebral discs (IVDs) are complex anatomical maturation, and degeneration associated with normal aging.
structures that are essential for the mobility of intervertebral joints.

They also participate in anchoring vertebrae together and distribut- 2. Intervertebral disc physiology
ing the pressure that results from movement of the entire trunk.
Notably, the functional roles of IVDs in absorption and load distri- 2.1. Embryonic development
bution are directly related to their unique structure (Fig. 1).
In most mammals, the first signs of IVD degeneration begin to In humans, the formation of the three embryonic layers occursin

appear upon skeletal maturity in the Nucleus pulposus (NP) [1]. Up  the third week of gestation. During this phenomenon, called gastru-
until this time, two cell types populate the NP: chondrocyte-like jatjon, epiblast cells (future ectoderm) invaginate at the Hensen’s
cells and notochordal cells. It is now accepted that notochordal cells node and colonize the mesoblastic space to form the notochord
are largely responsible for maintaining homeostasis [2-5]. Thus, (chordal mesoderm). The development of the notochord is depend-
the loss of these cells during skeletal maturation might constitute ent on the expression of several genes, including Forkhead box A2
one of the first changes that occur in the cascade of degenerative (Foxa2), Brachyury (T), and Notochord homolog (Noto). In addi-
events. Although this degeneration arises during the natural  tjon, a part of maturing somites known as the sclerotome gives rise
aging process, pathological degeneration can also occur, which to the vertebrae, endplates, and Annulus fibrosus (AF) under the
action of the Sonic hedgehog (Shh) factor and members of trans-

forming growth factor (TGF) family (Fig. 2). The Shh-dependent
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Fig. 1. Schematic representation of the structure and composition of the IVD, indi-
cating proteoglycan content as well as type I and II collagen in the NP and AF. AF:
Annulus fibrosus; CEP: cartilage endplate; NP: Nucleus pulposus.

Notochordal cells die by apoptosis when the sclerotome con-
denses and proliferates to form vertebral bodies. However, the NP
is generated by their proliferation at the intervertebral level. Recent
studies have demonstrated that all of the NP cells arise from the
notochord [8,9].

2.2. The endplates

Like articular cartilage, the endplates are composed of subchon-
dral bone and a thin layer of hyaline cartilage (approximately 1 mm
in humans) on which the fibers of the AF anchor. Notably, these car-
tilage endplates (CEPs) are composed of only chondrocytes, which
synthesize an extracellular matrix (ECM) thatis rich in type II colla-
gen and proteoglycans (PGs). In these plates, the ratio of PG to type
Il collagen is approximately 2:1, which is similar to articular carti-
lage, and the water content is 50-60% [ 10]. PGs are macromolecules
that are composed of a protein body covalently linked to sulfated
polysaccharide chains, called glycosaminoglycans (GAGs). These
sulfated GAGs carry an overall negative charge that is responsible

Fig. 2. Schematic representation of the resegmentation phenomenon of the sclero-
tome during the formation of the V and AF. AF: Annulus fibrosus; NT: notochord; SC:
sclerotome; Shh: sonic hedgehog; TGFs: transforming growth factors; V: vertebra.

for retention of water molecules, efficiently allowing hydration of
the extracellular matrix (ECM).

CEPs are also the site of a microscopic network of blood vessels
that are responsible for nutritional intake during development and
growth of IVDs [11]. Metabolites diffuse through pores present in
the growth plates based on their size and charge. Only positive ions
(e.g., sodium, calcium) or neutral molecules, such as glucose and
oxygen, can diffuse [12].

2.3. The Annulus fibrosus

The AF is composed of fibroblasts (approximately 9000
cells/mm?3), which mainly synthesize type I collagen fibers. The
ECM of the AF is organized into 15-25 concentric lamellae oriented
at 65° relative to the vertical plane. These lamellae are intercon-
nected by PG aggregates and lubricin, as well as type VI collagen
fibers [13,14]. Lubricin, known for its lubricant role within diarthro-
dial joints, is probably involved in the reduction of friction between
adjacent lamellae of the AF [14].

The AF can be divided into two distinct areas: the outer AF and
inner AF. The inner AF, which is also known as the transition zone,
contains poorly organized ECM that is composed of type Il collagen,
PGs, and water. In contrast, the outer AF is highly organized and is
rich in type I collagen, whereas type Il collagen and PGs are virtu-
ally undetectable in this region [15]. Moreover, the outer AF has
a higher resistance to tension than the inner AF. Collectively, the
fibrous structure of the AF yields important mechanical properties
that limit NP protrusion.

2.4. The Nucleus pulposus

The NP contains approximately 3000 cells/mm3 and is com-
posed of several cell types embedded in a matrix that is rich in
both type II collagen and PGs (PG to type II collagen ratio is 27:1).
The main PG within the NP is aggrecan, which contains ~ 30 chains
of sulfated GAGs, contributing to a negative charge that fosters
the hyper-hydrated state of the NP. Notably, this water content,
along with type II collagen fibers, allows the NP to be elastic and
deform under stress. Notochordal and chondrocyte-like cells syn-
thesize the matrix components of the NP. It is now accepted that
these chondrocyte-like cells have a phenotype distinct from that of
articular chondrocytes [16,17]. Moreover, the presence of a third
cell type, displaying progenitor properties similar to those of mes-
enchymal stem cells (MSCs), was recently described by Sakai et al.
[18]. However, considering the characteristics of notochordal cells,
it is likely that these progenitor cells are actually notochordal cells.
Cells of the NP are highly specialized and survive in a very hypoxic
environment (1% of O, ). For this reason, the hypoxia inducible tran-
scription factors-1 and -2 (HIF-1 and HIF-2), which are key cellular
regulators of the hypoxic response, were found to be constitutively
active in NP cells [19]. Indeed, Agrawal et al. have demonstrated
that the promoter of the aggrecan gene responds to HIF-1. Thus,
constitutive activity of HIF-1 might be partly responsible for the
large production of aggrecan by NP-resident cells, independently
of oxygen conditions. They also demonstrated that the expression
of some glucose transporters (GLUT1 and 2) were under the control
of HIF-1 [20]. Therefore, NP cells possess a unique metabolism that
allows them to be functionally and constitutively adapted to their
environment, which is low in oxygen and nutrients.

Recent studies have shown the importance of notochordal
cells in the synthesis of functional ECM and in the survival
of chondrocyte-like cells. Erwin et al. have demonstrated that
notochordal cells synthesize growth factors, such as connective
tissue growth factor (CTGF/CCN2), stimulating the proliferation of
chondrocyte-like cells and the synthesis of type II collagen and
aggrecan [4]. It was also found that the secretome of notochordal
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cells had an anti-apoptotic effect on chondrocyte-like cells [5]. In
fact, the uncharacterized factors secreted from notochordal cells
have the ability to inhibit the activation of the apoptotic caspases-
3 and -9 and favor the expression of aggrecan and type II collagen.
Furthermore, similar to HIF-1 regulation in NP cells, it was reported
that oxygen tension can control the expression of CTGF/CCN2 by
notochordal cells [21]. Thus, this mechanism not only controls the
hypoxic response in NP cells, but also the amount of CTGF/CCN2 for
maintaining PG production.

Taken together, these data highlight the fundamental role of
notochordal cells in the survival and activity of chondrocyte-like
cells, which subsequently maintains NP homeostasis. Therefore, the
gradual disappearance of notochordal cells during skeletal matura-
tion and aging constitutes a primary event initiating degeneration
of the NP.

3. The intervertebral discs aging

So far, it has been challenging to understand the mechanisms
involved in disc aging. Thus, even though tissue remodeling during
aging has been relatively well described, the mechanisms con-
tributing to age-related changes in the discs remain poorly defined.

3.1. Cell modifications

Cellular changes, which mainly involve the NP, begin to occur
upon skeletal maturity. The first major alteration involves a
gradual disappearance of notochordal cells, an event that might
be explained by their differentiation into chondrocyte-like cells.
Indeed, after birth, the NP consists mainly of notochordal cells,
which differentiate progressively in chondrocyte-like cells. In
fact, it was recently reported that the activation of the Wing-
less integration site (Wnt)/beta-catenin signaling pathway controls
self-renewal and maintenance of notochordal cells during the for-
mation and growth of IVDs [22]. Nevertheless, recent studies have
also implicated this pathway in the production of enzymes that
degrade ECM during disc aging in humans [23]. Thus, this apparent
dichotomy in the role of the Wnt/beta-catenin signaling pathway
is of primary interest with regard to disc development and degen-
eration.

In parallel with the disappearance of notochordal cells during
aging, the chondrocytes of CEPs begin to engage their hyper-
trophic conversion and synthesize type X collagen. Ultimately, the
ECM begins to calcify and becomes impermeable, which not only
blocks the diffusion of nutrients, but also the removal of metabo-
lites within the NP [24]. These events obstruct tissue homeostasis,
primarily by inducing acidification and restricting the supply of
oxygen and nutrients. The chondrocyte-like cells residing within
the NP are therefore exposed to significant metabolic stress, which
may induce cell death. As concerning AF cells, they present mem-
brane mechanoreceptors and are very sensitive to mechanical
stresses. It has been described that these cells undergo a massive
apoptotic cell death in response to overload [25]. In this context,
NP cell apoptosis could be initiated through several caspase-
dependent pathways [26]. Aging can result in caspase activation by
either the death receptor-mediated extrinsic pathway [27] or the
intrinsic pathway, which is linked to mitochondrial activity and the
endoplasmic reticulum, especially during the most advanced stages
of degeneration [25,28].

Despite the fact that the NP has a low capacity for spontaneous
repair, its resident cells have the potential to protect themselves
from cell death through the senescence and autophagy pathways.
Senescence involves cell cycle arrest at the G1 phase and entry
of cells into the non-proliferative GO phase. Two distinct senes-
cence programs have been described, which include replicative

senescence (i.e., telomere shortening during division) and senes-
cence due to oxidative stress and/or mitochondrial defects [29].
Upon entry into the GO phase, cells no longer respond to envi-
ronmental cues (whether anabolic or catabolic), which can permit
evasion of programmed death. Interestingly, it has been found that
NP cells experience replicative senescence during aging [30].

The second mechanism of cell protection involves autophagy, a
process that allows cells to generate their own energy under con-
ditions of high stress, such as prolonged nutrient deficiency [31].
In the NP, it is widely accepted that nutrient intake decreases dur-
ing aging. In this context, autophagic vesicles have been observed
in NP-resident cells [32]. Notably, the number of autophagosomes,
as well as autophagic flow, was found to increase with aging. This
strongly suggests that NP cells have the potential to compensate for
nutrient deprivation by generating their own energy when exposed
to intense stress.

Despite these protective mechanisms utilized by NP cells dur-
ing the aging process, they gradually die, resulting in significant
alterations in the ECM.

3.2. Tissue modifications

Similar to cellular changes, tissue remodeling in the NP is also an
early step involved in the aging process. ECM integrity within IVDs
is based on a balance between anabolism and catabolism. This equi-
librium, which is affected by the loss of notochordal cells, is even
further disrupted by senescence and apoptosis of chondrocyte-like
cells. This results in the uncontrolled synthesis of enzymes that
degrade ECM components by the NP cells, including matrix met-
alloproteinases (MMPs) and A desintegrin and metalloproteinase
with thrombospondin repeats (ADAMTS) [33]. These enzymes are
capable of degrading both collagen and PGs, leading to dehydration
and progressive disorganization of ECM. Under these conditions, it
has been observed that the ECM takes on a grainy appearance and
displays cracking and tearing. It has also been demonstrated that
over time, type Il collagen in the NP is replaced by type I collagen.
Moreover, the anatomical border between the NP and AF becomes
less defined, with the NP gradually becoming fibrous, losing its
capacity to absorb and deform under stress.

Degradation of matrix components is later initiated in the AF,
resulting in destabilization of its structure. During this process,
the collagen fibers become thinner and more irregular, eventually
leading to cracking [34].

Along with these structural changes, key players in the inflam-
matory response (i.e., interleukin-1 [IL-1] and tumor necrosis factor
[TNF]) have been found to participate in tissue remodeling within
IVDs. Indeed, these cytokines can induce the expression of genes
coding for MMPs [35]. In fact, it was found that NP cells were capa-
ble of secreting IL-1, which can stimulate the synthesis of nerve
growth factor (NGF), vascular endothelial growth factor (VEGF), and
brain-derived neurotrophic factor (BDNF) [36]. Secretion of these
growth factors could partly explain the innervation and vasculari-
zation observed during aging of the NP. It has also been suggested
that NGF production correlates with innervation by nociceptive
nerves, which might contribute to discogenic pain during patho-
logical IVD [37].

Disc aging is a physiological process that is defined by a series
of changes occurring at both cell and tissue levels (Table 1). IVDs
gradually lose integrity, no longer providing their biomechanical
role. However, advances in our knowledge regarding the patho-
physiological degeneration of IVDs have offered new prospects for
treatments. For example, several cellular processes that could be
targeted in novel therapeutic strategies are now well acknowl-
edged, such as blocking apoptosis, inhibiting inflammation, or
promoting cellular protection. Repopulating the NP with functional
cells might also constitute a relevant strategy [38]. In this regard,
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Table 1
Table summarizing the major cell and tissue alterations during IVD aging.
Healthy IVD Aged IVD
NP AF CEP NP AF CEP
Cellular modifications Notochordal Fibroblast Chondrocyte Chondrocyte-like Fibroblast Hypertrophic
Chondrocyte-like chondrocyte
Cell types
Cell density ++ +++ ++ - ++ +
Apoptosis - - - +++ ++ ++
Senescence - - - +++ ++ ?
Autophagy + + ? +++ ++ ?
Inflammation - - - o+ + ++ (subchondral bone)
Angiogenesis - - + + +++ ++
Innervation - + + - ++ ++
Tissue modifications
ECM components
Aggrecan +++ + ++ - - -
Type I collagen - e+ - + + +
Type II collagen ++ + +H+ - -
Type X collagen - - - + + ++

AF: Annulus fibrosus; CEP: cartilage endplate; ECM: extracellular matrix; IVD: intervertebral disc; NP: Nucleus pulposus; +++: strong; ++: moderate; +: weak presence; —:

absence; ?: lack of data in the literature.

intradiscal injection of suitable biomaterials along with adult stem
cells (e.g., undifferentiated or differentiated into chondrocyte-
like cells and/or notochordal cells) could represent a promising
approach [39]. This type of therapy would delay the loss of homeo-
stasis as well as the associated adverse consequences.
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C- Médecine régénératrice

La médecine régénératrice a pour objectif de restaurer les fonctions des tissus ou
organes endommagés. Deux types de maladies peuvent étre traités par des
approches de médecine régénératrice. Il s’agit des maladies dégénératives comme
I'arthrose, la dégénérescence discale, les maladies neurodégénératives (maladie de
Parkinson, maladie d’Alzheimer) et des maladies entrainant une destruction des
cellules ou des organes comme le diabéte. Quatre types d’approches thérapeutiques
peuvent étre distingués en médecine régénératrice : l'injection de facteurs de

croissance, la thérapie génique, la thérapie cellulaire et I'ingénierie tissulaire [396].

1- Approches thérapeutiques en médecine régénératrice du DIV
Grace a I'amélioration des connaissances relatives a la physiopathologie discale, le
développement de stratégies thérapeutiques pertinentes est aujourd’hui possible. La
dégénérescence discale affectant initialement le NP [248, 397], le traitement de cet
elément avant que la cascade dégénérative n’atteigne I'ensemble du DIV et
devienne irréversible semble étre une stratégie prometteuse. Bien que le role des PV
soit également important dans le maintien de 'homéostasie discale [398-401], la
restauration de cette structure parait difficile au regard de sa complexité (vaisseaux
sanguins, pores, plaques sous-chondrale et cartilagineuse). Enfin, étant donné que
I'AF est I'élément affecté en dernier dans la cascade dégénérative, nous pensons
que la restauration des fonctions du NP pourrait prévenir les futurs dommages de
I'AF. Cependant, certaines études portant sur la formation de fibres d’AF in vitro sont
actuellement en cours. Ces études sont développées dans le but de proposer un
systéme efficace de suture de I'AF, aprés sa rupture lors des hernies discales ou

apres injection intradiscale pour traiter le NP [402-404].
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Les approches développées dans le cadre de la médecine régénératrice du NP sont

détaillées ci-dessous.

L’injection de facteurs de croissance

L’injection de facteurs de croissance au sein de DIV dégénérés est aujourd’hui
envisageable de par la production de facteurs recombinants de grade clinique. La
réduction des temps d’hospitalisations est également un argument en faveur de
développement de ces stratégies. De plus, leur role dans la synthése de la MEC du
NP est majeur. En effet, au total quatre essais cliniques de phase /Il sont
actuellement en cours afin d’évaluer les effets régénérateurs d'une injection
intradiscale de GDF5 (NCTO01182337, NCT01158924, NCT01124006, NCT00813813).
Ces essais cliniques ont permis l'inclusion de 24 a 40 patients souffrant de douleurs
lombaires et ayant au moins un DIV dégénéré. Ces études ont pour objectifs de
mettre en évidence la tolérance, la dose optimale de GDF5 et les premiers effets
régénérateurs sur le DIV. L’évaluation du potentiel régénérateur est basée sur
'analyse du signal discal a I'IRM et sur la douleur du patient. Les résultats ne sont
pas disponibles a ce jour. D’autres candidats tels que les facteurs CTGF ou SHH
pourraient également étre envisagés au regard de leur importance dans le dialogue
moléculaire entre CNT matures et NPCytes. Aucune donnée préclinique n’est
actuellement disponible.

Malgré l'avantage majeur d’étre peu invasive, cette stratégie présente certaines
limites. Le temps de demi-vie des facteurs de croissance étant court, il est
nécessaire de réitérer les injections, entrainant des dommages de I'AF. De plus, le
nombre de cellules au sein du NP dégénéré est faible ce qui limite la synthése de la

MEC en quantité suffisante pour restaurer les fonctions biomécaniques des DIV. I
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semble par ailleurs difficile d’imaginer, au regard de la complexité du dialogue
moléculaire, que l'injection d’un seul facteur de croissance soit efficace.

L’injection d’'un cocktail de facteurs serait peut-étre plus appropriée mais plus
complexe a définir. De plus, l'injection massive de facteurs recombinants entraine
une action instantanée mais non prolongée dans le temps comme c’est le cas des
facteurs CTGF, TGF- ou SHH. Les CNT matures n’étant plus présentes au sein des
DIV dégénérés, lactivité des facteurs de croissance recombinants injectés
échappera certainement aux régulations fines assurées par le dialogue entre les
CNT matures et les NPCytes.

L’utilisation de cette approche pour régénérer le NP est donc trés complexe. Le choix
des facteurs adaptés pour stimuler les cellules ciblées ainsi que la dose et le temps
durant lequel les facteurs doivent étre actifs sont des questions auxquelles il faudra

répondre avant d’envisager 'utilisation cette stratégie.
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Tableau Il: Stratégies de thérapie génique du disque intervertébral d’aprés
Priyadarshani et Yao, 2015 [405]. Tableau résumant les principaux résultats obtenus in vitro

et chez I'animal.

Geénes Type cellulaire Modéle Résultats Références
Restauration de I'activité
télomérasique
hTERT CeIIuIe's NP In vitro Augfnentfo\tion de la prolifération [406, 407]
humaines Prévention de la senescence
Augmentation de synthése de
collagéne de type Il et d’agrécane
TII\I_:I,III:‘II-gzou Ceﬁ:zﬁziﬂzsNP Invitro  Augmentation de la synthése de PG [408]
Injections intradiscales avec des
In Vivo cellules de NP surexprimant la
BMP7 Cellules NP Chien BMP7 [409]
canines Amélioration du signal discal a I''lRM
Augmentation de synthése de
collagénes et PG
TGF-31 et
IGF-1 et CerI:uIes_de NP Invitro  Augmentation de la synthése de PG [410]
umaines
BMP2
In vivo Co- injections virales intradiscales
OP1 et Lapin Restauration de la hauteur discale [411]
SOX9 Augmentation de la synthése de
collagéne type Il et de PG
In vivo o . . . .
. Amélioration du signal discal a 'lRM
TGF-g1 Lapin Augmentation de synthése de PG [412, 413]
TIMP-1 et Cellules NP In vivo Co- injections virales intradiscales [414]
BMP-2 humaines Lapin diminution de la fibrose.
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La thérapie génique

La thérapie génique est une stratégie basée sur [lintégration de geénes
thérapeutiques au génome des cellules ou leur expression sous forme épisomale,
assurant la synthése de protéines manquantes ou corrigées.

Le développement de stratégies de thérapie génique pour le traitement de la
dégénérescence discale a montré des résultats positifs in vitro et chez I'animal
(Tableau Il). Cependant, ces stratégies souffrent de limites importantes. L’insertion
de génes dans le génome des cellules du NP in vitro implique leur prélevement et
leur réinjection au sein des DIV. Cette approche peut entrainer des dommages de
'AF. De plus, le faible nombre de cellules, leur accessibilité restreinte due a leur
enchassement au sein de la MEC dense et leur faible taux de prolifération limite
linsertion du géne d’intérét dans le génome des cellules du NP in vivo [415].
L’injection de cellules du NP produites par différenciation de cellules souches
permettrait de pallier a ces limites. De plus, les sites d’insertion non contrélés des
vecteurs viraux peuvent entrainer des dommages au sein du NP tels que la
prolifération aberrante des cellules ou leur transformation en cellules tumorales.
L’utilisation de vecteurs non intégratifs peut étre envisagée mais l'efficacité de
transduction est faible in vivo [416]. Aucune étude clinique évaluant I'efficacité d’'une
stratégie de thérapie génique pour la régénérescence du DIV n’est actuellement en
cours. Le risque associé a un traitement basé sur 'insertion d’'un ou plusieurs génes
dans le génome des cellules du NP semble trop grand par rapport au bénéfice qu'il

pourrait apporter.

La thérapie cellulaire
La thérapie cellulaire consiste a traiter un organe déficient par I'apport de cellules

pouvant remplacer ou suppléer des cellules défaillantes.
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L’utilisation de cellules de NP autologues et de chondrocytes articulaires juvéniles a
fait I'objet d’études cliniques. L'étude Eurodisc est basée sur la transplantation de
cellules du NP provenant de hernies discales au sein des mémes DIV herniés.
L’objectif thérapeutique de cette étude est la restauration du NP qui a été extrudé
lors de la rupture de 'AF [417, 418]. Sur plus de 100 patients et aprés deux ans de
suivi, 'amélioration du signal discal a I'lRM, le maintien de la hauteur discale et la
diminution de la douleur ont été observés. Une seconde étude clinique basée sur la
méme stratégie incluant 120 patients présentant une hernie discale est en cours
(Novocart Disc plus). Cette étude consiste a évaluer la prévention de I'apparition
d’'une dégénérescence discale aprés transplantation de NPCytes autologues au sein
des DIV herniés. Un suivi par IRM est prévu sur 5 ans.

Une étude clinique prospective basée sur linjection de chondrocytes articulaires
juvéniles a également été réalisée chez 15 patients souffrant de douleurs lombaires
d’origine discale [419]. Aucune modification du signal discal a 'lRM ni de la hauteur
discale n’a été rapportée un an aprés transplantation. Une diminution de la douleur a
cependant été mesurée chez I'ensemble des patients. Une seconde étude clinique,
cette fois-ci randomisée et en double aveugle est aujourd’hui en cours.

Ces études cliniques rapportent une diminution de la douleur et une amélioration de
la qualité de vie des patients apres transplantation. Cependant, aucune information
sur les processus régénératifs n'est aujourd’hui disponible. De par I'impossibilité
d’analyser la qualité de la MEC et les types cellulaires peuplant le NP, nous ne
pouvons pas conclure quant au potentiel régénérateur de ces transplantations. De
plus, la dédifférenciation des cellules du NP et des chondrocytes est décrite lors de la
culture in vitro [420-424]. Il est donc possible que les cellules transplantées aient

changé d’identité et soient de type fibroblastique. Dans ce cas, il est possible que le
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tissu néoformé au sein des DIV soit un tissu fibreux inapproprié a la gestion des
contraintes mécaniques de I'ensemble de la colonne. C’est pour ces raisons qu’un
recul plus important sur ces études cliniques est nécessaire avant de proposer
raisonnablement ces transplantations comme traitement de la dégénérescence
discale.

L’utilisation des cellules souches mésenchymateuses (CSM) pour régénérer les DIV
a également fait I'objet d’études cliniques. Les résultats seront présentés dans la

partie 3 de ce chapitre.

L’ingénierie tissulaire

L’ingénierie tissulaire associe l'utilisation de biomatériaux a la thérapie cellulaire.
L’utilisation des biomatériaux présente plusieurs intéréts : ils servent de véhicule de
transport des cellules assurant leur maintien au site d’injection, permettent la
protection des cellules vis-a-vis de I'environnement dans lequel elles sont injectées et
également le renforcement mécanique des DIV lésés [11]. Dans une perspective de
restauration du DIV, I'ensemble de ces caractéristiques est crucial pour le succes de
la thérapie. L'utilisation d'un biomatériau approprié permettant de rétablir les
fonctions biomécaniques que la MEC dégénérée n’assure plus, est essentielle. C’est
d’ailleurs un point qui aujourd’hui encourage les ingénieurs tissulaires du DIV a
développer des stratégies thérapeutiques uniquement basées sur l'utilisation de
biomatériaux, sans association avec des cellules régénératrices [425, 426]. |l existe
plusieurs classes de biomatériaux, mais la classe des hydrogels retient plus
particulierement 'attention des ingénieurs tissulaires pour la régénérescence du NP.
Les caractéristiques intrinséques des polyméres synthétiques sont contrdlables et
modulables permettant d’adapter leurs propriétés aux tissus a régénérer. Il n’y a

cependant aucun consensus définissant le biomatériau a utiliser pour la médecine

98



PARTIE | : Le disque intervertébral : du développement embryonnaire a la médecine régénératrice
Médecine régénératrice

régénératrice du DIV. Malgré tout, certains critéres sont a respecter tels que sa
biocompatibilité, sa perméabilité pour assurer la diffusion des nutriments et des
métabolites, son injectabilité et sa biofonctionalité. Les polyméres synthétiques ou
naturels forment des réseaux hydrophiles et sont composés d’au moins 90% d’eau,
rappelant la structure de la MEC du NP [427-429].

En plus de [lutilisation de biomatériaux, I'apport de cellules exogénes semble
primordial pour régénérer le NP au regard des propriétés intrinséques de ce tissu a
recruter des cellules provenant des tissus environnants. En effet, les cellules du NP
sont capables de recruter des CSM a travers les PV au cours de la dégénérescence
[430, 431]. Ainsi, les cellules du NP activent des mécanismes de réparation basés
sur le recrutement de CSM in vivo. C’est pourquoi des injections intradiscales de
CSM chez des patients souffrant de dégénérescence discale ont été réalisées. Les
résultats de ces études sont détaillés dans la partie 3 de ce chapitre.

Nous pensons que l'association de CNT matures et NPCytes dérivés de cellules
souches humaines a un biomatériau assurant leur protection permettra de restaurer
les fonctions biologiques et biomécaniques du NP pour une régénérescence du DIV
a long terme. Le potentiel des cellules souches pluripotentes humaines pour la

production de CNT matures ou de NPCytes est décrit ci-dessous.

2- Potentiel des cellules souches pluripotentes

Issues de la masse cellulaire interne de blastocystes (entre 5 a 7 jours aprés la
fécondation chez I'homme), les cellules souches embryonnaires (Cellules ES)
possédent la capacité de se renouveler a linfini (autorenouvellement) et sont
pluripotentes, c’est-a-dire capables de donner naissance a tous les types cellulaires
de l'organisme. Leur utilité est grande en recherche biomédicale puisqu’elles

permettent de modéliser et d'étudier les mécanismes du développement
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embryonnaire humain précoce. De plus, leur différenciation permet a la fois
d’élucider les mécanismes a l'origine du développement de maladies mais également
de produire des cellules régénératrices [432]. Leur utilisation pose cependant des
problémes éthiques puisque qu’elle nécessite la destruction d‘'un embryon humain.
L’origine des débats est principalement culturelle et religieuse et dépendante du
stade a partir duquel un embryon est considéré comme un étre vivant. La recherche
sur 'embryon a été interdite pendant de nombreuses années en France. Aprés la
révision de la loi de bioéthique en 2013, la recherche sur les cellules ES humaines
est aujourd’hui autorisée et soumise a des régulations trés strictes (Décision n°
2013-674 du 1° aodt 2013).

