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Les cellules souches
embryonnaires humaines
révelent ’existence
d’une région hautement
instable du génome
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Accumulation d’anomalies
caryotypiques au cours

de la culture des cellules €S humaines
In vivo, le taux de mutations sponta-
nées dans une cellule somatique normale
(contenant environ 3 x 107 nucléotides)
est de Pordre de 107" a 1078 par division
cellulaire [1] soit environ 100 mutations
par cellule a chaque cycle cellulaire. Cer-
taines de ces mutations procurent aux
cellules mutées un avantage sélectif qui
leur permet de croitre plus rapidement. /n
vitro, lors de la culture a long terme, il en
résulte la substitution progressive des cel-
lules non mutées initiales par les cellules
porteuses de la mutation. Les cellules sou-
ches embryonnaires humaines (€S) sont
des cellules pluripotentes dérivées a partir
de cellules de la masse interne d’embryons
dgés de quelques jours (stade blasto-
cyste) [11, 12]. Elles ont la capacité de
se différencier en tous les types cellulaires
représentés dans les tissus de I"organisme
(pluripotence) et de se multiplier en théo-
rie de maniére illimitée in vitro (auto-
renouvellement). Cette derniére propriété
n'a d’intérét que si I'intégrité du génome
des cellules €S peut étre maintenue lors
des cultures a long terme.

Des 2004, plusieurs études ont démontré
que les conditions de culture classiques
des cellules €S humaines in vitro permet-
tant le maintien de leur état indifférencié,
induisaient de fagon non négligeable une
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instabilité chromosomique. Des trisomies
des chromosomes 12, 17 ou X ont ainsi été
mises en évidence trés fréquemment [2,
3]. hypothése qui prévaut actuellement
pour expliquer ce phénomene est que "'am-
plification de certains genes portés par ces
chromosomes conféere un avantage sélec-
tif aux cellules souches indifférenciées.
La méthode la plus couramment utilisée
pour mettre en évidence ces aberrations
chromosomiques est la cytogénétique
conventionnelle fondée sur la détection
de bandes spécifiques de chaque chromo-
some (bandes G). Le pouvoir résolutif de
cette technique ne permet cependant de
détecter que les réarrangements chromo-
somiques de taille supérieure ou égale a 5
a 10 mégabases (Mb).

Les caryotypes moléculaires

révelent des aberrations
chromosomiques plus discrétes

Dans une publication récente parue dans
Nature Biotechnology [4], nous décrivons
une région génomique hautement instable
identifiée grace a un controle régulier de
I'intégrité du génome de cellules souches
embryonnaires humaines maintenues en
culture. Pour cette étude nous avons choisi
de contrdler la stabilité chromosomique
des cellules a 'aide de deux techniques
de «caryotype moléculaire » combinant
cytogénétique et biologie moléculaire qui
permettent la détection de variations du
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nombre de copies de fragments d’ADN
de tailles inférieures @ une mégabase.
Ces technologies sont I’hybridation géno-
mique comparative sur puce a ADN (ou
microarray CGH) et les puces a SNP (single
nucleotide polymorphism).

Cing lignées de cellules €S humaines (H1,
H9, SA01, VUBOL et VUB05-HD) ont été
cultivées pendant plusieurs mois in vitro
dans deux laboratoires indépendants et
elles ont été régulierement contrdlées par
une technique de caryotype moléculaire
(Figure 1). Une copie surnuméraire d’un
fragment du chromosome 20 (20q11.21),
d’une taille comprise entre 2,5 et 4 Mb selon
les lignées, a été détectée dans quatre de
ces lignées (H1, H9, SA0L et VUBO5-HD).
Celle-ci est sélectionnée au cours des pas-
sages successifs des lignées. €n utilisant
une technique d’hybridation in situ fluo-
rescente (FISH) d’une sonde recouvrant la
région amplifiée, nous avons déterminé que
la copie surnuméraire du fragment de chro-
mosome 20 était soit répétée - en tandem
ou inversée - sur le chromosome 20 (pour
les lignées H9, SAD1, VUB05-HD) (Figure 24,
B) soit insérée en 1p36 (pour la lignée H1)
(Figure 2C). Ces observations sont corrobo-
rées par une étude réalisée par une équipe
de I'université libre de Bruxelles publiée en
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dup(20)(ql1.21)
- +
Plus haut Plus bas
Lignée Origine Caryotype | passage négatif | passage positif Références
H1 WiCell 46, XY 80 24 [4,6]
HSF1 UCSF 46, XY - I 29 [7]
SA01 Cellartis 46, XY 41 49 [4]
H7 WiCell 46, XY 41 63 [6]
H9 WiCell 46, XX 74 76 [4]
VUBO7 AZ-VUB 46, XX 32 77 [5]
VUB03-DM1  AZ-VUB 46, XX 30 98 [5]
VUB09-FSHD.1 AZ-VUB 46, XX 28 100 [5]
VUBO05-HD AZ-VUB 46, XY 106 103 [4, 5]
VUBO1 AZ-VUB 46, XY 126 135 [4, 5]
VUB02 AZ-VUB 46, XY 219 252 [5]
VUB04-CF AZ-VUB 46, XX 29 - [5]
VUB06 AZ-VUB 46, XX 64 - [5]
VUB11-FXS  AZ-VUB 46, XX 45 - [5]
VUB13-FXS AZ-VUB 46, XX 28 = [5]
VUB15 AZ-VUB 46, XY 18 - [5]
VUB17 AZ-VUB 46, XX 7 - [5]
VUB19-DM1  AZ-VUB 46, XX 32 - [5]
VUB24-DM1  AZ-VUB 46, XX 31 - [5]
Médiane des plus hauts
passages négatifs connus 37

