Les cellules IPS rendent-elles obsoléte I'usage des cellules embryonnaires et du clonage,
dans la poursuite d’une thérapeutique ?

Deux équipes de chercheurs — I'une japonaise, dirigée par Shinya Yamanaka, de I'Université
de Kyoto, et l'autre, américaine, dirigée par James Thompson, de l'université Wisconsin-
Madison — ont annoncé avoir réussi a créer des lignées de cellules souches pluripotentes
humaines a partir de fibroblastes, cellules constitutives de I'épiderme. Ces travaux ont été
publiés respectivement dans les revues scientifiques Cell et Science de novembre 2007. Les
cellules de peau humaine ont été reprogrammées, en y introduisant quatre génes différents
au moyen d'un rétrovirus, pour étre transformées en cellules, dites iPS, ayant les mémes
propriétés que les cellules souches embryonnaires ; c’est-a-dire capables de se différencier
en plusieurs types de cellules du corps humain. Cette avancée révolutionnaire est
'application a 'homme de la premiére découverte faite par Yamanaka : en aodt 2006, il
avait, en insérant quatre genes dans des cellules de peau de souris, obtenu des cellules au
potentiel comparable a celles des cellules souches embryonnaires. Cette découverte
révolutionnaire est-elle de nature a mettre un terme a la recherche sur I'embryon et le
clonage ?

A/ Les iPS présentent les caractéristiques spécifi gues aux hESC *

Les cellules iPS sont des cellules reprogrammées génétiquement qui, étant redevenues
pluripotentes, équivalent aux hESC non différenciées.

1/ au niveau morphologique : qualité d’auto-renouvellement et de prolifération, antigénes
de surface spécifiques, expression des génes, statut épigénétique de cellules pluripotentes
(chromatine), marqueurs spécifiques.

2/ réaction in vitro : elles sont capables de maintenir leur auto-renouvellement et de donner
des cellules des 3 feuillets embryonnaires

3/ réaction in vivo (réinjectées aprés leur obtention) identique a celle des hESC : elles
forment des tératomes.

- Réponse a certaines objections

» Pour le criblage de molécules pharmacologiques, nécessaire a la modélisation d'une
pathologie et a la création d'un futur médicament, la communauté scientifique
rapporte que les hESC sont le meilleur type de cellules & utiliser car elles proliferent
particulierement rapidement.

Or le temps gagné en criblant avec ces cellules sera perdu dans le temps requis pour trouver
un embryon porteur de la maladie a modéliser (le plus souvent issu de Diagnostic Pré-
implantatoire (DPI)). Des chercheurs renommés utilisent déja des fibroblastes de patients
reprogrammés en cellules pluripotentes porteuses de l'anomalie recherchée, dont les
capacités prolifératives sont équivalentes®.

! Ces caractéristiques sont décrites dans la publication K. Takahashi, K. Tanabe and al., Induction of pluripotent stem cells
from adult human fibroblasts by defined factors, Cell, 2007, 131 : 861-872 - J. Thomson and al., Induced pluripotent stem cells
lines derived from human somatic cells, Science, 2007, 318 : 1917-1920.
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B/ Une technique d’obtention des IPS fiable

1/ Risque oncogéne ? Le probléme du transgene c-Myc qui est oncogéne a été résolu
quelqgues semaines seulement aprés la découverte de 2007 : dorénavant, on utilise un
nouveau géne, n-Myc, qui n’est pas cancérigéne et élimine donc le risque®.

2/ Risques liés aux vecteurs viraux ? La reprogrammation demandait d'utiliser des
vecteurs viraux (virus utilisés pour insérer les genes reprogrammants). On a reproché a
Yamanaka d'utiliser cette méthode de transfert de géene pour obtenir sa reprogrammation,
sachant que le vecteur en question, utilisé a I'hdpital Necker contre le SCID-X, avait
déclenché des leucémies : une reprogrammation identique a pu étre obtenue sans faire
appel & un vecteur rétroviral*, en utilisant une transduction par plasmide®, ou un vecteur
"épisomal" dérivé du virus Epstein Barr, qui est éliminé lors de la réplication cellulaire®.
R.Blelloch et al. ont pu reprogrammer des cellules somatiques en ayant recours a des
microRNAs spécifiques des cellules souches embryonnaires’.

