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iPS : des erreurs de jeunesse ?

Bai Qiang, Samir Hamamah, John De Vos

La lune de miel

La reprogrammation cellulaire méta-
morphose in vitro des cellules adultes en
cellules similaires aux cellules souches
embryonnaires, appelées cellules sou-
ches pluripotentes induites (iPS) [1].
Cette transformation est accomplie par
I’expression forcée et transitoire de qua-
tre facteurs de transcription (0CT4, SOX2,
KLF4 et CMYC) qui vont provoquer un pro-
fond remaniement de I'organisation de la
chromatine et du programme d’expres-
sion génique. La découverte des iPS a
profondément bouleversé le champ de la
plasticité cellulaire. De trés nombreuses
applications des iPS ont été proposées,
aux enjeux médicaux et scientifiques
majeurs. On peut classer ces applications
en quatre catégories : (1) une modéli-
sation du développement humain dés le
stade embryonnaire ; (2) une modélisa-
tion in vitro des maladies génétiques ;
(3) une source de cellules proches des
cellules primaires humaines, normales et
pathologiques, pour le criblage de nou-
veaux médicaments; (4) une source de
cellules autologues et « rajeunies » pour
une médecine régénératrice (=) [15].
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concepts a fait I'objet de tres nombreu-
ses publications dans les plus prestigieux

journaux [2].

La défiance

Depuis la description des iPS, leur iden-
tité avec les cellules souches embryon-
naires (€S, embryonic stem) fait débat.
Cette question est loin d’étre futile : les
iPS sont-elles vraiment le modele phy-
siologique de développement embryon-
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naire précoce qu’elles prétendent étre ?
Les iPS sont-elles des cellules normales,
ou bien une aberration de laboratoire,
et potentiellement dangereuses ? Il est
clairement établi que les iPS sont des
lignées de cellules souches pluripoten-
tes, exprimant les marqueurs de la pluri-
potence et capables de se différencier en
n'importe quel type cellulaire. Certes, la
premiére version des iPS murines ne for-
mait, aprés injection dans le blastocyste,
que des souriceaux chimeres non viables
[3]. Mais une modification mineure du
protocole de reprogrammation - change-
ment du marqueur de sélection qui était
alors utilisé - avait suffi pour obtenir des
souriceaux viables et capables de trans-
mettre le patrimoine génétique des iPS a
la génération suivante via leurs gameétes.
La question de I’identité entre €S et iPS
était alors passée au second plan.

Voila six mois que le débat est revenu
sur le devant de la scéne, avec une tres
forte charge contre les iPS. De nombreux
défauts leur sont reprochés. Au-dela
d’une ressemblance globale avec les €S,
les iPS se distingueraient sur les plans
épigénétique, immunologique et généti-
que. Un des premiers défauts qui avait
été relevé était la difficulté a établir des
souris par complémentation de blasto-
cystes tétraploides, le test ultime de la
pluripotence. Mais finalement ce test a
pu étre réalisé, démontrant qu’il était
possible d’obtenir a partir d’iPS murines
des souris intégralement composées de
tissus issus des iPS [4, 15]. Le taux de
succes de ce test était plus faible que
pour les €S, suggérant la présence d’ano-
malies épigénétiques dans un certain
nombre de lignées iPS. Ces anomalies ont
été confirmées par plusieurs travaux qui
viennent de montrer que le remodelage

chromatinien massif qui accompagne la
reprogrammation cellulaire était souvent
entaché d’anomalies. Par exemple, le
profil de méthylation de I’ADN pouvait
montrer un profil résiduel caractéristique
de la cellule de départ et, inversement,
des méthylations aberrantes apparues
au cours de la reprogrammation [5, 6].
Ces anomalies touchent particuliéere-
ment le locus DIkI-Dio3 qui est éteint
de maniere aberrante dans de nombreux
clones iPS. La réactivation de ce locus
par intervention chimique restaure la
capacité des clones iPS a induire des
souris chimeres par complémentation
de blastocystes tétraploides [2]. Ces
anomalies épigénétiques se traduisent
également par un biais dans la capacité
de différenciation des cellules : si les iPS
sont dérivées de fibroblastes, la diffé-
renciation en cartilage ou os est favori-
sée par rapport aux lignages sanguins, et
réciproquement, si les iPS sont dérivées
de cellules sanguines, la différenciation
en cellules sanguines est favorisée. Pour
expliquer ces anomalies, il a été suggéré
que les iPS conservent une mémoire du
paysage chromatinien de la cellule de
départ (mémoire épigénétique).