Une autre source de cellules pluripotentes est aujourd’hui disponible. Il s’agit des
cellules souches pluripotentes induites (iPSC) générées a partir de cellules
somatiques adultes. Les travaux pionniers de Yamanaka et Gurdon qui ont été
récompensés par le prix Nobel de médecine en 2012, ont mis en évidence les 4
facteurs de pluripotence Kruppel-Like Factor 4 (KlIf4), POU Class 5 Homeobox 1
(Oct4/Poubfl), Sox2 et Avian Myelocytomatosis Viral Oncogene Homolog (c-Myc)
(coktail OKMS) essentiels a la reprogrammation des fibroblastes murins et humains
[433, 434]. Depuis ces travaux pionniers, la communauté scientifique s’intéresse au
potentiel transfert de ces cellules a la clinique humaine. Pour cela, les techniques de
reprogrammation ont été améliorées pour étre plus efficaces, plus rapides, non
intégratives et pour remplacer c-Myc, qui est connu pour son role oncogénique [435-

439].
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Cellules souches embryonnaires et cellules souches pluripotentes induites

Le comportement d’une iPSC efficacement reprogrammée est trés proche de celui
d'une cellule ES. Dans le modéle de la souris, la pluripotence de ces cellules est
démontrée par la création de chiméres. C’est-a-dire, aprés injection des cellules
reprogrammeées dans des blastocystes, ces cellules colonisent [I'épiblaste et
contribuent a la formation des trois feuillets embryonnaires. La formation de chimeéres
avec des IPSC humaines n’étant pas réalisable pour des raisons éthiques, la
pluripotence des iPSC humaines est analysée par la formation de tératome in vivo
dans des modéles murins immunodéficients. La formation de tissus dérivés du
mésoderme, de I'endoderme et de I'ectoderme in vivo définit ainsi la pluripotence de
ces cellules. Une étude a cependant réalisé des transplantions de cellules ES et
iPSC humaines dans la région antérieure a la ligne primitive naissante des embryons
de souris a E6.5 (épiblaste, EGO et ligne primitive antérieure). Les cellules injectées
ont colonisé 'ensemble des structures issues de I'ectoderme, du mésoderme et de
'endoderme démontrant leur capacité a former les différents types cellulaires de
I'organisme et donc leur pluripotence [440].

De nombreuses études montrent que le transcriptome d'iPSC et de cellules ES est
difficilement distinguable [441]. Il existe plus de variations entre les clones d'iPSC
que de variations entre les deux types de cellules pluripotentes (ES et iPSC). Il a été
récemment démontré que cette variation était majoritairement liée au profil génétique
du donneur et que la signature résiduelle de la cellule originelle (mémoire
épigénétique) était peu importante dans ces variations [442, 443].

Un autre point majeur de discussion autour de l'utilisation d'iPSC est la différence de
potentiel de différenciation avec les cellules ES. Une étude a montré que l'efficacité

de la différenciation des iPSC humaines en cellules Paired box 6 (PAX6) positives

101



PARTIE | : Le disque intervertébral : du développement embryonnaire a la médecine régénératrice
Médecine régénératrice

(lignage neural) varie de 10 a 50% en comparaison avec 90% d’efficacité avec les
cellules ES [444]. Des études -contradictoires rapportent une efficacité de
différenciation similaire entre les iPSC et les cellules ES en neurones [445-447]. Ces
observations contradictoires peuvent s’expliquer par la reprogrammation incompléete
des cellules somatiques d’origine et par des différences de conditions de culture des
iPSC entre les laboratoires de recherche [448, 449]. Une étude réalisée sur les
cellules ES humaines montre que lefficacité de différenciation dans la voie de
'endoderme augmente en fonction du passage en culture [450]. Une autre étude a
rapporté que I'augmentation du passage en culture promeut la différenciation des
iPSC dans la voie neuronale [451]. Ainsi, il semble crucial d’uniformiser les
procédures de reprogrammation et de culture des iPSC afin de générer des données

homogeénes et éviter les biais dans les protocoles de différenciation.
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Figure 23 : Implication des voies TGF-B/Nodal/Activin et FGF dans le maintien
de la pluripotence des cellules souches embryonnaires d’aprées Pauklin et
Vallier, 2015 [452]. La transduction du signal TGF-B/Nodal/Activin est assurée par les effecteurs
Smad2/3. Leur translocation au noyau induit la transcription des genes NANOG, OCT4 et SOX2. Les
protéines Smad2/3 peuvent également interagir physiquement avec OCT4 et NANOG pour réguler
I'expression de génes cibles. La voie FGF est également impliquée dans la régulation de I'expression
des marqueurs de pluripotence [453]. Son activité renforce I'activité de la voie TGF-B/Nodal/Activin et
active I'expression de NANOG et SOX2 de facon indépendante (voie effectrice ERK) [454, 455].
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Maintien de la pluripotence

L’équilibre entre le maintien du statut indifférencié et la différenciation des cellules ES
ou iPSC in vitro est tres fragile. Ce maintien est assuré par une balance finement
régulée de l'activation des voies TGF-B/Nodal/Activin et FGF assurant le maintien de
I'expression de facteurs de transcription NANOG, OCT4 et SOX2 [456-462].

Le statut pluripotent des cellules ES ou iPSC est principalement maintenu par la voie
Smad?2/3 activée en réponse a I'apport exogéne de TGF-B, Nodal ou Activin A [460,
463, 464] (Figure 23). L'importance de la voie Nodal a été également confirmée in
vivo. En effet, I'inactivation de I'expression de Nodal chez des embryons de souris
induit une diminution de I'expression précoce des marqueurs de pluripotence et une
différenciation précoce de I'épiblaste en neurectoderme [465].

L’expression de NANOG n’est pas requise pour la reprogrammation des cellules
somatiques en cellules pluripotentes. En revanche, I'expression de ce facteur de
transcription maintient le caractere pluripotent, assure la prolifération des cellules
pluripotentes en absence de cellules nourricieres et réprime la différenciation des
cellules ES humaines [466-468]. L'expression de OCT4 assure le maintien du
caractére pluripotent mais également la différenciation des cellules en progéniteurs
de mésendoderme [469, 470]. Ces données mettent en évidence la régulation fine
de son expression et de son activité de transcription assurant a la fois I'activation et
la répression de I'expression de génes impliqués dans la différenciation des cellules
pluripotentes. Enfin, 'expression de SOX2 est requise pour la reprogrammation des
cellules somatiques humaines et pour le maintien de leur caractére pluripotent [471].
Des interactions complexes de régulations entre ces facteurs assurent le maintien de
la pluripotence. En effet, les facteurs NANOG, OCT4 et SOX2 peuvent former des

complexes actifs de transcription tels que des complexes homodimériques NANOG-
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NANOG, des complexes hétérodimériques OCT4-SOX2 et OCT4-NANOG [472-474].
Les facteurs OCT4 et SOX2 agissent de fagon synergique et régulent leur propre
expression ainsi que celle de NANOG [472, 475]. De facon trés intéressante, un
faible niveau d’expression du facteur OCT4 entraine une augmentation de
I'expression de NANOG tandis qu’un fort niveau de OCT4 induit une diminution de
I'expression de NANOG [476]. La modulation de I'activité de transcription de OCT4
peut ainsi expliquer son rble dans le maintien de la pluripotence et dans la
différenciation de ces cellules.

De nombreux événements épigénétiques sont également impliqués dans le maintien

de I'équilibre entre pluripotence et différenciation [477-480].

Différenciation des cellules pluripotentes

La différenciation des cellules ES ou iPSC dans les voies neurectoderme et
mésendoderme est majoritairement régulée par [lactivité des voies TGF-
B/Nodal/Activin, FGF et Wnt. Au regard de l'origine embryonnaire du NP, seules les
études de différenciation dans la voie mésendoderme seront présentées dans ce
manuscrit. A notre connaissance, aucune étude n’a rapportée l'existence d’un
protocole de différenciation de cellules ES ou iPSC humaines en cellules de
notochorde.

La différenciation en endoderme ou mésoderme a partir des cellules ES ou iPSC
humaines passe par la formation de progéniteurs de mésendoderme bipotents [39].
Ces cellules étant caractérisées principalement par I'expression de FOXA2, T, GSC
et MIXL1 sont générées en activant les voies TGF-B/Nodal/Activin et Wnt. Pour cela,
l'utilisation de I'Activin A et du ligand Wnt3A a été rapportée [460, 481-483]. La
différenciation de ces progéniteurs en endoderme requiert de fortes doses d’Activin A

activant les effecteurs intracellulaires Smad2/3. Cette différenciation requiert
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également I'expression du facteur de transcription EOMES [484-486]. L’engagement
de ces progéniteurs dans la voie de 'endoderme dépend de I'inhibition de la Pi3K et
de lajout de FGF2 et de BMP4 [487, 488]. L’ajout de BMP4 diminue fortement
I'expression des marqueurs de pluripotence et permet ainsi une meilleure réponse
des cellules a I'Activin A [489]. Des études récentes ont démontré que la stimulation
des cellules avec l'agoniste CHIR99021 (agoniste de la voie Wnt/B-Catenin :
inhibiteur de la GSK3) était suffisante pour générer ces progéniteurs bipotents. La
capacité de ces progéniteurs a se différencier en mésoderme et endoderme a été
validée [469, 481, 490]. La spécification de ces progéniteurs en mésoderme paraxial
a lieu par inhibition de la voie BMP et par ajout de FGF2 tandis que leur spécification
en endoderme requiert uniquement I'ajout d’Activin A. La différenciation de ces
progéniteurs en mésoderme axial ou en notochorde n’est pas élucidée.

Une étude rapporte la possibilité de générer des CNT a partir de cellules ES murines
Noto® ™ [491]. Le protocole de différenciation repose sur I'inhibition des voies Wnt,
de l'acide rétinoique, des BMP et l'activation de la voie FGF. Ce protocole de
différenciation permet de générer environ 10% de cellules exprimant Noto. Les
cellules Noto positives expriment FoxA2, T, Shh, Chordin, Noggin et FoxJ1. Malgré
ces résultats encourageants, la population de cellules Noto positive exprime
également le facteur de transcription Aristaless related homeodomain transcription
factor (Arx), marqueur exprimé par les cellules du plancher du tube neural a partir de
E8.0 [492, 493]. Ces observations montrent que la population générée par ce
protocole de différenciation est trés hétérogéne. Cette étude a également montré que
la surexpression de NOTO (transfection d’'un plasmide d’expression) dans les

cellules exprimant FoxA2 et T avait un effet positif sur I'expression endogéne de
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NOTO (10% de cellules Noto®" aprés transfection contre 5% avant). Cette
population cellulaire n’a pas été caractérisée dans cette étude.

En paralléle, une étude a montré la différenciation des iPSC murines en CNT [494].
Le protocole de différenciation est basé sur une premiére étape de différenciation
spontanée des cellules sous forme de corps embryoides. La sélection des cellules
CD24 positives a été réalisée. Ces cellules expriment les marqueurs de CNT
embryonnaires FoOxA2, T, Noto, Shh et Noggin. La deuxiéme étape du protocole est
la différenciation des CNT en cellules produisant du collagéne et de l'agrécane,
similaires aux NPCytes. Pour cela, les cellules CD24 positives ont été cultivées en 3
dimensions dans du Matrigel et en présence de surnageant de CNT matures, isolées
de jeunes cochons. Basés sur ces données encourageantes, la transposition de ce
protocole aux iPSC humaines a été réalisée. Les CNT sélectionnées a la fin de la
premiére phase du protocole ont été caractérisées uniquement par I'analyse de
'expression de T, CYTOKERATIN 8 et 18 (CK8, CK18). Bien que ces marqueurs
soient exprimés par les CNT matures, I'absence d’information sur I'expression de
FOXA2, NOTO et SHH fragilise les résultats de cette étude. Néanmoins, la culture de
ces cellules de type « CNT matures» en présence de composants de MEC du NP a
entrainé leur différenciation en cellules produisant des PG et du collagéne de type |l
[495].

La démonstration claire de la différentiation des cellules ES ou des iPSC humaines

en CNT ou en cellules du NP n’est a ce jour pas établie.

3- Potentiel des cellules souches et stromales mésenchymateuses
La caractérisation des CSM et la définition de leurs capacités régénératrices ont été
mises en évidence dans la moelle osseuse depuis les années 1960 [496-498]. Les

critéres minimaux définissant les CSM ont été précisés en 2006 [499] :
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Les CSM sont adhérentes ;

- Les CSM sont douées de capacité d’autorenouvellement ;

- Les CSM ont un phénotype immun spécifique : elles expriment les
récepteurs membranaires CD90, CD73 et CD105 et sont négatives
pour les CD34 et CD45 ;

- Les CSM sont capables de se différencier dans la voie adipo-,
ostéo- et chondro-génique, attestant leur caractere multipotent.

Aprés la découverte des CSM au sein de la moelle osseuse, des cellules stromales
mésenchymateuses ont été isolées a partir de tissu adipeux, du derme de la peau,
du liquide synovial, de la membrane synoviale, du cordon ombilical, du placenta et
du liquide amniotique. Le nombre de cellules stromales mésenchymateuses varie de
0.002% pour le liquide synovial, et 0.01% pour la moelle osseuse a 2% pour le tissu
adipeux [500-503]. Les cellules stromales issues de ces différentes sources
présentent des variations dans l'‘efficacité de leur engagement dans les voies adipo-,
ostéo- et chondrogéniques. En effet, les CSM issues de la moelle osseuse
présentent une capacité a s’engager dans les voies ostéo- et chondro-géniques
supérieure aux cellules stromales adipeuses (CSA) [504]. Il est également rapporté
que les CSM de moelle osseuse ont une propension a se différencier en
chondrocytes hypertrophiques plus importante que les CSA [505, 506]. Ainsi,
I'accessibilité des CSA, leur nombre important au sein du tissu adipeux et leur faible
capacité de différenciation hypertrophique rend leur utilisation particulierement
attractive pour la médecine régénératrice du DIV.

La présence de CSM dans la plupart des organes est potentiellement due a une

origine péri-vasculaire.

108



PARTIE | : Le disque intervertébral : du développement embryonnaire a la médecine régénératrice
Médecine régénératrice

Figure 24: Capacités de différenciation et transdifférenciation des cellules

souches mésenchymateuses (MSC) modifiée d’aprés Ucelli, 2008 [507]. Les MSC
sont issues du mésoderme latéral [508] et ont la capacité de se différencier en cellules également
issues du mésoderme latéral (chondrocytes, ostéocytes, adipocytes). Les CSM présentent également
la capacité de se transdifférencier en cellules issues de I'endoderme et de I'ectoderme.
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Ces cellules périvasculaires donnent naissance a des progéniteurs multipotents de
type CSM exprimant les marqueurs de surface principaux CD73, CD105 et CD9O0 et
négatives pour CD34 et CD45 [509, 510]. Leur capacité a se différencier dans les
voies adipo-, ostéo- et chondro-géniques atteste leur propriété de multipotence.

Les CSM sont également capables de générer des cellules provenant de
'endoderme et de I'ectoderme (Figure 24). Ces processus de différenciation attestent
de leur capacité a se transdifférencier, ouvrant ainsi de plus larges perspectives de
traitement. En effet, l'utilisation des CSM n’est plus seulement envisagée pour
régénérer les tissus d’origine mésodermique mais également les tissus d’origine
neurectodermique ou endodermique [511, 512]. La capacité des CSM a se
différencier en cellules du NP a fait I'objet de deux études ayant rapporté un potentiel
effet du GDF5 [513, 514].

Les CSM sont également capables de moduler la réponse inflammatoire au sein d’'un
tissu par la sécrétion de molécules anti-inflammatoires (TNF-stimulated gene 6
protein TGS-6, IL-6, IL-10, Prostaglandine E2 PGE-2...) [515]. La capacité des CSM
a restaurer la fonction d’un tissu repose également sur leur capacité a produire des
facteurs de croissance et des facteurs trophiques capables de mobiliser des cellules
des tissus environnants [57, 516, 517]. Ces propriétés sont d’ailleurs exploitées dans
le cas des maladies auto-immunes telles que la polyarthrite rhumatoide ou la maladie
de Crohn [518-520] ou encore des maladies dégénératives dont la composante
inflammatoire est majeure telles que [larthrose et certaines maladies
neurodégénératives  (sclérose en plaque) [521, 522]. Ces propriétés
immunomodulatrices en font également des cellules candidates pour la

régénérescence du DIV.
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Tableau Ill: Thérapie cellulaire du disque intervertébral d’aprés Sakai, 2015

[243]. Tableau résumant les études cliniques basées sur I'utilisation des cellules souches/stromales
mésenchymateuses non différenciées. X : les études sont en cours, les résultats ne sont pas encore

publiés
e s Nombre de
Source de CSM N?mbrg I,V.Io.dall't e patients Effets thérapeutiques Références
d'essai  d’injection -
inclus
(’:ellule seyc.:hes 1 Autologue 10 Aucun [523]
hématopoiétiques
Amélioration du signal
Cellules souches de la > Autologue 12 (_jls_cal a I''RM [524, 525
moelle osseuse Diminution de la
douleur
Amélioration du signal
Concentré de moelle 1 Autologue 26 (_:ils.cal _a I''RM [526]
osseuse Diminution de la
douleur
Cellules stromales du . Diminution de la
cordon ombilical 1 Allogénique 2 douleur [527]
Cellules souches de la 1 Allogénique 24 X NCT01860417
moelle osseuse
Cellules stromales L. estimé a 100, NCT01643681
adipeuses 2 Allogenique estimé a 8 X NCT02097862
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Malgré des avancées majeures concernant l'utilisation des CSM pour la restauration
du tissu discal chez 'homme, peu d’informations sur I'implication de leurs propriétés

immunomodaulatrices sont rapportées.

Etudes pré-cliniques et cliniques

Les premiers effets de CSM non différenciées de moelle osseuse sur le tissu discal
ont été rapportés en 2003 chez le lapin. En effet, I'injection de CSM au sein de DIV
dégénérés a démontré un ralentissement du processus de dégénérescence discale
en maintenant des niveaux de PG comparables aux DIV sains jusqu’a 8 semaines
aprés injection [528]. Suite a ces résultats encourageants, d’autres études
précliniques ont été réalisées utilisant différents modeéles animaux et différentes
sources de cellules stromales mésenchymateuses. L’ensemble de ces études a
récemment fait 'objet d’'une revue [243]. Suite aux résultats encourageants de ces
études pré-cliniques, des essais cliniques ont été réalisés dont certains sont encore
en cours (Tableau IlIl). Alors que la diminution de la douleur est rapportée dans la
majeure partie des cas cliniques, la hauteur discale est rarement rétablie. Enfin,
I'utilité des CSM en médecine régénératrice du DIV n’est pas encore prouvée compte
tenu de I'absence de comparaison des DIV injectés et des DIV sains. La majeure
partie de ces études a été réalisée avec des CSM de moelle osseuse. Compte tenu
de la facilité d’utilisation des cellules stromales du tissu adipeux et de leur proportion
importante au sein de ce tissu, les résultats des études cliniques utilisant cette
source cellulaire sont trés attendus. L’ensemble de ces études a été réalisé avec des
cellules souches non différenciées. Les effets bénéfiques de CSM non différenciées
sur la synthése de composants matriciels par les NPCytes ont été démontrés in vitro.

De plus, la différenciation des CSM en NPCytes n’a pas été formellement établie.
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Grace aux études pré-cliniques et aux données histologiques, la migration des CSM
dans I'AF aprés transplantation a été rapportée chez le rat, le lapin et le cochon [529-
531]. La différenciation préalable des cellules a leur transplantation permettrait-elle
leur ancrage au sein du NP ? La régénérescence du tissu serait-elle plus efficace ?

Ces questions restent pour l'instant sans réponse.

Mécanismes de régénérescence activés par les cellules souches/stromales
mésenchymateuses

La co-culture de cellules souches/stromales mésenchymateuses de liquide synovial,
de cordon ombilical, de moelle osseuse ou de tissu adipeux avec des cellules du NP
(cochon, homme et rat) entraine I'expression de collagéne de type Il, d’agrécane et
de Sox9 par les cellules souches/stromales [532-535]. Cette observation a été
confirmée in vivo aprés injection intradiscale de CSM de moelle osseuse d’origine
humaine ou de lapin chez le cochon et chez le lapin [536-538]. Ceci indique que les
CSM sont capables de se différencier en présence de facteurs sécrétés par les
cellules du NP. Cependant, I'expression de marqueurs spécifiques du NP tels que
PAX1, OVOS2, CA12 ou CD24 par ces CSM différenciées n’a pas été rapportée. |
est donc difficile de conclure quant a leur différenciation en NPCytes. L’activité de
sécrétion des cellules chondrogéniques étant différente de celle des NPCytes
illustrée par le ratio agrécane/collagéne de type Il égal a 3 pour le cartilage et a 20
pour le NP, la présence de cellules de type chondrogéniques au sein du NP pourrait
compromettre la restauration d’'une MEC adaptée.

En plus d’une potentielle différenciation in vivo des cellules souches/stromales
mésenchymateuses en présence de cellules de NP, les CSM sécrétent des facteurs
trophiques [539, 540]. Le role de ces facteurs trophiques a été mis en évidence sur

les cellules du NP par des expériences de co-culture de cellules souches/stromales
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mésenchymateuses humaines avec des cellules du NP provenant de NP humains
dégénérés. Ces études rapportent une stimulation de la prolifération des cellules du
NP, une augmentation de I'expression de Sox9, d’agrécane et de collagéne de type
Il accompagnée d’'une augmentation d’expression des facteurs TGF-1, GDF5 et
CTGF [541, 542]. De plus, la présence des CSA protége les cellules du NP de
'apoptose en inhibant I'activation des caspases 3 et 9. La diminution de I'expression
des MMP3 et MMP13 accompagnée de la diminution de I'expression des cytokines
pro-inflammatoires IL-1B, IL-6 et TNF-a, est également rapportée [543]. Ces effets
bénéfiques relatifs a I'activité paracrine des CSM ont également été démontrés par
un mécanisme de contact cellulaire entre des CSM humaines de moelle osseuse et
des cellules du NP d’origine autologue [544, 545].

L’ensemble de ces résultats démontre I'effet protecteur des CSM de moelle osseuse

et de tissu adipeux sur les cellules du NP.
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Figure 25: Stratégie de médecine régénératrice du disque intervertébral

modifiée d’aprés Colombier, 2014 [9]. Cette approche consiste en la différenciation de
cellules souches pluripotentes induites en cellules notochordales et de cellules souches
mésenchymateuses (tissu adipeux ou de la moelle osseuse) en nucléopulpocytes. L'objectif final est
d’'associer ces deux types cellulaires a un biomatériau adapté injectable afin de restaurer le dialogue
moléculaire entre les CNT et les NPCytes. Enfin, ce substitut de Nucleus pulposus sera injecté au sein
des DIV dégénérés par une approche chirurgicale mini-invasive.
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I1I- Objectifs de la these

L’objectif principal de ce travail de thése est d’établir les modalités de différenciation
de cellules souches humaines en cellules du NP. |l s’agira de produire a la fois des
CNT (objectif 1), clés dans I'homéostasie du NP et les NPCytes (objectif 2),
responsables de la syntheése de MEC. Cet objectif s'integre dans une stratégie de
médecine régénératrice du DIV développée par le laboratoire INSERM UMRS791
(Figure 24). L’intérét de cette approche est de rétablir le dialogue moléculaire au sein
de NP dégénérés assurant ainsi une régénérescence a long terme du tissu discal.
L’injection intradiscale de ces deux types cellulaires permettrait de supplémenter le
NP en cellules régénératrices capables de rétablir le dialogue moléculaire et ainsi
restaurer les fonctions du NP a long terme.

Pour répondre a I'objectif 1, nous nous sommes dans un premier temps interrogés
sur la source cellulaire a utiliser pour générer des CNT. Etant donné qu’aucune étude
ne rapporte la possibilité de générer des CNT a partir de CSM ou de CSA, nous
avons décidé d'utiliser des cellules iPSC et de transposer les connaissances
relatives a la formation de la notochorde chez I'embryon de souris a ce modéle in
vitro. Ainsi, I'effet de I'activation des voies de signalisation Nodal et Wnt sera étudié
dans la différenciation notochordale des iPSC. Le rdle du facteur de transcription
NOTO sera également étudié au regard sa spécificité et de son réle au sein du
lignage notochordal. Enfin, nous évaluerons la stabilité du phénotype des cellules
générées a partir des iPSC.

Pour répondre a l'objectif 2, qui porte sur la génération de NPCytes, nous avons
étudié le potentiel des CSA a se différencier dans la voie nucléopulpogénique. En
effet, les mécanismes a l'origine de I'apparition des NPCytes a partir des CNT

matures ou d’un autre type cellulaire étant méconnus a ce jour, nous nous sommes
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intéressés aux les propriétés des CSA a se différencier en cellules de type
chondrogéniques, produisant du collagene de type Il et de 'agrécane. La modulation
de cette différenciation pourrait permettre de générer des cellules de type NPCytes.
Nous évaluerons ainsi la potentielle différenciation nucléopulpogénique des CSA en
présence des facteurs de croissance TGF-B1 et GDF5, impliqués dans l'activité
anabolique des NPCytes in vivo. Nous étudierons leur capacité a produire de la
MEC similaire a celle du NP dans un modéle de transplantation sous-cutanée chez la
souris nude. Enfin, 'implication des voies de signalisation activées par ces différents

facteurs au cours de la différenciation des CSA en NPCytes sera décrite.
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PARTIE II

CONTRIBUTION A LA MEDECINE REGENERATRICE DU DIV :
DIFFERENCIATION NOTOCHORDALE ET NUCLEOPULPOGENIQUE DE
CELLULES SOUCHES HUMAINES
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IV- Différenciation notochordale des cellules souches pluripotentes
induites humaines

A- Rationnel de I’étude
Compte tenu de I'importance des CNT matures dans 'lhoméostasie du NP, il semble
essentiel de pouvoir disposer de ces cellules pour la régénérescence du NP. Chez
'homme, les CNT matures sont retrouvées dans les DIV jeunes sauf cas
pathologique rare. Des tumeurs vertébrales malignes rares, appelées chordomes, se
développent en effet a partir de CNT qui persistent au sein des corps vertébraux
durant la formation du squelette axial [546]. Bien que certaines caractéristiques de
CNT soient conservées, comme l|'expression du marqueur Brachyury (T), cette
source de CNT n’est malheureusement pas envisageable pour la régénérescence
discale au regard de leur caractére tumoral [547, 548]. La différenciation de cellules
souches humaines en CNT matures est alors le seul moyen de produire ce type
cellulaire. L'utilisation des cellules ES humaines étant limitée en France, nous nous
sommes tournés vers l'utilisation des iPSC.
A notre connaissance, seulement une étude a rapporté la formation d’'une population
de type « organisateur EGO-MGO-nceud» a partir de cellules pluripotentes humaines
différenciées spontanément sous forme de corps embryoides [549]. Cependant, la
différenciation de ces cellules dans ce systéme est hétérogéne et peu contrélée.
Dans le but de générer une population de CNT la plus homogéne et pure possible,
I'établissement d’un protocole de différenciation a partir de cellules en monocouche
semble étre une stratégie plus appropriée.
De plus, I'établissement d’un tel protocole pourrait permettre de définir précisément

les mécanismes moléculaires impliqués a la fois dans la specification du lignage
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notochordale mais également dans la mise en place du NP. Par exemple, la chute de
'expression des facteurs de transcription FoxA2 et Noto dés le début de la
transformation de la notochorde en NP (E12.5) représente probablement une étape
clé dans la mise en place des NP. Cependant, aucune information sur cette étape
n’est rapportée chez ’homme de par le manque de modéele cellulaire approprié.

