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Liste des abréviations

(i)HDAC : ;iŶhiďiteur d’Ϳ HistoŶe Déacétylase 

(Légende des purifications) FT : Flow Through 
(Non retenu sur colonne) 

(Légende des purifications) I : Insoluble 

(Légende des purifications) LOAD : Solution "de 
chargement de la colonne" (à purifier) 

(Légende des purifications) S : Soluble 

(Légende des purifications) T : Total 

(Légende des purifications) W. X : Wash X 

9R-11R : 9 à 11 Arginines 

AA : Acides Aminés 

ADNc : ADN complémentaire 

bFGF : basic Fibroblast Growth Factor 

BLa : β-Lactamase 

cGMP : compliance Good Manufacturing 

Practices 

C.I : Corps d’IŶclusioŶ 

Cdh1 : Cadherin 1 (E-Cadhérine) 

CMF : Cytométrie en Flux 

c-Myc : Myc proto-oncogen protein  

CPP : Cell-penetrating peptide 

CSH : Cellules Souches Hematopoïétique 

CSP : Cellules Souches Pluripotentes 

DBD : DNA Binding Domain 

DIM : Dimerization Domain 

D.O : Densité Optique 

E. coli : Escherichia coli 

EB : Embryoid bodies 

EBNA1 : Epstein-Barr virus Nuclear Antigen 1 

EBV : Epstein-Barr Virus 

ESC : Embryonic Stem Cells 

ExoS54 : 54 acides aminés identifiés de 
l’ExotoxiŶe S de Pseudomonas aeruginosa 

FT : Facteur de transcription 

GST : Glutathione S-Transferase 

HDNF : Human Dermal Newborn Fibroblasts 

His6x : tag 6 histidines 

HRP : Horseradish Peroxidase 

hTERT : human Telomerase Reverse 

Transcriptase 

ICM : Inner Cell Mass 

IMAC : Immobilized Metal Affinity 

Chromatography 

iPSC : induced Pluripotent Stem Cells 

IPTG : Isopropyl β-D-1 thiogalactopyranoside 

Klf4 : Krüppel-like factor 4  

LB : Lysogeny Broth 

MBP : Maltose Binding Protein 

MD : Minimum Domain, domaine minimum de 
la protéine ZEBRA aux propriétés de CPP 

MEC : Matrice Extracellulaire 

MEF : Mouse Embryonic Fibroblasts 

MET : Mesenchymal-to-Epithelial Transition 

MFI : Mean Fluorescence Intensity 

MOI : Multiplicity of Infection 

MPT : Modifications Post-Traductionnelles 

Ni+ : ion Nickel 

NLS : Nuclear Localization Signal 

Oct4 : Octamer-binding transcription factor 4 

P.a : Pseudomonas aeruginosa 

PGSH : Protéoglycanes à Héparanes Sulfates 

qPCR : PCR quantitative en temps réel 

RT-PCR : Réaction de polymérisation en chaine 
par reverse transription 

S2 : Schneider 2 cells 

SDS-PAGE : Sodium Dodecyl Sulfate-

PolyAcrylamide Gel Electrophoresis 

SeV : Sendai Virus 

SM : Small Molecules 

Sox2 : Sex-determining Region Y box 2 

SR : Serum de Remplacement  

SST3 : Système de Sécrétion de Type 3 de 
Pseudomonas aeruginosa 

TAD : Transactivation Domain 

TAT : Transactivator of Transcription 

TB : Terrific Broth 

TGF-β : Transforming Growht Factor-β 

V.C : Volume de Colonne 

VPA : Valproic Acid 

VTN-N : Vitronectine recombinante humaine 

WB : Western-Blot 

WGA : Wheat Germ Agglutinin 
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I. LES CELLULES SOUCHES PLURIPOTENTES 

A. Les différents types de cellule souches 

Chez l’homme, diffĠreŶts tǇpes de cellules souches voŶt coŶstituer l’orgaŶisme, du dĠveloppemeŶt 

au stade adulte (Figure n°1). Ces cellules possèdent deux caractéristiques principales : une capacité 

d’auto-reŶouvellemeŶt leur permettaŶt d’eŶtreteŶir leur rĠservoir et un potentiel de différenciation 

leur permettant de former les différents types cellulaires qui composent le corps. 

La capacitĠ d’auto-reŶouvellemeŶt iŶdiffĠreŶciĠ est coŶsidĠrĠe iŶfiŶie et s’effectue par uŶ mode de 

division spécifique des cellules souches : la divisioŶ sǇmĠtriƋue vers l’oďteŶtioŶ de deux cellules filles 

ideŶtiƋues. DaŶs certaiŶes coŶditioŶs, ces cellules voŶt se diffĠreŶcier au travers d’uŶe divisioŶ 

asǇmĠtriƋue avec l’oďteŶtioŶ d’uŶe cellule fille ideŶtiƋue et d’uŶe autre eŶgagĠe dans une voie de 

diffĠreŶciatioŶ ou ďieŶ au travers d’uŶe divisioŶ sǇmĠtriƋue vers l’oďteŶtioŶ de deux cellules filles 

différenciées. Cette différenciation diminue donc le réservoir de cellules indifférenciées. 

On distingue plusieurs degrés du potentiel de différenciation des cellules souches qui se perd au fur 

et à mesure Ƌue l’oŶ avaŶce daŶs le dĠveloppemeŶt ;Figure Ŷ°ϭͿ. EŶ effet, juste aprğs fĠcoŶdatioŶ, 

au stade du zǇgote et jusƋu’au stade Morula, oŶ retrouve les cellules souches totipoteŶtes Ƌui soŶt 

au sommet de la hiérarchie. Ces cellules sont capables de générer les tissus embryonnaires et extra-

emďrǇoŶŶaires ;le trophoectoderme Ƌui formera le placeŶta, le cordoŶ omďilical…etc.Ϳ et peuveŶt 

donc, à elles seules, former un organisme entier. En revanche, les cellules souches pluripotentes 

(CSP) ne sont plus capables de former les tissus extra-embryonnaires mais peuvent se différencier 

vers les 3 feuillets embryonnaires (endoderme, mésoderme et ectoderme). Elles sont donc capables 

de former tous les types cellulaires de l’orgaŶisme adulte soit plus de ϮϬϬ tǇpes cellulaires doŶt les 

cellules germinales. Au cours du développement embryonnaire, le potentiel de différenciation des 

cellules diminue pour uŶ coŶtiŶgeŶt de cellules souches multipoteŶtes au stade fœtal et qui 

perdureroŶs chez l’adulte. Ces cellules soŶt restreiŶtes au tissu d’origiŶe et permetteŶt soŶ 

homéostasie. Par exemple, on peut citer les cellules souches hématopoïétique (CSH) issues du 

mésoderme qui reconstituent toutes les cellules composant le sang. Ces cellules pourront produire 

des progéniteurs avec par exemple les progéniteurs lymphoïdes communs capables de former toutes 

les cellules lymphoïdes du sang. Enfin, au stade le plus avancé de la différenciation, on retrouve les 

cellules unipotentes Ŷe permettaŶt de former Ƌu’uŶe seule progĠŶiture ou eŶcore les cellules 

termiŶalemeŶt diffĠreŶciĠes Ƌui coŶstitueŶt la majoritĠ de l’orgaŶisme. 
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Figure n°1 : Les différents types de cellules souches rencontrées lors du développement et leur potentiel de 

différenciation associé. 

B. Origine des cellules souches embryonnaires et éthique de leur 

utilisation 

Les cellules souches embryonnaires pluripotentes communément appelées ESC (Embryonic Stem 

Cells) proviennent chez les mammifères de la masse cellulaire interne (ICM ; Inner Cell Mass) du 

blastocyste en cours de développement. Elles ont été isolées et cultivées pour la première fois en 

ϭϵϴϭ chez la souris puis eŶ ϭϵϵϴ chez l’homme (Evans and Kaufman, 1981; Thomson, 1998 ; Figure 

n°1). 

Elles prĠseŶteŶt uŶ iŶtĠrġt majeur pour la recherche et la thĠrapie de par leurs propriĠtĠs d’auto-

renouvellement et leur pluripotence. En effet, les ESC peuvent être utilisées par exemple pour 

compreŶdre des mĠcaŶismes foŶdameŶtaux de l’emďrǇogeŶğse ou eŶ mĠdeciŶe rĠgĠŶĠrative aprğs 

différenciation vers un type cellulaire désiré. Toutefois, leur utilisation soulève des questions 

d’ĠthiƋues puisƋu’elles soŶt oďteŶues à partir de la destructioŶ d’emďrǇoŶs. 

En France, plusieurs lois relatives à la bioéthique sont apparues en 1994, 2004 et 2011. Ces lois ont 

restreiŶt l’utilisatioŶ des emďrǇoŶs humaiŶs et des ESC avec uŶe dĠrogatioŶ accordĠe pour ϱ aŶs si 
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les recherches étaient « susceptibles de permettre des progrès thérapeutiques majeurs » 

(Légifrance). 

EŶ ϮϬϭϯ, uŶ Ŷouveau texte a chaŶgĠ le rĠgime d’iŶterdictioŶ de la recherche sur l’emďrǇoŶ avec 

dérogation vers une autorisation encadrée : « La loi prévoit que les recherches pourront être menées 

à partir d’emďrǇoŶs surŶumĠraires coŶçus daŶs le cadre d’uŶe procrĠatioŶ mĠdicalemeŶt assistĠe 

(fécondation in vitroͿ, Ŷe faisaŶt plus l’oďjet d’uŶ projet pareŶtal, aprğs iŶformatioŶ et coŶseŶtemeŶt 

écrit du couple concerné. Les protocoles de recherche sont autorisés par l’AgeŶce de ďiomĠdeciŶe 

Ƌui traŶsmet sa dĠcisioŶ, assortie de l’avis du coŶseil d’orieŶtatioŶ aux miŶistres chargĠs de la saŶtĠ 

et de la recherche. » (www.vie-publique.fr). 

La loi Jardé de 2016 et relative aux recherches impliquant les personnes humaines ne modifie pas le 

cadre de la loi bioéthique de 2011. 

C. Progrès historiques de la reprogrammation somatique vers la 

pluripotence et les limites de cette méthode 

La différenciation cellulaire lors du développement a longtemps été considérée, de façon 

dogmatique, comme un processus unidirectionnel. En 1957, Conrad Waddington décrit cette 

différenciation comme une balle qui descend différentes vallées ramifiées (ex : vallée du « cerveau », 

de la « peau »Ϳ chaŶgeaŶt parfois de chemiŶ jusƋu’à atteiŶdre uŶ « destin cellulaire irréversible » se 

situant en bas de la vallée (ex : voie des astrocytes au sein de la vallée du « cerveau ») (Waddington, 

1957). Les études menées lors des dernières décennies ont bousculé cette vision de la différenciation 

cellulaire en montrant une plasticité cellulaire nouvelle et inattendue (Figure n°2). 

Figure n°2 : Révision de la théorie de la différenciation cellulaire irréversible. 

A) Reprogrammation vers la pluripotence qui nécessite une plasticité épigénétique importante. B) 

Transdifférenciation via un intermédiaire cellulaire grâce à une augmentation transitoire de la permissivité de 

la chromatine et C) Transdifférenciation directe entre deux états somatiques sans passage par un état 

iŶtermĠdiaire. D’aprğs Nashun et al., 2015 

http://www.vie-publique.fr/
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Malgré le même patrimoine génétique, les cellules l’exprimeŶt de maŶiğre diffĠreŶte seloŶ le tissu 

auquel elles appartiennent et s’adaptent donc à leur environnement leur conférant un phénotype 

unique. Les barrières dites « épigénétiques » soit « d’adaptatioŶ », imposées aux cellules au cours du 

développement peuvent être effacées et les cellules peuvent réacquérir un état pluripotent au 

travers d’uŶ processus de reprogrammatioŶ, soit uŶ chaŶgemeŶt d’uŶ Ġtat cellulaire doŶŶĠ vers uŶ 

autre (Hemberger et al., 2009). 

Historiquement, les premières preuves caractérisant la plasticité cellulaire ont été démontrées par 

Briggs & Kings et par J.B Gurdon dans les années 1960 (Briggs and King, 1952; Gurdon, 1962). Ces 

deux groupes ont utilisé des techniques de transfert nucléaire de cellule somatique (SCNT : Somatic 

Cell Nuclear Transfert) chez les amphibiens. Le SCNT est une méthode de création d'embryons 

recoŶstruits à partir de cellules somatiƋues et d'oocǇtes ;œufs ŶoŶ fĠcoŶdĠsͿ Ƌui coŶsiste à 

implanter un noyau donneur d'une cellule somatique dans un oocyte énucléé (Figure n°3 ; Gauche). 

DaŶs l’expĠrieŶce de GurdoŶ, des ŶoǇaux de cellules iŶtestiŶales diffĠreŶciĠes de greŶouille oŶt ĠtĠ 

transférés dans des oocytes énucléés et ont conduit au développement normal de têtards (Gurdon, 

1962). Cette expĠrieŶce a permis de coŶclure Ƌue le ŶoǇau adulte coŶtieŶt l’iŶformatioŶ gĠŶĠtiƋue 

nécessaire au développement et lui a valu le prix Nobel de médecine en 2012. Il aura fallu attendre 

ϭϵϵϳ pour Ƌue le premier cloŶage reproductif par SCNT soit possiďle chez uŶ mammifğre. C’est 

l’ĠƋuipe de IaŶ Wilmut Ƌui a rĠalisĠ cet exploit eŶ traŶsfĠraŶt uŶ ŶoǇau de cellules folliculaires de 

brebis dans des oocytes énucléés arrêtés en phase G0 qui après avoir été transplantés dans une 

mère porteuse ont donné naissance à la célèbre Dolly (Wilmut et al., 1997). 

Ces expériences ont démontré sans équivoque que les cellules adultes sont génétiquement 

équivalentes aux cellules embryonnaires précoces, et que l'expression génique différentielle est le 

résultat de changements épigénétiques réversibles, qui sont progressivement imposés sur le génome 

au cours du développement lors de la différenciation. De plus, ces expériences ont montré que le 

cytoplasme des oocytes contient des « facteurs de reprogrammation » capaďles d’iŶverser ces 

changements (Figure n°3). 

Chez l’Homme, le SCNT de fiďroďlastes fœtaux puis de fiďroďlastes d’adultes est techŶiƋuemeŶt 

possible (Tachibana et al., 2013; Chung et al., 2014). Les cellules obtenues semblent équivalentes aux 

ESC dĠrivĠes d’emďrǇoŶs.  

Il est important de noter que le SCNT fait intervenir une étape de dédifférenciation de la cellule 

somatique vers un état embryonnaire. Ce type cellulaire est ensuite maturé in vitro en blastocystes 

;c’est à partir de là Ƌue l’oŶ dĠrive les ESC humaiŶesͿ pouvaŶt ġtre utilisĠs eŶ cloŶage reproductif par 

implaŶtatioŶ daŶs l’utĠrus d’uŶe mğre porteuse. L'efficacitĠ d’oďteŶtioŶ des cellules souches par 
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clonage demeure faible et associĠe à des risƋues d’aŶomalies coŶduisaŶt souveŶt au dĠcğs du sujet. 

PreŶaŶt toutes ces caractĠristiƋues eŶ compte, le SCNT soulğve des ƋuestioŶs d’ĠthiƋue majeures 

comme la culture de blastocystes in vitro et la destructioŶ d’emďrǇoŶs, limitaŶt soŶ utilisation chez 

l’Homme. De plus, le cloŶage de l’Homme pourrait ġtre dĠrivĠ à des fiŶs eugĠŶistes poteŶtielles. 

Au-delà du SCNT, des expĠrieŶces de fusioŶ cellulaire oŶt permis d’apporter d’autres ĠvideŶces 

quant à la réversibilité du processus de différenciation. La fusion cellulaire permet de fusionner deux 

types cellulaires, ou plus, pour obtenir une cellule unique : un hétérocaryon ou bien un noyau 

hybride (4N chromosomes) (Figure n°3 ; MilieuͿ. UŶ hĠtĠrocarǇoŶ est produit lorsƋu’il Ǉ a iŶhiďitioŶ 

de la division cellulaire et cette cellule est multinucléée et ne survit qu'à court terme. Si le cycle 

cellulaire n'est pas bloqué, les cellules fusionnées formeront un hybride, car à la première division les 

deux ŶoǇaux voŶt fusioŶŶer rĠsultaŶt eŶ l’oďteŶtioŶ d’uŶe cellule tĠtraploïde (Smith et al., 2016). 

En 1969, une des premières fusions cellulaires entre une cellule normale et une cellule tumorale a 

coŶduit à l’ideŶtificatioŶ de gğŶes suppresseur de tumeur agissaŶt eŶ trans (Harris et al., 1969). Plus 

tard, des amniocytes humains fusionnés avec des cellules musculaires différenciées de souris ont 

formé des hétérocaryons stables dans lesquels des gènes musculaires humains sont activés par des 

facteurs présents dans le cytoplasme (Blau et al., 1983). Ces deux expĠrieŶces oŶt permis d’appuǇer 

la notion de plasticité cellulaire et de différenciation réversible. Enfin, en 1997, un type cellulaire a 

été réorienté vers la pluripotence par fusion (Tada, 1997). Des thymocytes de souris adultes 

fusionnés avec des CSP dérivées de cellules germinales primordiales ont produit des hybrides 

prolifératifs. Le génome de la cellule somatique subit une déméthylation générale et une réactivation 

des gènes soumis à empreintes parentales, ressemblant aux événements de reprogrammation se 

produisant dans le développement des cellules germinales. 

Les ESC humaines sont aussi capables de reprogrammer les cellules somatiques (Cowan, 2005; Yu et 

al., 2006). La lignée de fibroblastes primaires « BJ » fusionnée à des ESC produit des hybrides 

prolifĠratifs. DaŶs ces cellules, la rĠactivatioŶ de marƋueurs de pluripoteŶce tels Ƌue l’expressioŶ des 

protéines Oct4, SSEA4, du gène Rex1 (ou Zfp42) ou encore la déméthylation du promoteur d’Oct4 

fourŶisseŶt des preuves molĠculaires d’uŶe reprogrammatioŶ du gĠŶome somatiƋue (Cowan, 2005). 

Cette mĠthode d’oďteŶtioŶ de cellules pluripoteŶtes est trğs attractive puisƋue des ligŶĠes d’ESC 

sont disponibles. Toutefois, les protocoles de fusioŶ soŶt peu efficaces ;PEG, ĠlectrofusioŶ…Ϳ et 

conduisent à une mortalité élevée. De plus, cette fusion conduit à une tétraploïdie des cellules 

fusionnées et reprogrammées ce qui est un inconvénient majeur pour leur utilisation en thérapie 

personnalisée. 
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Figure n°3 : Les 3 approches pour reprogrammer un noyau somatique vers la pluripotence.  

Gauche) Transfert de noyau somatique (SCNT) : permet le cloŶage d’uŶ patrimoiŶe gĠŶĠtiƋue lors du traŶsfert 
d’uŶ ŶoǇau somatiƋue daŶs uŶ oocǇte ĠŶuclĠĠ. Des ESC peuveŶt ġtre dĠrivĠes de l’ICM ;Inner Cell Mass) du 

blastocyste après son développement in vitro (clonage thérapeutique). Le blastocyste peut être implanté dans 

uŶe mğre porteuse coŶduisaŶt au dĠveloppemeŶt de l’emďrǇoŶ et à l’oďteŶtioŶ d’uŶe progĠŶiture ;cloŶage 
reproductif ; non montré). Milieu) Fusion cellulaire. Exemple de la fusioŶ d’uŶe ESC avec uŶe cellule 
somatique. Si la fusion permet la division cellulaire, la cellule obtenue est un hybride des 2 types cellulaires de 

dĠpart. UŶ hĠtĠrocarǇoŶ est produit lorsƋu’il Ǉ a iŶhiďitioŶ de la divisioŶ cellulaire et cette cellule est 
multinucléée. Droite) Reprogrammation directe par expression de facteurs de transcription (voir plus loin). 

Schéma issu de Smith et al., 2016. 

Les expĠrieŶces de SCNT et de fusioŶ cellulaire oŶt permis d’oďteŶir un nouvel état pluripotent à 

partir d’uŶ Ġtat diffĠreŶciĠ et oŶt dĠmoŶtrĠ de maŶiğre roďuste, la plasticitĠ et la rĠversiďilitĠ du 

processus de diffĠreŶciatioŶ. TeŶaŶt compte de ces oďservatioŶs et d’expĠrieŶces « avant-

gardistes » sur la reprogrammation par transfert de facteurs de transcription, par exemple MyoD 

dans la conversion de fibroblastes murins en myoblastes (Davis et al., 1987) ou C/EBP-α dans la 

conversion de lymphocytes B en macrophages (Xie et al., 2004), c’est l’ĠƋuipe de YamaŶaka Ƌui a 

rĠellemeŶt ouvert le champs des possiďles ƋuaŶt à la reprogrammatioŶ somatiƋue. EŶ effet, c’est eŶ 
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Figure n°4 : Criblage de facteurs de pluripotence.  

Schéma issu de Takahashi and Yamanaka, 2016. 

ϮϬϬϲ Ƌu’uŶe percĠe majeure va veŶir ďouleverser l’histoire de la reprogrammatioŶ vers l’état 

pluripoteŶt par l’expressioŶ ectopiƋue de facteurs de traŶscriptioŶ ;Figure Ŷ°ϯ ; Droite ; (Takahashi 

and Yamanaka, 2006). 

D. La découverte des cellules souches pluripotentes induites 

EŶ ϮϬϬϲ, Takahashi et YamaŶaka coŶvertireŶt des cellules spĠcialisĠes eŶ CSP Ƌu’ils ŶommeŶt 

« iPSC » pour induced Pluripotent Stem Cells (Takahashi and Yamanaka, 2006). Pour ce faire, l’ĠƋuipe 

sélectionna 24 facteurs de transcription (FT) candidats qui sont préférentiellement exprimés dans les 

ESC, pour les exprimer dans des fibroblastes embryonnaires de souris (MEF ; Mouse Embryonic 

FibroblastsͿ via l’utilisatioŶ de vecteurs rĠtroviraux. Ces MEF avaieŶt ĠtĠ prĠalaďlemeŶt modifiĠes 

pour Ƌue le promoteur d’uŶ des gğŶes uŶiƋuemeŶt exprimĠ daŶs les ESC : Fbxo15 (F-box only protein 

15), soit activé lors de la reprogrammatioŶ et permette l’expressioŶ d’uŶe β-galactosidase fusionnée 

à la néomycine pour identifier et sélectionner les cellules reprogrammées (Figure n°4).  

Par expériences itératives en retirant des facteurs 

du cocktail initial, ils mettent en évidence une 

association minimum de 4 FT permettant 

d’activer le gğŶe Fbxo15 ce qui conduit à la 

dédifférenciation de MEF en iPSC et la sélection 

de ces dernières. Les facteurs retenus sont Oct4, 

Sox2, Klf4 et c-Myc. Cette association est 

nommée OSKM ou cocktail de Yamanaka. Les 

iPSC formées apparaissent sous la forme de colonies qui ressemblent à celles formées par les ESC en 

culture et prĠseŶteŶt des caractĠristiƋues trğs proches comme l’activatioŶ de gğŶes du rĠseau de 

pluripotence, la formation de tératomes et la contribution à la formation de chimères murines 

(Takahashi and Yamanaka, 2006). 

UŶ aŶ plus tard, la mġme ĠƋuipe moŶtre la gĠŶĠratioŶ d’iPSC à partir de fiďroďlastes primaires 

humains (Takahashi et al., 2007). Cette même année, une autre association de facteurs pour la  

reprogrammatioŶ est utilisĠe est preŶd le Ŷom du cocktail de ThomsoŶ. Il est composĠ d’Oct4, Sox2, 

Nanog et Lin28 (OSNL) et permet la reprogrammation de fibroblastes humains grâce à un vecteur 

lentiviral (Yu et al., 2007). 

Dans ces premières expériences, les iPSC obtenues sont souvent partiellement reprogrammées. Il est 

rapidemeŶt ideŶtifiĠ Ƌue l’expressioŶ des traŶsgğŶes doit ġtre ĠteiŶte au momeŶt de la traŶsitioŶ 

vers l’Ġtat pluripoteŶt et Ƌue celle des facteurs eŶdogğŶes doit ġtre activĠe pour permettre 

l’apparitioŶ des coloŶies totalement reprogrammées (Figure n°5). Ces dernières présentent les 



16 
 

Figure n°5 : Reprogrammation par les FT OSKM. 
Schéma issu de Takahashi and Yamanaka, 2016. 

caractéristiques des ESC et contribuent à terme au dĠveloppemeŶt d’emďrǇoŶs muriŶs lors d’essais 

de complémentation tétraploïde, à la différence des iPSC mal reprogrammées (Zhao et al., 2009). 

Pour uŶe meilleure ideŶtificatioŶ des cloŶes d’iPSC staďles, la sĠlectioŶ a par la suite ĠvoluĠ vers de 

Ŷouveaux sǇstğmes rapporteurs ďasĠs sur l’activatioŶ des promoteurs eŶdogğŶes d’Oct4 et de 

Nanog puisƋue l’expressioŶ des protĠiŶes codĠes par ces gğŶes iŶtervieŶt aprğs FďxϬϭϱ (Okita et al., 

2007; Wernig et al., 2007). Ces systèmes ont permis de sélectionner des iPSC plus matures et de 

meilleure qualité en termes d’expressioŶ gloďale des gğŶes et des modificatioŶs ĠpigĠŶĠtiƋues de la 

chromatine et des histones. 

Cette découverte des iPSC est révolutionnaire par 

rapport au SCNT et à la fusion cellulaire puisque 

les cellules pluripotentes dérivées évitent les 

proďlğmes ĠthiƋues d’oďteŶtioŶ d’oocǇtes et de 

destruction des embryons. De plus, elles 

permettent une utilisation dans un contexte 

spécifique au patient. Toutefois, le risque de 

dĠrives vers le cloŶage de l’Homme Ŷ’est pas 

écarté si les cellules sont réimplantées chez une 

mère porteuse, soulevant toujours le problème de 

l’eugĠŶisme couplĠ avec le dĠveloppemeŶt des techŶiƋues d’ĠditioŶ du gĠŶome ;voir plus loiŶͿ.  

De nos jours, la technologie des iPSC semble la plus pertinente des 3 méthodes pour générer des CSP 

humaines utilisables à des fins fondamentales ou appliquées. 

Aprğs cette percĠe majeure, plusieurs Ġtudes soŶt rapidemeŶt apparues ƋuaŶt à l’utilisatioŶ de FT 

exogènes pour reprogrammer un type cellulaire donné (ex : transdifférenciation) (Sindhu et al., 

2012). Par exemple, des neurones (Caiazzo et al., 2011), des cardiomyocytes (Wada et al., 2013),ou 

des progéniteurs hématopoïétiques (Szabo et al., 2010; Pulecio et al., 2014) ont pu être produits à 

partir de fibroblastes humains. Ces expériences de transdifférenciation ont même pu montrer des 

changements de lignées par rapport au type cellulaire de départ. 
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E. Application novatrices des iPSC 

Depuis la découverte des iPSC humaines il y a maintenant 10 ans, ces cellules ont été largement 

utilisées pour la modélisation de maladies, la découverte de médicaments et le développement de 

thérapies cellulaires (Shi et al., 2016; Avior et al., 2016; Passier et al., 2016). De nouveaux 

mécanismes du développement mais aussi des pathologies ont pu être élucidés, de nouveaux 

mĠdicameŶts issus de l’utilisatioŶ des iPSC soŶt eŶ voie de développement et le premier essai 

cliŶiƋue utilisaŶt des cellules dĠrivĠes d’iPSC a pu ġtre iŶitiĠ. DerŶiğremeŶt, la comďiŶaisoŶ de la 

technologie des iPSC avec les avancées récentes dans l'édition du génome et la formation 

d’orgaŶoïdes eŶ ϯ dimeŶsions (3D) démontre la puissance de cette technologie en médecine. 

1. Modélisation physiopathologique 

Avant la découverte des iPSC, les ESC et les modèles animaux tels que les souris de laboratoire ont 

très largement été utilisés pour modéliser les maladies notammeŶt celles doŶt l’origiŶe est 

génétique. Les ESC posent des problèmes éthiques et les modèles animaux, bien que proche de 

l’Homme, Ŷe permetteŶt parfois pas de rĠcapituler les phĠŶotǇpes complets des maladies humaiŶes. 

La modélisation à l'aide de cellules primaires de patients est alors utile pour comprendre les 

mĠcaŶismes pathologiƋues. CepeŶdaŶt, la source cellulaire est difficile, voire impossiďle d’accğs et 

généralement épuisable. Les iPSC, de par leurs propriĠtĠs de pluripoteŶce, permetteŶt d’Ġcarter ces 

problèmes. Elles sont donc une alternative attrayante pour modéliser plus facilement, voire 

personnellement, les maladies humaines. Des nouveaux modèles physiopathologiques peuvent être 

créés et jouent un rôle clé dans la découverte de nouvelles stratégies thérapeutiques. 

La modĠlisatioŶ de maladies humaiŶes à l'aide d'iPSC commeŶce par l’oďteŶtioŶ de cellules du 

patient notamment de fibroblastes de peau par des techniques peu invasives (Figure n°6). Ces 

cellules sont dédifférenciées en iPSC contenant la ou les mutations responsables de la maladie. Le 

développement rapide des technologies d'édition du génome (ex : CRISPR-Cas9 ou TALEN ; Revue: 

Hockemeyer and Jaenisch, 2016), permet dorénavant d'introduire des modifications génétiques dans 

les iPSC de manière spécifique, notamment pour créer des contrôles isogéniques. Il est important de 

Ŷoter Ƌue la correctioŶ des mutatioŶs gĠŶĠtiƋues peut ĠgalemeŶt ġtre rĠalisĠe daŶs l’autre seŶs, 

c’est-à-dire en introduisant des mutations spécifiques dans des iPSC saines, afin de confirmer un 

phénotype dans un fond génique différent par exemple. Les iPSC sont ensuite différenciées en types 

cellulaires pathologiques. 

De Ŷomďreuses ligŶĠes d’iPSC oŶt ĠtĠ dĠrivĠes jusƋu’à prĠseŶt pour la modĠlisatioŶ de maladies 

précoces causées par la mutatioŶ d’uŶ seul gğŶe ;moŶogĠŶiƋuesͿ (Park et al., 2008a). Une 
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Figure n°6 : SchĠŵa eǆplicatif de l’utilisation des iPSC huŵaines pouƌ la 
modélisation pathologique.  Issu de Shi et al., 2016 

différenciation vers un type cellulaire spécifique exprimant le gène mutant est généralement réalisée 

pour prĠseŶter le phĠŶotǇpe atteŶdu daŶs des cultures d’uŶ seul tǇpe cellulaire ;moŶotǇpiƋueͿ, trğs 

généralement en 2D.  

Pour les maladies sporadiƋues, c’est-à-dire doŶt les causes Ŷ’oŶt pas eŶcore ĠtĠ ideŶtifiĠes par des 

mutatioŶs gĠŶĠtiƋues chez le patieŶt ou ďieŶ daŶs les aŶtĠcĠdeŶts familiaux, l’utilisatioŶ des iPSC 

devieŶt uŶ atout coŶsidĠraďle. A titre d’exemple, des Ŷeurones mais aussi des cellules gliales ont pu 

ġtre gĠŶĠrĠs pour modĠliser la maladie d’Alzheimer (Liao et al., 2016). Les maladies tardives, 

notamment liées au vieillissement, peuvent aussi être évaluées par les iPSC en induisant des 

phénomènes de vieillissement par des composés chimiques (Miller et al., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A titre d’exemples, des ligŶĠes d’iPSC oŶt ĠtĠ gĠŶĠrĠes pour diffĠreŶtes maladies iŶcluaŶt : des 

désordres neurologiques dont la Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA) (Dimos et al., 2008), des 

pathologies hĠmatopoïĠtiƋues comme l’aŶĠmie de FaŶcoŶi (Raya et al., 2009) et la granulomatose 

septique chronique (Brault et al., 2014) ou encore des troubles cardiovasculaires comme le syndrome 

du QT de type 1 (Moretti et al., 2010). 

Enfin, parfois plus d'un type cellulaire peut être nécessaire pour modéliser efficacement certaines 

maladies, comprendre des mécanismes du développement et la technologie des iPSC y contribue 

dĠjà grâce à la formatioŶ d’orgaŶoïdes ϯD (Passier et al., 2016). Ces structures ont été développées 

en raison de leur ressemblance avec les organisations cellulaires des organes. Les organoïdes dérivés 
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des iPSC comprennent plus souvent de multiples tissus comme le stroma ou la vascularisation. Les 

réponses aux médicaments peuvent être appréciées au niveau d'un organe plutôt qu'au niveau de la 

cellule. A titre d’exemple, des orgaŶoïdes cĠrĠďraux oŶt ĠtĠ gĠŶĠrĠs à partir d’iPSC pour modĠliser 

une infection aux virus Zika (Garcez et al., 2016) ou des organoïdes rétiniens pour modéliser un 

certain type de glaucome (Dye et al., 2015). 

2. Découverte de nouveaux médicaments 

La dĠdiffĠreŶciatioŶ somatiƋue vers la pluripoteŶce permet d’oďteŶir uŶe source homogğŶe et 

inépuisable de cellules. Par la suite différenciées, les cellules sont utilisées pour réaliser des tests 

d’efficacitĠ et de toxicologie des mĠdicameŶts. 

a. Cƌiďlage d’effiĐaĐitĠ 

EŶ utilisaŶt des modğles pathologiƋues humaiŶs dĠrivĠs d’iPSC, de Ŷomďreux criďlages de 

mĠdicameŶts oŶt ĠtĠ meŶĠs. Par exemple, uŶ criďlage par aŶalǇse de l’agrĠgatioŶ de la protĠiŶe 

TDP43 réalisé sur des neurones moteurs produits à partir d’iPSC de patieŶts atteiŶt de SLA 

sporadique a révélé des molécules thérapeutiques potentielles (Burkhardt et al., 2013). 

Pour les maladies possédant plusieurs formes gĠŶĠtiƋues, l’utilisatioŶ des iPSC permet de ďalaǇer 

l’efficacitĠ du mĠdicameŶt daŶs chacuŶe d’elles, reflĠtaŶt mieux les patieŶts. C’est particuliğremeŶt 

intéressant pour les maladies rares telles que la Granulomatose Septique Chronique. Dans le cas de 

maladies sporadiques un criblage personnalisé de médicament est envisageable. 

D’uŶ poiŶt de vue plus gĠŶĠral, les criďlages de mĠdicameŶts ďasĠs sur la techŶologies des iPSC oŶt 

permis d’Ġvaluer plus de ϭϬ 000 composés pour un panel très divers de maladies incluant des 

trouďles ŶeurologiƋues, hĠmatologiƋues, cardiovasculaires et mĠtaďoliƋues. A titre d’exemple, oŶ 

peut citer : la dysautonomie familiale (Lee et al., 2012a), le sǇŶdrome de l’X fragile (Kaufmann et al., 

2015), le syndrome de Timothy (Yazawa et al., 2011) mais encore la défaillance hépatique due au 

déficit en antitrypsine A1 (Rashid et al., 2010). 

Certains candidats médicaments dérivés de la recherche d'iPSC sont actuellement en essais cliniques 

comme le RGϳϴϬϬ ;RocheͿ pour le traitemeŶt de l’amǇotrophie spiŶale (Naryshkin et al., 2014) ou 

l’EzogaďiŶe ;GSKͿ pour le traitemeŶt de la SLA (McNeish et al., 2015). 

b. Criblage de toxicité 

Le développement de médicaments conduit souvent à des échecs, en particulier en phase finale des 

essais cliniques, qui sont en partie dus aux effets secondaires imprévus tels que la toxicité cardiaque 

ou hépatique. Dans ce contexte, des réseaux multi-Ġlectrodes sur des cardiomǇocǇtes dĠrivĠs d’iPSC 
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ont été utilisés pour le criblage de toxicité et pourraient être une source inépuisable, fiable et 

rentable pour des tests précliniques in vitro (Harris et al., 2013). 

Pour la mesure de l’hĠpatotoxicitĠ, des ligŶĠes d’hĠpatocǇtes ou des hĠpatocǇtes primaires soŶt 

utilisés. Ces sources cellulaires sont épuisables, perdent de leur fonction au laboratoire avec le temps 

et varient selon les lots. Des cellules hépatiques dérivées d'ESC exprimant des molécules 

fonctionnelles telles que le cytochrome P450 3A4 ont été utilisées pour des criblages de toxicité par 

conversion du vert d'indocyanine éliminé seulement par ces cellules (Yamada et al., 2002). 

Dernièrement, des organoïdes 3D de foies fonctionnels, vascularisés, ont été générés avec des iPSC 

et pourraient conduire à un meilleur criblage de médicaments (Takebe et al., 2013). 

En général, Les cellules iPSC différenciées, saines ou spécifiques de pathologies, peuvent servir de 

modèles prédictifs in vitro afin évaluer la toxicité préclinique de nombreuses molécules ou nouveaux 

médicaments et cela à moindre coûts. 

3. UtilisatioŶ ĐliŶiƋue des pƌoduits dĠƌivĠs d’iPSC 

L'utilisation des iPSC en thérapie cellulaire pour favoriser les processus régénératifs endogènes ou 

pour remplacer des tissus endommagés ou pathologiques suscite un intérêt considérable en 

médecine régénérative (Figure n°7). Une procédure générale serait de collecter les cellules 

somatiques de patients et de les reprogrammer en iPSC. Les technologies d'édition du génome ou 

d’apport gĠŶĠtiƋues seraieŶt utilisĠes pour corriger les iPSC dĠrivĠes des maladies. Les iPSC corrigĠes 

seraient ensuite différenciées en types cellulaires souhaités et ces derniers serviraient de cellules 

saines pour un traitement de thérapie cellulaire autologues. 

Figure n°7 : SchĠŵa eǆplicatif de l’utilisation des iPSC huŵaines en médecine régénérative. 

Des oďstacles soŶt associĠs à l’utilisatioŶ des iPSC eŶ thĠrapie cellulaire. UŶ des proďlğmes majeurs 

rencontrés est celui du risque de formation de tératomes (Neofytou et al., 2015). Le produit final ne 

doit plus coŶteŶir d’iPSC susceptiďles de former ces tumeurs. C’est pourƋuoi, des protocoles validĠs 

de différenciation cellulaire sont nécessaires pour contrôler les cellules générées. Il existe plusieurs 

Shi et al., 2016 
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possibilités comme le tri des cellules différenciées par cytométrie en flux, le test de tératomes en 

modğle aŶimaux ou l’utilisatioŶ de petites molĠcules capaďle d’iŶduire la mort cellulaire sĠlective des 

cellules pluripotentes (Lee et al., 2013; Tateno et al., 2015). De plus, les cloŶes d’iPSC peuveŶt 

accumuler des anomalies de caryotypes telles que les chromosomes surnuméraires ou manquant, 

des recomďiŶaisoŶs et la perte de l’hĠtĠrozǇgotie (Lund et al., 2012). 

Début 2017, parmi les essais cliniques à but thérapeutique actuels évaluant des produits dérivés de 

cellules souches pour le traitemeŶt de la DMLA ;DĠgĠŶĠresceŶce Maculaire LiĠe à l’AgeͿ, ϴ soŶt 

coŶsacrĠs à l’utilisatioŶ des ESC et uŶ ϭ à l’utilisatioŶ des iPSC (https://clinicaltrials.gov/). Cette 

premiğre Ġtude cliŶiƋue utilisaŶt des produits humaiŶs dĠrivĠs d’iPSC a ĠtĠ iŶitiĠe eŶ ϮϬϭ4 par la 

traŶsplaŶtatioŶ de feuillets d’ĠpithĠlium pigmeŶtaire rĠtiŶieŶ, dĠrivĠs des propres iPSC du patieŶt. La 

thérapie a donné des résultats positifs, stoppant la dégénérescence maculaire et améliorant la vision 

du patient. Toutefois, l'essai a ensuite été suspendu justement en raison de mutations observées 

daŶs les iPSC du secoŶd patieŶt recrutĠ pour l’essai (Kimbrel and Lanza, 2015). 

Une fois les cellules transplantées chez le patient, il reste important de suivre le risque de 

développement de tumeurs mais aussi l’activatioŶ du sǇstğme immuŶitaire. BieŶ Ƌue les ESC soit des 

cellules « immunitairement privilégiées », le CMH I et II et les molécules de co-stimulation sont 

faiblement exprimés, leur dérivés différenciés sont plus immunogènes et déclenchent des réponses 

cellulaires et humorales (Koch et al., 2008). L’utilisatioŶ d’iPSC autologues permet de lever les 

ďarriğres de l’immuŶogĠŶicitĠ. MalgrĠ des coŶtroverses sur l’immuŶogĠŶicité des iPSC, des études 

récentes ont montré que leur différenciation conduit à une perte de cette immunogénicité (Zhao et 

al., 2011; de Almeida et al., 2014; Chhabra et al., 2017). Il est envisagé de modifier génétiquement les 

cellules pour l’expressioŶ de rĠcepteurs immunotolérants comme PD-L1 (Meissner et al., 2015). 

Il est également envisagé de produire des banques allogéniques pour couvrir les besoins en produits 

cellulaires dérivés des iPSC et le besoin de compatibilité avec les receveurs. Cette optique de création 

de ďaŶƋue d’iPSC phĠŶotǇpiƋuemeŶt caractĠrisĠes prĠseŶte uŶ fort poteŶtiel eŶ traŶsfusioŶ. UŶe 

banque « universelle » pourrait couvrir les besoins en transfusion allogénique de plaquettes et 

globules rouges (Takayama and Eto, 2012; Lapillonne et al., 2010; Ebihara et al., 2012). Il a été évalué 

que seulement 3 donneurs permettraient de couvrir 99% des besoins transfusionnels en globules 

rouges (Peyrard et al., 2011; Mazurier and Douay, 2013). Il est surtout envisageable de produire des 

banques pour couvrir les besoins en transfusion chez des receveurs polytransfusés fortement 

immunisés avec des groupes sanguins très rares. 

EŶfiŶ, la gĠŶĠratioŶ d’orgaŶoïdes ϯD dĠrivĠs d’iPSC corrigĠes grâce aux techŶiƋues d’ĠditioŶ du 

génome rend ces dernières encore plus puissantes pour le développement de thérapies cellulaires. 

https://clinicaltrials.gov/
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Une étude de 2013 a montré cette faisabilité en transplantant des tissus hépatiques humains dérivés 

d’iPSC daŶs des souris pour iŶduire leur maturatioŶ et ces derŶiers oŶt permis de sauver les roŶgeurs 

daŶs uŶ modğle d’iŶsuffisaŶce hĠpatiƋue lĠtale iŶduite par médicaments (Takebe et al., 2013). 

F. Culture et caractérisation des CSP 

1. Culture 

Les conditions de culture des iPSC humaines ont été adaptées à partir de celles des ESC humaines1. 

Pour ce faire, l’eŶviroŶŶemeŶt de culture des cellules souches de mammifğres mime la « niche » in 

vivo daŶs leƋuel le support ;matrice extracellulaire et cellulesͿ, l’atmosphğre, le milieu aiŶsi Ƌue les 

facteurs eŶviroŶŶemeŶtaux ;humiditĠ, atmosphğre, tempĠrature…etc.Ϳ soŶt fiŶemeŶt rĠgulĠs et 

conditionnent le maintien ou non dans un état indifférencié (Villa-Diaz et al., 2013; Chen et al., 2014). 

Dans notre contexte, le but à terme est que les iPSC soient les mieux adaptées aux diverses 

applications ultérieures. Par exemple, cela s’effectue eŶ rĠpoŶdaŶt à de ďoŶŶes pratiƋues de 

fabrication (cGMP ; compliance Good Manufacturing Pratices) notamment en écartant les produits 

d’origiŶe aŶimale pour limiter les variaďilitĠs et faciliter le transfert en thérapie. 

a. Voie de signalisation importante 

Tout d’aďord, les CSP humaiŶes reƋuiğreŶt des coŶditioŶs distiŶctes des CSP muriŶes pour leur 

maintien. En effet, l’auto-renouvellement des cellules de souris dépend de BMP-4 (Bone 

Morphogenetic Protein 4) et STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription 3) en présence 

de LIF (Leukemia Inhibitory Factor) (Ying et al., 2008). Alors que chez les ESC et les iPSC humaines, il 

dépend de la coopération des signalisations bFGF (basic Fibroblast Growth Factor), Noggin, Activin / 

Nodal et TGF-β (Transforming Growth Factor-β) (James, 2005). De ce fait, la supplémentation du 

milieu en facteurs de croissaŶce est l’uŶ des poiŶts les plus critiƋues pour la culture des CSP. 

b. Cellules nourricières 

Les ESC et iPSC ont initialement été cultivées sur cellules nourricières (ou feeders) dans un milieu 

enrichi en sérum de veau fœtal ;SVFͿ. Les cellules les plus couramment utilisées sont les fibroblastes 

embryonnaires de souris (MEF ; Mouse Embryonic FibroblastsͿ issus d’emďrǇoŶs de souris à 14,5 

jours après fécondation. Ces cellules confèrent un environnement adéquat pour la génération et le 

maintien de la pluripotence (Thomson, 1998; Yu et al., 2007). Toutefois, une importante variabilité 

de lot est observée impactant le maiŶtieŶ de l’Ġtat iŶdiffĠreŶciĠ. Ces feeders permetteŶt aux coloŶies 

d’iPSC de « nicher » grâce à des molĠcules d’adhĠsioŶ et secrğteŶt des protĠiŶes de la matrice 

                                                           
1 Pouƌ ƌappel, l’eŶseŵďle iPSC et ESC se ƌĠfğƌe à CSP : Cellules Souches Pluripotentes 
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extracellulaire ;lamiŶiŶes, vitroŶectiŶes, collagğŶes…Ϳ, des molĠcules de sigŶalisatioŶ ;TGF-β, Activin 

A…Ϳ et des facteurs de croissaŶce ;LIF, ďFGF…Ϳ.  

Des lignées cellulaires immortalisées (STO, SNL) ont également été utilisées (Takahashi and 

Yamanaka, 2006; Takahashi et al., 2007; Pan et al., 2010a) puis des cellules primaires humaines. 

Parmi les cellules humaines utilisées, on identifie des cellules dérivées de tissus embryonnaires ou 

fœtaux (Kibschull et al., 2011), des fibroblastes de peau de nouveaux-ŶĠs et d’adultes (Inzunza et al., 

2005; Unger et al., 2009) et des cellules stromales mésenchymateuses de la moelle osseuse (Zhang et 

al., 2013).  

Les différentes cellules nourricières Ŷ’oŶt pas les mġmes capacitĠs à maiŶteŶir la culture des iPSC 

puisƋu’elles soŶt ŶaturellemeŶt diffĠreŶtes d’uŶ tǇpe cellulaire à l’autre ;et iŶtra-type = variabilité 

liée au lot/donneur) car ne possédant pas les même profils d’expressioŶ protĠiƋues. Il est important 

de Ŷoter Ƌu’eŶ culture, la prolifĠratioŶ des feeders est iŶactivĠe grâce à uŶe irradiatioŶ ou uŶ 

traitement à la mitomycine C pour ne pas interférer avec la culture des iPSC, les analyses et les 

applications en aval. 

Les méthodes de culture sur feeders oŶt l’avaŶtage d’ġtre peu oŶĠreuses et pratiƋues mais restent 

majoritairemeŶt xĠŶogĠŶiƋues avec l’utilisatioŶ de cellules de souris. Le risƋue de traŶsfert de virus 

Ŷ’est, par exemple, pas ĠcartĠ. L’utilisation thérapeutique des iPSC humaines maintenues sur ces 

cellules est ainsi compliquée et les feeders demandent alors une caractérisation importante. 

c. Matrice extracellulaire 

Pour palier la culture sur feeders, il a été développé des matrices de culture. D’aďords composĠes de 

protéines purifiées de la matrice extracellulaire (MEC) puis de protéines synthétiques, elles 

maintiennent la pluripotence et sont plus facilement adaptables aux normes cGMP (Chen et al., 

2014). Ces protéines, en mélange ou non, permettent également de mieux contrôler la composition, 

l’origiŶe des composants et de standardiser leur production et utilisation.  

Le Matrigel™ a ĠtĠ l’uŶ des composaŶts les plus utilisĠs pour la culture des CSP saŶs cellules 

Ŷourriciğres. C’est uŶ mĠlaŶge de protĠiŶes de sarcome murin Engelbreth-Holm-Swarm riche en 

collagènes I et IV, laminines, entactines, protéoglycanes à héparane sulfates et métalloprotéases 

mais qui contient aussi des composés chimiques et des facteurs de croissances non définis (Kleinman 

et al., 1982). Il est importaŶt de Ŷoter Ƌue ce suďstrat varie d’uŶ lot de productioŶ à l’autre et Ƌu’il 

comprend des composés actifs xénogéniƋues, il Ŷe permet doŶc pas d’oďteŶir des iPSC de grade 

clinique. 
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Parce que des protéines de la MEC sont finement régulées pendant le développement, certaines ont 

été choisies pour maintenir les CSP. La vitronectine (Braam et al., 2008), l’E-cadhérine (Li et al., 

2012a), la fibronectine (Lu et al., 2006) mais aussi certaines isoformes de la laminine (Rodin et al., 

2010) ont été utilisées, seules ou en association. 

d. Surfaces synthétiques 

BieŶ Ƌue ces protĠiŶes recomďiŶaŶtes permetteŶt le maiŶtieŶ et l’expaŶsioŶ homogğŶe des CSP 

humaines, le coût associé à leur production reste encore très ĠlevĠ. C’est pourƋuoi eŶ parallğle, des 

surfaces synthétiques ont vu le jour. Une étude dans laquelle la surface du plastique de culture a été 

modifiĠe par raǇoŶŶemeŶt U.V / OzoŶe a permis d’augmeŶter jusƋu’à ϯ fois le Ŷomďre de CSP 

humaines obtenues par rapport à la culture sur cellules nourricières (Saha et al., 2011). D’autres 

groupes ont conçu des substrats de surface basés sur des peptides à motifs Arginine-Glycine-

Aspartate (RGD) reconnaissant les intégrines des ESC (Kolhar et al., 2010), mais aussi des surfaces 

peptidiques riches en acrylates (Melkoumian et al., 2010). Ces surfaces permettent un maintien à 

long terme des CSP. 

e. Culture en suspension 

Au-delà de la culture adhérente conventionnelle en 2D, les CSP humaines peuvent être cultivées à 

grande échelle en suspension. La première démonstration a été faite chez des ESC de souris 

immobilisées sur des micro-carriers (micro-porteurs ou micro-transporteurs à cellules comme des 

billes par exempleͿ, permettaŶt de coŶtrôler l'agrĠgatioŶ cellulaire, d’augmeŶter la surface 

d’adhĠreŶce et les ĠchaŶges gazeux (Fok and Zandstra, 2005). Divers supports poreux et non poreux 

contenant de la MEC sont disponibles dorénavant. On peut citer comme exemple : des billes de 

polystyrène (Heng et al., 2012) ou des micro-porteurs de cellulose cylindriques chargés positivement 

(Chen et al., 2011a). Une perte graduelle de la pluripotence a été observée pour les « micro-

carriers » ne comprenant pas de matrice (Ex : Matrigel™ ou laminine). 

Les CSP humaines peuvent être cultivées à grande échelle en formant des sphéroïdes sans 

différenciation. La propagation à long terme sans sérum et sans micro-carriers, en culture statique ou 

dynamique, a déjà été rapportée (Amit et al., 2010; Olmer et al., 2010), atteignant plus de 20 

passages sans perdre la pluripotence. 

Les bioréacteurs permettent le coŶtrôle, l’optimisatioŶ et la reproductibilité de la culture (Fluri et al., 

2012). Par ailleurs, le taux de prolifération cellulaire est plus élevé dans ces derniers et sera donc 

privilégié pour la production pharmaceutique à grande échelle alors que et la culture sur feeders 

moins onéreuse, sera priviliégiée pour la recherche. 
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f. Composition du milieu de culture 

Plusieurs études ont permis de faire évoluer la composition minimale du milieu de culture nécessaire 

à la croissance des CSP. Un des axes a été de remplacer le SVF par du « Sérum de 

Remplacement knock-out » (SR) mieux défini, avec une faible variabilité inter-lots. Il est très 

largement utilisé, complémenté avec du bFGF pour supporter la croissance des CSP humaines sur 

feeders et l’exemple le plus coŶŶu de milieu pour iPSC est le DMEM/F12 contenant 20% de SR. Le SR 

est plus efficace que le SVF dans la maintenance des CSP de souris (Lee et al., 2006). 

Historiquement en 2006, une étude importante a permis de mettre au point un milieu basal mieux 

défini (nommé TeSR1) pour la culture des CSP humaines sans cellules nourricières (Ludwig et al., 

2006). Cette premiğre formulatioŶ a ĠvoluĠ vers l’oďteŶtioŶ d’uŶ milieu chimiƋuemeŶt dĠfiŶi Ƌui 

Ŷ’est composĠ Ƌue de ϴ ĠlĠmeŶts esseŶtiels ;EϴͿ au maiŶtieŶ des CSP humaiŶes, saŶs alďumiŶe de 

sérum et sans β-mercaptoéthanol (Chen et al., 2011b). 

Les industriels de la culture cellulaire ont développé tout un panel de milieux sur cette base destinés 

à la reprogrammation et la maintenance des CSP humaines (STEMCELL : TeSR1™, mTeSR™, mTeSR-

E8™ ; Life Technologies : E8™, E8 Flex™Ϳ. D’autres milieux oŶt ĠtĠ dĠrivĠs teŶaŶt compte d’avaŶcĠes 

daŶs la recherche sur les mĠcaŶismes de la reprogrammatioŶ, ideŶtifiaŶt eŶ particulier l’effet 

inhibiteur du TGF-β dans le processus de reprogrammation des fibroblastes primaires humains 

(Yamasaki et al., 2014). Par exemple, chez STEMCELL, des milieux de reprogrammation sans le TGF-β 

ont vu le jour comme le ReproTeSR™ optimisé pour la culture sur feeders ou le milieu TeSR-E7™ (E8 

sans le TGF-β) pour la culture sans feeders. Ces nouveaux milieux tendent à être totalement 

dĠpourvus de coŶtamiŶaŶts xĠŶogĠŶiƋues au travers d’uŶe dĠfiŶitioŶ chimiƋue iŶtĠgralemeŶt 

connue, pour être utilisé avec des substrats également définis et faciliter le transfert clinique des 

iPSC et des dérivés par un meilleur contrôle de leur qualité.  