Plus inattendue a été I'observation
récente que dans un modele allogénique
murin les lignées iPS étaient plus immu-
nogéniques que des
lignées €S (=) [17].
Des lignées €S d’un
fond génétique B6
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formaient des tératomes sans rejet dans
des souris B6 non immunodéprimées,
tandis que des lignées iPS B6 formaient
des tératomes de taille inférieure,
infiltrés par des lymphocytes T [7]. La
premiéere explication avancée par les
auteurs est I'expression aberrante d’un
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Figure 1. Les différentes causes possibles des anomalies génétiques rapportées dans les iPS. A. Certaines
mutations ou variations du nombre de copies d’ADN (CNV) peuvent préexister dans les cellules différen-
ciées avant la reprogrammation, soit comme un polymorphisme partagé par toute la population cellulaire,
soit comme une mutation présente dans une sous-population qui pourrait étre sélectionnée au cours de la
reprogrammation. B, C. Lutilisation de vecteurs intégratifs, la reprogrammation elle-méme ou bien I"'emploi
de certains oncogénes comme c-Myc ou KIf4 peut entrainer un stress réplicatif qui provoque des cassures
de ’ADN qui dépassent la capacité de réparation de ’ADN des cellules. D, €. La culture des cellules souches
pluripotentes in vitro favorise la sélection de sous-clones porteurs de remaniements chromosomiques qui
leur conférent un avantage sélectif de survie ou de prolifération. Ces remaniements chromosomiques appa-

raissent spontanément ou pourraient étre favorisés par une instabilité chromosomique accrue des cellules

souches pluripotentes cultivées in vitro.

petit groupe de génes, dont les genes
Hormadl et Zglé, qui ne sont pas expri-
més au cours du développement normal
et se comportent chez la souris adulte
comme des antigenes mineurs d’histo-
compatibilité et qui sont exprimés de
maniere aberrante dans les lignées iPS
[7]. Pautre cause possible de ces rejets
immunologiques des iPS est I’existence
de mutations dans les parties codantes
des genes.

Ceci nous ameéne au troisiéme reproche
fait au iPS, le plus grave : la présence
d’anomalies génétiques. Il était déja
connu que les cellules souches embryon-
naires, murines ou humaines, pouvaient
acquérir des anomalies génétiques au
cours de la culture in vitro et que ce
défaut était partagé par les iPS. Mais
plusieurs rapports récents montrent que
les iPS présentent des mutations et
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des variations du nombre de copies
d’ADN (CNV) dés les premiers stades de
leur genese. Ces anomalies génétiques
posent le probleme de leur innocuité
pour une éventuelle utilisation en cli-
nique. Que I’on analyse les iPS par le
caryotype ou par des analyses génomi-
ques plus pointues comme le séquen-
cage haut débit ou les puces a ADN, on
reléve que les iPS présentent des ano-
malies génétiques multiples : mutations
dans les parties codantes des génes
(en moyenne 6 mutations par lignée
comparé au fibroblaste de départ) ou
changements de CNV (en moyenne deux
fois plus que le fibroblaste de départ)
[8, 91. Il est intéressant de noter que
les anomalies de CNV sont plus notables
au cours des tout premiers passages
(passages 5 et 10) puis diminuent au
cours de la culture, suggérant un désa-