Le développement de ce protocole de différenciation repose sur les connaissances
fondamentales sur la formation de la notochorde chez I'embryon de souris et les
propriétés des cellules iPS. Les progéniteurs du lignage nceud/notochorde sont
doubles positifs pour FOxA2 et T. Au regard de la différenciation effective des cellules
pluripotentes humaines (cellules ES ou iPSC) en cellules doubles positives pour
FoxA2 et T (progéniteurs de mésendoderme) [460, 481-483], la génération de ces
progéniteurs et leur différenciation en CNT semble étre une stratégie envisageable.
Les études réalisées sur la génération de ces progéniteurs de mésendoderme a
partir de cellules ES ou iPSC se sont focalisées sur leur devenir en endoderme ou
mésoderme. Ce qui peut étre une explication a 'absence de données relatives a
I'expression de marqueurs spécifiques de la notochorde. Nous avons ainsi étudié le
réle de la voie TGF-B/Nodal/Activin et Wnt sur I'engagement des iPSC en
progéniteurs de mésendoderme mais également en cellules du nceud afin de définir
la population progénitrice générée. Les voies Wnt et Shh sont cruciales pour
I'élongation et le maintien du phénotype notochordale in vivo [160]. Enfin, la voie
FGF est impliqguée dans la postériorisation les structures embryonnaires et

I'élongation de I'axe antéro-postérieur [179, 550-552].
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Figure 26: Stratégie de différenciation des cellules pluripotentes induites
humaines (iPSC) en cellules notochordales (CNT). La différenciation des iPSC en
progéniteurs de mésendoderme est contrOlée par [I'activation des voies de signalisations
Nodal/Activine et Wnt. La surexpression de NOTO par les progéniteurs de mésendoderme est
assurée par transfection d’ARNm synthétiques. L'implication des voies de signalisation Wnt et FGF
dans la différenciation notochordale des progéniteurs sera investiguée.
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Nous avons ainsi définit une stratégie basée sur la différenciation des progéniteurs
de mésendoderme en cellules du mésoderme axial antérieur. L’activation des voies
Wnt et FGF permettrait de modifier leur caractére antérieur et générer des cellules du
mésoderme axial de type postérieur, c’est-a-dire de notochorde. En paralléle, le
facteur de transcription Noto étant clé dans la formation de la notochorde chez la
souris, nous avons étudié son rdle potentiel dans la différenciation notochordale
humaine. Pour cela, une surexpression de NOTO a été réalisée par transfection
d’ARN messagers (ARNm) synthétiques (Figure 26). L’objectif final de cette étude
est la production de CNT matures capables de stimuler les NPCytes et de restaurer
le dialogue moléculaire responsable de 'homéostasie du NP. A I'heure actuelle, les
mécanismes cellulaires et moléculaires responsables de cette maturation ne sont
que partiellement élucidés dans la littérature.

Cette partie de ces travaux ont permis de définir les modalités de différenciation des
iIPSC en CNT embryonnaires et fait I'objet d’'un article en préparation Article 11l :

Noto transcription factor directs human iPSC mesendoderm progenitors

to a notochordal fate. P. Colombier, C. Chédeville, J. Clouet, C. Chariau, L.

Lescaudron, L. David, J. Guicheux, A. Camus. En preparation
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B- Article II1

ARTICLE lll
Noto transcription factor directs human iPSC mesendoderm

progenitors to a notochordal fate.

P. Colombier, C. Chédeville, J. Clouet, C. Chariau, L. Lescaudron, L. David, J.
Guicheux, A. Camus.
(En préparation)

Résumé

La notochorde est a l'origine de la formation des Nuclei pulposi (NP), parties
centrales des disques intervertébraux (DIV). Au cours de la croissance, les cellules
notochordales adultes, considérées comme les cellules progénitrices du NP,
disparaissent progressivement. Cette disparation entraine a terme Ia
dégénérescence du NP. Afin de comprendre les mécanismes a l'origine de la
formation des NP et de leur dégénérescence, nous avons développé un protocole de
différenciation de cellules pluripotentes induites humaines en cellules notochordales.
Dans ce contexte, nous avons étudié le réle des voies de signalisation Nodal, Wnt et
FGF et du facteur de transcription NOTO dans la formation de progéniteurs de
mésendoderme et dans leur différenciation en notochorde. Nous avons démontré
que l'activation des voies Nodal et Wnt entraine la formation de progéniteurs de
mésendoderme et que leur différenciation en cellules notochordales était contrblée
par le facteur NOTO. Nous avons démontré que la formation d’'un complexe
proteéique FOXA2/T/NOTO a lieu durant ce processus de différenciation
notochordale. Enfin, nous avons démontré que I'activité¢ de la voie Wnt maintient
I'identité des cellules notochordales dérivées de cellules pluripotentes induites
humaines. Nous avons ainsi établit un modéle in vitro de formation de cellules
notochordales embryonnaires humaines a partir de cellules souches pluripotentes.
Ce modele offre de nombreuses perspectives dans la compréhension des
mécanismes moléculaires impliqués dans la maturation et différenciation des cellules

notochordales embryonnaires.
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Introduction

The posterior axial mesoderm, also called the notochord, is a transient signaling
structure involved in dorso-ventral regionalization of the overlaying neural tube and in
the patterning of adjacent somites. Through the secretion of Shh and Noggin, the
notochord induces the condensation and differentiation of surrounding mesenchymal
cells to form the future vertebrae and Annulus fibrosus, the peripheral part of the
intervertebral disc (IVD) [1-4]. During organogenesis, notochord cells (NTC)
accumulate in the presumptive intervertebral region and vanish from the future
vertebral body [5, 6]. Lineage tracing studies demonstrated that NTC are the founder
cells of the adult Nucleus Pulposus (NP), the central part of the IVD [7, 8]. After birth,
mature NTC found in the adult NP are considered as the regulators of its

homeostasis [9-11]

During gastrulation, the primitive streak (PS) forms at the posterior end of the
embryo. Epiblast cells undergo an epithelial-mesenchymal transition (EMT), ingress
into the PS and later emerge from it as two distinct germ layers, the mesoderm and
the endoderm [12]. The primitive streak cells are characterized by the expression of
Brachyury (T), Mixl1 and Eomes [13-15]. Fate mapping and genetic studies have
demonstrated that axial mesoderm distinguishes from pan-mesoderm since it arises
from the organizer of the gastrula embryo. Indeed, axial mesoderm progenitors are
located within three temporally distinct organizer regions depending on their final
contribution to different antero-posterior (A-P) segments [16, 17]. Descendant cells of
the Early Gastrula Organizer (EGO) located anterior to the nascent PS at E6.5 and
the Mid Gastrula Organizer (MGO) located at the anterior part of the PS at E7.0 give
rise to the anterior axial mesoderm (Goosecoid (Gsc)-expressing prechordal

mesoderm) but also contribute to the axial mesoderm at all levels of the A-P axis. At
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E7.5, the Node is positioned anterior to the PS and comprises inherited cells from the
EGO and the MGO. Node descendant cells give rise exclusively to posterior axial
mesoderm (expressing the notochord-related markers FoxA2, T, Noto, Shh, Noggin,
Chordin and Sox9) [18-23]. The EGO is delineated by the expression of Gsc,
Forkhead box A2 (FoxA2) and Notochord homeobox (Noto) [18, 24], and the MGO by
the combination of the former three, Noggin and Chordin [19] while the Node is
defined by the expression FoxA2, T, and Noto [18, 25]. According to its highly
specific expression, the marker Noto conveniently delineates organizer regions
where axial mesoderm progenitors are found at all developmental stages and later

node-derived axial mesoderm cells [8, 26].

Although the invalidation of Noto gene results in moderate defects in node and tail
notochord formation in mouse, floating head (Noto homolog) mutation in zebrafish
embryos leads to a complete lack of axial mesoderm which is replaced by paraxial
mesoderm [18, 27, 28]. Consistent with this finding, cell-tracking study in the mouse
embryo invalidated for Noto provided evidence for a change in cell fate [17]. Mutant
cells had lost the expression of FoxA2 and T and were found mis-sorted into the
paraxial mesoderm demonstrating that, in the mouse, Noto also play a role in the

maintenance of notochordal identity.

Numerous studies demonstrated the involvement of the Nodal and Wnt/3-Catenin
signaling pathway in the formation of the anterior primitive streak (APS) derivatives
including the definitive endoderm and the node/notochord [29-35]. Other studies
support a role Wnt and Shh in the maintenance of the notochordal lineage during
axis elongation. TOPGAL reporter transgenic embryos exhibit a strong Wnt signaling
activity in the node and tail notochord from EB8.5. In addition, the conditional

inactivation of B-catenin in Noto-expressing cells leads to a downregulation of T and
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Shh expression and defects in the notochord maintenance and elongation [36]. A
similar phenotype is observed when conditional inactivation of Shh in notochord is
performed is correlated with the decrease of T and FoxA2 expression [7]. Finally, the
role of Fibroblast Growth Factor (FGF) signaling pathway is involved in node
morphogenesis. Fgf8” mutant mouse embryos fail to form the anterior axial
mesoderm even though FoxA2, Gsc and Shh expression is detected in APS. These
findings suggest that FGF activity is required for the anterior migration of the axial

mesoderm progenitors derived from the EGO and MGO [37].

The differentiation of embryonic stem (ES) cells represents an attractive model for
dissecting early lineage commitment. Two studies reported the differentiation of
mouse pluripotent stem cells toward notochord lineage. Using a differentiation
protocol based on the inhibition of Wnt, Retinoic acid and BMP pathways and the
activation of FGF pathway, one study reported the formation of a discrete population
of Noto-positive cells and demonstrated that the transfection of Noto slightly
extended the population. However, notochord-like cells could not be maintain over
longer culture period and the detection of the floor plate marker Arx argues against
the generation of bona fide notochord cells [38]. Another study showed that embryoid
bodies (EB) formation from mouse induced pluripotent stem cells produced CD24
positive cells that exhibit notochordal character [39]. However, similar conclusion
could not be made with CD24 positive cells isolated from EB formed with human
induced pluripotent stem cells [40]. The expression and the role of NOTO in human

notochord formation in vivo or in stem cell model in vitro has not been reported yet.

The generation of NTC from human pluripotent stem cells is a pertinent model to
understand the molecular and cellular mechanisms of notochord formation in human

and to study the biology of the founder cells and regulators of the NP. In this context,
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we investigated how Nodal, Wnt and FGF signaling pathways could influence hiPSC
differentiation and trigger the emergence of node/notochord lineage. In addition, we
assessed the role of NOTO in the notochord specification of hiPSC. We showed that
the generation of human node/notochord-like cells is not achievable by modulating
signaling pathways involved in the specification of this lineage in other vertebrate
models. By using synthetic mMRNA encoding for NOTO, we demonstrated that hiPSC
differentiate towards a phenotypically stable NTC-like population. The presence of
NOTO ensures the formation of NTC-like cells by maintaining FOXA2 and T physical

interactions.

Results

Wnt and Activin/Nodal signaling pathways influence the commitment of hiPSC

towards mesendoderm progenitors

To study how Wnt and Nodal activities regulate hiPSC differentiation in vitro, we
cultured these cells in the presence of increasing doses of CHIR99021 (CHIR)
(Figure 1A) and increasing doses of Activin A for 24 h or 48 h (Figure 1E). CHIR is an
inhibitor of glycogen synthase kinase (GSK-3). In turn, GSK-3 inhibition leads to the
stabilization of the Wnt intracellular signal transducer 3-catenin, and the regulation of
target genes, such as LEF1 and NODAL as shown in previous studies using human
embryonic stem cell model [41, 42]. Expression analysis of induced hiPSC revealed
that increasing doses of CHIR resulted in increased transcription of LEF1 (Figure
1B). Differentiation was attested by the decreased expression of the pluripotency
marker SOX2 after 24 h of CHIR treatment with both intermediate and high
concentrations (3 and 6uM; Figure S1A). This was followed by a decrease in NANOG

and POUSF1 expressions at 48h of CHIR treatment. Drastic reduction of NANOG
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and SOX2 were only observed at 48h with the highest concentration of CHIR (6uM).
Following a 48 h induction period, intermediate CHIR concentration (3uM) induced
hiPSC to express high level of NODAL and primitive streak markers BRACHYURY
(T), MIXL1 and EOMES. In this condition, differentiated cells adopted an APS-like
identity as demonstrated by the high levels of expression of the anterior PS markers

FOXA2 and GSC, which are also typical mesendoderm markers.

The marker CERBERUS1 (CER1), transiently expressed in the definitive endoderm
emerging from the APS in the mouse embryo (E7.5) [43] was also found increased
after 24 h and 48 h of 3uM CHIR treatment [44]. A different outcome was observed
when hiPSC were treated with the highest CHIR concentration. This condition
promoted the acquisition of a Posterior PS-like identity as shown by the elevated
level of expression of T and MIXL1 and conversely low levels of NODAL, FOXAZ2,
EOMES and CER1 expressions. Notably, the expression of the pan-neural marker
SOX1 and the floor plate marker ARX were not detected following a 48 h induction
period with 3uM and 6puM CHIR (data not shown). Immunostainings for FOXA2 and T
showed that after 24h of CHIR treatment, cells were mainly positive for T staining
indicating that this committed state may correspond to an early PS stage in vivo
(Figure S1B). Consistent with RT-gPCR results, 48 h of 3uM CHIR treatment scored
70% of cells positive for both FOXA2 and T stainings whereas only 1% of double
positive cells were scored after 6uM CHIR treatment (Figure 1C, 1D). This last
condition triggers commitment towards mesoderm progenitors as demonstrated by
the widespread T staining at 48h (99% of the population). In summary, FOXA2 and T
iImmunostaining analysis demonstrated that CHIR treatment (above 1uM) is sufficient
to induce differentiation of hiPSC as shown by the score of less than 5% unstained

cells. Intermediate dose of CHIR (3uM) promoted the emergence of mesendoderm

129



progenitors whereas higher doses of CHIR favored the generation of mesoderm

progenitors (Figure S1C).

We next investigated the differentiation outcome of additional stimulation such as
exogenous activation of Nodal signaling pathway. Human iPSC were stimulated by
3uM CHIR and increasing doses of Activin A for 48 h (Figure 1E). A fourth condition
was tested to assess the length of exposure to stimuli. In this case, hiPSC were
stimulated with 3uM and 2ng/ml Activin A for 24 h to compare with that of 48 h
condition. After 48h of stimulation, similar expression of LEF1, LEFTY1 and NODAL
were observed indicating that the addition of 2, 5 or 10ng/ml Activin A did not change
the level of activity of Wnt and Nodal signalings (Figure 1F). However, a shorter
stimulation period (24h) resulted in apparently lower Wnt signaling activity but high
Nodal signaling activity. The expression of the PS (T, MIXL1, EOMES) and
mesendoderm markers (FOXA2, GSC) was found unchanged after 48 h of increasing
doses Activin A stimulation. In contrast, CER1 expression increased with greater
concentration of Activin A. The expression of pluripotency markers NANOG and
SOX2 was found reduced while POUSF1 expression was unchanged in these
conditions (Figure S1D). Interestingly, the reduction of the stimulation period led to a
decrease in levels of T and MIXL1 expression while the expression of EOMES,
FOXA2 and GSC was found unchanged (Figure 1F). High level of CER1 expression
was also observed in this condition. Thus, a short stimulation period of 24h triggers
hiPSC commitment toward endoderm progenitors expressing high levels of FOXA2
and CER1 and low level of T. FOXA2 and T immunostainings showed that at 24 h,
cells were predominantly positive for T staining (Figure S1E). Remarkably, at 48 h,
the number T/FOXA2 double positive cells lowered from 44% to 30% with increasing

doses of Activin A (Figure 1G, 1H). A range of 10 to 14% of cells was found
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unstained in any of these conditions. Shorter length of exposure to stimulation
resulted in a small number of T/FOXA2 double positive cells (6%) and a relatively
high number of FOXA2 single positive cells (53%) consistent with the apparent
commitment toward endoderm progenitors revealed by quantitative gene expression
analysis. Interestingly, 38% of cells were found unstained in this last condition
indicating that the differentiation of hiPSC stimulated during 24 h is less efficient as
also revealed by the persistence of high levels of expression of the pluripotency

markers (Figure S1D).

The FGF signaling pathway is required for effective EMT and involved in the
formation of different mesoderm subtypes in mouse embryo or in mouse ES
differentiation, in particular in determining cellular fate of the future node [37, 45, 46].
Thus, we investigated whether the addition of FGF would influence the differentiation
of the IPSC. To address this question we cultivated hiPSC with 3uM CHIR, 6uM
CHIR and 2ng/mlActA+3uM CHIR for 48 h with or without the addition of FGF2
(Figure S1F, S1G and S1H). Expression analysis of SPRY1, a direct target gene and
antagonist of FGF, revealed that FGF signaling pathway is active in undifferentiated
cells because of the presence of FGF2 in the culture media, and during the course of
differentiation upon CHIR stimulation. The increasing doses of FGF2 did neither
affect the level of expression of SPRY1 nor the expression of PS (T, MIXI1 and

EOMES) and mesendoderm (FOXA2 and GSC) markers.

Altogether, these results showed that CHIR acts as potent inducer of mesendoderm
progenitors in the hiPSC model. The addition of Activin A in the differentiation
medium led to a decrease of these progenitors while the addition of FGF2 had no

effect.
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Distinct lineage specification roles for Wnt and FGF signaling pathways

In a second phase, we aimed at further differentiate hiPSC-derived mesendoderm
progenitors (FOXA2, GSC and T) towards notochordal lineage by modulating
activities of the Wnt and FGF signaling pathways. Human iPSC were treated with
3uM CHIR supplemented or not with 2, 5 or 10ng/ml of Activin A for 2 days to
generate mesendoderm progenitors. This protocol was followed by 3 days of
sustained 3 or 6uM CHIR treatment (Figure 2A). Expression analysis of hiPSC-
derived mesendoderm progenitors maintained in the presence of 3uM CHIR up to 5
days showed that increasing doses of Activin A correlated with greater endoderm
specification as shown by the increased expression of SHH and SOX17 (Figure 2B).
The gene marker CER1, expressed in the nascent definitive endoderm in the mouse
embryo (from E7.5 to E8.25), was induced transitorily at day 2, consistent with
previous reports on endoderm differentiation using hES cells [44, 47]. This transient
activation of CERL1 in our differentiation conditions indicates a proper endoderm
specification of hiPSC. Human iPSC-derived mesendoderm progenitors maintained
in the presence of 6uM CHIR up to 5 days differentiated towards mesoderm lineages
as shown by the high and consistent expression of MIXL1, T-Box Transcription
Factor 6 (TBX6) and Forkhead Box F1 (FOXF1) (Figure 2C). Remarkably, the dose
effects of Activin A were not observed on mesodermal lineage specification as it was

seen in the endoderm context.

These results showed that both Wnt and Activin A influence cell lineage specification
in hiPSC. Activin A regulates hiPSC-derived mesendoderm progenitor differentiation
towards endoderm fate rather than mesoderm fate, which is promoted by high level
of Wnt signaling activity. The absence of detection of the node/notochord specific

marker NOTO expression in any of the differentiation conditions analysed revealed
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that the continuous activation of Wnt signalling is not sufficient to induce the
differentiation of hiPSC-derived mesendoderm progenitors toward notochordal

lineage.

Thus we investigated whether in addition to Wnt activity, whether the activation of
FGF signaling could influence the differentiation of mesendoderm cells toward
notochord lineage (Figure 2D). To get around evident definitive endoderm
differentiation, Activin A was omitted and hiPSC were treated with 3uM CHIR for 2
days to generate mesendoderm progenitors (Figure 1B and 1D). The addition of
FGF2 in the presence of 3uM of CHIR during the last 3 days did not affect the
endoderm specification fate as shown by similar levels of SOX17 and SHH at day 3
and day 5 (Figure 2E). Immunostainings for FOXA2 and T showed a complete
absence of double positive cells at day 5 and a similar distribution of FOXA2 and T
single positive cells in the presence or absence of FGF stimuli (Figure 2F). The
addition of FGF2 in the presence of 6uM of CHIR during the last 3 days reinforced
the differentiation toward mesoderm lineages as shown by a strong levels of T,
MIXL1, TBX6 and FOXF1 expressions and conversely blocked endodermal fate
specification as shown by the decrease level of transcription of the SOX17 and SHH
(Figure 2G). Consistent with the finding of the RT-gPCR analysis, immunostainings
for FOXA2 and T showed a high number of T positive cells (Figure 2H). A complete
absence of double positive cells at day 5 was observed and similar distribution of
FOXAZ2 and T single positive cells were observed in the presence or absence of FGF

stimuli.

To gain a global view of the lineage derivatives generated, digital sequencing
analyses were performed to compare hiPSC to differentiated hiPSC at day 5 (Figure

21). The expression profiles of hiPSC-derived mesendoderm progenitors treated with
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3uM CHIR, 3uM CHIR+FGF2 and 6uM are similar. Remarkably, the hiPSC-derived
mesendoderm progenitors treated with 6uM CHIR and FGF2 expressed high level
mesoderm markers (WNT2B, WNT5A, WNT5B, PDGFRA, FOXF1) and low level of
endoderm markers (SOX7, GATA4, GATA6, HNF1B, HNF4A). The expression of
cardiac mesoderm specific markers MESP1, MESP2 and NKX2-5 was not detected
in any of the four differentiation conditions suggesting that hiPSC-derived
mesendoderm progenitors did not differentiated towards cardiac lineage. The strong
expression of SNAI1 and CDH2 suggested that hiPSC underwent the EMT to
generate mesoderm cells. None of these differentiation conditions led to the induction
of the node/notochord specific marker NOTO (data not shown) suggesting the lack of

differentiation toward notochordal lineage.

NOTO drives notochord fate and maintains crucial transcription factor

interactions.

In the consideration of T, FOXA2, GSC and SHH expressions, the presence of a
minor population of axial mesoderm cells among differentiated hiPSC cells cannot be
excluded. However, two observations argue against this possibility: the loss of
T/FOXA2 double positive cells in the course of the differentiation and the lack of
expression of the node/notochord specific marker NOTO which is the unequivocal
proof of the presence of notochord-like cells in the mouse model. To address whether
the transcription factor NOTO plays a role in notochordal cell fate decision in human
and whether it can influence hiPSC-derived mesendoderm progenitor differentiation,
we designed the following experiments. The overexpression of the mRNA encoding
for human NOTO was conducted in two distinct cell types: hiPSC committed
mesendoderm progenitors and hiPSC-committed endoderm progenitors to compare

the differentiation outcome (Figure S2). We first characterized at day 3, the
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expression profile by RT-gPCR and T/FOXAZ2 distribution by immunostainings, in the
two populations (Figure S2A, S2B, S2C and S2D). The forced expression of NOTO
did not affect endoderm progenitor fate whereas this led to an increased expression
of axial mesoderm markers T, FOXA2 and SHH in mesendoderm progenitors at 24 h
after transfection (Figure S2E, S2F, and S2G). Immunostainings for NOTO and T
revealed that both proteins were found co-expressed in mesendoderm progenitors,
consistent with its role during notochord formation in mouse embryo (Figure S2H).
Our digital sequencing experiment showed a decrease in mesoderm marker
expression (MEOX2, PAX3, MESDC1l and WNT5B) and an increase in axial
mesoderm makers (FOXA1, T and NOGGIN) after NOTO transfection in hiPSC-
committed mesendoderm progenitors (Figure S2I). These results support the
hypothesis that the factor NOTO can drive the commitment of double T/FOXA2

positive hiPSC towards axial mesoderm cells.

We next performed a time-course analysis of lineage specific markers to study the
differentiation of hiPSC-derived mesendoderm progenitors when mRNA NOTO was
transfected every 24 h from day 2 to day 4. In order to modulate and determine the
level of Wnt signaling activity compatible with notochord differentiation, the
transfected hiPSC were maintained either with 3uM and 6uM CHIR during
differentiation (Figure 3A). In both condition, we found that NOTO overexpression led
to an increase in the axial mesoderm markers FOXA2, T, SHH and FOXJ1 at day 3
and day 5. At day 5, GSC was not detected in both control and NOTO transfected
conditions suggesting that no anterior axial mesoderm was generated or maintained
(Figure 3B, 3C). As previously described in the present work, the expression of T,
MIXL1 and TBX6 was consistently increased by 6uM CHIR treatment (compare

Figure 3D and 3C with Figure 2E and 2G). Remarkably, double positive T/FOXA2 cell
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population was maintained until day 5 when sustained with 3uM CHIR whereas this
population was lost after day 3 with 6uM CHIR (Figure 3D). Digital sequencing
analyses at day 5 revealed that overexpression of NOTO in the presence of 3uM
CHIR strongly reduced the expression of endoderm markers (SOX7, GATAA4,
GATAG6, HNF1B, HNF4A) compared to hiPSC-derived mesendoderm progenitors. In
contrast, this condition promoted the emergence of axial mesoderm (FOXAL,
FOXA1, T, NOGGIN, CHORDIN, CTGF) of posterior character as demonstrated by
the absence GSC typically expressed in anterior axial mesoderm (Figure 3E). SOX5,
SOX6, SOX9 and collagen type Il (COL2A1) genes are expressed in the notochord
during mouse embryonic development and known to regulate survival and
extracellular matrix synthesis activity [48]. Interestingly, our results showed a neat
increase in the expression of these markers in NOTO transfected cells maintained in
the presence of 3uM CHIR but not at higher dose. Finally, the observed decrease of
EMT target genes SNAI1 and CDH2 expression is consistent with the well described
epithelial feature of the notochord [5, 49]. Altogether our findings indicates that
NOTO overexpression and 3uM CHIR sustained culture condition allowed the

emergence of hiPSC differentiated cells with a proper notochord signature.

To address whether the FGF signaling could also positively influence the notochord
differentiation from hiPSC-derived mesendoderm progenitors, we performed similar
experiments in the presence of FGF2 (Figure S3A). RT-gPCR and T/FOXA2
Immunostainings analyses showed that the differentiation of hiPSC-derived
mesendoderm progenitors towards NTC when NOTO is overexpressed was not
enhanced by the addition of FGF2. (Figure S3B, S3C, S3D and S3E). In the contrary,
digital sequencing analyses revealed that addition of FGF2 led to a decrease in the

expression of the notochord markers (FOXAL1, NOGGIN, CHORDIN, SOX5, SOX6)
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and similarly, in the endoderm markers (SOX7, GATA4, GATA6, HNF1B, HNF4A)
and to an increase in expression of mesoderm markers (WNT5B, CDH2, BMP1,

MESP?2) (Figure S3F).

In order to understand the regulatory role of NOTO in the differentiation of hiPSC-
derived mesendoderm progenitors towards NTC-like cells, co-immunoprecipitation
analyses were performed (Figure 3F). We demonstrated that FOXA2, and T proteins
interact in hiPSC-derived mesendoderm progenitors at day 2. As early as 24 h after
NOTO transfection (day 3) and up to day 5, FOXA2, T and NOTO were found
interacting together. In addition, in the presence of NOTO, a strong increase in
FOXA2 and T protein synthesis was observed at day 3 and day 5. Protein-protein
interactions between FOXA2, T and NOTO transcription factors may play important

role in modulating gene expression in our hiPSC differentiation system.

NOTO overexpression and Wnt signaling are sufficient to induce a stable

notochord population

During embryonic development, the expression of NOTO is firstly detected in the
EGO at E6.5. This factor is expressed in the node and the notochord until E12.5 [17,
18, 50]. We investigated whether the overexpression of this transcription factor during
3 consecutive days is an appropriated time frame and could mimic, in vitro, the
transitory activity of NOTO required for notochord specification in vivo. We also
examined whether cells had acquired a stable notochord molecular profile and could
be maintained in culture. As previously described, Wnt and Shh signaling have
crucial role in the maintenance of the notochord in vivo [7, 36]. FGF signaling is
involved in axis elongation [51]. Thus, we analyzed the evolution of the differentiated

cells up to 7 days in the 3uM CHIR, 3uM CHIR + SHH and 3uM CHIR + FGF2
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(Figure 4A). Our results showed similar expression levels of FOXA2, T, SHH and
FOXJ1 at day 5 and day 7 indicating that the expression profile of NTC-like cells was
stable when sustained with 3uM CHIR (Figure 4B). The addition of FGF2, SHH or
both factors (data not shown) did not change the expression of the notochord
markers as well the T/FOXA2 double positive cell population (Figure 4C) indicating
that both signaling pathways were not necessary for the maintenance of hiPSC-

derived NTC in vitro.

