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Les dérivés neuraux des
cellules souches pluripotentes
échappent a la sénescence

en gagnant le 1q sauteur

Christine Varela!, Jérome Alexandre Denis?, Marc Peschanski?,

Nathalie Lefort?

Les cellules souches pluripotentes ont la
capacité de se différencier en n’importe
quelle cellule de I'organisme lorsqu’elles
sont exposées @ un environnement per-
missif adéquat. A ce titre, elles repré-
sentent un espoir majeur pour soigner
de nombreuses maladies dégénératives,
puisque 'on peut envisager de les utiliser
pour remplacer les cellules malades ou
perdues. 'agence réglementaire améri-
caine (FDA, food and drug administra-
tion) a autorisé I’an dernier le lancement
des premiers essais cliniques de thérapie
cellulaire fondés sur des cellules dif-
férenciées a partir de cellules souches
pluripotentes. Dans tous ces essais en
cours, il s’agit de cellules progénitrices
du systéme nerveux (central ou rétinien).

Stabilité des génomes
au cours du temps

Lapplication de ces techniques théra-
peutiques a partir de cellules produites
en laboratoire a un grand nombre de
patients est un des objectifs majeurs de
ces nouvelles approches fondées sur des
lignées cellulaires que 'on peut faire
proliférer massivement. Cette capacité
des cellules souches pluripotentes pose,
on le sait, la question de leur stabilité
génomique au cours des passages, et
de nombreux travaux ont montré, ces
dernieres années, qu’il fallait recher-
cher soigneusement les dérives géno-
miques dans les cellules indifférenciées
qui peuvent effectivement acquérir
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des anomalies chromosomiques [1, 2].
Nous avions ainsi signalé il y a trois ans
I’apparition d’une duplication locale
dans la région 20ql1.21 dans de nom-
breuses cellules cultivées au-dela de
plusieurs dizaines de passages [3, 4].

Ces controles effectués sur les cellules
indifférenciées ne sont toutefois pas
suffisants. Les essais cliniques en cours
reposent en effet, comme beaucoup de
protocoles actuels de différenciation, sur
la différenciation partielle des cellules
pluripotentes le long d’un lignage - ici le
lignage neural - permettant d’atteindre
un précurseur intermédiaire lui-méme
largement amplifiable. Nous nous
sommes donc intéressés aux anomalies
chromosomiques qui, n’existant pas dans
les cellules indifférenciées, pouvaient
apparaitre dans ces progéniteurs inter-
médiaires au cours de leur amplification.
Notre attention a été particulierement
attirée par les progéniteurs neuraux
parce que, outre le fait qu’il s’agissait des
produits cellulaires aujourd’hui déja uti-
lisés en clinique!, Iéquipe d’Oliver Briistle
(Institute of reconstructive neurobiology,
université de Bonn, et Life and Brain
GmbH, Allemagne) a publié récemment
une étude qui montrait que ces cellules
étaient capables de réaliser un nombre
de divisions considérable au cours de

1 Dans ce cas, les cellules progénitrices du systéme nerveux
central étaient des progéniteurs rétiniens (essai clinique
ATC) ou des progéniteurs oligodendrocytaires (essai clinique
Geron) provenant de la différenciation de cellules souches
embryonnaires humaines.
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plusieurs dizaines de passages (plus de
100, donc sans doute plusieurs centaines
de cycles de réplication dans I'une de
leurs expériences) [5]. Nous avons éga-
lement observé cette capacité de fagon
trés systématique lors de la différen-
ciation neurale d’'une demi-douzaine de
lignées de cellules souches pluripotentes
humaines, d’origine embryonnaire (cel-
lules €S, embryonic stem) ou induites par
reprogrammation (iPS, induced pluripo-
tent stem), alors que la différenciation
dans d’autres lignages - vers des progé-
niteurs mésodermiques, kératinocytaires
ou mélanocytaires - aboutissait a une
entrée en sénescence apres 10 a 20 pas-
sages (soit 40 a 60 divisions).

La capacité proliférative exceptionnelle
des progéniteurs neuraux nous a surpris
car elle semblait échapper a ce que I'on
appelle la limite de Hayflick [6], qui
fonde le concept selon lequel tous les
organismes vivants sont composés de
cellules programmeées pour accomplir un
nombre limité de divisions. Cette limite
se situe vraisemblablement chez I’homme
autour d’une cinquantaine de divisions.

Identification d’un remaniement
chromosomique récurrent

dans des cultures a long terme
de progéniteurs neuraux issus

de cellules souches pluripotentes

Nous avons donc repris systématiquement
la recherche d’anomalies génomiques
dans les dérivés neuraux des lignées de
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Progéniteurs neuraux passage 17

Figure 1. Analyse par hybridation in situ fluorescente multicouleur (mFISH). Une série de sondes marquées
par une combinaison de cing fluorochromes est hybridée aux chromosomes en métaphase. Chaque paire de
chromosomes est « peinte » d’une couleur qui lui est propre. A. Progéniteurs neuraux issus de la différen-
ciation de cellules souches pluripotentes humaines. Apres 17 passages, aucun remaniement chromosomique
n’est observé. B. Apres 39 passages une translocation sauteuse (jumping translocation) est observée (fleche

blanche). Une portion du chromosome 1 (en jaune) est transloquée sur les bras courts du chromosome 17.