vantage sélectif pour nombre
de ces anomalies [9]. Ces
anomalies pourraient avoir
été générées par I'utilisa-
tion des vecteurs intégratifs
(rétrovirus ou lentivirus) qui
sont encore la méthode de
reprogrammation la plus uti-
lisée (Figure 1), mais elles
sont aussi observées avec des
techniques non intégratives
[8]. Une autre explication
pourrait étre que la repro-
grammation crée un stress
réplicatif qui serait a I'origine
des aberrations génétiques.
Effectivement, un certain
nombre des altérations de
I’ADN se concentrent dans des
régions fragiles du génome
connues pour étre altérées
en cas de stress réplicatif,
lequel peut étre induit par
un oncogéne comme c-myc
[10]. Ces observations sont
en accord avec le fait que les
systemes de protection du
génome contre la transfor-
mation maligne - p53, plé/
Inkda et pl9/Arf - sont les
mémes qui bloquent en par-
tie la reprogrammation [11]. Enfin, une
troisieme explication, non exclusive de
la précédente, pourrait étre une sélec-
tion au cours de I’étape de reprogram-
mation de sous-clones minoritaires qui
préexistaient a la reprogrammation, et
dont les anomalies génétiques favori-
sent le succes de la reprogrammation,
mais certains résultats semblent infir-
mer cette hypothése [8].

La réconciliation ?

Quelle conclusion tirer de ces travaux
récents ? Les iPS sont-elles des mutan-
tes au comportement imprévisible et
potentiellement dangereux ? €n réalité,
le tableau n’est peut-étre pas si noir que
cela. Sur le plan épigénétique, des voix
s’éléevent pour dire que les profils des
modifications de la chromatine telles
que les méthylations des lysines 4 et 27



de I'histone 3 (H3K4me3 et H3K27me3)
sont similaires entre €S et iPS et que les
quelques différences observées sont de
I’ordre de la variabilité naturelle des
lignées de cellules souches pluripotentes
et ne permettent pas de distinguer les
deux types cellulaires [12]. Au congres
de I"ISSCR! qui s’est déroulé en juin
a Toronto, Rudolf Jaenisch a présenté
les résultats de son groupe qui mon-
trent que 'extinction du locus DIkI-Dio3
qui avait été observée par une autre
équipe [13] est en fait la conséquence
d’une stcechiométrie défavorable dans
I’expression des quatre facteurs de la
reprogrammation. Il montre que dans
un systeme de reprogrammation opti-
misé cette aberration épigénétique ne
s’observe plus. Au méme congres, Shinya
Yamanaka a fait remarquer que dans le
travail rapportant I'immunogénicité des
iPS [71, il manquait une expérience-clé
qui consiste a étudier I'immunogéni-
cité des iPS dans un modele autologue.
Lapplication autologue était initia-
lement "application la plus attendue
des iPS en médecine régénérative [3] !
S. Yamanaka a également montré que
dans son laboratoire la variabilité dans
la capacité de différenciation des clones
iPS qu’il avait produits était similaire a
celle qu’il observait au sein d’une col-
lection de lignées €S. Enfin, sur le plan
génétique aussi, des voix s’élévent pour
mettre en garde contre une générali-
sation trop rapide. Un groupe du WiCell
Institute vient d’établir dans un travail

LISSCR : international society for stem cell research.
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titanesque le caryotype de 1700 cellules
en culture couvrant 219 lignées d’iPS et
40 lignées €S humaines. Lincidence des
anomalies du caryotype est similaire
entre iPSet €S:12,5 % et 12,9 % respec-
tivement [14].

Il donc est encore beaucoup trop tot
pour conclure. Il se pourrait que les
anomalies attribuées aux iPS ne soient
finalement pas généralisables a toutes
les iPS mais soient des cas particuliers
reflétant des méthodes non optimales
de reprogrammation ou de culture. Il est
donc urgent de comprendre les méca-
nismes intimes a I"origine des anomalies
épigénétiques et génétiques observées
parfois dans les iPS, afin de pouvoir y
remédier. La comparaison avec les cel-
lules €S est a ce titre particulierement
importante pour établir les anomalies
qui sont spécifiques aux iPS et celles
qui reléevent des cellules souches plu-
ripotentes en général. La recherche sur
les €S humaines reste donc particulie-
rement d’actualité. Les techniques de
reprogrammation sont encore loin d’étre
optimisées et beaucoup de travail reste
a faire sur ce plan la. Les altérations
épigénétiques et génétiques des iPS
qui ont été récemment rapportées ne
seraient peut-étre que des erreurs de
jeunesse ! ¢

Induced pluripotent stem cells: youthful
indiscretions
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