Discussion

Controlling early cell fate decision and notochord specification of human pluripotent
stem cells remains a crucial challenge. Consistent with previous studies, we show
here that CHIR is a potent inducer of hiPSC differentiation and triggers their
commitment towards mesendoderm progenitors [41, 52]. We demonstrated that the
generation of mesendoderm progenitors occurs specifically by using 3uM CHIR while
higher doses favor hiPSC differentiation towards posterior PS-like fate. The
combination of Wnt, Activin and FGF signaling activities did not differentiate hiPSC
towards node/notochord lineage. In addition, hiPSC-derived mesendoderm
progenitors were rather efficiently differentiated toward endoderm and mesoderm
cells by sustaining Wnt and FGF signaling. Given the definitive endoderm and
visceral endoderm overlapping expression patterns, it can be difficult to distinguish
visceral endoderm from definitive in ES cell differentiation model. For example, the
addition of BMP2, involved in the formation of extraembryonic tissues during mouse
development, induces the differentiation of hES cells towards visceral endoderm that

compromise the generation of bonafide hepatocytes [53].
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Thus, the establishment of conditions that specifically support the in vivo
development of definitive endoderm is necessary to produce proper cell types. High
doses of Activin A and Wnt3a are mostly used to differentiate hES/hiPSC towards
definitive endoderm [54-57]. Here, we demonstrated that low doses of Activin A in
association with an intermediate Wnt activity, which mimic signals in the APS in mice
embryos, efficiently drive the differentiation of hiPSC toward definitive endoderm. Our
results also showed that mesoderm differentiation of hiPSC-derived mesendoderm
progenitors occurred by sustaining high Wnt and FGF signaling activities. It has been
reported that in the course of mesoderm differentiation of hES cells, a downregulation
of T expression occurs between 24 and 48 h of stimulation [58, 59]. This expression
profile is consistent with the transient expression of T observed in forming mesoderm
in the mouse embryo [23]. The first steps of mesoderm specification of hES cells in
vitro likely reproduce events occurring during mouse embryonic development. In our
study, we aimed at preserving the level of T expression as in mouse embryo the
expression of T remained expressed in the axial mesoderm after E8.5 [60]. Here, we
provide for the first time, the inducing conditions to maintain T expression up to day 5
in vitro consistent with an axial mesoderm differentiation of hiPSC. Nevertheless,
these differentiated cells did not expressed GSC or NOTO but rather high levels of
MIXL1, TBX6 and FOXF1 indicating that generated cells are different from axial
mesoderm. Regarding the constant expression of T and the absence of axial
mesoderm commitment of hiPSC, we conclude that a stable population of mesoderm
progenitor was established from hiPSC-derived mesendoderm progenitors when

stimulated by high Wnt and FGF activities.

Remarkably, the expression of NOTO was not detected in the high fraction of

T/FOXA2 mesendoderm progenitor population. We postulated that if NOTO play a
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key role in notochordal lineage specification in human, the lack of NOTO activity in
vitro prevented hiPSC-derived mesendoderm progenitors to adopt notochordal
identity. To bypass this molecular roadblock of NOTO endogenous expression, we
used synthetic mMRNA encoding for human NOTO proteins to force its expression in
hiPSC-derived mesendoderm progenitors. Our results clearly demonstrated that the
overexpression of NOTO and sustained Wnt signaling activity induced the
differentiation of hiPSC towards stable NTC-like cells. This observation indicates that
the transfected mMRNA NOTO likely reproduce in the mesendoderm progenitors, the
function of endogenous transcription factor NOTO during in vivo notochord
development. Interestingly, the overexpression of NOTO also resulted in the
maintenance of a population of T/FOXA2 double positive cells up to day 7 exhibiting
notochord-like molecular signature (RT-qPCR and digital sequencing data at day 5).
Our RT-gPCR, immunostainings and co-immunoprecipitation results provided some
insights on molecular mechanisms involved in NTC differentiation in vitro. We
showed evidence for the formation of a complex including the three transcription
factors FOXA2, T and NOTO as early as day 3. In an attempt to explain the role of
this complex, we propose the hypothesis that NOTO exert its transcriptional activity
via the stabilization of the physical interaction between FOXA2 and T proteins.
However whether the formation is involved in the notochordal lineage commitment
remains to be proved. Previous studies reported that T physically interacts with MixI1,
another homeodomain-containing transcription factor. This interaction has been
shown to negatively regulate the expression of Gsc in mouse ES embryoid bodies
[61]. As T and MixI1 are expressed murine node and tail notochord that lack Gsc
expression, this interaction may occur to downregulate Gsc expression in this lineage

[62]. Our results showed that an increase in MixI1 expression is observed when

140



NOTO is overexpressed. Thus, the FOXA2/T/NOTO complex may positively regulate
the expression of MIXL1 which subsequently would repress the expression of Gsc
and prevent the differentiation of hiPSC-derived mesendoderm progenitors toward
anterior axial mesoderm. The overexpression of NOTO induces or maintains high
levels of FOXA2 and T transcripts and proteins and upregulates the expression of
notochordal-related markers in hiPSC. Another hypothesis would be that the
presence of NOTO maintains high levels of FOXA2 and T therefore preventing
hiPSC-derived mesendoderm progenitor differentiation towards endoderm or
mesoderm fate. Both hypotheses are supported by the existence of putative binding
sites for FoxA2, T or Noto in notochordal-related gene promoters and by the model of

gene regulatory network of node/notochord proposed by Tamplin [63].

In summary, we demonstrated that the differentiation of hiPSC-derived
mesendoderm progenitors towards endoderm and mesoderm lineages is effective by
modulating Wnt and FGF signaling pathways. The generation of stable NTC-like cells
is mediated by NOTO overexpression and sustained Wnt signaling. This study
provides new insights on potential molecular mechanisms involving NOTO
transcription factor in the context of notochord formation. Notochordal differentiation
of hiPSC-derived mesendoderm progenitors may be achieved via the formation of
FOXA2, T and NOTO interacting complex necessary to regulate notochordal-related
target genes or to prevent the activation of mesodermal and endodermal-related
target genes. Further investigations are needed to understand the gene regulatory

network responsible for endoderm, mesoderm or notochord differentiation of hiPSC.
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Experimental procedures

Reprogramming, validation and culture of human induced pluripotent stem

cells

Human induced pluripotent stem cells were generated from dermal fibroblast. They
were reprogrammed by transfection of synthetic mMRNA encoding for OCT4, SOX2, c-
MYC, KLF4 and LIN28 and are routinely maintained in feeder free conditions, on
matrigel coated plates with mTeSR1 media. Reprogrammed cells have normal
karyotypes, no gain of SNP compared to parental fibroblasts and the injection of
reprogrammed iPSC into NOD SCID mice led to the formation of teratomas that
included differentiated tissues from endoderm, mesoderm and ectoderm germ layers.

For differentiation experiments, hiPSC were used between passages 25 and 40.
Differentiation of human induced pluripotent stem cells

Human iPSC were seeded in single cells at 35.000cells/cm2 after gentle enzymatic
digestion with TryplE (12605-1010, Life technologies) with Rock inhibitor (1254,
Tocris). Two days after seeding, hiPSC were stimulated with increasing doses Activin
A (130-097-611, Miltenyi Biotec) and CHIR99021 (100-1386, Axon) in N2B27. After 2
days of stimulation, a gentle enzymatic digestion with TryplE was performed and cells
were then seeded on Matrigel coated plates without Rock inhibitor. For mRNA
transfection experiments, 1500 ng of mRNA encoding for NOTO or GFP were
transfected with lipofectamine RNAIMAX (13778-150, Life technologies) in cell
suspension at day 2. Transfection of mMRNA NOTO or GFP at day 3 and day 4 was
performed in monolayer. After transfection, cells were maintained in N2B27

supplemented in 3uM or 6uM CHIR and with or without 50ng/ml FGF2 (100-18B,
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Peprotech) until Day 7. For the maintenance of notochord cell population, SHH (130-

095-721, Miltenyi Biotec) and FGF2 were added from day 5 to day 7.

RNA extraction and RT-gPCR

Total RNA was extracted with the Nucleospin 1l RNA Kit (740955, Macherey nagel)
and reverse transcribed using the SuperScript 11l First Strand synthesis kit (11752,
Life technologies) on 1lug of total RNA. Quantitative RT-PCR experiments were

performed using TagMan technology.

Immunostainings

Cultivated cells were fixed with PFA 4% for 15 min, permeabilized with 0.5% Triton
for 15 min at RT and blocked in in 3% bovine serum albumin in PBS for 30 min. Fixed
cells were incubated overnight at 4°C with primary antibodies for FOXA2 (1/400
dilution, 8186, Cell Signaling Technologies), T (0.5ug/ml, AF2085, R&D systems),
NOTO (1/1000 dilution, NBP1-91009, R&D systems) and then 1h at room
temperature with secondary antibodies Alexa 594-conjugated donkey anti rabbit for
FOXA2 and NOTO (1/1000, A21207, Life technologies) and with Alexa 488-
conjugated donkey anti goat for T Iimmunostainings (1/1000, A11055, Life
technologies). Nuclei were then counterstained with Hoechst (2ug/ml, H3569, Life
technologies) before imaging with a confocal microscope (Nikon).

FOXA2/BRACHYURY double positive cells were counted by using FIJI software.

3’ Digital Gene Expression (DGE)

The 3'-DGE libraries were prepared from 20ng of total RNA according to the Single
Cell RNA Barcoding and Sequencing method originally developed for single cell

RNA-seq (SCRB-seq) (Soumillon et al., 2014) and adapted to extracted total RNA.
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Briefly, Poly(A)+ mRNA from extracted total RNA are converted to cDNA decorated
with universal adapters, sample-specific barcodes and unique molecular identifiers
(UMIs) using a template-switching reverse transcriptase. Decorated cDNA from
multiple samples are then pooled, amplified and prepared for multiplexed sequencing
using a modified transposon-based fragmentation approach that enriches for 3’ ends
and preserves strand information. Read pairs were used for analysis if all sixteen
bases of the first read had quality scores of at least 10 and the first six bases
corresponded exactly to a designed well-barcode. All second sequence reads were
aligned to a reference database consisting of all human RefSeq mMRNA
sequences (hgl9) and the ERCC RNA spike-in reference sequences using bwa
version 0.7.4 4 with non-default parameter “-| 24”. Reads mapped to multiple genes
were excluded from further analysis. Digital gene expression (DGE) profiles were
then generated by counting, for each microplate well and RefSeq gene, the number

of unique UMIs associated with alignments to that gene in that well.

Immunoprecipitation assays

Cells were lysed in TNTE buffer (20mM Tris/HCI pH7.5, 150mM NaCl, 1% TritonX-
100, 1mM EDTA) containing standard protease and phosphatase inhibitors.
Immunoprecipitations were carried out using 500ug proteins and 0.8ug/IP anti-
BRACHYURY and 0.3ug/IP anti-NOTO antibodies overnight at 4°C. An incubation
with 20ul Protein A/G ultralink resin (53132, Thermofisher scientific) for 3h at 4°C
was then performed.

Precipitates were washed 5 times with 500ul of TNTE buffer. For immunoblot
analysis, beads were incubated for 5 min at 95°C with Laemmli buffer. Thirty percent
of immunoprecipitated proteins and 5% of total proteins (input) were migrated in

polyacrylamide gels, transferred on PVDF membranes and probed with specific
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antibodies for FOXA2 (1/1000, 8186, Cell Signaling Technology), diluted in 5% dry fat

milk/TBS-T overnight at 4°C.

Figure legends:

Figure 1: Wnt and Nodal signaling pathways induces hiPSC differentiation
towards mesendoderm progenitors.

(A.-D.) Modulation of Wnt signaling pathway by CHIR99021 (CHIR) on hiPSC
differentiation towards mesendoderm lineage. (A.) Graphical diagram of
differentiation protocol. (B.) Analysis of expression of Wnt and Nodal target genes
(LEF1, LEFTY1 and NODAL), primitive streak (T, MIXL1 and EOMES) and
mesendoderm markers (FOXA2, GSC and CER1) by RT-gPCR (n=2). (C.)
Immunostainings of T, FOXA2 single positive cells and T/FOXA2 double positive
cells at day 2 and quantification by cell counting (D., n=2).

(E.-H.) Modulation of Wnt and Nodal signaling pathways by CHIR and Activin A
(ActA) on hiPSC differentiation towards mesendoderm lineage. Human iPSC were
cultivated in the presence of 2, 5 or 10ng/ml ActA + 3uM CHIR for 48h and 2ng/ml
ActA +3uM CHIR for 24h (E.) Graphical diagram of the differentiation protocol. (F.)
Analysis of expression of Wnt and Nodal target genes (LEF1, LEFTY1 and NODAL),
primitive streak (T, MIXL1 and EOMES) and mesendoderm markers (FOXA2, GSC
and CER1) by RT-gPCR (n=3). ¥ : this condition corresponds to 24 h of stimulation
2ng/ml ActA + 3uM CHIR (white histogram) and then, 24 h of withdraw (hatched
histogram). (G.) Immunostainings of T, FOXA2 single positive cells and T/FOXA2
double positive cells at day 2 and quantification by cell counting (D., n=2). Scale bar:

100um
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Figure 2: Wnt and FGF signaling pathway influence endoderm and mesoderm
bifurcation from hiPSC-derived mesendoderm progenitors.

(A.-C.) Effects of sustained Wnt signaling activation on the differentiation of hiPSC-
derived mesendoderm progenitors. (A.) Graphical diagram of the differentiation
protocol. (B) Analysis of anterior axial mesoderm (T, FOXA2 and GSC), definitive
endoderm (CER1, SOX17 and SHH) and mesoderm (MIXL1, TBX6 and FOXF1)
expression by hiPSC-derived mesendoderm progenitors cultivated in the presence of
3uM or in the presence of 6uM CHIR (C.) by RT-gPCR (n=2). (D.-l.) Effects of
sustained Wnt and FGF signaling activation on the differentiation of hiPSC-derived
mesendoderm progenitors. (D.) Graphical diagram of the differentiation protocol. (E.)
Analysis of anterior axial mesoderm, definitive endoderm and mesoderm marker
expression by RT-gPCR (n=2). (F.) Immunostainings of T, FOXA2 single positive
cells and T/FOXA2 double positive cells in the presence of 3uM CHIR with and
without 50ng/ml FGF2 during the last 3 days. (G.) Analysis of anterior axial
mesoderm (T, FOXA2 and GSC), definitive endoderm (CER1, SOX17 and SHH) and
mesoderm (MIXL1, TBX6 and FOXF1l) expression by RT-gPCR (n=2). (H.)
Immunostainings of T, FOXA2 single positive cells and T/FOXA2 double positive
cells in the presence of 6uM CHIR with and without 50ng/ml FGF2 during the last 3
days. Scale bar: 50um. (I.) Digital Gene expression of axial mesoderm, mesoderm,
endoderm, pluripotency and Wnt, Nodal and FGF target genes in hiPSC and

differentiated cells at day 5 (n=1).
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Figure 3: NOTO overexpression triggers hiPSC-derived mesendoderm
progenitors differentiation towards notochordal lineage.

(A.-D.) Notochord differentiation of hiPSC-derived mesendoderm progenitors through
MRNA NOTO transfection and sustained Wnt signaling activity (A.) Graphical
diagram of the differentiation protocol. (B.) Analysis of axial mesoderm (T, FOXA2,
SHH and FOXJ1), definitive endoderm (CER1, SOX17 and SHH) and mesoderm
(MIXL1, TBX6 and FOXF1) expression in the presence of 3uM CHIR or in the
presence of 6uM CHIR (C.) by RT-gPCR (n=3). (D.) Immunostainings of T, FOXA2
single positive cells and T/FOXA2 double positive cells at day 2, day 3 and day 5.
Scale bar: 50um. (E.) Digital Gene expression of axial mesoderm, mesoderm,
endoderm, pluripotency and Wnt, Nodal and FGF target genes in hiPSC, hiPSC-
derived mesendoderm progenitors and differentiated cells at day 5 (n=1). (F.)
Analysis of FOXA2, T and NOTO physical interactions by co-immunoprecipitation
assay. Human iPSC, hiPSC-derived mesendoderm progenitors day 1 and day 2,
GFP and NOTO transfected hiPSC-derived mesendoderm progenitors at day 3 and

day 5 cultivated in the presence of 3uM CHIR and FGF2 were analyzed (n=1).

Figure 4: Wnt signaling activity but not SHH and FGF maintain stable
notochord-like cell population in culture.

(A) Graphical diagram of the differentiation protocol. (B.) Analysis of axial mesoderm
(T, FOXA2, SHH and FOXJ1), definitive endoderm (CER1, SOX17 and SHH) and
mesoderm (MIXL1, TBX6 and FOXF1) expression in the presence of 3uM CHIR
alone, 3uyM CHIR + SHH and 3uM CHIR + FGF2 by RT-gPCR (n=2). (C.)
Immunostainings of T, FOXA2 single positive cells and T/FOXA2 double positive

cells at day 2, day 3, day 5 and day 7. Scale bar: 50um.
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Figure S1: Wnt, Nodal and FGF signaling pathways induce hiPSC
differentiation towards mesendoderm lineage.

(A.) Analysis of the expression of pluripotency markers NANOG, POU5SF1 and SOX2
in hiPSC stimulated with 1, 3 and 6uM CHIR by RT-gPCR (n=2). (B.)
Immunostainings of T, FOXA2 single positive cells and T/FOXA2 double positive
cells in hiPSC stimulated with 1, 3 or 6uM CHIR at day 1. (C.) Analysis of the
expression of NODAL, PS (T, MIXL1 and EOMES) and mesendoderm (FOXA2 and
GSC) makers in hiPSC stimulated with 3, 4, 5 or 6uM CHIR by RT-gPCR (n=2). (D.)
Analysis of the expression of pluripotency markers (NANOG, POU5F1 and SOX2) in
hiPSC stimulated with 2, 5, 10ng/ml ActA+3uM CHIR for 48 h and with 2ng/ml
ActA+3uM CHIR for 24 h by RT-gPCR (n=2). (E.) Immunostainings of T, FOXA2
single positive cells and T/FOXA2 double positive cells on stimulated with 2, 5 or
10ng/ml ActA+3uM CHIR for 48 h and with 2ng/ml ActA+ 3uM CHIR for 24 h at day
1. (F.-H.) Effects of FGF signaling activation by using FGF2 on hiPSC-derived
mesendoderm progenitors. (F.) Analysis of the expression of SPRY1, NODAL, PS (T,
MIXL1 and EOMES) and mesendoderm (FOXA2 and GSC) makers in hiPSC
stimulated with 3uM CHIR and increasing doses of FGF2 (25-100ng/ml) by RT-qPCR
(n=1). (G.) Analysis of the expression of SPRY1, NODAL, PS (T, MIXL1 and
EOMES) and mesendoderm (FOXA2 and GSC) makers in hiPSC stimulated with
6pM CHIR and increasing doses of FGF2 (25-100ng/ml) by RT-gPCR (n=1). (H
Analysis of the expression of SPRY1, NODAL, PS (T, MIXL1 and EOMES) and
mesendoderm (FOXA2 and GSC) makers in hiPSC stimulated with 2ng/ml

ActA+3uM CHIR and increasing doses of FGF2 (25-100ng/ml) by RT-gPCR (n=1).
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Figure S2: Cell-type-specific response to NOTO overexpression

(A.-D.) Characterization of endoderm and mesendoderm progenitors. (A.) Graphical
diagram of the differentiation protocol. (B.) Analysis of LEF1, NODAL, mesendoderm
(FOXA2, and T), definitive endoderm (CER1, SOX17 and SHH) and mesoderm
(CER1, SOX17 and SHH) markers expression by RT-gPCR (n=6). (C.)
Immunostainings of T, FOXA2 single positive cells and T/FOXA2 double positive
cells of hiPSC-derived endoderm and mesendoderm progenitors at day 3 and
guantification by cell counting (D.). Scale bar: 100um. (E.-H.) Effect of NOTO
overexpression on endoderm and mesendoderm progenitor fate. (E). Graphical
diagram of differentiation protocol. Analysis of axial mesoderm (FOXA2, T and SHH),
definitive endoderm (CER1, SOX17 and SHH) and mesoderm (CER1, SOX17 and
SHH) markers expression in NOTO transfected hiPSC-derived endoderm (F) and
mesendoderm (G) progenitors by RT-qgPCR (n=4). (H.) Immunostainings of T/NOTO
double positive cells visualized by epifluorescence microscopy. Scale bar: 50um (I.)
Digital Gene expression of axial mesoderm, mesoderm, endoderm, pluripotency and
Wnt, Nodal and FGF target genes in hiPSC, GFP and NOTO transfected hiPSC-

derived endoderm and mesendoderm progenitors at day 3 (n=1).

Figure S3: Effects of FGF signaling activation on notochordal differentiation.
(A.) Graphical diagram of the differentiation protocol. (B.) Analysis of axial
mesoderm (T, FOXA2, SHH and FOXJ1), definitive endoderm (CER1, SOX17 and
SHH) and mesoderm (MIXL1, TBX6 and FOXF1) expression in hiPSC-derived
mesendoderm progenitors transfected with mRNA NOTO with a sustained 3uMCHIR
treatment or a sustained 6pM CHIR treatment (C.) with FGF2 (n=2). (D.)

Immunostainings of T, FOXA2 single positive cells and T/FOXA2 double positive

149



cells by hiPSC-derived mesendoderm progenitors transfected with mRNA NOTO

cultured with 3uMCHIR (D.) or 6uM CHIR (E.) with FGF2. (F.) Digital Gene

expression of axial mesendoderm, mesoderm, endoderm, pluripotency and Wnhnt,

Nodal and FGF target genes, hiPSC-derived mesendoderm progenitors and

differentiated cells at day 5.
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C- Discussion

Ces travaux pionniers dans ['établissement d'un protocole de différenciation
notochordale a partir d'iPSC humaines ont mis en évidence la complexité de générer
des cellules du lignage nceud/notochorde en reproduisant les signaux activateurs
responsables de la formation de ce lignage in vivo. En adéquation avec la littérature,
nos données ont montré que la différenciation des iPSC en présence de Activin A et
de CHIR99120 (CHIR) conduit a la formation de progéniteurs de mésendoderme
[469, 490]. Aucune donnée ne renseigne sur I'expression et le role du facteur de
transcription NOTO et des facteurs inhibiteurs CHORDIN et NOGGIN dans la
notochorde humaine. Une collaboration est actuellement en cours entre le laboratoire
INSERM UMRS791 et le Dr Brian Cox a Toronto au Canada afin de décrire
I'expression de ces facteurs dans la notochorde humaine. L’'expression de SHH dans
la notochorde humaine a été rapportée (26 et 37 jours aprés conception). En effet,
des mutations dans le géne SHH ont été identifiées et entrainent des défauts de
développement du tube neural. Ces mutations causent des holoproencéphalies,
microcéphalies, retards mentaux ou encore des défauts de développement de la face
comme des fentes palatines [553].

Au regard de limportance des facteurs Noto, Chordin, Noggin et Shh dans la
formation de la notochorde chez 'embryon de souris, le suivi de I'expression de ces
marqueurs in vitro peut guider I'établissement de protocole de différenciation des
iPSC humaines en CNT. Les nombreuses conditions croisées faisant varier les
concentrations d’ Activin A, de CHIR et de FGF2 n’ont pas permis de mettre en
évidence I'émergence d’'une population de type organisateur « EGO-MGO-nceud »,

illustré par I'absence d’expression de NOTO. Lors de la différenciation de ces
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progéniteurs en présence de CHIR seul ou associé a FGF2, I'expression de GSC
diminue dés le jour 3 indiquant que la population de progéniteurs de mésendoderme
ne s’est pas différenciée en mésoderme axial antérieur. L'expression de NOTO n’est
pas détectée dans ces conditions indiquant que ces progéniteurs de mésendoderme
ne se sont pas non plus différenciés en mésoderme axial postérieur/notochorde.
L’absence d’expression de NOTO, dans les conditions ou 45 a 80% de cellules
doubles positives FOXA2/T sont observées, suggére que son expression pourrait
étre inhibée dans ce systéme. Nous nous attendions a observer des cellules NOTO
positives dans ces conditions optimales mimant |a formation de la ligne primitive
antérieure, méme en faible pourcentage par rapport aux autres lignages. Afin de
s’affranchir d’un potentiel probléme lié a une reprogrammation incompléte des
cellules somatiques en iPSC, nous avons transposé le protocole de différenciation en
progéniteur de mésendoderme (2ng/mL d’Activin A et 3uM CHIR) aux cellules ES
(lignée H9) (données non présentées). La différenciation de ces progéniteurs a
ensuite été réalisée en présence de CHIR. Nos résultats montrent que I'expression
de NOTO n’est pas détectée dans les cellules ES différenciées. Cette expérience a
montré que les cellules ES et les iPSC ont un profil de différenciation similaire dans
ces conditions de différenciation (2ng/ml d’Activin A et 3uM CHIR pendant 2 jours
puis 3/6uM CHIR pendant 3 jours). La reprogrammation ne semble donc pas étre la
cause de lincapacité des iPSC a se différencier vers ce lignage. Au regard de
'absence d’expression des marqueurs du lignage nceud/notochorde dans nos
conditions de différenciation, nous avons testé le protocole de différentiation
notochordale publié en 2011 a partir de cellules ES murines [491]. Cette étude a
montré qu’environ 10% de CNT peuvent étre générées en inhibant les voies de

signalisation Wnt, acide rétinoique, BMP et en activant la voie FGF. Nous avons
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donc transposé ce protocole aux cellules ES humaines (lignée H9, données non
présentées). Les résultats obtenus n'ont pas montré d’engagement dans la voie
nceud/notochorde des cellules ES humaines. Plusieurs hypothéses peuvent étre
émises quant a 'absence d’expression de NOTO dans I'ensemble de ces conditions.
Un fort niveau de méthylation de 'ADN au niveau de la région de son promoteur
maintenant la chromatine trés compactée pourrait expliquer 'absence d’expression
[554]. Un ou plusieurs répresseurs de sa transcription pourraient étre également
présents sur le promoteur de NOTO. Enfin, des ARN non codants pourraient inhiber
son expression (microARN, small interfering RNA, ARN long non codant) [555].
Cependant, aucune information n’est aujourd’hui disponible sur la méthylation du
promoteur de NOTO ou sur les ARN non codants exprimés par les CNT.

L’absence de cellules NOTO positives sous l'influence de I'activation des voies de
signalisation pourrait également étre due aux conditions de culture. En effet, durant
la formation du noeud et de la notochorde, les cellules subissent des contraintes
mécaniques liées aux mouvements de migration et de convergence extension [34,
47]. L'utilisation de patrons définis (empreintes géométriques réalisées sur le fond
des puits de culture) permettrait peut-étre la différenciation des CNT sous influence
d’Activin A et de CHIR. Une étude récente rapporte en effet la différenciation en
ectoderme, mésoderme et endoderme de cellules ES humaines organisée dans
'espace grace a ces patrons [556]. Une organisation spatiale a été créée avec la
formation d’ectoderme au centre, d’'endoderme a I'extérieur et de mésoderme entre
'ectoderme et 'endoderme, rappelant la structure de 'embryon de souris au stade
gastrula. Cette technique pourrait permettre de différencier les cellules dans un

systéme in vitro plus proche de celui de I'embryon et créer des contraintes
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mécaniques potentiellement nécessaires a la formation de la notochorde.
Cependant, il est fort probable que la population générée soit hétérogene.

De plus, les CNT ne sont pas arrangées en feuillet dans I'embryon mais sont
contenues dans la gaine péri-notochordale. Ce qui implique qu’un systéme de
différenciation en 3 dimensions serait peut-étre plus efficace qu’'une différenciation
en monocouche. L'utilisation d’hydrogel de polysaccharides tels que ceux
développés au laboratoire pourrait permettre la différenciation des progéniteurs de
mésendoderme en CNT ainsi que le maintien de cette population [557]. Cette
stratégie apparait en effet particulierement prometteuse car elle permet d’envisager
de différencier les cellules iPSC en reproduisant a la fois la structure

tridimensionnelle de la gaine et sa composition riche en polysaccharides.

Un des objectifs de cette étude était d’analyser le potentiel réle du facteur de
transcription NOTO dans la différenciation notochordale chez I'homme (modéle in
vitro). Dans ce contexte, les progéniteurs de mésendoderme ont été transfectés avec
des ARN messagers codant pour NOTO pendant 3 jours. L'utilisation d’ARN
messagers evite lintégration du géne dintérét au génome et permet une
surexpression transitoire de la protéine. Dans le cas du facteur de transcription
NOTO, son expression chute aprés E12.5 chez la souris [42, 558]. L'utilisation
d’ARNm permet donc de contréler et respecter la fenétre d’expression de ce facteur.
Nos données ont démontré que I'expression de NOTO est requise pour la
différenciation des progéniteurs de mésendoderme en CNT. En effet, 'expression
des facteurs FOXA2, T, SHH, FOXJ1 et MIXL1 est augmentée dés 24h aprés
transfection de NOTO et est maintenue jusqu’au jour 5. La présence de NOTO

maintient la population double positive FOXA2/T jusqu’a 7 jours. En absence de
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NOTO, les cellules deviennent soient FOXA2 positives, soient T positives,
démontrant leur engagement dans les voies de I'endoderme et du mésoderme
respectivement. Afin de préciser le réle de NOTO dans le maintien de l'identité
« mésendoderme », des expériences de co-immunoprécipitation ont été réalisées.
Nos données montrent, que la surexpression de NOTO maintient les interactions
physiques entre FOXA2 et T, qui sont observées dans les progéniteurs de
mésendoderme. Ainsi, un des réles de NOTO pourrait étre d’assurer le maintien des
complexes FOXA2/T/NOTO, de réguler I'expression de génes spécifique de la
notochorde ou encore de prévenir la différenciation des progéniteurs de
mésendoderme en endoderme ou mésoderme. Des analyses complémentaires de
ChIP sequencing doivent étre réalisées pour confirmer cette hypothése.