EŶfiŶ, d’autres additifs peuveŶt ĠgalemeŶt ġtre ajoutĠs pour amĠliorer la gĠŶĠratioŶ, le maiŶtieŶ et 

la capacité de différenciation des iPSC, améliorant globalement leur qualité. On peut citer par 

exemple l’utilisatioŶ d’iŶhiďiteurs de ROCK ;Rho-associated kinase) pour augmenter la survie des CSP 

humaines quand elles sont individualisées notamment lors du passage des colonies (Watanabe et al., 

2007). 
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g. Autres facteurs environnementaux 

Au-delà des cellules nourricières, de la MEC et des composants du milieu de culture, un nombre 

important de facteurs environnementaux favorisent la croissance des CSP humaines comme la 

tempĠrature, l’humiditĠ, l’osmolaritĠ, l’aciditĠ, la rigiditĠ des surfaces, la densité cellulaire, les 

ĠchaŶges gazeux et les modes d’associatioŶ multicellulaire (Chen et al., 2014).  

Par exemple, l’eŶviroŶŶemeŶt in vivo des « niches » de cellules souches est hǇpoxiƋue ;Ϭ,ϱ% à ϴ% d’ 

O2Ϳ et la coŶsommatioŶ d’O2 joue un rôle clé dans la maintenance des cellules souches 

indifférenciées (Mohyeldin et al., 2010). De plus, l’eŶviroŶŶemeŶt emďrǇoŶŶaire prĠcoce des 

mammifères est hypoxique et cette condition permet la réorientation des cellules en voie de 

différenciation vers le stade pluripotent (Mathieu et al., 2013). Bien que cela soit pris en compte, la 

culture classique de CSP humaines a traditionnellement été effectuée en 

« normoxie atmosphérique », c'est-à-dire à 21% d'O2. Certains groupes ont voulu mimer ce 

phĠŶomğŶe phǇsiologiƋue et oŶt pu remarƋuer Ƌu’uŶe hǇpoxie ;Ϯ à ϯ%Ϳ permettait de rĠduire le 

stress oxydatif et limiter la différenciation spontanée ainsi que les anomalies chromosomiques et 

télomériques des ESC humaines (Forsyth et al., 2006). L’utilisatioŶ de cet eŶviroŶŶemeŶt amĠliore la 

reprogrammation (Yoshida et al., 2009). 

UŶ autre facteur eŶviroŶŶemeŶtal importaŶt est le mode d’associatioŶ iŶtercellulaire. Il coŶditioŶŶe 

la densité cellulaire, les transductions des signaux et la nature du microenvironnement des CSP, donc 

leur devenir en culture. Conventionnellement, les ESC humaines sont cultivées sous forme de 

colonies sur MEF ou Matrigel™ et elles sont différenciées en corps embryoïdes. Les CSP humaines 

lorsƋu’elles soŶt iŶdividualisĠes en culture meurent par apoptose. Des moyens ont donc été évalués 

pour améliorer leur survie (Watanabe et al., 2007; Chen et al., 2010), conduisant à différentes formes 

de cultures : en colonies (Thomson, 1998), en cellules individualisées (Tsutsui et al., 2011), en 

monocouche non coloniale (Chen et al., 2012a) et en agrégats en suspension (Amit et al., 2010). 

2. Caractérisation 

La caractĠrisatioŶ des CSP est iŶdispeŶsaďle pour s’assurer de l’ideŶtitĠ, de la sĠcuritĠ et de la 

fonctionnalité réelle de la cellule notamment pour les applications en aval (Stadtfeld and 

Hochedlinger, 2010). EŶ ϮϬϬϳ, à la suite de l’avğŶemeŶt des iPSC, l’initiative internationale pour les 

cellules souches (The International Stem Cell Initiative) a édité des lignes directrices pour la 

caractérisation des cellules embryonnaires qui ont par la suite été revues grâce aux avancées de la 

recherche fondamentale notamment sur les différents états de la pluripotence (International Stem 

Cell Initiative et al., 2007; Martí et al., 2013; De Los Angeles et al., 2015).  
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Pour uŶe caractĠrisatioŶ chez l’Homme, les priŶcipaux tests soŶt rĠsumĠs daŶs le taďleau Ŷ°ϭ. 

 
Tableau n°1 : Principaux tests utilisés pour la caractérisation des CSP humaines. 

Adapté de Lionel Berthoin (thèse universitaire : tel-01375167, version 1) et de Stadtfeld and Hochedlinger, 2010. 

 Test 
Techniques 
employées 

Description 
Temps 
requis 

Avantages/ 
inconvénients 

D
éf

in
it

io
n

 m
o

lé
cu

la
ir

e 

Analyse 
morphologique 

Microscopie 
Formation de colonies avec des 
bords bien délimités, rapport 
nucléo-cytoplasmique élevé 

quelques 
heures 

Très simple et rapide/ 
Pas entièrement 
spécifique aux CSP 

Analyse de 
marqueurs 
phénotypiques 

Immunomarquages 
(Cytométrie en Flux 
ou Microscopie) 

- Antigènes des ESC : protéines 
de la matrice extracellulaire  
(Tra-1-60 et Tra-1-81),  
protéines membranaires  
(SSEA-3 et SSEA-4) 
- FT cœur de pluripoteŶce : Oct4, 
Sox2 et Nanog 
- Phosphatase Alcaline (Ph. A) 

1-2 jours 
Simple et bien 
caractéristique quand 
marquages simultanés  

Analyse du réseau 
transcriptionnel 

PCR quantitative en 
temps réel (qPCR) 

Détection des transcrits codant : 
- FT cœur de pluripoteŶce : Oct4, 
Sox2 et Nanog 

- Autres protéines du réseau de 
pluripotence : Fbxo15, Rex1, 
Sall4, Sox17, Esrrb, Gdf3, Tert, 
Fgf4, DŶmtϯa/ď… 

1-3 jours 

Très caractéristique/ 
Parfois pas spécifique 
si cellules pas 
entièrement 
reprogrammées (ex : 
Fbxo15) 

Analyse 
épigénétiques 

Séquençage bisulfite 
et 
Immunoprécipitation 
de la chromatine 
(ChIP et dérivés) 

Méthylation ADN des ilots CpG 
 
Domaines bivalents 
H3K27me3/H3K4me3 

3 jours 
 
 
6 jours 

Très bon indicateur 
d’uŶe 
reprogrammation 
épigénétique/ 
Certaines cellules 
somatiques montrent 
des déméthylations 
sur certains gènes de 
pluripotence 

D
éf

in
it

io
n

 f
o

n
ct

io
n

n
el

le
 

Formation de 
corps embryoïdes 
(in vitro) 

Histologie 
(Immunohistochimie, 
Immunomarquages) 
et qPCR 

Structures tissulaires par 
coloration Hématoxyline/Eosine 

Endoderme : α-amylase, AFP, 
FoxAϮ, PDXϭ…  
Mésoderme : CD34, VEGF-R, 
RUNXϭ, SMA… 

Ectoderme : Tuj1, GFAP, Nestin, 
Paxϲ, Soxϭ… 

3 à 4 
semaines 

Plus facile que la 
formation de 
tératomes in vivo, 
Différenciation 
possible vers un type 
cellulaire 
d’iŶtĠrġt/Protocoles 
parfois difficiles à 
mettre en place et non 
exhaustifs 

Formation de 
tératomes 
(in vivo) 

Histologie 
(Immunohistochimie, 
Immunomarquages) 
et qPCR 

Marqueurs identiques aux corps 
embryoïdes 

3 à 10 
semaines 

Information sur le 
potentiel de 
différenciation 
spontanée/Pas 
quantitatif, utilisation 
d’aŶimaux, techŶiƋue 
et chronophage 
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La validation de la pluripotence des iPSC nouvellement générées implique l'évaluation de la capacité 

d'auto-reŶouvellemeŶt, des marƋueurs phĠŶotǇpiƋues, de l’Ġtat gĠŶĠtiƋue et ĠpigĠŶĠtiƋue et du 

potentiel de différenciation (De Los Angeles et al., 2015). Communément, les cellules sont cultivées 

sur le long-terme et ne montrent pas de ralentissement de croissance et/ou de différenciation 

(excepté les problèmes associés à la culture en elle-mġmeͿ. L'activatioŶ des gğŶes codaŶt les FT cœur 

du réseau de pluripotence (Oct4, Sox2 et NanogͿ et d’autres gğŶes associĠs ;Klf4, Tert…Ϳ est ĠvaluĠe. 

L’aŶalǇse protĠiƋue de marƋueurs vieŶt complĠter l’aŶalǇse des traŶscrits avec ŶotammeŶt les 

antigènes de surface des ESC : SSEA-3/4 (Stage-Specific Embryonic Antigen) et TRA-1-60/81 (Tumor-

Rejection Antigen) (International Stem Cell Initiative et al., 2007; Martí et al., 2013). Par ailleurs, 

l’aŶalǇse du protĠome comparĠ à celui des cellules somatiƋues d’origiŶe et validĠ avec d’autres 

ligŶĠes de CSP a permis d’ideŶtifier ϮϮ Ŷouveaux marƋueurs « caractéristiques » des iPSC et des ESC 

humaines (Pripuzova et al., 2015). On peut notamment citer la combinaison des marqueurs suivants : 

Hsp90-β, CD147, Cathepsin D et XRCC5. 

Les tests de développement chimérique (par injection de CSP dans un blastocyste parfois associés à 

une réimplantation) et de complémentation tétraploïde (fusion morula 4N) sont évidement interdits 

chez l’Homme pour causes ĠthiƋues mais sont communément effectués chez la souris et ont permis 

des avancées majeures dans la compréhension du développement et des états de la pluripotence (De 

Los Angeles et al., 2015). Le test « gold-standard » chez l’Homme est alors la formation de tératomes, 

comprenant les 3 feuillets embryonnaires, chez des souris immunodéficientes. La formation de corps 

embryoïdes (EB ; Embryoïd Bodies) est une caractérisation in vitro du potentiel de différenciation 

(Sheridan et al., 2012). Les CSP cultivĠes eŶ suspeŶsioŶ eŶ l’aďseŶce d’adhĠsioŶ et de cytokines 

limitant la différenciatioŶ ;ďFGF chez l’HommeͿ, voŶt se dĠvelopper sous la forme d'agrĠgats 

multicellulaires tridimensionnels appelés EB. Ces agrégats comprennent des types cellulaires 

provenant des 3 feuillets embryonnaires. Les EB sont remis à adhérer pour caractériser les cellules à 

l’issue de Ϯ à ϯ semaiŶes de culture. 

Il reste importaŶt de rappeler Ƌue c’est l’associatioŶ des rĠsultats des diffĠreŶts tests Ƌui permet de 

s’assurer du rĠel Ġtat de pluripotence des cellules analysées. 
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Les cellules souches pluripotentes possèdent un potentiel pour former toutes les cellules 

composant le corps et peuvent être maintenues en culture sous une forme indifférenciée 

de ŵaniğƌe illiŵitĠe. L’avğneŵent des iPSC peƌŵet de s’affƌanchiƌ de l’utilisation des ESC 

dont la dérivation soulğve des questions Ġthiques puisqu’elles sont issues d’eŵďƌǇons. 

Grâce à la surexpression de 4 facteurs de transcription : Oct4, Sox2, Klf4 et c-Myc ou Oct4, 

Sox2, Nanog et Lin28, il est dorénavant possible de générer des iPSC humaines autologues, 

en un mois environ, grâce à un prélèvement très peu invasif comme une biopsie de peau. 

Dans le cadre de pathologie, ces cellules pourront être utilisées en biologie fondamentale 

comme en médecine personnalisée notamment après correction de la mutation et 

transplantation chez le patient. 
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II. LA GENERATION D’IPSC 

A. Les facteurs de transcription et leur fonction dans la 

reprogrammation 

Deux cocktails de reprogrammatioŶ oŶt iŶitialemeŶt ĠtĠ dĠcrits pour la gĠŶĠratioŶ d’iPSC. Le premier 

caractérisé par les FT Oct4, Sox2, Klf4 et c-Myc (OSKM) dans le laboratoire du Dr. Yamanaka 

(Takahashi and Yamanaka, 2006) et le secoŶd composĠ d’Oct4, SoxϮ, NaŶog et LiŶϮϴ ;OSNLͿ daŶs le 

laboratoire du Dr. Thomson (Yu et al., 2007). L’associatioŶ OSKM est la plus rĠpaŶdue avec plus de 

ϵϱ% d’utilisatioŶ daŶs la littĠrature. 

1. RĠseau Đœuƌ de la pluƌipoteŶĐe 

Au sein des deux cocktails, on retrouve le produit du gène Oct4 (Octamer-binding transcription factor 

4 ; O) également connu sous le nom Pou5f1 (pour POU domain class 5 transcription factor 1) qui est 

un FT à homéodomaine POU (Pit-1 Oct-1 Unc-86) permettant de lier l'ADN (Schöler et al., 1990). 

L’isoforme A est retrouvĠe daŶs le ŶoǇau des ESC (Cauffman et al., 2006). Oct4A est composé de 360 

acides aminés (AA) et comporte deux domaines de transactivation en N- et C-terminal et deux 

domaines de type POU, qui sont des structures en hélice-coude-hélice fixant la séquence 

nucléotidique consensus ATGCAAAT, localisés au centre de la structure (Figure n°8) (Klemm et al., 

1994).  

Ce FT joue uŶ rôle clĠ daŶs l’emďrǇogeŶğse, le maintien de la pluripotence et l'auto-renouvellement 

des ESC. UŶe dĠrĠgulatioŶ de soŶ Ŷiveau d’expressioŶ eŶtraîŶe la diffĠreŶciatioŶ des ESC avec : (i) 

uŶe orieŶtatioŶ vers le trophoectoderme si l’expressioŶ est dimiŶuĠe de ϱϬ% et ;iiͿ uŶe orieŶtatioŶ 

vers l’eŶdoderme primitif ou le mĠsoderme si soŶ expressioŶ augmeŶte de ϱϬ% (Niwa et al., 2000). 

Enfin, si le gène est supprimé (Knock-Out murin ; K.O), les embryons meurent au stade de pré-

implantation et les ESC ne peuvent pas être dérivées in vitro (Nichols et al., 1998).  

De la même manière, Sox2 (SRY box 2 ; S) compose les deux cocktails de reprogramamtion et 

contient uŶ domaiŶe de liaisoŶ à l’ADN de tǇpe HMG ;High Mobility Group) identifié pour la première 

fois dans la protéine SRY (Sex-determining Region Y) (Bowles et al., 2000). La protéine est composée 

de 317 AA et comporte le domaine HMG en N-terminal liant le motif A/T A/T CAAAG suivi du 

domaine de transactivation en C-terminal (Figure n°8). 

Les gènes de la famille Sox sont impliqués dans différentes étapes du développement mammifère et 

les embryons murins K.O pour Sox2 meureŶt aprğs l’implaŶtatioŶ in vivo (Avilion, 2003). Les FT Oct4 

et SoxϮ formeŶt des hĠtĠrodimğres Ƌui rĠguleŶt l’expressioŶ de plusieurs gğŶes impliƋuĠs daŶs la 

pluripotence notamment Fgf4 et Utf1 (Ambrosetti et al., 1997; Nishimoto et al., 1999). D’uŶe 



32 
 

manière plus générale, les domaines HMG interagissent avec les domaines POU (Zwilling et al., 

1995). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°8. Facteurs de reprogrammation utilisĠs pouƌ la gĠnĠƌation d’iPSC. 

Oct4 : NTD (domaine de transactivation N-terminal), POUS (domaine POU-spécifique), POUHD (homéodomaine 

de type POU), CTD (domaine de transactivation C-terminal). Sox2 : HMG (High Mobility Group), TAD (domaine 

de transactivation). Nanog : ND (domaine N-terminal), HD (homéodomaine), CD (domaine C-terminal), WR 

(domaine riche en tryptophanes). Lin28a : CSD (Cold-Shock Domain), CCHC (domaine en doigt de zinc). Klf4 : 

AD (domaine activateur), ID (domaine répresseur), ZF (domaine en doigt de zinc).  c-Myc : MB (Myc-box, seules 

les 3 principales sont représentées), BR (région basique), HLH (domaine en hélice-boucle-hélice), LZ (domaine 

leucine-zipper). Adapté de de Lionel Berthoin (thèse universitaire : tel-01375167, version 1). 
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Nanog (N) est un autre FT à homéodomaine, essentiel au maintien de la pluripotence (Silva et al., 

2009). Il est composé de 305 AA et sa structure comporte un domaine N-terminal riche en sérine, 

suivi de l’homĠodomaiŶe de tǇpe Nk-Ϯ permettaŶt la liaisoŶ à l’ADN et de l’extrĠmitĠ C-terminale de 

transactivation, comportant trois sous-structures : un premier domaine C-termiŶal CDϭ suivi d’uŶ 

premier domaine de transactivation riche en tryptophane suivi par un second domaine CD2 de 

transactivation situé à l'extrémité C-terminale (Figure n°8) (Jauch et al., 2008).  

L’expressioŶ de Nanog peut ġtre dĠtectĠe au stade morula tardif, daŶs l’ICM du ďlastocǇste eŶ cours 

de développement et au seiŶ de l’Ġpiďlaste (Mitsui et al., 2003). Ici également, les expériences de K.O 

muriŶ oŶt coŶduit à la mort des emďrǇoŶs par uŶ Ġchec de progressioŶ de l’ICM vers l’Ġpiďlaste. 

Nanog est capable de former des homodimères régulant de nombreux gènes de la pluripotence dont 

Sall4 (Spalt-like transcription factor 4), Rex1, mais aussi l’auto-renouvellement des ESC (Mullin et al., 

2008). 

Ces ϯ premiers FT, OSN, formeŶt eŶtre eux le rĠseau cœur de la pluripoteŶce et se rĠguleŶt 

positivemeŶt à l’aide de ďoucles d’autocoŶtrôle eŶ se liaŶt à leurs propres promoteurs et à ceux des 

autres, notamment par des associations avec des cofacteurs (Boyer et al., 2005, 2006). Chez 

l’Homme, uŶe Ġtude importaŶte a pu moŶtrer Ƌue ϵϬ% des mġmes promoteurs soŶt occupĠs par 

Oct4, Sox2 et Nanog au sein des ESC. De plus, ces 3 FT régulent de nombreux gènes de pluripotence 

tels que Dppa4, Zic3, Stat3 et collaborent pour inhiber l'expression de gènes codant pour des FT 

spécifiques de lignées tels que Pax6, Hoxb1, Myf5 et Atbf1 (Boyer et al., 2005). 

2. Lin28 

Lin28 (L) quant à elle Ŷ’est pas uŶ FT mais uŶe protĠiŶe liaŶt les ARN, impliƋuĠe daŶs la rĠgulatioŶ 

négative de la maturation des micro-ARN (miR) (Viswanathan and Daley, 2010). C’est uŶe protĠiŶe de 

ϮϬϵ AA composĠe d’uŶ domaiŶe CSD ;Cold Shock Domain) en N-terminal et de deux domaines à doigt 

de zinc de type CCHC en C-terminal (Figure n°8) (Nam et al., 2011). Il existe deux isoformes de la 

protéine : la forme A principalement localisée dans le cytoplasme et la forme B localisée dans le 

ŶoǇau. C’est la forme LiŶϮϴa Ƌui a ĠtĠ dĠcrite pour la reprogrammatioŶ somatiƋue (Yu et al., 2007). 

L’actioŶ priŶcipale de LiŶϮϴ s’effectue eŶ ďloƋuaŶt le traitemeŶt post-transcriptionnel de plusieurs 

transcrits primaires des micro-ARN (pri-miR) mais cette protéine lie également les ARNm influençant 

leur traduction (Viswanathan et al., 2008; Cho et al., 2012). Elle est alors responsable de la biogenèse 

des miR dans les ESC et dans les cellules tumorales, il joue ainsi un rôle clé dans le développement, la 

prolifĠratioŶ et l’expressioŶ d’oŶcogğŶes. 
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De plus, Lin28 joue un rôle très important dans le métabolisme de ces cellules favorisant la glycolyse 

aérobie notamment via la répression des miR de la famille let-7 (Zhu et al., 2011). Il est intéressant de 

Ŷoter le lieŶ Ġtroit eŶtre les cellules caŶcĠreuses et les ESC daŶs l’adoptioŶ d’uŶ mĠtaďolisme 

glycolytique en condition aĠroďie, appelĠ effet Warďurg, permettaŶt à la cellule d’assurer uŶe 

prolifération soutenue et un croissance anabolique grâce à la fourŶiture d’iŶtĠrmĠdiaires du carďoŶe 

(Shyh-Chang and Daley, 2013). 

3. Klf4 et c-Myc 

A la différence des gènes cités précédemment, Klf4 et c-Myc ne sont pas spécifiques des ESC et ont 

été utilisés pour promouvoir la transition mésenchymo-épithéliale (MET ; Mesenchymal-Epithelial 

Transition), la prolifération cellulaire, modifier l’accessiďilitĠ de la chromatiŶe au Ŷiveau des 

promoteurs de gğŶes d’iŶtĠrġt et de la machiŶerie traŶscriptioŶŶelle lors de la reprogrammatioŶ, de 

manière directe ou indirecte (Theunissen and Jaenisch, 2014; Adhikary and Eilers, 2005; Evans and 

Liu, 2008). Ce sont également des proto-oncogènes. 

Klf4 (Krüppel-like factor 4 ; K) code un FT appartenant à la famille Sp/klf (Specificity protein/Krüppel-

like factor) qui intervient dans divers processus incluant le développement, la prolifération, 

l’apoptose et la diffĠreŶciatioŶ (Evans and Liu, 2008). Chez l’Homme, le FT est composĠ de 4ϳϬ AA et 

comporte deux domaines régulant la transcription dont un activateur en N-terminal et un répresseur 

eŶ positioŶ ceŶtrale, suivi du domaiŶe de liaisoŶ à l’ADN eŶ C-terminal (Kaczynski et al., 2003). Ce 

domaine est un motif en doigt de zinc de type Cys2-His2 Ƌui permet l’iŶteractioŶ avec des sĠƋueŶces 

riches en GT ou CACCC (Figure n°8) (Suske et al., 2005). 

Dans un contexte de reprogrammation, Klf4 a un rôle transcriptionnel co-activateur avec Oct4 et 

Sox2. EgalemeŶt, il joue uŶ rôle daŶs l’iŶductioŶ des gğŶes de pluripoteŶce tels Ƌue Oct4, Sox2, 

Nanog, Esrrb, Klf5 coŶtriďuaŶt à l’auto-renouvellement des ESC et il est impliqué dans la répression 

de gènes somatiques tels que Tgfb1, Pdgfra et Col6a1 (Jiang et al., 2008; Huang et al., 2013). 

Enfin, c-Myc (Myc proto-oncogen protein ; M) est un FT actif dans tous les types cellulaires, régulant 

environ 11% du génome humain sur des processus tels que la prolifération, le métabolisme, la 

diffĠreŶciatioŶ et l’apoptose (Fernandez et al., 2003; Meyer and Penn, 2008). c-Myc est composé de 

439 AA et comporte 8 domaines (de N- à C-terminal) : le domaine de transactivation comportant une 

première « Myc homology box », 4 autres « Myc homology box » pouvaŶt rĠguler l’activitĠ 

traŶscriptioŶŶelle, uŶe rĠgioŶ ďasiƋue permettaŶt la liaisoŶ à l’ADN et eŶfiŶ uŶ domaiŶe de 

dimérisation de type hélice-boucle-hĠlice/LeuciŶe Zipper lui permettaŶt d’iŶteragir avec soŶ 
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partenaire MAX (Myc-Associated factor-X) (Figure n°8) (Meyer and Penn, 2008). Le duo c-Myc/MAX 

active la transcription en reconnaissant des motifs E-box : CACGTG (Blackwood and Eisenman, 1991). 

Lors de la reprogrammation, c-Myc lie ses cibles principalemeŶt duraŶt la phase d’iŶitiatioŶ et soŶ 

activitĠ Ŷe semďle pas dĠpeŶdaŶte de l’activatioŶ de gğŶes associĠs à la pluripoteŶce. DoŶc, uŶ des 

rôles les plus probables de c-Myc dans la reprogrammation semble être la régulation de la 

prolifération cellulaire puisƋu’il peut rĠprimer les gğŶes coŶtrôlaŶt le cǇcle cellulaire, iŶhiďer les 

inhibiteurs des CDK (Cyclin-Dependent Kinase) et s'associer aux complexes de pré-réplication pour 

favoriser la synthèse de l'ADN (Chappell and Dalton, 2013). A l’iŶverse, la sĠŶesceŶce ou ďieŶ 

l’iŶhiďitioŶ de la prolifĠratioŶ par les voies pϱϯ/pϮϭ dimiŶue l’efficacité de reprogrammation et 

l’immortalisatioŶ des cellules permet d’iŶverser ce processus, ce Ƌui expliƋue le rôle de c-Myc (Hong 

et al., 2009; Utikal et al., 2009).  

Ce FT est capaďle de promouvoir la formatioŶ d’euchromatiŶe au Ŷiveau des promoteurs d’iŶtĠrġt 

pour la reprogrammatioŶ tels Ƌue ceux impliƋuĠs daŶs l’auto-renouvellement et la pluripotence 

(Soufi et al., 2012). En outre, une autre étude montre que c-Myc est un amplificateur global de 

l’expressioŶ des gğŶes et augmeŶte donc la transcription de quasiment tous les promoteurs actifs 

dans les ESC (Nie et al., 2012). Ainsi, les différents aspects transformants de c-Myc semblent être 

impliqués dans le processus de reprogrammation (Chappell and Dalton, 2013). 

Tous les FT précédemment cités (OSNKM) comportent une séquence de localisation nucléaire (NLS ; 

Nuclear Localization Signal) identifiée (Figure n°8).  

B. Mécanisme de la reprogrammation épigénétique 

D’uŶ poiŶt de vue mĠcaŶistiƋue, pour Ƌu’uŶ gğŶe puisse être ré-exprimé, il faut que plusieurs régions 

entourant le gène (enhancers) et lui-même soit décondensés, que les marques inactives des histones 

soit eŶlevĠes, Ƌue l’ADN soit dĠmĠthǇlĠ et Ƌue des marƋues actives des histoŶes soit ajoutĠes pour 

promouvoir l’activitĠ traŶscriptioŶŶelle (Apostolou and Hochedlinger, 2013; Nashun et al., 2015). 

Pour Ƌu’uŶ programme cellulaire soit dĠfiŶi, il faut activer simultaŶĠmeŶt les gğŶes ŶĠcessaires pour 

maintenir la fonction et l'identité de la cellule (ex : réseau de pluripotence des ESC) tout en réprimant 

les gènes de la lignée induisant des phénomènes opposés. Ainsi, les changements observés dans le 

processus de reprogrammation somatique vers la pluripotence sont la résultante de la répression, de 

l'activatioŶ et de la maiŶteŶaŶce appropriĠes de diffĠreŶts eŶsemďles de FT, d’ARN ŶoŶ codaŶts, 

d’eŶzǇmes modifiaŶt la chromatiŶe et des voies de traŶsductioŶ de sigŶal, iŶitiĠs par les FT OSKM 

(van den Hurk et al., 2016). 
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Des études visant à la compréhension des évènements précoces de la reprogrammation humaine par 

l’apport ectopiƋue des FT OSKM moŶtreŶt Ƌue c-Myc faciliterait la liaison des facteurs OSK au niveau 

de la chromatine inaccessible (Soufi et al., 2012). Les facteurs OSK jouent un rôle pionnier dans 

l’eŶgagemeŶt d’eŶhaŶcers de gğŶes iŶactifs reƋuis pour l’ĠtaďlissemeŶt de la pluripoteŶce (Soufi et 

al., 2012; Chronis et al., 2017). 

Cette liaison semble être liée à la recoŶŶaissaŶce de motifs spĠcifiƋues de liaisoŶ à l’ADN 

partiellement affichés à la surface des histones (Soufi et al., 2015). c-Myc lie ensuite des enhancers 

modifiés par OSK et améliore le processus de reprogrammation en recrutant des cofacteurs 

notamment ceux modifiant la structure de la chromatine. Des changements épigénétiques 

s’effectueŶt par la suite avec la perte de marques inactives de type H3K9me3 (Histone 3 Lysine (K) 9 

tri-méthylation), H3K27me3 et le gain de marques actives de type H3K4me3, H3K27ac (Acétylation) 

sur les gènes de pluripotence (Buganim et al., 2013; van den Hurk et al., 2016). De cette manière le 

processus de reprogrammation est démarré.  

Au cours de la reprogrammation, les marques de méthylation des histones monovalentes des 

promoteurs de gğŶes somatiƋues ;spĠcifiƋues d’uŶe ligŶĠe cellulaireͿ rĠacƋuiğreŶt uŶ Ġtat 

« bivalent » ;HϯKϮϳmeϯ/HϯK4meϯͿ, c’est-à-dire à l’ĠƋuiliďre, prġt à re-exprimer le gène lors de la 

différenciation, ce qui est une caractéristique des ESC (Harikumar and Meshorer, 2015). 

C. Phase de la reprogrammation et signature moléculaire 

Il est importaŶt de souligŶer Ƌue la plupart des Ġtudes portaŶt sur l’ideŶtificatioŶ des mĠcaŶismes de 

la reprogrammation, ont été réalisées avec des MEF, donc des cellules embryonnaires de souris en 

exprimant les facteurs OSKM par un système inductible à la doxycycline. Ces premières expériences 

comportant également des systèmes rapporteurs Oct4-GFP (Green Fluorescent Protein) ou Nanog-

GFP ont montrée que les cellules en cours de reprogrammation passaient par un nombre 

d'intermédiaires définis avant d'atteiŶdre l'Ġtat pluripoteŶt. L’aŶalǇse du traŶscriptome et du 

protĠome des MEF eŶ cours de reprogrammatioŶ, ŶotammeŶt grâce à des techŶiƋues d’aŶalǇse de 

cellule uŶiƋues, oŶt permis d’ideŶtifier ϯ phases de reprogrammatioŶ : l’iŶitiatioŶ, la maturatioŶ et la 

stabilisation (Figure n°9) (David and Polo, 2014). 

1. L’iŶitiatioŶ 

DuraŶt la phase d’iŶitiatioŶ, les cellules voŶt suďir uŶe MET, uŶ chaŶgemeŶt du rǇthme de 

prolifĠratioŶ et uŶe augmeŶtatioŶ de l’expressioŶ des marƋueurs précoces de la pluripotence 

(Samavarchi-Tehrani et al., 2010; Polo et al., 2012; Hansson et al., 2012). 
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L’aŶalǇse des iŶtermĠdiaires de reprogrammation révèle que les cellules perdent le marqueur Thy1 

(ou CD90 ; marqueur exprimé par les fibroblastes) ainsi que le marqueur CD44 au profit de SSEA1 

(marqueur des ESC murines) et de la phosphatase alcaline (Ph.A), durant la première semaine 

;BramďriŶk et al., ϮϬϬϴ; Polo et al., ϮϬϭϮ; O’MalleǇ et al., ϮϬϭϯ). Ces signatures sont associées à une 

première vague de changements transcriptionnels globaux qui atteint un pic à environ 3 jours suivant 

l’expressioŶ d’OSKM chez les MEF. Ces chaŶgemeŶts, eŶ plus de la prolifĠratioŶ, semďleŶt impacter 

le métabolisme cellulaire, l’orgaŶisatioŶ du cǇtosƋuelette et de multiples processus du 

développement (Polo et al., 2012). EŶ outre, plusieurs groupes oŶt moŶtrĠ Ƌue l’acƋuisitioŶ de la 

rĠsistaŶce à l’apoptose et à la seŶesceŶce Ġtait uŶ ĠvğŶemeŶt prĠcoce importaŶt de cette premiğre 

phase pour le succès de la reprogrammation (Utikal et al., 2009). 

      Figure n°9 : Phases de la reprogrammation et phénotype associé. 

L’expressioŶ de FT mĠseŶchǇmateux est rĠprimĠe avec uŶe dimiŶutioŶ de Snail1/2, Zeb1/2 et Slug au 

profit de gènes épithéliaux comme Cdh1 (E-cadhérine) et EpCAM (CD326) ainsi que des marqueurs de 

pluripotence très précoces comme Fbxo15, Ph.A, de facteurs de la rĠplicatioŶ de l’ADN ;Poli, Rfc4), 

D’aprğs Van den Hurk et al., 2016. 
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de progression du cycle cellulaire (Ccnd1/2) et du stress cellulaire (Cdkn1/2a) (Stadtfeld et al., 2008a; 

Mikkelsen et al., 2008; Samavarchi-Tehrani et al., 2010). Des changements similaires sont 

oďservaďles au Ŷiveau du protĠome avec l’expressioŶ de protĠiŶes de rĠgulatioŶ de la pluripoteŶce 

;JaridϮ, TcfϯͿ mais aussi des rĠgulateurs gloďaux de la traŶscriptioŶ ;Mediator, RNA Pol II, Nurd…etc.Ϳ 

(Hansson et al., 2012). La phase d’iŶitiatioŶ est doŶc dĠfiŶie comme le commeŶcemeŶt de la 

reprogrammatioŶ jusƋu’à l’oďteŶtioŶ de l’expressioŶ des premiers marƋueurs associés à la 

pluripotence. 

Plusieurs expĠrieŶces oŶt ĠtĠ rĠalisĠes afiŶ de compreŶdre l’importaŶce de la MET daŶs le processus 

de reprogrammatioŶ Ǉ compris chez l’Homme. L’utilisatioŶ de petits ARN iŶterfĠreŶts ;shRNA ; small 

hairpin RNA) ciblant les transcrits de l’E-cadhérine ou l’additioŶ de ligaŶds des rĠcepteurs du TGF-β 

rĠduiseŶt l’efficacitĠ du processus de reprogrammatioŶ taŶdis Ƌue des iŶhiďiteurs des rĠcepteurs du 

TGF-β ou la promotion des miR 302-367 favorisent la MET et donc la reprogrammation (Ichida et al., 

2009; Subramanyam et al., 2011). 

Après que la majorité des cellules a pu initier ce processus, seules certaines, notamment certains 

intermédiaires SSEA1+ chez la souris ou TRA-1-60+ chez l’Homme, voŶt progresser vers la 

pluripotence (Buganim et al., 2012; Tanabe et al., 2013). En effet, la majorité des cellules (90-95%) 

devient eŶsuite rĠfractaires et c’est fiŶalemeŶt cette traŶsitioŶ de la phase d’iŶitiatioŶ à la phase de 

maturation qui est limitant dans le processus de reprogrammation. 

2. La maturation 

La phase de maturatioŶ est caractĠrisĠe par uŶe pĠriode de lateŶce suivie d’uŶe secoŶde vague de 

changements transcriptionnels et protéomiques durant les jours 9 à 12 chez les MEF en cours de 

reprogrammation et où se produit l’apparitioŶ de gğŶes associĠs à la pluripoteŶce et de gğŶes 

épidermiques. 

Ces chaŶgemeŶts coŶduiseŶt à l’augmeŶtatioŶ de l’expressioŶ de gğŶes des CSP tels Ƌue Fbx015, 

Oct4, Sall4 puis Nanog, Esrrb, Nr5a2 et des gğŶes de rĠpoŶse à l’hǇpoxie (Polo et al., 2012; Hussein et 

al., 2014; Mathieu et al., 2014). Il est important de signaler que la plupart de ces cibles sont 

également réactivées durant la reprogrammation des fibroblastes humains. De plus, la fin de la phase 

de maturatioŶ est marƋuĠe par l’expressioŶ eŶdogğŶe de Sox2, Dppa4 et l’iŶitiatioŶ de l’activatioŶ 

du réseau de pluripotence endogène (Polo et al., 2012; Golipour et al., 2012; Hussein et al., 2014).  

Ces observations ont permis de conclure que le mécanisme de reprogrammation des MEF par les 

facteurs OSKM comprenait une phase précoce stochastique durant laquelle plus de 90% des cellules 

sont réfractaires et doivent initier les bons changements moléculaires indépendamment du chemin 
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emprunté pour les acquérir. Le modèle prévoit ensuite une phase déterministe où les changements 

de sigŶature s’effectueŶt de manière « hiérarchique » vers des marqueurs identifiés comme Tbx3, 

Nanog ou Esrrb, coŶduisaŶt à l’oďteŶtioŶ d’iPSC (Buganim et al., 2013). 

Ces changements observés dans les populations Thy1-/SSEA1+/Oct4+ en cours de reprogrammation 

concordent avec ceux observés dans les populations CD44-/CD54+ conduisant à la phase de 

stabilisation ;Polo et al., ϮϬϭϮ; O’MalleǇ et al., ϮϬϭϯͿ. 

3. La stabilisation 

Cette phase dĠďute ƋuaŶd les iPSC devieŶŶeŶt iŶdĠpeŶdaŶtes de l’expressioŶ des traŶsgğŶes et 

englobent tous les changements qui survienneŶt aprğs l’acƋuisitioŶ de la pluripoteŶce. Ces 

chaŶgemeŶts permetteŶt à la cellule d’acƋuĠrir uŶ Ġtat pluripoteŶt complet, trğs proche de celui des 

ESC. Ils comportent notamment la réactivation des deux copies du chromosome X chez les iPSC 

femelles (Stadtfeld et al., 2008a), l’ĠloŶgatioŶ des tĠlomğres chromosomiƋues jusƋu’au Ŷiveau de 

ceux retrouvés dans les ESC (Marion et al., 2009) et la méthylation globale du génome concordant 

avec la réactivation des gènes Aid, Tet et Dnmt (Polo et al., 2012). 

Lors de cette phase, les cellules vont être amplifiées et analysées pour leur pluripotence. Il est 

intéressant de noter que les iPSC humaines doivent être cultivées sur une longue période pour 

induire toutes ces modifications épigénétiques et se rapprocher au maximum des ESC. Ces 

modifications permettent de réinitialiser la mémoire épigénétique des cellules somatiques de départ. 

4. « Cartes routières » identifiées et cinétique 

La Ŷature hĠtĠrogğŶe et asǇŶchroŶe de la reprogrammatioŶ a coŶduit à l’ideŶtificatioŶ de  

marƋueurs de surface cellulaire et à l’utilisatioŶ de gğŶes « rapporteurs » pour caractériser des 

populations cellulaires à différents temps. En outre, la combinaison de marqueurs de surface positifs 

et ŶĠgatifs permet l’ideŶtificatioŶ de cellules eŶ cours de reprogrammation et leur sélection pour 

deveŶir des cloŶes d’iPSC staďles eŶ ĠcartaŶt ceux Ƌui soŶt mal reprogrammĠs. L’ideŶtificatioŶ de 

marƋueurs pertiŶeŶts permet d’optimiser la caractĠrisatioŶ trğs loŶgue des cloŶes d’iPSC avaŶt leur 

utilisation. 

Les études initiales ayant utilisé des systèmes inductibles à la doxycycline ont montré que 

l’expressioŶ d’OSKM iŶduisait l’expressioŶ de Ph.A avaŶt SSEAϭ et avaŶt l’activatioŶ d’Oct4 et Nanog 

(Brambrink et al., 2008). Ces derŶiers gğŶes, formaŶt le rĠseau cœur de la pluripoteŶce oŶt doŶc ĠtĠ 

utilisés comme système rapporteur. La même année, une autre étude a rapporté une diminution de 

l’expressioŶ de ThǇϭ avaŶt l’expressioŶ de SSEAϭ (Stadtfeld et al., 2008a). 
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Les analyses transcriptionnelles et protéomiques des populations Thy1/SSEA1/Oct4-GFP ont identifié 

les deux vagues majeures d’expressioŶ des gğŶes citĠes prĠcĠdemmeŶt (Hansson et al., 2012; Polo et 

al., 2012). DaŶs l’Ġtude de Polo et al., les MEF traŶsiteŶt de l’Ġtat iŶitial ThǇϭ+/SSEA1-/Oct4- vers un 

phénotype Thy1-/SSEA1-/Oct4- durant les 3 premiers jours (Figure n°10). Les cellules qui conservent 

une expression Thy1 après le 3ème jour Ŷe soŶt pas capaďles de dimiŶuer l’expressioŶ des gğŶes 

mésenchymateux et deviennent réfractaires à la reprogrammation. Par la suite, les cellules 

deviennent Thy1-/SSEA1+/Oct4- jusƋu’au ϵème jour environ puis les cellules acquièrent un phénotype 

Thy1-/SSEA1+/Oct4+ indiquant un état pluripotent (Polo et al., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°10 : « Carte routière » de la reprogrammation de MEF par les facteurs OSKM en système inductible 

à la doxycycline. 

A) Identification basée sur les marqueurs Thy1/SSEA1/Oct4-GFP (Polo et al., 2012). B) Identification basée sur 

les marqueurs CD44/ICAM1/Nanog-GFP ;O’MalleǇ et al., ϮϬϭϯͿ. D’aprğs Theunissen and Jaenisch, 2014. 

O’MalleǇ et al. se soŶt iŶtĠressĠs à l’Ġtude du marƋueur CDϱ4 ;ICAMϭͿ exprimĠ de maŶiğre plus 

homogène sur les CSP, car certaines cellules SSEA1+ ne devenaient pas iPSC ;O’MalleǇ et al., ϮϬϭϯͿ. 

Ce marƋueur Ŷ’est pas exclusif aux fiďroďlastes et pour permettre de discrimiŶer les diffĠreŶtes 

étapes de la reprogrammation, le marqueur CD44 et le gène rapporteur Nanog-GFP ont été utilisés. 

L’iŶductioŶ des traŶsgğŶes coŶduit à la traŶsitioŶ des fiďroďlastes CD44+/CD54- en cellules CD44-

/CD54+ vers le jour 6 chez les MEF. En triant les cellules par cytométrie en flux au jour 10, les auteurs 
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ont pu identifier des cellules Nanog+ et Nanog- et les cellules positives conduisent rapidement vers le 

stade iPSC tandis que la cinétique des cellules négatives est plus longue ;O’MalleǇ et al., ϮϬϭϯͿ. 

D’autres marƋueurs du suivi de la reprogrammatioŶ oŶt ĠtĠ ideŶtifiĠs derŶiğremeŶt, eŶ foŶctioŶ de 

la stœchiomĠtrie d’expressioŶ des traŶsgğŶes et moŶtreŶt Ƌue des cellules Oct4High, Klf4High transitent 

vers un état partiellement reprogrammé CD73High, CD104High et CD54low. Les cellules à faible 

prolifération (Ki67low) réacquierent un phénotype « MEF » tandis que celles qui prolifèrent acquièrent 

soit un phénotype proche des ESC (NanogHigh, Sox2High, CD54High) soit proche du mésendoderme 

(Nanoglow, Sox2low, Lin28High CD24High et PDGFR-αHigh) (Zunder et al., 2015). Enfin, d’autres Ġtudes 

moŶtreŶt l’isolemeŶt d’iPSC humaiŶes Ƌui devieŶŶeŶt totalemeŶt reprogrammĠes si elles sont triées 

sur la base des marqueurs CD13-/SSEA4+/Tra-1-60+ (Kahler et al., 2013) ou CD13-/SSEA4+/Tra-1-

60+/RV-RFP (RetroVirus-Red Fluorescent Protein) (Bharathan et al., 2017). 

Malgré les controverses entre les différentes études, il reste essentiellement admis que chez 

l’Homme, les marƋueurs de pluripoteŶce de surface SSEA4, TRA-1-60, TRA-1-81 et Ph.A identifiés 

seuls Ŷe permetteŶt pas d’isoler des cloŶes d’iPSC staďles. La comďiŶaisoŶ de marƋueurs, iŶcluaŶt 

notamment le CDϭϯ et le CD44 pourrait le permette mais c’est esseŶtiellemeŶt l’isolemeŶt du cloŶe 

et sa culture loŶg terme Ƌui permet de s’assurer de l’ideŶtitĠ des iPSC. 

D. MĠthodes de gĠŶĠƌatioŶ d’iPSC 

Il existe différentes méthodes pour générer des iPSC et elles intègrent toutes : le choix d’uŶ vecteur 

pour permettre l’expressioŶ ;ou la prĠseŶceͿ des FT, le cocktail de reprogrammatioŶ et le tǇpe 

cellulaire à reprogrammer.  

Elles sont généralement choisies eŶ foŶctioŶ de l’applicatioŶ souhaitĠe. Par exemple, les rétrovirus 

maximisent les chaŶces d’oďteŶir des iPSC mais générent des intégrations potentiellement 

mutagènes alors Ƌu’uŶ vecteur non intégratif comme les épisomes est plus sécurisé pour obtenir des 

iPSC non altérées ou de grade clinique mais de manière moins efficace. 

1. Le vecteur utilisé 

Ici également, il convient de rappeler que la plupart des études ayant développé et optimisé des 

vecteurs pour l’expressioŶ des traŶsgğŶes oŶt ĠtĠ effectuĠes sur des MEF, soit des cellules 

embryonnaires de souris. La figure n°11 récapitule les systèmes et les stratégies pour générer des 

iPSC. L’efficacitĠ de gĠŶĠratioŶ d’iPSC des différents vecteurs est calculée suivant plusieurs 

méthodes. En effet, le pourcentage d’efficacitĠ est uŶ ratio eŶtre le nombre initial de cellules 

ensemencées et, suivaŶt l’Ġtude : le Ŷomďre de coloŶies ĠmergeŶtes, de coloŶies d’iPSC staďles, de 
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colonies Ph. A+, GFP+, TRA-1-60+…etc. Le ratio cellules iŶitiales eŶsemeŶcĠes / coloŶies d’iPSC 

émergentes est le plus utilisé et sera présenté ici. 

Figure n°11 : Systèmes et stratégies pour générer des iPSC. 

D’aprğs Hu, 2014a. 

a. Vecteurs intégratifs non-excisables 

a.i Vecteurs viraux intégratifs et systèmes inductibles 

Ce soŶt les premiers vecteurs à avoir ĠtĠ utilisĠs pour la gĠŶĠratioŶ d’iPSC (Takahashi and Yamanaka, 

2006; Takahashi et al., 2007; Wernig et al., 2007). En effet, un vecteur rétroviral dérivé du virus de la 

leucĠmie muriŶe a ĠtĠ utilisĠ daŶs le laďoratoire du Dr. YamaŶaka pour iŶduire l’expressioŶ d’OSKM 

dans des MEF et des fibroblastes primaire humains. Le génome de ces rétrovirus est composĠ d’uŶ 

ARN simple brin subissant une étape de transcription inverse pour s’iŶtĠgrer daŶs le gĠŶome de 

l’hôte. Ici, le gĠŶome est dĠpourvu des gènes viraux pour Ġviter tous risƋue d’iŶfectioŶ ultĠrieure 

(Cepko and Pear, 2001). Ces virus oŶt uŶe capacitĠ de cloŶage de l’ordre de ϴ kď ;ADN 

complémentaire [ADNc] Oct4 ≈ ϭ,ϭ kďͿ et Ŷ’iŶfecteŶt Ƌue les cellules Ƌui se diviseŶt activemeŶt : ils 

atteigŶeŶt jusƋu’à ϵϬ% d’efficacitĠ de dĠlivraŶce des traŶsgğŶes daŶs certains types cellulaires 

(Cepko and Pear, 2001; Bayart and Cohen-Haguenauer, 2013). Ils sont peu efficaces pour infecter les 

cellules quiescentes. 

Il a assez largemeŶt ĠtĠ dĠcrit Ƌue l’expressioŶ des traŶsgğŶes iŶduite par des rĠtrovirus est rĠduite 

au silence dans les ESC et les iPSC par des mécanismes épigénétiques (Jähner et al., 1982; Hotta and 

Ellis, 2008). Comme Ŷous l’avoŶs vu prĠcĠdemmeŶt, c’est uŶ critğre esseŶtiel afiŶ d’oďteŶir des iPSC 
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correctemeŶt reprogrammĠes et staďles. D’ailleurs, si l’expressioŶ des traŶsgğŶes Ŷ’est pas ĠteiŶte, 

des défauts de différenciation des iPSC sont observés limitant leur utilisation (Ramos-Mejía et al., 

2012). 

Les séquences nucléotidiques insérées au sein de ces vecteurs sont la plupart du temps associées à 

des promoteurs d'expression forts tels que SV40, CMV, CMG ou EF1A (González et al., 2011). Dans les 

premiğres reprogrammatioŶs des cellules humaiŶes, il a ĠtĠ moŶtrĠ Ƌue l’expressioŶ des facteurs 

hTERT (Télomérase) et SV40-LT (oncogène viralͿ eŶ plus d’OSKM facilitait graŶdemeŶt l’oďteŶtioŶ 

d’iPSC à partir de ďiopsie de peau (Park et al., 2008b). Par la suite, de nombreux types cellulaires 

autres Ƌue les fiďroďlastes oŶt ĠtĠ reprogrammĠs via l’utilisatioŶ des rétrovirus comme par exemple 

des lymphocytes T du sang périphérique (Brown et al., 2010). 

HistoriƋuemeŶt, c’est eŶsuite les lentivirus qui ont été utilisés pour générer des iPSC (Yu et al., 2007). 

Ils permettent une forte expression des transgènes comme les rétrovirus. Les lentivirus sont un genre 

des rĠtrovirus avec de loŶgues pĠriodes d’iŶcuďatioŶ et les plus coŶŶus soŶt les virus de 

l’immuŶodĠficieŶce humaiŶe ;HIV-ϭ et ϮͿ et le virus de l’immuŶodéficience simienne (SIV) (Sakuma 

et al., 2012). Les leŶtivirus ƋuaŶt à eux soŶt capaďles d’iŶfecter des cellules Ƌui Ŷe se diviseŶt pas à 

coŶditioŶ Ƌu’elles aieŶt uŶ mĠtaďolisme actif. Leur efficacitĠ de traŶsductioŶ est lĠgğremeŶt plus 

importaŶte Ƌue celle des rĠtrovirus et leur capacitĠ de cloŶage s’ĠteŶd jusƋu’à ϭϬkď (Bayart and 

Cohen-Haguenauer, 2013). 

DaŶs le coŶtexte des iPSC, la rĠpressioŶ des traŶsgğŶes Ŷ’est pas aussi marquée que chez les γ-

rétrovirus et des réactivations ont été rencontrées conduisant à des cellules instables. Pour autant, 

cette leŶteur de l’iŶactivatioŶ des traŶsgğŶes a moŶtrĠ des avaŶtages pour la gĠŶĠratioŶ d’iPSC par 

rapport aux rétrovirus. Sachant cela, une partie de la stratégie utilisant les lentivirus a été de créer 

des systèmes inductibles et non constitutifs (Maherali et al., 2008; Sommer et al., 2009). Brièvement, 

le système est construit de manière à placer un promoteur inductible grâce à la doxycycline (Tet-

inductible) en amont des séquences codantes des FT. Cela permet de contrôler plus finement et 

temporellemeŶt leur expressioŶ mais uŶe Ġtude a pu moŶtrer Ƌue l’activatioŶ coŶstitutive des FT via 

le système Tet-iŶductiďle prĠvieŶt la gĠŶĠratioŶ d’iPSC et Ƌue le retrait de la doxǇcǇcliŶe favorise 

l’ĠmergeŶce de coloŶies (Buecker et al., 2010). 

Le risƋue majeur ƋuaŶt à l’utilisatioŶ des vecteurs viraux intégratifs réside dans les insertions 

alĠatoires poteŶtiellemeŶt mutagğŶes mais aussi daŶs le coŶtrôle de l’expressioŶ des traŶsgğŶes 

(Varas et al., 2009). Il est aussi importaŶt de Ŷoter Ƌu’uŶe Ġtude rĠceŶte, comparaŶt les vecteurs 

utilisĠs pour la gĠŶĠratioŶ d’iPSC, a pu ideŶtifier Ƌue les rĠtrovirus coŶduiseŶt à uŶ taux de ϭϬ à ϭϱ% 

d’aŶeuploïdies des iPSC nouvellement générées et de faible passage (Schlaeger et al., 2014). 
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Pour ces vecteurs viraux iŶtĠgratifs, les taux moǇeŶs de gĠŶĠratioŶ d’iPSC chez la souris s’Ġlğve à 

Ϭ.ϭ% ;MEFͿ et chez l’Homme à Ϭ.Ϭϭ% ;fiďroďlastes primaires de peauͿ (González et al., 2011). 

a.ii Plasmides linéarisés et développement des polycistrons 

Des traŶsfectioŶs d’ADN plasmidiƋue ont été réalisées via des lipofections, des électroporations ou 

eŶcore des ŶuclĠofectioŶs pour pallier l’utilisatioŶ de virus poteŶtiellemeŶt daŶgereux. UŶe des 

premières études utilisant des plasmides pour exprimer les FT OSKM a réalisé une linéarisation de 

ces derŶiers afiŶ d’augmeŶter le taux d’iŶtĠgratioŶ gĠŶomiƋue et doŶc l’efficacitĠ du processus de 

reprogrammation (Kaji et al., 2009). Ces transfections ne sont donc pas considérées comme 

transitoires contrairement aux épisomes (voir plus loin). De plus, les utilisations successives de ces 

mĠthodes de traŶsfert d’ADN lors des cǇcles de traŶsfectioŶ coŶduiseŶt à uŶe mortalitĠ cellulaire 

élevée surtout chez les cellules primaires. 

Ces vecteurs nécessitant des systèmes de transfection sont bien moins efficaces que les virus dans la 

dĠlivraŶce des traŶsgğŶes et si l’oŶ cherche à traŶsfecter plusieurs plasmides ;codant chacun pour 

une protĠiŶeͿ, il Ŷ’est pas certaiŶ Ƌue toutes les cellules eŶ reçoiveŶt la totalitĠ. Pour contrer ce 

problème technique majeur, des systèmes de vecteurs polycistroniques ont été développés. Ces 

plasmides permetteŶt d’exprimer plusieurs ADNc sous le coŶtrôle d’uŶ promoteur uŶiƋue. Les ADNc 

sont disposés en tandem et chacun est séparé par une séquence de clivage comme le peptide viral 

d’auto-clivage 2A des Picornavirus ou encore les séquences IRES (Internal Ribosome Entry Site) 

(Szymczak and Vignali, 2005; Martínez-Salas et al., 2015). 