De plus, on n’injecte pas directement de cellules ainsi obtenues chez le patient mais on crée
des lignées cellulaires a partir des cellules iPS qui n’expriment donc plus l'action du vecteur
viral.

3/ Résistance aux antibiotiques ?  L'utilisation d’un géne résistant aux antibiotiques, qui a
permis d’isoler les rares cellules pleinement reprogrammées parmi les millions de cellules
non reprogrammeées, et qui a permis ensuite de faire se multiplier particulierement ces
cellules, n’est plus nécessaire : on peut dorénavant isoler les cellules iPS sur leurs simples
critéres morphologiques®.

- Réponse a certaines objections
» Certains disent que les cellules iPS introduites dans un embryon en développement

ne peuvent pas donner de chiméres (embryon avec cellules mixtes des 2
provenances), ce qui pourtant prouverait leur capacité d’auto-renouvellement infini.

Or 3 équipes différentes ont créé des souris chimériques apres insertion de cellules iPS
dans des embryons qui ont eux-mémes transmis '’ADN iPS a leurs petits (K. Okitua et al, R.
Jaenish, K. Hochedlinger, K. Plath)’ : la capacité de division & long terme de ces cellules est
donc prouvée.
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» Certains disent que les cellules iPS n'auraient pu étre obtenues sans ['utilisation
d’embryons humains.

Or au contraire les travaux de S. Yamanaka ont montré que cette étape n'était pas
nécessaire. Explication.

- Des chercheurs ont travaillé sur la reprogrammation cellulaire a partir de I'embryon humain
mais I'étude de S. Yamanaka du 25 ao(t 2006 (précédent la découverte qui le rendra
célébre), porte sur des embryons de souris (et non humains).

- Yamanaka identifie dans cette publication, plusieurs facteurs potentiellement acteurs dans
la reprogrammation. A sa grande surprise, le facteur Nanog identifié auparavant par J.
Silva par des études sur I'embryon humain, notammen t par clonage, comme un
facteur essentiel et responsable de I'acquisition de la pluripotentialité dans les cellules
embryonnaires au stade morula et également de la transformation du noyau de cellules
somatiques en cellules pluripotentes quand elles sont transférées dans le cytoplasme d’'une
cellule embryonnaire — sans ovocyte™, n’apparait plus responsable de cette action . Ce
sont 4 autres génes qui ont ce réle : Oct4, Sox2, c-Myc et KlIf4 (identifiés parmi 24 génes
choisis par Yamanaka au début, en procédant par élimination). Nanog, identifié grace a des
études sur 'embryon humain, notamment par clonage, n’était donc pas responsable de la
reprogrammation’®. Ces études n’étaient donc pas requises pour reprogrammer des cellules
somatiques.

- Yamanaka a 1 an d’avance concernant l'identification des genes reprogrammants, par
rapport a la publication de J. Thomson du 20 novembre 2007, car ce dernier, contrairement a
Yamanaka, a effectué ses recherches a partir ’hESC. Une autre distinction entre leurs
travaux respectifs est que: J. Thomson a reprogrammé des cellules de peau de fcetus et de
nouveau-nés™, alors que Yamanaka a directement prouvé l'efficacité de sa technique de

reprogrammation a partir de fibroblastes de personnes adultes™.

lan Wilmut, Président du Conseil de recherche médicale en biologie reproductive du Centre
de médecine régénérative a l'université d’Edimbourg (Ecosse), lan Wilmut et le premier a
avoir cloné avec succes un mammifére - la brebis Dolly, confirme que les iPS n’ont pas été
obtenues par les cellules embryonnaires :

. « La dé-différenciation de cellules somatiques n'a pas requis I'utilisation d’embryon
humain car, au niveau technique, cela n’était pas nécessaire. Les premiéres cellules iPS ont
été produites et identifiées a partir d’études sur des embryons de souris ».

» Certains disent que les recherches sur la reprogrammation requiérent I'utilisation
d’embryons humains.