Des mécanismes similaires ont été décrits notamment dans la régulation de la
pluripotence. Des interactions physiques entre NANOG, OCT4 et SOX2 créent des
boucles de rétrocontréles assurant la régulation de leur propre expression [472, 475].
Il a été également rapporté une interaction physique entre OCT4 et Forkhead box D3
(FOXD3), facteur notamment impliqué dans la régulation de I'expression de FOXA1
et FOXA2. Ce complexe protéique OCT4/FOXD3 réprime I'expression de FOXAL et
FOXAZ2 in vitro suggérant que cette interaction maintien le statut pluripotent des
cellules [559]. La diminution de I'expression de OCT4 Iéve cette inhibition et assure
'expression de FOXAL et FOXA2. Bien qu’il n’ait pas été prouvé chez 'embryon, ce
mécanisme illustre la balance entre pluripotence et différentiation régulée par des
interactions physiques entre les facteurs de transcription.

La population de CNT générée aprés 5 jours de différenciation in vitro en présence
de CHIR est stable et I'ajout de SHH ou FGF ne semble pas requis. Ces données

suggeérent que la transfection des ARNm synthétiques codant pour NOTO pendant
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72h et le maintien des cellules en présence de CHIR, reproduit les mécanismes
activés lors de la formation de la notochorde chez 'embryon.

Afin d’analyser in vivo la fonctionnalité des CNT dérivées d’iPSC, leur greffe
latéralement au niveau du tube neural dans des embryons de souris E9.5 est
envisagée. L’induction ectopique de I'expression de FoxA2 et Shh, marqueurs du
plancher du tube neural, au niveau des cellules greffées démontrerait la
fonctionnalité des CNT dérivées diPSC. La différenciation des somites en
sclérotome attesterait également leur fonctionnalité. Des greffes de notochordes et
l'injection de CNT dérivées de cellules ES murines dans des embryons de poulet ont
démontré la formation de corps vertébraux autour des notochordes greffée et la
formation d’'un second plancher du tube neural [491, 560].

Dans ce contexte, nous avons généré des ARNm codant pour NOTO couplé a la
GFP permettant a la fois de trier les cellules NOTO positives mais également de
visualiser les cellules. Nous avons généré des ARNmM bicistroniques dont la
séquence codante pour NOTO et GFP est séparée par un peptide de clivage de type
P2A [561]. Le clivage de ces peptides est réalisé par les ribosomes lors de la
traduction de ’TARNm. L’avantage majeur de I'utilisation de cette technique comparée
a l'insertion de séquences IRES (internal ribosme entry site) est leur petite taille (une
cinquantaine de nucléotides comparé a environ 500 pour un IRES) [562]. De plus,
les deux cadres de lecture NOTO et GFP sont lus par le méme ribosome produisant
une quantité de protéines synthétisées équivalente [563]. Cependant le clivage de ce
peptide ajoute une chaine de 12 a 22 acides aminés a I'extrémité C-terminale de la

premiére protéine [564].
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Figure 27 : Validation des ARNm NOTO-GFP et GFP-NOTO. (A.) Images obtenues en
microscope a épifluorescence apres transfection d’ARNm codant pour la GFP cytoplasmique (cGFP),
pour la GFP nucléaire (GFP comprenant un signal d’adressage au noyau), pour NOTO-GFP et pour
GFP-NOTO. Barre d'échelle : 200um. (B) Analyse par western blot de la production des protéines
correspondantes NOTO et GFP. La présence de protéines a 50KDa reflete un défaut de clivage du
peptide entre NOTO et GFP. (C.) Schéma de I'expérimentation de validation des ARNm NOTO-GFP
et GFP-NOTO. hiPSC : cellules souches pluripotentes induites humaines, ME : progéniteurs de
mésendoderme, NTC: cellules notochordales. (D.) Images obtenues en microscopie optique a
contraste de phase et épifluorescence. Les images des cellules transfectées avec les ARNm NOTO-
GFP et GFP-NOTO montrent une localisation nucléaire de la GFP confirmant les défauts de clivage
du peptide entre NOTO et GFP. Barre déchelle: 400um. (E.) Analyses de l'expression des
marqueurs T, FOXA2, SHH, FOXJ1, GSC, CER1, SOX17, MIXL1, TBX6 et FOXF1 par RT-gPCR. Ces
résultats montrent que la transfection des ARNm NOTO-GFP et GFP-NOTO entraine une réponse
similaire des cellules transfectées avec les ARNm NOTO, malgré une faible efficacité de clivage.
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Pour s’affranchir des éventuelles modifications de son activité transcriptionnelle,
nous avons généré des ARNm GFP-NOTO en plus des ARNm NOTO-GFP. La
caractérisation des constructions NOTO-GFP et GFP-NOTO ainsi que leur effet dans

la différenciation notochordale des iPSC est illustrée sur la Figure 27.

L’ensemble de cette étude rapporte la possibilité de générer des CNT embryonnaires
a partir d'iPSC humaines. La formation d’'un complexe protéique composé de
FOXA2, T et NOTO a été rapportée et serait a l'origine de Il'acquisition de la
signature notochordale par les progéniteurs de mésendoderme. Ainsi, I'étape de la
formation du nceud a été contournée dans ce protocole de différenciation
notochordale. Le caractére embryonnaire et non mature des CNT générées dans
cette étude rend leur utilisation en médecine régénératrice du DIV impossible pour le
moment. Cependant, grace a I'établissement de ce modeéle in vitro, nos recherches
sur les processus de maturation et différenciation de la notochorde humaine sont
donc envisageables. Ce modeéle permettra de comprendre le développement
embryonnaire du NP mais également le développement du squelette axial chez
lhomme. En effet, la co-culture de CNT embryonnaires avec des -cellules
mésenchymateuses pourrait permettre d’identifier les mécanismes moléculaires a
I'origine de la différenciation des somites, de l'ossification endochondrale vertébral et
de la différenciation des cellules mésenchymateuses en cellules de 'AF. De plus,
l'identification des facteurs sécrétés par des CNT embryonnaires et matures chez
’homme permettrait a la fois de comprendre comment est formé le NP, comment est
instauré le dialogue moléculaire et quelles sont les régulations et les réponses
cellulaires activées par ce dialogue. Enfin, grace a ce modéle, nous pouvons

également envisager de comprendre les mécanismes a l'origine de la formation des
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chordomes chez I'homme et peut-étre identifier des cibles thérapeutiques

pertinentes.
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V- Différenciation nucléopulpogénique des cellules souches
mésenchymateuses humaines

A- Rationnel de I'étude

Bien que les CNT aient un réle primordial dans I'homéostasie du NP, les NPCytes
sont considérés comme les cellules effectrices et ont une capacité de production de
MEC trés importante. Cette activité sécrétoire est a I'origine de la mise en place de la
MEC du NP adaptée a la gestion des contraintes mécaniques. Ainsi, pouvoir
disposer de ce second type cellulaire apparait pertinent pour la restauration du
dialogue moléculaire et la régénérescence du NP. Bien que des études cliniques
aient déja utilisé des NPCytes provenant de disques herniés, les capacités de ces
cellules a restaurer la fonction du NP n’a pas été rapportée [417, 418]. Le faible
nombre de NPCytes isolé a partir de ces disques herniés nécessite une phase
d’amplification in vitro qui entraine leur dédifférenciation en fibroblastes [420, 424].
De plus, la capacité de prolifération des NPCytes est faible [565]. Dans ces études
cliniques, le phénotype des cellules du NP amplifiées in vitro n’a par ailleurs pas été
caractérisé. Nous n’avons donc aucune certitude quant au phénotype des cellules
injectées et donc quant au potentiel régénérateur de celles-ci.

La différenciation des cellules souches/stromales en NPCytes (différenciation
nucléopulpogénique) apparait donc la stratégie la plus adaptée afin de produire des
cellules régénératrices du NP. En effet, Les cellules souches/stromales
mésenchymateuses présentent une grande capacité de différenciation et leur
utilisation est d’ores et déja rapportée dans des études cliniques, ce qui en fait des

cellules candidates idéales pour la production de NPCytes.
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Tableau IV: Marqueurs connus exprimés par les cellules notochordales
matures, les nucléopulpocytes et les chondrocytes articulaires sains chez
’lhomme. + : marqueur exprimé, - : marqueur non exprime, @&: absence de distinction
entre les CNT et les NPCytes lors des analyses transcriptomiques ND : non
déterminé dans la littérature. L'expression de T n’a jamais été formellement
démontrée dans les CNT matures chez 'homme. Mais I'expression de T dans les
CNT animales et dans les chordomes humains suggerent une expression maintenue
de T apres la naissance chez ’homme.

CNT Chondrocytes
NPCytes Références
Articulaires

CTGF [567, 568]

SOX9 [7, 566, 570, 571]

PAX1 @ + - 7]

OVOS2
GLUT1 [573, 574]

ACAN/ COL2A1 [575, 576]

[581]

Matrice

extracellulaire

PRG4
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Alors que les études préliminaires de différenciation nucléopulpogénique ont été
réalisées a partir de CSM de moelle osseuse [513, 514], nous nous sommes tournés
vers ['utilisation de cellules stromales adipeuses (CSA) pour générer les NPCytes.
Ce choix repose sur le nombre de cellules souches environ 100 fois plus important
dans le tissu adipeux que dans la moelle osseuse, sur la non-invasivité du
prélevement ainsi que sur leur faible propension a se différencier en cellules
hypertrophiques [505, 506]. De par la similarité entre les chondrocytes articulaires et
les NPCytes, la différenciation des CSA dans les voies chondrogénique et
nucléopulpogénique n’est pas simple a discriminer. Cependant, grace aux études
portant sur la définition des marqueurs spécifiques des NPCytes humains, nous
disposons aujourd’hui d’un panel de marqueurs spécifiques, permettant de
discriminer les différenciations chondrogénique et nucléopulpogénique a partir de
cellules souches/stromales mésenchymateuses. En revanche, la séparation des CNT
matures et NPCytes préalablement aux analyses transcriptomiques n’a pas été
réalisée dans ces études. |l est donc difficile dans certains cas d’étre formel sur
'expression des marqueurs uniquement par les NPCytes ou partagée avec les CNT
matures. L’ensemble des marqueurs discriminant les cellules du NP humaines (CNT
matures et NPCytes) et les chondrocytes articulaires humains est résumé dans le
Tableau IV.

La définition des modalités de différenciation des CSA en NPCytes ne repose pas
sur les mécanismes décrits chez 'embryon mais sur les propriétés des CSM a se
différencier en cellules capables de sécréter de I'agrécane et du collagéne de type |l
(cellules chondrogéniques). L'utilisation du TGF-B1 et I'application d'une faible
tension en oxygene (5% d’oxygene) lors de la différenciation de CSA a été

démontrée indispensable a leur différenciation en cellules exprimant et produisant de
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'agrécane et du collagéne de type Il [582-584]. Cette activité de synthése étant
commune aux chondrocytes et aux NPCytes, I'analyse de marqueurs spécifiques du
NP est essentielle pour discriminer la différenciation chondrogénique de la
différenciation nucléopulpogénique. Basés sur une analyse de la littérature, nous
avons considéré I'expression des marqueurs PAX1, OVOS2 et CD24 pour analyser
la différenciation nucléopulpogénique des CSA. Nous avons également analysé
'expression des marqueurs COL2A1 et ACAN, communs aux chondrocytes et aux
NPCytes. En effet, ce sont les seuls marqueurs indiquant la potentielle fonction des
cellules générées. La protéine CA12 étant impliquée dans la réaction de production
de bicarbonate a partir de dioxyde de carbone [585], son expression peut étre
affectée par des modifications de la tension en oxygéne au cours de la
différenciation, sans refléter 'engagement des cellules dans la voie d’intérét. Nous
n‘avons pas, par ailleurs, analysé I'expression des marqueurs partagés par les
chondrocytes articulaires et les NPCytes (PRG4, CDH2, SOX9 et GLUT1).

Afin de différencier les CSA humaines dans la voie nucléopulpogénique, nous nous
sommes tournés vers l'utilisation du facteur TGF-B1 compte tenu de son effet
inducteur de I'expression de COL2A1 et ACAN a partir des CSA humaines, et sur
celle du facteur GDF5. En effet, les effets positifs du GDF5 observés sur 'activité
anabolique des cellules du NP [289, 343, 586] ainsi que les études rapportant
l'expression de KRT19, CAl2 et FOXF1 par les CSM de moelle osseuse
différenciées en présence de GDF5 [513, 514] suggérent que ce facteur pourrait
avoir un effet positif sur la différenciation des CSA en NPCytes. De plus, I'utilisation
du GDF5 dans des études cliniques pour restaurer la fonction du NP renforce cette

hypothése de travail.
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Compte tenu de I'ensemble de ces données, nous avons investigué et caractérisé
les effets du TGF-B1 et du GDF5 dans la différenciation nucléopulpogénique des
CSA. L’ensemble des données a fait I'objet d’'une publication dans le journal Stem
Cells. Article IV GDF5 and TGF-B1 act synergistically to drive the differentiation
of human adipose stromal cells towards nucleus pulposus-like cells.

P. Colombier, J. Clouet, C. Boyer, M. Ruel, G. Bonin, J. Lesoeur, A. Moreau, BH.

Fellah, L. Lescaudron, A. Camus, J. Guicheux. Stem cells
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B- Article IV

ARTICLE IV :

GDF5 and TGF-B1 act synergistically to drive the differentiation
human adipose stromal cells towards nucleus pulposus-like cells.

Colombier P, Clouet J, Boyer C, Ruel M, Bonin G, Lesoeur J, Moreau A, Fellah
BH, Lescaudron L, Camus A, Guicheux J.

Stem cells, 2015

Résumé :

La dégénérescence discale affecte précocement la partie centrale du disque
intervertébral (DV) appelée le Nucleus pulposus (NP). La dégénérescence discale
est a l'origine de 40% des lombalgies et est caractérisée par une disparation des
cellules résidentes. Ainsi, supplémenter le NP en cellules régénératrices semble étre
une stratégie thérapeutique prometteuse et représente a I'heure actuelle un réel défi.
Les objectifs de cette étude ont été de développer et d’évaluer l'efficacité d’un
protocole de différenciation basé sur l'utilisation de facteurs de croissance sur
'engagement des cellules stromales adipeuses humaines (CSA) dans la voie
nucléopulpogénique. De plus, I'implication des voies de signalisation Smad a été
étudiée. Nous avons démontré dans cette étude que les facteurs TGF-B1 et GDF5
agissent de fagon synergique pour la différenciation nucléopulpogénique des CSA
humaines. La comparaison des profils d’expression des cellules générées a partir de
CSA humaines avec des cellules de NP humaines saines a démontré la spécificité
de I'engagement des CSA dans la voie nucléopulpogénique. De plus, ces cellules
sécrétent une matrice extracellulaire riche en agrécane et en collagéne de type II,
comparable aux cellules natives. Nous avons également démontré que ces cellules
survivent, maintiennent leur phénotype spécialisé ainsi que leur activité sécrétoire
apres transplantation sous cutanée chez des souris nude. Enfin, nous avons
démontré que l'activation de la voie Smad2/3 contréle I'acquisition de l'identité de
type « NP » tandis que la voie Smad1/5/8 est impliquée dans I'acquisition de la
morphologie semblable aux NPCytes natifs. Ces avancées offrent de nouvelles
perspectives pour la médecine régénératrice du DIV basée sur la restauration des

fonctions NP.
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ORIGINAL RESEARCH

TGF-f1 and GDF5 Act Synergistically to Drive the
Differentiation of Human Adipose Stromal Cells
toward Nucleus Pulposus-like Cells

ab.cd ceoile Bover,»® MAEVA RUEL,™P GAELLE BoNIN, >

a,b,h

PAULINE COLOMBIER,a’b JOHANN CLOUET,
JuLIE LESOEUR,a’b ANNE MOREAU,e’f BORHANE-HAKIM FELLAH,a’b’g PIERRE WEISS,
LAURENT LESCAUDRON,™?' ANNE CAMUS,™P JEROME GuicHEUX®*!

Key Words. Intervertebral disc « Regenerative medicine ¢ Stem cells ¢« Smad-driven nucleopulpo-
genic differentiation

ABSTRACT

Degenerative disc disease (DDD) primarily affects the central part of the intervertebral disc
namely the nucleus pulposus (NP). DDD explains about 40% of low back pain and is character-
ized by massive cellular alterations that ultimately result in the disappearance of resident NP
cells. Thus, repopulating the NP with regenerative cells is a promising therapeutic approach and
remains a great challenge. The objectives of this study were to evaluate the potential of growth
factor-driven protocols to commit human adipose stromal cells (hASCs) toward NP-like cell phe-
notype and the involvement of Smad proteins in this differentiation process. Here, we demon-
strate that the transforming growth factor-p1 and the growth differentiation factor 5
synergistically drive the nucleopulpogenic differentiation process. The commitment of the hASCs
was robust and highly specific as attested by the expression of NP-related genes characteristic
of young healthy human NP cells. In addition, the engineered NP-like cells secreted an abundant
aggrecan and type Il collagen rich extracellular matrix comparable with that of native NP. Fur-
thermore, we demonstrate that these in vitro engineered cells survived, maintained their speci-
alized phenotype and secretory activity after in vivo transplantation in nude mice subcutis.
Finally, we provide evidence suggesting that the Smad 2/3 pathway mainly governed the acqui-
sition of the NP cell molecular identity while the Smad1/5/8 pathway controlled the NP cell
morphology. This study offers valuable insights for the development of biologically-inspired
treatments for DDD by generating adapted and exhaustively characterized autologous regenera-
tive cells. STEM CELLS 2015; 00:000—000

SIGNIFICANCE STATEMENT

In the present manuscript, we investigated whether human adipose stromal cells (hASCs) can
be a clinically relevant source of stem cells for the generation of phenotypically stable and bio-
logically active NPCyte-like cells. We successfully generated NPCyte-like cells from hASCs using
a reproducible, robust and accurate growth factor-based induction protocol. We also demon-
strated by experimental organogenesis in nude mice subcutis, that NPCyte-like cells seeded in
an instructive hydrogel survived, maintained their specialized phenotype and presented secre-
tory activities in vivo. In addition to highlighting the robustness and reproducibility of our pro-
tocol, we also document the temporal role of Smad pathways towards NP commitment by
using specific chemical inhibitors. These data strengthen the specificity of the NP cell commit-
ment by demonstrating new insights into the role of Smad proteins.

notochord cells (NTCs) and nucleopulpocytes

INTRODUCTION

The nucleus pulposus (NP) is the central part
of the intervertebral disc (IVD) and plays a key
role in the management of biomechanical
overload of the spine. Recent lineage tracing
studies in the mouse have shown that NP cells
are derived from the embryonic notochord [1,
2]. At birth, two cell types populate the NP:

STEM CELLS 2015;00:00-00 www.StemCells.com

(NPCytes). A natural growth and maturation
process occurs during childhood that is marked
by the progressive depletion of NTCs. This dis-
appearance of NTCs is concomitant with the
appearance of the resident mature NPCytes [3,
4]. The NPCyte phenotype has been elucidated
and a comprehensive molecular signature
including PAX1, OVO0S2, CD24, CA12, ACAN,
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and COL2A1 markers has been provided to accurately distin-
guish the human NPCyte phenotype from that of articular
chondrocytes [5]. The NPCytes are considered the executive
cells of the NP responsible for the production of a highly
hydrated extracellular matrix (ECM). This ECM is mainly com-
posed of type Il collagen and aggrecan, a proteoglycan with
numerous chains of anchored sulfated glycosaminoglycans
(sGAG). With aging, NPCytes progressively become less prolif-
erative, more subject to apoptotic cell death and less prompt
to produce ECM [6, 7]. This alteration of NPCytes survival and
activity is considered one of the primary events that initiate
an irreversible degenerative cascade in the NP ultimately lead-
ing to the loss of IVD biomechanical properties. This degener-
ative cascade is marked by the production of inflammatory
cytokines by NPCytes that enhances ECM-degrading enzyme
activity [8-10]. This degenerative disc disease (DDD) is recog-
nized as being the first cause of low back pain (LBP), which
triggers major disabilities worldwide [11]. Current treatments
of discogenic LBP are only symptomatic and do not address
etiological issues. The recent improvement of our fundamental
knowledge on IVD degeneration, however, enables us to
develop biologically inspired therapies to address DDD earlier
in the degenerative cascade. In this context, the supplementa-
tion of the NP with regenerative cells has already been inves-
tigated. Clinical studies with intradiscal injections of
undifferentiated autologous bone marrow-derived mesenchy-
mal stromal cells (BM-MSCs) have revealed benefits for both
pain relief and IVD hydration [12-14]. In vitro cell commit-
ment before transplantation has thereafter been proposed to
improve stem cell regenerative potential. Among the relevant
strategies, one may reside in the development of a safe
growth factor-driven differentiation protocol to produce
regenerative NPCyte-like cells. BM-MSCs have been widely
contemplated for the regeneration of skeletal tissues [15]. In
contrast, only a limited number of studies have examined the
use of BM-MSCs to generate NPCyte-like cells [16, 17]. Adi-
pose tissue is an accessible source of multipotent stromal
cells that can differentiate into a wide range of cell types
[18-20]. Results from two independent studies have sug-
gested that human adipose stromal cells (hASCs) could be
more suitable than BM-MSCs to generate NPCyte-like cells [5,
21]. To address the clinical issue of disc degeneration, the
development of a reproducible protocol that differentiates
hASCs toward cells with a defined NPCyte identity and biolog-
ical activity remains however a prerequisite.

Analysis of transforming growth factor i (TGF-f}) receptor
Il knockout mice has highlighted that this signaling pathway
plays a role in the development of IVD [22]. TGF-ff1 has also
been shown to stimulate the anabolic activities of human
NPCytes by up-regulating the expression of COL2A1 and ACAN
genes [23]. In addition, TGF-f/1 has been shown to trigger the
expression of ACAN and COL2A1 by hASCs in vitro upon low
oxygen concentration [24, 25]. The growth differentiation fac-
tor 5 (GDF5) belongs to the bone morphogenetic protein
(BMP) family of the TGF-f superfamily and has been shown
to be involved in IVD growth and homeostasis [26, 27]. It has
also been demonstrated that GDF5 is expressed in human NP
cells (hNP cells) and stimulates their anabolic activities by
increasing type Il collagen and aggrecan synthesis [28]. In
addition, two clinical trials investigating the therapeutic effect
of a single intradiscal injection of GDF5 are currently ongoing

©AlphaMed Press 2015

(https://clinicaltrials.gov, cases NCT01182337 and
NCT01124006). Finally, two studies have suggested a potential
effect of GDF5 in the differentiation of BM-MSCs toward the
NP cell lineage [16, 17]. Considering the respective role of the
growth factors TGF-1 and GDF5 in IVD biology and in human
MSC differentiation, we postulate that they could coopera-
tively support the generation of NPCytes-like cells from hASC.
Thus, the first goal of this study was to examine the effects
of the combination of TGF-1 and GDF5 factors on the hASC
fate decision and nucleopulpogenic differentiation. Second,
we addressed the in vivo biological activity of the engineered
NPCytes by assessing their behavior after transplantation in
nude mice subcutis. Finally, we aimed to gain new insights
into the differentiation mechanisms by deciphering the
respective role of Smad2/3-mediated TGF-fi1 and Smad1/5/8-
mediated GDFS5 signaling.

MATERIALS AND METHODS

In Vitro Experiments

hASC Isolation and Culture. hASCs were isolated from lip-
oaspirates obtained from nine different patients (aged 26—67
years with an average body mass index of 25.7 = 1.33) who
had given their informed consent. Lipoaspirates were treated
as described previously [29, 30] and the phenotype of col-
lected cells was characterized at passage 2 by flow cytometry
using anti-CD105, -CD73, -CD90, -CD45, and -CD34 antibodies.
Cells were positive for CD105, -73, and -90 and negative for
CD34 and -45 as previously reported [30]. For all the subse-
quent experiments, hASCs were used at passage 2.

Human NP Cells Isolation. Native hNP cells were isolated
from four healthy NPs of a 12-years-old patient. Briefly, NP
tissue was dissected and enzymatically digested by hyaluroni-
dase (0.05%, H4272, Sigma-Aldrich/Saint-Louis/Missouri/www.
sigmaaldrich.com) at 37°C for 15 minutes, then by trypsin
(0.2%, T9935, Sigma-Aldrich) for 30 minutes and by type II
collagenase (0.2%, C5138, Sigma-Aldrich) for 1 hour as previ-
ously reported [31]. Isolated cells were immediately homoge-
nized in lysis buffer before total RNA isolation.

hASC Differentiation. For hASC differentiation, 5 X 10° cells
were seeded in 15ml polypropylene tubes, centrifuged at
250g for 5 minutes and placed in a humid chamber at 37°C
with 21% O, for 48 hours in the presence of amplification
medium composed of Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) supplemented with 10% foetal calf serum (FCS) and
1% Penicillin/Streptomycin (P/S). After 48 hours, hASC pellets
were formed and immediately lysed or fixed for reverse tran-
scriptase quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR)
and histological analyses (day O condition), respectively, or
cultivated without FCS upon 5% oxygen concentration during
the indicated differentiation times. Distinct experimental con-
ditions were examined. The control group was cultivated in
the presence of a basic medium (BM) composed of DMEM
supplemented in 1% P/S, sodium L-ascorbate (50nM,
A4034, Sigma-Aldrich), and human insulin-transferrin-sodium
selenite  (6.25pg/ml, 6.25ug/ml, 6.25ng/ml, 11884-1VL,
Sigma-Aldrich). For the BM TGF-fi1 condition, the BM was
supplemented with recombinant human TGF-f1 (10ng/ml,
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100-21, Peprotech/Rocky Hill/New Jersey/www.peprotech.
com), while in the BM GDF5 condition, the BM was supple-
mented with recombinant human GDF5 (100 ng/ml, 120-01,
Peprotech). The BM TGF-$1+GDF5 medium was composed of
BM supplemented with both growth factors at the same con-
centration. The latter conditions were also supplemented with
dexamethasone (DEX; 1078 M, D4902, Sigma-Aldrich) and
referred to as chondrogenic medium (CHM) for BM TGF-f1
DEX or nucleopulpogenic medium (NPM) for BM TGF-
p1+GDF5 DEX. For the inhibition of Smad2/3 and Smad1/5/8
phosphorylation, hASCs were cultivated in the NPM supple-
mented with SB505124 or dorsomorphin (5uM, S4696 and
P5499, respectively, Sigma-Aldrich). SB505124 blocks the
kinase domains of ALK4, -5, and -7, thereby preventing
Smad2/3 phosphorylation and dorsomorphin blocks the kinase
domains of ALK1,-2, -3, and -6, thereby preventing Smad1/5/8
phosphorylation.

Gene Expression Analyses. Ten pellets (5X 10° cells/pellet)
per condition were homogenized in lysis buffer and total RNA
was prepared using the Nucleospin RNA isolation kit (Macherey
Nagel/Hoerdt/France/www.mn-net.com). Five hundred nano-
grams of total RNA were retrotranscribed (SuperScript Il First-
Strand Synthesis System for RT-PCR, Life Technologies/Carlsbad/
California/www.lifetechnologies.com). PCR analysis of the target
genes was performed on 15ng of cDNA using TagMan gene
expression assays and on 2ng of cDNA using custom TagMan
low-density arrays (Applied Biosystems/Foster City/California/
www.appliedbiosystems.com). NCBI reference sequences and
TagMan references of the analyzed genes are summarized in
the Supporting Information Table 1. Relative quantification was
determined using the Livak method (RQ=2"22%) and repre-
sented using a base 2 logarithm. For the assessment of the
specificity of the chondrogenic and nucleopulpogenic commit-
ment (Fig. 4), the level of gene expression was quantified using
the Livak method (RQ=2""*%9 with AACq = ACqcum or NPM-
ACqggy) and represented using a base 10 logarithm. Peptidyl-
prolyl Isomerase A (PPIA) gene was used as an internal
reference for normalization.

Histology and Immunohistochemistry. Alcian blue staining
was performed on whole pellets by incubating them overnight
with alcian blue (0.1%, Sigma-Aldrich) in HCI (0.1 M, Sigma-
Aldrich). Pellets were considered as spheres, and their volume
was calculated using the following formula: volume = 4/3nr
with r = radius of pellet.