Brièvement, lors de la traduction, les ribosomes traduisent le premier cadre ouvert de lecture 

compreŶaŶt l’ADNc Ƌui code la premiğre protĠiŶe et atteigŶeŶt par la suite le peptide ϮA. Le 

riďosome traduit le peptide ϮA Ƌui s’auto-clive ce qui permet au ribosome de continuer sur le second 

cadre ouvert de lecture correspondant au second ADNc et ainsi de suite. En 2009, Kaji et al. ont 

rĠalisĠ la premiğre gĠŶĠratioŶ d’iPSC chez la souris eŶ utilisaŶt ce tǇpe de vecteur polǇcistroŶiƋue. Ils 

oŶt moŶtrĠ Ƌu’uŶe seule copie de ce vecteur Ġtait suffisaŶte pour gĠŶĠrer des iPSC à partir de MEF 

(Kaji et al., 2009). En effet, dans ce système toutes les protéines sont produites grâce à un seul 

traŶscrit et il semďlerait Ƌue la stœchiomĠtrie soit respectĠe. 

EŶ rĠsumĠ, l’efficacitĠ de traŶsductioŶ est faiďle pour ces vecteurs iŶtĠgratifs non-viraux (environ 

Ϭ.ϬϬϭ%Ϳ mais l’utilisatioŶ de polǇcistroŶs permet de respecter la stœchiomĠtrie et de rĠduire 

considérablement le nombre de copies intégrées par cellule et par conséquent les risques de 

mutations. 
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Les polycistrons ont également rapidement été adaptés pour les vecteurs rétroviraux et lentiviraux et 

les taux d’efficacitĠ oŶt pu ġtre augmeŶtĠs jusƋu’à Ϭ.ϱ% (Carey et al., 2009; Chang et al., 2009). 

b. Vecteurs intégratifs excisables 

b.i Vecteurs intégratifs et systèmes de recombinaison 

Toujours daŶs uŶe optiƋue d’amĠliorer la sĠcuritĠ des iPSC gĠŶĠrĠes, plusieurs groupes de recherche 

oŶt dĠveloppĠ des techŶiƋues d’excisioŶ des traŶsgğŶes iŶsĠrĠs daŶs le gĠŶome des cellules 

reprogrammées. En effet, avant une transfection plasmidique ou une transduction virale, des sites de 

recoŶŶaissaŶce pour effectuer uŶe recomďiŶaisoŶ future peuveŶt ġtre placĠs de part et d’autre de la 

séquence à exciser. Les cassettes des transgènes se retrouvent donc flanquées de sites spécifiques à 

chaque extrémité. Après action des transgènes et obtention du phénotype voulu, on active de 

manière transitoire une recombinase qui reconnait les sites et les recombine ce qui supprime la ou 

les cassettes. Il est important de noter que ces études ont essentiellement privilégié les vecteurs 

viraux (Bayart and Cohen-Haguenauer, 2013; Hu, 2014b). 

Le système Cre/loxP (recombinase/séquence cible) est le système de recombinaison le plus 

largement utilisé (Soldner et al., 2009; Kaji et al., 2009). Un exemple important a été la première 

gĠŶĠratioŶ d’iPSC humaiŶes dĠrivĠs de patieŶts atteiŶt de la maladie de ParkiŶsoŶ et dĠpourvues de 

transgènes grâce un système lentiviral (Soldner et al., 2009). Dans cette étude, le système lentiviral 

OSKM inductible à la doxycycline comportait des cassettes transgéniques flanquées de sites loxP. Les 

iPSC obtenues par ce groupe après reprogrammation et excision des transgènes par expression 

transitoire de la Cre recombinase sont, en partie, stables dans le temps et maintiennent leur 

pluripotence grâce à leur réseau intrinsèque. Cependant, même si les cellules reprogrammées sont 

qualifiées de « transgène-free », oŶ remarƋue des cicatrices du passage d’uŶ traŶsgğŶe avec 

notamment des fragments LTR (Long Terminal Repeat) présents dans les séquences virales, mais 

aussi des séquences cibles des recombinases. 

Dans le contexte des vecteurs monocistroniques comportant de multiples intégrations parfois 

supérieures à 20 par cellule, ces cicatrices peuvent conduire à une augmentation dramatique de 

l’iŶstaďilitĠ du gĠŶome jusƋu’à des rĠarraŶgemeŶts. Pour pallier cela, les vecteurs polycistroniques 

oŶt ĠtĠ privilĠgiĠs puisƋu’ils s’iŶtğgreŶt moiŶs dimiŶuaŶt aiŶsi les risƋues d’iŶstaďilitĠ gĠŶomiƋue 

(Chang et al., 2009). Enfin, la délétion des transgènes médiée par la recombinase Cre a permis 

d’ideŶtifier des iŶtermĠdiaires de reprogrammatioŶ vers le stade iPSC, surtout lors de la phase de 

stabilisation. 

Il existe un autre système de recombinaison moins répandu : le système Flp/FRT de Saccharomyces 

cerevisiae ;O’GormaŶ et al., ϭϵϵϭͿ. Il est moins efficace que le système Cre/loxP mais présente moins 
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de toxicité et est applicable aux iPSC (Voelkel et al., 2010). C’est uŶ poiŶt importaŶt daŶs le coŶtexte 

de la gĠŶĠratioŶ d’iPSC car l’efficacitĠ des sǇstğmes ĠtaŶt relativemeŶt faiďle, il serait coŶtraigŶaŶt 

de perdre une partie des cellules fraîchement générées. 

En résumé, les vecteurs intégratifs avec systèmes de recombinaison sont plus appropriés pour 

l’applicatioŶ des iPSC car ils permetteŶt la gĠŶĠratioŶ de cellules « transgène-free » se rapprochant 

de l’aďseŶce de modificatioŶs gĠŶĠtiƋues, surtout pour les vecteurs viraux polycistroniques couplés à 

des systèmes de recombinaison. Ils allient une haute efficacité de transduction, bien supérieure aux 

plasmides, avec uŶ faiďle Ŷomďre d’iŶtĠgratioŶs. L’excisioŶ des traŶsgğŶes permet de pallier le risque 

de réactivation aléatoire lors de la différenciation par exemple. 

b.ii Transposons excisables 

Une technique plus avancée pour faire des transfections stables et excisables de constructions non-

virales repose sur l’utilisatioŶ de traŶsposoŶs. Les traŶsposoŶs soŶt des ĠlĠmeŶts gĠŶĠtiƋues moďiles 

Ƌui peuveŶt se dĠplacer d’uŶ eŶdroit à uŶ autre daŶs le gĠŶome par des mĠcaŶismes d’excisioŶ et 

d’iŶsertioŶ (Muñoz-López and García-Pérez, 2010). 

Le transposon PiggyBack (PB) a étĠ utilisĠ pour la gĠŶĠratioŶ d’iPSC humaiŶes et muriŶes. Le 

système nécessite une co-transfection de (i) un plasmide donneur qui comporte le transposon : une 

sĠƋueŶce d’iŶtĠrġt ;les facteurs de reprogrammatioŶͿ flaŶkĠe eŶ ϱ’ et eŶ ϯ’ d’uŶe sĠƋueŶce rĠpĠtĠe 

et inversée de 13 pb ; (ii) un plasmide auxiliaire qui code la transposase reconnaissant la séquence 

(Wilson et al., 2007).  

L’avaŶtage majeur du PB par rapport aux recomďiŶases Cre et Flp rĠside daŶs l’oďteŶtioŶ d’uŶ 

génome théoriquement non-modifié après excision des transgènes. Comme exemple, en 2009 

Woltjen et al. ont généré des iPSC humaines à partir de fibroblastes grâce au PB et ont pu démontrer 

l’aďseŶce d’altĠratioŶs gĠŶomiƋues daŶs ces cellules aprğs excisioŶ du traŶsposoŶ (Woltjen et al., 

2009). Ces premiğres Ġtudes oŶt moŶtrĠ des difficultĠs ƋuaŶt à l’excisioŶ du PB car 4 plasmides 

étaient présents pour les 4 facteurs de reprogrammation ce qui a conduit à de nombreuses 

intégrations. Par conséquent, des transfections répétées pour exprimer la transposase de manière 

transitoire se sont révélées nécessaires et les transposons excisés étaient susceptibles de 

transpositions secoŶdaires. C’est pour pallier cela dans le contexte des virus et des plasmides que des 

coŶstructioŶs polǇcistroŶiƋues avec des sĠƋueŶces peptidiƋues d’auto-clivage ont été développées 

(Woltjen et al., 2015). Des iPSC ont été produites grâce à ce vecteur et les lignées obtenues sont 

dĠpourvues d’empreiŶtes (Woltjen et al., 2009; Bertin et al., 2015). 
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Un autre transposon, le Sleeping Beauty (SB) a également été utilisé pour générer des iPSC chez 

l’Homme (Sebe and Ivics, 2016) comme chez la souris (Talluri et al., 2014). Le SB affiche la meilleure 

efficacitĠ de traŶspositioŶ chez les vertĠďrĠs par rapport à d’autres traŶsposoŶs mais ce derŶier 

laisse des empreintes de son passage dans le génome à la différence du PB (Ivics et al., 2009). 

Il semďlerait Ƌue l’utilisatioŶ des traŶsposoŶs, mais surtout du PB, soit plus simple Ƌue les sǇstğmes 

viraux excisaďles Ƌui laisseŶt plus d’empreiŶtes daŶs le gĠŶome de l’hôte à cause des séquences loxP. 

Egalement, il semďlerait Ƌue l’utilisatioŶ des traŶsposoŶs soit moiŶs immuŶogğŶe Ƌue l’utilisatioŶ 

des virus (VandenDriessche et al., 2009). Cet argument est discutable car Lee et al. ont montré que 

l’activatioŶ de l’immuŶitĠ iŶŶĠe par des ARN viraux Ġtait ďĠŶĠfiƋue pour la reprogrammatioŶ de 

fibroblastes humains en iPSC grâce à des vecteurs protéiques (voir plus loin ; Lee et al., 2012b). 

L’utilisatioŶ de traŶsposoŶs impliƋue des Ġtapes de traŶsfectioŶ avec iŶtĠgratioŶ, comme pour les 

virus et puisƋue la traŶsposase est utilisĠe pour l’iŶtĠgratioŶ et l’excisioŶ, les risƋues d’altĠratioŶ 

génétique sont doublés. La transposase ré-exprimée transitoirement pour supprimer le transgène 

peut également le re-transposer ailleurs dans le génome. De plus, il arrive parfois que la transposase 

ne soit pas entièrement spécifique ce qui conduit à des réarrangements chromosomiques (Wang et 

al., 2008a). 

D’uŶe maŶiğre plus gĠŶĠrale, ce système est peu utilisé car difficile à maitriser et nécessite beaucoup 

de contrôles sur le risque de modifications génétiques. EŶfiŶ, l’efficacitĠ de dédifférenciation de 

fiďroďlastes eŶ iPSC avec ces vecteurs s’Ġlğve à Ϭ.ϭ% eŶviroŶ. 

c. Vecteurs non-intégratifs 

c.i. Vecteurs viraux 

En 2008, Stadtfelt et al. oŶt reportĠ la premiğre gĠŶĠratioŶ d’iPSC murine via un vecteur dérivé 

d’adénovirus (Stadtfeld et al., 2008b). Cette expérience a été réalisée sur des hépatocytes car les 

adĠŶovirus possğdeŶt uŶ fort tropisme pour ce tǇpe cellulaire. Les vecteurs dĠrivĠs d’adĠŶovirus Ŷe 

se rĠpliƋueŶt pas daŶs les cellules Ƌu’ils iŶfecteŶt, ils resteŶt à l’Ġtat d’Ġpisomes et il est souvent 

coŶcidĠrĠ Ƌu’ils Ŷe s’iŶtğgreŶt pas daŶs le gĠŶome de l’hôte (Coughlan, 2014). Néanmoins, des 

Ġtudes oŶt moŶtrĠ Ƌue les adĠŶovirus oŶt uŶ Ŷiveau trğs ĠlevĠ d’iŶtĠgratioŶ gĠŶomiƋue par rapport 

aux ADN plasmidiques nus et que leur intégration génère fréquemment des réarrangements 

(Stephen et al., 2008). 

DaŶs le coŶtexte des iPSC, leur efficacitĠ de reprogrammatioŶ est faiďle, de l’ordre de Ϭ.ϬϬϭ% soit 

près de 10 à 100 fois moins que les rétrovirus (Stadtfeld et al., 2008b; Zhou and Freed, 2009a). Cela 

s’expliƋue eŶ partie par la dilutioŶ des traŶsgğŶes au cours des cǇcles de divisioŶ cellulaire. TeŶaŶt 

compte de toutes ces caractéristiques, des titres très important de vecteurs doivent être utilisés, à 
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uŶe multiplicitĠ d’IŶfectioŶ ;MOI ; Multiplicity Of Infection) égale à 250 (Zhou and Freed, 2009a). Ces 

fortes ƋuaŶtitĠs d’adĠŶovirus augmeŶteŶt le risƋue d’iŶtĠgratioŶ des traŶsgğŶes. 

UŶe des avaŶcĠes majeures daŶs les mĠthodes de reprogrammatioŶ a ĠtĠ d’utiliser le virus non 

humain Sendai (SeV ; Sendai Virus). Ce virus de petit rongeur possède un ARN simple brin qui se 

réplique uniquement dans le cytoplasme de la cellule hôte et qui ne fait pas intervenir 

d’iŶtermĠdiaire ADN (Lamb and Parks, 2007; Schott et al., 2016). Il Ŷ’est doŶc thĠoriƋuemeŶt pas 

capaďle de s’iŶtĠgrer daŶs le gĠŶome de l’hôte ce Ƌui eŶ fait d’ores et dĠjà uŶ vecteur de premier 

choix. Ce vecteur a permis de générer des iPSC humaines (Fusaki et al., 2009; Ban et al., 2011). Dans 

ce contexte, il a même permis de reprogrammer des lymphocytes T périphériques qui ont donc déjà 

subis un réarrangement V(D)J et sont connus pour être très difficile à reprogrammer (Seki et al., 

2010). 

A la différence des vecteurs adénoviraux, le SeV (sauvage) peut infecter de nombreux types 

cellulaires saŶs pathogĠŶicitĠ pour l’Homme et l’expressioŶ des traŶsgğŶes peut facilemeŶt être 

contrôlée (Ban et al., 2011; Nakanishi and Otsu, 2012). Bien que le SeV soit très efficace pour 

répliquer son génome et même si il est théoriquement dilué au cours des divisions, il reste parfois 

présent même après un nombre de passages supérieur à 20. Enfin, comme pour les virus intégratifs 

pour lesquels les cellules « pré-iPSC » Ŷe coŶtrôleraieŶt pas efficacemeŶt l’extiŶctioŶ de l’expressioŶ 

des transgènes, de fortes expressions ont conduit à des transformations notamment via c-Myc et à 

l’apparitioŶ d’aŶeuploïdies (González et al., 2011) à uŶe frĠƋueŶce d’eŶviroŶ 4.ϱ% d’aprğs uŶe Ġtude 

récente ce qui est plus faible de près de 5 à 10% comparé aux rétrovirus (Schlaeger et al., 2014). 

Au vue du poteŶtiel Ƌu’offre le SeV, les techŶologies oŶt rapidemeŶt ĠvoluĠ pour accĠlĠrer 

l’ĠlimiŶatioŶ des gĠŶomes viraux rĠsiduels. Notamment, des mutations ponctuelles dans le gène de 

la polymérase virale ont rendu le virus sensible à la température, ce qui permet de réduire 

considérablement le nombre de copies en changeant de quelques degrés la température de culture 

(Ban et al., 2011). Les premières méthodes utilisant le SeV comprenaient de multiples vecteurs pour 

la gĠŶĠratioŶ d’iPSC Ƌui eŶtraieŶt eŶ compĠtitioŶ, rĠduisaŶt aiŶsi l’efficacitĠ de reprogrammatioŶ. De 

plus, la réplicase du SeV est très sensible à la nature de la séquence transgénique. Dorénavant, un 

seul vecteur permet de délivrer les 4 FT OSKM ce qui le rend 100 fois plus efficace que les méthodes 

standard rétrovirales (Nakanishi and Otsu, 2012).L’efficacitĠ de reprogrammatioŶ du SeV est de 

l’ordre de Ϭ.ϭ%. 

Ce système est cependant moins sécurisé que les rétrovirus pour le manipulateur. Le SeV infecte très 

efficacement les cellules comme expliqué précédemment et colonise notre épithélium pulmonaire 

de manière naturelle (Yonemitsu et al., 2000). Dans le cadre de la reprogrammation en iPSC, les 



49 
 

transgènes comportent des proto-oŶcogğŶes Ƌui peuveŶt se rĠvĠler traŶsformaŶts s’ils soŶt 

exprimés de manière ectopique. Son utilisation en condition cGMP demande encore des 

améliorations importantes tant sur le plan budgetaire Ƌu’eŶ délais de validation. 

c.ii. Episomes transitoires 

Les épisomes oŶt tout d’aďord ĠtĠ utilisĠs daŶs la reprogrammatioŶ des cellules afiŶ de s’affranchir 

de toutes particules virales. Les Ġpisomes soŶt comme les plasmides, des sĠƋueŶces d’ADN 

circulaires extra-chromosomiques capables de se répliquer de manière indépendante des 

chromosomes. Il existe uŶe diffĠreŶce eŶtre Ġpisome et plasmide. L’Ġpisome Ŷe s’iŶtğgre 

normalement pas dans le génome hôte et le plasmide quant à lui est linéarisé de manière artificielle 

pour provoquer son intégration (Hu, 2014a). On considère donc ici les épisomes comme non 

iŶtĠgratifs et ĠlimiŶĠs ŶaturellemeŶt par les cellules lors des divisioŶs cellulaires ;comme c’est le cas 

de la plupart des vecteurs non intégratifs à faible niveau de réplication). Pour autant, ces vecteurs 

prĠseŶteŶt toujours des risƋues d’iŶtĠgratioŶ gĠŶomiƋue ou d’ĠchaŶge gĠŶĠtiƋue. Les épisomes 

peuvent être délivrés de la même manière que les plasmides linéarisés et la nucléofection est la 

technique la plus répandue. 

Les premiğres approches chez la souris oŶt prouvĠ l’efficacitĠ de la reprogrammatioŶ saŶs 

intégrations parasites grâce à ce type de vecteur mais ont nécessité des transfections successives 

(Okita et al., 2008; Gonzalez et al., 2009). En effet, en 2008, Okita et al. ont généré des iPSC à partir 

de MEF en utilisant pour la première fois 2 plasmides (OSK et M) et en réalisant au moins 4 cycles de 

transfection (Okita et al., 2008). Une autre étude a rapportĠ la gĠŶĠratioŶ d’iPSC muriŶes eŶ 

effectuant une double nucléofection pour délivrer les épisomes directement dans le noyau afin 

d’augmeŶter l’expressioŶ prĠcoce des traŶsgğŶes mais cela a ĠgalemeŶt coŶduit à l’iŶtĠgratioŶ des 

vecteurs (Gonzalez et al., 2009). Il est possible de générer des iPSC humaines dépourvues 

d’iŶtĠgratioŶ par une transfection transitoire de 4 plasmides (OSKM) utilisés pour produire des 

lentivirus sans le plasmide de ménage du virus nécessaire pour sa réplication (Si-Tayeb et al., 2010). 

Néanmoins, cette technique est moins efficace que les lentivirus et peu de lignées stables ont été 

obtenues. 

Pour pallier la non-persistance des épisomes et la faible efficacité de transfection notamment due à 

de grosses structures épisomales (± 10 kb) associées à une prolifération rapide des cellules qui 

dilueŶt davaŶtage l’Ġpisome ou eŶcore à l’iŶactivatioŶ des structures de rĠplicatioŶ, Yu et al. ont mis 

au point un épisome basé sur le viƌus d’Epstein-Barr (EBV) (Yu et al., 2009). Les Ġpisomes s’auto-

reŶouvelleŶt aprğs uŶe uŶiƋue traŶsfectioŶ puisƋu’ils soŶt pourvus d’uŶe origiŶe de rĠplicatioŶ OriP 

reconnue par EBNA1 (Epstein-Barr Nuclear Antigen 1) exprimé par le même plasmide (Yates et al., 
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1985). La toxicité associée aux transfections répétées est donc diminuée. Egalement, la réplication du 

plasmide limite sa perte au cours des divisioŶs cellulaires. CepeŶdaŶt, l’efficacitĠ de 

reprogrammation de ce système est tellement faible que 2 transfections ont été réalisées et 2 

facteurs supplémentaires ont été nécessaires au cocktail conventionnel OSKM. Parmi ces 2 facteurs 

se trouve l’aŶtigğŶe viral SV4Ϭ-LT, comme daŶs l’Ġtude de Park et al., pouvant entrainer des 

mĠcaŶismes traŶsformaŶts via l’iŶhiďitioŶ des voies p53 et de la protéine du Rétinoblastome (Park et 

al., 2008b). 

Avec ce vecteur dĠrivĠ du virus d’EpsteiŶ-Barr, des améliorations ont vu le jour pour la génération 

d’iPSC à partir de fiďroďlastes humaiŶs avec l’utilisatioŶ de facteurs modifiĠs tels Ƌu’Oct4 fusioŶŶĠ au 

domaiŶe de traŶsactivatioŶ de la protĠiŶe VPϭϲ du virus de l’herpğs ;Oct4-VP16) ou bien avec le 

remplacement de c-Myc par L-Myc et une inhibition de p53 par un shRNA (Wang et al., 2011; Okita et 

al., 2011). 

Plusieurs complications surviennent souvent avec les épisomes. Ils soŶt composĠs d’ADN et soŶt 

susceptibles de subir des méthylations et donc des marques épigénétiques répressives de la 

traŶscriptioŶ des gğŶes d’iŶtĠrġt mais aussi des structures procarǇotes ŶĠcessaires à leur rĠplicatioŶ. 

En moyenne, ce plasmide apporte des taux de gĠŶĠratioŶ d’iPSC d’eŶviroŶ Ϭ.ϬϬϭ à Ϭ.Ϭϭ% ; par 

conséquent il semble moins efficace que le SeV (Schlaeger et al., 2014). Par ailleurs, les iPSC générées 

sans intégration par vecteurs épisomaux sont moins immunogènes que celles générées par vecteurs 

viraux conventionnels mais le taux d’aŶeuploïdies est aussi ĠlevĠ Ƌu’avec les rĠtrovirus (Schlaeger et 

al., 2014). 

Des mini-cercles oŶt ĠtĠ utilisĠs de maŶiğre chroŶologiƋue daŶs l’amĠlioratioŶ des vecteurs 

Ġpisomaux. Ce soŶt des Ġpisomes d’ADN super-enroulé dépourvus de séquences de réplication 

procaryote et également dépourvus de gènes de résistance aux antibiotiques (Chen et al., 2003). Ils 

sont donc composés uniquement de séquences eucaryotes et donc de taille réduite ce qui facilite 

leur transfection et les éléments potentiellement méthylés sont retirés ce qui maintient leur 

expression (Chen et al., 2003). Ces vecteurs ne se répliquent donc pas mais le risƋue d’iŶtğgratioŶ 

reste théoriquement toujours prĠseŶt mġme s’il est amoiŶdri. 

Comme exemple, Jia et al. ont généré des iPSC à partir de cellules souches adipeuses humaines grâce 

à un mini-cercle polycistronique codant pour OSNL et comportant des séquences peptidiques d’auto-

clivage 2A (Jia et al., 2010). Cette Ġtude a moŶtrĠ uŶe augmeŶtatioŶ de l’efficacitĠ de la 

reprogrammation de 10 fois par rapport aux épisomes basés sur EBV, qui devient donc égale à 

l’efficacitĠ du SeV. Il est cependant important de Ŷoter Ƌu’aucuŶe iPSC Ŷ’a pu ġtre gĠŶĠrĠe à partir 

de fibroblastes grâce à cette technique. Les cellules souches adipeuses expriment un taux plus 
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important de facteurs c-Myc et Klf4 ce qui pourrait expliquer ce résultat (Jia et al., 2010; Narsinh et 

al., 2010). 

d. Vecteurs sans ADN 

d.i ARNm et réplicons 

Des ARNm synthétiques oŶt ĠtĠ utilisĠs afiŶ d’exclure tout traŶsfert d’ADN daŶs les cellules à 

reprogrammer et doŶc de Ŷe laisser aucuŶe empreiŶte. C’est tout d’aďord une étude utilisant les 

facteurs OSNL exprimés aux sein de fibroblastes primaires humains par des ARNm comprenant une 

sĠƋueŶce IRES eŶ ϱ’UTR ;Untranslated Regions ; Régions non traduites) et une queue poly-

Adénylation (poly-AͿ eŶ ϯ’UTR, qui a coŶduit à l’oďteŶtioŶ d’iPSC (Yakubov et al., 2010). Les 

meilleures améliorations apportées à ce système proviennent du groupe de l’Ġtude de WarreŶ et al. 

qui utilise des ARNm coiffés, transcrits en système in vitro et comportant une séquence forte 

d’iŶitiatioŶ de la traductioŶ eŶ ϱ’UTR et la sĠƋueŶce polǇ-A de la β-globine connue pour améliorer la 

termiŶaisoŶ de la traductioŶ, eŶ ϯ’UTR (Warren et al., 2010). 

L’utilisatioŶ d’ARNm exogğŶes ŶoŶ-modifiés entraine des réponses cellulaires immunitaires similaire 

à l’immuŶitĠ iŶŶĠe aŶtivirale via ŶotammeŶt l’eŶgagement des TLR (Toll-Like Receptors) -7 et -8 

(Takeda et al., 2003). Pour prendre cela en compte et pour éviter la dégradation des ARNm, des 

modifications lors de la transcription in vitro ont été engendrées avec notamment celle de la coiffe 

par l’utilisatioŶ de ϱ’methǇlcǇtidiŶe eŶ suďstitut de la cytidine et de pseudo-uridine à la place de 

l’uridiŶe diminuant ainsi l’immuŶogĠŶiciĠ. Des iŶhiďiteurs de l’iŶterfĠroŶ oŶt ĠtĠ ĠgalemeŶt utilisĠs 

dans ces expériences (Warren et al., 2010, 2012). UŶe Ġtude rĠceŶte a aďouti à la gĠŶĠratioŶ d’iPSC 

humaines grâce à des ARNm dont la coiffe modifiée est très proche de celle des eucaryotes 

supérieurs et ne déclenche pas de réponses immunitaires tout en limitant la dégradation des ARN 

(Rohani et al., 2016). 

Le taux de gĠŶĠratioŶ d’iPSC s’Ġlğve à eŶviroŶ Ϭ.Ϭϱ-2% ce qui en fait la méthode de reprogrammation 

la plus efficace pour des fiďroďlastes humaiŶs et le taux d’aŶeuploïdies des iPSC ŶouvellemeŶt 

gĠŶĠrĠes est de l’ordre de Ϯ à ϯ% ce Ƌui est plus faiďle Ƌue dans le cas des vecteurs rétroviraux, 

épisomaux et SeV (Warren et al., 2010; Schlaeger et al., 2014). Néanmoins, cette méthode de 

gĠŶĠratioŶ d’iPSC est laďorieuse puisƋu’uŶ plus de 17 cycles de transfection sont nécessaires ce qui 

peut être toxique pour les cellules à reprogrammer et la synthèse in vitro coûte encore relativement 

cher (Warren et al., 2010). EŶfiŶ, aucuŶe ĠƋuipe Ŷ’a pour le momeŶt gĠŶĠré des iPSC à partir de 

cellules hématopoïétiques avec ce vecteur.  

Pour pallier les problèmes de transfections journalières, un groupe a dernièrement développé des 

ƌĠplicons d’ARN capaďles, comme leur Ŷom l’iŶdiƋue, de se rĠpliƋuer daŶs la cellule hôte (Yoshioka 
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et al., 2013). Le réplicon est en fait un vecteur dérivé des alphavirus, auto-réplicatifs et non infectieux 

disposaŶt des ADNc d’OSKM et Glis1 à la place des gènes de structure virale. Le défaut de ce vecteur 

est le dĠcleŶchemeŶt de fortes rĠpoŶses à l’iŶterfĠroŶ Ƌui doiveŶt ġtre supprimĠes pour la 

reprogrammation. Des iPSC humaines ont été générées. 

EŶfiŶ, ces vecteurs soŶt composĠs d’ARN par Ŷature, comme le SeV, et le risque de reverse-

traŶscriptioŶ puis d’iŶtĠgratioŶ de l’ADNc reste thĠoriƋuemeŶt possiďle. 

d.ii Micro-ARN 

Des reprogrammations ont également été effectuées avec des miR puisƋu’ils joueŶt uŶ rôle 

déterminant dans le maintien de la pluripotence et la reprogrammation notamment ceux de la 

famille miR 17-290-302-367 (Adlakha and Seth, 2016). Les miR sont des ARN simples brins non-

codaŶts d’eŶviroŶ ϮϮ ŶuclĠotides Ƌui assureŶt uŶ rôle rĠgulateur au Ŷiveau traŶscriptioŶŶel et 

traductionnel. Ainsi, des miR enrichis dans les ESC ont été utilisés pour convertir des cellules 

somatiques en iPSC notamment humaines et cela sans autres facteurs (Anokye-Danso et al., 2011). 

Les miR sont intéressants puisque leur risque d’iŶtĠgratioŶ est faiďle ;exceptĠ lors de la comďiŶaisoŶ 

avec des virus), leur petite taille les rend facilement synthétisables et délivrables dans les cellules et 

enfin ils sont plus stables que les ARNm (Hu, 2014a). Toutefois, l’utilisatioŶ des miR sǇŶthĠtiƋues 

nécessite des transfections répétées et soulève le même problème de toxicité que les ARNm. 

EŶfiŶ, l’efficacitĠ de reprogrammatioŶ est faiďle, de l’ordre de Ϭ.ϬϬϭ% sur des fiďroďlastes primaires 

humaiŶs et il semďlerait Ƌue l’utilisatioŶ des miR soit restreiŶte à l’heure actuelle, Ƌuasi-

exclusivement à ce type cellulaire. 

d.iii Protéines 

La gĠŶĠratioŶ d’iPSC par transfert de protéines est la méthode la plus sécurisée par rapport à celles 

citĠs prĠcĠdemmeŶt puisƋu’aucuŶ acide ŶuclĠiƋue Ŷ’est prĠseŶt, ĠlimiŶaŶt toutes modificatioŶs 

potentielles du génome et ainsi tous risques associés. En revanche, à la différence des acides 

nucléiques pour lesquels des méthodes efficaces sont disponibles pour les transférer au sein des 

cellules, peu d’outils permetteŶt de traŶsfĠrer les protĠiŶes saŶs toxicitĠ. EŶ effet, le dĠfi ici est de 

passer la membrane plasmique avec des protéines sans les dégrader et sans induire de mort 

cellulaire. 

La première expérience ayant généré des iPSC par transfert de protéines a été effectuée sur des MEF 

avec les FT OSKM traŶsfĠrĠs à l’aide d’uŶ peptide de pĠŶĠtratioŶ cellulaire (CPP ; Cell-Penetrating 

Peptide) (Zhou et al., 2009b). Les CPP sont des peptides synthétiques ou naturels relativement courts 

;eŶ moǇeŶŶe jusƋu’à 4Ϭ AA eŶviroŶͿ aǇaŶt la propriĠtĠ d'accĠder à l'iŶtĠrieur de la cellule au moǇeŶ 
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de différents mécanismes, y compris et principalement l'endocytose (Langel, 2015). Les auteurs ont 

donc fusionné les facteurs de reprogrammation avec un CPP pour apporter les protéines de fusion 

dans les cellules. Tenant compte de cette Ġtude, d’autres groupes oŶt ĠgalemeŶt gĠŶĠrĠ des iPSC par 

transfert de protéines et les CPP restent les vecteurs les plus utilisés dans ce but (Li et al., 2014). 

d.iii.a Généralités sur les CPP 

Les CPP ont été identifiés pour la première fois en 1988, en parallèle par Frankel et Pabo (Frankel and 

Pabo, 1988) et Green et Loewenstein (Green and Loewenstein, 1988) lors d’Ġtudes sur le virus du 

HIV. Ces auteurs ont démontré que la protéine TAT (Transactivator of Transcription) du virus est 

capable de traverser les membranes cellulaires de manière efficace, ce qui dans leur étude, a conduit 

à la transactivation du promoteur viral. Par la suite, plusieurs autres protéines ou peptides montrant 

une activité de translocation cellulaire ont été identifiés comme le FT à homéodomaine 

Antennapedia (Antp) de Drosophila melanogaster (Joliot et al., 1991), la protéine structurale VP22 du 

virus de l’herpğs ;Elliott aŶd O’Hare, ϭϵϵϳͿ ou encore les séquences synthétiques riches en arginines 

(Futaki et al., 2001). 

Les propriétés de pénétration cellulaire des protéines identifiées ont été évaluées et certains 

domaiŶes impliƋuĠs daŶs l’iŶterŶalisatioŶ oŶt pu ġtre caractĠrisĠs. Par exemple le peptide catioŶiƋue 

Tat correspondant à la région basique de la protéine TAT du HIV (Vivès et al., 1997) ou encore la 

PĠŶĠtratiŶe correspoŶd à la troisiğme hĠlice de l’homĠodomaiŶe d’AŶtp (Derossi et al., 1994). Par la 

suite, un certain nombre de peptides chimériques et synthétiques ont également été générés, visant 

notamment à améliorer la prise en charge cellulaire et fournir plus de spécificité à certains types 

cellulaires. C’est ŶotammeŶt le cas des sĠƋueŶces riches eŶ argiŶiŶes ;polǇ-arginines) apparues après 

l’ideŶtificatioŶ de la Ŷature du CPP TAT riche eŶ argiŶiŶes, pour lesquelles des incrémentations du 

nombre de rĠsidus oŶt ĠtĠ meŶĠes jusƋu’à ideŶtifier la sĠƋueŶce miŶimale de traŶslocatioŶ Rϴ 

(Tünnemann et al., 2008). 

Les CPP présentent une grande variété en termes de composition en AA et de structure 3D. Ils 

peuvent être regroupés en différentes catégories suivant leurs propriétés physico-chimiques 

(cationiques, hydrophobes, amphipathiques ; (Milletti, 2012). Bien que différents groupes de CPP 

aient pu être identifiés via des séquences et des caractéristiques structurelles communes, les CPP 

Ŷ’oŶt eŶ gĠŶĠral pas d'homologie de sĠƋueŶce. 
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Tableau n°2 : Principaux CPP rencontrés dans la bibliographie. 
Adapté de Milletti, 2012; Copolovici et al., 2014. 

Nom Séquence (AA) 
Nature 

physico-
chimique 

Origine Référence 

Tat RKKRRQRRR Cationique 
TAT du virus de 

l’immuŶodĠficieŶce 
humaine de type 1 

Vivès et al., 
1997 

Pénétratine RQIKIWFQNRRMKWKK Amphipathique 

Homéodomaine 
Antennapedia de 

Drosophila 

melanogaster 

Derossi et al., 
1994 

VP22 NAKTRRHERRRKLAIER Amphipathique 
Herpès simplex 

virus 
Elliott and 

O’Hare, ϭϵϵϳ 

Poly-
Arginines 

R8-12 Cationique 
Design de 

séquence chargée 
positivement 

Futaki et al., 
2001; 

Tünnemann 
et al., 2008 

Des d’Ġtudes oŶt pu ġtre coŶduites sur des peptides catioŶiƋues ;charge positive ŶetteͿ, Ƌui 

reprĠseŶteŶt uŶ Ŷomďre trğs importaŶt de CPP iŶcluaŶt TAT et oŶt permis d’Ġlucider des 

mĠcaŶismes d’eŶtrĠe daŶs les cellules (Milletti, 2012). Il semblerait que beaucoup de ces CPP 

forment des interactions électrostatiques avec les glycosaminoglycanes (ex : Héparane sulfates) de 

surface des cellules comme premiğre Ġtape d’eŶtrĠe (Richard et al., 2003; Ziegler and Seelig, 2008). 

L’eŶdocǇtose et la traŶslocatioŶ directe au travers de la memďraŶe soŶt ensuite les mécanismes 

majeurs utilisĠs par les CPP pour atteiŶdre l’iŶtĠrieur de la cellule (Madani et al., 2011). 

L’eŶdocǇtose fait iŶterveŶir diffĠreŶts mĠcaŶismes comme la recoŶŶaissaŶce de rĠcepteurs suivie de 

la formatioŶ de vĠsicules à clathriŶe, la macropiŶocǇtose, l’eŶdocǇtose mĠdiĠe par des radeaux 

lipidiques ou encore médiée par les cavéoles (Richard et al., 2005; Lundin et al., 2008). De manière 

importante, le mode de pénétration dépend de la concentration en CPP et de la nature des cargos 

associés. CertaiŶes voies d’eŶdocǇtose coŶduiseŶt à la dĠgradatioŶ des CPP et des cargos 

notamment par un piégeage dans les vésicules endo-lysosomales à moins que ces derniers puissent 

s’eŶ Ġchapper (Erazo-Oliveras et al., 2012), ŶotammeŶt grâce à l’utilisatioŶ d’ageŶts possĠdaŶt uŶ 

fort tropisme pour les lysosomes, comme le sucrose dans les cellules de mammifères (Kato et al., 

1984). A contrario, la translocation directe permet d’Ġviter ce phĠŶomğŶe de piĠgeage. 

De nos jours, plus de 100 séquences peptidiques ont été décrites et sont capables de pénétrer des 

cellules de mammifères, plantes et bactéries pour médier le transport de cargos (Acides nucléiques, 

protĠiŶes…Ϳ et de ďio-molécules actives, in vitro et in vivo (Copolovici et al., 2014; Boisguérin et al., 

2015). Les CPP constituent donc une plateforme très intéressante pour la délivrance de 

médicaments, notamment grâce à des couplages covalents ou non des cargos. 
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d.iii.b Génération d’iPSC 

L’Ġtude de Zhou et al. a utilisé le CPP R11 (11 Arg, plus un « linker » poly-glycines) fusionné en C-

terminal aux facteurs OSKM et ces protéines de fusion ont été produites en Escherichia coli (E. coli) 

(Zhou et al., 2009b). La production s’est effectuĠe eŶ corps d’iŶclusioŶ ;forme iŶsoluďle de la 

protéine qui précipite au sein de la bactérie) et une étape de solubilisation et de renaturation des 

protĠiŶes a ĠtĠ ŶĠcessaire. Quatre traitemeŶts eŶ prĠseŶce d’acide valproïƋue (VPA ; Valproic Acid) 

oŶt permis de gĠŶĠrer des iPSC muriŶes eŶ uŶ peu plus d’uŶ mois. Par la suite, d’autres groupes se 

soŶt iŶtĠressĠs à cette mĠthode sĠcurisĠe de gĠŶĠratioŶ d’iPSC et l’oŶt ĠgalemeŶt appliƋuĠe chez 

l’Homme ;Taďleau Ŷ°ϯͿ. En effet la même année, Kim et al. ont reprogrammé des fibroblastes 

humains Detroit 573 grâce aux facteurs OSKM-R9 (9 Arg, C-terminal) produits sous forme soluble en 

cellules de mammifère HEK293 (Kim et al., 2009a). Le lysat cellulaire a directement été appliqué sur 

les cellules à raisoŶ d’uŶe fois par semaiŶe, puisqu’il Ġtait toxiƋue, pendant 6 semaines. Des iPSC ont 

pu ġtre gĠŶĠrĠes eŶ plus d’uŶ mois et demi. 

La plupart des Ġtudes portaŶt sur la gĠŶĠratioŶ d’iPSC par transfert de protéines utilisent des CPP 

pour vectoriser les facteurs recombinants au sein des cellules à reprogrammer. A noter, seuls des 

CPP cationiques ont pour le moment été décrits dans ce but. 

UŶe Ġtude moŶtre l’utilisatioŶ d’uŶ lǇsat de souches embryonnaires murines pour reprogrammer des 

MEF dont les membranes ont été préalablement perforées par la Streptolysine O (Cho et al., 2010). Il 

a suffi d’uŶ seul traitemeŶt avec uŶe coŶceŶtratioŶ eŶ protĠiŶes et ARN proche de 35mg/mL pour 

iŶduire des coloŶies d’iPSC entre 4 et 7 jours, ce qui semble très rapide. 

Deux études ont rapporté des efficacités de reprogrammation dépassant les 0.01% grâce à des 

traitements journaliers sur au moins 2 semaines (Zhang et al., 2012; Lee et al., 2012b). Il a été 

clairement montré Ƌu’augmeŶter le Ŷomďre de facteurs augmeŶte l’efficacitĠ de reprogrammatioŶ 

puisque des iPSC ont pu être générées uniquement lorsque TAT-Nanog était présent en plus des 

facteurs TAT-OSKM. La même étude comprend également des complémentations virus/facteurs 

protĠiƋues et dĠmoŶtre Ƌu’uŶe utilisatioŶ des facteurs TAT à ϱϬŶM semďle optimale alors que 

l’efficacitĠ dimiŶue si la coŶceŶtratioŶ est trop ĠlevĠe. Ici ĠgalemeŶt, l’utilisatioŶ de VPA facilite le 

processus de reprogrammation. 

L’Ġtude de Lee et al. quant à elle montre la dédifférenciation de fibroblastes humains grâce aux 

facteurs R11-OSKM à des concentrations de 200nM durant la première semaine puis 100nM durant 

les deux semaiŶes suivaŶtes. L’Ġtude pointe un mécanisme intriguant, suggérant un effet agoniste 

des vecteurs viraux en eux même sur la reprogrammation, indépendement des protéines exprimées. 

EŶ effet, l’utilisatioŶ d’acide polǇiŶosiŶiƋue-polycytidylique (Poly I:C) avec les facteurs R11 permet de 
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mimer la prĠseŶce d’ARN virale et doŶc d’eŶgager les TLR-3, conduisant à des signatures 

moléculaires de reprogrammation telles que les activations transcriptionnelles induite par les virus 

(Lee et al., 2012b). 

Il a aussi été rapporté l’utilisatioŶ d’uŶ lipide catioŶiƋue ďolamphiphile ;chaîŶe hǇdrophoďe chargĠe 

positivement à ses 2 extrémités) pour acheminer les facteurs recombinants dans des fibroblastes 

humains (Khan et al., 2013). Combiné à SKN et un autre facteur remplacant Oct4 : le Nr5a2 (Nuclear 

receptor subfamily 5 group A member 2), qui a déjà fait ses preuves dans la reprogrammation avec 

un vecteur rétroviral (Heng et al., 2010), et ils obtiennent la meilleure efficacité de reprogrammation 

avec des protéines (0.05%). 

Une seule étude utilise les FT OSKM produits sous forme soluble en système E. coli à notre 

connaissance (Nemes et al., 2014). Lors de la conception de leur construction, ils placent une 

séquence signal de localisation nucléaire supplémentaire en N-terminal entre TAT et la séquence du 

FT. Ils reprogramment des MEF et améliorent cette reprogrammation en condition hypoxique. 

De manière innovante, un système d'expression chromosomique artificiel (ACE ; Artificial 

Chromosome Expression system) a même été utilisé en cellules de mammifères pour produire les 

facteurs R11-OSK avec des modifications post-traductioŶŶelles mais aucuŶe coloŶie d’iPSC a pu ġtre 

générée (Tóth et al., 2014). 

DerŶiğremeŶt, uŶe Ŷouvelle mĠthode de gĠŶĠratioŶ d’iPSC humaiŶes grâce à la traŶsductioŶ des 

facteurs OSKM recombinants par une enveloppe virale dérivée du virus Sendaï : HVJ-E 

(Hemaglutinating Virus of Japan - Envelope) a été publiée (Chen et al., 2016). Ce type de vecteur a 

initialement été développé pour la délivrance de médicaments mais a déjà fait ses preuves dans la 

transduction de protéines. Les cellules générées dans cette étude présentent des caractéristiques 

d’iPMSC ;induced Pluripotent Mesemchymal Stem CellsͿ puisƋu’elles Ŷe prolifğreŶt pas eŶ coloŶies 

mais se différencient en cellules ayant la forme de fibroblastes, possèdant les marqueurs de 

pluripoteŶce et les marƋueurs mĠseŶchǇmateux ;CDϭϬϱ/ϵϬ/Ϯ4Ϳ. D’aprğs les auteurs, seulemeŶt ϴ à 

10 ng/mL de protéine recombinante sont suffisants pour être détectés dans les cellules après 

transfert et 1µg de chaque protéine est suffisant pour générer des iPMSC. 
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Tableau n°3 : Synthèse des études ayant généré des iPSC par transfert de protéines. 
Inspiré de Li et al., 2014 

Etude Cellules (lignée) Vecteur Facteurs et production Conditions de reprogrammation Potentiel des iPSC Efficacité 

Zhou et al., 

2009b 
MEF CPP R11 C-terminal 

OSKM 
E. coli C.I 

4 traitements de 12h à 8µg/mL, 
espacés de 36h 
MEF à J9 
VPA* 1mM 

Fœtus 
chimériques 

0.006% 

Kim et al., 

2009a 

Fibroblastes humains 
du derme de 
nouveau-né (HDNF) 
(Detroit 573) 

CPP R9 C-terminal 
OSKM 
HEK293 

8h de traitement (lysat HEK) par 
semaine pendant 6 semaines 
MEF à 6 semaines 

Tératomes et EB 0.001% 

Cho et al., 

2010 ; 
Park et al., 

2017 
 

MEF et fibroblastes 
murins de peau 

Streptolysine O LǇsat d’ESC 
1 traitement de 24h à 20-
35mg/mL 
Colonies J4-7 puis STO 

Progéniture 
chimérique 

0.0005 à 
0.001% 

Pan et al., 

2010b 

Fibroblastes 
embryonnaires de 
poumon (IMR90) 

CPP TAT N-terminal 
OSKM 
E. coli C.I non renaturés 

5 à 40nM pendant 8 à 10h Pas d’iPSC Non 

Zhang et 

al., 2012 
HDNF CPP TAT N-terminal 

OSKMN 
E. coli C.I 

17 traitements de 2h à 50nM, 
espacés de 24h 
MEF à J10 
VPAΏ 0.125mM 

iPSC instables 0.0115% 

Lee et al., 

2012b 
HDNF (BJ) CPP R11 N-terminal 

OSKM 
Commercial (Stemgent) 

Synchronisation G1 à J0 
6 jours à 200nM (+/- Poly I:C) puis 
14 jours à 100nM (= 20J) 
MEF à J20 

Tératomes 
 

0.015% 

Khan et al., 

2013 
HDNF 

Lipide cationique 
bolamphiphile 

SNK et Nr5a2 
Commercial (Peprotech 
et Abnova) 

3 traitements de 3h, espacement 
NR 
MEF à J20 
VPAΐ 1mM 

EB 0.05% 

Cho et al., 

2013 
Cellules souches 
neurales murines 

Nanotubes de TiO2 
OSKMN 
NR 

NR 
3 semaines ? 

Aucun, cellules 
Oct4-GFP+ à J23 

Non 
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Nemes et 

al., 2014 
MEF 

CPP TAT+NLS N-
terminal 

OSKM 
E. coli Soluble 

4 traitements de 12h à 8µg/mL, 
espacés de 36h, +/- Hypoxie 
MEF à J9 
VPA* 1 mM 

Progéniture 
chimérique, EB, 
différenciation 
cardiaque et 
neuronale 

0.014% 
Normoxie 
et 0.042% 
Hypoxie 

Park et al., 

2014 
Hépatocytes murins 
primaires 

CPP R9 C-terminal 
OSKM 
HEK293 

6 traitements de 16h avec 2µg de 
chaque protéine partiellement 
purifiée, espacé de 48h 
MEF à J18 

Tératomes et EB 0.01% 

Tóth et al., 

2014 
MEF CPP R11 C-terminal 

OSK 
ACE K2-26D5 

14 traitements journaliers à 
100µg/mL (Lysat K2-26D5) 
MEF à J0 

Aucun, 
1 colonie Ph. A+ 

NR 

Chen et al., 

2016 
Fibroblastes humains 
(HDNF ?) 

HVJ-E contenant 
les protéines 

OSM E. coli CI 
et 
K FreeStyle 293F 

3 traitements de 16h avec 8 à 
10ng/mL, espacés de 48h 
VTN-N à J10 

Tératomes, 
différenciation 
ostéogénique, 
adipocytaire, 
pancréatique et 
neuronale 

NR 

Berthoin et 

al., 2016 
HDNF (BJ) 

SST3 Pseudomonas 

aeruginosa (P.a) 
OSN 
Endogène à P.a 

3 traitements de 1h à un ratio 
bactéries:cible de 200:1, espacés 
de 24h 

Pas d’iPSC, 
activation 
pluripotence 

Non 

Cellules : MEF = Mouse Embryonic Fibroblasts ; HDNF = Human Dermal Newborn Fibroblasts. Vecteurs : CPP = Cell-Penetrating Peptide ; R9-R11 = CPP de 9 

à 11 Arginines ; TAT = Transactivator of Trancription ; NLS = Nuclear Localization Signal ; HVJ-E = Hemaglutinating Virus of Japan – Envelope ; SST3 = Système 

de Sécrétion de Type 3. Facteurs : OSKMN = Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc, Nanog ; Nr5a2 = Nuclear receptor subfamily 5 group A member 2. Système de 

production : E. coli C.I = Corps d’iŶclusioŶ produit eŶ E. coli, solubilisés puis renaturés ; HEK293 = Human Embryonic Kidney, production soluble ; ACE K2-

ϮϲDϱ = Artificial Chromosome ExpressioŶ sǇstem eŶ ligŶĠe d’Hamster de ChiŶe KϮ-26D5 (une lignée par facteur), production soluble ; Freestyle 293F = 

HEK293 se cultivant en suspension ; Lysat ESC = Lysat de cellules souches embryonnaires. Reprogrammation : VPA* = Acide valproïque durant les 12 heures 

de traitement ; VPAΏ = Hors traitement, durant les espacements de 24h ; VPAΐ = la fréquence et le temps de traitement ne sont pas renseignés ; STO 

= Feeder, fibroblastes embryonnaires murins ; Poly I:C = Acide polyinosinique-polycytidylique ; VTN-N = Vitronectine. Potentiel des iPSC : EB = Embryoid 

Bodies ; Ph. A = Phosphatase Alcaline. NR = Non Renseigné. 
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Enfin, nous avons développé au laboratoire une approche utilisant le Système de Sécrétion de Type 3 

(SST3) de Pseudomonas aeruginosa pour vectoriser les facteurs OSN recombinants (Berthoin et al., 

2016). Cette approche Ŷ’est pour le momeŶt pas parveŶue à gĠŶĠrer des iPSC mais des gğŶes 

associés au réseau de pluripotence ont pu être activés. Cette approche demande encore du 

développement à cause de la toxicité lors des traitements répétés mais les effets transcriptionnels 

des facteurs injectés sont observables dès les premiers jours ce qui signifie que les protéines 

injectées sont fonctionnelles et peuvent également être la cause de la mortalité observée. 

En résumé, alors que des niveaux élevés de protéines de reprogrammation peuvent être exprimés en 

E. coli, elles sont produites généralement sous une forme insoluble, sans modifications post-

traductionnelles et nécessitent d’ġtre resoluďilisĠes puis reŶaturĠes. UŶe alterŶative semďle ġtre uŶe 

production en système mammifère sous forme soluble mais les purifications des protéines sont 

fastidieuses et les essais ont été réalisés avec des lysats cellulaires bruts. Les vecteurs protéiques 

sont moins efficaces que les vecteurs viraux, en termes de rendement (0.001% environ) et de délais 

(30 à 50 jours). Cependant, les cellules reprogrammées ainsi sont plus stables génétiquement (Park 

et al., 2014). Ces efficacités plus faibles sont certainement liées à une dégradation rapide des 

protéines acheminées. 

EŶfiŶ, aucuŶe iŶformatioŶ gĠŶĠtiƋue Ŷ’est traŶsfĠrĠe, rĠduisaŶt coŶsidĠraďlemeŶt les risƋues Ƌui Ǉ 

soŶt associĠs et la reprogrammatioŶ peut ġtre plus fiŶemeŶt coŶtrôlĠe daŶs le temps via l’apport des 

protéines au moment voulu. 

e. Synthèse sur les vecteurs 

Le taďleau Ŷ°4 et la figure Ŷ°ϭϭ rĠsumeŶt les avaŶtages, les iŶcoŶvĠŶieŶts aiŶsi Ƌue l’efficacitĠ et la 

sécurité des différents vecteurs employés dans la reprogrammation somatique de cellules humaines 

vers la pluripotence. 
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Tableau n°4 : Synthèse sur les vecteurs utilisés pour générer des iPSC humaines. 
 Inspiré de Hu, 2014b. 