Or de nombreuses études ont été menées sans utiliser 'embryon humain, mais des cellules
embryonnaires ou adultes d’animaux. Exemples sur la reprogrammation cellulaire :
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- reprogrammation sans transfert nucléaire  *°: recherche des génes exprimés dans les

cellules embryonnaires murines pour les insérer dans les cellules somatiques (essai sur la
queue de rat)

- reprogrammation du noyau de cellules somatiques induite par le cytoplasme des
cellules reprogrammantes (ovocytes ou cellules souches embryonnaires animales)

- dédifférenciation cellulaire « naturelle »  en cellules multipotentes (régénération cellulaire
observée chez la salamandre par exemple) possible aussi chez le mammifére®’

- utilisation de petites molécules pour induire la dédifférenciation en cellules
multipotentes®®

- incubation de fibroblastes dans une solution contenant un extrait de cytoplasme de
cellules T (capables de donner naissances & plusieurs fonctions cellulaires)*
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C/ Les iPS présentent des caractéristiques supérie ures aux hESC %

1/ Elles sont identiques aux patients : pas de rejeti  mmunologique pour les IPS

Les iPS ont I'avantage de pouvoir étre obtenues a partir de cellules directement prélevées
sur le patient. Pour les applications thérapeutiques, c’est un avantage majeur car les greffes
ne présenteront pas de problemes d’immuno-compatibi lité. Les hESC, au contraire,

déclenchent un rejet immunologique systématique dans l'organisme receveur. Ce rejet
est bien connu. Aucune solution n'y a été trouvée, a lI'exception d'une thérapie
immunosuppressive identique a celle mise en jeu dans les transplantations d'organes?.

« Les cellules iPS étant obtenues a partir de cellules des patients, elles ne risqueraient
effectivement pas d'étre rejetées par le systeme immunitaire et ne nécessiteraient pas de
prendre un traitement immunosuppresseur a vie »*: Anne-Lise Bennaceur-Griscelli,
directrice de I'Institut André Lwoff, Professeur d’Hématologie a I'Université Paris-Sud 11 /
Praticien Hospitalier (AP-HP) / Unité Inserm 602.
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2/ Modélisation de pathologies

S. Yamanaka, dans un article citant sa publication princeps sur les cellules iPS* met la
génération de modéles de maladies "in vitro" par la technologie iPS comme la premiére
application pratique a venir de cette technologie. Il rappelle les travaux déja effectués par
Dimos et al (2008), avec génération de cellules iPS porteuses du gene mutant SOD a partir
de cellules d'un patient atteint de sclérose latérale amyotrophique  (SLA). Il rappelle aussi
les travaux de Park et al (2008), qui ont généré des cellules iPS de patients porteurs de
diverses pathologies (Parkinson, diabéte juvénile) . Ebert et al. (2009) ont fait de méme
avec les patients souffrants d’atrophie musculaire  de la moelle épiniére®.

Dans Le Figaro du 3 avril 2009, Michel Pucéat, directeur de I'équipe cellules souches et
cardiogenese d’I-Stem (Inserm) déclare concernant les iPS : « C'est une avancée importante.
Les CSPi ont I'avantage de pouvoir étre dérivées de n'importe quel patient dont nous désirons
étudier la pathologie. Du coup, le nombre de leurs lignées se multiplie dans le monde.»

3/ Elles évitent de passer par le clonage, technigu e non maitrisée

Avant la découverte des IPS, certains chercheurs tentaient de dériver des cellules souches
d’'embryons a partit d'un embryon obtenu par clonage du patient. Mais personne n'y est
parvenu (le clonage humain ne marche pas) alors que la méthode de Yamanaka permet
d’obtenir ces cellules dédifférenciées directement a partir du malade, sans clonage : plus
efficace, plus sdr (car non seulement le clonage ne marchait pas mais on n’en connaissait
pas les effets secondaires sur le développement des cellules) et donc plus rapide.

4/ Des essais clinigues ont déja fonctionné sur un modéle animal atteint de
drépanocytose : aprés irradiation des cellules malades, les cellules iPS obtenues ont été
réinjectées et ont reconstitué le systéme hématopoiétique de I'animal®.

5/ Une révolution :  Aujourd’hui entre 200 et 300 laboratoires dans le monde travaillent déja
sur les cellules IPS et cette découverte n'a que 2 ans ! Elles ont révolutionné ce que I'on
croyait impossible en matiére de biologie moléculaire (rajeunir des cellules) et les obstacles
inhérents a la technique ont déja pu étre dépassés.