Pellets of cultured hASCs, explants collected from nude
mice subcutis or the NP of a 11-year-old patient were fixed
with 4% paraformaldehyde in phosphate buffer saline (PBS,
Life Technologies). Four micrometer paraffin sections of pel-
lets and explants were prepared and stained with alcian blue
and Masson’s trichrome, as described previously [32]. For
each patient, alcian blue stained surface was quantified by
using Fiji software over four areas per pellet for a total sur-
face equivalent of 0.8 mm?. Cellular density was determined
by counting counterstained nuclei over two areas per pellet
for a total surface equivalent of 0.4 mm?.

Immunohistochemical reactions against type Il collagen
and aggrecan were conducted as previously published [30]. In
the immunochemical reactions, antigen retrievals were per-
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formed using 0.01 M citrate buffer for 20 minutes at 95 °C for
OVOSTATIN 2 and PAX1, 1mM EDTA pH9.0 for 20 minutes at
95°C for CD24, and 0.01 M citrate buffer for 2 hours at room
temperature for P-Smad2, P-Smad1/5/8. Sections were then
incubated overnight at 4 °C with primary antibodies for OVOS-
TATIN 2 (1:400 dilution, Ab110548, Abcam/Cambridge/United
Kingdom/www.abcam.com), PAX1 (1:300 dilution, NBP1-
19767, Novus Biologicals/Littleton/Colorado/www.novusbio.
com), P-Smad2 (1:200 dilution, 3101, Cell Signaling Technol-
ogy/Danvers/Massachusetts/www.cellsignal.com), P-Smad1/5/
8 (1:200 dilution, 9511, Cell Signaling Technology), and CD24
(1:20 dilution, LS-C87659, LSbio/Seattle/Washington/www.
Isbio.com). Biotinylated goat anti-rabbit and goat anti-mouse
secondary antibodies (1:300 dilution, E0432 and E0433
respectively, Dako/Les Ulis/France/www.dako.com) were used.
Staining was performed using a diaminobenzidine chromogen.
For each differentiation condition, the positive P-Smad2 and
P-Smad1/5/8 staining fraction was calculated over two areas
per pellet for a total surface equivalent of 0.4mm? per
patient.

Western Blotting. Confluent hASCs were placed in a humid
chamber at 37°C with 21% O, for 12 hours in the presence
of DMEM supplemented in 1% P/S and 0.5% fetal bovine
serum and then stimulated with TGF-fi1 (10ng/ml) or GDF5
(100 ng/ml) alone or in combination. As positive controls,
hASCs were stimulated during 30 minutes with BMP2
(100 ng/ml, PHC7145, Invitrogen/Carlsbad/California/www.
thermofisher.com) for P-Smad1/5/8, 2 hours with Activin A
(100 ng/ml, 120-14, Peprotech) for P-Smad2, 30 minutes with
inorganic phosphate (10 mM) for P-Erk and UV treatment for
P-p38 and P-jnk. Following stimulation with either reagent,
cells were lysed by adding RIPA buffer (50 mM TrisHCI pH8,
150mM NaCl, 1% NP40, 0.5% C,sH300;Na, and 0.1%
CHs5(CH,),,0S03Na) supplemented with protease and phos-
phatase inhibitor cocktails (Sigma-Aldrich). Thirty micrograms
of total proteins were resolved in PROTEAN TGX polyacryl-
amide gels and proteins were transferred to a PVDF mem-
brane (Biorad/Hercules/California/www.bio-rad.com). Primary
antibodies for P-Smad2, P-Smad1/5/8, P-Erk P-p38, and P-jnk
(1:1,000 dilution, 9511, 3101, 9101, 9211, and 9251, respec-
tively, Cell Signaling Technology) were detected using goat
anti-rabbit HRP-conjugated secondary antibodies (1:2,000 dilu-
tion, 7074, Cell Signaling Technology). Primary antibodies for
f-Actin (1:5,000 dilution, A5316, Sigma-Aldrich) were detected
using goat anti-mouse HR-conjugated secondary antibodies
(1:80,000 dilution, A9917, Sigma-Aldrich). The blots were
visualized by enhanced chemiluminescence development using
the ChemiDoc MP System (Biorad).

Statistical Analyses. Data are represented by compiling the
results for each patient. Statistical significance was assessed
by the non-parametric Kruskal-Wallis test. Significance was
determined with a p-value <0.05. The high number of param-
eters (n = 3) and the low number of patient (n = 3) prevented
us to perform statistical analysis for NPCytes marker expres-
sion study (Fig. 2) and for the P-Smad quantification analysis
(Fig. 6).
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In Vivo Experiments

Mice. In vivo transplantations were performed using female
nude mice at 5 weeks of age. The animal experiments were
approved by the European Community guidelines for the
care, accommodation, and use of laboratory animals
(01310.02).

Preparation of Si-HMPC. Silanized hydroxypropylmethylcellu-
lose (Si-HPMC) powder was synthesized by grafting 14.24%
GPTMS onto E4M-Methocel (Dow Chemical Compagny sup-
plied by Colorcon/Dartford/United Kingdom/www.colorcon.
com) in heterogeneous process as described previously [33].
Si-HPMC powder (3% w/v) was solubilized in 0.2M NaOH
under constant stirring for 48 hours. To allow the formation
of a reticulated hydrogel, the solution was mixed with 0.5 vol-
ume of 0.26 M HEPES buffer. The final product was a viscous
liquid at pH7.4, which allowed cell incorporation. Cell/Si-
HPMC hydrogel mixture cross-linking occurred within 30
minutes, as described previously [34].

NPCytes-Like Cell Isolation. After 21 days of differentiation,
hASCs pellets were rinsed with PBS before enzymatic diges-
tion with the crude type 1A collagenase (0.5mg/ml) for 1.5
hours at 37°C under gentle agitation. The digest product was
filtered through a 70-um nylon mesh filter and then centri-
fuged at 250g for 5 minutes. A total of 2 X 10° cells were col-
lected in 20 pl of PBS.

Cell/Si-HPMC Hydrogel Mixture Transplantation. General
anesthesia was obtained in an induction chamber with iso-
flurane (2%) delivered in O, and prolonged through an indi-
vidual mask. Cells were mixed with Si-HMPC at 4 X 10° cells
per milliliter and two subcutaneous injections (250 pl) were
performed on the lateral back of the mice. A group of five
animals was used for the BM condition and two groups of
eight animals were used for the CHM and NPM conditions.
After 6 weeks of implantation, mice were euthanized by an
overdose of CO,. Implants were collected and histology and
immunohistochemistry analysis were performed as described
above.

RESULTS

TGF-f1 and GDF5 Combination for the
Nucleopulpogenic Differentiation of hASCs

To address whether a combination of TGF-fi1 and GDF5 favors
the nucleopulpogenic differentiation of hASCs, we compared
the ability of ASCs isolated from two patients to differentiate
in the presence of defined culture media. After 28 days of dif-
ferentiation in 5% oxygen concentration, the presence of
SGAG was analyzed in hASC pellets obtained in distinct media.
Basic medium (BM) composed of sodium I-ascorbate and
human insulin-transferrin-sodium selenite did not induce
sGAG production by hASCs. The results also showed that the
culture of hASCs in BM enriched with TGF-f1 or with GDF5
alone or in combination induced a slight sGAG synthesis. DEX
is a glucocorticoid that is known to promote the growth
factor-induced chondrogenesis of MSCs in vitro [35]. Its
potential effect on nucleopulpogenic differentiation of hASCs
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was analyzed. hASCs cultivated in the BM enriched with
either TGF-f1 or GDF5 alone, supplemented or not with DEX,
produced a comparable level of sGAG. In contrast, pellets of
hASCs cultivated in the presence of the BM containing both
TGF-fi1 and GDF5 and supplemented with DEX produced the
highest amount of sGAG. A strong peripheral sGAG accumula-
tion was observed in these hASC pellets after 28 days of dif-
ferentiation (Fig. 1A).

These observations were confirmed on hASC pellet sec-
tions stained with alcian blue (Fig. 1B). The combination of
both TGF-fi1 and GDFS5 in the presence of DEX directed hASC
differentiation toward highly sGAG secreting cells. In addition,
we noted an obvious change in cell morphology in this condi-
tion (Fig. 1B). Cells were large and anchored within a
capsule.

To decipher the effect of TGF-1 and GDF5 on hASCs dif-
ferentiation, cells from two patients were then cultured in
four different conditions including BM, BM TGF-f/1 DEX, BM
GDF5 DEX, and BM TGF-f1+GDF5 DEX. In addition to the
quantification of sGAG accumulation, we monitored the
expression of specific NPCyte transcripts including CD24,
0OV0S2, and PAX1 (Fig. 1C, 1D). The quantification of the
alcian blue staining in the BM or in the BM GDF5 DEX condi-
tion revealed that less than 0.01mm? of pellet section was
alcian blue positive (Fig. 1C). In addition, low levels of
NPCyte-related transcripts were detected in both conditions
(Fig. 1D). In the BM TGF-f1 DEX condition, the quantification
of sGAG accumulation showed that 0.025 mm? of pellet sec-
tion was stained with alcian blue. An increased expression of
the two chondrogenic markers COL2A1 and ACAN was
observed as previously reported [32]. The expression of CD24
transcript was also induced. In contrast, in the BM TGF-
p1+GDF5 DEX condition, the quantification revealed that
0.045mm? of pellet section was stained. Moreover, the
expression of the five NPCyte-related markers was strongly
increased. These results clearly indicated a synergistic effect
of the combination of TGF-1 and GDF5 on hASCs nucleopul-
pogenic differentiation.

According to this first set of experiments, this differentia-
tion medium will hereafter be referred to as nucleopulpogenic
medium (NPM) for all the subsequent experiments and com-
pared with the BM enriched with TGF-f1 and DEX referred to
as standard CHM.

To further distinguish and characterize the nucleopulpo-
genic differentiation of hASCs, a time course analysis of the
differentiation of hASCs was thus performed in the three
conditions: BM, CHM and NPM (Fig. 2). The culture of hASCs
in the BM did not show sGAG synthesis and the level of
NPCyte-related transcripts remained comparable with DO (Fig.
2A, 2B). In the CHM condition, the differentiating cells pro-
duced a substantial level of sGAG from day 14 accompanied
with the increased expression of ACAN (at day 7) and
COL2A1 (at day 14). Differentiated cells exhibited the previ-
ously described cell morphology from day 21. It was also
noted that CD24 and OVOS2 transcripts were induced from
day 14, whereas PAX1 expression was stable. Interestingly, in
the NPM condition, sGAG synthesis was detected as early as
day 7 and a high accumulation was observed from day 14. In
addition, differentiating cells expressed high levels of ACAN,
COL2A1, CD24, and OVOS2 from day 14 and PAX1 from day
21. Together these results demonstrated that the culture of
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Figure 1. Human adipose stromal cell (hASC) differentiation in various combinations of transforming growth factor-f1 (TGF-f51), growth
differentiation factor 5 (GDF5), and dexamethasone (DEX). hASCs derived from patients 1 and 2 were cultivated in the presence of the
basic medium enriched with TGF-/1, GDF5, and DEX (one representative patient) for 28 days. (A): Whole pellets were stained with
alcian blue. Black arrowheads indicate the peripheral crown of hASC pellets cultivated with TGF-f1, GDF5, and DEX. Scale bar = 1 mm.
(B): Pellets were histologically prepared and sectioned for alcian blue staining. Scale bar = 100 pm. hASCs derived from patients 2 and 3
were cultivated in the presence of the BM, the BM TGF-fi1 DEX, BM GDF5 DEX, and the BM TGF-1+GDF5 DEX for 28 days. (C): The
surface stained for alcian blue was quantified in hASCs pellets. (D): The expression of ACAN, COL2A1, CD24, OVOS2, and PAX1 was ana-
lyzed by reverse transcriptase quantitative polymerase chain reaction. Black crosses on the x-axis represent a Cq value >38 cycles.
Abbreviations: BM, basic medium; DEX, dexamethasone; GAG, glycosaminoglycan; GDF5, growth differentiation factor 5; TGF-f1, trans-
forming growth factor-f1.
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Figure 2. Time course analysis of the chondrogenic and nucleopulpogenic differentiation of human adipose stromal cells (hASCs). hASC
pellets from patients 2, 3, and 4 were cultivated in the presence of basic medium, chondrogenic medium, and nucleopulpogenic
medium for the times indicated. (A): Pellets were histologically prepared and sectioned for alcian blue staining. Scale bar = 100 pm. (B):
The expression of ACAN, COL2A1, CD24, OVOS2, and PAX1 was analyzed using the Tagman low-density array. Abbreviations: BM, basic
medium; CHM, chondrogenic medium; NPM, nucleopulpogenic medium; TO, time of pellet formation.

hASCs in the NPM condition induced a cell differentiation
process distinguishable from the chondrogenic condition.

Reproducible and Specific Generation of NP-Like Cells
from hASCs

To further characterize the robustness of nucleopulpogenic
differentiation, we analyzed the reproducibility and the speci-
ficity of the nucleopulpogenic differentiation protocol. hASCs
from patient 4, 5, 6, and 7 were cultivated for 28 days in the
presence of the BM, CHM, and NPM (Fig. 3). We observed
that the culture of hASCs in the presence of BM did not

©AlphaMed Press 2015

induce the expression of ACAN, COL2A1, CD24, OV0OS2, and
PAX1, while the expression of ACAN and COL2A1 was signifi-
cantly increased in the CHM condition. A significant increase
in CD24 expression was also noted in the CHM condition, as
recently reported [36]. Confirming the results obtained with
the first patients, hASCs cultivated in the NPM condition
expressed significantly higher levels of ACAN, COL2A1, CD24,
0OVO0S2, and PAX1 transcripts even though inter-individual vari-
ability was found (Fig. 3A). Interestingly, the level of NPCytes-
related markers expression in hASCs cultivated in the NPM
condition was found similar to the expression levels measured
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Figure 3. Reproducibility of the nucleopulpogenic differentiation of human adipose stromal cells (hASCs). hASC pellets from patients 4,
5, 6, and 7 were cultivated in the presence of basic medium (hASC-BM), chondrogenic medium (hASC-CHM), and nucleopulpogenic
medium (hASC-NPM) for 28 days. (A): The expression of ACAN, COL2A1, CD24, OVOS2, and PAX1 was analyzed in the three hASC-
cultivated conditions and in native human nucleus pulposus cells (represented by a red circle) using the Tagman low-density array. *,
p <0.05 versus BM and **, p <0.01 versus BM. Relative expression was represented when Cq value < 38 cycles. (B): The volume of the
BM-, CHM-, and NPM-derived hASC pellets was measured. **, p <0.01 versus BM. (C): The cell density was measured in BM-, CHM-,
and NPM-derived hASC pellets. *, p <0.05 versus BM. (D): Pellets were histologically prepared, stained with alcian blue, and immuno-
stained for aggrecan, type Il collagen, CD24, OVOSTATIN 2, and PAX1. Scale bar = 100 um. Abbreviations: BM, basic medium; CHM, chon-
drogenic medium; hASC, human adipose stromal cell; hNP, human nucleus pulposus; NPM, nucleopulpogenic medium.

in native hNP cells isolated from healthy hNPs. hASC pellets the NPM condition compared with the BM (Fig. 3C). High
cultivated with NPM were 10 times larger than pellets culti- ECM accumulation likely accounts for the increase in pellet
vated in the BM (Fig. 3B), while cellular density was lower in volume in the NPM condition. The phenotype of the BM-,

www.StemCells.com ©AlphaMed Press 2015
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Figure 4. Specificity of the nucleopulpogenic differentiation of human adipose stromal cells (hASCs). hASC pellets from four patients
were cultivated in the presence of chondrogenic medium or nucleopulpogenic medium for 28 days [(A) patient 4, (B) patient 5, (C)
patient 6, and (D) patient 7]. The expression of nucleopulpogenic, chondrogenic, osteogenic, adipogenic, and various markers were ana-
lyzed using the Tagman low-density array. Abbreviations: AD, adipogenic; CH, chondrogenic; CHM, chondrogenic medium; NP, nucleopul-
pogenic; NPM, nucleopulpogenic medium; OB, osteogenic.

CHM-, and NPM-cultivated hASCs was thus further analyzed Il collagen proteins in NPM pellets compared with CHM pel-
by histological analyses and immunostainings. The results lets. While a moderate level of expression of CD24 transcripts
showed a greater accumulation of sGAG, aggrecan, and type was found in the CHM condition, the corresponding protein

©AlphaMed Press 2015 STEM CELLS
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was never detected. The CD24, OVOSTATIN 2, and PAX1 pro-
teins were detected exclusively in the hASC pellets cultivated
in the NPM (Fig. 3D).

We then confirmed the specificity of the hASC nucleopul-
pogenic commitment by analyzing the expression of
chondrocyte-, osteoblast-, and adipocyte-related markers as
well as other markers associated with degenerative and
inflammatory processes (Fig. 4). Our results showed that the
expression pattern of hASCs cultured in the CHM condition is
comparable between patients 4, 5, and 6 with a high level of
expression of chondrogenic markers (ACAN, COL2A1, MGP,
and COMP) accompanied by a low level of expression of
osteoblastic and adipogenic markers. Chondrogenic differen-
tiation was less efficient in the case of patient 7 as shown by
the low levels of COL2A1 and MGP transcripts. Pellets of
hASCs cultured in the NPM condition expressed high levels of
the NPCyte-related transcripts (ACAN, COL2A1, CD24, OVOS2,
and PAX1) and low levels of chondrogenic and adipogenic
related markers. We noted a relatively high expression of the
osteoblastic marker ALPL in three out of four patients accom-
panied by a similar expression of OCN and RUNX2 compared
with their expression in the CHM condition. Except for the
ALPL transcript, the expression profile of these differentiated
cells was found consistent with the expression profile of
native hNP cells (Supporting Information Fig. S1).

Taking into account that GDF5 may also act as a chondro-
genic factor on mesenchymal stromal cells [37], we examined
the expression levels of the two chondrocyte-related markers,
MGP and COMP [38, 39]. The expression of COLIAI1, which is
associated with pathological fibrosis was also analysed [40].
The results showed that the culture of hASCs with the NPM
did not induce a higher level of MGP, COMP, and COL1A1
expression compared with the CHM condition (Supporting
Information Fig. S2A, S2B). Finally, we analyzed the expression
of MMP13 gene involved in matrix degradation during NP
degeneration and osteoarthritis [41, 42]. As described in the
literature, MMP13 transcript was detected in hASCs differenti-
ated in CHM, contrasting with the lower level of transcript
found in hASCs differentiated in NPM (Supporting Information
Fig. S2C).

In conclusion, we observed that hASCs isolated from all
patients cultured in the NPM condition were efficiently differ-
entiated toward the NPCyte lineage. Despite the robustness
of the differentiation, inter-individual variability in the biologi-
cal response exists, as illustrated by the over all expression
pattern observed for patient 7 (Fig. 4D) and the COL1A1
expression observed for patient 6 (Supporting Information Fig.
S2C).

In Vivo Assessment of NPCyte-Like Cells Biological
Behavior

To address whether NPCytes-like cells can survive, maintain
their specialized phenotype, and ECM secretory activity in
vivo, we performed cell transplantation experiments in nude
mice subcutis. Based on the aforementioned in vitro experi-
ments, we aimed to transplant cells cultivated for 21 days in
BM, CHM, or NPM in association with a silanized hydroxylpro-
pylmethylcellulose (si-HPMC) hydrogel as a scaffolding bioma-
terial. Previous studies demonstrated that this biomaterial
efficiently carried hASCs in nude mice subcutis, in rabbit carti-
lage defects, and in rat infarcted myocardium [25, 43]. Before
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cell transplantation, the expression of chondrogenic and
nucleopulpogenic markers was assessed to ensure the com-
mitment of hASCs toward specific lineages (Fig. 5A). After 6
weeks of implantation, explants from hASCs cultured in the
BM failed to exhibit alcian blue or Masson’s trichrome stain-
ing demonstrating the lack of sGAG and collagen-enriched
matrix formation (Fig. 5B). Further analyses of the biological
behavior of transplanted cells will not be shown for the BM
condition. Preconditioning of hASCs in CHM and NPM led to
the survival of differentiated cells 6 weeks after transplanta-
tion and the secretion of sGAG and collagen containing ECM
(Fig. 5B). Remarkably, we noted diffused alcian blue staining
surrounding cells preconditioned in NPM, as found in the
native hNP. These data indicated that cells were able to
secrete sGAG through si-HPMC hydrogel. Type Il collagen was
found to be secreted by hASCs preconditioned in both CHM
and NPM, whereas OVOSTATIN 2 and PAX1 proteins were dis-
tinctly produced by cells preconditioned in the NPM (Fig. 5C)
consistent with the native hNP cells abilities.

These data showed that the in vivo transplanted NPCytes-
like cells within the hydrogel of si-HPMC survive, have a
secretory activity and maintain their specialized phenotype
after 6 weeks.

Role of R-Smads Pathways in the Nucleopulpogenic
Differentiation of hASCs

To gain further knowledge on the mechanisms underlying
nucleopulpogenic differentiation, we assessed the respective
role of TGF-fi1 and GDFS5 signaling pathways. We first showed
that Smad1/5/8 and Smad2 were the main downstream effec-
tors activated in hASC upon TGF-f1+GDF5 stimulation (Fig.
6A). Second, to gain further insight into the role of Smad
pathways during the chondrogenic and nucleopulpogenic dif-
ferentiation of hASCs, we evaluated the total number of cells
with a positive immunostaining for the phosphorylated Smad2
and Smad1/5/8 proteins. At the end of the pellet formation
period (day O, Pellet formation), positive cells for phosphoryl-
ated Smad1/5/8 and Smad2 proteins were observed (Fig. 6B).
Early during the induction period, the total number of positive
cells for Smad1/5/8 and Smad2 phosphorylation was found to
be similar in both differentiation conditions (day 7). At day
14, both Smad1/5/8 and Smad2 proteins were found phos-
phorylated mainly in the CHM condition (Fig. 6B, 6C). During
the last 2 weeks of induction, positive cells for phosphoryl-
ated Smad2 proteins was observed to be similarly in the two
differentiation conditions, positive cells for phosphorylated
Smad1/5/8 proteins was found to be higher in the NPM con-
dition (Fig. 6C). In summary, these results indicated that
Smad2 phosphorylation was detected all along the nucleopul-
pogenic differentiation process while a clear increase in
Smad1/5/8 phosphorylation was observed during the matura-
tion phase. This increase was never observed in the CHM con-
dition. To further decipher the respective role of the Smad1/
5/8 and Smad2/3 pathways in the nucleopulpogenic differen-
tiation of hASCs, we analyzed the effect of two specific chem-
ical inhibitors, respectively dorsomorphin and SB505124. We
evaluated the nucleopulpogenic differentiation of hASCs iso-
lated from three patients and cultivated for 28 days in BM,
CHM, and NPM supplemented with dorsomorphin or
SB505124 (Fig. 7). The results showed that ACAN, COL2A1,
CD24, and OVOS2 expression was not significantly altered in
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Figure 5. In vivo biological behavior of human adipose stromal cell (hASC)-derived nucleopulpocytes. hASC pellets from patients 2, 3,
and 8 were cultivated in the presence of basic medium, chondrogenic medium, and nucleopulpogenic medium for 21 days before their
association with the si-HPMC hydrogel and their transplantation in nude mice subcutis for 6 weeks. (A): The expression of ACAN,
COL2A1, CD24, OV0OS2, and PAX1 was assessed before transplantation by reverse transcriptase quantitative polymerase chain reaction.
Black crosses on the x-axis represent a Cq value > 38 cycles. (B): Explanted samples and a human nucleus pulposus (hNP) were histologi-
cally prepared and sectioned for alcian blue and Masson’s trichrome staining. (C): Explanted samples and a hNP were histologically pre-
pared and sectioned for type Il collagen, OVOSTATIN 2, and PAX1 immunostainings. Scale bar =10pm. Abbreviations: BM, basic
medium; CHM, chondrogenic medium; NPM, nucleopulpogenic medium; hNP, human nucleus pulposus.

©AlphaMed Press 2015 STEM CELLS
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Figure 6. Smad proteins phosphorylation during differentiation of human adipose stromal cells (hASCs). Undifferentiated hASCs were
stimulated for 30 minutes with transforming growth factor-fi1 and growth differentiation factor 5 alone or in combination. (A): The
phosphorylation of Smad1/5/8, Smad2, Erk, p38, and jnk proteins was analyzed using Western blot. (B): The percentage of phosphoryl-
ated Smad2- and Smad1/5/8-positive cells was calculated during hASC chondrogenesis and nucleopulpogenesis. The dotted line repre-
sents the induction time of hASCs differentiation. Error bars indicate SEM between the three patients. (C): hASCs derived from
patients 2, 3, and 4 were cultivated in chondrogenic medium and nucleopulpogenic medium conditions for 28 days and the pellets
prepared and sectioned for phospho-Smad1/5/8 and phospho-Smad2 immunostainings at days 14 and 28. Scale bar = 20 um. Abbrevia-
tions: CHM, chondrogenic medium; GDF5, growth differentiation factor 5; NPM, nucleopulpogenic medium; TGF-f51, transforming
growth factor-f1.

the NPM supplemented with dorsomorphin condition. In con- with dorsomorphin or SB505124 (Fig. 7B). Alcian blue and Mas-
trast, SB505124 supplementation of NPM led to a significant son’s trichrome staining revealed that sGAG accumulation was
reduction in ACAN, CD24, and OVOS2 expression (Fig. 7A). We drastically reduced, while collagen deposition was detected at
thus performed histological analyses of hASC pellets after 28 a higher level in the NPM supplemented with dorsomorphin
days of differentiation in BM, CHM and NPM supplemented condition compared with NPM alone. In addition, we observed
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Figure 7.

Role of Smad2/3 and Smad1/5/8 pathways during nucleopulpogenesis of human adipose stromal cells (hASCs). hASCs derived

from patients 6, 7, and 9 were cultivated in the presence of basic medium (BM), chondrogenic medium, and nucleopulpogenic medium
supplemented with dorsomorphin or SB505124 for 28 days. (A): The expression of ACAN, COL2A1, CD24, OVOS2, and PAX1 was analyzed
using the Tagman low-density array. *, p <0.05 versus BM. Relative expression was represented when Cq value < 38 cycles. (B): Pellets
were histologically prepared and sectioned for alcian blue and Masson’s trichrome staining. Scale bar = 100 um. Black arrowheads indi-
cate adipocyte-like cells. Scale bar = 100 um. Abbreviations: BM, basic medium; CHM, chondrogenic medium; NPM, nucleopulpogenic

medium.

a change in cell shape in the presence of dorsomorphin.
Indeed, cell morphology appeared similar to the morphology of
CHM-cultivated hASCs. In the NPM supplemented with the
SB505124 condition, sGAG and collagens were found at barely
detectable levels and larger cells resembling adipocytes were
observed. The detection of a high level of the adipocyte-related
transcripts PPARy and FABP4 confirmed the widespread differ-
entiation toward adipocytes in the NPM supplemented with
the SB505124 condition (Supporting Information Fig. S3). Taken
together, these results indicated that the Smad2/3 and Smad1/
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5/8 signaling pathways are essential for hASC differentiation
toward the NPCyte-like phenotype.

DiscusSION

This study demonstrates for the first time that the use of
TGF-f31 associated with GDF5 in the presence of DEX synergis-
tically induces the differentiation of hASCs toward NPCyte-like
cells. We assessed the success of the differentiation of hASCs
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toward NPCyte-like cells using markers with physiologic impor-
tance in accordance with the emergent consensus guidelines
to define a “healthy NP cell phenotype” proposed by Risbud
et al. [44]. hASCs acquired the molecular signature of healthy
NPCytes by expressing ACAN, COL2A1, CD24, 0OV0S2, and
PAX1. As previously reported in BM-MSC, the terminal chon-
drogenic differentiation is characterized by an increased
expression of ALPL, RUNX2, and MMP13 [45]. Interestingly,
hASCs-derived NPCytes, that expressed high levels of ALPL
transcripts, also expressed low levels of RUNX2 and MMP13
strongly suggesting that those hASCs-derived NPCytes are dif-
ferent from terminally differentiated chondrogenic cells. We
also found that from 21 days of differentiation, cells displayed
a particular morphology. They were larger and anchored
within a capsule, a cellular arrangement resembling that of
native NPCytes [46]. Furthermore, at 28 days, differentiated
cells produced an aggrecan- and type Il collagen-rich ECM
comparable with that of native NP. The nucleopulpogenic dif-
ferentiation was successful in nine patients and the data sug-
gest that neither age nor body mass index affects this
process. The generation of NPCyte-like cells from all the
patients, which express similar level of NPCytes-related tran-
scripts to young native hNP cells, highlights the robustness of
our differentiation protocol. In addition, the low expression
level of genes associated with chondrogenic, osteogenic, or
adipogenic differentiation by NPCyte-like cells attests to the
specificity of the hASC commitment. The development and
validation of this growth factor-driven differentiation protocol
is an improvement in the control of the differentiation pro-
cess when compared with co-culture protocols [47-49]. In
addition, the use of clinical grade growth factors enables us
to consider this differentiation protocol for clinical translation.