 Vecteurs 
Délais 

d’appaƌitioŶ  
des colonies 

Efficacité Avantages Inconvénients 
V

e
ct

e
u

rs
 in

té
gr

at
if

s Rétrovirus J12-J28 0.01-0.5% 

Expression durable. Reprogrammation 
reproductible, cohérente et fiable. Vecteur 
Ƌui s’auto-inactive, réduction nombre 
d’iŶtĠgratioŶ si polǇcistroŶs et 
stœchiomĠtrie plus fiaďle 

IŶsertioŶ mutagğŶe, risƋue d’aŶeuploïdies, 
expression résiduelle et réactivation des 
transgènes, immunogène, transduit 
uniquement les cellules en division, danger 
biologique (nécessite un laboratoire de sécurité 
microbiologique de type 2), travail 
supplémentaire si excision et criblage 
d’empreiŶtes 

Lentivirus J12-J28 0.01-0.5% 

Expression durable. Reprogrammation 
reproductible, cohérente et fiable. Vecteur 
qui s’auto-inactive, Transduit les cellules en 
division ou non, réduction nombre 
d’iŶtĠgratioŶ si polǇcistroŶs et 
stœchiomĠtrie plus fiaďle 

Insertion mutagène, expression résiduelle et 
réactivation des transgènes, immunogène, 
danger biologique (P2 nécessaire), travail 
supplémentaire si excision et criblage 
d’empreiŶtes 

Transposons J14-J30 0.1% 

Efficace, expression durable, peu 
immuŶogğŶe, faiďle taux d’iŶtĠgratioŶ par 
rapport aux virus, réduction nombre 
d’iŶtĠgratioŶ si polǇcistroŶs et 
stœchiomĠtrie plus fiable, excision précise 

Transfection nécessaire, faible taux 
d’iŶtĠgratioŶ par rapport aux virus, iŶtĠgratioŶ 
aléatoire des plasmides auxiliaires 
;traŶsposaseͿ, criďlage d’empreiŶtes ;moiŶs Ƌue 
les virus) 

V
e

ct
e

u
rs

 n
o

n
-

in
té

gr
at

if
s Adénovirus J25-30 0.001% 

Théoriquement non-intégratifs (extra-
chromosomiƋueͿ, pas d’iŶsertioŶ 
mutagène, expression transitoire des 
transgènes 

Faible efficacité, titre élevés requis, danger 
biologique (P2 nécessaire) 

Virus Sendaï J14-J30 0.1% 

Fiable, théoriquement non-intégratifs (pas 
d’iŶtermĠdiaire ADNͿ, pas d’iŶsertioŶ 
mutagène, expression durable, haute 
efficacité de reprogrammation, faible taux 
d’aŶeuploïdies 
 

Culture long-termes pour diluer le vecteur, 
(rétro-transposition possible), immunogène, 
coûteux, danger biologique (P2 nécessaire), 
jamais fait sur cellules hématopoïétiques 
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V
e

ct
e

u
rs

 n
o

n
-i

n
té

gr
at

if
s 

(s
u

it
e

) 
Episomes J14-J30 

0.001-
0.01% 

Expression transitoire mais durable 
(OriP/EBNA1), une seule transfection, 
théoriquement non-intégratifs (extra-
chromosomiƋueͿ, pas d’iŶsertioŶ 
mutagène, peu immunogène, simple et 
peu couteux 

Transfection difficile (toxicité), fort taux 
d’aŶeuploïdies, faiďle efficacitĠ, ExpressioŶ 
transgène peut être réduite au silence 
(inhibition épigénétique) 

Mini-cercles J14-16 0.01% 
Théoriquement non-intégratifs, pas 
d’iŶsertioŶ mutagğŶe, cassette eucarǇote 
uniquement, peu immunogène 

Transfection nécessaire, expression persistante 
(transgènes faiblement réduits au silence), 
faible efficacité, préparation fastidieuse, 
(Pas réalisé sur des fibroblastes) 

ARNm J15-20 0.05-2% 
Pas d’iŶsertioŶ mutagğŶe, faiďle taux 
d’aŶeuploïdies, trğs efficace, ;expressioŶ 
durable si réplicons) 

Modifications complexes des ARN, 
transfections répétés (excepté réplicons), très 
immunogènes (inhibition nécessaire), (rétro-
transposition possible), très coûteux, 
chronophage 

Protéines J30-J50 
0.0001-
0.001% 

Intégration impossible (le plus sécurisé), 
cellules plus stables génétiquement que les 
autres vecteurs, action à court terme (12-
96h) 

Purifications nécessaires, très faible efficacité, 
transductions répétées, dégradation rapide 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°11 : Schéma récapitulatif de 
l’efficacitĠ des vecteuƌs pouƌ la 
reprogrammation en fonction de leur 
sĠcuƌitĠ d’eŵploi.  
D’aprğs González et al., 2011 
MMLV = Moloney Murine Leukemia Virus 
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2. Le cocktail de reprogrammation 

Comme Ŷous l’avoŶs vu prĠcĠdemmeŶt, le cocktail de reprogrammatioŶ OSKM ;YamaŶakaͿ est le 

plus souvent utilisĠ et l’associatioŶ OSNL ;ThomsoŶͿ reste trğs miŶoritaire. CepeŶdaŶt, il existe 

d’autres associatioŶs possiďles pour reprogrammer les cellules somatiƋues avec ŶotammeŶt des 

protéines différentes (Figure n°12) (Xiao et al., 2016). 

En effet, puisque les FT Klf4 et c-Myc sont des proto-oncogènes, des études se sont focalisées sur 

leur remplacement. Le FT L-Myc, plus court que son homologue c-Myc au niveau des domaines N-

terminaux régulant la transcription, possède un potentiel oncogénique plus faible (Cole and Cowling, 

2008) et permet de reprogrammer des iPSC humaines de manière efficace et plus sécurisée que c-

Myc et N-Myc (Nakagawa et al., 2010; Okita et al., 2011). Les facteurs Klf2 et Klf5 quant à eux 

peuvent remplacer Klf4 puisque ces protéines possèdent des rôles redondants (Jiang et al., 2008). 

L’associatioŶ OSK peut reprogrammer des fiďroďlastes murins et humains et démontre que c-Myc 

Ŷ’est pas iŶdispeŶsaďle à la gĠŶĠratioŶ d’iPSC, ďieŶ Ƌue le Ŷomďre d’iPSC oďteŶues soit vraimeŶt plus 

faible, sur une cinétique plus longue (Nakagawa et al., 2007). 

Figure n°12 : Suďstituts pouƌ les FT OSKM loƌs de la gĠnĠƌation d’iPSC. 
D’aprğs Xiao et al., 2016. 

Comme Ŷous l’avoŶs vu prĠcĠdemmeŶt pour les vecteurs, certaiŶs miR peuveŶt ĠgalemeŶt 

remplacer certains facteurs comme c-MǇc avec ŶotammeŶt, l’utilisatioŶ du « cluster » miR-302-367 

mais ĠgalemeŶt ďieŶ d’autres (Xiao et al., 2016). 

Les protĠiŶes de reprogrammatioŶ soŶt gĠŶĠralemeŶt choisies puisƋu’elles possğdeŶt uŶ des rôles 

suivant : elles promeuveŶt l’auto-renouvellement (prolifération et cycle cellulaire, répression de 
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l’apoptose et de la sĠŶesceŶceͿ, activent le réseau de pluripotence, ont une action directe ou 

iŶdirecte sur la modificatioŶ des histoŶes ou eŶcore la dĠmĠthǇlatioŶ de l’ADN ;rĠgulateurs 

épigénétiques), comme cela a été montré lors du criblage des candidats enrichis dans les ESC lors de 

l’Ġtude iŶitiale (Takahashi and Yamanaka, 2006). Des études ont aussi remplacé les autres facteurs 

OS (Figure n°12) et NL ; Esrrb a notamment été utilisé en remplacement et a permis de générer des 

iPSC (Feng et al., 2009). A coŶtrario, des Ġtudes rĠceŶtes oŶt moŶtrĠ la gĠŶĠratioŶ d’iPSC avec des 

« spécificateurs de lignage », c’est-à-dire des protéines de régulation fortement exprimées dans une 

lignée cellulaire comme les FT Gataϯ/ϲ ou Paxϭ. Ces rĠgulateurs de ligŶĠe, à l’ĠƋuiliďre eŶtre eux, 

permettent de contrer les forces de spécification entre mésendoderme et ectoderme, conduisant à 

un état pluripotent (Shu et al., 2013). 

Des variations élevées de qualité et de potentiel de différenciation des iPSC obtenues ont été 

observées à cause justement de ce choix des facteurs de reprogrammation. Ainsi, il a été montré en 

ĠvaluaŶt le poteŶtiel de complĠmeŶtatioŶ tĠtraploïde, Ƌue l’associatioŶ SNEL : Sall4, Nanog, Esrrb et 

Lin28a génère des iPSC de meilleure qualité à partir de MEF avec le cocktail OSKM (Buganim et al., 

2014). 

Des petites molécules chimiques (SM ; Small Molecules) ont également été utilisées pour remplacer 

des FT mais aussi pour promouvoir un effet épigénétique, métabolique, sur la signalisation cellulaire 

impliquée chez les ESC et/ou facilitant la reprogrammation (Figure n°13) (Federation et al., 2014). On 

peut citer par exemple la vitamine C avec son rôle antioxydant et de cofacteur des enzymes TET (Ten-

eleven TranslocationͿ, assuraŶt la dĠmĠthǇlatioŶ de l’ADN et facilitaŶt l’oďteŶtioŶ d’uŶ Ġtat 

pluripotent (Esteban et al., 2010), mais aussi l’utilisatioŶ de VPA comme iŶhiďiteur d’histoŶe 

déacétylase (iHDAC), permettant de conserver des marques épigénétiques actives pour la 

transcription de gènes impliqués dans la pluripotence et en remplacement du facteur c-Myc 

(Huangfu et al., 2008a). 

Des iPSC murines ont pu être générées avec Oct4 uniquement et en présence des SM suivantes : 

VPA, CHIR99021 (inhibition de Glycogen Synthase Kinase-3β [GSK-3β] Ƌui permet l’activatioŶ de la 

voie Wnt), 616452 (inhibant le TGF-β et permettant de promouvoir la MET) et Tranylcypromine 

;iŶhiďiteur d’HϯK4 dĠmĠthǇlase permettaŶt de coŶserver des marƋues permissives à la traŶscriptioŶͿ 

(VC6T ; Li et al., 2011). Chez l’Homme, des essais ont été réalisés également avec du Butyrate 

(iHDAC), A-83-01 (inhibiteur TGF-β), PS48 (inhibiteur Phosphoinositide-dependent protein kinase 1 ; 

Conversion de la respiration mitochondriale vers la glycolyse) et PD0325901 (inhibiteur Mitogen-

Activated Protein Kinase/Extracellular signaling-Regulated Kinase : MAPK/ERK) sur 8 semaines avec 

une efficacité de 0.0004% (Zhu et al., 2010). 
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La combinaison de SM a même permis de générer des iPSC murines sans apport de FT et donc sans 

utiliser de vecteurs : des « chemical iPSC » (ciPSC ; Hou et al., 2013). Dans cette étude, les auteurs ont 

pu cribler 10 000 composés capables de remplacer Oct4, grâce au rapporteur Oct4-GFP+ dans des 

MEF exprimant SKM, et ont identifié les 6 SM suivantes : VC6T plus Forskoline (activateur de 

l’AdĠŶǇlate CǇclaseͿ et ϯ-deazaneplanocin A (DZnep ; inhibiteur de la S-adenosylhomocystéine 

hydrolase ; modificatioŶ ĠpigĠŶĠtiƋueͿ ;VCϲTFZͿ. UŶe fois les coloŶies d’iPSC apparues il reste 

important de signaler que la reprogrammation se termine et se stabilise dans un milieu 2i (2 

iŶhiďiteursͿ composĠ de CHIRϵϵϬϮϭ et de PDϬϯϮϱϵϬϭ permettaŶt d’amĠliorer la reprogrammatioŶ 

des iPSC en phase tardive. Cette étude démontre le potentiel des SM dans le remplacement des 

facteurs et l’ĠtaďlissemeŶt de la pluripoteŶce. CepeŶdaŶt, des ciPSC humaiŶes Ŷ’oŶt pas eŶcore ĠtĠ 

générées à ce jour. 

Figure n°13 : Modulation chimique des voies de signalisation et des modifications épigénétiques clés pour la 

gĠnĠƌation d’iPSC. 
Mécanismes principaux : Inhibition TGF-β permet de promouvoir la MET lors des phases précoces de la 

reprogrammation ; Inhibition GSK-3β active la voie WŶt Ƌui lğve la rĠpressioŶ des gğŶes de pluripoteŶce ; 

Inhibition MAPK/ERK (=MEK) améliore la reprogrammation des iPSC de stade tardif.     D’après Liu et al., 2016. 
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Figure n°14 : Accessibilité et facilité de 
reprogrammation des principaux types 
cellulaires.  
D’aprğs González et al., 2011 
 

3. Le type cellulaire à reprogrammer 

Tout d’aďord, il est importaŶt de Ŷoter Ƌu’il existe uŶe diffĠreŶce au moiŶs daŶs l’efficacitĠ et la 

ciŶĠtiƋue de gĠŶĠratioŶ d’iPSC à partir de cellules muriŶes et de cellules humaiŶes. EŶ effet, lors des 

premières études utilisant des rétrovirus, seulement 0,5% environ des MEF et 0,0002% environ des 

fibroblastes humains de peau adulte ont pu être reprogrammés en iPSC, en 12 et 25 jours 

respectivement (Takahashi and Yamanaka, 2006; Takahashi et al., 2007). Ensuite, plus de 90% des 

études se soŶt focalisĠes sur l’utilisatioŶ de fiďroďlastes puisƋue c’est uŶ tǇpe cellulaire facilemeŶt 

accessible et dont les signatures de reprogrammation sont les plus documentées. 

D’uŶe maŶiğre gloďale, le tǇpe cellulaire de dĠpart est choisi eŶ foŶctioŶ de sa facilitĠ de 

reprogrammation, de son accessibilité (Figure n°14) et de sa pertinence thérapeutique. Par exemple, 

les kératinocytes primaires humains, facilement obtenus à partir de cheveux, se reprogramment 100 

fois mieux que les fibroblastes et 2 fois plus vite dans les mêmes conditions de reprogrammation 

(Aasen et al., 2008). Ce phĠŶomğŶe semďle eŶ partie ġtre attriďuaďle au profil d’expressioŶ gĠŶiƋue 

et épigénétique des différents types cellulaires. En effet, les gènes Klf4 et c-Myc sont exprimés de 

manière plus importante dans les kératinocytes par rapport aux fibroblastes (Gandarillas and Watt, 

1997; Segre et al., 1999). Des progéniteurs neuronaux expriment fortement Sox2 de manière 

endogène et peuvent être reprogrammés sans Sox2 exogène (Eminli et al., 2008; Kim et al., 2008) ou 

avec Oct4 uniquement (Kim et al., 2009b). Les cellules papillaires du derme capillaire qui expriment 

OSK de manière endogène ont également pu être reprogrammées avec Oct4 uniquement (Tsai et al., 

2011). Le tǇpe cellulaire impacte doŶc l’efficacitĠ du processus et le Ŷomďre de facteurs ŶĠcessaires 

qui semble spécifique de la population cellulaire à reprogrammer. 

L’Ġtat de diffĠreŶciatioŶ du tǇpe cellulaire de dĠpart 

affecte ĠgalemeŶt l’efficacitĠ de la reprogrammatioŶ. 

En effet, des CSH ou des progéniteurs lymphoïdes 

gĠŶğreŶt ϯϬϬ fois plus de coloŶies d’iPSC Ƌue des 

lymphocytes B ou T différenciés, ce qui suggère que 

l'état épigénétique et transcriptionnel de la cellule de 

départ peut affecter sa plasticité pour devenir 

pluripotent (Eminli et al., 2009). Egalement, la 

capacité proliférative de la cellule joue sur ce 

processus et les cellules souches ou primaires 

semďleŶt doŶc plus faciles à reprogrammer. A titre d’exemple, il faut exprimer les ϲ facteurs 

OSKMNL dans des fibroblastes de centenaires pour engendrer une reprogrammation vers le stade 
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d’iPSC et la ciŶĠtiƋue est plus loŶgue par rapport à des fiďroďlastes primaires pour lesƋuels les 

facteurs OSKM sont suffisants (Lapasset et al., 2011). 

Enfin, il a été montré que certains types cellulaires comme les fibroblastes de queue de souris ont 

davantage tendance à former des tératomes une fois les iPSC obtenues par rapport à celles obtenues 

avec des MEF et des hépatocytes (Miura et al., 2009). Cela semble dû à la mémoire épigénétique de 

la cellule somatiƋue reprogrammĠe et impacte doŶc l’applicatioŶ souhaitĠe. DaŶs cette optiƋue, la 

gĠŶĠratioŶ d’iPSC à partir de CSH pourrait faciliter la coŶstitutioŶ de ďaŶƋues d’iPSC pour 

reprĠseŶter uŶ large paŶel d’haplotǇpes HLA à des fiŶs de traŶsplaŶtatioŶ (Nakatsuji et al., 2008), 

d’autaŶt plus Ƌu’uŶe Ġtude de ϮϬϬϵ a moŶtrĠ la gĠŶĠratioŶ d’iPSC humaiŶes à partir de CSH grâce 

aux facteurs Oct4 et Sox2 uniquement (Giorgetti et al., 2009). 

En conclusion, le choix du type cellulaire à reprogrammer dépend de son accessibilité et affectera le 

nombre de facteurs ŶĠcessaires, l’efficacitĠ, la ciŶĠtiƋue et la ƋualitĠ des iPSC oďteŶues. MoiŶs la 

cellule est différenciée et plus elle est jeune, plus elle sera facilement reprogrammable. 
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En résumé, Les facteurs OSKM sont les plus efficaces pour générer des iPSC. Leur rôle dans 

la reprogrammation épigénétique a commencé à être élucidé au cours de cette dernière 

dĠcennie, qui cĠlğďƌe l’anniveƌsaiƌe des ϭϬ ans de cette dĠcouveƌte ŵajeuƌe. 

C’est essentielleŵent les fiďƌoďlastes eŵďƌǇonnaiƌes de souƌis et les vecteurs rétroviraux 

;inductiďlesͿ qui ont ĠtĠ utilisĠs afin d’Ġlucideƌ ces ŵĠcanisŵes. Ils ont peƌŵis d’identifieƌ 

3 phases de reprogrammation : l’initiation, la ŵatuƌation et la staďilisation. De 

noŵďƌeuses concoƌdances avec l’Hoŵŵe voient le jouƌ loƌs d’Ġtudes récentes et 

peƌŵettent d’identifieƌ les cellules iPSC en deveniƌ. Enfin, le vecteuƌ utilisĠ, le cocktail de 

reprogrammation et le type cellulaire choisis pour conduire cette dédifférenciation ont 

également beaucoup évolué afin de sécuriser au maximum ce pƌocessus et de l’adapteƌ à 

un ďut pƌĠcis. En effet, l’idĠe est de tƌansfĠƌeƌ les cellules oďtenues en clinique et cette 

sécurisation continue son chemin... 
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III. DĠveloppeŵeŶt d’uŶ Ŷouveau veĐteuƌ ƌeĐoŵďiŶaŶt pouƌ la 
gĠŶĠƌatioŶ d’iPSC 

A. Contexte et Objectifs 

BieŶ Ƌue la gĠŶĠratioŶ d’iPSC ait ďeaucoup ĠvoluĠ au cours de cette derŶiğre dĠceŶŶie ŶotammeŶt 

via l’utilisatioŶ et le dĠveloppemeŶt de Ŷouveaux vecteurs et via l’ideŶtificatioŶ de molĠcules 

chimiques capables de contribuer à la mise en place du réseau de pluripotence, une sécurisation 

parfaite reste nécessaire à des fins cliniques. 

EŶ effet, des coŶtrôles laďorieux soŶt effectuĠs pour s’assurer de l’iŶtĠgritĠ gĠŶomiƋue et de la 

coŶcordaŶce des profils d’expressioŶ des gğŶes et des protĠiŶes au Ŷiveau des iPSC nouvellement 

gĠŶĠrĠes. II eŶ ressort Ƌue l’utilisatioŶ des vecteurs efficaces et surtout les plus largemeŶt utilisĠs, 

donc les virus intégratifs (inductibles ou non) et non intégratifs conduisent à des anomalies 

génétiques potentiellement transformaŶtes, limitaŶt leur utilisatioŶ. L’utilisatioŶ de vecteurs ARN, 

les plus efficaces, permet de limiter ce phénomène mais ils coŶtieŶŶeŶt ĠgalemeŶt de l’iŶformatioŶ 

gĠŶĠtiƋue sucĠptiďle d’ġtre rĠtro-transcrit puis intégrée conduisant potentiellement aux mêmes 

anomalies que les virus. De plus, les vecteurs ARN coûtent encore trop cher à produire in vitro. 

DaŶs uŶ coŶtexte de recherche, ces mĠthodes de gĠŶĠratioŶ d’iPSC sont acceptables pour la 

modélisation cellulaire. En revanche, le transfert clinique doit écarter tout risque potentiel pour la 

protection des patients. C’est pourƋuoi l’essai cliŶiƋue eŶ cours utilisaŶt des cellules dĠrivĠes d’iPSC 

pour soigŶer la DMLA a ĠtĠ stoppĠ à cause de l’ideŶtificatioŶ de mutatioŶs, proďaďlemeŶt gĠŶĠrĠes 

par le vecteur épisomal utilisé pour reprogrammer les cellules (Kimbrel and Lanza, 2015). Ainsi, les 

vecteurs nucléiques peuvent être néfastes et le développement de nouveaux systèmes est encore 

ŶĠcessaire. A ce titre, l’utilisatioŶ des formes protĠiƋues des facteurs de reprogrammatioŶ 

représente une source plus sécurisée, avec un temps de vie très court dans les cellules. Le défi ici 

repose alors daŶs la façoŶ d’achemiŶer ces facteurs au seiŶ des cellules à reprogrammer. 

Notre projet vise à dĠvelopper uŶ Ŷouveau vecteur recomďiŶaŶt pour la gĠŶĠratioŶ d’iPSC. Nous 

devons être capables de le produire et de le conserver. Lors d’applicatioŶ sur les cellules, ce vecteur 

doit ġtre capaďle de traŶsporter les protĠiŶes recomďiŶaŶtes au travers des memďraŶes jusƋu’au 

cytoplasme. Pour les facteurs nucléaires, il doit être capable de les acheminer dans le noyau. Le 

vecteur ne doit pas gêner la fonction des protéines qui sont censées induire une reprogrammation. 

Au laďoratoire, Ŷous disposoŶs d’uŶ peptide de pĠŶĠtratioŶ cellulaire dĠrivĠ du virus d’EpsteiŶ-Barr 

et qui peut être utilisé à ces fins et sera présenté dans la partie suivante. 
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B. Origine du vecteur MD 

1. Viƌus d’EpsteiŶ-Barr et le facteur ZEBRA 

Le virus d’EpsteiŶ-Barr (EBV) appartient à la famille des Herpesviridae. Il est retrouvé disséminé dans 

toutes les populations humaines et persiste chez la plupart des individus (>90%) en infectant le 

réservoir des lymphocytes B de manière asymptomatique, tout au long de la vie (Young and 

Rickinson, 2004). L’iŶfectioŶ d’autres tǇpes cellulaires est peu efficace et reste principalement limitée 

aux cellules ĠpithĠliales. L’iŶfectioŶ à EBV est souveŶt impliƋuĠe daŶs le dĠveloppemeŶt de certaiŶs 

caŶcers lǇmphoïdes et ĠpithĠliaux. Il est ŶotammeŶt à l’origiŶe de lǇmphomes B ;ex : lymphome de 

Burkitt, de Hodgkin), T et NK, de carcinomes nasopharyngés et gastriques (Cohen, 2000). C’est 

d’ailleurs daŶs des cultures de lǇmphoďlastes issus d’uŶ lǇmphome de Burkitt Ƌu’il a pour la premiğre 

fois été découvert par microscopie électronique (Epstein et al., 1964). 

Le virus établit une infection persistante après la primo infection qui est généralement 

asymptomatiƋue au cours de l’eŶfaŶce mais pouvaŶt preŶdre uŶe forme de moŶoŶuclĠose 

infectieuse quand elle est contractée plus tard. La persistance est due à l’expressioŶ coŶstitutive de 

gènes qui codent un ensemble de protéines appelé « protéines de latence » (Young and Rickinson, 

2004). Ce programme d’expressioŶ se maŶifeste à l’Ġtat de repos du cǇcle de virus mais aussi lors de 

l’immortalisatioŶ et de la traŶsformatioŶ des cellules par EBV. Périodiquement, le virus se réactive et 

se réplique lors de son cycle lytique. 

La protéine ZEBRA (ou BZLF1, EB1, Zta) est un activateur transcriptionnel qui déclenche la sortie du 

cycle latent dans les cellules infectées par EBV (Lieberman et al., 1990). En effet, après son 

expression, ZEBRA se lie aux promoteurs des premiers gènes du cycle lytique et déclenche une 

cascade de signalisation qui se traduit par la réplication du génome viral et la production de virions 

(Rooney et al., 1989). 

ZEBRA est un facteur de transcription de 245 AA de type bZIP (basic Leucine/Zipper) comme les 

protéines c-Fos et c-Jun humaines. Il se lie à des séquences nommées ZRE (ZEBRA Response 

ElementsͿ pour activer plus de ϱϬ gğŶes viraux. Il est composĠ d’uŶ domaiŶe N-terminal de 

transactivation (TAD ; Transactivation Domain ; résidus 1-ϭ4ϬͿ, d’uŶ domaiŶe de liaisoŶ à l’ADN 

(DBD ; DNA Binding Domain ; résidus 175-ϭϵϱͿ, d’uŶ domaiŶe de dimĠrisatioŶ eŶ spirale eŶroulĠe 

(DIM ; Dimerization Domain ; résidus 196-ϮϮϬͿ et d’uŶe Ƌueue C-terminale (Figure n°15 ; Petosa et 

al., 2006). Il est capable comme les FT de la famille bZIP de former des homodimères. Le domaine 

ďZIP est composĠ de la rĠgioŶ ďasiƋue et coŶservĠe de liaisoŶ à l’ADN adjaceŶte au domaiŶe de 

dimĠrisatioŶ et ils formeŶt eŶsemďle uŶ troŶçoŶ d’hĠlices α (Petosa et al., 2006). 
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Figure n°15 : Structure du facteur 

)EBRA d’EBV. 
A) Schéma des différents 

domaines. TAD = Transactivation 

Domain ; DBD = DNA Binding 

Domain ; DIM = Dimerization 

domain ; bZIP = basic 

Leucine/Zipper. 

B) Homodimère de ZEBRA lié à 

l’ADN. 

Inspiré de Petosa et al., 2006. 

 

2. Découverte des propriétés de peptide de pénétration cellulaire 

Certaines protéines virales sont capables de pénétrer les cellules quand elles sont présentes dans 

l’eŶviroŶŶemeŶt extracellulaire. C’est notamment le cas de la protéine TAT du HIV qui, par ailleurs, a 

permis d’induire des transactivations de promoteurs viraux (Frankel and Pabo, 1988; Green and 

Loewenstein, 1988). 

Lors d’uŶe expĠrieŶce de Mahot et al., la forme complète de la protéine ZEBRA a été ajoutée dans le 

milieu de culture de cellules lymphoïdes infectées ou non par le virus et les auteurs ont pu observer 

une accumulation du FT dans le noyau des cellules en fonction du temps (Mahot et al., 2005). Cette 

pĠŶĠtratioŶ cellulaire s’est rĠvĠlĠe ġtre ĠŶergie-dépendante et endocytose-dĠpeŶdaŶte mais Ŷ’a pas 

conduit à la réactivation du virus dans les cellules infectées. 

3. Caractérisation de la séquence et du mécanisme de translocation 

DaŶs l’ĠƋuipe TheREx, des Ġtudes oŶt ĠtĠ meŶĠes pour ideŶtifier le CPP de ZEBRA à la suite de 

l’ideŶtificatioŶ des propriĠtĠs de pĠŶĠtratioŶ cellulaire. C’est le groupe de recherche dirigĠ par le 

professeur Jean-Luc Lenormand qui a identifié la séquence de translocation dans une optique 

d’ĠvaluatioŶ de ZEBRA pour traŶsporter des cargos protĠiƋues daŶs des cellules de mammifères 

(Rothe et al., 2010). 

Cette étude comprenait 9 formes tronquées de la protéine qui ont été développées, produites et 

purifiées. Seules celles comportant le domaine bZIP (DBD + DIM) sont capables de pénétrer dans les 

cellules et d’achemiŶer l’eGFP. La forme compreŶaŶt uŶiƋuemeŶt le domaiŶe ďZIP a ĠtĠ ŶommĠe 

MD (Minimal Domain ; domaiŶe miŶimum de traŶslocatioŶͿ et il semďlerait Ƌue l’hĠlice α formée par 

les domaines DBD et DIM soit importante. 
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MD semble interagir avec les protéoglycanes à héparane sulfate (PGHS) présents à la surface des 

cellules puisƋue l’utilisatioŶ d’hĠpariŶe iŶhiďe la prise eŶ charge (Rothe et al., 2010). Ainsi comme 

pour d’autres CPP ŶotammeŶt le peptide TAT, la liaisoŶ de MD semďle ġtre facilitĠe par l’iŶteractioŶ 

de charges positives (des AA basiques du DBD) avec les charges négatives des PGHS (Richard et al., 

2003; Ziegler and Seelig, 2008). 

Aprğs liaisoŶ de la memďraŶe, le mĠcaŶisme d’eŶtrĠe semďle ġtre uŶe traŶslocatioŶ directe au 

travers de la ďicouche lipidiƋue puisƋu’uŶe privatioŶ de la cellule eŶ ATP rĠduit seulemeŶt de ϮϬ% la 

prise en charge de MD-eGFP. De plus, l’utilisatioŶ d’iŶhiďiteurs de l’eŶdocǇtose ;NǇstatiŶe, 

Wortmannine, Chlorpromazine) ne semblent pas interférer avec la translocation et la protéine ne co-

localise pas avec les marqueurs endosomaux : Caveoline-1 et Clathrine. Toutefois, une diminution de 

la tempĠrature aiŶsi Ƌue l’utilisatioŶ de MĠthǇl-β-CǇclodextriŶe, uŶ iŶhiďiteur de l’eŶdocǇtose 

médiée par les radeaux lipidiques, diminue la prise en charge de MD-eGFP qui reste néanmoins 

toujours possiďle. EgalemeŶt, la dĠmoŶstratioŶ d’uŶ mĠcaŶisme d’eŶtrĠe ĠŶergie-indépendant est 

reŶforcĠe par le fait Ƌu’uŶe traŶslocatioŶ directe de MD-eGFP a été observée dans des liposomes 

sǇŶthĠtiƋues. EŶfiŶ, MD Ŷ’est pas iŶfectieux et Ŷ’est pas toxiƋue pour les cellules (Rothe et al., 2010). 

La caractérisation du CPP MD, plus fine encore, a été obtenue par une première délétion de 8 AA en 

N-terminal, en amont de la séquence basique. Cela a permis d’oďteŶir le CPP MD11 possédant une 

capacitĠ d’iŶterŶalisatioŶ daŶs les cellules ĠƋuivaleŶte à MD ;Figure Ŷ°ϭϲ ; Marchione et al., 2016). 

Des formes tronquées en C-terminal du domaine DIM ont permis de mettre en valeur son 

importance dans la translocation puisque son absence ne permet pas l’eŶtrĠe et les 

raccourcissements la limitent. Il se peut que les formes tronquées réduisent la capacité de la 

protéine à dimériser et/ou à former les hélices α impactaŶt aiŶsi l’iŶterŶalisatioŶ mais le mĠcaŶisme 

Ŷ’est pas eŶcore eŶtiğremeŶt ĠlucidĠ. Le traŶsport mĠdiĠ par MD11 ne semble, encore une fois, pas 

dû à uŶ mĠcaŶisme d’eŶdocǇtose mais les radeaux lipidiƋues semďleŶt iŶflueŶcer l’iŶterŶalisatioŶ. 

De manière importante, le raccourcissement du domaine DIM change les propriétés du CPP vers une 

prise en charge endocytaire (Marchione et al., 2016). 

A l’issue de ces Ϯ Ġtudes, Il semďlerait Ƌue la traŶslocatioŶ directe de MD11-eGFP s’effectue par uŶe 

liaison du DBD aux PGSH suivie par une déstabilisation de la bicouche lipidique par le domaine DIM 

hydrophobe (Rothe et al., 2010; Marchione et al., 2016; Lundberg and Langel, 2003). Ce mode de 

pĠŶĠtratioŶ est diffĠreŶt de celui de la plupart des CPP Ƌui utiliseŶt gĠŶĠralemeŶt l’eŶdocǇtose ou la 

macropinocytose (Richard et al., 2005; Lundin et al., 2008). Dans une optique thérapeutique, cela 

permet de transporter des cargos et des biomolécules sous forme active dans les cellules comme 

cela a été démontré avec la β-galactosidase (Rothe et al., 2010). Ce mĠcaŶisme d’eŶtrĠe limite alors 
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le piĠgeage daŶs des vĠsicules d’eŶdocǇtose et l’adressage vers la voie eŶdo-lysosomale (Conner and 

Schmid, 2003). 

Figure n°16 : CPP dérivĠs du facteuƌ )EBRA d’EBV. MD = Minimum Domain (Rothe et al., 2010) ; MD11 = 

MiŶimum DomaiŶ saŶs les ϴ acides amiŶĠs de l’extrĠmitĠ N-terminale du DBD (Marchione et al., 2016) ; TAD = 

Transactivation Domain ; DBD = DNA Binding Domain ; DIM = Dimerization domain ; bZIP = basic 

Leucine/Zipper. En rouge sont représentés les AA basiques et en bleu les AA hydrophobes. 

DaŶs uŶ coŶtexte de gĠŶĠratioŶ d’iPSC, seuls des CPP catioŶiƋues ;Rϵ, Rϭϭ et TATͿ oŶt ĠtĠ utilisĠs 

pour le transfert les FT recombinants et ils sont souvent associés à une dégradation par les 

lysosomes. Le CPP MD semble judicieux dans ce cas puisque les protéines transférées pourront 

échapper à la dégradation grâce au mécanisme de translocation directe et ainsi, sous une forme 

active, pourront induire l’expressioŶ de gğŶes d’iŶtĠrġt. 

4. Applications thérapeutiques 

Le vecteur MD a été développé dans une optique thérapeutique de transport de cargos actifs ou de 

biomolécules. 

En 2015, une étude menée par Marchione et al. a moŶtrĠ la vectorisatioŶ d’uŶ facteur protĠiƋue 

nucléaire au sein de cellules tumorales conduisant à un effet thérapeutique. Dans différents tissus 

tumoraux (intestins, pancréas, sein, peau), la sous-uŶitĠ f du facteur ϯ d’iŶitiatioŶ de la traductioŶ 

eucaryote (eIF3f ; f subunit of the eukaryotic initiation factor 3) est sous-exprimée par les processus 

tumoraux pour réguler la synthèse protéique. La surexpression de cette sous-unité régule 

ŶĠgativemeŶt la croissaŶce tumorale par activatioŶ de l’apoptose. AiŶsi, l’achemiŶemeŶt de cette 

dernière par MD11 (MD11-eIFϯfͿ a permis d’iŶduire la mort de ligŶĠes de mĠlaŶomes ;Bϭϲ et Colo857) 

et de cancers colorectaux (HCT116 p53 +/+ et HCT116 p53 -/-Ϳ dĠmoŶtraŶt aiŶsi l’efficacitĠ du vecteur 

MD daŶs l’achemiŶemeŶt de facteurs actifs (Marchione et al., 2015). 

La capacitĠ de MDϭϭ à achemiŶer les protĠiŶes jusƋu’au ŶoǇau est un élément déterminant dans 

Ŷotre choix de ce vecteur pour l’utiliser à des fiŶs de reprogrammatioŶ. 

UŶe autre Ġtude a ĠgalemeŶt dĠmoŶtrĠ l’efficacitĠ du CPP MD11 pour pénétrer les parois des levures 

(Marchione et al., 2014). En effet, MD11 est capaďle d’achemiŶer l’eGFP daŶs le cǇtoplasme de 
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Candida albicans après translocation à travers la paroi et la membrane cellulaire. De plus, cette 

vectorisatioŶ est rapide puisƋue Ƌu’il faut seulemeŶt 2 heures pour que 70% de la population 

contiennent la GFP. Ces résultats démontrent de nouvelles possibilités pour l'internalisation de 

cargos (peptides, protéines, acides nucléiques), pour des applications fonctionnelles (ex : 

comprendre des mécanismes moléculaires) et surtout pour le développement de nouvelles 

thérapies. 
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La gĠnĠƌation d’iPSC huŵaines à des fins cliniques nĠcessite encoƌe le dĠveloppeŵent de 

vecteuƌs efficaces et sĠcuƌisĠs afin d’oďteniƌ des cellules eǆeŵptes d’anoŵalies 

génétiques et de la ŵeilleuƌe qualitĠ possiďle. Dans ce conteǆte, l’utilisation de pƌotĠines 

prend une part non négligeable pour la reprogrammation mais demande du 

dĠveloppeŵent. Le dĠfi ƌepose en l’acheŵineŵent des facteuƌs pƌotĠique au sein de 

cellules en traversant les membranes cellulaires. Au laboratoire nous avons identifié et 

caractérisé un peptide de pénétration cellulaire dérivé du facteur ZEBRA du virus 

d’Epstein-Barr. Ce peptide nommé MD est capable de traverser les membranes de cellules 

de mammifères et de levures pour acheminer des enzymes et des molécules 

thérapeutiques. Ces cargos sont acheminés rapidement et sans modification de leur 

efficacitĠ/activitĠ. Le ŵĠcanisŵe d’entƌĠe ƌepose suƌ une tƌanslocation diƌecte du vecteuƌ 

MD et donc des cargos associés à ce dernier limitant leur piégeage et leur dégradation via 

les voies endo-lysosomales. 
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C. Démarche expérimentale 

Ce projet vise à crĠer uŶ vecteur recomďiŶaŶt iŶŶovaŶt et sĠcurisĠ pour la gĠŶĠratioŶ d’iPSC utilisant 

le CPP MD. Dans ce contexte, les objectifs sont multiples et se scindent en 3 parties : 

1) Effectuer une preuve de concept avec le facteur de transcription Oct4. 

Il s’agit de dĠvelopper le vecteur MD et de le comparer à celui dĠrivĠ du sǇstğme de 

sécrétion de type 3 de Pseudomonas aeruginosa présent au laboratoire et au peptide R9 

représentatif de la reprogrammation protéique dans la littérature. Pour cela, il est nécessaire 

de : (i) Les produire et les purifier, (ii) vérifier la fonctionnalité des protéines Oct4 et (iii) 

tester l’achemiŶemeŶt daŶs les cellules et l’activatioŶ traŶscriptioŶŶelle de gğŶes d’iŶtĠrġt. 

 

2) Développer le vecteur MD pour les autres protéines de reprogrammation : Sox2, Nanog, 

Lin28, Klf4 et c-Myc, les produire et les purifier. 

 

3) Générer des cellules souches pluripotentes induites. 

A cette fiŶ, ;iͿ utiliser le virus SeŶdai, reprĠseŶtatif d’uŶ vecteur efficace, pour gĠŶĠrer des 

iPSC à partir de cellules humaines (ii) tester notre vecteur daŶs la gĠŶĠratioŶ d’iPSC 

humaines. 
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Matériel et Méthodes 
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I. Plasmide et sǇstğŵe d’eǆpƌessioŶ 

A. Génération des plasmides 

1. Obtention des séquences codantes 

Les séquences des ADN complémentaires (ADNc) utilisés pour cette étude ont été obtenues soit par 

réaction de polymérisation en chaîne (PCR) soit par synthèse (Genecust, Luxembourg). Les séquences 

des gènes synthétiques destinés à une production en E. coli ou D. melanogaster ont été optimisées 

par le prestataire pour uŶe meilleure expressioŶ chez l’orgaŶisme d’iŶtĠrġt. Les PCR soŶt rĠalisĠes 

avec la polymérase Phusion-HF (New England Biolabs) suivant le protocole du fournisseur. Le tableau 

n°5 récapitule les amorces utilisées dans cette étude. 

Tableau n°5 : Liste des amorces utilisées pour les réactions de PCR. 

Les séquences complémentaires aux ADNc cibles sont en lettres majuscules. Les sites de restriction sont 
soulignés. 

Nom SéƋueŶce 5’ 3’ Sites de 
restriction 

Vecteur 
d’iŶtégration 

Oct4-F gagcatatgGCGGGACACCTGGCTTC NdeI pET15b 

Oct4-R ctcggatccGTTTGAATGCATGGGAGAGC BamHI pET15b 

R9-Oct4-F gagcatatgcgtcgccgtcgccgtcgtcgccgtcgtGCGGGA

CAC 

NheI pET15b 

R9-Oct4-R ctcggatccGTTTGAATGCATGGGAGAGC BamHI pET15b 

Oct4-F (pour ExoS54) caggatccGCGGGACACCTGGCTTC BamHI pEAi 

Oct4-R (pour ExoS54) cacatatgGTTTGAATGCATGGGAGAGC NdeI pEAi 

ExoS54-Oct4-F gagcatatgATGCATATTCAATCGCTTCAGCAG NdeI pET15b 

ExoS54-Oct4-R CTCGAGgctagcGTTTGAATGCATGGGAGA XhoI pET15b 

Oct4-F (pour MD) gaggcggccgcaGCGGGACACCTGGCTTC NotI pET15b-MD 

Oct4-R (pour MD) gaggctagcGTTTGAATGCATGGGAGAGC NheI pET15b-MD 

Sox2-F (pour MD) gaggcggccgcaTACAACATGATGGAGACGGAGC NotI pET15b-MD 

Sox2-R (pour MD) gaggctagcCATGTGTGAGAGGGGCAGTG NheI pET15b-MD 

MD-BLa-F ccatatgAAGCGATACAAGAATCGGGTGGC NdeI pET15b 

MD-BLa-R ctcgagGCTAGCCCAATGCTTAATCAGTGA XhoI pET15b 

MD-Nanog-F ccatatgGAATGCGATAGCGAACTGGAAAT NdeI pET15b 

MD-Nanog-R ggatccTTAAACGTCCTCCGGCTGCATAT BamHI pET15b 

MD-Lin28-F ccatatgGAATGCGACTCTGAACTGGAAAT NdeI pET15b 

MD-Lin28-R ggatccTTAATTCTGCGCTTCCGGCAGCAG BamHI pET15b 
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MD-Klf4-F ccatatgGAGTGCGACTCTGAGCTGGAGAT NdeI pET15b 

MD-Klf4-R ggatccTTAGAAGTGACGTTTCATGTGCAG BamHI pET15b 

MD-c-Myc-F ccatatgGAATGTGATAGCGAACTGGAGAT NdeI pET15b 

MD-c-Myc-R ggatccTTACGCGCAGCTGTTGCGCAGCTG BamHI pET15b 

MD-Klf4-F ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttagaaaacctgtac
ttccagggtAAGCGTTACAAGAACCGTGTGGCGA 

AttB1 pDON-R 

MD-Klf4-R ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcttattaGAAGTG
ACGTTTCATGTGCAGCGCC 

AttB2 pDON-R 

MD-c-Myc-F ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttagaaaacctgtac
ttccagggtAAGCGTTACAAGAACCGTGTCGCTT 

AttB1 pDON-R 

MD-c-Myc-R ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcttattaCGCGCA
GCTGTTGCGCAGCTGTTCC 

AttB2 pDON-R 

MD-Klf4-F aaaagaatgcggccgcgaagatct BglII pMT-BIP 

MD-Klf4-R ggatcccgccggcgcgccgtttaaacaaagcttta PmeI pMT-BIP 

MD-c-Myc-F aaaagaatgcggccgcgaagatct BglII pMT-BIP 

MD-c-Myc-R ggatcccgccggcgcgccgtttaaacaaagcttta PmeI pMT-BIP 

 

Les caractéristiques des séquences nucléotidiques et des protéines codées correspondantes sont 

indiquées dans le tableau n°6. 

2. Clonages 

Les plasmides et produits de PCR sont digérés pendant 10 minutes à 37°C grâce aux enzymes de 

restriction appropriées (New England BioLabs). Après purification sur gel des produits de digestion 

grâce au kit "PCR clean-up, gel extraction" (Macherey-Nagel), une ligation est réalisée à partir de 50 

ng de vecteur avec un ratio moléculaire vecteur : insert de 1 : 3, grâce au kit "Rapid DNA Ligation Kit" 

(Roche Applied Science). Un contrôle avec le vecteur seul est effectué. Le produit de ligation est 

ensuite ajouté aux bactéries chimio-compétentes DH5α ;Life TechŶologiesͿ à uŶ ratio plasmide : 

ďactĠries de Ϯ,ϱʅl : Ϯϱʅl. La traŶsformatioŶ est rĠalisĠe par choc thermiƋue peŶdaŶt 4ϱ secoŶdes à 

42°C. 200µL de milieu S.O.C (Life Technologies) sont ajoutés aux bactéries transformées et le 

mélange est incubé pendant 1h à 37°C à 250 rpm puis étalé sur gélose LB-Agar avec 100µg/mL 

d’ampicilliŶe ;AmpͿ.  

Pour le système Gateway, les produits de PCR sont recombinés par réaction "BP clonase" dans le 

pDON-R pour crĠer le cloŶe d’eŶtrĠe, suivaŶt la procĠdure du fourŶisseur ;Life TechŶologiesͿ. Le 

sous-clonage est réalisé par réaction "LR clonase". Les transformations se font comme 

précédemment avec 50µg/mL de Kanamycine (Kana) pour la sélection. 

Tous les plasmides générés sont vérifiés par séquençage auprès de LGC Genomics (Allemagne). 
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Tableau n°6 : Caractéristiques des séquences nucléotidiques et des protéines codées 
correspondantes. 

3. Purification des plasmides 

Des colonies issues de la transformation de bactéries DH5α par les différents produits de ligation 

soŶt eŶsemeŶcĠes sur la Ŷuit à ϯϳ°C daŶs ϮmL de milieu LB avec ϭϬϬ ʅg/mL d’Amp ou ϱϬµg/mL de 

Kana. Le lendemain, la culture est centrifugée pendant 3 minutes à 10 000g, le milieu de culture est 

éliminé et les bactéries sont lysées pour purifier le plasmide grâce au kit "NucleoSpin® Plasmid" 

(Macherey-Nagel) suivant le protocole du fournisseur. La liste des plasmides utilisés et générés au 

cours de ce projet est présentée dans le tableau n°7. 

  

ADNc 
Taille 
(en nt) 

Référence Protéine correspondante 
Numéro 
Uniprot 

Masse 
(en kDa) 

bla 789 (Berthoin et al., 
2016) 

β-Lactamase TEM-1 (BLa) P62593 28,8 

bzlf1 141 (Rothe et al., 
2010) 

Trans-activator protein 
BZLF1 (EB1, ZEBRA),  
K178-Q220 (MD) 

P03206 5,7 

9R 30 (Kim et al., 
2009a) 

Polypeptide de 9 arginines 
(9R) 

. 1,6 

exos54 162 (Epaulard et al., 
2006a) 

Exoenzyme S, M1-L54 
(ExoS54) 

Q51451 5,8 

pou5f1 1083 (Warren et al., 
2010) 

Octamer-binding 
transcription factor 4 (Oct4) 
(ou POU domain, class 5, 
transcription factor),  
isoform A 

Q01860-1 38,4 

sox2 954 (Warren et al., 
2010) 

Transcription factor SRY (sex 
determining region Y) - box 2 
(Sox2) 

P48431 34,2 

nanog 918 NM_024865.3 Homeobox protein NANOG 
(Nanog), 
isoform 1 

Q9H9S0-1 34,5 

lin28 630 NM_024674.5 LIN-28 Homolog A 
(Lin28) 

Q9H9Z2 22,6 

klf4 1440 NM_004235.5 Krueppel-like factor 4 
(Klf4), isoform 2 

O43474-1 50,1 

c-myc 1320 NM_002467.4 Myc proto-oncogene protein 
(c-Myc), 
isoform 1 

P01106-1 48,7 
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Tableau n°7 : Liste et description des plasmides utilisés au cours du projet. 

Plasmide Description Source 

pUC57-MD-BLa 
Gène synthétique initial comportant la séquence 
codant MD-BLa 

Ce projet 

pUC57-MD-Nanog 
Gène synthétique comportant la séquence codant 
MD-Nanog optimisée E. coli 

Ce projet 

pUC57-MD-Lin28 
Gène synthétique comportant la séquence codant 
MD-Lin28 optimisée E. coli 

Ce projet 

pUC57-MD-Klf4 
Gène synthétique comportant la séquence codant 
MD-Klf4 optimisée E. coli 

Ce projet 

pUC57-MD-c-Myc 
Gène synthétique comportant la séquence codant 
MD-c-Myc optimisée E. coli 

Ce projet 

pUC57-MD-Klf4 
Gène synthétique comportant la séquence codant 
MD-Klf4 optimisée D. melanogaster 

Ce projet 

pUC57-MD-c-Myc 
Gène synthétique comportant la séquence codant 
MD-c-Myc optimisée D. melanogaster 

Ce projet 

pcDNA3.3_OCT4 
Séquence de l'ADNc codant Oct4 insérée au sein du 
plasmide commercial pcDNA3.3 TOPO TA (Invitrogen) 

Addgene #26816 

pcDNA3.3_SOX2 
Séquence de l'ADNc codant Sox2 insérée au sein du 
plasmide commercial pcDNA3.3 TOPO TA (Invitrogen) 

Addgene #26817 

pEAi3S54 (pEAi) 
Séquence codant les 54 premiers acides aminés de 
l'Exotoxine S (ExoS54) de Pseudomonas aeruginosa en 
amont du site de clonage multiple 

(Epaulard et al., 
2006a) 

pEAi-Oct4 Code ExoS54-Oct4-His6x Ce projet 

pET15b 

Plasmide commercial pour l'expression en E.coli. La 
protéine exprimée comprend un tag hexa-histidine 
(His6x) et un site de clivage de la Thrombine en N-
terminal 

Merck-Millipore 

pET15b-Oct4 Code His6x-Thrombin-Oct4 Ce projet 
pET15b-R9-Oct4 Code His6x-Thrombin-R9-Oct4 Ce projet 
pET15b-ExoS54-Oct4 Code His6x-Thrombin-ExoS54-Oct4 Ce projet 
pET15b-MD-BLa Code His6x-Thrombin-MD-BLa Ce projet 
pET15b-MD-Oct4 Code His6x-Thrombin-MD-Oct4 Ce projet 
pET15b-MD-Sox2 Code His6x-Thrombin-MD-Sox2 Ce projet 
pET15b-MD-Nanog Code His6x-Thrombin-MD-Nanog Ce projet 
pET15b-MD-Lin28 Code His6x-Thrombin-MD-Lin28 Ce projet 
pET15b-MD-Klf4 Code His6x-Thrombin-MD-Klf4 Ce projet 
pET15b-MD-c-Myc Code His6x-Thrombin-MD-c-Myc Ce projet 

pDON-R 221 
Vecteur d’eŶtrĠe du sǇstğme GATEWAY. Permet uŶ 
traŶsfert rapide de l’ADNc flanké des sites attB1/attB2 

Life Technologies 

pETG-30A 
Plasmide GATEWAY pour l'expression en E.coli. La 
protéine exprimée comprend un tag hexa-histidine 
(His6xͿ suivi d’uŶ tag GST eŶ N-terminal 

EMBL 

pETG-41A 
Plasmide GATEWAY pour l'expression en E.coli. La 
protéine exprimée comprend un tag hexa-histidine 
(His6xͿ suivi d’uŶ tag MBP eŶ N-terminal 

EMBL 

pETG-30A-MD-Klf4 Code His6x-GST-MD-Klf4 Ce projet 
pETG-30A-MD-c-Myc Code His6x-GST-MD-c-Myc Ce projet 
pETG-41A-MD-Klf4 Code His6x-MBP-MD-Klf4 Ce projet 
pETG-41A-MD-c-Myc Code His6x-MBP-MD-c-Myc Ce projet 
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pMT-BIP 

Plasmide commercial pour l'expression en Drosophila 

melanogaster. La protéine exprimée est exportée 
dans le milieu extracellulaire après clivage du peptide 
BIP. Elle comporte un tag hexa-histidine (His6x) en C-
terminal. 

Invitrogen 

pMT-BIP-MD-Klf4 Code MD-Klf4-His6x Ce projet 
pMT-BIP-MD-c-Myc Code MD-c-Myc-His6x Ce projet 
 

B. OďteŶtioŶ des sǇstğŵes d’eǆpƌessioŶ 

1. SouĐhes d’E. coli 

Des ďactĠries compĠteŶtes BLϮϭ ;DEϯͿ, BLϮϭ ;DEϯͿ pLǇsS, Rosetta™ ;DEϯͿ pLǇsS ou Rosetta-gami B™ 

(DE3) pLysS (Merck-Millipore) sont transformées avec les plasmides pET-15b, pETG-30A et pETG-41A 

compreŶaŶt les diffĠreŶtes coŶstructioŶs. La traŶsformatioŶ s’effectue par un choc thermique 

pendant 30 secondes à 42°C suivant le protocole du fournisseur et les bactéries sont sélectionnées 

sur gélose LB-Agar avec ϭϬϬµg/mL d’Amp ou ϱϬµg/mL de KaŶa. Pour celles compreŶaŶt le plasmide 

pLysS, 30µg/mL de chloramphénicol (Chlo) est également nécessaire à la sélection. Les souches sont 

conservées en LB comprenant 20% de glycérol à - 80°C. 

2. Cellules de Drosophile et transfection 

Les cellules et les réactifs sont fournis par Life Technologies. Des cellules Schneider 2 (S2) de 

Drosophila melanogaster se cultivant à 28°C sans CO2 sont transfectées transitoirement par les 

plasmides pMT-BIP-MD-Klf4 ou pMT-BIP-MD-c-Myc suivant le protocole du fournisseur. Brièvement, 

les cellules cultivées en Schneider Drosophila Medium supplémenté avec 10% de SVF et 1% 

Pénicilline/Streptomycine (P/S) sont diluées à 1.106 cellules/mL en flasque T 75cm2 le jour précédent 

la traŶsfectioŶ. Le leŶdemaiŶ, l’ADN recomďiŶaŶt ;ϲµg pour ϭ.ϭϬ6 cellules) est dilué en solution de 

chlorure de calcium ϮM et mĠlaŶgĠ goutte à goutte, volume à volume à uŶe solutioŶ d’HEPES Ϯx 

pour former un précipité, lequel est incubé 30 minutes à température ambiante. Le précipité est 

ensuite ajouté goutte à goutte aux cellules et laissé sur la nuit. Le troisième jour, les cellules sont 

lavĠes Ϯ fois eŶ milieu complet et l’expressioŶ des protĠiŶes est iŶduite par ϱϬϬµM CuSO4. 

L’expression est suivie dès 6 heures post-iŶductioŶ et jusƋu’au huitiğme jour de culture. L’aŶalǇse 

s’effectue par Ġlectrophorğse sur gel de polǇacrǇlamide eŶ coŶditioŶs dĠŶaturaŶtes et rĠductrices 

(SDS-PAGE) et par western-blot (WB). 
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II. Production, purification et caractérisation des protéines 

recombinantes 

A. Expression/Production 

Les ĠvaluatioŶs des meilleures coŶditioŶs d’expressioŶ soluďle oŶt ĠtĠ rĠalisĠes eŶ petit volume 

avaŶt la productioŶ eŶ gros volume, eŶ vue d’uŶe purificatioŶ.  