Figure 1. Détection d’une duplication de la région 20q11.21 dans des cellules souches embryonnaires

humaines par différents groupes.

méme temps que nos observations [5]. C.
Spits et al., décrivent la présence, dans un
tiers des lignées €S humaines testées, de
la méme duplication chromosomique de
la région 20q11.21. Cette amplification de
la région 20q11.21 avait déja été décrite
de maniére isolée a deux reprises. La pre-
miere fois dans I'une des premieres études
ayant utilisé la technique de caryotypes
moléculaires sur des cellules €S humaines
[6], la seconde fois dans un article visant
a répertorier les variations non pathologi-
ques de nombre de copies d’ADN présents
dans ces lignées [7]. Dans ce dernier cas
I’amplification de la région 20q11.21 avait
été interprétée comme un polymorphisme
non répertorié dans les bases de données
et préexistant a la culture.

La région 20q11.21

est fréquemment

amplifiée dans les cancers

La région 20q11.21 humaine amplifiée dans
les cellules €S humaines en culture a long
terme contient une vingtaine de genes
codant pour des protéines et un microARN.
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Elle est synténique de la région chromo-
somique 2H de la souris dans laquelle a
été identifié un marqueur microsatellite
hautement instable. Ce microsatellite serait
responsable des réarrangements chromoso-
miques fréqguemment observés dans les sta-
des précoces de leucémie myéloide chez la
souris [8]. Chez ’homme, la région 20q11.21
est amplifiée dans de nombreux cancers,
notamment dans les cancers du sein [9],
de la vessie, du poumon, du foie, dans les
mélanomes et dans le cancer du col de
Putérus [10]. Uapparition d’un cancer est
un processus «multi-étapes» di a 'ac-
cumulation de mutations dans des genes
impliqués dans le contrdle de la proliféra-
tion cellulaire. Ces altérations génétiques
induisent la transformation progressive
d’une cellule normale en une cellule dérivée
maligne. Des études ont montré que I'insta-
bilité génétique de la région 20q11.21 était
un événement important dans la progres-
sion tumorale [10]. Ces données suggerent
que la région amplifiée contient des génes
dont la dérégulation fournit un avantage
prolifératif, qui s’exprime a la fois lors de

la progression tumorale et lors de la culture
a long terme des cellules €S humaines.
Ces genes pourraient jouer un role dans la
prolifération, la survie ou la mort cellulai-
res. Parmi ces genes, ID1 (inhibitor of DNA
binding 1), impliqué dans la croissance des
cellules, BCL2L1, impliqué dans la survie et
la mort cellulaires, PDRG1 (p53 and DNA
damage regulated 1) contrdlé par p53, ou
encore POFUTL (protein O-fucosyltransfe-
rase 1) fortement exprimé dans les glioblas-
tomes, représentent autant de candidats
pouvant contribuer a I'avantage sélectif
de cette instabilité. Le micro ARN hsa-mir-
1825 localisé dans I'un des exons du gene
POFUTI est un autre bon candidat car les
microARN sont souvent décrits comme des
suppresseurs de tumeurs ou, a I'inverse, des
oncogenes [13].

Prolifération des cellules souches :
vers une meilleure compréhension

des processus cellulaires liés

aux cancers ?

Les cellules souches embryonnaires
humaines peuvent donc contribuer a une
meilleure compréhension des événements
précoces jouant un réle dans la progres-
sion tumorale. €lles présentent I"avantage
de permettre d’étudier 'implication de la
région identifiée dans un contexte dans
lequel il n’existe pas d’autres anomalies
génétiques ce qui est rarement le cas lors-
que des cellules de biopsies de tumeurs
humaines sont étudiées. Dans le cadre
de I'application thérapeutique directe de
cellules €S humaines ou de leur descen-
dance (thérapie cellulaire) comme dans
celui de Iutilisation de ces cellules pour
la recherche, nos résultats sur Iinstabilité
génétique relative des cellules €S humai-
nes encouragent a intégrer le caryotypage
moléculaire dans le contrdle qualité. ¢

A recurrent hotspot of genomic
instability identified in human €S cells
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Figure 2. Analyse par FISH de Uinstabilité génétique en 20q11.21. A. Deux signaux détectés sur

noyaux interphasiques a I’aide de sondes spécifiques de la région 20q11.21. B. Trois signaux détec-

tés sur noyaux interphasiques correspondant a la duplication de la région 20g11.21 du chromosome

20. C. Ins(1;20)(p36.3;q11.21) : trois signaux détectés sur chromosomes métaphasiques mettant en

évidence une insertion de la région 20q11.21 dans le bras court du chromosome 1 (1p36.3).
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