A previous study reported that the intradiscal injections of
undifferentiated MSCs in rabbits led to the formation of
osteophytes, probably because injected MSCs experienced an
osteo-chondrogenic differentiation process within the degen-
erated NP [50]. The in vitro preconditioning of cells in nucleo-
pulpogenic conditions may prove to overcome this drawback.
The propensity of these committed cells to produce an abun-
dant and functional ECM, resembling that of the NP, remains
to be examined in vivo. Taking the first step forward, we eval-
uated the biological activity of NPCyte-like cells after trans-
plantation in nude mice subcutis by analyzing their fate and
behavior in this environment with poor nutrient supply, as
they may experience after intradiscal transplantation. We
demonstrated that in vitro preconditioned hASCs in NPM (a)
survived after in vivo transplantation within si-HPMC hydrogel,
(b) exhibited a specific secretory activity, and (c) maintained
their specialized phenotype.

These results clearly demonstrate that the differentiation of
hASCs toward NPCyte-like cells only occurred in the presence
of TGF-fi1 associated with GDF5 and DEX. This differentiation
process may be driven by different mechanisms. The
notochord-derived NPCytes originate from a type of mesoderm
distinct from the type generating the ASCs. Thus, the genera-
tion of NPCyte-like cells may require a reprogramming step to
bring the hASCs to a more undifferentiated state. However, no
change in the level of expression of the pluripotency markers
NANOG, POU5F1 and SOX2 was observed during the course of
nucleopulpogenic differentiation (RT-gPCR, data not shown).
This suggests that the hASCs in the NPM condition did not
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gain a greater capacity to differentiate toward the nucleopulpo-
genic lineage but rather the combination of TGF-f1 and GDF5
directly enhanced the acquisition of NPCyte-like phenotype.
The data herein also showed that Smad1/5/8 and Smad2 were
the main effectors activated upon TGF-fi1 and GDF5 stimula-
tion. We postulated that the nucleopulpogenic commitment is
due to the differential activation of their signaling pathways.
DEX is a glucocorticoid with the ability to form a complex with
its intracellular receptor and has been shown to enhance the
TGF-$1 mediated expression of ACAN and COL2A1 transcripts
during chondrogenesis. A local accumulation of sGAG in
induced BM-MSC pellets has also been reported [51]. Consist-
ent with these observations, our data showed a substantial
and localized sGAG synthesis by hASCs cultivated in BM TGF-
p1 DEX compared with a slight and homogenous sGAG synthe-
sis occurring without DEX. An interaction between the gluco-
corticoid receptors and the Smad proteins has also been
reported to exert a transcriptional activity [52] and could con-
tribute to explaining the effect of DEX on hASCs chondrogene-
sis and nucleopulpogenesis. Alternatively, potential physical
interaction between TGF-ff1 and GDF5 and formation of a het-
erocomplex may explain their synergistic effect on hASC com-
mitment toward the nucleopulpogenic lineage. Preliminary
experiments using surface plasmon resonance showed that
these TGF-f3 superfamily members are able to interact together
with a moderate affinity (Kd =10’ M, data not shown). The
impact of the TGF-f11/GDF5 physical interaction on the hASCs
biological response remains to be further characterized.

In accordance with the data obtained from developmental
studies and in vitro analysis of chondrogenesis [45, 53, 54],
our results showed that the chondrogenic differentiation of
hASCs is initiated by both pathways and regulated by the
Smad2 pathway, which is active throughout the differentiation
process. Knowledge of the role played by the Smad pathways
in NP formation during embryogenesis is limited. During post-
natal maturation, it has been demonstrated that both path-
ways are associated with ECM synthesis. Studies in the mouse
showed evidence of an upregulation of Smad2/3 phosphoryla-
tion during NP growth from birth to 6 months and the activa-
tion of the Smad1/5/8 pathway, during the NP maturation
phase, from birth to 2 months [55, 56]. This study has dem-
onstrated for the first time that during the course of nucleo-
pulpogenic differentiation of hASCs, positive cells for
phosphorylated Smad1/5/8 and Smad2 proteins are found at
the initiation phase of induction. A drop in phosphorylation
of both protein complexes follows the initiation phase. Posi-
tive cells for phosphorylated Smad1/5/8 and Smad2 proteins
were found in the second phase of the differentiation process
with positive cells for phosphorylated Smad1/5/8 reaching
their highest level. Whether this could be dependent upon a
tuned expression of TGF-f1 and GDF5 receptors is under
investigation. To gain further knowledge on the respective
roles of Smad1/5/8 and Smad2/3 signaling in nucleopulpo-
genic differentiation, we examined the consequences of the
inhibition of these pathways. We observed that following the
inhibition of Smad1/5/8 phosphorylation, cells loosed their
typical morphology even though they maintained their
NPCyte-like molecular expression pattern. In contrast, the inhi-
bition of Smad2/3 phosphorylation led to a complete abroga-
tion of the nucleopulpogenic differentiation of hASCs. Thus,
these data indicate that the Smad2/3 pathway is essential for
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the acquisition of NPCyte molecular identity in the early
phases of differentiation. They also showed that the Smadl/
5/8 pathway is required for the maturation phase with the
acquisition of NPCyte-like morphology.

CONCLUSION

This study provides evidence of a promising and innovative auto-
logous regenerative cell source and has established a robust pro-
tocol for in vitro differentiation toward the nucleopulpogenic
lineage. We generated NPCyte-like cells in vitro that display a
molecular and morphological phenotype similar to the native
phenotype. These engineered NPCyte-like cells produce an aggre-
can- and type Il collagen-rich ECM in vitro and maintain their
biological activity after 6 weeks of in vivo transplantation in
nude mice subcutis. These data fulfilled the necessary condition
to move on to the next step of proof of concept: using NPCyte-
like cells associated with si-HPMC hydrogel to test their thera-
peutic efficacy in a relevant animal model of disc degeneration.
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Figure 28 : Effet de la tension en oxygéne sur la différenciation des cellules

stromales adipeuses (CSA) humaines en nucléopulpocytes (NPCytes). Les CSA
humaines d'un patient ont été cultivées pendant 28 jours en 3 dimensions en présence d'un milieu
basal (MB), d'un milieu chondrogénique (MCH) et du milieu nucléopulpogénique (MNP) et de 5% ou
21% d'O,. (A.)L’'analyse de I'expression d’ACAN, COL2A1, CD24 et PAX1 a été réalisée par RT-
gPCR. (B.) La présence de glycosaminoglycanes sulfatés (GAG) et de collagénes a été mise en
évidence par une coloration au bleu alcian et au trichrome de Masson respectivement. La présence
des protéines agrécane, collagéne de type Il, CD24 et PAX1 a été révélée par immunohistochimie.
(C.) Les CSA préalablement différenciées en présence du milieu MNP en présence de 5% et 21%
d'O, ont été associées a un hydrogel d’'HPMC-Si (Hydroxypropylmethyl cellulose silanisée) puis
injectées en site sous cutané chez la souris nude. Aprés 6 semaines d’'implantation, la présence de
nodules composés de cellules secrétant des GAG et des collagénes a été mise en évidence par
coloration au bleu alcian et au trichrome de Masson.Barre d’échelle : 50um
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C- Discussion

Un protocole reproductible de différenciation de CSA humaines en NPCytes a été
établi dans cette étude. Les CSA isolées de 9 patients ont été différenciées
efficacement indépendamment de leur age et de leur poids. L’action synergique des
facteurs TGF-B1 et GDF5 et la culture des CSA en 3 dimensions (sous forme de
culots cellulaires) en présence d’une faible tension en oxygéne a permis leur
différenciation en NPCytes. La figure 28 illustre l'influence de la tension en oxygéne
sur la différenciation nucléopulpogénique des CSA et leur capacité a produire des
PG et collagénes in vivo. Etant donné que la différenciation des CSA en NPCytes
n’est pas un processus physiologique démontré in vivo, la caractérisation exhaustive
du phénotype des cellules générées a été réalisée. La comparaison de I'expression
des marqueurs par les CSA différenciées en présence du milieu nucléopulpogénique
a celle des NPCytes humains sains a révélé, de fagon intéressante, des profils
d’expression similaires. De plus, la spécificité de 'engagement nucléopulpogénique a
été démontrée par 'absence d’augmentation d’expression des marqueurs relatifs a la
différenciation ostéo-, adipo- et chondrogénique des CSA.

Nous nous sommes également intéressés aux réles des facteurs de croissance TGF-
B1 et GDF5 au cours de la différenciation. Nous avons démontré que I'expression
des marqueurs nucléopulpogéniques et la sécrétion de la MEC par les CSA
différenciées n’a lieu qu’en présence des deux facteurs TGF-B1 et GDF5, attestant
de leur action synergique. Les voies de signalisation des facteurs TGF-B1 et du
GDF5 se distinguent dans deux phases différentes de la différenciation. L’activation
de la voie Smad2/3 en réponse au TGF-B1 est essentielle a l'induction de
'expression des marqueurs de NPCytes tandis que la voie Smad1/5/8 activée par le

GDF5 est plus particulierement responsable de Il'acquisition de la morphologie
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semblable aux NPCytes natifs. La compréhension des mécanismes moléculaires de
cette différenciation est cruciale afin d’en contréler les différentes étapes et
d’envisager l'utilisation des NPCytes comme cellules régénératrices du NP.
Parallelement a nos travaux, une équipe s’est intéressée a l'utilisation du TGF-3 et
de I'lGF-1 pour la différenciation de CSM en NPCytes. lls ont également rapporté un
effet synergique de ces facteurs et I'importance de la voie de signalisation ERK dans
cette différenciation. Cependant, I'analyse du phénotype des cellules différenciées a
reposé uniquement sur des marqueurs communs avec les chondrocytes (ACAN,
COL2A1, SOX9 et COL1A1) [587]. C’est le cas également d’'une étude rapportant les
effets de la combinaison du TGF- et de la protéine BMP3. Cette étude est basée
sur l'analyse de la cytokératine 19, marqueur des cellules du NP, et sur des
marqueurs partagés par les NPCytes et les chondrocytes. Les auteurs rapportent
l'importance de la voie de signalisation Smad3 dans cette différenciation [588]. Ces
études récentes hétérogenes en termes de résultats ont été principalement basées
sur I'analyse de marqueurs communs entre les chondrocytes et les NPCytes. Elles
ne sont pas en accord avec les recommandations publiées par le « Spine Research
Interest Group » sur les marqueurs a analyser tels que CA12, PAX1, OVOS2 et
CD24, afin de démontrer la présence de NPCytes sains [589].

Apreés transplantation sous-cutanée chez la souris nude avec un hydrogel injectable,
les NPCytes générés a partir des CSA conservent leur phénotype spécialisé et leur
activité sécrétoire. Bien que ce modéle soit éloigné de la physiopathologie discale
humaine, il permet d’évaluer la capacité des cellules a survivre dans un
environnement pauvre en oxygéne et en nutriments. Il est largement utilisé en
ingénierie tissulaire de par sa simplicité d'utilisation et la réponse rapide aux

questions de survie et de maintien du phénotype qu’il apporte. Ce modéle a
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également permis de <s’assurer de la compatibilité de [I'hydrogel utilisé
(Hydroxypropylmethyl cellulose silanisée) avec les CSA différenciées en NPCytes.
En effet, cet hydrogel avait jusqu’a lors permis la transplantation de chondrocytes in
vivo [422, 423, 590] mais son utilisation pour la transplantation in vivo de NPCytes
n’avait jamais été étudiée. L’'ensemble de nos données ont démontré la capacité des
NPCytes dérivés de CSA a étre transplantés, a survivre et a produire de la MEC
semblable a celle du NP dans un environnement pauvre en oxygéne et en
nutriments. Ces données encourageantes en termes de survie et d’activité sécrétrice
in vivo permettent d’envisager l'utilisation de NPCytes dérivés de CSA a moyen
terme en médecine régénératrice du DIV chez I'homme. Cependant, leur
différenciation en 3 dimensions impliquant une étape d’isolement par digestion
enzymatique avant transplantation, [Iefficacité des collagénases de grade clinique
doit étre analysée. Une alternative a cette étape de digestion enzymatique serait la
différenciation des CSA en monocouche. Cette possibilité a fait 'objet d’'une étude
préliminaire rapportant une trés faible efficacité de différenciation (données non
présentées). Des résultats similaires ont été observés pour la différenciation
chondrogénique des CSA en monocouche. Cependant, aprés transplantation chez la
souris nude, la synthése d’'une MEC de type cartilagineuse par ces cellules a été
observée [582]. La capacité des CSA différenciées en présence de TGF-1 et GDF5
en monocouche a produire une MEC de type NP apreés transplantions chez la souris
nude est donc en cours d’investigation au sein du laboratoire (thése de Melle Nina
Henry, Dir Jérbme Guicheux et Jean Le Bideau, INSERM UMRS-791 et IMN, 2013-
2016).

La production de NPCytes dérivés de CSA similaires aux NPCytes natifs ouvre de

nouvelles perspectives. En effet, ce modele peut étre utilisé afin d’approfondir nos
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connaissances fondamentales relatives au dialogue moléculaire avec les CNT. Les
CNT matures et NPCytes sains étant retrouvés uniquement dans les NP jeunes,
I'accessibilité de ces cellules est trés limitée. Ce modele permettra donc de découvrir
de nouveaux facteurs sécrétés par les CNT matures et les NPCytes chez 'lhomme.
Les effets de ces facteurs sur I'activité des cellules (prolifération, production de MEC)
pourront étre analysés. En plus de la compréhension des mécanismes conduisant a
la mise en place du NP, ce modéle permettrait également d’analyser les réponses
des CNT matures et NPCytes dans un contexte mimant la dégénérescence discale
(cytokines pro-inflammatoires, diminution des nutriments, augmentation des
contraintes mécaniques). Enfin, ce modéle cellulaire pourrait permettre également de

cribler de nombreuses molécules et de définir leur potentiel thérapeutique.
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VI- Conclusions/Perspectives

Le développement de nouvelles thérapies ciblant les causes de la dégénérescence
discale est aujourd’hui possible au regard de I'amélioration des connaissances de la
physiopathologie discale. La régulation fine du dialogue moléculaire entre les CNT
matures et les NPCytes joue un réle majeur dans la mise en place de la MEC du NP
adulte. La disparition complete des CNT matures dés l'age de la maturité
squelettique entraine trés probablement la rupture de ce dialogue. De maniére
intéressante, cette rupture est concomitante avec I'apparition des premiers signes de
dégénérescence discale.

Bien que des injections intradiscales de GDF5 et de CSM fassent aujourd’hui I'objet
d’études cliniques, ces stratégies ne peuvent pas restaurer le dialogue entre CNT
matures et NPCytes et entraineront probablement des processus de réparation plus
que de régénérescence. A linstar des tissus cartilagineux, les processus de
réparation spontanée du NP entraine la formation d’un tissu fibreux qui ne présente
malheureusement pas les mémes propriétés d’absorption et de résistance aux
contraintes mécaniques que le NP sains (Thése du Dr Olivier Hamel, Directeur P.
Weiss, INSERM UMRS791-LIOAD, 2006-2012). Dans ce contexte et afin de
promouvoir des mécanismes de régénérescence plutdt que de réparation, nous
proposons de développer une stratégie thérapeutique basée sur linjection de
NPCytes et de CNT matures dérivées de cellules souches humaines. L’injection de
ces deux types cellulaires permettra de restaurer le dialogue moléculaire a 'origine
du maintien de 'homéostasie du NP et de retarder ou reverser la dégénérescence du
NP. Cette stratégie thérapeutique replacée dans le contexte des thérapies

actuellement proposées aux patients lombalgiques et a fait 'objet d’'une revue dans
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le journal Médecine Science Article V : Regenerative medicine of intervertebral
disc: from physiopathology to clinical application. N. Henry, P. Colombier, L.
Lescaudron, O. Hamel, J. Le Bideau, J. Guicheux, J. Clouet. Médecine Science,

2014.
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ARTICLE V

Regenerative medicine of intervertebral disc: from physiopathology

to clinical application.

N. Henry, P. Colombier, L. Lescaudron, O. Hamel, J. Le Bideau, J. Guicheux, J.
Clouet.

Médecine Sciences, 2014

Résumeé

Une large proportion des lombalgies est expliquée par la dégénérescence du disque
intervertébral (DIV). Cette dégénérescence est notamment caractérisée par la
disparition progressive des cellules du noyau pulpeux (nucleus pulposus, NP), partie
centrale du DIV. Compte tenu de I'absence de réparation spontanée du DIV, la
supplémentation du NP par des cellules fonctionnelles constitue une stratégie
prometteuse pour limiter la progression, voire contrecarrer le processus de
dégénérescence du DIV. Apres un rappel de la physiopathologie discale, les
différentes stratégies de médecine régénératrice du DIV (thérapie cellulaire,
ingénierie tissulaire), ainsi que les résultats des études précliniques et cliniques,

seront discutés.
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>Une large proportion des lombalgies sont
expliquées par la dégénérescence du disque
(DIV). Cette dégénérescence
est notamment caractérisée par la disparition

intervertébral

progressive des cellules du noyau pulpeux
(nucleus pulposus, NP), partie centrale du
DIV. Compte tenu de I’absence de réparation
spontanée du DIV, la supplémentation du NP par
descellulesfonctionnelles constitue unestratégie
prometteuse pour limiter la progression, voire
contrecarrer le processus de dégénérescence
du DIV. Apres un rappel de la physiopathologie
discale, les différentes stratégies de médecine
régénératrice du DIV (thérapie cellulaire,
ingénierie tissulaire), ainsi que les résultats
des études précliniques et cliniques, seront
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Environ 80 % de la population générale souffriront, au
moins une fois au cours de la vie, de douleurs lom-
baires, qui sont reconnues comme le mal du xxi® siecle
par I’Organisation mondiale de la santé (OMS). Ainsi,
la lombalgie représente la seconde cause de consulta-
tion médicale dans les pays industrialisés, derriere les
troubles cardiaques, et son impact médico-économique
est considérable. Aux états—Unis, le colt annuel de
cette pathologie a été estimé entre 100 et 200 milliards
de dollars [1]. Ces lombalgies s’expliquent, dans 40 %
des cas, par une dégénérescence du disque interver-
tébral (DIV). Les mécanismes de cette dégénérescence
sont aujourd’hui mieux documentés et offrent de nou-
velles opportunités de traitements. Il est aujourd’hui
admis que le nucleus pulposus (NP), partie centrale du
DIV, est la premiere structure affectée. La disparition
des cellules du NP est considérée comme un élément
pivot du processus de dégénérescence, qui entraine
une atteinte qualitative et quantitative des consti-
tuants de la matrice extracellulaire (MEC). Celle-ci
devient fibreuse et déshydratée, entrainant une perte
des fonctions biomécaniques du DIV. Actuellement, la
prise en charge des patients lombalgiques se fonde sur
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des traitements médicamenteux et
chirurgicaux (arthrodése et arthro-
plastie) qui présentent néanmoins
certaines limites. Il s’agit notamment
du caractére invasif des approches
chirurgicales, des risques de dégé-
nérescence des étages adjacents liés
a la technique d’arthrodese, et de
descellement de la prothese liés a la
technique d’arthroplastie.

Dans ce contexte, la médecine régé-
nératrice basée sur I"apport au NP
dégénéré de cellules fonctionnelles
(thérapie cellulaire) pourrait consti-
tuer une option thérapeutique pro-
metteuse. Plusieurs sources de cel-
lules sont actuellement proposées
présentant chacune des avantages et
des inconvénients. Afin de favoriser
la survie et 'intégration tissulaire de
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ces cellules et restaurer les propriétés mécaniques du DIV, I'utilisation
d’un biomatériau est également parfois envisagée (ingénierie tissu-
laire). Actuellement, des études précliniques et cliniques ont d’ores et
déja débuté et leurs résultats sont encourageants.
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Figure 1. Le disque intervertébral sain. A. Organisation du rachis lombaire et aspect général d’un DIV lombaire : nucleus pulposus (1) et annulus

fibrosus (2). B. Organisation matricielle du DIV. €. Biomécanique du DIV au repos et sous contrainte.

Disque intervertébral sain, disque intervertébral dégénéré

Le disque intervertébral sain

Historiqguement considérés comme des ligaments intervertébraux ser-
vant d’amortisseurs fibro-hydrauliques unissant les vertebres, les DIV
constituent en fait les articulations semi-mobiles (amphiarthroses)
de la colonne vertébrale. Vingt-trois DIV permettent le maintien de la
stabilité et de la dynamique rachidienne. Chaque DIV sain est composé
de trois éléments : ’'anneau fibreux (annulus fibrosus, AF) entourant
le noyau pulpeux (nucleus pulposus, NP) et les plateaux cartilagineux,
qui permettent la jonction entre le DIV et les vertébres sus- et sous-
jacentes. Ces structures présentent chacune une organisation spéci-
fique illustrée sur la Figure 1 [2]. Dans les années 1990, la coexistence
de deux types cellulaires au sein du NP a été démontrée : les cellules
du NP, dont le phénotype est proche de celui des chondrocytes arti-
culaires, et les cellules notochordales (CNT). Depuis 2007, plusieurs
publications ont démontré I’existence d’un phénotype singulier de
ces cellules du NP, nous amenant a les dénommer nucléopulpocytes
(NPCytes). Ces nucléopulpocytes expriment spécifiquement diffé-
rents marqueurs (0V0S2 [ovostatin 2], PAX1 [paired box protein 1],
CD24, CA12 [carbonic anhydrase XII]) et partagent I’expression des
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marqueurs ACAN (agrécane) et COL2A1 (collagéne de
type II) avec les chondrocytes articulaires. Cependant,
le rapport ACAN/COL2A1 est de 2:1 pour le cartilage
articulaire et de 27:1 pour le NP, ce qui démontre I’acti-
vité de syntheése spécifique des nucléopulpocytes [3-8].
Les cellules notochordales sont des vestiges de la noto-
chorde embryonnaire. Au cours de la troisieme semaine
de développement embryonnaire humain, une structure
spécifique appelée «le nceud » se met en place. Les
cellules du nceud s’invaginent ensuite dans I’espace
mésodermique pour former "axe médian de I’embryon
qu’est la notochorde. Cet organe est responsable de la
mise en place du squelette axial grace a son activité
sécrétoire (Shh, chordin, noggin). Dés la 8¢ semaine
de développement, la notochorde disparalt progressi-
vement pour laisser place aux vertebres et a I’anneau
fibreux. Entre les vertébres, ces cellules notochordales
proliférent et forment le NP [9]. Dés la naissance, ce
dernier subit des processus de maturation marqués,
notamment par la disparition progressive des cellules
notochordales selon un mécanisme encore inconnu
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Figure 2. Dialogue moléculaire entre les cellules notochordales et les nucléopulpocytes. Les cellules notochordales, présentes des la formation du

DIV, favorisent la prolifération des nucléopulpocytes et la synthése d’une matrice extracellulaire (MEC) riche en eau, en collagene de type Il et

en protéoglycanes. Quand les cellules notochordales disparaissent, ce dialogue moléculaire est rompu et les nucléopulpocytes s’engagent dans

un programme catabolique conduisant a une fibrose de la MEC, une néo-innervation, une néo-vascularisation, une inflammation, ainsi qu’a une

augmentation de "apoptose. @: médiateur inconnu ; X : rupture de la communication moléculaire ; + : stimulation de la synthése ; 0 augmen-

tation de la synthése ; PG : protéoglycane ; Col. | : collagene de type | ; Col. Il : collagéne de type I ; CTGF/CCN2 : connective tissue growth factor/

CCN2 ; NGF : nerve growth factor ; BDGF : brain derived growth factor ; MMP : matrix metalloproteinase ; VEGF : vascular endothelial growth factor ;

TNF-oL : tumor necrosis factor-o..

[10]. Grace au développement de souris génétiquement modifiées et
d’outils moléculaires qui permettent le suivi des cellules notochor-
dales, deux études ont démontré que les cellules du NP, ou nucléopul-
pocytes, provenaient de la notochorde [7, 8]. Ainsi, I’hypothése d’une
différenciation progressive des cellules notochordales en nucléopul-
pocytes fait actuellement Iobjet d’investigations.

De plus, de récentes études ont démontré que les cellules notochor-
dales stimulent la syntheése de protéoglycanes (PG) par les nucléopul-
pocytes ainsi que leur prolifération, grace a la sécrétion notamment
du connective tissue growth factor (CTGF/CCN2) (Figure 2) [11]. Ces
protéoglycanes retiennent les molécules d’eau et offrent au NP des
propriétés de déformabilité et de résistance aux contraintes méca-
niques incomparables et indispensables au maintien de la dynamique
rachidienne [2].

Ces relations moléculaires et cellulaires sont primordiales pour le
maintien de ’homéostasie discale. Elles restent néanmoins fragiles et
sont particulierement affectées au cours du vieillissement.

Le disque intervertébral dégénéré

L'amortisseur fibro-hydraulique, constitué par le DIV et surtout par le
NP, voit ses capacités de résistance aux contraintes mécaniques dimi-
nuer avec de I’Gge. La région lombaire est particulierement touchée,
et I"hypothése d’une usure liée a des contraintes mécaniques répétées
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a été longtemps défendue. Lorigine multifactorielle de
la dégénérescence discale est aujourd’hui bien décrite
(composantes génétique, biomécanique, environne-
mentale) et le role clé des cellules du NP dans la mise
en place de ce processus est privilégié [2]. €n effet,
la disparition progressive des cellules notochordales
s’accompagne d’une rupture du dialogue moléculaire
avec les nucléopulpocytes, ce qui entraine un déséqui-
libre de I’homéostasie discale. Ainsi, au moment de la
maturité squelettique, période coincidant avec les pre-
miers signes de dégénérescence discale, la disparition
des cellules notochordales est observée, et elle précede
la disparition progressive des nucléopulpocytes. €n
paralléle, une atteinte qualitative et quantitative des
composants de la MEC se met progressivement en place
(Figure 3). Cette atteinte touche particuliérement les
protéoglycanes et s’accompagne d’une déshydratation
de la MEC et d’une diminution des capacités de résis-
tance aux contraintes mécaniques.

Aujourd’hui, le role pivot de la disparition des cellules
discales dans la mise en place de la dégénérescence du
DIV contribue a faire de la médecine régénératrice une
approche thérapeutique particulierement prometteuse.
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Figure 3. La dégénérescence discale. A. Représentation schématique de I’évolution des composants du DIV au cours de la dégénérescence discale.

B. Vue macroscopique d’un DIV sain (hautement hydraté). C. Vue macroscopique d’un DIV dégénéré (déshydraté et fibrotique). MEC : matrice

extracellulaire ; DIV : disque intervertébral ; NGF : nerve growth factor ; VEGF : vascular endothelial growth factor ; TGF-3 : transforming growth

factor-[3; BMP2 : bone morphogenic protein 2 ; TIMP1-2 : tissue inhibitor of metalloproteinase 1 and 2 ; MMP : matrix metalloproteinase ; ADAMTS :

a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs ; IL1-} : interleukine 1-3.

Basée sur I'utilisation de cellules capables de restaurer les compar-
timents cellulaires altérés, associées ou non a un biomatériau, la
médecine régénératrice du DIV a pour objectif de restaurer la MEC
discale afin de rétablir ses propriétés de résistance aux contraintes
mécaniques.

La médecine régénératrice du disque intervertébral :
contexte et résultats actuels

Trois approches thérapeutiques sont susceptibles d’étre utilisées : la
thérapie génique, la thérapie cellulaire et 'ingénierie tissulaire. Ces
deux derniéres, qui ont en commun I’utilisation de cellules régénéra-
trices, retiennent aujourd’hui I"attention au regard de I’origine multi-
factorielle de la dégénérescence discale (Figure 4).

La thérapie cellulaire
Cette premiére approche est basée sur I'utilisation de cellules fonc-
tionnelles afin de restaurer la MEC discale.