2mL de milieu LB ou Terrific Broth (TB) comprenant les additifs et les antibiotiques adéquats (Amp 

et/ou ChloͿ soŶt iŶoculĠs la veille du jour de l’expressioŶ avec les diffĠreŶtes souches. Le leŶdemaiŶ, 

la culture est diluée à densité optique (D.O) 600nm (D.O600nm) égale à 0.2 dans du milieu frais et les 

ďactĠries soŶt cultivĠes jusƋu’à deŶsitĠ Ϭ.ϴ pour l’iŶductioŶ. Les volumes soŶt doŶc augmeŶtĠs pour 

les productioŶs eŶ vue de purificatioŶs. L’iŶductioŶ est rĠalisĠe par Ϭ.ϭ à ϭmM d’Isopropyl β-D-1 

thiogalactopyranoside (IPTG) et la production pendant 1h à 3h à 37°C ou sur la nuit à 25°C, 20°C ou 

16°C. Une fois la production terminée, les bactéries sont collectées par centrifugation à 3 500g 

pendant 20 minutes à 4°C. 

 Pour les tests d’expressioŶ, l’extractioŶ des protĠiŶes totales se fait à l’aide du kit "Fast ďreak 

Cell Lysis Reagent" (Promega) suivant les indications du fournisseur. De la DNAse I (Merck-

MilliporeͿ est utilisĠe à ϭϬϬU/mL eŶ mġme temps Ƌue la lǇse Ƌui s’effectue eŶ ϭϱ miŶutes à 

température ambiante (RT). Les fractions solubles et insolubles sont ensuite séparées à 

14 ϬϬϬg peŶdaŶt ϮϬ miŶutes à 4°C avaŶt d’ġtre aŶalǇsĠes par SDS-PAGE et WB. 

Le tableau n°8 rĠcapitule les coŶditioŶs d’expressioŶ, d’extractioŶ et de purificatioŶ pour chaƋue 

protéine. 

 Pour les volumes de production plus importants à purifier, le culot bactérien est repris dans 

un tampon propre à chaque protéine (Tableau n°7) à un ratio masse de culot "sec" : volume 

de tampoŶ de lǇse Ġgal à ϭg pour ϭϬmL. UŶ cocktail d’iŶhiďiteurs de protéase à 1X (Halt 

Protease Inhibitor Cocktail EDTA-Free, Pierce) et de la DNAse I à 100U/mL sont ajoutés. Les 

ďactĠries soŶt eŶsuite lǇsĠes à l’aide d’uŶe presse de FreŶch à Ϯϱ 000 psi (Thermo Electron 

Corporation) puis le lysat est conservé à 4°C pour le reste de la procédure. Les fractions 

solubles et insolubles sont séparées par ultracentrifugation (Beckman Coulter) à 100 000g 

pendant 45 minutes à 4°C. Les caractéristiques des protéines produites sont récapitulées 

dans le tableau n°9. 
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 Tableau n°8 : RĠcapitulatif des conditions d’eǆpƌession et des taŵpons de lǇse et de puƌification pouƌ chaque protéine de cette étude 

Protéine Souche d’expƌessioŶ CoŶditioŶs d’expƌessioŶ 
Etape de pré-
purifications 

Tampon de lyse Tampon final ou repliement* 

MD-Oct4 

Rosetta™ ;DEϯͿ pLysS 
 

16°C sur la nuit ; milieu LB ; 
ϭmM d’IPTG 

Aucune 
 

10mM Tris pH 7.8, 50mM Na2HPO4, 
500mM NaCl et 10mM Imidazole 

Dulďecco’s Phosphate-Buffered Saline 
(DPBS): 2.7mM KCl, 1.5 mM KH2PO4, 

138mM NaCl, 8mM Na2HPO4  
+ 10% Glycérol 

Oct4 
16°C sur la nuit ; milieu LB ; 

Ϭ,ϱmM d’IPTG 

R9-Oct4 
16°C sur la nuit ; milieu LB ; 

ϭmM d’IPTG 
10mM Tris pH 7.8, 50mM Na2HPO4, 

500mM NaCl et 10% Glycérol 

ExoS54-Oct4 
16°C sur la nuit ; milieu LB ; 

ϭmM d’IPTG 
DPBS + 10% Glycérol MD-β-

Lactamase 
BL21 (DE3) pLysS 

20°C sur la nuit ; milieu LB ; 
Ϭ.ϱmM d’IPTG 

MD-Sox2 Rosetta™ ;DEϯͿ pLysS 
16°C sur la nuit ;  milieu TB ; 

Ϭ,ϱmM d’IPTG aprğs ϭh à 4°C 

Adsorption par échanges 
d’aŶioŶs puis 

chromatographie 
d’ĠchaŶges de catioŶ 

20mM Tris pH 8.5, 100mM NaCl, 10% 
Glycérol, 0.5mM EDTA et 10mM 

Imidazole 

ϮϬmM Tris pH ϴ.ϱ, ≈ϱϬϬmM NaCl, ϭϬ% 
Glycérol, 0.5mM EDTA et < 1.8mM 

Imidazole 

MD-Nanog 

Rosetta™ ;DEϯͿ pLysS 
 

16°C sur la nuit ;  milieu TB ; 
Ϭ,ϱmM d’IPTG 

Aucune 
10 mM Tris pH 7.5, 50mM Na2HPO4, 

500mM NaCl et 10mM Imidazole 
DPBS + 10% Glycérol 

MD-Lin28 
3h 37°C ; milieux LB ou TB ; 

Ϭ,ϱmM d’IPTG 

Adsorption par échanges 
d’aŶioŶs puis 

chromatographie 
d’ĠchaŶges de catioŶ 

50mM Tris pH 7, 100mM NaCl et 10mM 
Imidazole 

50mM Tris pH 7, 1M NaCl, 10% Glycérol 

MD-Klf4 
(Soluble) 

1h 37°C puis 2h 30°C ; milieu 
LB avec 0,5M Sorbitol; 

Ϭ,ϮϱmM d’IPTG aprğs ϯϬmiŶ à 
47°C 

 

MD-Klf4 
(Insoluble) 

3h 37°C ; milieu LB ; 0,5mM 
d’IPTG 

Lavages des C.I 50mM Tris pH 7.5 

* 50mM MES pH 6, 9.6mM NaCl, 0.4mM 

KCl, 1mM EDTA, 0.4M Sucrose, 0.75M 
Guanidine-HCl, 0.5% Triton-X100, 0.05% 

polyéthylène glycol (PEG) 3550, 1mM 
DTT et 10% Glycérol 

MD-c-Myc 
(Soluble) 

18°C sur la nuit ; milieu TB 
avec 0,5M NaCl + 1% Glucose 
+ ϭmM BĠtaïŶe; ϭmM d’IPTG 

après 30min à 47°C 

 

MD-c-Myc 
(Insoluble) 

3h 37°C ; milieu LB ; 0,5mM 
d’IPTG 

Lavages des C.I 50mM Tris pH 7.5 

* 50mM Tris pH 8.5, 9.6mM NaCl, 0.4mM 
KCl, 1mD EDTA, 0.5M Arginine, 0.5M 

Guanidine-HCl, 0.05% PEG 3550, 1mM 
DTT et 10% Glycérol 
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Tableau n°9 : Caractéristiques des protéines produites dans cette étude. 

Protéine Poids moléculaire (kDa) Point Isoélectrique (pHi) 
MD-Oct4 49.5 8.5 
Oct4 41 6.3 
R9-Oct4 42.2 8.6 
ExoS54-Oct4 49.7 5.9 
MD-BLa 39.9 8.6 
MD-Sox2 45.3 9.9 
MD-Nanog 43.5 8.7 
MD-Lin28 31.6 9.1 
MD-Klf4 59.9 9.1 
MD-c-Myc 59.4 6.3 

B. Purification des protéines solubles 

1. AdsoƌptioŶ des ĐoŶtaŵiŶaŶts et Đhƌoŵatogƌaphie d’ĠĐhaŶge de 
cations  

MalgrĠ la prĠseŶce d’uŶ tag His6x, les protéines MD-Sox2 et MD-Lin28 ont nécessité une étape de 

pré-purificatioŶ par ĠchaŶges d’ioŶs.  

Le lysat soluble est repris dans un tampon de lyse à pH inférieur au pHi des protéines MD, elles sont 

donc chargées positivement. Le lysat comprenant ϭϬϬmM de NaCl est d’aďord passĠ sur uŶe coloŶŶe 

d’ĠchaŶge d’aŶioŶs ;Q-HP, GE Healthcare) sur automate de purification (NGC, Bio-Rad) à 1mL/min et 

les protéines chargées négativement sont adsorbées. Les protéines non fixées, chargées 

positivement sont séparĠes par uŶe chromatographie d’ĠchaŶge de catioŶs sur coloŶŶe ;SP-HP, GE 

Healthcare) en sortie de la première colonne. La première colonne est jetée et la seconde est rincée 

aďoŶdammeŶt avec le tampoŶ de lǇse jusƋu’à ce Ƌue l’aďsorďaŶce à ϮϴϬŶm ;ʄ280nm) soit stable et 

proche de 0 puis les protéines MD sont éluées avec un gradient de NaCl de 100mM à 1M sur 10 

volumes de colonne (V.C). Les fractions sont ensuite analysées par SDS-PAGE et WB et celles 

comprenant la protéine MD sont regroupées pour continuer sur une étape de chromatographie 

d’affiŶitĠ. 

2. Chƌoŵatogƌaphie d’affiŶitĠ IMAC 

Toutes les protĠiŶes oŶt ĠtĠ purifiĠes par chromatographie d’affiŶitĠ IMAC ;Immobilized Metal 

Affinity Chromatography) grâce à leur tag His6x.  

Exceptée MD-Lin28 qui est purifiée sur automate avec uŶe coloŶŶe "ProfiŶitǇ™ IMAC Cartridges" 

(Bio-Rad) suivant les recommandations du fournisseur, les autres protéines sont purifiées par 

chromatographie IMAC "en batch" suivant un protocole adapté de Thier et al. (Thier et al., 2010). Les 

protéines solubles sont mises en contact avec une résine "Ni+-NTA-Agarose" (Qiagen) préalablement 
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rincée avec le tampon de lyse et mises en incubation 1 heure à 4°C. Le mélange est transféré dans 

une colonne de chromatographie vide et les protéines non fixées à la résine sont regroupées (Flow 

Through : FT). La résine est ensuite lavée avec des concentrations "type palier" croissantes en 

imidazole sous la forme de Ϯ V.C de tampoŶ de lǇse compreŶaŶt ϭϬmM d’imidazole ;Wϭ-1 et 1-2) 

puis 4 V.C de tampoŶ de lavage compreŶaŶt ϴϬmM d’imidazole ;WϮ-1, 2-2, 2-3 et 2-4). La protéine 

d’iŶtĠrġt est ĠluĠe par ϲ fois ½ V.C de tampoŶ d’ĠlutioŶ compreŶaŶt ϱϬϬmM d’imidazole ;Eϭ à EϲͿ.  

UŶ protocole lĠgğremeŶt diffĠreŶt a ĠtĠ adaptĠ pour la purificatioŶ d’affiŶitĠ de MD-Sox2 après 

l’Ġtape d’ĠchaŶge d’ioŶs. La procĠdure est ideŶtiƋue sauf pour les Ġtapes de lavage et d’ĠlutioŶ Ƌui 

s’effectueŶt avec davantage de paliers ; élution 1 à 9 : 50, 80, 100, 150, 200, 250, 300, 350 et 500mM 

d’Imidazole. 

Les fractions sont ensuite analysées par SDS-PAGE et WB et celles compreŶaŶt la protĠiŶe d’iŶtĠrġt 

sont regroupées pour être dialysées. 

3. Dialyse 

Les protĠiŶes purifiĠes oŶt ĠtĠ dialǇsĠes ϯ fois à 4°C coŶtre leur tampoŶ fiŶal dĠpourvu d’imidazole 

ou contre du PBS (Tableau n°8). Pour ce faire, les fractions regroupées sont placées dans une 

membrane de dialyse (Spectra/Por Dialysis tubing, Spectrum Labs) préalablement rincée avec du PBS. 

Cette membrane laisse passer les poids moléculaire inférieur à 10 kDa. Pour un volume de solution à 

dialǇser, ϭϬϬ volumes de tampoŶ soŶt utilisĠs. La dialǇse dure 4 heures et l’Ġtape est recommeŶcĠe Ϯ 

fois supplémentaires. La solution dialysée est centrifugée à 20 000g pendant 20 minutes à 4°C et les 

fractions solubles et insolubles résultant de cette étape sont analysées par SDS-PAGE et WB. 

C. Purification des protéines insolubles  

1. Lavage des Đoƌps d’iŶĐlusioŶ et ƌeplieŵeŶt 

Les fractions insolubles des productions de MD-Klf4 et MD-c-Myc sont reprises en tampon de lyse 

(50mM Tris pH 7.5, 100mM NaCl, 5% Glycérol et 0.1mM DTT) et homogénéisées sur glace à 15 000 

rpm (Homogénéisateur, IKA T10 basic Ultra-Turrax) grâce à 4 cycles de 20 secondes "Marche"/40 

secondes "Arrêt". Du Triton-X100 à la concentration de 1% final est ajouté à la solution qui est 

incubée 15 minutes à 4°C sous agitation lente. La fraction insoluble est centrifugée à 20 000g 

peŶdaŶt ϮϬ miŶutes à 4°C. Les Ġtapes d’homogénéisation et de lavage sont recommencées 2 fois 

supplémentaires dans le tampon de lyse dépourvu de Triton-X100. Une dernière étape de lavage est 

effectuée sur la nuit à 4°C avec le tampon de lyse (contenant 0.2% de Triton-X100 pour MD-Klf4). Le 
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lendemain, la fraction insoluble est de nouveau centrifugée et homogénéisée dans un tampon 50mM 

Tris pH 7.5. 

UŶ volume d’homogĠŶat est diluĠ goutte à goutte daŶs ϭϬϬ volumes des diffĠreŶts tampoŶs de 

repliement pour les tests préliminaires (15 tampons adapté de QuickFold™ ProteiŶ RefoldiŶg kit, 

AtheŶa EŶzǇme SǇstems™Ϳ. UŶ ϭϲème tampoŶ de repliemeŶt issu d’uŶe Ġtude de Soufi et al. a 

également été testé, il est composé de : 10mM Tris pH 7.5, 1mM MgCl2, 10µM, ZnCl2, 10mM KCl, 

1mM DTT, 5% glycérol et 0.5 mg/mL BSA (Soufi et al., 2015). Des dilutions finales au 25ème et au 20ème 

ont respectivement été retenues pour MD-Klf4 et MD-c-Myc une fois le tampon sélectionné. Les 

dilutions sont incubées 1 à 2 heures à 4°C, 22°C et 37°C sous agitation douce. Les fractions solubles et 

insolubles sont ensuite séparées à 20 000g pendant 20 minutes à 4°C et les protéines de la fraction 

soluble sont précipitées ou concentrées. Les fractions sont analysées par SDS-PAGE et WB. 

2. Précipitation des protéines par le TCA 

De l’acide trichloracétique (TCA) est dilué à 20% dans la solution à précipiter qui est ensuite incubée 

15 minutes sur glace. Le surnageant dépourvu de protéine est éliminé par une centrifugation à 

14 ϬϬϬg peŶdaŶt ϭϬ miŶutes à 4°C. AfiŶ d’ĠlimiŶer les sels, ϭmL d’acĠtoŶe glacĠe est ajouté au culot 

insoluble. Ce dernier est vortexé puis incubé 1 heure à - 20°C avec des agitations de 30 secondes 

toutes les ϭϱ miŶutes. Aprğs ceŶtrifugatioŶ, le culot iŶsoluďle lavĠ est repris eŶ tampoŶ d’ĠchaŶtilloŶ 

de Laemmli 1x. 

D. Concentration, dosage et détermination de la pureté des 

protéines 

Les protéines sont concentrées par filtration tangentielle (Amicon Ultra-15mL, Merck-Millipore). 

Brièvement, la membrane de filtration est rincée avec 10mL de tampon de la protéine et la solution 

de protéine à concentrer est déposée sur la membrane. Une centrifugation est réalisée à 3 500g et 

4°C pour uŶ temps suffisaŶt afiŶ d’oďteŶir le volume fiŶal souhaitĠ. La fractioŶ iŶsoluďle est ĠlimiŶĠe 

par une dernière centrifugation à 20 000g pendant 20 minutes à 4°C. La concentration en protéines a 

été déterminée par 2 méthodes.  

 UŶe premiğre à l’aide du kit "BCA ProteiŶ AssaǇ Kit" ;PierceͿ ďasĠ sur la rĠactioŶ de l’acide 

bicinchoninique (BCA) avec les ions cuivre réduits en milieu alcalin après liaison aux 

protĠiŶes. L’association BCA/Cu+ est proportionnelle à la quantité de protéine et une 

coloration violette apparaît. Nous avons suivi le protocole du fournisseur en créant une 

gamme de BSA et l’aďsorďaŶce est mesurĠe à ϲϮϬŶm sur uŶ lecteur de plaƋue ;TriStar LB 

940, Berthold technologies). 
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 La seconde méthode permettant de doser les protéines a été utilisée quand des composés 

eŶ solutioŶ produisaieŶt des iŶterfĠreŶces avec la mĠthode "BCA" ;dĠtergeŶts, etc…Ϳ. Pour 

ce faire, des quantités déterminées de BSA sont déposées en SDS-PAGE en même temps que 

les protĠiŶes d’iŶtĠrġt. Les Ŷiveaux d’iŶteŶsitĠ des ďaŶdes de BSA permetteŶt de crĠer uŶe 

courďe ĠtaloŶ de "Ŷiveau de gris" et d’eŶ extraire l’ĠƋuatioŶ alors utilisĠe pour retrouver la 

ƋuaŶtitĠ dĠposĠe de protĠiŶe d’iŶtĠrġt eŶ foŶctioŶ de l’iŶteŶsitĠ de sa ďaŶde. 

La pureté des protéines est analysée grâce au logiciel Image Lab (Bio-Rad). Après analyse SDS-PAGE, 

uŶe photo des gels est effectuĠe sur l’imageur. Le Ŷiveau de gris de la ďaŶde d’iŶtĠrġt ;moŶomğres 

non-dégradés uniquement) est comparé au niveau de gris total de la piste de migration. 

E. Conservation et décongélation des protéines 

10% de glycérol est ajouté au tampon final une fois les protéines purifiées, dialysées, concentrées et 

dosées. Les protéines en solution sont filtrées à 0.22µm pour les stériliser puis conservées à  

- ϴϬ°C. La dĠcoŶgĠlatioŶ des protĠiŶes s’effectue à ϯϳ°C jusƋu’à ce Ƌue le glaçoŶ disparaisse puis elles 

sont placées sur glace. Les protéines ne sont pas recongelées. 

F. Caractérisation 

1. Electrophorèse sur gel de polyacrylamide en condition dénaturante 

et Western-Blot 

Les protĠiŶes soŶt dĠŶaturĠes et rĠduites par l'ajout de TampoŶ d’ĠchaŶtilloŶ Laemmli ϭx coŶteŶaŶt 

du Sodium DodĠcǇl Sulfate ;SDSͿ et du β-Mercaptoéthanol. Elles sont chauffées à 95°C pendant 5 

minutes puis séparées par électrophorèse sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes 

(SDS-PAGE).  

Les protéines totales sont ensuite analysées par une révélation Stain-Free™ puisƋue des gels de 

polyacrylamide "Mini-Protean© TGX Stain-Free™ Precast Gels" ;Bio-Rad) sont utilisés. Les gels Stain-

Free™ coŶtieŶŶeŶt uŶ iŶtercalaŶt des trǇptophaŶes photoseŶsiďles aux U.V Ƌui permet de rĠvĠler les 

protéines (à condition que leur séquence contienne au moins 1 résidu tryptophane), grâce au 

système d’imagerie ChemiDoc™ ;Bio-Rad). 

Pour les Western-Blots, les protéines des gels Stain-Free™ soŶt traŶsfĠrĠes sur memďraŶe de 

Ŷitrocellulose ;TraŶsBlot© Turďo™, Bio-Rad). Pour éviter les liaisons non spécifiques, un "blocage" 

d’uŶe heure à RT est effectuĠ eŶ Tris-Buffered Saline (TBS) 1x contenant 0.01% Tween-20 et 5% lait. 

Un anticorps monoclonal de souris anti-tag His6x couplé à la HorseRadish Peroxydase (HRP) (réf. 130-

092-785, Miltenyi Biotech) est dilué dans ce même tampon au 10 000ème et incubé 1 heure à RT. 3 

lavages de 15 minutes chacun en TBS contenant 0.01% Tween-20 sont effectués après incubation et 
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la révélation est réalisée par chimiluminescence grâce au substrat de la HRP ;ClaritǇ™ ECL Western 

Blotting Substrate, Bio-Rad) et analǇsĠ par le sǇstğme ChemiDoc™ ;Bio-Rad). 

2. Test d’affiŶitĠ d’OĐt4 pouƌ sa sĠƋueŶĐe Điďle d’ADN : "Active motif" 

Un kit commercial (TransAM® Oct-4, Active MotifͿ permettaŶt de doser les formes actives d’Oct4 

dans les cellules de mammifères par un test ELISA, a ĠtĠ utilisĠ pour vĠrifier l’activitĠ des diffĠreŶtes 

formes d’Oct4 produites daŶs cette Ġtude. Le protocole du fourŶisseur est suivi et uŶe gamme 

d’extrait ŶuclĠaire de la ligŶĠe Pϭϵ de carciŶome emďrǇoŶŶaire muriŶ coŶteŶaŶt Oct4 est rĠalisĠe de 

0,5 à 5µg/mL pour servir de contrôle positif. Les protéines purifiées sont volontairement diluées 

davantage pour rester dans la limite de la mesure soit de 0.0001 à 0.5µg/mL environ. Les dilutions 

sont effectuées en "Complete Lysis-M Buffer" (Roche Applied Science) et ce tampon sert de blanc. Ce 

test est rĠvĠlĠ par colorimĠtrie sur lecteur de plaƋue et l’aďsorďaŶce oďteŶue à 4ϱϬŶm est 

proportioŶŶelle à la ƋuaŶtitĠ d’Oct4 fixĠe sur sa sĠƋueŶce d’ADN. La lecture Ŷ’est plus liŶĠaire au-

delà de 2 de D.O450nm. 

III. Culture cellulaire 

A. Cellules et conditions de culture 

Les cellules eucaryotes sont cultivées à 37°C avec 5% de CO2 en atmosphère humide. Tous les 

milieux, les kits et les additifs de culture sont fournis par Life Technologies excepté ceux spécifiés. Les 

milieux de culture sont préchauffés à 37°C avant contact avec les cellules. 

1. Fibroblastes 

Deux lignées de fibroblastes primaires de peau humaine ont été utilisées dans cette étude. La lignée 

BJ (Stemgent 08-0027) a été utilisé à passage (p) 9 et la lignée HDNF (Human Dermal Newborn 

Fibroblasts, PromoCell C-ϭϮϯϬϬͿ à p4. Ces cellules soŶt cultivĠes eŶ Dulďecco’s Modified Eagle’s 

Medium ;DMEMͿ coŶteŶaŶt ϭϬ% de sĠrum de veau fœtal ;SVFͿ et supplĠmeŶtĠ avec ϮmM Glutamax, 

ϭϬϬµM d’acides amiŶĠs ŶoŶ-essentiels (NEAA), 50U/mL de Pénicilline + 50mg/mL de Streptomycine 

;P/SͿ et ϱϬµM β-MercaptoĠthaŶol ;β-ME) (= milieu "Fibroblaste"). La conservation des lignées 

cellulaires est effectuée en azote liquide, en milieu complet comprenant 10% de Diméthylsulfoxyde 

(DMSO, Sigma). 

2. Cellules souches hématopoïétiques 

Les CSH humaiŶes oŶt ĠtĠ purifiĠes à partir d’uŶitĠs de saŶg de cordoŶ disƋualifiĠes pour la thĠrapie 

cellulaire suite à uŶe procĠdure approuvĠe par la commissioŶ d’exameŶ scieŶtifiƋue de l’EFS. Tous 

les parents ont donné leur consentement écrit. A réception de la poche de sang, les cellules 
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mononuclées du sang périphériques (PBMC) sont  séparées par gradient de densité cellulaire sur 

milieu "Ficoll" (Eurobio). Pour ce faire, le sang est dilué 3 fois dans du DPBS et 30mL de ce mélange 

est déposé sur 15mL de "Ficoll" équilibré à RT. Les cellules sont centrifugées à 800g pendant 20 

miŶutes à RT saŶs freiŶage. L’aŶŶeau de PBMC est rĠcupĠrĠ à l’iŶterface "Ficoll"/Plasma puis est lavĠ 

2 fois en DPBS à 400g pendant 10 minutes. Les cellules sont reprises en DPBS supplémenté par 2% 

SVF et 2% EDTA à raison de 300µL pour 100.106 cellules. Les CSH sont ensuite isolées par sélection 

positive des cellules exprimant le marqueur CD34 grâce à des billes de tri magnétique suivant le 

protocole du fournisseur (réf. 18096, Miltenyi Biotech). Brièvement, après saturation des récepteurs 

pour les fragments Fc, 100µL de billes couplées à un anticorps anti-CD34 sont ajoutés pour 100.106 

cellules puis incubées 30 minutes à 4°C. Les cellules sont ensuite lavées en DPBS avec 2% SVF et 2% 

EDTA à 400g pendant 10 minutes à 4°C, placées sur une colonne aimantée et les cellules non fixées 

sont écartées. Les cellules sont éluées puis de nouveau lavées. Finalement les CSH sont reprises en 

milieu StemPro-34 "sans sérum" supplémenté par son additif nutritif et par les cytokines 

suivantes (Miltenyi Biotech) : 100 ng/mL de Stem Cell Factor (SCF), Interleukine 3 (IL-3), Interleukine 

6 (IL-6), Fms-related tyrosine kinase 3 Ligand (Flt3L) et 10 ng/ml de Thyroperoxidase (TPO) (= milieu 

"CSH"Ϳ. Les cellules soŶt amplifiĠes ϯ jours avaŶt d’ġtre coŶgelĠes eŶ azote liƋuide, eŶ milieu complet 

avec 10% de DMSO. 

3. Fibroblastes embryonnaires de souris 

Des MEF oŶt ĠtĠ isolĠs à partir d’emďrǇoŶs de souris gestaŶtes. Pour ce faire, des souris CD-ϭ™ soŶt 

accouplées au sein de la Plateforme de Haute Technologie Animale (PHTA, La Tronche). Les femelles 

soŶt sacrifiĠes à ϭϯ,ϱ jours aprğs coït et les chapelets d’emďrǇoŶs soŶt extraits de l’utĠrus. La tġte, 

les viscères ainsi que les gonades sont écartés puis le reste du corps est incubé à 37°C pendant 10 

minutes dans 1mL de Trypsine-EDTA Ϭ.Ϯϱ%. UŶe dissociatioŶ est par la suite rĠalisĠe à l’aide d’uŶ 

dispositif "Gentle MACs Dissociator" ;MilteŶǇi BiotechͿ. L’homogĠŶat est mis eŶ culture eŶ 

adhérence dans des flaques T 75cm² en milieu "Fibroblaste". Le milieu est changé à 24 heures et les 

cellules sont congelées à 48 heures en milieu complet comprenant 10% de DMSO.  

Ces cellules sont cultivées sur une matrice de gélatine et servent de support pour la croissance des 

iPSC. Les MEF sont décongelées 24 heures avant la préparation des plaques. La méthode de "coating" 

des plaques est réalisée suivant le protocole de (Takahashi et al., 2007). Elles soŶt recouvertes d’uŶe 

solution filtrée de gélatine 0.1% en eau distillée (w/v, Sigma) et incubées au moins 30 minutes à 

ϯϳ°C. L’excĠdeŶt de gĠlatiŶe est jetĠ aprğs iŶcuďatioŶ et les MEF soŶt irradiĠes à ϲϬ GraǇs (Blood-X 

RadͿ puis rĠparties daŶs les puits de maŶiğre à ce Ƌu’elles soieŶt coŶflueŶtes. Les iPSC sont 

transférées sur ces plaques après que les MEF aient adhéré pendant 24 heures. 
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4. Cellules souches pluripotentes induites 

Les iPSC ont été cultivées de 2 façons différentes. 

 La première sur une couche de MEF irradiées comme expliqué précédemment, en milieu 

DMEM/F12 comprenant 20% de sérum de remplacement (SR), 2mM Glutamax, 100µM 

NEAA, ϱϬU/mL + ϱϬmg/mL P/S, ϱϬµM β-ME et 10ng/mL de basic Fibroblast Growth Factor 

(bFGF) (= milieu "iPSC"Ϳ. Avec cette mĠthode de culture, les coloŶies d’iPSC sont  "passées" 

tous les 4 jours par traitement de 10 minutes à 37°C avec 100U/mL de collagénase de type IV 

suivi d’uŶe dissociatioŶ mĠcaŶiƋue avec uŶ râteau ;EZPassage toolͿ. Les cellules sont très 

légèrement homogénéisées en solution pour dissocier les colonies les plus grosses puis 

récupérées après sédimentation et diluées (1 : 4) dans des puits de MEF fraîches contenant 

du milieu iPSC. Ce dernier est changé de moitié tous les jours. 

 La seconde méthode de culture se fait sur matrice de vitronectine (VTN-N) dans du milieu 

Essential 8 (E8) Flex "sans sérum" supplémenté avec son additif nutritif (comprenant déjà du 

ďFGF à ϭϬϬŶg/mLͿ. Le "coatiŶg" s’effectue à raisoŶ de Ϭ.ϱµg de VTN-N/cm² et la plaque est 

iŶcuďĠe au miŶimum ϯϬ miŶutes à ϯϳ°C. L’excĠdeŶt de VTN-N est jeté et les cellules sont 

directement diluées dans les puits, dans du milieu E8. Le passage des iPSC est rĠalisĠ à l’aide 

de DPBS compreŶaŶt Ϭ.ϱmM d’EDTA, tous les ϯ à 4 jours. Les colonies sont incubées à 37°C 

pendant 3 minutes exactement puis la solution de dissociation est retirée. Les iPSC sont 

homogénéisées avec du milieu E8 frais puis diluées dans les puits recouvert de VTN-N (1 : 4). 

Le milieu est changé tous les 2 jours et les volumes de milieu doublées pour le week-end. 

Les iPSC sont conservées avec le kit "PSC Cryopreservation" suivant le protocole du fournisseur. Ce 

kit contient du DMSO, un inhibiteur de la voie "ROCK" et des antioxydants. 

B. Protocole de vectorisation par le CPP MD 

Des cellules adhérentes et non-adhérentes ont été traitées avec les protéines MD. 

Le Ŷomďre de cellules mises eŶ culture varie eŶ foŶctioŶ de l’expĠrieŶce ;voir plus ďasͿ. Les cellules 

sont ensemencées 24 heures avant le traitement. Pour les expériences de reprogrammation, les 

cellules sont ensemencées le vendredi pour débuter le lundi soit 72 heures avant le premier 

traitement. Le jour du traitement, le milieu de culture est retiré, les cellules sont lavées une fois avec 

du DPBS (excepté pour la reprogrammation) puis incubées en milieu DMEM/F12 dépourvu de sérum 

et contenant les protéines MD. En termes de volume, 200µL est utilisé pour un puits de plaque 24 

puits et 700µL pour les puits de plaques 6 puits. Les protéines MD sont diluées en fonction de 

l’expĠrieŶce ;voir plus ďasͿ. Du DPBS est ajoutĠ daŶs les iŶterstices des puits pour limiter 
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l’ĠvaporatioŶ et les cellules soŶt iŶcuďĠes duraŶt ϭϱ miŶutes à 4 heures suivaŶt l’expĠrieŶce, à ϯϳ°C 

et 5% CO2. Du milieu complet est finalement ajoutĠ uŶe fois l’iŶcuďatioŶ termiŶĠe pour complĠter les 

puits et les cellules soŶt replacĠes à l’Ġtuve. 

Si l’expĠrieŶce doit s’arrġter, les cellules soŶt riŶcĠes deux fois eŶ DPBS aprğs l’iŶcuďatioŶ puis soit 

fixées pour des expériences de microscopie soit décollĠes à l’aide de TrǇpsiŶe-EDTA 0.25%. 

L’iŶcuďatioŶ avec la TrǇpsiŶe est voloŶtairemeŶt portĠe à ϭϬ miŶutes à ϯϳ°C doŶc exagĠrĠe pour 

permettre de dégrader les protéines MD présentes à la surface des cellules. Les cellules sont ensuite 

soit fixées puis marquées pour la cytométrie soit lysées pour récupérer leur ARN totaux. 

Le protocole de traitemeŶt des CSH est ideŶtiƋue mais s’effectue eŶ tuďes de cǇtomĠtrie eŶ flux 

(12x75mm 5mL FACS Tubes, BD Biosciences) puisque les cellules sont en suspension. Ces cellules 

sont lavées en DMEM/F12 à 400g pendant 10 minutes à RT. Le milieu est aspiré et les cellules sont 

incubées dans 200µL de DMEM/F12 sans sérum avec les protéines MD. Les cellules sont transférées 

en plaque après incubation, du milieu complet est ajouté pour compléter les puits et les plaques sont 

placĠes à l’Ġtuve. Si l’expĠrieŶce doit s’arrġter, les cellules soŶt lavĠes deux fois eŶ DPBS à 4ϬϬg 

pendant 10 minutes à RT puis fixées ou lysées. 

C. Evaluation de la vectorisation des protéines MD 

1. Analyse en cytométrie en flux 

Des fibroblastes BJ ou HDNF sont ensemencés à 2.104 cellules par puits de plaque 24 puits, la veille 

du transfert des facteurs par le CPP MD. Les protéines sont utilisées à 10µg/mL (MD-Oct4 = 200nM, 

MD-Sox2 = 220nM, MD-Nanog = 230nM, MD-Lin28 = 315nM). 

Les cellules sont marquées pour rapporter la présence intracellulaire des protéines vectorisées à 

l’aide du kit "TraŶscriptioŶ Factor Buffer Set" ;BD PharmiŶgeŶͿ. BriğvemeŶt, les cellules soŶt fixĠes 

avec le tampon Fix/Perm pendant 45 minutes à 4°C puis lavées 2 fois avec le tampon Perm/Wash. 

Une étape de blocage des récepteurs aux fragments Fc est effectuée à RT pendant 1 heure avec le 

tampoŶ Perm/Wash coŶteŶaŶt ϱ% de SVF et ϭϬ% de sĠrum d’âŶe ;rĠf. Ϭϭϳ-000-121, Jakscon 

Immunoresearch). Un anticorps monoclonal de souris anti- His6x tag (réf. Ab18184, Abcam) est dilué 

au 200ème dans la solution précédente et incubé avec les cellules sur la nuit à 4°C. Les cellules sont 

ensuite lavées 2 fois par le tampon Perm/Wash et un marquage secondaire est réalisé durant 1 heure 

à RT daŶs le Ŷoir avec uŶ aŶticorps polǇcloŶal d’âŶe aŶti-IgG de souris, couplĠ à l’Alexa Fluor 4ϴϴ et 

dilué au 200ème (réf. 715-546-150, Jackson Immunoresearch). Les cellules sont finalement lavées 3 

fois en Perm/Wash et conservées à 4°C en tampon "FACS Lysing Solution" 1x (BD Pharmigen). 
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L’acƋuisitioŶ eŶ cǇtomĠtrie eŶ flux ;CMFͿ est effectuĠe sur uŶ cǇtomĠtre FACS CaŶto II ;BDͿ et 

analysée avec le logiciel FACS Diva 6.0 (BD). 

2. Analyse en microscopie confocale 

Des fibroblastes HDNF et des CSH sont ensemencés à 4.104 cellules par chambre de "lamelle 8 

compartiments Lab-Tek™ II" ;rĠf. ϭϱϱ4Ϭϵ, NuŶcͿ, Ϯ4 heures avaŶt le traŶsfert des facteurs par le CPP 

MD. Les protéines MD-Oct4 et MD-Nanog ont respectivement été utilisées à 5µg/mL (100nM) et 

10µg/mL (230nM).  

A l’issu de la vectorisatioŶ, les CSH Ƌui Ŷe soŶt pas adhĠreŶtes soŶt marƋuĠes eŶ tuďes. Les cellules 

sont lavées 3 fois en PBS et fixées par 3.7% de paraformaldehyde (Sigma) pendant 15 minutes à 37°C. 

Les cellules sont de nouveau lavées 3 fois en PBS puis perméabilisées et "bloquées" pendant 1 heure 

à RT avec du PBS contenant 0.1% Tween-ϮϬ, 4% BSA et ϭϬ% de sĠrum d’âŶe. L’aŶticorps primaire 

anti-Oct4 (réf. SC-5279, Santa Cruz Biotechnology, dilution au 60ème) ou anti-Nanog (réf. AF1997, R&D 

Systems, dilution au 25ème) est dilué dans la solution de blocage et les cellules sont incubées sur la 

nuit à 4°C. Les cellules sont ensuite lavées 3 fois en PBS puis les anticorps secondaires anti-IgG de 

souris (pour Oct4) ou anti-IgG de chèvre (pour Nanog) couplés aux fluorochromes AlexaFluor 488 et 

633 (réf. 715-546-150 et 715-546-150, Jackson Immunoresearch, dilution au 200ème dans du PBS) sont 

ajoutés et les cellules sont incubées 1 heure à RT dans le noir. Les cellules sont lavées 3 fois avec du 

PBS. Le noyau et les membranes sont respectivement contre-colorés par du DAPI (Sigma) dilué au 

10 000ème et avec des AgglutiŶiŶes de germe de ďlĠ couplĠes à l’Alexa Fluor ϱϱϱ ;WGA : Wheat Germ 

Agglutinin, Molecular Probes) diluées au 1 000ème dans du PBS, durant 10 minutes à RT dans le noir. 

Les cellules sont finalement rincées une fois en PBS et analysées en microscopie confocale, les CSH 

sont donc replacées dans les chambres Lab-Tek™. Les images oŶt ĠtĠ acƋuises de maŶiğre 

séquentielle en fonction du fluorochrome en utilisant un microscope confocal à balayage laser (TCS-

SP2, Leica ou LSM710, Zeiss). Les images sont analysées avec le logiciel ImageJ. Des coupes optiques 

successives soŶt prises le loŶg de l’axe Z avec des pas de Ϯµm pour aŶalǇser la localisation 

subcellulaire des protéines transférées. 

3. Analyse en cyto-microscopie automatisée 

Cette techŶiƋue a ĠtĠ utilisĠe, eŶ support de la CMF, pour Ġvaluer l’eŶtrĠe d’Oct4 grâce au CPP MD 

dans différents milieux de vectorisation. MD-Oct4 est utilisée à 100nM et la procédure de marquage 

est identique à celle de la partie "microscopie confocale". Cette technique est automatisée grâce à 

un microscope motorisé IX81-2DC (Olympus) et une contre-coloration des noyaux par du DAPI 

permet de réaliser un autofocus qui doŶŶe alors lieu à la capture d’uŶ Ŷomďre importaŶt de champs. 

ϭϲ champs soŶt imagĠs pour chaƋue coŶditioŶ de traŶsfert. Les doŶŶĠes soŶt aŶalǇsĠes à l’aide du 
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logiciel dĠdiĠ "Soft ScaŶR" Ƌui permet d’extraire l’iŶteŶsitĠ totale de fluoresceŶce du champs que 

l’oŶ soustrait au Ŷomďre de ŶoǇaux pour oďteŶir uŶe iŶteŶsitĠ moǇeŶŶe de fluoresceŶce ;MFIͿ. Les 

temps d’acƋuisitioŶ utilisĠs soŶt les suivaŶts : Autofocus = 5µs, DAPI = 20 ms, Alexa Fluor 488 = 50 

ms. Les images ont été acquises de manière séquentielle en fonction du fluorochrome. 

D. VaƌiatioŶ de l’eǆpƌessioŶ gĠŶiƋue 

1. Extraction ARN 

Les ARN totaux sont extraits des cellules grâce au kit "PureLink RNA Mini Kit" (Life Technologies). Un 

traitement par la DNAse I est réalisé directement sur la colonne (fournie dans le kit) selon les 

iŶstructioŶs du fourŶisseur, peŶdaŶt ϭϱ miŶ à RT. L'ĠlutioŶ est rĠalisĠe daŶs uŶ volume de ϯϬʅl d'eau 

"RNAse-Free" (Merck Millipore). Les ARN sont stockés à - 80°C. 

2. Transcription inverse 

Les réactions de transcription inverse (RT-PCR) sont réalisées après l'extraction d'ARN, grâce au kit 

"First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV)" (réf. 11 483 188 001, Roche Applied Sciences), à 

partir de ϭ ʅg d'ARN purifiĠ. UŶ oligo;dTͿ est utilisĠ comme amorce uŶiƋue pour la sǇŶthğse, seloŶ le 

programme du fournisseur : 

Etapes Température (en °C) Temps (en min) 

Hybridation 25 10 

Elongation 42 60 

Dénaturation 99 5 

Refroidissement 4 5 

Les ADNc obtenus sont stockés à - 80°C jusqu'à leur utilisation. 

3. PCR quantitative en temps réel 

Les réactions de PCR quantitative en temps réel (qPCR) sont réalisées grâce au kit "FastStart SYBR 

Green Master" (réf. 04 673 484 001, Roche Applied Sciences), suivant le protocole du fournisseur à 

partir de ϱ µL d’ADNc oďteŶus prĠcĠdemmeŶt, daŶs uŶ volume rĠactionnel final de 20 µL. 

Les amorces utilisĠes pour mesurer la variatioŶ de l’expressioŶ des gğŶes ciďles oŶt ĠtĠ coŶçues à 

l’aide du site Roche "ProďeFiŶder versioŶ Ϯ.ϱϬ for HumaŶ" afiŶ d’oďteŶir uŶe tempĠrature de fusioŶ 

de 60°C. Elles sont listées dans le tableau n°10. Le gène hprt Ƌui code l’HǇpoxaŶthiŶe-guanine 

phosphoribosyltransférase, est utilisé comme gène de référence. 
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Tableau n°10 : Liste et caractéristiques des amorces utilisées pour les réactions de qPCR. 

Cible SéƋueŶce 5’ 3’ Taille de l’aŵplicoŶ 
(nt) 

Saut 
d’iŶtƌoŶ 

hprt 
Forward gaccagtcaacaggggacat 

95 Oui 
Reverse gtgtcaattatatcttccacaatcaag 

oct4 
Forward cttcgcaagccctcatttc 

88 Non 
Reverse gagaaggcgaaatccgaag 

sox2 
Forward gggggaatggaccttgtatag 

85 Non 
Reverse gcaaagctcctaccgtacca 

nanog 
Forward atgcctcacacggagactgt 

67 Oui 
Reverse cagggctgtcctgaataagc 

lin28 
Forward gaagcgcagatcaaaaggag 

115 Oui 
Reverse gctgatgctctggcagaagt 

esrrb 
Forward gagatgctggaggccaag 

127 Non 
Reverse agttgctctgatccctgctt 

klf4 
Forward gggagaagacactgcgtca 

88 Oui 
Reverse ggaagcactgggggaagt 

c-myc 
Forward gctgcttagacgctggattt 

73 Oui 
Reverse taacgttgaggggcatcg 

e-cadherin (cdh1) 
Forward tggaggaattcttgctttgc 

64 Oui 
Reverse cgctctcctccgaagaaac 

Sox17 
Forward acgccgagttgagcaaga 

82 Oui 
Reverse tctgcctcctccacgaag 

htert 
Forward gccttcaagagccacgtc 

61 Oui Reverse ccacgaactgtcgcatgt 

Les mesures de ƋPCR soŶt rĠalisĠes par suivi de l’iŶcorporatioŶ de SYBR GreeŶ eŶ foŶctioŶ du temps 

sur un thermocycleur Mastercycler® Ep Realplex 2 (Eppendorf) selon le programme suivant : 

Etapes Température (en °C) Temps  

Dénaturation initiale 95 10 min 

Dénaturation 95 15 sec 

Elongation  60 60 sec 

Dissociation Gradient 60  95 20 min 

Les doŶŶĠes soŶt extraites du logiciel d’acƋuisitioŶ "EppeŶdorf Realplex". La formule suivaŶte est 

utilisée pour déterminer les variations (Fold Change) d'une condition testée par rapport à une 

coŶditioŶ coŶtrôle de l’expĠrieŶce (Pfaffl, 2001): 

Fold Change = 2^-ΔΔCt 

ΔΔCt = ΔCtcible – ΔCtréférence 

ΔCt = Cttest - Ctcontrôle 

 

 

x40 cycles 
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Avec : 

- Ct (Cycle threshold ou Cycle seuil) : Correspond au point pour lequel le signal fluorescent est 

significativement supérieur au bruit de fond. Ce point apparaît au début de la phase exponentielle. 

Le Ct est calculé par défaut par le logiciel. 

- Test : Condition "test expérimental" (ex : traitement MD-O ou MD-OSNL). 

- Contrôle : Condition "contrôle expérimental" (ex : non traité ou MD-BLa). 

- Cible : Gène cible dont on cherche à mesurer l'expression 

- Référence: GğŶe de rĠfĠreŶce, doŶt l'expressioŶ est supposĠe iŶdĠpeŶdaŶte de l’expĠrieŶce 

E. Test de viabilité 

Des fibroblastes HDNF sont ensemencés à 2.104 cellules par puits de plaque 24, 24 heures avant le 

test. Des tests rapides de viabilité cellulaire sont effectués par comptage en discriminant les cellules 

mortes marquées en bleu, des vivantes non marquées. On utilise du bleu de Trypan (Sigma) dilué à 

0.4% en DPBS, incubé 2 minutes avec les cellules et ces dernières sont placées dans une chambre de 

comptage (Lame KOVA). 

F. Test statistiques 

Les aŶalǇses statistiƋues soŶt rĠalisĠes à l’aide du logiciel GraphPad Prism ϲ. Des tests de StudeŶt 

servent à comparer le Ŷiveau d’expressioŶ de chaƋue gğŶe de la coŶditioŶ MD-OSNL par rapport à 

MD-BLa lors de la reprogrammation de fibroblastes BJ par le CPP MD. 

G. Reprogrammation 

1. Avec le virus Sendai 

La reprogrammatioŶ d’HDNF a ĠtĠ effectuĠe avec le kit commercial "CǇtoTuŶe-iPS 2.0 Sendai 

Reprogramming Kit" suivant le protocole du fournisseur (Life Technologies). Les cellules sont mises 

en culture 48 heures avant la transduction virale à 2,5.105 cellules par puits de plaque 6 puits, en 

milieu "Fibroblaste". La transduction s’effectue sur Ϯ4 heures à ϯϳ°C à uŶe multiplicitĠ d’iŶfectioŶ 

(MOI) de 5 pour les vecteurs K/O/S et M, et de 3 pour le vecteur K. Le milieu est renouvelé le 

lendemain puis tous les 2 jours. Après une semaine, les cellules sont détachées de leur support et 

placées sur MEF irradiées à différents ratios : 6 : 1 (6 cellules à reprogrammer pour 1 MEF), 3 : 1 et 

1.5 : 1. Le milieu est changé pour celui de culture des iPSC, le leŶdemaiŶ puis tous les jours jusƋu’à 

l’apparitioŶ des coloŶies à JϭϮ-14 après transductioŶ. Le premier "repiƋuage" des coloŶies d’iPSC se 

fait doucement avec une découpe du contour à la seringue et elles sont isolées de manière unitaire 

en puits de plaque 24 puits, car certains clones sont mal reprogrammés et vont se différencier. Elles 

sont ensuite repiquées grâce à une digestion enzymatique et une dissociation mécanique comme 
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expliqué dans la partie "culture" des iPSC. Aprğs uŶe culture jusƋu’à passage ϱ, uŶ des deux cloŶes a 

été cultivé sur VTN-N en milieu E8 en  utilisant la procédure de passage associée. 

2. Avec les protéines MD 

Le protocole de traitement par les protéines MD est spécifié plus haut. Les cellules sont 

ensemencées 72 heures avant le premier traitement à 4.105 cellules par puits de plaque 24. La 

fréquence, le nombre de traitemeŶts et la Ŷature du cocktail de reprogrammatioŶ diffğre d’uŶe 

expĠrieŶce à l’autre et ces caractĠristiƋues soŶt dĠtaillĠes daŶs le chapitre Ŷ°ϯ des rĠsultats. Le 

protocole général des expériences de reprogrammation est présenté en figure n°18. 

Figure n°18. Protocole général des expériences de reprogrammation par les protéines MD. 

Pour la mise eŶ coŶditioŶ hǇpoxiƋue, les cellules soŶt placĠes eŶ chamďre d’iŶcuďatioŶ d’hǇpoxie 

;rĠf. ϮϳϯϭϬ, STEMCELLͿ eŶ atmosphğre humide et l’air est remplacĠ par du gaz FIVAL (5% CO2, 5% O2, 

90% N2 ; Air Liquide). 

3. Caractérisation de la pluripotence 

a. Analyse phénotypique 

L’aŶalǇse des marƋueurs phĠŶotǇpiƋues est rĠalisĠe eŶ CMF et eŶ microscopie coŶfocale suivaŶt les 

mêmes protocoles que ceux développés dans la partie "Evaluation de la vectorisation des protéines 

MD". Pour la CMF, un marquage des antigènes de surface est réalisé avant le marquage 

"intracellulaire". Pour ce faire, les cellules sont lavées une fois en DPBS et incubées 20 minutes à RT 

daŶs le Ŷoir avec ϱµL d’aŶticorps directemeŶt couplĠs aux fluorochromes, indiqués dans le tableau 

Ŷ°ϭϬ. Elles soŶt eŶsuite lavĠes Ϯ fois eŶ DPBS avaŶt d’ġtre fixĠes pour la suite du marƋuage.  

La liste des anticorps utilisés pour la caractérisation en microscopie confocale sont également 

indiqués dans le tableau n°11. 
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Tableau n°11 : Liste des anticorps utilisés pour la caractérisation phénotypique des iPSC. 

Application Cible 
Type de 

marquage 
Type et espèces 

d’aŶticoƌps 
Fluorochrome 

Quantité ou 
dilution 

Fournisseur Référence 
C

M
F 

TRA-1-60 
membranaire 

IgM de souris BV 421 

5µL 

BD Horizon 562711 

SSEA-4 IgG3 de souris PE 

BD Pharmingen 

560128 

Phosphatase Alcaline 

intracellulaire IgG1 de souris 

AF 488 
561495 

Oct4 561628 

Sox2 

AF 647 

562139 

Nanog 561300 

E-Cadherin 560062 

M
ic

ro
sc

o
p

ie
 

Oct4 

 

IgG1 de souris 

Non couplé 

60ème 
Santa Cruz 
Biotechnology 

SC-5279 

Sox2 IgG de lapin 100ème 
Chemicon 
International 

AB5603 

Nanog IgG de chèvre 25ème R&D Systems AF1997 

TRA-1-81 
IgM de souris 200ème STEMCELL 

60065 

TRA-1-60 60064 

SSEA-4 IgG3 de souris 100ème STEMCELL 60062 

Anti-IgG de souris IgG d’âŶe AF 488 

200ème 
Jackson 
Immunoresearch 

715-546-150 

Anti-IgM de souris IgM d’âŶe Cy3 715-165-140 

Anti-IgG de lapin IgG d’âŶe 
Cy3 711-166-152 

Anti-IgG de chèvre AF 488 705-546-147 
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b. Formation de corps Embryoïdes 

Des coloŶies d’iPSC maintenues sur VTN-N à pϮϱ soŶt mises lors d’uŶ passage, eŶ coŶditioŶ de 

culture non-adhérente en plaque 6 préalablement recouvertes de polyhydroxyethylmethacrylate 

(Sigma). Les fragments de colonies en suspension sont cultivés durant 2 jours, en milieu DMEM/F12 + 

10% SVF et vont former des EB. Ces EB sont ensuite remis en adhérence en "lamelle 8 compartiments 

Lab-Tek™ II" à raisoŶ d’uŶe dizaiŶe de sphĠroïdes par chamďre. Aprğs Ϯϭ jours de culture, les cellules 

sont marqués avec le kit "3-Germ Layer Immunocytochemistry Kit" (réf. A25538, Molecular Probes) 

suivant le protocole du fournisseur et analysées en microscopie confocale (LSM710, Zeiss). Les 

images sont analysées avec le logiciel ImageJ. 
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Chapitre I : DĠveloppeŵent d’un vecteuƌ 
protéique basé sur le CPP MD pour la 

reprogrammation cellulaire sécurisée : Preuve de 

concept avec le facteur Oct4 
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L’oďjectif priŶcipal de ce projet est de dĠvelopper uŶ vecteur protĠiƋue pour la 

reprogrammation de cellules somatiques en iPSC avec potentiellement des applications 

thĠrapeutiƋues. Nous l’avoŶs vu prĠcĠdemmeŶt, l’idĠe est de se passer de l’apport 

risƋuĠ d’ADN exogğŶe, gĠŶĠralemeŶt rĠalisĠ à l’aide de virus, pour Ƌue ces iPSC soient 

plus compatibles avec la sécuritĠ, dĠpourvues de toutes empreiŶtes et d’aŶomalies 

génétiques. Le challenge ici est donc de faire entrer les protéines de reprogrammation 

dans les cellules en passant la membrane plasmique de manière efficace, sans être 

toxique.  

Au laboratoire, nous disposons de différents systèmes de vectorisation de protéines 

recombinantes pouvant être utilisés à des fins de reprogrammation cellulaire sécurisée. 