- Pour Jean-Claude Ameisen , président du comité d'éthique de I'lnserm, "le travail de
Yamanaka véritable révolution scientifique, prouve qu'il est possible de reprogrammer des
cellules adultes ordinaires et montre que la plasticité des cellules est beaucoup plus grande
gu’'on ne le pensait." Jean-Claude Ameisen reléve aussi : "10 ans se sont écoulés entre la
premiere brebis clonée et les premiers primates clonés, 15 ans ont été nécessaires pour
passer des cellules souches embryonnaires de souris aux cellules souches embryonnaires
humaines et il a fallu a peine 1 année a S. Yamanaka pour passer de sa découverte sur
I'animal a son application a I'homme".

- Dés juin 2008, le gouvernement japonais annonce la création d’'un département spécifique de
développement de la médecine de pointe sur les cellules iPS et ses prochaines applications
cliniques®. Le 2 juin 2009 le Rapport d’ambassade indique que le NEDO (New Energy and
Industrial Technology Development Organization), organisme public japonais de financement et
de gestion de projets de recherche et développement, vient d'annoncer le lancement d'un
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programme sur 5 ans visant a développer des applications pour la technologie des cellules iPS.
Le budget total du projet est de plus de 40 millions d'euros et une vingtaine d'organismes
devraient participer aux recherches. Le programme se compose de trois axes majeurs :
- le développement de méthodes de production slres et efficaces des cellules iPS ;
- la mise en place de méthodes de tri et de contrle de la qualité des cellules ;
- I'établissement d'une méthode de criblage pour la recherche pharmaceutique.

6/ Une recherche éthique : les cellules IPS permettent des recherches sans porter atteinte
a l'intégrité de I'espéce humaine. Par exemple, les mémes précautions que pour les hESC
doivent étre prises avant de faire des applications cliniques pour éviter les risques
oncogénes, mais au moins les recherches pour éviter ces risques oncogenes ne mettent pas
en danger la vie d'un embryon et sont du coup plus rapides : seulement quelques semaines
apres la découverte en 2007, des équipes ont réussi & contourner ces risques.

Elles mettent fin au débat éthique.

Interview de lan Wilmut, Genethique.org, 18 mai 2009

Genéthique : Aprés la découverte des professeurs Yamanaka et Thomson', vous avez déclaré a la
BBC que vous abandonniez le clonage et que, d’ici 5 ans, cette découverte "pourrait procurer une
meilleure alternative, éthiquement plus acceptable que le clonage d’embryons humains pour la
recherche médicale™. Quels sont les avantages des cellules iPS par rapport aux attentes et objectifs
gue vous aviez en clonant Dolly ?

lan Wilmut : « Avant la découverte des cellules iPS, nous essayions de dériver des cellules
souches d’embryons produits par le transfert d’'un noyau cellulaire du patient souffrant d’'une
maladie héréditaire. A ce stade, personne n'a réussi. Mais maintenant, la dé-différentiation
de cellules somatiques murines (méthode du Pr. Yamanaka) a démontré que le méme
objectif pouvait étre atteint en utilisant directement les cellules somatiques des malades.

Il y a un avantage thérapeutique majeur avec les ce llules iPS : elles sont génétiquement
identiques au patient, permettent de modéliser des pathologies et de rechercher rapidement
des médicaments pour traiter en amont les symptémes de la maladie. Il existe déja une
centaine de ces lignées cellulaires sur lesquelles on peut travailler sans attendre pour nous
aider a comprendre les maladies d'ici 5 ans.

La technique du clonage n’est donc plus une techniq ue d'actualitte. Comme je lai
expérimenté avec la brebis Dolly, cloner demande un temps considérable pour obtenir des
cellules souches. De plus, cette technique implique forcément I'hyperstimulation ovarienne
chez la femme : celle-ci doit subir un traitement hormonal intensif et pénible pour produire un
grand nombre d'ovocytes et pour finalement n'obtenir que quelques embryons clonés.
Si la science offre des pistes plus rapides, intéressantes et efficaces, je suis d’avis de les
suivre. »