Les différentes sources cellulaires

+ Les cellules du NP et les chondrocytes articulaires. L'utilisation de
cellules du NP issues de DIV sains étant impossible du fait de la mor-
bidité associée au prélévement, des cellules provenant de DIV herniés
ont fait I'objet d’investigations précliniques et cliniques avec des
résultats satisfaisants [12]. Ainsi, chez I’animal, mais également chez
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des patients présentant une hernie discale, I'injection
de ces cellules a permis de restaurer I'intensité du
signal en T2 & I'IRM (imagerie par résonance magné-
tique), reflétant une amélioration de I’état d’hydrata-
tion discal. Cependant, leur usage a grande échelle est
aujourd’hui peu envisageable du fait de la trop faible
quantité de cellules obtenues lors des prélevements, et
de la nature pathologique des cellules de DIV herniés,
dont le phénotype est différent de celui des cellules de
NP sain (Figure 4).

Compte tenu de certaines similitudes des chondro-
cytes articulaires avec les nucléopulpocytes (capa-
cité a synthétiser une MEC riche en protéoglycanes et
en collagéne de type 1), I'utilisation des premiers a
été proposée pour traiter la dégénérescence discale
(Figure 4). Ainsi, la formation d’un tissu cartilagineux
a pu étre démontrée [13]. Aujourd’hui cependant, la
description d’une signature phénotypique singuliére des
nucléopulpocytes a remis en question la pertinence de
I'utilisation de chondrocytes pour la médecine régéné-
ratrice du DIV. Dans ce contexte, Iutilisation d’autres
types cellulaires a été envisagée.

+ Les cellules souches mésenchymateuses. La multipo-
tence des cellules souches mésenchymateuses (CSM)
en fait des candidates prometteuses pour la médecine



régénératrice. Leur accessibilité est également un atout par rapport
aux cellules décrites précédemment. Actuellement, les travaux uti-
lisant les CSM de la moelle osseuse et du tissu adipeux sont les plus
avancés.

La nature indifférenciée ou pré-différenciée de ces cellules souches
lors de leur injection in situ constitue un point de discussion majeur
modifiant les stratégies mises en ceuvre (Figure 4). Des cellules
souches non différenciées, répondant aux signaux locaux une fois
injectées dans le DIV, pourraient se différencier en un type cellulaire
compatible avec une régénérescence discale. Cette hypothése se fonde
sur les propriétés de plasticité des CSM [14], ainsi que sur leurs pro-
priétés anti-inflammatoires et trophiques! [15, 16]. Pour le moment,
a notre connaissance, cette plasticité en réponse a I’environnement
n’a pas été démontrée pour les cellules implantées dans un site discal.
Lutilisation de cellules indifférenciées expose aussi au risque de leur
migration vers d’autres organes, pouvant y faire émerger des processus
carcinogéniques. Aucune étude ne s’est intéressée a la biodistribution
des CSM apres injection intradiscale, et aucun processus cancérigéne
n’a été démontré ou infirmé. Ce risque théorique reste faible.
Lutilisation de cellules pré-différenciées se heurte a un autre obs-
tacle, d’ordre technique : aucun laboratoire n’a clairement identifié
le(s) protocole(s) de différenciation adéquat(s) permettant d’induire
la différenciation des CSM en nucléopulpocytes. Plusieurs pistes sont
actuellement envisagées utilisant des facteurs de croissance, la
modulation de la pression d’oxygene et la culture tridimensionnelle
(3D). €n effet, il a été montré qu’en présence de 2 % d’oxygéne, de
growth differentiation factor 5 (GDF5) et de transforming growth
factor-P3 (TGF-P), des CSM de moelle osseuse cultivées en 3D (micro-
masses) synthétisent de I"agrécane et des glycosaminoglycanes
[17]. Parallélement a cette stratégie d’enrichissement d’un milieu de
culture, l'utilisation d’un milieu conditionné a partir de cellules noto-
chordales issues de NP jeunes pourrait s’avérer efficace pour différen-
cier des CSM en nucléopulpocytes. €n effet, une étude a pu montrer une
synthése de glycosaminoglycanes sulfatés dans ces conditions [18].

« Les iPS : la nouvelle donne ? Les cellules iPS (induced pluripotent
stem cell) proviennent de la reprogrammation de cellules somatiques
(le plus souvent des fibroblastes cutanés) par I’expression forcée de
facteurs de transcription caractéristiques de I’état pluripotent [19].
Elles possédent les propriétés des cellules souches embryonnaires
(CSE) et pourraient &tre un outil particuliérement intéressant en
médecine régénératrice [20]. Un essai utilisant des cellules iPS auto-
logues différenciées en cellules de I’épithélium rétinien pigmenté a
d’ailleurs débuté au Japon a I’été 2014 pour traiter la dégénérescence
maculaire liée a ’dge [21]. Les cellules iPS — qui, contrairement aux
CSE, ne posent pas les problemes éthiques d’utilisation d’embryons -
pourraient constituer un tournant dans la stratégie de prise en charge
de la dégénérescence discale. Ainsi, il a été récemment montré que des
cellules iPS murines, différenciées en corps embryoides, dont les cel-
lules sont triées selon leur expression de CD24, un marqueur de cellules

! Voir & ce propos le numéro thématique de médecine/sciences « Cellules souches mésenchymateuses »
publié en mars 2011 (vol. 27, n° 3).
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progénitrices du NP [22], pouvaient se différencier en
une population cellulaire proche des nucléopulpocytes.
Ces cellules se sont révélées capables de synthétiser les
composants de la MEC d’un NP natif (protéoglycanes et
collagene de type 1) [23].

La différenciation des iPS en cellules notochordales
pourrait constituer également une approche intéres-
sante au regard de I’absence d’une source de cellules
notochordales. Ainsi, "apport de cellules notochordales
issues d’iPS permettrait de rétablir le dialogue molécu-
laire avec les nucléopulpocytes décrit précédemment
afin de restaurer un environnement discal intégre
(Figure 4).

+ Cellules autologues ou allogéniques ? U'origine auto-
logue ou allogénique des cellules thérapeutiques fait
également Iobjet de nombreuses discussions. Le déve-
loppement de banques de cellules allogéniques garan-
tirait la qualité des procédés de fabrication selon des
normes GMP (good manufacturing practice) et offrirait
des cellules « prétes a I'emploi ». Cette validation est
primordiale afin de garantir aux patients toute la sécu-
rité indispensable a I'utilisation de ces médicaments
de thérapie innovante (MTI ou ATMP [advanced therapy
medicinal products]) selon le réglement européen
1394/2007 [45]. Un premier essai clinique ayant pour
objectif de traiter I'infarctus du myocarde de patients
avec des cellules souches mésenchymateuses préala-
blement différenciées in vitro en cellules cardioprogé-
nitrices selon différentes combinaisons de facteurs a
d’ores et déja été mené [24].

Lutilisation de cellules allogéniques présente théori-
quement plusieurs risques ou contraintes. Une premiére
contrainte est celle des aspects éthiques et des exi-
gences liées au prélevement de tissus ou de cellules chez
les donneurs potentiels. Le risque est aujourd’hui limité
au regard des réglementations existantes, notamment
au niveau européen (directive 2004/23 CE: normes
de qualité et de sécurité pour le don, I'obtention, le
controle, la transformation, le stockage et la distribu-
tion de tissus et cellules humains). Dans le contexte de
la thérapie du DIV, I’obtention de CSM de donneurs peut
étre envisagée et n’expose pas aux mémes risques ni
questions éthiques que d’autres préléevements (cellules
d’embryon, de cordon ombilical, etc.). Le second risque
auquel expose une utilisation de cellules allogéniques
est le risque infectieux. Ce dernier semble maftrisable
grdce a une sélection des donneurs et a la mise en place
de tests de sécurité sanitaire sur les cellules prélevées.
Le dernier risque, immunogénique, est lié au dévelop-
pement de réactions immunitaires lors de 'injection de
cellules allogéniques a I’origine d’un potentiel rejet. Ce
risque semble cependant faible dans le contexte discal.
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€n effet, il a été démontré que les CSM présentent des propriétés immu-
nogéniques faibles [16, 25]. De plus, I'environnement discal constitue
un site immunoprivilégié qui pourrait limiter ce risque [26].
Uutilisation de cellules autologues peut également étre envisagée
mais pourrait conduire a une augmentation des coiits de production
par rapport a la production des cellules régénératrices d’origine allo-
génique. ’harmonisation des procédés entre les établissements sera
également un élément a surveiller. Dans les deux cas, et conformément
au statut des MTI, Pobtention d’une autorisation des établissements
pharmaceutiques sera nécessaire et ils devront se doter de procédures
et de lieux adaptés a la manipulation des cellules.

Thérapie cellulaire : résultats cliniques actuels

Plusieurs études précliniques ont permis de démontrer la capacité
de cellules « régénératrices » (cellules du NP, cellules adultes,
CSM non différenciées) a synthétiser une MEC cartilagineuse en
I’absence de matériau [13, 27, 28]. Parfois imparfaites, notamment
par I’absence d’uniformité entre les matériels et les méthodes, ces
études précliniques ont malgré tout permis d’envisager la mise en
ceuvre d’études cliniques. Une étude avec des cellules autologues
du NP (isolées d’un DIV hernié adjacent) cultivées pendant 12
semaines avant leur réimplantation montre a deux ans, au niveau
morphologique, une restauration des signaux IRM reflétant I'état
d’hydratation du tissu discal et une réduction des douleurs (essai
EuroDisc chez environ 60 patients) [12]. Dans une autre étude,
ayant pour objectif de traiter 15 patients avec des chondrocytes
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juvéniles d’origine allogénique [29], une amélio-
ration de I"indice de hauteur discale et des symp-
tomes douloureux était notée aprés un an. Aucune
amélioration de I’hydratation des DIV des patients
n'a cependant été observée. Concernant les études
utilisant des CSM, seules des CSM non différenciées
ont été utilisées. Une premiére étude, portant sur 10
patients et utilisant des cellules précurseurs autolo-
gues, n’a montré aucune amélioration des symptdmes
douloureux [30]. A P'inverse, deux autres études (2 et
10 patients), utilisant de la moelle osseuse autologue
(contenant environ 0,01 % de CSM indifférenciées),
ont démontré une amélioration significative des
douleurs chez les patients, ainsi qu’une restauration
partielle de "hydratation du DIV [31, 32]. Le faible
nombre de patients de ces études ne permet pas de
conclure quant a I’efficacité de "utilisation des CSM.
Des études complémentaires, dont certaines sont
déja en cours (Tableau 1), sont nécessaires afin de
consolider ces premiers résultats cliniques. De plus,
I’avancée de nos connaissances de la différencia-
tion des CSM en nucléopulpocytes s’accompagnera
probablement d’études précliniques et cliniques.
Ces investigations devraient permettre de décider
quelle stratégie, parmi celles décrites précédemment
(Figure 4), sera la plus efficace.
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clinique.

Lingénierie tissulaire

Uingénierie tissulaire a pour principe 'utilisation de cellules associées a
un biomatériau ou a une matrice. Les approches utilisant un biomatériau
dépourvu de cellules (prothéses partielles du DIV) ne seront pas traitées
ici.

Réles du biomatériau

Associée aux cellules « régénératrices », 'utilisation d’un biomaté-
riau est envisagée pour plusieurs raisons. La premiere s’explique par
le pourcentage élevé de mort cellulaire qui accompagne I'injection in
situ des cellules et qui risque de limiter la réparation du tissu discal.
Ainsi, I'utilisation d’un biomatériau cytoprotecteur favoriserait la
survie, la prolifération et la différenciation des cellules injectées
[33].

Ce biomatériau pourrait également permettre de reproduire les pro-
priétés de résistance aux contraintes mécaniques du DIV. Dans ce
contexte, les progres dans le domaine de la physico-chimie des maté-
riaux et de I'ingénierie biomédicale ont permis le développement de
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multiples biomatériaux avec des propriétés bioméca-
niques variées [34].

Propriétés des biomatériaux

Parmi les biomatériaux développés, une famille se
distingue pour des applications discales. Il s’agit de
la famille des hydrogels, qui regroupe des polymeres
capables de former des réseaux hautement hydrophiles
(> 90 % d’eau) rappelant la structure de la MEC du NP
[2, 35, 36]. Les polyméres utilisés dans la formation
des hydrogels peuvent étre d’origine naturelle (algi-
nate, chitosan, acide hyaluronique, cellulose, etc.) ou
synthétique (poly acide lactique co-glycolique [PLGA],
poly acide lactique [PLA], etc.).

Les avantages des polymeéres d’origine naturelle sont
leur faible toxicité et leur biocompatibilité. Une varia-
bilité importante lors de I'extraction des polymeéres
naturels et de leur formulation doit &tre néanmoins
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Propriétés Définition

) o Capacité a provoquer une réponse appropriée de
Biocompatibilité , . R — e
I’organisme hote dans une application spécifique

Cytocompatibilité Capacité a conserver la viabilité des cellules

. . » Capacité a remplir in vivo les fonctions biologiques
Biofonctionnalité . o,
auxquelles la matrice est destinée

Injectabilité Biomatériau injectable

Perméabilité Diffusion des nutriments et des déchets

Biodégradabilité Dégradation du biomatériau au cours du temps

Implications en ingénierie tissulaire du DIV

Absence de réactions inflammatoires

Maintien des caractéristiques cellulaires propices
a la synthese d’une MEC adaptée

Synthese d’une MEC nucléopulpogénique riche en
protéoglycanes offrant une résistance aux contraintes

mécaniques

Prise en charge ambulatoire du patient par chirurgie mini-
invasive (percutanée)

échanges de gaz, nutriments et déchets. Maintien de
la viabilité cellulaire et de la synthése de la matrice

extracellulaire discale

Remplacement du biomatériau par une MEC discale integre

Tableau Il. Propriétés des biomatériaux/matrices et implications en ingénierie tissulaire du DIV.

soulignée, car elle limite ’lhomogénéité des résultats des expérimen-
tations. A inverse, la variabilité des polyméres synthétiques est faible
et leurs propriétés peuvent étre modulées aisément.

Il n’existe actuellement pas de consensus concernant le choix du bio-
matériau le plus adapté pour une application en ingénierie tissulaire
du DIV. Le biomatériau utilisé doit néanmoins présenter certaines
propriétés intrinséques (Tableau /). Le caractére auto-durcissant
(dépendant du pH ou de la température) de I’hydrogel [37] consti-
tue une propriété intéressante, car elle permet d’envisager la mise
en ceuvre d’approches chirurgicales mini-invasives dont le bénéfice
médico-économique est certain.

La biofonctionnalité est également une propriété indispensable. Ainsi,
le biomatériau doit supporter, voire stimuler, la synthése d’une MEC
par les cellules régénératrices (cellules du NP, chondrocytes articu-
laires, CSM) ; cela a d’ores et déja été démontré par certaines études
[38-40]. La nature hyper-hydratée des hydrogels permet, en outre, de
reproduire I’environnement discal natif (hydratation du NP > 95 %) et
renforce leur intérét en ingénierie tissulaire du DIV.

Dans le choix du biomatériau pour 'ingénierie tissulaire discale, une
autre propriété intrinseque doit étre prise en compte au regard du role
du DIV dans la résistance aux contraintes mécaniques rachidiennes.
Les propriétés mécaniques des biomatériaux sont ainsi souvent explo-
rées et comparées aux propriétés de compression du NP isolé qui sont
d’environ 10-kPa [34]. Dans ce contexte, la nature hyper-hydratée
des hydrogels offre des propriétés de résistance hydraulique (swelling)
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particulierement intéressantes. La modulation de ces
propriétés mécaniques fait actuellement I'objet de
multiples investigations basées notamment sur I’ajout
de renforts mécaniques.

Ingénierie tissulaire : résultats actuels

Contrairement aux études de thérapie cellulaire, aucun
essai clinique chez ’lhomme n’a actuellement été effec-
tué en ingénierie tissulaire. Seules des études précli-
niques associant cellules régénératrices et biomatériau
ont été réalisées. Toutes utilisent des CSM non différen-
ciées d’origine médullaire [41-43] couplées a différents
biomatériaux (atélocollagéne, PLGA, collagéne Il/acide
hyaluronique/chondroitine). Les résultats de ces études
démontrent la formation de novo d’une MEC cartilagi-
neuse. Comme pour les études précliniques en thérapie
cellulaire, il existe des disparités entre les matériels et
les méthodes utilisés dans ces études (modéles animaux
tels que le rat, le chien ou le lapin ; concentration en cel-
lules injectées ; nature du biomatériau utilisé) qui com-
pliquent I’analyse des résultats. Néanmoins, une méta-
analyse récente a permis de comparer I’ensemble de ces
études animales. Elle montre une amélioration au cours
du temps des signaux IRM, reflétant I’hydratation des
DIV traités [44]. Labsence de données biomécaniques



ne permet cependant pas de conclure quant a I'efficacité de cette
stratégie d’ingénierie tissulaire sur ’amélioration de la résistance aux
contraintes mécaniques des DIV traités. De multiples questions restent
donc encore en suspens, a@ commencer par la définition du biomatériau
le plus adapté ; la combinaison avec des types cellulaires, autres que
les CSM non différenciées, peut étre également envisagée.

Conclusion

L'amélioration des connaissances physiopathologiques de la dégé-
nérescence discale permet d’envisager la thérapie cellulaire et
I'ingénierie tissulaire du NP comme des approches particulierement
prometteuses pour le traitement des lombalgies discogéniques. Pour
faire de celles-ci des innovations de rupture dans la prise en charge
des patients lombalgiques et répondre aux limites des traitements
actuels, de nombreuses questions devront étre résolues. Cependant,
’approfondissement des connaissances acquises dans le domaine des
cellules souches et des biomatériaux devrait permettre d’envisager
prochainement la restauration d’un tissu discal et de ses propriétés
mécaniques. ¢

SUMMARY

Regenerative medicine of the intervertebral disc: from
pathophysiology to clinical application

A'large proportion of low back pain may be explained by intervertebral
disc (IVD) degeneration. Currently, the process leading to IVD degene-
ration highlights the pivotal role of IVD cells. The number of these cells
drastically decreases and does not support a spontaneous repair of the
tissue. In order to counteract IVD degeneration, regenerative medicine,
based on a cell supplementation of the damaged tissue is considered
as a promising approach. After a description of IVD physiopathology,
we will develop the different strategies based on cell therapy and tissue
engineering and currently under investigation to improve altered IVD
degeneration. Finally, results from the current pre-clinical and clinical
studies will be discussed. ¢
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Conclusions/Perspectives

Dans le cadre du développement de cette stratégie thérapeutique, nous avons tout
d’abord étudié la biologie du développement du DIV afin de définir les étapes clés de
la formation de la notochorde embryonnaire chez la souris et de transposer ces
connaissances a la différenciation des iPSC humaines. Nous avons ainsi montré que
I'activation des voies TGF-B/Nodal/Activin et Wnt entrainait la différenciation des
iPSC en progéniteurs de mésendoderme. La différenciation de ces progéniteurs en
CNT a été induite par transfection répétée ’ARNmM NOTO et le maintien de I'activité
de la voie Wnt. Ce protocole de différenciation a permis de générer des CNT au
phénotype stable. La formation d’'un complexe protéiqgue FOXA2/T/NOTO a été
également démontrée. Afin de préciser le role de ce complexe dans la régulation de
'expression des marqueurs de CNT, le séquengage des promoteurs sur lesquels
FOXAZ2 et T sont fixés en présence et en absence de NOTO est envisagé par ChlIP
sequencing. Malgré les résultats encourageants générés dans cette étude, la
différenciation des CNT embryonnaires en CNT matures reste un challenge a relever
avant d’envisager leur utilisation en médecine régénératrice du DIV. Aucune donnée
dans la littérature ne décrit les mécanismes moléculaires a l'origine de la transition
du phénotype des CNT embryonnaires en CNT adultes. La premiere stratégie
envisagée pour produire des CNT matures sera de réaliser des organoides a partir
de CNT embryonnaires dérivées d'iPSC. Ces organoides définissent une structure
tridimensionnelle in vitro qui permet la différenciation de types cellulaires issus d’'un
progéniteur commun. Cette technique a été utilisée pour mimer le développement
embryonnaire des poumons [591], des cryptes intestinales [592] ou encore du foie
[593]. Grace a cette technique, le développement embryonnaire du NP pourrait étre
reproduit in vitro a partir des CNT embryonnaires dérivées d'iPSC. La maturation de

ces cellules ainsi que I'apparition de NPCytes pourrait &tre observée.

176



Conclusions/Perspectives

Figure 29: Modeéele de différenciation des cellules stromales adipeuses

humaines en nucléopulpocytes. Les CSA sont issues du mésoderme latéral tandis que les
NPCytes proviennent du mésoderme axial (notochorde). L’activation de la voie Smad2/3 est cruciale
pour la différenciation des CSA en NPCytes et est active majoritairement pendant la phase d'initiation
de la différenciation. La voie Smad1/5/8 est activée principalement durant la phase de maturation de
la différenciation. MESP1 : Mesoderm Posterior Basic Helix-Loop-Helix Transcription Factor 1), FLK1:
Tyrosine Kinase Growth Factor Receptor, JAG1: Jagged 1, COMP : Cartilage Oligomeric Matrix
Protein, PRG4 : Proteoglycan 4, COL2A1a : géne codant pour l'isoforme foetale du collagéne de type
II, COL2A1b : géne codant pour I'isoforme mature du collagéne de type II. ? : Mécanisme inconnu.
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Un projet actuellement développé au sein du laboratoire, consiste a mettre au point
un modele in vitro de culture de notochordes isolées a partir de souris au stade
E11.5. Ce modéle pourrait permettre d’étudier les mécanismes responsables du
maintien du phénotype des CNT mais aussi de leur différenciation en CNT matures.
Par exemple, le maintien de I'expression de FoxA2 et Noto in vitro (chute a partir de
E12.5 in vivo) permettrait de mettre en évidence leur potentiel réle dans la transition
notochorde-Nucleus pulposus. L’activation et I'inhibition des voies de signalisation
Nodal, Wnt et Shh pourraient également permettre de comprendre les étapes de
différenciation des CNT embryonnaires en CNT matures.

Dans une deuxieme phase expérimentale, nous nous sommes intéressés a produire
des NPCytes a partir de CSA humaines. L’action synergique du TGF-1 et du GDF5
a permis la différenciation des CSA humaines dans la voie nucléopulpogénique.
L’étude du réle des voies de signalisation Smad2/3 et Smad1/5/8 a permis de
préciser les mécanismes de différenciation de cellules issues du mésoderme latéral
en cellules dérivant du lignage notochordal (Figure 29). Nous avons ainsi démontré
gu’en activant fortement la voie Smad2/3 pendant la phase d’initiation de la
différenciation et la voie Smad1/5/8 pendant la phase de maturation, les CSA se
différencient en NPCytes. Entre les phases d'initiation et de maturation, les voies
Smad sont inactives suggérant la formation d’un progéniteur intermédiaire dont
lactivité est régulée par d’autres voies de signalisation. Etant donné que la
différenciation des CSA en NPCytes ne consiste pas en la formation d’'un progéniteur
de type « notochordal », la caractérisation de ce progéniteur intermédiaire permettrait
de définir et comprendre les étapes de différenciation nucléopulpogénique des CSA.

Cette caractérisation permettrait également de déterminer si ce progéniteur existe in
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vivo et donc lier cette différenciation de CSA in vitro a un mécanisme pouvant exister
in vivo.

Nous avons également démontré que ces cellules survivent, maintiennent leur
phénotype spécialisé et leur activité sécrétrice aprés transplantation sous-cutanée
chez la souris nude. Il conviendra maintenant d’analyser les capacités régénératrices
des NPCytes-dérivées de CSA dans des modéles animaux de dégénérescence
discale. Dans ce contexte, différents modéles animaux ont été développés au sein
du laboratoire (lapin et brebis) [594, 595]. Malgré I'apparition d’'une dégénérescence
discale spontanée au cours du vieillissement chez le lapin, la taille réduite des DIV
dans ce modele ne rend pas aisée l'injection de cellules régénératrices associées a
'hydrogel d’'HMPC-Si. Des investigations chez le gros animal (brebis) ont donc
débutées chez la brebis au regard des similitudes anatomiques et de taille avec les
DIV humains. Le développement d’'une dégénérescence spontanée au cours du
vieillissement a par ailleurs été démontré chez cet animal. De plus, des injections de
400 a 600 pl d’hydrogel d’HPMC-Si ont été possibles par voie percutanée. L'injection
de NPCytes-dérivés de CSA dans des DIV dégénérés de brebis sera donc la
prochaine étape de ce projet. Cette étape permettra d’apporter la preuve de concept
du potentiel régénérateur des NPCytes générés a partir de CSA. Concernant le
potentiel régénérateur des CNT dérivées d’iPSC, plusieurs étapes restent encore a
franchir avant d'envisager les premiers essais précliniques. En effet, la
compréhension et le controle de la différenciation des iPSC en CNT matures ainsi
que la mise en évidence d’'un effet bénéfique de ces cellules sur I'activité biologique

des NPCytes permettra d’envisager des essais précliniques chez la brebis.
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Pour conclure sur ce travail de thése réunissant étude de la biologie du
développement et médecine régénératrice, un modeéle in vitro de CNT et NPCytes
humains a été généré. Celui-ci permettra a la fois d’étudier le développement
embryonnaire du NP et sa régénérescence. Le potentiel scientifique de ce modele
est large et permettra de répondre tant a des questions fondamentales relevant de la
biologie du développement, qu’a des perspectives plus translationnelles développées

par les ingénieurs tissulaires.
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Médecine régénératrice du disque intervertébral :
‘ Intérét des cellules souches mésenchymateuses et pluripotentes induites
Regenerative medicine of intervertebral disc:
Human mesenchymal and induced pluripotent stem cells

Résumé

Les disques intervertébraux (DIV) sont
composés d’une partie centrale appelée le
Nucleus pulposus (NP). Cette partie centrale
est peuplée de cellules notochordales (CNT),
considérées comme les cellules progénitrices
du NP et de nucléopulpocytes (NPCytes),
responsable de la synthése de la matrice
extracellulaire. L’ensemble des celiules du NP
est issu de la notochorde embryonnaire. La
disparition précoce des CNT et NPCytes est
associée a 'apparition des premiers signes de
dégénérescence discale entrainant des
lombalgies. Ainsi, suppiémenter le NP en CNT
et NPCytes produits a partir de cellules
souches humaines pourrait étre une approche
prometteuse pour la médecine régénératrice
du DIV. Dans ce contexte, ce travail de thése a
consisté a différencier des cellules souches
pluripotentes induites (iPSC) humaines en
CNT. Les connaissances acquises sur les
mécanismes moléculaires et cellulaires a
I'origine de la formation de la notochorde chez
’embryon de souris ont été transposées a
Putilisation des iPSC. La capacité de
différenciation des cellules souches
mésenchymateuses en NPCytes a également
été investigué. Ainsi, ces travaux de thése ont
permis de générer des CNT embryonnaires et
NPCytes a partir de cellules souches adultes
humaines. De plus, Pétude des mécanismes
moléculaires impliqués dans ces voies de
différenciation a été réalisée. Ces travaux de
thése ont ainsi contribué a améliorer la
médecine régénératrice du DIV, en générant
des cellules potentiellement capables de
restaurer ’lhoméostasie et la fonction du NP.

Mots clés

Notochorde, disques intervertébraux, cellules
souches mésenchymateuses, cellules souches
pluripotentes induites, différentiation, médecine
régénératrice

Abstract

Intervertebral discs (IVD) are composed of a
central part named Nucleus pulposus (NP).
This Nucleus pulposus is populated by
notochord cells (NCT), which are considered
as NP cell progenitors and nucleopulpocytes
(NPCytes), responsible for extracellular matrix
synthesis. Both cell types are derived from the
embryonic notochord. The loss of NCT and
NPCytes early in life is associated with first
signs of disc degeneration. Thus, the
supplementation of the degenerative NP with
human stem cells- derived NCT and NPCytes
could be a promising approach for the
regenerative medicine of IVD. In this context,
this work aimed at the establishment of a

‘notochordal differentiation protocol from

human induced pluripotent stem cells (iPSC).
Molecular and cellular mechanisms involved in
the formation of the notochord in mice
embryos were transposed to iPSC technology.
To address whether NPCytes can be
generated, we investigated the abilities of
human mesenchymal stem cells to
differentiate toward nucleopulpogenic lineage.
In summary, we have shown that NCT and
NPCytes can be generated by controlling
human stem cells differentiation. In addition,
molecular mechanisms driving both
differentiation processes have been described.
Finally, these findings contributed to the
regenerative medicine of IVD, by generating
cells potentially able to restore NP
homeostasis and function.

Key Words

Notochord, intervertebral disc, mesenchymal stem
cells, induced pluripotent stem cells, differentiation,
regenerative medicine
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