Nous avoŶs alors choisi d’utiliser le CPP MD comme vecteur d’achemiŶemeŶt des 

facteurs protéiques dans des cellules humaines, en fusionnant la séquence MD en N-

terminal des protéines à vectoriser. Une première construction MD fusionnée au 

facteur de traŶscriptioŶ Oct4 a tout d’aďord ĠtĠ rĠalisĠe pour des tests prĠlimiŶaires 

avaŶt la productioŶ d’autres protĠiŶes de reprogrammation. Des constructions codant 

le facteur de traŶscriptioŶ Oct4 oŶt ĠtĠ produites pour comparer l’iŶflueŶce des 

diffĠreŶtes sĠƋueŶces de vectorisatioŶ sur la liaisoŶ d’Oct4 à soŶ ADN ciďle. Des 

expériences de localisation subcellulaire ainsi que des traitements répétés par MD-

Oct4, pour moduler l’expressioŶ gĠŶiƋue, oŶt ĠtĠ coŶduits afiŶ d’Ġvaluer la 

fonctionnalité du vecteur développé. 
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I. Présentation du système de production E. coli et des plasmides 

utilisés 

Nous avons choisi de nous orienter vers un système de production procaryote et avons sélectionné 

Escherichia coli (E. coli). Ce type de système est très largement utilisé dans le monde la recherche et 

daŶs l’iŶdustrie pour la production de protéines recombinantes. Il est efficace pour produire 

rapidement et en grande quantité.  

En plus d’ġtre uŶ sǇstğme ďieŶ dĠveloppĠ au laďoratoire, il prĠseŶte des avaŶtages majeurs :  

(i) la vitesse de croissance des bactéries est bien plus rapide Ƌu’un système eucaryote permettant 

ainsi de gagner en temps de production et de limiter le taux de dégradation des protéines produites.  

(ii) La température de production peut être facilement modulée (ex : 16°C à 37°C) limitant davantage 

cette dégradatioŶ. Cela Ŷ’est pas envisageable pour les systèmes de production eucaryote qui sont 

bien plus sensibles aux changements de température.  

(iii) Des cultures à très hautes densités cellulaires peuvent être réalisées et en quelques heures 

seulement, augmentant considérablement le nomďre d’orgaŶismes de productioŶ. 

(iv) D’uŶ poiŶt de vue pratiƋue, des milieux riches peuvent être fabriqués aisément à partir de 

composés très accessibles notamment pour les laboratoires les plus modestes et les bactéries 

croissent de manière très efficace dans ces milieux.  

(v) Les bactéries sont facilement et rapidement transformées contrairement aux cellules eucaryotes 

saŶs compter Ƌu’il existe de Ŷos jours, de Ŷomďreuses souches dispoŶiďles commercialemeŶt et des 

protocoles peuvent être facilement mis en place au laboratoire à moindre coûts. 

Toutefois, eŶ raisoŶ de l’aďseŶce de machiŶerie iŶtracellulaire de modificatioŶ post-traductionnelle 

chez les bactéries, il est souvent peu judicieux de sélectionner ce genre de système si des 

modifications majeures des protéines sont nécessaires à leur fonction. Il existe cependant des 

stratĠgies alterŶatives pour produire des protĠiŶes eucarǇotes actives au seiŶ d’E. coli telles que la 

co-expressioŶ de kiŶases avec leur suďstrat au seiŶ d’uŶ autre plasmide pour apporter une 

modification particulière (Sahdev et al., 2007; Yue et al., 2000). 

Les facteurs que nous avons choisis pour la reprogrammation cellulaire présentent des modifications 

post-traductionnelles (MPT) (Ramakrishna et al., 2014). Cependant malgré les différents types de 

MPT, elles Ŷe semďleŶt pas ŶĠcessaires à l’iŶductioŶ de pluripoteŶce puisƋue des iPSC humaines ont 

déjà été générĠes à l’aide de protĠiŶes recomďiŶaŶtes (Lee et al., 2012b; Zhang et al., 2012). De plus, 

une importante partie de ces modifications est impliquée dans le recyclage de ces protéines vers les 

voies de dégradation ce qui diminue leur temps de demi-vie (Suresh et al., 2016). 
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D’uŶe maŶiğre plus gĠŶĠrale, les ďactĠries coŶstitueŶt uŶe plateforme de productioŶ trğs 

développée et bien établie composée de nombreux outils moléculaires et de protocoles comme par 

exemple uŶ vaste paŶel de plasmides d’expressioŶ, de souches mais eŶcore de stratĠgies de culture. 

Pour ces raisons, nous avons choisi de produire nos protéines recombinantes avec ce système. 

Un gène synthétique a été initialement commandé pour pouvoir générer toutes nos constructions et 

a été inséré par le fournisseur dans le plasmide pUC57. C’est uŶ petit plasmide de Ϯ,ϳ kilo-paires de 

bases (kpb) comprenant un site « multiple de clonage » (MCS : Multiple Cloning Site) et un gène de 

rĠsistaŶce à l’ampicilline pour permettre sa sélection en système E. coli. Il contient une version 

mutée de la séquence d’origine de réplication pMB1 pour permettre une réplication plus importante 

dans les cellules. 

Le plasmide d’expression que nous avons choisi est le pET-15b. Il permet une forte expression de 

protéines recombinantes en système E. coli grâce à un promoteur T7. La séquence codante de la 

protĠiŶe d’iŶtĠrġt est alors placée en aval du promoteur rĠpoŶdaŶt à l’ARN polymérase T7. Ce 

vecteur comprend une séquence poly-histidine (His6x) en N-terminal suivi par un site de clivage par la 

Thrombine en amont du MCS (Figure n°19). Il comprend également un gène de résistance à 

l’ampicilliŶe. 

Figure n°19 : Site de clonage multiple du plasmide pET-15b. 

UŶ promoteur Tϳ ŶĠcessitaŶt l’expressioŶ de l’ARN polǇmĠrase Tϳ pour l’activatioŶ de la traŶscriptioŶ de l’ADN 

ciďle est placĠ eŶ amoŶt du site d’iŶitiatioŶ apportĠ par le site de restrictioŶ NcoI ;ACCATGͿ. UŶ tag His6x est 

tout d’aďord traŶscrit suivi du site ThromďiŶe et de l’ADN cible inséré dans le MCS grâce aux enzymes NdeI, 

XhoI ou BamHI. 
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II. Développement de la construction MD-Oct4 

La séquence du peptide de pénétration cellulaire MD dérivé de la protéine virale ZEBRA a été 

identifiée et caractérisée au laboratoire. Notre stratégie a été de créer initialement un gène 

« rapporteur » comprenant la séquence MD pour comparer les vecteurs du laboratoire dans une 

optiƋue d’utilisatioŶ pour la reprogrammation (thèse tel-01375167 de Lionel Berthoin). Ce gène 

« rapporteur » code la séquence MD fusionnée à la β-Lactamase bactérienne de type TEM-1 dont elle 

est séparée par une séquence de 5 Glycines : MD-G5-BLa. Cette séquence de séparation a été insérée 

afiŶ de permettre uŶe certaiŶe liďertĠ de mouvemeŶt à la protĠiŶe et aiŶsi d’ġtre correctemeŶt 

repliée lors de son expression. Plusieurs sites de restrictions ont été insérés entre les « cassettes » 

MD, G5 et BLa pour faciliter l’iŶgĠŶierie des constructions et la séquence a été synthétisée dans le 

plasmide pUC57 (Figure n°20). Nous avons sous-cloné cet ADNc dans le plasmide d’expressioŶ pET-

15b par des techniques conventionnelles de biologie moléculaire (Figure n°20). 

Figure n°20 : Stratégie de clonage pour la construction MD-G5-BLa. 

De ϱ’ϯ’, uŶ gğŶe composĠ des sĠƋueŶces MD, G5 et BLa a été synthétisé par GeneCust en pUC57. Une 

digestioŶ NdeI/XhoI permet d’extraire la sĠƋueŶce pour l’iŶsĠrer daŶs le plasmide pET-15b par ligation. 

Par la suite, nous avons fusionné la séquence codant MD à la séquence Oct4 afin de produire la 

protéine de fusion MD-G5-Oct4. Pour se faire, nous avons récupéré l’ADNc humain d’Oct4a déjà 

inséré daŶs uŶ plasmide d’expressioŶ (Warren et al., 2010). Nous avons ensuite rajouté les sites de 

restriction nécessaires par PCR pour l’iŶsĠrer à la place de la β-Lactamase. Nous avons obtenus la 

construction MD-G5-Oct4 après digestion et ligation (Figure n°21). 

Il est à noter que les séquences des constructions développées dans cette partie ne sont pas 

optimisées pour une meilleure expression en E. coli. 
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Figure n°21 : Stratégie de clonage pour la construction MD-G5-Oct4. 

UŶe digestioŶ NotI/NheI permet d’extraire la sĠƋueŶce BLa de la construction MD-G5-BLa préalablement 

insérée dans le plasmide pET-15b. Parallèlement, ces mêmes sites NotI/NheI ont été ajoutés par PCR aux 

extrĠmitĠs ϱ’ et ϯ’ de la sĠƋueŶce oct4a issue du plasmide pcDNA3.3 de (Warren et al., 2010) Une ligation 

entre ce fragment néo-synthétisé et le plasmide MD-G5 coŶduit à l’oďteŶtioŶ de la coŶstruction MD-G5-Oct4 

dans le pET-15b. 

En parallèle au développement de MD-Oct4, Ŷous avoŶs rĠalisĠ d’autres coŶstructioŶs pour 

comparer l’iŶflueŶce des sĠƋueŶces de vectorisatioŶ des vecteurs du laboratoire et un de la 

bibliographie daŶs l’achemiŶemeŶt d’Oct4 sous forme recombinante, dans les cellules. Leur propre 

ingénierie moléculaire est détaillée dans chaque partie. 

La dernière étape de sous-cloŶage daŶs le plasmide d’expressioŶ pET-15b permet d’ajouter le tag 

facilitant les étapes de purification et la séquence complète de la protéine attendue est représentée 

en figure n°22. 

Figure n°22 : Séquence protéique attendue pour MD-G5-Oct4 après production en pET-15b. 

III. Expression et purification 

A. Présentation des souches d’eǆpƌessioŶ 

Tout d’aďord nous avons criblé plusieurs souches d’E. coli pour l’expressioŶ des protéines. Parmi 

celles que nous avons testées, les souches BL21 (DE3) pLysS et Rosetta™ ;DEϯͿ pLysS ont été 

retenues. 

Ces souches possèdent le même fond génique (BL21) et sont donc mutées pour les protéases Ion et 

ompT. La souche « Rosetta™ » est sensée améliorer l’expressioŶ des protĠiŶes eucaryotes. Elle 
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contient les ARNt pour les codons fréquents chez les eucaryotes mais rarement utilisés par E. coli 

(AGG, AGA, AUA, CUA, CCC et GGA) dans un plasmide annexe pLysS sélectionné par le 

chloramphénicol. Les souches sont lysogéniques puisƋu’elles comprennent un élément « ʄDEϯ » du 

bactériophage T7 au sein de leur chromosome, c’est-à-dire le gène de l’ARN polymérase T7 sous le 

coŶtrôle d’uŶ promoteur lacUV5, iŶductiďle à l’Isopropyl β-D-1 thiogalactopyranoside (IPTG). Elles 

sont donc compatibles avec le plasmide pET-ϭϱď puisƋue l’ajout d’IPTG permet indirectement 

l’expressioŶ de la protĠiŶe recomďiŶaŶte grâce à la T7 polymérase. De plus, le plasmide pLysS code le 

lysozyme T7 qui bloque la polymérase T7 et permet donc d’iŶhiďer la productioŶ ďasale de la 

protéine recombinante avant induction ;limite la fuite d’expressioŶͿ. Cela permet de stabiliser la 

croissance et la viabilité des bactéries.  

En pratique nous avons obtenu parfois de meilleurs résultats de production avec la souche BL21 

(DE3) pLysS et parfois avec la Rosetta™ ;DEϯͿ pLysS. 

B. Expression et purification 

Il existe Ϯ modes d’expressioŶ des protĠiŶes recomďiŶaŶtes eŶ E. coli. La protéine peut être produite 

de manière soluble ou sous forme de précipité et cela pour différentes raisons. En effet, une vitesse 

de production trop importante conduisant à un mauvais repliement ou bien la composition 

naturellement prévalente en acides aminés hǇdrophoďes peuveŶt ġtre source d’agrĠgatioŶ des 

protéines lors de la production (Rosano and Ceccarelli, 2014). La protéine est alors insoluble et on 

parle de formatioŶ de Corps d’IŶclusion (C.I) au sein de la bactérie. Les procédures de purification des 

protéines sont alors différentes. Dans cette partie, nous nous sommes orientés sur la purification en 

condition soluble. 

1. Production de MD-Oct4 

Pour la production de MD-Oct4, la souche Rosetta™ ;DEϯͿ pLysS transformée par le plasmide pET-

15b MD-G5-Oct4 a été retenue. Nous avoŶs criďlĠ d’autres coŶditioŶs Ƌue la souche pour 

l’expressioŶ des protĠiŶes eŶ faisaŶt varier la température de production, la composition du milieu, 

la densité optique (D.O) à 600nm (D.O600nm) et la coŶceŶtratioŶ eŶ IPTG pour l’iŶductioŶ. Nous avons 

retenu une D.O600nm de Ϭ,ϴ pour l’iŶductioŶ de la productioŶ de toutes Ŷos protĠiŶes. 

La quantité la plus importante de MD-Oct4 soluble dans nos conditions expérimentales a été 

produite à 16°C sur la nuit (environ 18 heures) suite à uŶe iŶductioŶ avec ϭmM d’IPTG en milieu 

« Lysogeny Broth » (LB). Toutefois, cette quantité reste relativement faible avec moins de 30% de 

protéine soluble. 
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Aprğs l’Ġtape de validatioŶ de la productioŶ, Ŷous avoŶs optimisĠ la purificatioŶ. Tout d’aďord les 

bactéries productrices ont été lysées et la fraction protéique insoluble éliminée par 

ultracentrifugation. Nous avons ensuite dĠgradĠ l’ADN ďactĠrieŶ pour faciliter la purification et criblé 

des conditions eŶ faisaŶt toujours iŶterveŶir uŶe Ġtape de chromatographie d’affiŶitĠ puisƋue Ŷous 

avions préalablement placé un tag His6x. Nous avons fait varier les conditions en termes de type de 

chromatographie ;ĠchaŶge d’ioŶs, affiŶitĠ, exclusioŶ de taille…Ϳ et de nature du tampon (pH, force 

ioŶiƋue, complexitĠ, staďilisaŶts…Ϳ. La meilleure purification s’est rĠvĠlĠe être une seule étape de 

chromatographie d’affiŶitĠ IMAC (Immobilized Metal Affinity Chromatography) avec une incubation 

préalable des protéines avec des billes de nickel en « batch » (résine liquide, adaptée de Thier et al., 

2010). 

Lors de la purification, une importante partie de la production ne se fixe pas sur les billes de nickel et 

on retrouve MD-Oct4 en quantité dans le « Flow Through » (FT) (Figure n°23 ; 49,5 kDa). Il semblerait 

que le tag His6x soit en partie inaccessible. Une seconde purification de la protéine non fixée dans le 

FT est possible mais on oďserve alors trop souveŶt de fortes dĠgradatioŶs. AfiŶ d’ĠlimiŶer les 

protéines fixées de façon non spécifique au nickel, une série de lavages à faible concentration 

d’imidazole est rĠalisĠe avaŶt l’ĠlutioŶ. Le tampoŶ de lǇse compreŶaŶt ϭϬmM d’imidazole puis le 

tampon de lavage en comprenant 80mM sont utilisés. La résine est correctement lavée, avec un seuil 

d’imidazole suffisaŶt, puisƋu’il Ŷ’Ǉ a plus de protĠiŶes coŶtamiŶaŶtes Ƌui se dĠtacheŶt d’aprğs le 

dernier lavage (Wash [W] 2-3 sur la figure 23). MD-Oct4 sort daŶs les fractioŶs d’ĠlutioŶ à uŶ poids 

molĠculaire proche de 4ϵ,ϱ kDa grâce à ϱϬϬmM d’imidazole ;flğches rougesͿ. EŶfiŶ, aprğs 

regroupement des fractions contenant la protéine purifiée, une étape de dialyse a été effectuée 

contre du PBS. La protéine reste soluble après le changement de tampon. Une analyse de la 

piste « Soluble » eŶ deŶsitomğtrie Ŷous permet d’estimer uŶe puretĠ de MD-Oct4 supérieure à 90%. 
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Figure n°23 : Purification de la protéine MD-Oct4 paƌ chƌoŵatogƌaphie d’affinitĠ IMAC en « batch » puis 

dialyse contre du PBS.  

Une résine liquide Ni+-NTA Agarose est mise en contact en « batch » pendant 1h à 4°C avec le lysat bactérien 

soluble préalablement traité à la DNAse I (LOAD). Le mélange est ensuite transféré sur une colonne vide de 

chromatographie et les protéines non fixées à la résine sont écartées (FT : Flow Through). La résine est ensuite 

lavée avec des concentrations « type palier » croissantes en imidazole sous la forme de 2X le volume de 

colonne (V.C) de tampon de lyse (Wash 1-1 et 1-2) puis 4X V.C de tampon de lavage (W2-1, 2-2, 2-3 (et 2-4 non 

moŶtrĠͿͿ. La protĠiŶe d’iŶtĠrġt MD-Oct4 (49.5 kDa) est ensuite éluée avec 6X ½V.C avec le tampoŶ d’ĠlutioŶ 
compreŶaŶt ϱϬϬmM d’imidazole ;Eϭ à EϲͿ. Aprğs regroupemeŶt des fractioŶs d’iŶtĠrġt, MD-Oct4 est ensuite 

dialysée contre 3 bains de PBS avec un volume 100X supérieur. Les échantillons sont analysés sur gel de 

polyacrylamide en conditions dénaturantes et réductrices (SDS-PAGE). Les protéines totales sont révélées par 

Stain-Free™ (panel gauche) et les Western-Blots (WB) avec un anticorps anti-His6x (panel droit).  

P.M = marqueur de poids moléculaire. Les flèches rouges indiquent MD-Oct4. 

 

Ce protocole semble être le meilleur compromis entre un temps de procédure court, une quantité 

purifiée suffisamment importante et une dégradation limitée, dans les conditions expérimentales 

testées. Le rendement global est faible. Des améliorations sont encore possibles. Plusieurs 

productions ont été nécessaires pour pouvoir utiliser MD-Oct4 dans toutes les expériences de 

caractérisation biochimique et de reprogrammation. La figure présente une purification typique. 
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2. PƌoduĐtioŶ d’Oct4 

Pour rĠaliser certaiŶes expĠrieŶces et eŶ particulier pour comparer l’affiŶitĠ de la protĠiŶe MD-Oct4 

à la protéine dépourvue de la séquence de vectorisation MD, nous avons produit Oct4. Nous avons 

donc iŶsĠrĠ la sĠƋueŶce de l’ADNc d’Oct4a issu du plasmide de (Warren et al., 2010) dans le 

plasmide d’expressioŶ pET-15b à l’aide des techniques de biologie moléculaire conventionnelles. 

Oct4 a ĠtĠ produite eŶ Rosetta™ ;DEϯͿ pLysS. La protĠiŶe Ŷative a demaŶdĠ moiŶs d’optimisatioŶs 

pour son expression et cette dernière semble supérieure en quantité soluble par rapport à MD-Oct4. 

Une expression de la protéine à 16°C sur la nuit après induction avec Ϭ.ϱmM d’IPTG eŶ milieu LB a 

été retenue. 

C’est ĠgalemeŶt uŶe purificatioŶ d’affiŶitĠ sur ďilles de Ŷickel qui a été conduite grâce au protocole 

précédemment mis au point (Figure n°24). On peut apprécier un bon rendement de purification 

puisque la majeure partie d’Oct4 est purifiée et seulement une infime partie reste dans le FT (41 

kDa ; flèches rouges). Il semblerait même que la protéine forme des multimères et ne soit pas assez 

dĠŶaturĠe pour l’aŶalǇse (flèches bleues). 

Figure n°24 : Puƌification de la pƌotĠine Oct4 paƌ chƌoŵatogƌaphie d’affinitĠ IMAC puis dialǇse contƌe du PBS. 

Les procédures de préparation et de purification sont identiques à celles utilisées pour la protéine MD-Oct4 

(Figure n°23Ϳ. La fractioŶ d’ĠlutioŶ Eϲ est ŶoŶ moŶtrĠe. La protĠiŶe Oct4 migre à 4ϭ kDa ;flğches rougesͿ eŶ 
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SDS-PAGE et elle forme des structures multimériques (flèches bleues) résistantes au SDS. Les WB sont révélés 

avec un anticorps anti-His6x (panel droit). P.M = marqueur de poids moléculaire. 

Le rendement global est bien meilleur pour Oct4 que pour MD-Oct4 même si il y a un peu de 

dégradation. Comme prĠcĠdemmeŶt, les fractioŶs d’ĠlutioŶ d’iŶtĠrġt oŶt ĠtĠ regroupĠes et dialǇsĠes 

coŶtre du PBS avaŶt d’ġtre coŶservĠes. On peut observer deux ďaŶdes majoritaires trğs proche l’uŶe 

de l’autre et coŶteŶaŶt le tag histidiŶe aprğs regroupemeŶt des fractioŶs coŶteŶaŶt Oct4 (Dialyse). 

Une forme dégradée semble alors apparaître lors de la purification. La protéine est soluble et pure à 

plus de 90% après dialyse.  

3. Production de R9-Oct4 

Nous avons également produit une protéine R9-Oct4 correspondant à un CPP connu pour vectoriser 

le facteur Oct4. Une séquence codante pour 9 Arginines (R9) a été construite par PCR en amont de 

l’ADNc d’Oct4a à partir du plasmide pET-15b-Oct4. La protĠiŶe a ĠtĠ produite eŶ Rosetta™ ;DEϯͿ 

pLysS à 16°C sur la nuit après une induction par ϭmM d’IPTG eŶ milieu LB. Le niveau de production 

soluble est très bas et bien plus faible que celui d’Oct4 et de MD-Oct4. Il semblerait que plus de 80% 

de la production soit sous forme de C.I.  

R9-Oct4 a ensuite été purifiée en utilisant directement le protocole retenu pour MD-Oct4 (Figure 

n°25). EŶ effet, les autres tǇpes de chromatographie Ŷ’oŶt pas permis d’oďteŶir uŶ ďoŶ rendement 

de purification. Il semblerait que la protéine soit si faiblement produite sous forme soluble que la 

quantité déposée pour le LOAD soit en dessous de la limite de détection en WB. Nous constatons ici 

que toute la protĠiŶe s’est fixĠe au Ŷickel (42 kDa, F. Elution). Les lavages permetteŶt d’ĠlimiŶer les 

contaminants et on remarque une faible dégradation de la protéine lors de son élution (flèches 

bleues). La protĠiŶe prĠcipite totalemeŶt daŶs le PBS ou d’autres tampoŶs faiďlemeŶt saliŶs. R9-Oct4 

a donc ĠtĠ dialǇsĠe coŶtre le tampoŶ fiŶal de purificatioŶ saŶs l’imidazole et eŶ prĠseŶce de glǇcĠrol 

où elle reste partiellement soluble. La pureté finale est supérieure à 70%. 

Le rendement global du processus est faible puisque la protéine est majoritairement insoluble du fait 

des propriétés conférées par la séquence R9. 

 

Figure n°25 : Purification de la protéine R9-Oct4 paƌ chƌoŵatogƌaphie d’affinitĠ IMAC puis dialyse contre un 

tampon sans imidazole. 

Les procédures de préparation et de purification sont identiques à celles utilisées pour la protéine MD-Oct4 

(Figure n°23Ϳ mais la dialǇse est effectuĠe coŶtre le tampoŶ fiŶal de purificatioŶ dĠpourvu d’imidazole. Les 

étapes de purification sont analysées en SDS-PAGE. Les WB sont révélés avec un anticorps anti-His6x (panel 

droit). P.M = marqueur de poids moléculaire. R9-Oct4 migre à 42 kDa (flèches rouges) et elle est en partie 

dĠgradĠe lors de l’ĠlutioŶ ;flğches ďleues). 
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4. ProductioŶ d’ExoS54-Oct4 

Une séquence dérivée de l’exotoxiŶe S de Pseudomonas aeruginosa (P.a) et composée de 54 acides 

aminés (ExoS54) permet la translocation de protéines recombinantes exprimées au sein de la bactérie 

par son système de sécrétion de type 3 (SST3) (Epaulard et al., 2006b, 2006a). Dans le vecteur P.a 

dĠveloppĠ au laďoratoire, le gĠŶome ďactĠrieŶ est dĠletĠ pour l’exotoxiŶe S. UŶ plasmide ŶommĠ 

pEAi-S54 code la séquence ExoS54 permettant le passage de la protĠiŶe par l’iŶjectisome et Ŷ’est pas 

toxique (Epaulard et al., 2006b). Sur le plasmide, il y a un MCS après cette séquence, ce qui permet 

de produire et une protéine de fusion combinant ExoS54 à la protéine à vectoriser (Wang et al., 2014). 

Pour aŶalǇser l’impact de la sĠƋueŶce de vectorisatioŶ, une construction a été réalisée pour produire 

la protéine en E. coli au moǇeŶ d’uŶ plasmide pET-15b. ExoS54-Oct4 a été cloné à partir de la 

construction pEAi-S54-Oct4 en ajoutant les sites de restriction nécessaires par PCR. 

La protéine a été exprimée et purifiée suivant les conditions de MD-Oct4 (Figure n°26). La quantité 

soluble produite est supérieure à celle des formes MD-Oct4 et R9-Oct4 voire plus importante que la 

forme native pour un volume de culture moins important. On observe un bon rendement de 

purification puisque la quasi-totalité de la protéine est retenue sur les billes et une très faible 

quantité reste dans le FT (49,7 kDa ; flèches rouges). La protéine est éluée en quantité et se retrouve 
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bien soluble dans du PBS après dialyse. Le rendement global est très satisfaisant et la protéine est 

pure à 95%. 

Figure n°26 : Purification de la protéine ExoS54-Oct4 paƌ chƌoŵatogƌaphie d’affinitĠ puis dialyse contre du 

PBS. 

Les procédures de préparation et de purification sont identiques à celles utilisées pour la protéine MD-Oct4 

(Figure n°23). ExoS54-Oct4 a une masse de 49,7 kDa (flèches rouges). Les étapes de purification sont analysées 

en SDS-PAGE. Les WB sont analysés avec un anticorps anti-His6x (panel droit). P.M = marqueur de poids 

moléculaire. 

5. Production de MD-BLa 

La protéine MD-BLa a était produite pour être utilisée en contrôle ne contenant pas Oct4. Le gène 

MD-G5-BLa a ĠtĠ iŶsĠrĠ daŶs le plasmide d’expressioŶ pET-15b une fois la construction synthétique 

obtenue, comme expliqué au début du chapitre. La souche BL21 (DE3) pLysS a été utilisée pour 

induire l’expressioŶ de cette protĠiŶe ďactĠrieŶŶe chimérique. 

La protĠiŶe a ĠtĠ produite à ϮϬ°C sur la Ŷuit aprğs uŶe iŶductioŶ avec Ϭ,ϱmM d’IPTG eŶ milieu LB. La 

quantité soluble produite est supérieure à toutes les formes « Oct4 » développées dans ce chapitre. 

La purification est une nouvelle fois réalisée par affinité au tag His6x pour les billes Ni+-NTA avec un 

temps de contact optimisé en « batch » (Figure n°27). Ici également, le rendement de purification 

semble bon pour ces conditions expérimentales puisque seule une infime partie de MD-BLa 
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Ŷ’iŶteragit pas avec la résine (flèches rouges ; 39,9 kDa). La protéine est correctement éluée et 

coŶceŶtrĠe daŶs les fractioŶs d’ĠlutioŶ. Comme pour Oct4, des structures multimĠriƋues soŶt 

observées (flèches bleues). Néanmoins, une importante quantité de MD-BLa précipite après la 

dialyse contre du PBS ce qui diminue le rendement. La pureté de la protéine est supérieure à 95% en 

fin de procédure. 

Figure n°27 : Purification de la protéine MD-BLa paƌ chƌoŵatogƌaphie d’affinitĠ IMAC puis dialǇse contƌe du 
PBS. 

Les procédures de préparation et de purification sont identiques à celles utilisées pour la protéine MD-Oct4 

(Figure n°23). MD-BLa a une masse de 39,9 kDa (flèches rouges) et elle forme des structures multimériques 

(flèches bleues). Les étapes de purifications sont analysées en SDS-PAGE. Les WB sont analysés avec un 

anticorps anti-His6x (panel droit). On peut observer un phénomène de « photo-blanchiment » lors de la 

révélation anti-histidiŶe des WB ce Ƌui dimiŶue fortemeŶt le sigŶal d’ĠmissioŶ. Ce phĠŶomğŶe est retrouvĠ sur 
certaines membranes de cette étude et caractérise une réaction intense de la HRP avec son substrat signifiant 

uŶe prĠseŶce importaŶte de protĠiŶe d’iŶtĠrġt. P.M = marƋueur de poids molĠculaire. 
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IV. Caractérisation du facteur MD-Oct4 

Plusieurs propriétés de la protéine MD-Oct4 ont ensuite été évaluées une fois les différentes formes 

d’Oct4 et le contrôle MD-BLa produits. Nous avons dans un premier temps vérifié si la présence de la 

sĠƋueŶce d’acides amiŶĠs MD Ġtait ŶĠfaste à la liaisoŶ du facteur de traŶscriptioŶ à sa sĠƋueŶce 

cible d’ADN. La distriďutioŶ suďcellulaire a été appréciée après traitement de cellules adhérentes et 

non adhérentes. Enfin, nous avons vérifié si la protéine transférée active la transcription cellulaire de 

gğŶes ciďles, validaŶt aiŶsi l’utilisatioŶ de MD comme vecteur de traŶsfert de protéine active. 

A. Liaison des protéines de fusion Oct4 à la séquence cible ADN 

"Test Active motif" 

Les facteurs de transcription sont structurés en plusieurs domaines ayant des fonctions bien 

particulières. Leurs repliements corrects aiŶsi Ƌue la coŶservatioŶ de l’accessiďilitĠ à ces domaines 

leur permetteŶt d’iŶteragir avec l’ADN mais aussi avec d’autres protĠiŶes pour assurer leur foŶctioŶ. 

Il est possible Ƌue l’ajout d’uŶe Ŷouvelle sĠƋueŶce d’acides amiŶĠs comme MD puisse entrainer un 

chaŶgemeŶt de coŶformatioŶ par l’acƋuisitioŶ de Ŷouvelles propriĠtĠs phǇsico-chimiques. Nous 

avoŶs aiŶsi vĠrifiĠ Ƌue la sĠƋueŶce MD Ŷe gġŶe pas l’iŶteractioŶ d’Oct4 avec sa sĠƋueŶce ciďle d’ADN 

et que le facteur s’active ŶormalemeŶt. 

Pour ce faire, nous avons utilisé un kit commercial de type test « Enzyme-Linked ImmunoSorbent 

Assay » (ELISA) pour doser le facteur de transcription Oct4 à partir d’extraits ŶuclĠaires de cellules. Le 

kit est composé de puits recouverts d’oligoŶuclĠotides coŶteŶaŶt le site de liaisoŶ coŶseŶsus d’Oct4 : 

5´-ATGCAAAT-3´ (Figure n°28Ϳ. La forme active d’Oct4 se lie de maŶiğre spĠcifiƋue à cette sĠƋueŶce. 

La liaison entraine un changement de conformation de la protéine qui est détecté spécifiquement 

par un anticorps primaire. Un anticorps secondaire conjugué à la Horseradish Peroxydase (HRP) et 

eŶsuite ajoutĠ pour ƋuaŶtifier l’activatioŶ d’Oct4 par colorimĠtrie. 

Nous avoŶs choisi d’utiliser ce kit par rapport à uŶ test de retard de migratioŶ sur gel : 

« Electrophoretic Mobility Shift Assay » ;EMSAͿ puisƋu’il est seŶsiďle, rapide ;moiŶs de 4 heuresͿ, Ŷe 

demaŶde pas d’optimisatioŶ et est directemeŶt prġt à l’emploi. En effet, le test EMSA aurait 

demandé uŶe optimisatioŶ des tampoŶs de liaisoŶ de la protĠiŶe à sa sĠƋueŶce ciďle d’ADN, uŶe 

optimisation de la séquence de liaison et de la méthode de détection.  
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Figure n°28 : Schéma explicatif du test commercial Active motif TransAM™ pour la liaison du facteur de 

transcription Oct4. 

Voir corps du texte pour les explications détaillées. Au niveau de « Ajout source », Ŷous avoŶs choisi d’ajouter 
le contrôle positif du kit (extrait ŶuclĠaire d’uŶe lignée de cellules embryonnaires exprimant Oct4) ou les 

protéines purifiées dĠrivĠes d’Oct4. Ce test ELISA est révélé à une absorbance de 450nm après transformation 

du suďstrat de la HRP. L’aďsorďaŶce oďteŶue est proportioŶŶelle à la quantité d’Oct4 fixĠe sur sa sĠƋueŶce 
d’ADN. 

Comme attendu, l’extrait ŶuclĠaire de la lignée embryonnaire contenant Oct4 fournit un contrôle 

positif puisƋue l’aďsorďaŶce augmeŶte eŶ foŶctioŶ de la coŶceŶtratioŶ d’extrait utilisĠ. Ce contrôle 

valide le test (Figure n°29). La coŶceŶtratioŶ protĠiƋue Ŷ’est pas comparaďle aux protĠiŶes purifiĠes 

évaluées par le test puisƋue l’extrait coŶtieŶt de Ŷomďreuses autres protĠiŶes coŶtamiŶaŶtes 

Ƌu’Oct4. 

La forme Ŷative d’Oct4 lie sa sĠƋueŶce ciďle d’ADN comme attendu et cela de manière 

proportionnelle à la concentration utilisée. Il en va de même pour les formes MD-Oct4, ExoS54-Oct4 

et R9-Oct4. On peut donc en conclure que les séquences de vectorisation Ŷ’iŶhiďeŶt pas cette liaison 

et aiŶsi Ƌu’elles soŶt compatiďles avec ce prĠreƋuis de leur foŶctioŶŶalitĠ. Le CPP R9 semble gêner 

davantage la liaison à l’ADN que les séquences MD et ExoS54 puisƋu’il faut plus de ϭϬ fois la 

concentration de ces dernières pour obtenir le même signal. 

En conclusion, les séquences de vectorisation des vecteurs développés au laboratoire ne gênent pas 

la fixatioŶ d’Oct4 à sa sĠƋueŶce ciďle d’ADN. 
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Figure n°29 : Influence des sĠquences de vectoƌisation suƌ l’affinitĠ d’Oct4 à sa sĠquence d’ADN ciďle. 
Une gamme de coŶceŶtratioŶ s’ĠteŶdaŶt de 0,0001 à 100 µg/mL a été réalisée pour toutes les protéines 

testées. Oct4 (gris) est la forme native de la protéine. MD-Oct4 (vert) : Oct4 fusionné au CPP MD dérivé de la 

protéine virale ZEBRA. R9-Oct4 (bleu) : Oct4 fusionné au CPP R9 composé de 9 arginines. ExoS54-Oct4 (rouge) : 

Oct4 fusionné aux ϱ4 premiers aa de l’exotoxiŶe S de P.a. Extrait Nucléaire (noir) : extrait nucléaire de la lignée 

P19 de carcinome embryonnaire murin contenant Oct4. L’aďsorďaŶce obtenue à 450nm est proportionnelle à 

la ƋuaŶtitĠ d’Oct4 fixĠe sur sa sĠƋueŶce d’ADN. Au-delà de Ϯ d’aďsorďaŶce, la lecture Ŷ’est plus liŶĠaire et les 
rĠsultats supĠrieurs Ŷ’oŶt pas ĠtĠ reteŶus. Le kit fonctionne chez la souris comme chez l’homme.1 

Ces résultats ont ĠtĠ puďliĠs par l’ĠƋuipe à propos de la caractĠrisatioŶ du vecteur dérivé du SST3 de 

P.a pour transférer des facteurs de transcription recombinants à des fins de reprogrammation : 

Berthoin, L., Toussaint, B., Garban, F., Le Gouellec, A., Caulier, B., Polack, B., and Laurin, D. 

(2016). Targeted release of transcription factors for cell reprogramming by a natural micro-

syringe. Int. J. Pharm. 513, 678–687. 

Voir article en annexe n°1. 
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B. Délivrance intracellulaire et localisation subcellulaire 

Il est important de connaître la cinétique de prise en charge des protéines transférées par le CPP MD 

pour ajuster au mieux les futurs protocoles de reprogrammation cellulaire. Dans cette optique, nous 

avons traité des fibroblastes avec une concentration fixe de MD-Oct4 de 10µg/mL. Cette valeur est 

proche de ce qui est décrit par les groupes pionniers de la reprogrammation par les protéines de 

fiďroďlastes primaires vers le stade d’iPSC, avec 8 µg/mL soit pour les facteurs utilisés 

individuellement soit en concentration totale des différentes protéines (Zhou et al., 2009b; Nemes et 

al., 2014). Aprğs diffĠreŶts temps d’iŶcuďatioŶ, les cellules oŶt ĠtĠ rĠcupĠrĠes à l’aide d’uŶ 

traitement par la trypsine ce qui permet de récupérer les cellules adhérentes, mais aussi de dégrader 

les protéines MD extracellulaires. Les cellules ont ensuite été marquées pour être analysées par 

cytométrie en flux (CMF). 

Nous montrons ici un résultat représentatif de la tendance observée (Figure n°30). MD-Oct4 est prise 

en charge de manière progressive avec le temps. La vectorisation est maximale à 3 heures 

d’iŶcuďatioŶ et Ŷ’Ġvolue plus par la suite. 

Figure n°30 : Cinétique de vectorisation 

de MD-Oct4 dans des fibroblastes 

primaires humains.  

Les cellules ont été traitées avec 10µg/mL 

(200 nM) de MD-Oct4 en milieu dépourvu 

de sérum pendant 30 minutes, 1, 2, 3 et 4 

heures. Les cellules ont ensuite été lavées, 

détachées de leur support et marquées 

avec un anticorps anti-His6x pour rapporter 

la présence de MD-Oct4 par cytométrie en 

flux. Un contrôle « traitement simulé sans 

MD-Oct4 » a servi à soustraire le bruit de 

fond de fluorescence. MFI = Mean 

Fluorescence Intensity (Moyenne de 

l’intensité de fluorescence). Barre d’erreur 
= Ecart-type des mesures pour cette 

expérience. 

Pour dĠtermiŶer la localisatioŶ cellulaire d’Oct4, Ŷous avoŶs utilisĠ la microscopie coŶfocale. Des 

fibroblastes adhérents sur lame ont été traités comme précédemment. Après incubation, les cellules 

ont été lavées et marquées avec un anticorps anti-Oct4, Ƌui s’est rĠvĠlĠ ġtre plus seŶsiďle Ƌue l’aŶti-

His6x pour la microscopie confocale (Figure n°31). 
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Figure n°31 : Localisation subcellulaire de MD-Oct4 loƌs d’une cinĠtique de vectorisation dans des 

fibroblastes primaires humains.  

Des cellules ont été traitées avec 5µg/mL (100nM) de MD-Oct4 en milieu dépourvu de sérum pendant 15 

minutes, 30 minutes, 1, 2 et 3 heures. Les cellules ont ensuite été lavées et marquées avec un anticorps anti-
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Oct4 pour rapporter la localisation subcellulaire de MD-Oct4 en microscopie confocale. Des contrôles « cellules 

non traitées », « traitement simulé sans MD-Oct4 pendant 3h » et « sans anticorps primaires » ont servi à 

régler les seuils de fluorescence. MD-Oct4 = vert. Membranes + cytosol (WGA: Weat Germ Agglutinin) = rouge, 

les composants intracellulaires sont aussi marqués puisque la coloration a lieu après la perméabilisation. 

Noyaux (DAPI) = bleu. Superposition = colocalisation signal vert et rouge en jaune. Les images ont été acquises 

de manière séquentielle en fonction du fluorochrome. A) Cinétique de vectorisation et B) Haute résolution à 3 

heures de vectorisation. 

Dans un premier temps, Les images ont été prises dans le plan focal du noyau approximativement à 

mi-hauteur. Les membranes et le cytoplasme ont été colorisés en rouges tandis que les noyaux en 

bleu. On observe que le signal de la protéine MD-Oct4 s’iŶteŶsifie au seiŶ des cellules eŶ foŶctioŶ du 

temps de vectorisation (Figure n°31 A, signal vert). A ϯ heures d’iŶcuďatioŶ, la majoritĠ des protĠiŶes 

MD-Oct4 semble localisée à la membrane et dans le cytoplasme d’aprğs uŶe colocalisatioŶ des 

signaux vert et rouge en un signal jaune (Figure n°31 B). Il y a parfois formation de « points » jaunes. 

Figure n°32 : Vectorisation intranucléaire de MD-Oct4 dans des fibroblastes et des CSH CD34+ humaines. 

Les cellules ont été traitées avec 5µg/mL (100nM) de MD-Oct4 en milieu dépourvu de sérum pendant 3 heures 

pour les fibroblastes et 2 heures pour les CSH avant d’ġtre lavĠes et marƋuĠes pour rapporter la localisatioŶ 



127 
 

intranucléaire de MD-Oct4 en microscopie confocale. Des contrôles identiques à la figure n°31 ont été réalisés. 

Les images ont été acquises de manière séquentielle en fonction du fluorochrome. A) Projection orthogonale 

des plans x-y-z des coupes optiques de noyaux de fibroblastes. 18 coupes (plans x et y) avec des étapes de 2 µm 

en profondeur (plan z) ont permis de reconstituer les noyaux en 3D. MD-Oct4 = signal vert. Membranes + 

cytoplasme (WGA) = signal rouge. Les composants intracellulaires sont aussi marqués puisque la coloration a 

lieu après la perméabilisation. Noyaux (DAPI) = signal bleu. B) Plan nucléaire de CSH. MD-Oct4 = signal rouge. 

Noyaux (SYBR Green) = signal vert. Superposition = colocalisation signal vert et rouge en un léger orange. 

Dans un second temps, nous avons effectué des coupes optiques à faible profondeur de champ en 

balayant plusieurs plans de noyaux pour mettre en évidence la présence éventuelle de MD-Oct4 à 

l’iŶtĠrieur. Nous avons reconstitué ses sections optiques dans les plans X-Y-Z afiŶ d’oďteŶir uŶe 

reconstitution en 3 dimensions (3D) (Figure n°32 A). Nous avons détecté des « points » vert signalant 

la présence de MD-Oct4 dans le noyau (bleu) de fibroblastes après 3 heures d’iŶcuďatioŶ grâce aux 

projections xy, xz et yz. On peut donc en conclure que beaucoup des protéines MD-Oct4 sont 

présentes à la membrane et dans le cytoplasme, mais que certaines atteignent le noyau. 

Nous disposons de cellules souches hématopoïétiques (CSH) CD34+ humaines provenant de sang de 

cordon disqualifié pour la greffe. Ces cellules soŶt collectĠes par la ďaŶƋue de l’EFS pour la thĠrapie, 

certaines poches ne peuvent être traitées pour entrer dans la collection, ou sont de volume trop 

petit pour être utilisées en greffon. Bien que disqualifiées, elles sont « sécurisées » sur le plan 

sérologique. Nous avons donc purifié les CSH par tri magnétique sur CD34 qui est un marqueur 

spécifique de ces cellules. C’est uŶe source cellulaire poteŶtielle pour la gĠŶĠratioŶ d’iPSC puisque les 

CSH sont jeunes au seŶs du dĠveloppemeŶt puisƋu’elles soŶt multipoteŶtes. Elles soŶt ĠgalemeŶt 

protĠgĠes daŶs l’eŶviroŶŶemeŶt placeŶtaire de l’expositioŶ aux ultraviolets et à la plupart des ageŶts 

chimiques. Leur reprogrammation est plus efficace que celle des fibroblastes comme Ŷous l’avoŶs vu 

daŶs l’iŶtroductioŶ (Eminli et al., 2009; Giorgetti et al., 2009). Par contre c’est uŶ tǇpe cellulaire 

difficile à vectoriser, eŶ particulier avec les vecteurs d’acides ŶuclĠiƋues. Pour ces raisons nous avons 

voulu tester la transduction de CSH par MD-Oct4. 

Des CSH ont alors été traitées pendant 2 heures avec MD-Oct4 et marquées spécifiquement avant 

d’ġtre aŶalǇsées en microscopie confocale (Figure n°32 B). Ici le signal de MD-Oct4 est colorisé en 

rouge. Comme attendu, il est présent dans la coupe optique du noyau de ces CSH après 2 heures 

d’iŶcuďatioŶ seulement. 

En somme, la séquence CPP MD est donc capable de vectoriser Oct4 dans des fibroblastes humains, 

mais également dans les CSH CD34+ humaines. La protĠiŶe s’accumule de manière croissante avec le 

temps au sein des cellules. Pour les deux types cellulaires, nous avons pu montrer que la protéine de 

fusion vectorisées atteint le noyau ce qui est nécessaire à sa fonctionnalité de facteur de 

transcription. 
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C. Activation transcriptionnelle 

La foŶctioŶ fiŶale d’uŶ facteur de traŶscriptioŶ est d’activer ou bien de réprimer la transcription de 

gènes cibles. Précédemment, nous avons montré que la séquence MD ne gênait pas la fixation 

d’Oct4 sur sa sĠƋueŶce ciďle d’ADN et Ƌue le facteur Ġtait capaďle de pénétrer dans le noyau de 

fibroblastes et de CSH. Cela moŶtre Ƌue la sĠƋueŶce MD permet l’achemiŶemeŶt daŶs la cellule 

depuis l’eŶviroŶŶemeŶt extĠrieur, Ƌue la sĠƋueŶce de localisatioŶ ŶuclĠaire reste active, permettaŶt 

d’atteiŶdre le ŶoǇau, et Ƌue la protĠiŶe MD-Oct4 garde l’affiŶitĠ de liaisoŶ à la sĠƋueŶce cible du 

facteur de transcription. Cependant, différents phénomènes pourraient interférer avec la 

transcription une fois le facteur internalisé. De plus, la reprogrammation cellulaire ne peut 

s’effectuer Ƌue si la traŶscriptioŶ des gğŶes ciďles s’active.  

Nous avons donc traité des fibroblastes avec MD-Oct4 ou MD-BLa tous les jours pendant 5 jours et 

avons mesurĠ l’activatioŶ de gğŶes ciďles par ƋuaŶtificatioŶ de leur traŶscrits. Pour réaliser les PCR 

quantitatives (qPCR) sur les ARNm rétro-transcrits, nous avons choisi les cibles d’Oct4 suivantes : 

oct4 lui-même, sox2 et nanog puisƋue ces trois facteurs composeŶt le rĠseau cœur de la 

pluripotence et sont considérés comme définissant les ESC. Nous avons également mesuré klf4, c-

myc et lin28 puisƋu’ils soŶt associés au réseau de pluripotence (Figure n°33 A). Comme souhaité, les 

gènes oct4, sox2 et nanog, voient leur expression augmenter avec une surexpression de 4 à presque 

8 fois les ARNm comparé à des cellules exposée à un traitement non pertinent par la protéine MD-

BLa. L’expressioŶ des gènes klf4, c-myc et lin28 augmentent respectivement leur expression de 4, 6 

et 2 fois environ. 

Nous avons également entrepris l’aŶalǇse des traŶscrits par qPCR sur des CSH traitées pour apprécier 

uŶe modulatioŶ de l’expressioŶ gĠŶiƋue. Nous avoŶs choisi les mġmes gğŶes ciďles d’Oct4 que 

précédemment (Figure n°33 B). Des CSH issues de 3 donneurs ont été traitées de manière journalière 

avec MD-Oct4 pendant 5 jours. On observe des réponses hétérogènes. En effet, les cellules du 

donneur 1 semblent ne pas répondre puisƋu’il Ŷ’Ǉ a pas de diffĠreŶce d’expressioŶ de transcrits 

mesurés sur les cellules soumises à MD-Oct4 comparées aux cellules soumises à MD-BLa. Les cellules 

du donneur 2 répondent de manière intermédiaire par rapport à celles du donneur 3 qui affichent 

uŶe rĠpoŶse forte. Les gğŶes cœur de la pluripoteŶce ainsi que lin28 sont activés pour les cellules des 

donneurs répondants. En revanche, seules les CSH du donneur 2 semblent répondre par une 

surexpression de klf4 avec une augmentation de 2 fois le nombre de transcrits par rapport à un 

traitement MD-BLa. Le doŶŶeur ϯ augmeŶte trğs fortemeŶt l’expressioŶ de nanog et lin28 dépassant 

respectivement 50 et ϭϬϬ fois le taux d’expression des cellules traitées avec MD-BLa. 



129 
 

Figure n°33 : Activation 

transcriptionnelle de gènes cibles 

après vectorisation de fibroblastes 

et de CSH CD34+ humaines par MD-

Oct4. 

A) Des fibroblastes primaires et B) 

les CSH de 3 donneurs 

indépendants (HSC#1, #2 ou #3) ont 

été traités par 10µg/mL de MD-

Oct4 (200nM) ou bien de MD-BLa 

(240 nM) quotidiennement 

peŶdaŶt ϱ jours. A l’issue du 
traitement, les ARNm totaux ont 

été purifiés et rétro-transcrits en 

ADNc en utilisant une amorce 

complémentaire des queues 

polǇ;AͿ avaŶt d’ġtre ƋuaŶtifiĠs par 
qPCR (incorporation du SYBR 

Green). Les cibles quantifiées sont : 

oct4, sox2, nanog, klf4, c-myc et 

lin28 et le gène hprt sert de 

référence. Pour les fibroblastes, les 

mesures (n=2) ont été effectuées 

en duplicat. Les changements 

d’expressioŶ mesureŶt les 
transcrits dans les cellules traitées par MD-Oct4 par rapport aux cellules exposées au traitement « non 

pertinent » par MD-BLa. Les ďarres d’erreur reprĠseŶteŶt les Ġcarts-types. 

Pour conclure, le traitement de fibroblastes ou de CSH par MD-Oct4 permet une activation 

transcriptionnelle des gènes cibles directs et indirects comme démontré ici, validant ainsi l’utilisation 

de MD dans une optique de reprogrammation. Néanmoins pour les CSH, l’expressioŶ des gènes 

cibles augmente de manière hétérogène en fonction du donneur, voir ne sont pas induits comme 

observé chez les cellules du donneur 1. 

L’ensemble de ces résultats de vectorisation de MD-Oct4 et de modulatioŶ associĠe de l’expressioŶ 

génique oŶt permis de coŶstruire uŶe partie de l’article suivaŶt soumis à International Journal of 

Pharmaceutics :  

Caulier, B., Berthoin, L., Coradin, H., Garban, F., Dagher, MC., Polack, B., Toussaint, B., 

Lenormand, JL. and Laurin, D. (2016). Targeted release of transcription factors for human cell 

reprogramming by ZEBRA cell-penetrating peptide. 

Voir article en annexe n°2. 
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V. Discussion et perspectives 

Nous avoŶs choisi d’exprimer les protéines en système E. coli. Cette stratégie s’est moŶtrĠe efficace 

puisque nous avons pu produire et purifier MD-Oct4, Oct4, R9-Oct4, ExoS54-Oct4 et MD-BLa. En 

revanche, seule une faible partie des protéines s’est rĠvĠlĠe ġtre soluďle à la production et le reste 

était agrégé sous forme de C.I excepté pour MD-BLa. La solubilité de cette dernière paraît logique 

puisque c’est uŶe protĠiŶe ďactĠrieŶŶe. Cette β-Lactamase TEM-1 est la plus fréquemment 

rencontrée chez les bactéries à gram négatif avec plus de 87% de prévalence pour la résistance aux 

pénicillines chez E. coli (Cooksey et al., 1990). La bactérie en produit donc naturellement en grande 

quantité pour résister aux β-Lactamines et son taux de solubilité qui semble plus élevée dans nos 

expériences contrairement aux autres protéines d’origiŶe eucarǇote Ŷ’est pas surpreŶaŶte. 

La production des protéines « Oct4 » sous forme de C.I a déjà été rapportée dans le contexte des 

études de reprogrammation avec d’autres CPP. Certaines utilisent la même souche d’expressioŶ : 

Rosetta (DE3) pLysS (Pan et al., 2010b; Thier et al., 2010; Zhang et al., 2012; Zhou et al., 2009b). 

D’ailleurs, l’Ġtude de Thier et al. qui utilise le CPP TAT, montre une production de TAT-Oct4 à 90% 

sous forme de C.I après une expression en Rosetta (Thier et al., 2010). Ces données présentent des 

similitudes avec les formes MD et R9 produites dans notre étude. Elles sont moins solubles que la 

forme Ŷative d’Oct4 pour les mêmes conditions de production (souche, température, volume et 

temps de production) et ainsi les séquences MD et R9 associées pourraient jouer un rôle dans leur 

agrégation. En effet, les CPP MD et R9 sont des séquences basiques comme le CPP TAT et pourraient 

avoir un effet sur la solubilité. Cette propriété semble être une caractéristique essentielle de ces CPP 

en lien avec l’eŶtrĠe de protĠiŶes cargos. En effet il a été suggéré que cette caractéristique est une 

composante essentielle aux interactions avec les membranes au niveau des protéoglycanes à 

héparane sulfates (Rothe et al., 2010; Marchione et al., 2016; Richard et al., 2003; Lönn and Dowdy, 

2015). Nous pouvons donc penser que les propriétés de charge positive nette, mais aussi pour MD, la 

Ŷature eŶ partie hǇdrophoďe de l’extrĠmitĠ C-terminale, c’est-à-dire du domaine de dimérisation 

pourraient influencer la solubilité de la forme Ŷative d’Oct4. 

Egalement, la surexpression de ces protéines de fusion dans un système E. coli pourrait conduire à 

leur précipitation comme rapporté avec TAT-Oct4. De plus, comme le rendement de production de 

ce système est très efficace, nous pouvons mettre en cause une vitesse de production trop 

importante qui peut conduire à un mauvais repliement surtout si la protéine surexprimée voit ses 

propriétés physico-chimiƋues chaŶgĠes avec l’ajout de CPP (Rosano and Ceccarelli, 2009). Il pourrait 

ġtre iŶtĠressaŶt de comparer la productioŶ oďservĠe ici avec celle d’uŶ sǇstğme eucarǇote tel Ƌue les 

cellules d’iŶsecte ou humaiŶe comme les cellules HEK. C’est uŶe piste d’amĠlioratioŶ iŶtĠressaŶte 
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mais qui nécessiterait de nombreuses optimisations, du temps et des coûts de production qui 

peuvent se montrer limitants. Ces paramètres font partie des décisions stratégiques qui nous ont 

conduits à utiliser le système en E coli. 