cellules souches pluripotentes humaines
que nous cultivions (six lignées de cellules
€S et une lignée d’iPS), a I'aide des tech-
niques de G-banding et d’hybridation in
situ fluorescente multicouleur (mFISH),
en confirmant nos résultats avec des
hybridations génomiques comparatives
sur puces a ADN (ou microarray CGH).
Aprés de longues périodes de culture
(au-dela de la limite de Hayflick), nous
avons de fait détecté systématique-
ment, dans ces progéniteurs neuraux,
une duplication du bras long du chro-
mosome 1 (bras 1q), absente dans les
cellules souches pluripotentes [7]. Cette
duplication du bras 1q était accom-
pagnée d’une translocation du bras
surnuméraire sur un autre chromosome
(aléatoire) (Figure 1). Le chromosome
lg de ’'Homme est synténique des chro-
mosomes 1 et 3 de la souris. Chez la
souris, les trisomies 1 sont les anomalies
les plus fréquemment observées dans les
cultures a long terme de cellules souches
neurales et de neurosphéres [8, 9]. Par
ailleurs, ce phénomene de duplication/
translocation aléatoire a été décrit
dans des tumeurs malignes diverses, et
a été appelé « translocation sauteuse »
(jumping translocation, JT) [10].
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Progéniteurs neuraux passage 39

Conséquence de I’identification
d’une translocation sauteuse
dans les progéniteurs neuraux

Nous nous sommes intéressés au poten-
tiel de différenciation de ces progé-
niteurs neuraux mutés en neurones
post-mitotiques en culture. Certains en
étaient toujours capables, et se com-
portaient comme des progéniteurs neu-
raux sains, mais d’autres ne I’étaient
plus, leur potentiel étant alors forte-
ment biaisé vers I"autorenouvellement.
La présence de jumping translocation du
chromosome 1q était donc susceptible
d’altérer le potentiel de différenciation
des progéniteurs neuraux in vitro et nous
avons cherché a I’apprécier également
in vivo, apres transplantation des cel-
lules dans le striatum de rats immu-
nodéficients. Apres sept semaines de
xénogreffe, les greffons issus de cellules
saines controles ont été retrouvés, mais
pas ceux formés a partir de cellules
porteuses d’une duplication du chro-
mosome 1q. Cela semble indiquer que la
présence d’un 1qJT ne s’accompagne pas
forcément d’une prolifération incontr6-
Iée apres greffe, mais bien évidemment
ne garantit pas que des greffons porteurs

de I’anomalie soient sans
danger dans le cadre d’une
thérapie cellulaire.

La question de la dange-
rosité du 1gJT est en effet
clairement posée par les
données de la littérature
sur cette anomalie chro-
mosomique. Chez ’Homme,
des translocations sau-
teuses du chromosome lq
ont été observées dans des
hémopathies malignes [11]
ainsi que dans des tumeurs
solides (cancers du sein,
hépatocarcinomes, chor-
domes, rétinoblastomes,
tumeurs cérébrales pédia-
triques). La présence de
translocations sauteuses
du chromosome 1lq est tou-
jours associée a un mauvais
pronostic chez les patients [12]. Ces
données suggérent que la région lq
amplifiée contient des génes dont la
dérégulation fournit un avantage qui
s’exprime a la fois dans les cellules
cancéreuses et lors de la culture a long
terme de progéniteurs neuraux.

La premiére étape d’une translocation
sauteuse est liée a une décondensa-
tion hétérochromatique, conduisant a
une déstabilisation centromérique. Une
endoreduplication partielle se produirait
alors facilitant la formation de cette
translocation [11]. Nous avons effecti-
vement observé une telle décondensa-
tion de I’hétérochromatine centromé-
rique du chromosome 1 dans certains
des progéniteurs neuraux porteurs de la
1qJT. Il est intéressant de noter que la
décondensation du centromeére du chro-
mosome 1 est également caractéristique
d’une pathologie non cancéreuse, le syn-
drome ICF (immunodéficience combinée
[1], instabilité de I’hétérochromatine
paracentromérique [C] et dysmorphie
faciale [F]). Cette maladie est liée a
une hypométhylation de I’ADN et est
souvent causée par des mutations du
gene DNMT3B, qui code pour une ADN
méthyltransférase [13].



Les progéniteurs cellulaires dérivés de
cellules souches pluripotentes devraient
a terme, si les essais en cours ou pro-
jetés se révelent positifs, étre utilisés
dans le cadre de thérapies cellulaires et
tissulaires trés nombreuses. Nos résul-
tats démontrent la nécessité de s’as-
surer de 'intégrité chromosomique a
toutes les étapes de la préparation du
produit de thérapie cellulaire, puisque
I’on retrouve des anomalies chromoso-
miques systématisées non seulement
dans les cellules souches indifférenciées
mais également dans des cellules déja
engagées dans un lignage. Toutefois,
comme le souligne le commentaire qui
accompagne notre article [14], il est
encourageant de constater le caractere
récurrent de ’'anomalie chromosomique
identifiée dans les progéniteurs neu-
raux, qui facilitera la mise au point d’un
controle qualité systématique. ¢
Jumping translocations

of chromosome 1q are recurring
chromosomal aberrations in neural
derivatives of pluripotent stem cells
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