Pour pallier la partie perdue daŶs les corps d’iŶclusioŶ, Ŷous avons amélioré les conditions 

d’oďteŶtioŶ des protĠiŶes sous forme soluďle eŶ modulaŶt les conditions standard de production, à 

savoir la température, le temps et le milieu de production mais aussi la concentration en IPTG pour 

l’iŶductioŶ. Cela ne semble pas avoir impacté drastiquement le taux de solubilité puisque les 

améliorations se sont montrées modestes. Toutefois, les productions sur la nuit à la température la 

plus basse ayant été testée soit à 16°C, c’est-à-dire les plus lentes, avec un temps de repliement 

vraisemblablement plus optimal, ont toujours été retenues. C’est fiŶalemeŶt uŶe optimisatioŶ 

fréquemment utilisée pour les protéines humaines exprimées chez E. coli notamment pour diminuer 

la formation des C.I (Schein and Noteborn, 1988). 

Un autre point est que l’expressioŶ eŶ pET-15b confère un tag poly-histidine à la protéine ce qui 

permet sa purification mais Ŷ’a pas de propriĠtĠs aidaŶt la soluďilitĠ contrairement à d’autres tags 

comme les polypeptides MBP (Maltose Binding Protein) ou GST (Glutathione S-Transferase) (Kapust 

and Waugh, 1999; Smith and Johnson, 1988). Prenant ses 2 caractéristiques en compte, Nemes et al. 

ont pu purifier une production soluble de TAT-Oct4 à 4°C sur la nuit dans un système E. coli grâce à 

une expression des protéines avec un tag GST (Nemes et al., 2014). Nous suggĠroŶs doŶc Ƌu’une 

température de production plus basse et des tags solubilisants pourraient être utilisés en 

combinaison avec la méthode de purification développée pour les protéines « Oct4 ». C’est uŶe piste 

d’optimisatioŶ simple et moiŶs lourde à valider Ƌue la productioŶ eŶ sǇstğme eucarǇote. Puisque des 

ƋuaŶtitĠs importaŶtes s’avğreŶt nécessaires pour des traitements répétés lors d’uŶe 

reprogrammation et pour les applications développées dans ce projet, nous avons dû augmenter les 

volumes de production pour pallier les problèmes de quantités solubles produites. 

De manière intéressante, ExoS54-Oct4 Ŷ’a pas demaŶdĠ d’optimisatioŶ importaŶte pour la 

production. Le reŶdemeŶt gloďal d’oďteŶtioŶ de la protéine est supérieur à MD-Oct4, R9-Oct4, mais 

aussi à la forme Ŷative d’Oct4 seule. Cela suggère fortement que le tag ExoS54 pourrait jouer un rôle 

solubilisant. 

Les purificatioŶs rĠalisĠes daŶs ce chapitre reposeŶt sur uŶe chromatographie d’affiŶitĠ IMAC du tag 

composé de 6 histidines pour le cation divalent Ni2+ immoďilisĠ sur ďilles d’agarose. A l’origiŶe, Ŷous 

avions choisi ce tag car il est rarement la cause d’uŶ chaŶgemeŶt de coŶformatioŶ des protĠiŶes 

surexprimées (Kimple et al., 2013), ce qui est potentiellement favorable à la conservation des 

domaines fonctionnels des facteurs de transcription. En pratique, nous avons observés que les 
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formes « Oct4 » produites (Oct4, R9-Oct4, MD-Oct4 et Exos54-Oct4) conservaient l’affiŶitĠ pour la 

séquence consensus d’ADN cible. Cela montre bien que les domaines fonctionnels gardent leur 

potentiel. De plus, c’est uŶe stratĠgie iŶtĠressaŶte qui nous a permis de purifier les protéines taggées 

en une seule étape même à faible concentration soluble pour quasiment toutes nos protéines. 

Les premières purifications de MD-Oct4 avec chargement directe sur colonne ont conduit à de très 

mauvais rendements. Nous supposoŶs Ƌue c’est eŶ partie dut à une inaccessibilité du tag. Comme la 

production était faible dans ces premières expériences avant optimisation, il y avait également 

potentiellement une compétition des contaminants pour les sites d’affiŶitĠ au Ŷickel défavorable à la 

liaison des protéines taggées. Nous nous sommes inspirés d’un protocole de purification en « batch » 

développé par Thier et al. pour la purification de TAT-Oct4 et TAT-Sox2 après une très faible 

production soluble en E. coli et Ŷous l’avons adapté à la purification de MD-Oct4 (Thier et al., 2010, 

2012). Ce protocole a solutionné notre problème puisque nous avons pu purifier la protéine. Nous 

l’avoŶs donc par la suite appliqué aux autres protéines avec succès puisque les rendements de 

purificatioŶ ĠtaieŶt meilleurs. Cette amĠlioratioŶ s’expliƋue proďaďlemeŶt par uŶe augmeŶtatioŶ de 

la quantité de protéine tagguée fixée grâce à un temps et une surface de contact plus importante en 

agitatioŶ avec les ďilles de Ŷickel. D’autres améliorations en termes de quantité soluble sont à 

envisager pour aller au-delà avec ce protocole optimisé. L’utilisatioŶ de tags connus pour 

potentiellement améliorer la solubilité ou ďieŶ d’uŶ autre plasmide d’expressioŶ pourraient apporter 

de meilleurs rendements et constituent des perspectives de ce travail. 

Nous avoŶs vĠrifiĠ l’impact des sĠƋueŶces de vectorisatioŶ ajoutĠes à Oct4 grâce à un kit commercial 

de liaison de la forme active de la protéine à sa sĠƋueŶce ciďle d’ADN. Ce test est simple et rapide. 

Nous avons pu apprécier une fixation proportionnelle à la quantité de protéine ajoutée. Il semblerait 

que les formes ExoS54-Oct4 et MD-Oct4 lient fortement l’oligoŶuclĠotide comme Oct4 et que R9-Oct4 

soit légèrement moins efficace. On peut dire que les séquences ajoutées ne semblent pas gêner la 

structure du site de fixatioŶ à l’ADN. 

Les fibroblastes primaires de peau sont très majoritairement la source de cellule utilisée dans la 

ďiďliographie pour les maŶipulatioŶs de reprogrammatioŶ chez l’homme (González et al., 2011). 

Nous avons donc utilisé ces cellules et montré la transduction par MD-Oct4. Cette cinétique de 

vectorisation atteiŶt uŶ pic d’ĠfficacitĠ à 3 heures d’iŶcuďatioŶ puis dimiŶue. On peut penser que la 

prise en charge cellulaire est sans doute maximale ou que la protéine se dégrade rapidement une fois 

internalisée. Il est connu que la protéine Oct4 native subit de nombreuses modifications post-

traductionnelles qui conduisent à un temps de demi-vie court dans les cellules, inférieur à 90 minutes 

en moyenne (Saxe et al., 2009). Dans le cas de MD-Oct4 internalisée, cela pourrait être la cause de 

l’ĠƋuiliďre oďservĠ une fois la protéine dans le cytosol. De plus, l’oďservatioŶ microscopiƋue de la 
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vectorisation nous amène à penser que la protéine est sans doute dégradée lors du processus 

d’entrée notamment via un piégeage des protéines dans des vésicules endo-lysosomales qui se 

trouveŶt marƋuĠes par l’aŶti-Oct4. Il a été montré au laboratoire que les protéines associées à MD 

peuvent passer la membrane plasmique par uŶe traŶsductioŶ iŶdĠpeŶdaŶte de l’eŶdocǇtose (Rothe 

et al., 2010; Marchione et al., 2016). Nos observations Ŷe voŶt pas à l’eŶcoŶtre de ce priŶcipe, mais il 

est très certainement proďaďle Ƌue des phĠŶomğŶes d’eŶdocǇtose se produiseŶt tout de même 

puisque les cellules transduites sont compétentes pour ce processus et c’est le mĠcaŶisme principal 

de prise en charge cellulaire des macromolécules prĠseŶtes daŶs l’eŶviroŶŶemeŶt (Conner and 

Schmid, 2003). DaŶs Ŷos coŶditioŶs d’applicatioŶ de la protĠiŶe MD-Oct4, les cellules ne sont pas 

privées de Ca2+ ou de Mg2+ puisque nous réalisons le transfert en milieu de culture. Les fibroblastes se 

comportent donc logiquement comme « habituellement », c’est-à-dire en réalisant leurs fonctions de 

base qui incluent la phagocytose (Flannagan et al., 2012). Egalement, il a été montré que les cellules 

internalisent et recyclent l’ĠƋuivaleŶt de leur surface cellulaire uŶe à ciŶƋ fois par heure via des 

mĠcaŶismes d’eŶdocǇtose et les protéines MD de surface pourraient être internalisées par ce 

phénomène (Steinman et al., 1983). De plus, il se peut Ƌu’il soit amplifiĠ puisque les cellules sont 

privées de sérum durant 3 heures. 

MD-Oct4 vectorisée affiche une distribution plutôt membranaire et cytoplasmique, mais nous 

oďservoŶs Ƌu’aprğs ϯ heures d’iŶcuďatioŶ il y a suffisamment de signal pour détecter la protéine au 

niveau nucléaire, bien que moins représentée que dans les autres compartiments. Cette cinétique 

semble toutefois rapide en comparaison de celle rapportée pour R9-RFP, dépourvue de séquence de 

localisation nucléaire (NLS) qui est optimale aprğs ϴ heures d’iŶcuďatioŶ et reste exclusivement 

membranaire (Kim et al., 2009a). Par contre, d’autres ĠƋuipes oŶt rapportĠes Ƌue des fibroblastes 

traités avec TAT-Oct4 présentent une accumulation nucléaire très forte après 2 heures et une 

stabilité de la protéine après 24 heures (Zhang et al., 2012; Nemes et al., 2014). Les méthodes de 

détection de la protéine ne sont pas les mêmes et peuvent être plus sensibles. DaŶs l’Ġtude de 

Nemes et al., la NLS supplémentaire ajoutée en N-terminal de TAT-Oct4 dois contribuer à davantage 

d’accumulatioŶ. Il serait alors iŶtĠressaŶt d’ajouter uŶe NLS supplĠmeŶtaire daŶs la coŶstructioŶ MD 

pour vérifier ce phénomène. Il est également probable que TAT-Oct4 puisse s’Ġchapper rapidemeŶt 

d’uŶ piĠgeage endo-lysosomale puisque ce phénomène est connu pour ce CPP (Lönn and Dowdy, 

2015). Toutefois, cela semďle iŶtriguaŶt puisƋu’Oct4 prĠseŶte des sites d’uďiƋuitiŶatioŶ coŶŶus à 

l’origiŶe de la rĠgulatioŶ de sa staďilitĠ ŶotammeŶt par des polǇ-ubiquitinations via la lysine 63 

conduisant au protéasome également présent dans le noyau (von Mikecz, 2006; Xu et al., 2004). Son 

temps de demi-vie est d’ailleurs estimĠ à ϵϬ miŶutes (Saxe et al., 2009). 



134 
 

Dans les cellules souches hématopoïétiques humaines purifiées de sang de cordon, MD-Oct4 atteint 

le noyau en 2 heures eŶviroŶ. La ciŶĠtiƋue de dĠtectioŶ ŶuclĠaire mĠriterait plus d’aŶalǇse pour 

préciser ce résultat. AucuŶe Ġtude à Ŷotre coŶŶaissaŶce, Ŷ’a dĠjà rapportĠ la vectorisatioŶ d’Oct4 au 

sein de CSH excepté celle conduite au laboratoire TheREx avec le vecteur dérivé du système de 

sécrétion de type 3 de Pseudomonas aeruginosa (non publié). Par ailleurs trğs peu d’Ġtudes porteŶt 

sur la vectorisation de CPP sur ces cellules. Pourtant la vectorisation de protéines sur ce type 

cellulaire présente ďeaucoup d’iŶtĠrġt. OŶ peut proposer l’utilisatioŶ de vecteurs protĠiƋues pour 

diriger la différentiation, maiŶteŶir l’auto-renouvellement ou la multipotence mais encore amplifier 

les cellules ex-vivo comme il a été fait via la protéine TAT-HoxB4 (Krosl et al., 2003). Les CSH 

semblent être un type cellulaire assez difficile à transduire mais des protocoles se développent. Les 

ƋuelƋues Ġtudes rapportĠes moŶtre l’utilisatioŶ des CPP TAT et poly-arginines, qui rentrent par 

endocytose (Shen et al., 2004; Manceur and Audet, 2009). L’utilisatioŶ du CPP MD Ƌui Ŷe reŶtre pas, 

en partie, par endocytose pourrait alors être favorable pour ce type cellulaire. 

EŶfiŶ, Ŷous avoŶs moŶtrĠ l’activatioŶ transcriptionnelle de gènes cibles après transfert de MD-Oct4 

daŶs les fiďroďlastes et les CSH. Nous avoŶs mesurĠ l’activatioŶ de gènes cibles composant le réseau 

cœur de pluripoteŶce mais ĠgalemeŶt d’autres gġŶes iŶdirectemeŶt rĠgulĠs par Oct4. Nous avoŶs pu 

alors apprécier une activation de klf4 normalement utilisé dans le cocktail de Yamanaka et qui est, en 

partie, ŶĠcessaire à l’oďteŶtioŶ d’uŶe sigŶature de traŶsitioŶ mesenchymo-épithéliale retrouvée dans 

la phase prĠcoce de reprogrammatioŶ de ces cellules vers uŶ stade d’iPSC (Samavarchi-Tehrani et al., 

2010; Shu and Pei, 2014). Pour aller au-delà, il serait intéressant de vérifier la signature même de la 

MET avec des cibles comme snail1 ou cdh1. Une activation de c-myc également utilisé dans le 

cocktail de Yamanaka a été observée et traduit une activation transcriptionnelle globale, une survie 

et une prolifération cellulaire. Ces événement permettent d’augmeŶter l’efficacitĠ de génération 

d’iPSC (Chappell and Dalton, 2013; Theunissen and Jaenisch, 2014). 

Par ailleurs, la sĠƋueŶce MD composĠe eŶ partie du domaiŶe de liaisoŶ à l’ADN du facteur ZEBRA 

mais dépourvue de son domaine trans-activateur Ŷe semďle pas avoir d’iŶflueŶce sur l’expressioŶ 

des gènes cibles car seul un traitement MD-Oct4 active la transcriptioŶ d’OSKMNL daŶs les 

fibroblastes par rapport à MD-BLa. Egalement, il semblerait que MD-Oct4 produite sans 

modifications post-traductionnelles soit ďieŶ actif permettaŶt l’activatioŶ de gġŶes ciďles comme 

l’avaieŶt moŶtrĠ d’autres groupes (Lee et al., 2012b; Zhang et al., 2012). 

Les CSH ont montré des réponses hétérogènes par rapport à la lignée de fibroblastes et cela peut 

être attribué aux donneurs. Il est coŶŶu pour d’autres sǇstğmes de vectorisatioŶ Ƌue la capacité à 

produire des iPSC sur les CSH Ŷ’atteiŶt pas ϭϬϬ%. Comme pour les fibroblastes, les donneurs 

répondants semblent activer le réseau de pluripotence et c-myc. Une activation de lin28 parfois très 
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forte a même pu être observée et cela est encourageant pour la reprogrammation puisque la 

protéine codée est impliquée dans la maturation des micro-ARN notamment du cluster 290 

spécifique des ESC impliƋuĠs daŶs la maiŶteŶaŶce de l’Ġtat pluripoteŶt (Judson et al., 2009). 

  

L’eŶsemďle de ces rĠsultats valide le processus de dĠveloppemeŶt, de productioŶ et de 

purification du facteur de reprogrammation MD-Oct4. Ce facteur pénètre dans des 

fiďroďlastes primaires et des CSH humaiŶes daŶs lesƋuels il est achemiŶĠ jusƋu’au ŶoǇau où il 

est capaďle de lier sa sĠƋueŶce ciďle d’ADN. S’eŶ suit uŶe activatioŶ traŶscriptioŶŶelle de 

gènes directement régulés par Oct4 mais aussi des effets indirects traduisant la réactivation 

d’uŶ rĠseau iŶtercoŶŶectĠ de gğŶes retrouvĠ daŶs les processus de reprogrammatioŶ des 

cellules somatiques vers un état pluripotent. Ce vecteur MD est alors validé pour une 

utilisatioŶ eŶ reprogrammatioŶ et Ŷous avoŶs produit d’autres facteurs MD prĠseŶtĠs et 

caractérisés dans le chapitre suivant. 
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Chapitre II : Développement du panel de facteurs 

protéiques fusionnés au CPP MD pour la 

reprogrammation cellulaire sécurisée 
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Nous avons précédemment montré que la protéine MD-Oct4 Ġtait capaďle de s’achemiŶer 

daŶs des cellules somatiƋues humaiŶes jusƋu’au ŶoǇau où la traŶscriptioŶ de gğŶes ciďles 

s’active. DaŶs cette partie, Ŷous avoŶs produit d’autres protĠiŶes fusioŶŶĠes à la séquence MD 

pour pouvoir les utiliser à des fins de reprogrammation cellulaire sécurisée. Les protéines MD-

Sox2, MD-Nanog, MD-Lin28, MD-Klf4 et MD-c-Myc ont été produites en système E. coli et 

caractérisées pour leur capacité à transduire des fibroblastes. 
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I. Expression et purification 

A. Production de MD-Sox2 

Nous avons fusionné la séquence MD à la séquence de Sox2 afin de produire une protéine de fusion 

MD-SoxϮ et aiŶsi reŶdre possiďle l’eŶtrĠe daŶs la cellule de SoxϮ directemeŶt sous forme de protĠiŶe 

recombinante comme pour MD-Oct4. Nous avoŶs utilisĠ l’ADNc humaiŶ de sox2 veŶaŶt d’uŶ 

plasmide d’expressioŶ (Warren et al., 2010) en ajoutant des sites de restrictioŶ par PCR pour l’iŶsĠrer 

à la place d’oct4a dans le plasmide pET-15b. Pour chaque nouvelle protéine chimérique, un criblage 

des meilleures conditions de production soluble a été effectué de manière identique au chapitre n°1. 

Des bactéries Rosetta™ ;DEϯͿ pLysS oŶt ĠtĠ reteŶues et Ŷous avoŶs dĠtermiŶĠ Ƌu’uŶe productioŶ à 

16°C sur la nuit en milieu Terrific Broth (TB) après une équilibration thermique pendant 1 heure à 4°C 

et uŶe iŶductioŶ par Ϭ,ϱmM d’IPTG Ġtait coŶveŶaďle eŶ termes de dĠgradatioŶ et de quantité de 

protéines totales solubles. 

Pour MD-SoxϮ, Ϯ Ġtapes de purificatioŶs oŶt ĠtĠ ŶĠcessaires à l’oďteŶtioŶ d’uŶe puretĠ au moiŶs 

supérieure à 50%. En effet, la protéine semble interagir avec plus de partenaires dans notre système 

de productioŶ Ƌue les protĠiŶes prĠcĠdemmeŶt purifiĠes. UŶe premiğre Ġtape d’ĠchaŶges d’ioŶs a 

tout d’aďord ĠtĠ coŶduite pour « casser » les iŶteractioŶs avec des protĠiŶes coŶtamiŶaŶtes d’E. coli. 

Cette étape de purification est double, sous la forme : adsorption des contaminants puis échanges de 

cations. Les protéines contaminantes chargées négativement sont adsorbées sur la première colonne 

tandis que MD-Sox2, volontairement chargée positivement, interagit uniquement avec la seconde 

colonne. La première colonne est finalement jetée et MD-Sox2 est éluée par un gradient de chlorure 

de sodium (NaCl) (Figure n°34). Un bon nombre de contaminants de différents poids moléculaire 

sont élués dans les fractions 15 à 29. Les fractions comprenant MD-SoxϮ, c’est-à-dire 32 à 37, ont été 

rĠcupĠrĠes pour effectuer uŶe chromatographie d’affiŶitĠ avec le protocole mis au poiŶt pour MD-

Oct4 (Figure n°34; 45.3kDa). 
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Figure n°34 : Première étape de purification de MD-SoǆϮ paƌ adsoƌption des contaŵinants suivie d’une 
chromatographie d’Ġchange de cations. 
Les bactéries ont été lysées dans un tampon pH 8.5 permettant de charger positivement MD-Sox2 et le lysat a 

été traité à la DNase I. La fraction soluble est passée sur un tandem : coloŶŶe d’ĠchaŶge d’aŶioŶs ;Q-HP GE 

Healthcare) couplée à uŶe coloŶŶe d’ĠchaŶge de catioŶs ;SP-HP GE Healthcare). La 1ère colonne est ensuite 

écartée et MD-Sox2 est éluée par un gradient de NaCl de 100mM à 1M sur la 2nd colonne. Le chromatogramme 

de la purification est présenté avec les étapes ainsi que la courbe bleue « ʄ » d’aďsorptioŶ des protĠiŶes à 
280nm et la courbe rouge représentative de la concentration saline (conductivité). Les fractions indiquées sur 

le chromatogramme où il y a présence de protéines sont analysées en SDS-PAGE. MD-Sox2 à une masse de 45,3 

kDa (flèches rouges). P.M = marqueur de poids moléculaire. 

Pour MD-SoxϮ ĠgalemeŶt, la chromatographie d’affiŶitĠ IMAC eŶ « batch » permet d’oďteŶir uŶ 

reŶdemeŶt de purificatioŶ ďieŶ plus ĠlevĠ Ƌu’uŶ passage sur coloŶŶe. De plus, le protocole a ĠtĠ 

adaptĠ et des paliers d’ĠlutioŶ avec des coŶceŶtratioŶs croissaŶtes eŶ imidazole se soŶt rĠvĠlĠs 

indispensables pour une bonne séparation de MD-SoxϮ d’uŶ coŶtamiŶaŶt d’eŶviroŶ ϳϬ-80 kDa dans 

les éluats 1 à 4 (Figure n°35; flèches rouges). Il semblerait que la protĠiŶe d’iŶtĠrġt forme des 

dimğres ;flğches et crochets vertesͿ doŶt la masse est proche de celle du coŶtamiŶaŶt et Ƌu’il Ǉ ait 

ďeaucoup de dĠgradatioŶ des formes dimĠriƋues et moŶomĠriƋues lors de l’ĠlutioŶ ;flğches ďleuesͿ. 
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Après cette étape, les fractions contenant MD-Sox2 ont été récupérées et dialysées (Dialyse). Malgré 

un criblage de tampons de conservation pour MD-SoxϮ, c’est le tampoŶ fiŶal de purificatioŶ 

dĠpourvu d’imidazole Ƌui a ĠtĠ reteŶu et oŶ remarƋue de maŶiğre semi-ƋuaŶtitative Ƌu’uŶe partie 

de la protéine précipite toujours pendant cette dialyse. La protéine affiche un taux de pureté 

supérieure à 50% sans prendre en compte les formes multimériques et dégradées. 

Figure n°35 : Seconde étape de purification de MD-Sox2 par chromatographie d’affinitĠ IMAC en « batch » et 

dialǇse contƌe un taŵpon dĠpouƌvu d’iŵidazole. 
A la suite de la premiğre Ġtape de chromatographie d’ĠchaŶges d’ioŶs, les fractioŶs coŶteŶaŶts MD-Sox2 ont 

été rassemblées et incubées en « batch » avec la résine (Ni+-NTA, Qiagen) pendant 1h à 4°C. Le protocole a été 

adapté par rapport à la procédure de MD-Oct4 (Figure n°23) et après lavage de la résine, des concentrations 

croissaŶtes eŶ imidazole par paliers oŶt permis d’Ġluer MD-Sox2 (1 à 9 : 50, 80, 100, 150, 200, 250, 300, 350 et 

ϱϬϬmMͿ. Les fractioŶs d’iŶtĠrġt compreŶaŶt MD-Sox2 ont été rassemblées et dialysées contre le tampon final 

de purificatioŶ saŶs imidazole. Les fractioŶs d’ĠlutioŶ et la protĠiŶe aprğs dialǇse oŶt ĠtĠ aŶalǇsĠes par SDS-

PAGE. Les WB sont révélés avec un anticorps anti-His6x (panneau de droite). MD-Sox2 à une masse de 45,3 kDa 

(flèches rouges) et forme des dimères (flèches et crochets vertes). MD-Sox2 présente également des 

dégradations (flèches bleues). P.M = marqueur de poids moléculaire. 

  



142 
 

B. Production de MD-Nanog 

Pour les constructions restantes à savoir MD-Nanog, MD-Lin28, MD-Klf4 et MD-c-Myc, nous avons 

fait construire les séquences par un prestataire de service en biologie moléculaire. Les codons 

composant les séquences nucléotidiques de ces « gènes » synthétiques ont été optimisés pour la 

production en E. coli par GeneCust avec un algorithme interne. Les séquences ont été conçues 

comme précédemment de façon à obtenir les résidus MD en N-terminal suivis par un « linker » de 5 

glycines puis par la protĠiŶe d’iŶtĠrġt. Nous avoŶs sous-cloné les constructions reçues en pUC57 dans 

le plasmide d’expressioŶ pET-15b par des techniques de biologie moléculaire conventionnelles.  

De manière surprenante et pour toutes les protéines étudiées dans ce chapitre, la production sous 

forme soluďle semďle meilleure eŶ Rosetta™ ;DEϯͿ pLysS Ƌu’eŶ ďactĠries « BL21 » sans les codons 

rares humains alors que nous avons optimisés les codons des séquences pour E. coli. Ces bactéries 

ont donc été retenues pour produire MD-Nanog avec une expression à 16°C sur la nuit en milieu TB 

aprğs uŶe iŶductioŶ par Ϭ,ϱmM d’IPTG. 

UŶe seule Ġtape de purificatioŶ s’est avĠrĠe ŶĠcessaire pour cette protĠiŶe et le protocole de 

chromatographie d’affiŶitĠ eŶ « batch » a directement été utilisé (Figure n°36Ϳ. Le reŶdemeŶt Ŷ’est 

peut-être pas optimal mais une importante partie de MD-Nanog (flèches rouges) est retenue sur la 

résine après chargement et les lavages permettent de retirer plus de 90% de contaminants. Une 

légère dégradation de MD-Nanog est observĠe sur les fractioŶs d’ĠlutioŶ ;flğches ďleuesͿ. Les 

fractioŶs d’iŶtĠrġt oŶt ĠtĠ rassemďlĠes et dialǇsĠes coŶtre du PBS daŶs leƋuel MD-Nanog se retrouve 

très soluble. En effet, bien moins de précipité a été observé avec cette protéine par rapport à MD-

Sox2 notamment. MD-Nanog semble être la protéine la plus soluble de notre étude. Le taux final de 

pureté est supérieur à 90% en une étape. 
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Figure n°36 : Purification de MD-Nanog paƌ chƌoŵatogƌaphie d’affinitĠ IMAC en « batch » puis dialyse contre 

du PBS. 

Les procédures de préparation et de purification sont identiques à celles utilisées pour la protéine MD-Oct4 

(Figure n°23Ϳ. Les fractioŶs d’iŶtĠrġt compreŶaŶt MD-Nanog ont été rassemblées et dialysées contre du PBS. 

Les étapes de purification et la dialyse sont analysées en SDS-PAGE. Les WB sont révélés avec un anticorps anti-

His6x (panneau de droite). MD-Nanog a une masse de 42,2 kDa (flèches rouges) et elle est légèrement dégradée 

lors de l’ĠlutioŶ ;flğches ďleuesͿ. P.M = marƋueur de poids molĠculaire. 

C. Production de MD-Lin28 

La productioŶ a ĠtĠ effectuĠe eŶ Rosetta™ ;DEϯͿ pLysS. L’expressioŶ a ĠtĠ iŶduite avec Ϭ,ϱmM d’IPTG 

en milieu LB ou TB pendant 3 heures à 37°C. MD-Lin28 est la seule protéine qui, produite à 37°C, 

reste suffisamment soluble et non dégradée. 

2 étapes de purification se sont révélées nécessaires pour MD-Lin28 et nous avons procédé comme 

pour MD-SoxϮ avec uŶe premiğre Ġtape compreŶaŶt uŶe adsorptioŶ des coŶtamiŶaŶts suivie d’uŶe 

chromatographie échangeuse de cations. Cette première étape permet d’ĠlimiŶer uŶ graŶd Ŷomďre 

de protĠiŶes surtout vers ϳϱ kDa pour les fractioŶs d’ĠlutioŶ de ϮϬ à Ϯϲ et des coŶtamiŶaŶts 

inférieurs à 25 kDa de 22 à 28 (Figure n°37 ; protéines totales). Les fractions du plateau (2 à 10) 

contiennent le plus de MD-Lin28 et ont été regroupées. 
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Figure n°37 : Première étape de purification de MD-LinϮ8 paƌ adsoƌption des contaŵinants suivie d’une 
chƌoŵatogƌaphie d’Ġchange de cations. 
La procédure est identique à la figure n°34. Le chromatogramme de la purification est présenté avec une partie 

des étapes ainsi que la courbe bleue « ʄ » d’aďsorptioŶ des protĠiŶes à ϮϴϬŶm et la courďe rouge 
représentative de la concentration saline (conductivité). Les fractions indiquées sur le chromatogramme où il y 

a présence de protéines sont analysées en SDS-PAGE. Le WB est révélé avec un anticorps anti-His6x (panneau de 

droite). MD-Lin28 à une masse de 31,6 kDa (flèches rouges). Les flèches bleues montrent la dégradation. P.M = 

marqueur de poids moléculaire. 

UŶe chromatographie d’affinité IMAC a ensuite été conduite sur automate puisque les rendements 

étaient équivalents à une procédure en « batch » (Figure n°38). Après chargement et lavage, une 

ĠlutioŶ jusƋu’à ϭM d’imidazole a permis uŶe sĠparatioŶ de MD-Lin28 du reste des contaminants de 

poids moléculaires inférieurs (F. Elution 24 vs. 28, flèches rouges). MD-Lin28 forme des dimères 

;flğches vertesͿ et oŶ distiŶgue de la dĠgradatioŶ lors de l’ĠlutioŶ ;flğches ďleuesͿ. Les fractioŶs Ϯϴ à 

42 ont été rassemblées pour être dialysées contre le tampon final de purification dépourvu 

d’imidazole. Le taux fiŶal de puretĠ s’Ġlğve à ϳϬ% grâce à ces Ϯ Ġtapes. 
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Figure n°38 : Seconde étape de purification de MD-LinϮ8 paƌ chƌoŵatogƌaphie d’affinitĠ IMAC et dialǇse 
contƌe un taŵpon dĠpouƌvu d’iŵidazole. 

A la suite de la premiğre Ġtape de chromatographie d’ĠchaŶge d’ioŶs, les fractioŶs coŶteŶaŶt MD-Lin28 ont été 

rassemďlĠes et passĠes sur coloŶŶe de Nickel ;ProfiŶitǇ™ IMAC Cartridges, Bio-Rad). La colonne a ensuite été 

lavée et les protéines éluées par uŶ gradieŶt d’imidazole jusƋu’à ϭM. Les fractioŶs d’iŶtĠrġt compreŶaŶt MD-

Lin28 ont été rassemblées et dialysées contre le tampon final de purification dépourvu imidazole. Les fractions 

d’ĠlutioŶ et la dialǇse oŶt ĠtĠ aŶalǇsĠes par SDS-PAGE. Les WB sont révélés avec un anticorps anti-His6x 

(panneau de droite). Un phénomène de photo-blanchiment entraine une perte de signal de la bande de MD-

Lin28 dans les fractions LOAD et Total (dialyse). MD-Lin28 a une masse de 31,6 kDa (flèches rouges), forme des 

dimères (flèches et vertes) et montre de la dégradation (flèches bleues). P.M = marqueur de poids moléculaire. 

 

 

 

 

 



146 
 

D. Production de MD-Klf4 

Des problèmes considérables de solubilité ont été rencontrés pour les 2 protéines MD-Klf4 et MD-c-

Myc. 

Comme prĠcĠdemmeŶt Ŷous avoŶs optimisĠ la productioŶ soluďle mais cela Ŷ’a pas suffi. Nous 

avons criblé plus de souches bactériennes susceptibles de favoriser la solubilité avec notamment des 

Rosetta-gami B™ mais la Rosetta™ semďle la moiŶs pire avec eŶcore uŶ taux de production soluble 

inférieur à 10%. Une production à 16°C sur la nuit reste indispensable par rapport à 37°C où 

ƋuasimeŶt exclusivemeŶt des corps d’iŶclusioŶ soŶt formĠs. UŶe iŶductioŶ à des coŶceŶtratioŶs plus 

ďasses ;Ϭ,ϮϱmM d’IPTGͿ semďle trğs lĠgèrement améliorer cette quantité. Contrairement aux 

protĠiŶes prĠcĠdeŶtes Ŷous avoŶs dû coŶtiŶuer d’amĠliorer la soluďilitĠ de MD-Klf4 puisque des 

essais prĠlimiŶaires de purificatioŶ ŶotammeŶt par chromatographie d’affiŶitĠ Ŷ’oŶt pas permis 

d’isoler la protéine en quantité suffisante pour une utilisation ultérieure. Des milieux auto-inducteurs 

aiŶsi Ƌu’uŶe productioŶ eŶ sǇstğme acellulaire oŶt ĠtĠ testĠs mais Ŷ’oŶt pas apportĠ de meilleures 

quantités solubles de MD-Klf4 ni un environnement de protéines différent pour faciliter une 

purification par affinité. 

Nous avoŶs iŶduit l’expressioŶ de chaperoŶŶes et d’osmo-protectants par des chocs thermiques à 

47°C et des chocs osmotiques. Les conditions suivantes semblent les meilleures : (i) 0,5M sorbitol 

avec un choc thermique à 47°C pendant 30 minutes ou (ii) 0,2% glucose, 1mM bétaïne et 0,5M NaCl 

avec uŶ choc avec ϯ% d’ĠthaŶol ;Figure Ŷ°ϯ9 ; S = Soluble, flèches et crochets rouges). Toutefois, on 

remarƋue de la dĠgradatioŶ ;flğches ďleuesͿ comme Ŷous l’avioŶs dĠjà observé pour des 

températures de production proches de 37°C même avec cette association optimisée de 

températures. Excepté la condition « Saccharose » qui est un bon exemple représentatif des 

productioŶs iŶitiales où ƋuasimeŶt l’iŶtĠgralitĠ de la protĠiŶe est insoluble, ces nouvelles conditions 

semblent améliorer la solubilité. Nous avons retenu la condition « i ». 
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Figure n°39 : Amélioration de la solubilité de MD-Klf4 lors de son expression en Rosetta™ (DE3) pLysS. 

Les bactéries ont été cultivées à 37°C sous agitation dans différents milieux LB supplémentés pour créer un 

stress osmotique : « Sac. » = 0,5M Saccharose, « Sor. » = 0,5M Sorbitol, « NaCl » = 0,2% Glucose + 1mM Bétaïne 

+ 0,5M NaCl. A D.O600nm = 0,8, les bactéries ont soit été équilibrées thermiquement à 47°C pendant 45 minutes 

sous agitation (= 47°C) soit mises en présence de 3% éthanol et incubées sur glace pendant 15 minutes puis à 

37°C pendant 30 minutes sous agitation (= OH). Une fois les procédures de « chocs » termiŶĠes, l’expression a 

ĠtĠ iŶduite par Ϭ,ϮϱmM d’IPTG à ϯϳ°C peŶdaŶt ϭ heure suivie de Ϯ heures à ϯϬ°C. T = LǇsat Total et S = LǇsat 
Soluble sont analysés par SDS-PAGE. Les WB sont révélés avec un anticorps anti-His6x (panneau de droite). MD-

Klf4 a une masse de 57,1 kDa (flèches et crochets rouges) et présente des dégradations (flèches bleues). 

Avec ces Ŷouvelles coŶditioŶs de productioŶ, uŶe chromatographie d’affiŶitĠ sur Nickel a d’aďord ĠtĠ 

entreprise sur la base du protocole précédemment développé. La figure n°40 représente ce Ƌu’oŶ 

oďtieŶt eŶ fiŶ de purificatioŶ aprğs regroupemeŶt des fractioŶs d’iŶtĠrġt et cette procĠdure Ŷe 

permet pas d’isoler MD-Klf4. La protĠiŶe semďle iŶteragir avec uŶ coŶtamiŶaŶt d’eŶviroŶ ϳϬ à ϳϱ kDa 

Ƌue l’oŶ retrouve daŶs toutes les coŶditioŶs aprğs amélioration de la solubilité (flèche verte). Le 

rendement de purification est trop faible avec plus de 50% de contaminants. 
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Figure n°40 : Purification de 

MD-Klf4 par 

chƌoŵatogƌaphie d’affinitĠ 
IMAC après amélioration de 

l’eǆpƌession en Rosetta™ 

(DE3) pLysS. 

Les bactéries ont été 

cultivées à 37°C sous 

agitation dans du milieu LB 

supplémenté par 0,5M 

Sorbitol. Après un choc 

thermique à 47°C, 

l’expressioŶ a ĠtĠ iŶduite par 
Ϭ,ϮϱmM d’IPTG à ϯϳ°C 
pendant 1 heure suivi de 2 

heures à 30°C. Les 

procédures de préparation 

et de purification sont 

identiques à celles utilisées pour la protéine MD-Oct4 (Figure n°23) mais avec des tampons différents. Les 

fractions T (Totale) et S (Soluble) sont analysées en SDS-PAGE après regroupement des fractions comprenant 

MD-Klf4. Le WB est analysé avec un anticorps anti-His6x (panneau de droite). P.M = marqueur de poids 

moléculaire. MD-Klf4 a une masse de 57,1 kDa. 

Des tests de couplage d’uŶe chromatographie d’affiŶitĠ à uŶe chromatographie d’exclusioŶ de taille 

ont été entrepris dans le but de séparer le contaminant de 70-75 kDa proche de MD-Klf4. Cette 

associatioŶ Ŷ’a pas ĠtĠ satisfaisaŶte et la protĠiŶe est trop diluĠe eŶ fiŶ de procĠdure. De plus, la 

protĠiŶe prĠcipite lorsƋu’oŶ essaie de coŶceŶtrer les fractioŶs. Des chaŶgements de tampon 

;ŶotammeŶt eŶ prĠseŶce d’ATPͿ Ŷ’oŶt pas amĠliorĠ la sĠparatioŶ de MD-Klf4 du contaminant. 

Des chromatographies d’affiŶitĠ suivies de chromatographies ĠchaŶgeuse d’ioŶs ;et iŶversemeŶtͿ 

oŶt eŶsuite ĠtĠ rĠalisĠes mais Ŷe permetteŶt pas d’isoler MD-Klf4 convenablement. Le rendement 

est trop faiďle pour coŶtiŶuer. Des chromatographies ĠchaŶgeuses d’ioŶs couplĠes à uŶe 

chromatographie d’exclusioŶ de taille ou d’affiŶitĠ ŶoŶ spĠcifiƋue sur HĠpariŶe oŶt ĠtĠ testĠes pour 

désorganiser les interactions mais ne conduisent pas non plus à une bonne purification de MD-Klf4 

trop diluée en fin de procédure. 

Nous avoŶs aussi testĠ uŶe chromatographie d’affiŶitĠ ŶoŶ spĠcifiƋue sur HĠpariŶe eŶ premiğre 

intention puisque ce type de colonne est utilisé pour purifier les protĠiŶes liaŶt l’ADN. Elle permet 

une bonne séparation initiale des contaminants. De plus, le contaminant de 70 à 75 kDa est 

fortemeŶt ĠluĠ daŶs les fractioŶs d’ĠlutioŶ iŶtermĠdiaires ce Ƌui permet uŶe sĠparatioŶ de MD-Klf4 

dans les fractions supérieures. En revanche, une autre étape de purification entraine une trop forte 

dilution de MD-Klf4 qui précipite après concentration. Les quantités initiales solubles sont donc trop 

faibles. 
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En parallèle des dernières purifications, nous avons testés la production de MD-Klf4 en cellules 

eucaryotes : les cellules SϮ de drosophile, dispoŶiďles au laďoratoire. Nous souhaitioŶs d’aďord 

apprĠcier la possiďilitĠ d’oďteŶir la protĠiŶe sous forme soluďle daŶs ce sǇstğme avaŶt de s’orieŶter 

vers une purification des corps d’iŶclusioŶ d’E. coli puisƋue Ƌue Ŷous sommes capaďles d’eŶ produite 

en grandes quantités à 37°C mais ce type de purification demande de nombreuses mises au point. La 

construction a été insérée dans le plasmide pMT-BIP-V5-His A Ƌui permet l’export extracellulaire de 

la protéine surexprimée grâce au peptide signal BIP en cellules S2. Le gène inséré est sous le contrôle 

d’uŶ promoteur « Metallothionein » inductible au sulfate de cuivre et la protéine exprimée contient 

un tag « épitope V5 » aiŶsi Ƌu’uŶ tag His6x en C-terminal.  

La transfection est transitoire et on cherche à détecter MD-Klf4 dans le milieu de culture à différents 

jours post-induction (Figure n°41). MD-Klf4 est exprimée par ce système et nous sommes capables de 

la détecter en WB de plus en plus coŶceŶtrĠe jusƋu’au ϳème jour post-induction. Cependant, la bande 

de surexpressioŶ Ŷ’est pas dĠtectaďle lors de l’aŶalǇse des protĠiŶes totales. De plus, la protĠiŶe a uŶ 

poids moléculaire compris aux alentours de 200 kDa (flèches rouges) au lieu de 57,1 kDa : il s’agit 

probablement de multimères. On détecte aussi la présence de polymères de poids moléculaire plus 

ĠlevĠ eŶcore ;flğches ďleuesͿ. Ce sǇstğme plus chroŶophage Ŷ’a pas permis d’oďteŶir de plus graŶdes 

quantités de MD-Klf4 solubles et nous avons préféré continuer sur la purification des corps 

d’iŶclusioŶ d’E. coli. 

Figure n°41 : Cinétique de production de MD-Klf4 en cellules S2 de Drosophila melanogaster. 

Les cellules ont été transfectées avec la construction pMT-BIP-MD-G5-Klf4-V5-His qui permet la production de 

MD-Klf4 et son export dans le milieu de culture après clivage du peptide signal BIP. A partir du 3ème jour post 

transfection, la production a été induite par 500 µM sulfate de cuivre et des échantillons ont été récupérés 

après 6 heures (J0 post induction) puis aux jours suivants (J1-J8). Les protéines totales sont analysées par SDS-

PAGE et le WB est révélé avec un anticorps anti-His6x (panneau de droite). MD-Klf4 a une masse théorique de 

https://en.wikipedia.org/wiki/Drosophila_melanogaster
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57,1 kDa mais migre à un poids supérieur et présente des formes multimériques (flèches bleues). PM = 

marƋueur de poids molĠculaire. La ďaŶde de surexpressioŶ Ŷ’est pas dĠtectaďle sur l’aŶalǇse des protĠiŶes 
totales mais la flèches indique la position attendue par rapport au Western-Blot. 

Voyant les possibilités diminuer, nous avons continué sur la purification de MD-Klf4 à partir des C.I 

produit à 37°C. Des étapes de lavages des C.I se sont révélées nécessaires et des détergents ont été 

utilisés. Leur concentration ainsi que le protocole de lavage a dû être adapté par protéine. Puisque 

MD-Klf4 compose trğs majoritairemeŶt les C.I, Ŷous avoŶs dĠcidĠ de Ŷe pas rĠaliser d’Ġtape 

supplĠmeŶtaire de soluďilisatioŶ de la protĠiŶe eŶ vue d’uŶe purificatioŶ. 

Figure n°42 : Tampons issus 

du kit commercial 

« QuickFold™ Protein 

Refolding kit » dédié au 

repliement des protéines 

dénaturées.  

15 tampons sont présentés 

et balayent différentes 

caractéristiques pouvant 

influencer le repliement des 

protéines : la nature du 

tampon et son pH associé 

(MES et Tris), la présence de 

sels (NaCl, KCl, MgCl2, CaCl2), 

de chélateurs de métaux 

(EDTA), de couples rédox 

;GSH/GSSHͿ ou d’ageŶts 
réducteurs (DTT), 

d’osmolǇtes ;ArgiŶiŶe, 
Guanidine, Sucrose, PEG 

3550) et de détergents non-

ioniques (Triton X-100). 

Dans une première partie, les C.I lavés ont alors été homogénéisés dans un tampon simple et la 

solution directement diluée goutte à goutte dans différents tampons de repliement (Figure n°42) 

avaŶt d’ġtre iŶcuďĠe ϭ heure à 4, ϮϮ et ϯϳ °C sous agitatioŶ. Parmi les ϯ tempĠratures testĠes, les 

meilleurs résultats en quantité solubles ont été obtenus à 37°C et le tampon n°3 semble être le plus 

efficace (Figure n°43 ; S = Soluble). Les tampons n°1, 3, 5, 11 et 14 semblent solubiliser les C.I de MD-

Klf4. La forme majoritaire solubilisée est au bon poids moléculaire (flèches rouges) mais il y a 

néanmoins de la dégradation (accolades orange). On remarque ici aussi des formes multimériques 

(flèches bleues) et un contaminant aux alentours de 37 kDa qui peut être une forme dégradée de 

MD-Klf4 sans le tag His6x (flèches vertes). 
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Figure n°43 : Soluďilisation des coƌps d’inclusion de MD-Klf4 à 37°C avec différents tampons de repliement. 

Des Rosetta (DE3) pLysS oŶt ĠtĠ cultivĠes à ϯϳ°C sous agitatioŶ daŶs du milieu LB et l’expressioŶ iŶduite par 
Ϭ,ϱmM d’IPTG peŶdaŶt ϯ heures. Les corps d’iŶclusioŶ oŶt ĠtĠ collectĠs aprğs lǇse des ďactĠries. Ils oŶt ĠtĠ 
lavés avec du Triton-XϭϬϬ avaŶt d’ġtre homogĠŶĠisĠs daŶs uŶ tampoŶ Tris ϱϬmM pH ϳ,ϱ. UŶe dilutioŶ goutte à 
goutte de la solution de MD-Klf4 insoluble a ensuite été effectuée au 100ème (v/v) dans les tampons 1 à 16 

(Figure n°42 et Soufi et al., 2015). Les protéines ont été incubées 1h à 37°C sous agitation. Les fractions solubles 

(S) et insolubles (I) ont ensuite été séparées, la fraction soluble a été concentrée par précipitation et la totalité 

des protéines a été analysée en SDS-PAGE. Les Western-Blots sont révélés avec un anticorps anti-His6x 

(panneau de droite). MD-Klf4 a une masse de 57,1 kDa (flèches rouges), présente des formes multimèriques 
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(flèches bleues) et des dégradations (accolades orange). Les flèches vertes indiquent des contaminants qui ne 

sont pas reconnus en Western-Blot. P.M = marqueur de poids moléculaire. 

Dans une seconde partie, les ratios de dilution des C.I dans les tampons choisis ont été optimisés 

pour obtenir le plus de MD-Klf4 soluďle avec le moiŶs de dĠgradatioŶ et la coŶditioŶ ϭ/Ϯϱ, c’est-à-

dire 1 volume de C.I lavés pour 25 volumes de tampon de repliement, a été retenue (Figure n°44). 

Les tampons n°3, 11 et 14 sont les plus efficaces à cette dilution et la protéine MD-Klf4 solubilisée a 

eŶsuite ĠtĠ prĠcipitĠe avaŶt d’ġtre ƋuaŶtifiĠe par comparaisoŶ avec uŶe gamme de BSA. Ici 

également, le tampon n°3 permet de mieux solubiliser les C.I que les tampons n°11 et 14. Comme 

précédemment, on retrouve de la dégradation (flèches rouges et accolades orange) et le 

coŶtamiŶaŶt d’eŶviroŶ ϯϳ kDa ;flğche verteͿ. EŶ rĠsumĠ, dans nos conditions expérimentales, le 

processus de production de MD-Klf4 jusƋu’à soŶ oďteŶtioŶ eŶ ƋuaŶtitĠ majoritairemeŶt ŶoŶ 

dégradée et soluble est validé grâce au tampon de repliement n°3. 

Figure n°44 : Soluďilisation des coƌps d’inclusion de MD-Klf4 à 37°C à un ratio 1/25 dans les tampons de 

repliement n°3, 11 et 14. 

Les procédures de production et de lavage sont identiques à la Figure n°40. Une dilution goutte à goutte de la 

solution de MD-Klf4 insoluble a été effectuée au 25ème (v/v) dans les tampons 3, 11 et 14 préalablement criblés. 

Les protéines ont été incubées 1h à 37°C sous agitation. Les fractions solubles (S) et insolubles (I) ont ensuite 

été séparées et la fraction soluble a été précipitée. Les fractions ont été analysées en SDS-PAGE. Le WB est 

révélé avec un anticorps anti-His6x (panneau de droite). MD-Klf4 a une masse de 57,1 kDa (flèches rouges), 

présente des formes multimèriques (flèches bleues) et des dégradations (accolades orange). La flèche verte 

indique des contaminants qui ne sont pas reconnus en Western-Blot. P.M = marqueur de poids moléculaire. 

Il est important de noter que les tampons n°3, 11 et 14 contiennent du Triton-X100 à hauteur de 

0.5% qui facilite la solubilisation des protéines mais qui est difficile à dialyser et incompatible en 
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culture cellulaire (Figure n°42Ϳ. De plus, le tampoŶ Ŷ°ϯ fiŶalemeŶt reteŶu coŶtieŶt d’autres espğces 

en quantité assez importante comme la guanidine, pouvant également être toxiques pour les 

cellules. Le processus de solubilisation nous a conduits à uŶe coŶceŶtratioŶ d’eŶviroŶ ϭµM de MD-

Klf4 (environ 60µg/mL) et nous comptons utiliser cette protéine à une concentration finale de 

ϭϬϬŶM. AfiŶ de s’assurer Ƌue le tampoŶ est compatiďle avec uŶ traitemeŶt de cellules pour la 

reprogrammation, nous avons donc divisé la concentration du tampon par 10 (Tableau n°12) dans du 

milieu sans sérum et avons traité des fibroblastes puis estimer leur viabilité par comptage. 

Tableau n°12 : Composition du tampon n°3 issu du kit commercial « QuickFold™ Pƌotein 
Refolding kit » et de sa dilution au dixième. 

Ta
m

p
o

n
 n

°3
 

Espèces et concentrations 
initiales 

Concentration finale tampon dilué 
(dilution au 10ème) 

Toxicité  

MES pH6 50mM 5mM Non toxiqueΏ 
NaCl 9,6mM 960µM Non toxiqueΏ 
KCl 0,4mM 40µM Non toxiqueΏ 

EDTA 1mM 100µM 
Toxicité suspectée 
Détachement 
cellulaire à 500µM 

Sucrose 0,4M 40mM Toxicité suspectée 
Guanidine-HCl 0,75M 75mM Toxicité suspectée 

Triton-X100 0,5% 0.05% 
Toxicité suspectée  
Supérieure à CMC (≈ 
0.02%) 

PEG 3550 0,05% 0.005% Non toxique 
DTT 1mM 100µM Non toxique 

Ώ = inférieur aux concentrations couramment utilisées dans les milieux de culture 

Initialement, les cellules étaient viables à 100% sur 3 puits comptés. Un traitement de 2 heures avec 

MD-Klf4 à 100nM dans le tampon n°3 ou bien le tampon n°3 dilué sans la protéine conduit à une 

mortalité cellulaire de 100%. En effet, les cellules ne sont plus comptables et on observe uniquement 

des débris. On peut suspecter que le Triton X-100 dilué étant toujours supérieur à sa concentration 

micellaire critique (CMC) va former des micelles et donc solubiliser les membranes des cellules. En 

définitif, MD-Klf4 obtenue soluble est dans un tampon qui est non compatible pour la culture 

cellulaire et la reprogrammation. 

Nous avoŶs essaǇĠ d’optimiser les concentrations de certains constituants du tampon n°3 pour le 

rendre moins toxique et avons réitéré les expériences de toxicité par un traitement sur fibroblastes. 

Nous avons dérivé 7 nouveaux tampons à partir du tampon n°3 (Tableau n°13). Malheureusement, 

aucuŶ tampoŶ diluĠ Ŷ’a permis d’augmeŶter la viaďilitĠ cellulaire aprğs traitemeŶt et comme 

prĠcĠdemmeŶt, toutes les cellules se retrouveŶt eŶ dĠďris aprğs Ϯ heures d’iŶcuďatioŶ. 
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Tableau n°13 : Préparation de nouveaux tampons dérivés du tampon n°3 issu du kit commercial 
« QuickFold™ Pƌotein Refolding kit ». 

EŶfiŶ, Ŷous avoŶs teŶtĠ d’eŶlever le TritoŶ-X100 par un changement de tampon à partir de la 

solution de MD-Klf4 soluble dans le tampon n°3. Pour ce faire, nous avons utilisé 2 techniques : (i) 

uŶe chromatographie d’iŶteractioŶ hǇdrophoďe par adsorptioŶ du Triton-X100 sur billes de 

polystyrène (Holloway, 1973) et ;iiͿ uŶe chromatographie d’ĠchaŶge d’aŶioŶs par adsorptioŶ de MD-

Klf4 sur la rĠsiŶe. DaŶs la premiğre procĠdure, c’est le TritoŶ-X100 qui est fixé au moment du passage 

de MD-Klf4 en tampon 3 sur les billes et nous avons changé le tampon final par une élution avec un 

tampon comprenant soit des AA hydrophobes (Leucine, Isoleucine, Phénylalanine et Tryptophane) 

soit du CHAPS à 0,5% en replacement du Triton. Le CHAPS est un détergent plus doux avec une CMC 

plus élevée de 0,49% qui serait ainsi mieux compatible avec la dilution de la protéine et qui pourrait 

également être éliminé par dialyse. Malheureusement, après changement de tampon par ces 2 

techniques et concentration de la protéine, cette dernière précipite et présente de fortes 

dégradations. 

FiŶalemeŶt, uŶ chaŶgemeŶt de plasmide d’expressioŶ a ĠtĠ effectuĠ daŶs le ďut d’ajouter Ϯ 

polǇpeptides permettaŶt d’amĠliorer la soluďilitĠ de la protĠiŶe surexprimée chez E. coli. En N-

terminal à la place du tag His6x, nous avons soit placé un tag His6x-GST soit un tag His6x-MBP et avons 

exprimé la protéine dans la bactérie BL21 (DE3). Ces derniers essais ont été réalisés dans les 

conditions les plus courantes : à ϭϲ°C sur la Ŷuit eŶ milieu LB aprğs uŶe iŶductioŶ de l’expressioŶ par 

Ϭ,ϱmM d’IPTG. MD-Klf4 semble bien exprimée avec le tag His6x-GST contrairement au tag His6x-MBP 

mais est, en revanche, non soluble (Figure n°45, I = Insoluble). Ces nouveaux tags ne semblent pas 

améliorer la quantité soluble de MD-Klf4 dans ces tests. 

 

 

Dérivés 
Espèces et concentrations initiales 

changées 
Concentration finale tampon dilué 

(dilution au 10ème) 

3.1 Guanidine-HCl 0.5M 50mM 

3.2 Guanidine-HCl 0.25M 25mM 

3.3 Guanidine-HCl 0.5M, Triton-X100 0.4% 50mM et 0.04% 

3.4 Guanidine-HCl 0.5M, Triton-X100 0.2% 50mM et 0.02% 

3.5 Guanidine-HCl 0.25M, Triton-X100 0.2% 25mM et 0.02% 

3.6 Guanidine-HCl 0.5M, Triton-X100 0.1% 50mM et 0.01% 

3.7 Guanidine-HCl 0.25M, Triton-X100 0.1% 25mM et 0.01% 
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Figure n°45 : Essai d’aŵĠlioƌation de la soluďilitĠ de MD-Klf4 par un changement de tag en N-terminal. 

Des bactéries BL21 (DE3) ont été transformées par les plasmides pETG-30A-MD-Klf4 (tag His6x-GST) ou pETG-

41A (tag His6x-MBP). Une production a été effectuée en milieu LB sur la nuit à 16°C après une induction par 

Ϭ,ϱmM d’IPTG. Les fractioŶs iŶsoluďles ;IͿ et soluďles ;SͿ oŶt ĠtĠ sĠparĠes et aŶalǇsĠes eŶ SDS-PAGE. Le WB est 

révélé avec un anticorps anti-His6x (panneau de droite). His6x-GST-MD-Klf4 a une masse de 84 kDa (crochets et 

flèches rouges) et His6x-MBP-MD-Klf4 de 100 kDa (non exprimée). P.M = marqueur de poids moléculaire. Sur 

cette figure sont aussi présentés les tests de solubilité avec ces nouveaux tags pour MD-Oct4 et MD-c-Myc qui 

sont eux aussi insolubles. Le transfert sur membrane pour le WB décalle le PM des pistes. PM = marqueur de 

poids moléculaire. 

En conclusion pour MD-Klf4, nous ne sommes pas parvenus à obtenir suffisamment de protéine 

soluble en système E. coli pour la purifier convenablement malgré les optimisations apportées à la 

production. En effet, ces optimisations ont conduit à la surexpression de nouvelles protéines, 

vraisemblablement des chaperonnes qui gênent la purification de MD-Klf4. Un essai de production 

eŶ cellules d’iŶsectes Ŷ’a pas apportĠ d’amĠlioratioŶ sur la ƋuaŶtitĠ. La purificatioŶ de MD-Klf4 en 

corps d’iŶclusioŶ, c’est-à-dire sous forme insoluble à la production, a été conduite avec succès 

puisque la protéine est soluble en fin de procédure dans un tampon complexe. En revanche, ce 

tampoŶ est ŶoŶ phǇsiologiƋue et dĠtruit des fiďroďlastes eŶ moiŶs de Ϯ heures d’iŶcuďatioŶ. Des 

efforts de remplacements de ce tampon ont été effectué mais en vain. Dans le contexte actuel, MD-

Klf4 Ŷe pourra pas ġtre utilisĠe à des fiŶs de reprogrammatioŶ et d’autres amĠlioratioŶs sont encore 

nécessaires telles Ƌu’uŶe productioŶ à l’aide d’uŶ autre sǇstğme d’expressioŶ. 
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E. Production de MD-c-Myc 

La purification de MD-c-Myc a suivi la même trame que celle de MD-Klf4 et nous avons réalisé les 

procédures développées dans la partie précédente en parallèle pour les 2 protéines. Les purifications 

associĠes à des coŶditioŶs de soluďilitĠ amĠliorĠes Ŷ’oŶt pas coŶduit à l’oďteŶtioŶ d’uŶ stock 

important et pur de MD-c-Myc. 

UŶ chaŶgemeŶt de plasmide d’expressioŶ vers le pETG-30A et le pETG-4ϭA, Ŷ’a pas aďouti à 

l’expressioŶ de la protĠiŶe soluďle ;Figure Ŷ°45). En effet, MD-c-Myc est produite en quantité mais 

sous forme de C.I. D’autre part, les milieux auto-inducteurs pour les bactéries, la production 

acellulaire ou eŶ cellules SϮ de drosophiles Ŷ’oŶt coŶduit Ƌu’à de faiďles ƋuaŶtitĠs de protĠiŶes 

exprimée. 

La purification de MD-c-MǇc des C.I d’E. coli a donc également été tentée. Comme pour MD-Klf4, 

nous avons effectué la production de la protéine avec le meilleur compromis quantité 

produite/dégradation à savoir ici sur 3 heures à 37°C en Rosetta™ (DE3) pLysS après une induction 

par 0,5mM IPTG en milieu LB. Après un lavage adapté des C.I de MD-c-Myc, nous avons suivi la 

même procédure de repliement que pour MD-Klf4. Ici également, la température la plus efficace est 

37°C et les tampons n°9 et 13 semblent les meilleurs. Le tampon n°13 contient du Triton-X100 à la 

différence du n°9 et il a donc été écarté pour privilégier celui sans détergent. 

Après amélioration du temps et des ratios de dilution pour replier MD-c-Myc dans le tampon n°9, il 

semďlerait Ƌu’uŶe iŶcuďatioŶ de Ϯ heures à ϯϳ°C soit uŶ ďoŶ compromis ƋuaŶtitĠ repliée et 

dégradation (Figure n°46, panel haut). Le ratio de dilution 1/20ème permet de solubiliser plus de MD-

c-Myc que le ratio 1/50ème (flèches rouges). Néanmoins, il y a plus de dégradation associée (accolades 

oraŶgeͿ. Il semďlerait Ƌu’il reste plus de MD-c-Myc soluble pour le ratio 1/20ème après concentration 

de la protéine dans le tampon n°9 (panel du bas). Ce résultat demande à être confirmer puisque de 

Ŷomďreux sels gġŶeŶt la migratioŶ de l’Ġlectrophorğse. EŶ effet, le tampoŶ Ŷ°ϵ eŶ coŶtieŶt ďeaucoup 

avec notammeŶt Ϭ.ϱM d’ArgiŶiŶe et Ϭ.ϳϱM de GuaŶidiŶe. Le tampoŶ Ŷ°ϵ a ĠtĠ reteŶu avec les Ϯ 

ratios de 1/50ème et 1/20ème à 37°C pendant 2 heures. Un stock a été conservé avec ces résultats au 

1/20ème. 

Des tests de toxicité du tampon n°9 ont par la suite été conduits comme pour MD-Klf4. Le tableau 

n°14 récapitule les composants du tampon n°9 et les toxicités suspectées. Le stock 1/20ème retenu 

prĠcĠdemmeŶt est d’eŶviroŶ ϭ,4µM de MD-c-MǇc ;eŶviroŶ ϴϬµg/mLͿ d’aprğs uŶe comparaisoŶ des 

bandes avec celles de la gamme de BSA (Figure n°46Ϳ. La dilutioŶ est doŶc de ϭ4 puisƋue l’oŶ compte 

utiliser la protéine à 100nM comme pour MD-Klf4. 
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Figure n°46 : Soluďilisation des coƌps d’inclusion de MD-c-Myc dans le tampon n°9, pendant 2 heures à 37°C 

et à 2 ratios différents. 

Des Rosetta (DE3) pLysS oŶt ĠtĠ cultivĠes à ϯϳ°C sous agitatioŶ daŶs du milieu LB et l’expressioŶ iŶduite par 
Ϭ,ϱmM d’IPTG sur ϯ heures. Les corps d’iŶclusioŶ oŶt ĠtĠ collectĠs aprğs lǇse des ďactĠries, lavĠs avec du 
Triton-X100 puis homogénéisés dans un tampon Tris 50mM pH 7,5. Une dilution goutte à goutte de la solution 

de MD-c-Myc insoluble a ensuite été effectuée au 50ème ou au 20ème (v/v) dans le tampon n°9 préalablement 

sélectionné. Les protéines ont été incubées 2h à 37°C sous agitation. Les fractions solubles (S) et insolubles (I) 

ont ensuite été séparées pour une première analyse. La fraction soluble a été concentrée dans un second 

temps pour les 2 ratios. La condition 1/20ème a été conservée. Les fractions solubles ont été précipitées pour 

l’aŶalǇse SDS-PAGE. Les WB sont analysés avec un anticorps anti-His6x (panneau de droite). MD-c-Myc a une 

masse de 57,7 kDa (flèches rouges) et présente des dégradations (accolades orange). PM = marqueur de poids 

moléculaire. Sur ces WB on peut remarquer un phénomène de photo-blanchiment et un débordement de la 

condition "1/20ème S" dans le puits "20 µg de BSA". 
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Tableau n°14 : Composition du tampon n°9 issu du kit commercial « QuickFold™ Pƌotein 
Refolding kit » et de sa dilution au quatorzième. 

Ta
m

p
o

n
 n

°9
 

Espèces et 
concentrations initiales 

Concentration finale tampon dilué 
(dilution au 14ème) 

Toxicité  

Tris-HCl pH8,5 50mM 3,5mM Non toxiqueΏ 
NaCl 9,6mM 700µM Non toxiqueΏ 
KCl 0,4mM 29µM Non toxiqueΏ 
EDTA 1mM 71µM Toxicité suspectée 

Arginine 0,5M 36mM Toxicité suspectée 
Guanidine-HCl 0,75M 54mM Toxicité suspectée 

PEG 3550 0,05% 0.0035% Non toxique 
DTT 1mM 71µM Non toxique 

Ώ = inférieur aux concentrations couramment utilisées dans les milieux de culture 

Le traitement de fibroblastes par MD-c-Myc soluble dans le tampon n°9 est récapitulé dans la figure 

n°47. Un traitement de 2 heures a été effectué en milieu sans sérum et après cette incubation, les 

cellules ont été remises en milieu complet. Un comptage de viabilité a été effectué au bleu trypan 

après les Ϯ heures d’iŶcuďatioŶ et aprğs Ϯ4 heures supplĠmeŶtaires. Le tampoŶ Ŷ°ϵ est ďieŶ moiŶs 

toxique que le n°3 et le comptage à 24 heures a pu être réalisé. Les cellules présente une viabilité 

supĠrieure à ϵϱ% aprğs l’iŶcuďatioŶ de Ϯ heures eŶ tampoŶ avec ou sans la protéine. En revanche, 24 

heures aprğs, le tampoŶ Ŷ°ϵ semďle toxiƋue puisƋu’oŶ oďserve uŶe mortalitĠ associĠe d’eŶviroŶ 

ϮϬ%. La prĠseŶce de la protĠiŶe acceŶtue cet effet avec 4Ϭ% de mortalitĠ. L’effet dĠlĠtğre semďle 

proďaďlemeŶt veŶir de l’actioŶ de la protéine. En récapitulatif, la combinaison  tampon n°9/protéine 

est toxique et nous ne pouvons pas nous permettre autant de toxicité dans un contexte de 

reprogrammation où les traitements seront répétés. 

Figure n°47 : Test de toxicité du tampon n°9 et de la protéine MD-c-Myc soluble à 2 et 24 heures de 

traitement sur fibroblastes primaires humains. 

Des fibroblastes ont été ensemencés 2 jours avant 

le traitement. Le jour du traitement, le milieu a été 

remplacé par du milieu sans sérum (= Milieu seul) 

ou du milieu sans sérum contenant le tampon n°9 

dilué au 14ème (= T9) ou enfin du milieu sans sérum 

avec MD-c-MǇc diluĠ à ϭϬϬŶM c’est-à-dire au 14ème 

(= T9 + MD-c-Myc) et les cellules ont été incubées 

pendant 2 heures à 37°C, 5% CO2. La viaďilitĠ d’uŶe 
partie des cellules a ĠtĠ mesurĠe aprğs l’iŶcuďatioŶ 
et l’autre partie a ĠtĠ remise eŶ milieu complet 
pour un comptage après 24 heures. Le comptage 

des cellules vivantes a été effectué par exclusion 

du bleu trypan et le graphique montre le 

pourcentage de viabilitĠ. Les ďarres d’erreur 
représentent les écarts-types. 
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Des tampons alternatifs ont été testés pour leur toxicité. Le tableau n°15 représente les 6 tampons 

dérivés du tampon n°9 et pour lesquels les composés préalablement suspectés comme toxiques ont 

été ajustés pour leur concentration initiale. 

Tableau n°15 : Préparation de nouveaux tampons dérivés du tampon n°9 issu du kit commercial 
« QuickFold™ Pƌotein Refolding kit ». 

En appréciant la viabilité à 24 heures, les tampons 9.2, 9.3 et 9.5 sont les moins toxiques avec le 

tampoŶ ϵ.ϯ Ƌui semďle ġtre le moiŶs toxiƋue d’eŶtre tous ;Figure Ŷ°48). Etrangement, le tampon 9.6 

qui est le moiŶs coŶceŶtrĠ d’eŶtre tous est le plus toxiƋue à Ϯ4 heures. Nous avoŶs choisi de reteŶir 

les tampons 9.3 à 9.5 pour tester une solubilisation des C.I de MD-c-Myc. Il semblerait que la 

diminution de la concentration en arginine et en guanidine augmente la survie des cellules par 

rapport au traitement initial. 

Figure n°48 : Test de toxicité de tampons dérivés du tampon n°9 à 2 et 24 heures de traitement sur 

fibroblastes primaires humains. 

Des fibroblastes ont été ensemencés 2 

jours avant le traitement. Le jour du 

traitement, le milieu a été remplacé 

par du milieu sans sérum (= Milieu 

seul) ou du milieu sans sérum avec les 

nouveaux tampons 9.X dérivés du 

tampon n°9 et dilué au 14ème (= 9.1 à 

9.6) et les cellules ont été incubées 

pendant 2 heures à 37°C, 5% CO2. La 

viaďilitĠ d’uŶe partie des cellules a ĠtĠ 
mesurĠe aprğs l’iŶcuďatioŶ et l’autre 
partie a été remise en milieu complet 

pour un comptage après 24 heures. Le 

comptage des cellules vivantes a été 

effectué par exclusion du bleu trypan 

et les histogrammes montrent le 

pourcentage de viabilité. Les barres 

d’erreur reprĠseŶteŶt les Ġcarts-types. 

 

Dérivés 
Espèces et concentrations initiales 

changées 
Concentration finale tampon dilué 

(dilution au 14ème) 

9.1 Arginine 0.25M 18mM 

9.2 Arginine 0.1M 7.1mM 

9.3 Guanidine-HCl 0.5M 36mM 

9.4 Arginine 0.25M, Guanidine-HCl 0.5M 18mM et 36mM 

9.5 Arginine 0.25M, Guanidine-HCl 0.25M 18mM et 18mM 

9.6 
Arginine 0.25M, Guanidine-HCl 0.5M, EDTA 

500µM, PEG 3550 0,01% 
18mM, 36mM, 36µM 0.0007% 
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Figure n°49 : Soluďilisation des coƌps d’inclusion de MD-c-Myc dans les nouveaux tampons 9.3, 9.4 et 9.5 au 

1/20ème pendant 2 heures à 37°C et choix final du tampon de conservation. 
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Les procédures de production et de lavage sont identiques à la Figure n°46. Une dilution goutte à goutte de la 

solution de MD-c-Myc insoluble a ensuite été effectuée au 20ème (v/v) dans les tampons 9.3, 9.4 et 9.5. Les 

protéines ont été incubées 2h à 37°C sous agitation. Les fractions solubles (S) et insolubles (I) ont ensuite été 

séparées pour une première analyse (panneau du haut). La fraction soluble a été concentrée dans un second 

temps et analysée une nouvelle fois (panneau du milieu, T = Total et S = Soluble). Le tampon 9.4 a mal migré 

lors de l’Ġlectrophorğse vraisemďlaďlemeŶt à cause des sels. Le tampoŶ ϵ.ϯ a ĠtĠ choisi et MD-c-Myc a été 

congelée puis décongelée pour vérifier que la protéine reste soluble (panneau du bas). Les fractions solubles 

oŶt ĠtĠ prĠcipitĠes pour l’aŶalǇse SDS-PAGE. Les WB sont révélés avec un anticorps anti-His6x (panneau de 

droite). MD-c-Myc a une masse de 57,7 kDa (flèches rouges) et présente des dégradations (accolades orange). 

Les formes multimériques sont indiquées par des accolades bleues. PM = marqueur de poids moléculaire 

Lors de la solubilisation des C.I, les tampons 9.3 et 9.4 semblent en partie fonctionner contrairement 

au tampon 9.5 (Figure n°49, panel du haut). Les fractions solubles pour les 3 tampons ont été 

concentrées et la forme majoritaire de la protéine est soluble pour les tampons 9.3 et 9.4 avec un 

peu de dégradation associée (panel du milieu). Nous avons retenu le tampon 9.3 qui contient MD-c-

MǇc sous forme soluďle et Ƌui semďle le moiŶs toxiƋue à Ϯ4 heures d’aprğs les tests de toxicitĠ sur 

cellules. La protéine a été conservée. Après décongélation, MD-c-Myc est stable et reste soluble. Une 

quantification avec la gamme de BSA Ŷous a permis d’estimer sa coŶceŶtratioŶ à ϭµM ;paŶel du ďasͿ. 

MalheureusemeŶt d’uŶ poiŶt de vue temporel, Ŷous Ŷ’avoŶs oďteŶu ces rĠsultats Ƌu’aprğs les 

premiers tests de reprogrammatioŶ prĠseŶtĠs daŶs le chapitre Ŷ°ϯ et la protĠiŶe Ŷ’a pas encore pu 

être utilisée. 

En conclusion pour MD-c-MǇc, oŶ peut dire Ƌue la productioŶ sous forme directemeŶt soluďle Ŷ’a 

pas été une réussite malgré les différentes optimisations conduites comme pour MD-Klf4. A la 

différence de cette dernière, nous avons pu solubiliser les C.I de MD-c-Myc dans un tampon qui 

semble mieux physiologique et plus compatible avec la culture des fibroblastes. La protéine a donc 

été purifiée avec succès. Néanmoins, il restera à déterminer si un traitement répété est tout de 

même possiďle. Des caractĠrisatioŶs ďiochimiƋues seroŶt ŶĠcessaires pour dĠmoŶtrer l’iŶteractioŶ 

de c-MǇc à sa sĠƋueŶce d’ADN, des mesures de vectorisatioŶ aiŶsi Ƌue d’activatioŶ traŶscriptioŶŶelle 

seront à prévoir. 

II. Caractérisation des protéines 

Nous avons commencé des tests de cinétique de vectorisation de MD-Sox2, MD-Nanog et MD-Lin28 

préalablement purifiées. Pour ce faire, nous avons traité des fibroblastes primaires avec une 

concentration fixe de chaque protéine individuellement diluée dans du milieu sans sérum à 10µg/mL. 

Comme pour la partie MD-Oct4, nous avons choisi cette dilution en nous basant sur les études 

pionnières de la reprogrammation avec des protéines (Zhou et al., 2009b; Nemes et al., 2014). Le 
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milieu contenant les protéines a été incubé avec les cellules et ces dernières ont été prélevées à 

différents temps pour analyser la cinétique de vectorisation par cytométrie en flux (Figure n°50). 

Figure n°50 : Cinétique de vectorisation de MD-Sox2, MD-Nanog et MD-Lin28 dans des fibroblastes primaires 

humains. 

Les cellules ont été traitées avec 10µg/mL de MD-Sox2 (=220nM), MD-Nanog (=230nM) et MD-Lin28 (=315nM) 

en milieu dépourvu de sérum pendant 30 minutes, 1, 2, 3 et 4 heures. Les cellules ont ensuite été lavées, 

détachées de leur support et marquées avec un anticorps anti-His6x pour rapporter la présence des protéines 

MD par cytométrie en flux. A) Exemple de crĠatioŶ des feŶġtres pour l’aŶalǇse de la vectorisatioŶ de MD-

Nanog. B) Pour chaque protéine, les moyennes des intensités de fluorescence (MFI = Mean Fluorescence 

Intesity) sont représentés pour chaque temps. Un contrôle « traitement simulé sans protéine MD» a servi à 

soustraire le bruit de fond de fluorescence. Cette expérience est représentative de 5 expériences. Les barres 

d’erreur reprĠseŶtent les écart-types des mesures pour cette expérience. 

Il est nécessaire de paramétrer le « fenêtrage » des cellules analysées pour la vectorisation des 

facteurs par le CPP MD (Figure n°50, A). La population de fibroblastes présente quelques 

inhomogénéités de taille et de granulométrie tout à fait attendue pour une population primaire. 

Nous avons tracé une « fenêtre » morphologique excluant les débris et avons ensuite sélectionné les 

cellules uŶitaires pour Ŷe pas fausser l’aŶalǇse par l’acƋuisitioŶ de douďlets. Nous avons retenu 

l’iŶteŶsitĠ moǇeŶŶe de fluoresceŶce des cellules uŶitaires pour chaƋue poiŶt de la ciŶĠtiƋue. 

Les protéines MD affichent de légères différences dans leur cinétique de vectorisation (Figure n°50, 

B). En effet, MD-Sox2 et MD-Lin28 voieŶt leur MFI maximale c’est-à-dire la quantité moyenne la plus 

importaŶte de protĠiŶes par cellules eŶtre ϯϬ miŶutes et ϭ heure d’iŶcuďatioŶ. Au-delà, cette 

quantité semble diminuer pour MD-Sox2 et ne plus évoluer pour MD-Lin28. Pour MD-Nanog il faut 

attendre 1 heure pour que la prise en charge soit maximale pour les cellules et elle semble diminuer 
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par la suite. Les vitesses de vectorisation sont donc différentes entre les protéines mais elles restent 

relativement rapides et atteignent un maximum en 1 heure environ. 

 

Figure n°51 : Localisation subcellulaire de MD-Nanog loƌs d’une cinĠtique de vectoƌisation suƌ fiďƌoďlastes 
primaires humains. 

Des cellules ont été traitées avec 10µg/mL (230nM) de MD-Nanog en milieu dépourvu de sérum pendant 30 

minutes, 1, 2 et 3 heures. Les cellules ont ensuite été lavées et marquées avec un anticorps anti-Nanog pour 

rapporter la localisation subcellulaire de MD-Nanog en microscopie confocale. Des contrôles « cellules non 

traitées », « traitement simulé sans MD-Nanog pendant 3h » et « sans anticorps primaires » ont servi à régler 

les seuils de fluorescence. MD-Nanog = rouge. Noyaux (DAPI) = bleu. Les images ont été acquises de manière 

séquentielle en fonction du fluorochrome. 

Nous avons pu apprécier la distribution subcellulaire de MD-Nanog dans des fibroblastes au cours du 

temps (Figure n°51). Comme précédemment, les cellules ont été traitées avec un milieu sans sérum 

comprenant MD-Nanog dilué à 10µg/mL. Les images ont été prises dans les plans focaux des noyaux 

et elles sont représentatives de ce qui est observé. On remarque la présence de MD-Nanog à la 

memďraŶe des fiďroďlastes dğs ϯϬ miŶutes d’iŶcuďatioŶ. Le marƋuage semďle plus fort à ϭ heure eŶ 

intensité et en nombre de « points », ce qui correspondrait aux résultats obtenus en CMF. A 2 heures 

et ϯ heures d’iŶcuďatioŶ, le marƋuage est memďraŶaire et oŶ distiŶgue la prĠseŶce de MD-Nanog 

daŶs le cǇtoplasme. Nous Ŷ’avoŶs pu dĠtecter la protéine dans le noyau à partir de 3 heures 

d’iŶcuďatioŶ. 
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III. Discussion et perspectives 

En récapitulatif pour cette partie, nous avons pu produire MD-Sox2, MD-Nanog et MD-Lin28 

directement sous forme soluble en système E. coli. Nous avons remarqué que malgré des 

optimisations de solubilité, au moins à 70% de la quantité totale produite restait insoluble. La 

protéine Sox2 couplée aux CPP TAT ou poly-arginines, produite dans le même système est également 

insoluble et est généralemeŶt purifiĠe à partir des corps d’iŶclusioŶ (Zhou et al., 2009b; Pan et al., 

2010b; Thier et al., 2012; Zhang et al., 2012; Chen et al., 2016). De manière intéressante, une 

production sur la nuit à 4°C avec une thermo-ĠƋuiliďratioŶ de Ϯh avaŶt l’iŶductioŶ de TAT-Sox2 a 

permis son expression dans la fraction soluble (Nemes et al., 2014). Nous avons également effectué 

une thermo-ĠƋuiliďratioŶ d’uŶe heure à 4°C Ƌui a permis d’amĠliorer la soluďilitĠ mais uŶe 

production à cette température serait à envisager y compris pour les autres protéines. 

Il est difficile de comparer pour MD-Nanog et MD-LiŶϮϴ puisƋue ces protĠiŶes Ŷatives Ŷ’oŶt jamais 

été utilisées pour la reprogrammation par transfert de protéines et leurs couplages à des CPP sont 

très peu étudiés. Seule une étude récente utilisaŶt des cellules d’iŶsectes iŶfectĠes par Bacculovirus 

montre la production des facteurs TAT-Nanog et TAT-LiŶϮϴ eŶ soluďle mais Ŷ’a pas conduit de 

reprogrammation (Pan et al., 2015). 

La protéine MD-Nanog semble mieux produite et plus soluble que MD-Sox2 et MD-Lin28 dans notre 

sǇstğme d’expressioŶ et sa purificatioŶ a doŶc ĠtĠ facilitĠe atteigŶaŶt uŶ taux de puretĠ fiŶal 

supérieur à 90%. Cela correspond aux résultats obtenus par Lionel Berthoin au laboratoire avec 

l’utilisatioŶ de Pseudomonas aeruginosa dans lequel Nanog est la protéine la mieux exprimée (non 

publiés). 

Les séquences codant les protéines MD-Nanog, MD-Lin28, MD-Klf4 et MD-c-Myc ont été optimisées 

pour la production en E. coli mais ne semblent pas améliorer la solubilité. De manière intéressante, 

l’expressioŶ eŶ Rosetta™ est mġme meilleure Ƌu’eŶ BLϮϭ. Ici ĠgalemeŶt, Ŷous pouvoŶs mettre eŶ 

cause une vitesse de production trop importante qui peut conduire à un mauvais repliement 

engendrant les précipitations (Rosano and Ceccarelli, 2009). 

UŶe Ġtape d’ĠchaŶge d’aŶioŶs puis de catioŶ s’est rĠvĠlĠe ŶĠcessaire pour casser les iŶteractioŶs des 

protéines MD-Sox2 et MD-LiŶϮϴ avec d’autres coŶtamiŶaŶts protĠiƋues ďactĠrieŶs Ƌui semďleŶt les 

stabiliser. Cette procédure est efficace et les protéines semblent également stabilisées grâce à une 

force ioŶiƋue ĠlevĠe eŶ sortie de chromatographie d’ĠchaŶge d’ioŶs. EŶ revaŶche, elles sont assez 

peu staďles dğs lors Ƌu’oŶ effectue uŶ chaŶgemeŶt « brusque » d’eŶviroŶŶemeŶt saliŶ par dialǇse 

contre du PBS ce qui conduit à leur précipitation. 
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Les protéines MD-Sox2, MD-Klf4 et MD-c-Myc interagissent avec un contaminant de 70 à 75 kDa qui 

est trğs difficile à ĠlimiŶer lors des purificatioŶs. Ce coŶtamiŶaŶt pourrait ġtre uŶ ĠƋuivaleŶt d’uŶe 

HspϳϬ tǇpe DŶaK, DŶaJ ou GrpE puisƋu’il correspoŶd au poids molĠculaire de ces protéines et est 

mieux exprimé en association forte avec MD-Klf4 et MD-c-MǇc lorsƋu’oŶ iŶduit l’expressioŶ de 

chaperonnes (Kazuyo et al., 1998). De plus, la dissociation des protéines MD de ce contaminant 

conduit généralement à leur dégradation et à leur précipitation lors des purifications. 

Les protéines MD-Klf4 et MD-c-MǇc Ŷ’oŶt doŶc pas pu ġtre purifiĠes à partir de la fractioŶ soluďle 

malgré des optimisations notamment en conditions de stress osmotique et thermique déjà décrites 

pour améliorer la solubilité, la stabilité et le repliement de protéines surexprimées (Oganesyan et al., 

2007; Alibolandi and Mirzahoseini, 2011). En revanche, compte tenu des informations obtenues lors 

des différentes purifications, on peut désormais dire que : (i) Ces 2 protéines sont encore trop 

faiblement produites dans la fraction soluble pour pouvoir être purifiées avec un bon rendement. (ii) 

Elles semďleŶt iŶteragir avec plusieurs parteŶaires protĠiƋues d’E. coli dans les conditions optimisées 

ce Ƌui reŶd les purificatioŶs plus difficiles Ƌu’auparavaŶt et c’est doŶc uŶ ratio ƋuaŶtitĠ protĠiŶe 

soluďle sur ƋuaŶtitĠ de coŶtamiŶaŶts Ƌu’il faut perfectioŶŶer. ;iiiͿ Les protĠiŶes semďleŶt produites 

dans une mauvaise conformation ce qui les reŶd iŶstaďles au chaŶgemeŶt d’eŶviroŶŶemeŶt eŶ 

solution. Sans chaperonnes potentielles, MD-Klf4 et MD-c-Myc sont insolubles à plus de 90%, très 

proďaďlemeŶt à cause d’uŶe mauvaise coŶformatioŶ. UŶe Ġtude de TaŶg et al. soutient cette 

hǇpothğse puisƋu’uŶe production de TAT-Klf4 sans chaperonne dans ce même système conduit à la 

formatioŶ exclusive de corps d’iŶclusioŶ (Tang et al., 2011). Le renaturation est complexe et révèle 

Ƌue la protĠiŶe Ŷ’est plus capaďle d’iŶteragir avec sa sĠƋueŶce ciďle d’ADN. 

La surexpression de MD-Klf4 et MD-c-MǇc eŶ cellules de drosophiles Ŷ’a pas coŶduit à l’oďteŶtioŶ 

suffisaŶte de protĠiŶe. EŶ effet, la ďaŶde de surexpressioŶ Ŷ’est pas visiďle, donc encore plus faible 

que ce que nous avons obtenu chez E. coli. Ce sǇstğme Ŷ’a doŶc pas ĠtĠ reteŶu. De plus, il semďlerait 

que ces protéines migrent à des poids moléculaires élevés proche de 200 kDa. Cela pourrait être 

causé par des modifications post-traductionnelles (MPT) anormales ou bien un problème de 

dĠŶaturatioŶ par le SDS à cause d’uŶe iŶteractioŶ trop forte avec uŶe ou plusieurs autres protĠiŶes. 

Dans la littérature, des systèmes eucaryotes ont été utilisés pour la production de ces protéines au 

poids moléculaire attendu et même pour Oct4 et Sox2 mais reposent presque exclusivement sur 

l’utilisatioŶ de cellules de mammifğres tǇpe HEKϮϵϯ (Kim et al., 2009a; Park et al., 2014; Chen et al., 

2016). De maŶiğre iŶtĠressaŶte, daŶs l’Ġtude de CheŶ et al., seule Klf4 est produite en HEK par 

rapport aux protéines OSM produites en E. coli. Cela soutient la difficulté de production soluble de 

cette protéine chez E. coli. Les protéines produites dans les HEK ne présentent pas de MPT anormales 

et permettent des reprogrammations. Ces systèmes pourraient être envisagés. 
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Nous avioŶs proposĠ pour amĠliorer la soluďilitĠ des protĠiŶes MD lors d’uŶe productioŶ chez E. coli 

de changer le tag poly-histidine par un autre plus solubilisant. Ici les premiers tests avec les tags His6x-

GST et His6x-MBP Ŷ’oŶt rĠvĠlĠs Ƌue des protĠiŶes iŶsoluďles ce Ƌui semďle trğs ĠtraŶge. Ces tests 

d’expressioŶ devroŶt ġtre coŶfirmĠs. 

Après les efforts conduits pour obtenir davantage de protéine dans la fraction soluble, nous avons 

opté pour la purification de Klf4 et c-MǇc à partir des corps d’iŶclusioŶ comme d’autres groupes 

(Zhou et al., 2009b; Tang et al., 2011; Zhang et al., 2012; Pan et al., 2015). Une solubilisation a pu être 

possible avec une pureté supérieure à 90% pour MD-Klf4 et MD-c-Myc sans étape de purification. Le 

tampoŶ aǇaŶt permis d’oďteŶir sous forme soluďle MD-Klf4 s’est rĠvĠlĠ ġtre toxiƋue lors d’uŶ 

traitement de fibroblastes. La protéine ne pourra donc pas être utilisée pour la reprogrammation 

dans les conditions actuelles. En ce qui concerne MD-c-Myc, la protéine a pu être solubilisée dans un 

tampoŶ Ƌui semďle plus phǇsiologiƋue puisƋu’uŶe faiďle mortalitĠ est oďservĠe d’aprğs des tests de 

toxicité. Puisque la toxicité est plus élevée à 24 heures Ƌu’à Ϯ heures post-traitement, nous pensons 

Ƌu’elle peut ġtre due à l’actioŶ du facteur c-Myc internalisé. Cette protéine a demandé de longues 

optimisatioŶs pour le choix de soŶ tampoŶ de repliemeŶt. Elle Ŷ’a doŶc pas ĠtĠ dispoŶiďle pour les 

expériences de reprogrammation développées dans le chapitre suivant. Il sera important de vérifier 

si des traitements répétés sur cellules seront possibles du fait de la nature de son tampon. Comme 

pour MD-Klf4, uŶ criďlage supplĠmeŶtaire pourrait s’avĠrer ŶĠcessaire. 

Le processus d’oďteŶtioŶ des protĠiŶes aiŶsi Ƌue les propriĠtĠs ďiochimiƋues de la sĠƋueŶce MD 

peuveŶt iŶhiďer l’iŶteractioŶ de MD-Sox2, MD-Nanog et MD-c-MǇc à leur sĠƋueŶce ciďle d’ADN 

comme cela s’est produit pour TAT-Kfl4 (Tang et al., 2011). Il faudra donc vérifier ces interactions. 

Pour cela il existe uŶ kit ideŶtiƋue à celui d’Oct4 pour c-Myc également vendu par « Active motif » 

Ƌui Ŷe demaŶde pas d’optimisatioŶ ;TraŶsAM™ c-Myc). Sinon, pour les autres facteurs, un test EMSA 

pour « Electrophoretic Mobility Shift Assay » pourrait être mise en place au laboratoire. Dans ce test, 

oŶ dĠmoŶtre Ƌue la protĠiŶe d’iŶtĠrġt fixe uŶe sĠƋueŶce oligoŶuclĠotidiƋue spĠcifiƋue eŶ apprĠciaŶt 

soŶ retard de migratioŶ lors d’uŶe Ġlectrophorèse par rapport à la forme protéique non liée. Cela 

pourrait être utilisé pour tous les facteurs de transcription. De plus, cela pourrait aussi être utilisé 

pour MD-Lin28 puisque Lin28 interagit avec les ARN et des protocoles équivalents ont aussi été 

développés pour apprécier les interactions protéines-ARN (Hellman and Fried, 2007; Rio, 2014). 

Nous avons analysé la cinétique de vectorisation de fibroblastes pour les protéines MD-Sox2, MD-

Nanog et MD-Lin28 en cytométrie en flux. La prise en charge de ces protéines est rapide et maximale 

eŶ moiŶs d’uŶe heure. Pour les protĠiŶes MD-Sox2 et MD-Lin28 pour lesquelles 30 minutes suffisent 

à atteindre un maximum de vectorisation, il faudra maintenant effectuer une cinétique avec des 

temps plus courts pour renforcer ces observations. Pour les 3 protéines, la vectorisation observée 
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Ŷ’Ġvolue pas au-delà d’uŶe heure ou dimiŶue légèrement ce qui semble signifier que les protéines se 

dégradent rapidement une fois internalisées. Cela semble logique puisque plusieurs études ont 

montré que Nanog a un temps de demi-vie court avec une moyenne de 120 minutes et Sox2 

possèdent de nombreux sites de modification conduisant à sa dégradation (Ramakrishna et al., 2014; 

Suresh et al., 2016). D’uŶe maŶiğre plus gĠŶĠrale, les facteurs de traŶscriptioŶ prĠseŶteŶt des temps 

de demi-vie court dans les cellules avec une forte dynamique de modification conduisant à leur 

recyclage. Cela peut expliƋuer l’ĠƋuiliďre oďservĠ. Nos résultats concordent avec la persistance 

courte atteŶdue mais des Ġtudes sur le CPP TAT avec des facteurs d’ESC rapportent une demi-vie 

jusƋu’à Ϯ4 heures (Zhang et al., 2012). Il est difficile d’expliƋuer cette diffĠreŶce et la puďlicatioŶ 

Ŷ’explique pas la demi-vie longue en comparaison des FT natifs.En conséquence, un traitement 

jourŶalier voire plusieurs fois par jours sera ŶĠcessaire si l’oŶ souhaite maiŶteŶir uŶe forte prĠseŶce 

de nos protéines au sein des cellules pour reŶforcer l’ĠfficacitĠ lors des reprogrammations. 

Comme pour MD-Oct4, R9-RFP, R11-OSKM et TAT-OSKM, l’oďservatioŶ microscopiƋue de la 

vectorisation de MD-Nanog a révélé une distribution plutôt membranaire et cytoplasmique au cours 

du temps (Kim et al., 2009a; Zhou et al., 2009b; Pan et al., 2010b). Nous avons pu observer la 

protéine dans le noyau à partir de ϯ heures d’iŶcuďatioŶ comme Ŷous l’atteŶdioŶs et ces rĠsultats 

sont concordants avec ceux de MD-Oct4. Une étude en microscopie confocale avec plusieurs coupes 

optiques permettrait de renforcer cette observation. Pour les mêmes raisons que celles discutées 

daŶs le premier chapitre, uŶe partie de l’eŶtrĠe de MD-Nanog peut être médiée par un phénomène 

d’eŶdocǇtose eŶtraiŶaŶt uŶe dĠgradatioŶ des protĠiŶes iŶterŶalisĠes puisƋue l’oŶ oďserve des 

« points » sur les images correspondant vraisemblablement à des vésicules. Une incubation à 4°C 

pour toutes les protéines (y compris MD-Oct4) permettrait de renseigner sur la nature de la prise en 

charge cellulaire. Enfin, la distribution de MD-Sox2 dorénavant produite devrait être évaluée comme 

pour MD-Lin28 et MD-c-Myc. 

Des remplacemeŶts de certaiŶes lǇsiŶes susceptiďles d’ġtre modifiĠes ;uďiƋuitiŶǇlĠes, 

phosphorǇlĠes…Ϳ pourraieŶt ġtre rĠalisĠs afiŶ de coŶtourŶer les mĠcaŶismes de dĠgradatioŶ et 

conserver les facteurs MD le plus longtemps possible dans les cellules (Ramakrishna et al., 2014; 

Suresh et al., 2016). Des améliorations de la distribution subcellulaire des protéines cargos 

vectorisĠes par MD pourraieŶt ġtre eŶvisagĠes par l’additioŶ de composés déstructurant les 

vésicules endo-lysosomales comme le Saccharose (Caron et al., 2004; Thier et al., 2010). De plus, 

Ŷous pourrioŶs ajouter uŶe NLS supplĠmeŶtaire comme Ŷous l’avoŶs vu daŶs la partie de MD-Oct4 et 

comme il a été fait pour amĠliorer la distriďutioŶ voir l’ĠchappemeŶt vĠsiculaire de TAT-OSKM 

(Bosnali and Edenhofer, 2008; Thier et al., 2012; Nemes et al., 2014). 
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EŶfiŶ eŶ termes de foŶctioŶŶalitĠ, l’idĠal serait comme pour MD-Oct4 de moŶtrer l’activatioŶ 

transcriptionnelle de gènes cibles après un transfert individuel des protéines MD dans les cellules, ce 

Ƌui revieŶdrait à tester directemeŶt l’effet final attendu. Pour certaines protéines, les cibles sont 

commuŶes mais il devieŶt plus dĠlicat d’eŶ choisir pour LiŶϮϴ Ƌui est uŶe protĠiŶe liaŶt l’ARN doŶc 

gĠŶĠraŶt des modulatioŶs iŶdirectes de l’expressioŶ des gġŶes, assez peu caractĠrisĠes daŶs la 

bibliographie. Le test de retard sur gel serait sans doute plus accessible pour analyser la 

foŶctioŶŶalitĠ de LiŶϮϴ. Par ailleurs, uŶ sǇstğme cellulaire fluoresceŶt rapporteur de l’activatioŶ 

d’Oct4 endogène après traitement ne semble pas judicieux pour apprécier la fonctionnalité des 

protĠiŶes MD puisƋue l’aspect ĠpigĠŶĠtiƋue de soŶ locus daŶs des cellules somatiƋues Ŷe permet 

pas l’activatioŶ du gğŶe aussi tôt daŶs la reprogrammatioŶ (Wernig et al., 2007; Maherali et al., 

2007). Il faut que la protéine soit maintenue durant plusieurs jours. Néanmoins, un tel système 

rapporteur pourrait s’avĠrer utile pour apprĠcier cette reprogrammatioŶ au cours de traitemeŶts 

répétés (Polo et al., 2012). En effet, ce gène doit être activé de manière soutenue pendant la phase 

de maturation et son expression intervient après Fbx015, trop précoce conduisant souvent à des iPSC 

mal reprogrammées, et avant Nanog plus tardif (David and Polo, 2014). Cependant, ce système 

rapporteur Ŷ’est actuellemeŶt pas dispoŶiďle commercialemeŶt chez l’Homme et demaŶde uŶ 

investissement important en biologie moléculaire pour l’Ġtaďlir Ŷous mġme. Enfin, comme dans 

l’Ġtude de ZhaŶg et al., Ŷous avoŶs utilisĠ uŶ sǇstğme rapporteur à la lucifĠrase pour l’eŶgagement 

du promoteur de Nanog, 48 heures après transfection des plasmides dans des fibroblastes (non 

moŶtrĠͿ, puisƋue c’est uŶe ciďle des ϯ facteurs de traŶscriptioŶ composaŶt Ŷotre cocktail OSN (Zhang 

et al., 2012). Ce sǇstğme rapporteur est traŶsitoire et à l’avaŶtage de Ŷe pas ġtre réprimé, soit non-

réduit au silence dans les cellules somatiques. En revanche, il demande une normalisation avec un 

promoteur constitutif. Nous avons fais des tests, qui ont montré sur des cellules pluripotentes que 

l’activatioŶ ĠtaieŶt trop faiďles par rapport au ďruit de foŶd (rapport signal/bruit) pour être 

suffisement sensible dans des analyses de transfert direct de FT. Nous avons donc écarté ce système. 
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Pour conclure, Nous avons pu produire les protéines MD-Sox2, MD-Nanog, MD-Lin28, MD-

Klf4 et MD-c-Myc en système E. coli et elles ont pu être purifiées. Des améliorations sont 

encore nécessaires surtout à la production « soluble » (ex. : co-expressioŶ d’autres 

chaperonnes, chaŶgemeŶt de tag/plasmide/promoteurͿ afiŶ d’atteiŶdre de meilleurs 

rendements de purification et des quantités suffisantes pour les applications en aval. Leur 

production pourrait être envisagée en système mammifère. Parmi ces protéines, MD-Klf4 

Ŷ’est pas utilisaďle à l’heure actuelle puisƋue soŶ tampoŶ est toxiƋue pour les cellules et 

MD-c-Myc a été obtenues tardivement. La vectorisation des protéines Sox2, Nanog et Lin28 

par le CPP MD permet leur acheminement dans les fibroblastes à reprogrammer. Nanog 

atteiŶt le ŶoǇau eŶ eŶ ϯ heures d’iŶcuďatioŶ. 
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Chapitre III : Application du vecteur MD 

développé pour la génération sécurisée de 

cellules souches pluripotentes induites 
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Dans les parties précédentes nous avons mis au point un vecteur innovant pour la 

reprogrammation de cellules somatiques, le CPP MD. Nous avons pu produire et purifier les 

protéines chimériques MD-Oct4, MD-Sox2, MD-Nanog et MD-Lin28 qui correspondent au 

cocktail de reprogrammation utilisé dans le laboratoire de J. Thomson pour générer des iPSC 

à partir de fibroblastes (Yu et al., 2007b). Nous avons également obtenu MD-Klf4 dans un 

tampon non physiologique et MD-c-MǇc mais seulemeŶt derŶiğremeŶt et Ŷ’avoŶs pas pu les 

utiliser pour la reprogrammation. Nous avons choisi la dédifférenciation de cellules 

somatiques en iPSC comme application principale et avons débuté avec un vecteur 

commercial pour contrôler nos conditions expérimentales. 
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I. Génération de cellules souches pluripotentes induites 

A. A l’aide du Viƌus SeŶdai 

De nombreuses optimisations ont été conduites cette dernière décennie concernant le 

développement de vecteurs efficaces et sĠcurisĠs pour la gĠŶĠratioŶ d’iPSC. Nous avoŶs doŶc choisi 

uŶ vecteur commercial sĠcurisĠ et directemeŶt prġt à l’emploi pour : (i) réaliser un protocole de 

gĠŶĠratioŶ d’iPSC et acquérir ce savoir-faire ; (ii) observer les changements morphologiques lors de la 

reprogrammatioŶ et dĠtecter l’apparitioŶ de coloŶies ; ;iiiͿ repiƋuer les coloŶies d’iPSC et savoir les 

amplifier et enfin (iv) utiliser ces iPSC pour les caractériser et les comparer par rapport à notre 

vecteur. 

Le vecteur sélectionné est le Virus Sendai (SeV) optimisé par Life technologies© pour générer des 

iPSC humaines à partir de fibroblastes, de cellules mononuclées du sang périphérique et de CSH 

CD34+. Le kit contient une version modifiée et non-transmissible du virus puisque son génome est 

dépourvu de la protéine de Fusion F le rendant incapable de produire des particules virales 

infectieuses au sein des cellules infectées. De plus, il contient également des mutations sensibles à 

un choc thermique dans les séquences codant plusieurs protéines virales afin de pouvoir éliminer 

facilement le vecteur des cellules infectées. Ce kit contient 3 versions du génome viral qui codent 

soit Oct4, Sox2 et Klf4 ensemble (OSK) ou c-MǇc ;MͿ ou Klf4 ;KͿ de maŶiğre iŶdividuelle afiŶ d’ajuster 

la stœchiomĠtrie des facteurs exprimĠs pour amĠliorer l’efficacitĠ gloďale de la reprogrammatioŶ. 

Figure n°52 : Schéma expérimental de la procédure de reprogrammation de fibroblastes de peau humaine 

vers le stade d’iPSC paƌ le viƌus Sendai. 
Les fibroblastes sont eŶsemeŶcĠs 4ϴ heures avaŶt la traŶsductioŶ virale. Elle s’effectue sur uŶe Ŷuit et le 
lendemain, le milieu est changé puis tous les 2 jours pendant une semaine durant laquelle les cellules 

prolifèrent. Au 7ème jour, les cellules sont placées sur MEF. Le lendemain, le milieu « Fibroblaste » est changé 

pour le milieu « iPSC » puis tous les jours jusƋu’à apparitioŶ des coloŶies approximativemeŶt vers le ϭϮ-14ème 

jour post-transduction. MEF = Mouse Embryonic Fibroblast. 

Nous avons suivi le protocole du fournisseur et le schéma expérimental de la procédure est présenté 

en figure n°52. Nous avons choisi de reprogrammer des fibroblastes de peau humaine. La procédure 

consiste à infecter les cellules en prolifération à 50 % de confluence avec une multiplicité d’iŶfectioŶ 
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(MOI) de 5/5/3 pour les virus OSK/M/K. Cela signifie que les cellules vont exprimer théoriquement 

plus de Klf4 que de c-MǇc Ƌue d’Oct4 et SoxϮ. Les cellules prolifğreŶt daŶs uŶ milieu suffisaŶt à la 

culture de fibroblastes pendant la première semaiŶe aprğs l’iŶfectioŶ, chaŶgeŶt de morphologie puis 

sont transférées sur cellules nourricières (Figure n°53 ; J0 à J8). Les cellules nourricières (ou feeder) 

sont des MEF qui forment un stroma recouvrant le puits de culture. Les cellules transférées vont se 

nicher sur ce tapis de MEF et les conditions de culture vont être ajustées à celles nécessaires à la 

croissance des cellules souches embryonnaires humaines. Les fibroblastes vont progressivement 

chaŶger de morphologie au cours d’uŶe traŶsitioŶ mĠseŶchymo-épithéliale (MET) et former des 

colonies de petites cellules rondes jointent en amas qui présentent une polarisation apico-basale et 

un noyau très prononcé dans lequel les nucléoles sont particulièrement visibles (Figure n°53 ; J0 à J21 

et C : zoom morphologique). 

Figure n°53 : Morphologie des cellules lors de la reprogrammation par le virus Sendai. 

Jour 0 (J0) = fibroblastes de peau humaine avant infection ; J8 = passage des cellules en cours de 

reprogrammation sur MEF (évolution morphologique) ; J14 et J18 = colonies apparues en cours 

d’amplificatioŶ ; J21 = colonies prêtes à être repiquées ; A = morphologie d’uŶ cloŶe staďle d’iPSC sur MEF 
(feeder) ; B = morphologie d’uŶ cloŶe staďle d’iPSC sur vitroŶectiŶe ;matriceͿ ; C = GrossissemeŶt d’uŶe coloŶie 

d’iPSC maiŶteŶue sur vitroŶectiŶe et D = diffĠreŶciatioŶ iŶcoŶtrôlĠe d’uŶe coloŶie d’iPSC aprğs passage. MEF = 
Mouse Embryonic Fibroblast. 
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Les colonies apparaissent aux 12 - 14ème jours post-infection environ et sont amplifiées puis 

sélectionnées avant d’ġtre traŶsfĠrĠes daŶs d’autres puits recouverts de MEF pour leur croissaŶce. 

Parmi les colonies sélectionnées, certaines sont « mal reprogrammées » et se différencient 

rapidement (Figure 53 ; DͿ. D’autres et plus particuliğremeŶt Ϯ cloŶes oŶt ĠtĠ amplifiĠs jusƋu’à uŶ 

nombre de passages supérieur à 20 (Figure n°53 ; A et BͿ avaŶt d’ġtre caractĠrisĠs pour leur 

pluripotence. 

PuisƋu’il est possiďle de chaŶger l’eŶviroŶŶemeŶt de croissaŶce in vitro des iPSC, nous avons 

remplacé les cellules nourricières par une matrice de vitronectine (VTN-N) pour le clone n°2 (Figure 

n°53 ; B et CͿ. Les coloŶies oŶt dû s’adapter sur ƋuelƋues jours avaŶt de repreŶdre uŶ rǇthme de 

croissance normal qui ne nécessite plus de cellules nourricières souvent problématiques pour le 

maintieŶ de l’Ġtat pluripoteŶt à cause de la variaďilitĠ de ƋualitĠ des lots. EŶ effet, Ŷous avoŶs 

rencontrés plusieurs problèmes de différenciation à cause des MEF mais aussi à cause de la méthode 

de passage des cellules parfois trop brutale. Nous avons donc acquis un savoir-faire de culture des 

iPSC sur cellules nourricières ou bien sur matrice. Le clone n°2 maintenu sur VTN-N a par la suite été 

utilisé pour caractériser la pluripotence des iPSC générées par le SeV. 

Par ailleurs, il est à noter que les iPSC oŶt ĠtĠ amplifiĠes au moiŶs jusƋu’à passage ϮϬ pour le cloŶe 

Ŷ°ϭ sur feeder et au moiŶs jusƋu’à passage ϯϬ pour le cloŶe Ŷ°Ϯ sur matrice saŶs prĠseŶter de 

ralentissement du rythme de croissance. Cela semble signifier que les cellules possèdent un potentiel 

de prolifération illimité dans leur état indifférencié. 

Différentes méthodes permettent de caractériser la pluripotence des iPSC et nous avons choisi 

d’aŶalǇser la morphologie, les marƋueurs phĠŶotǇpiƋues aiŶsi Ƌue la diffĠreŶciatioŶ spoŶtaŶĠe vers 

les 3 feuillets embryonnaires. La morphologie est facilement appréciable et pour les 2 clones retenus, 

les iPSC forment des colonies denses assez bien délimitées et contenant des petites cellules rondes 

avec un rapport nucléo-cytoplasmique élevé caractéristique des ESC (Figure n°53 ; A à C). 

Par CMF et microscopie à fluoresceŶce, Ŷous avoŶs poursuivi Ŷotre aŶalǇse par l’Ġtude de la 

présence des marqueurs phénotypiques communs aux iPSC et ESC humaines (Figure n°54Ϳ. D’aprğs 

l’aŶalǇse eŶ CMF, le cloŶe Ŷ°Ϯ maiŶteŶu sur matrice de VTN-N est positif pour la phosphatase 

alcaline. Les cellules sont également positives pour les facteurs de transcription embryonnaires 

composaŶt le rĠseau cœur de pluripoteŶce : Oct4, SoxϮ et NaŶog. D’aprğs l’aŶalǇse microscopiƋue, 

ces marqueurs nucléaires co-localisent au sein du noyau comme attendu (Figure n°54 ; B). Les 

antigènes de surface SSEA-4 (Stage-Specific Embryonic Antigen 4) et E-cadhérine ainsi que les 

protéines de la matrice extracellulaire TRA-1-60 (Tumor Rejection Antigen) et TRA-1-80 sont 

également positifs et se localisent comme attendu avec un marquage diffus en dehors des noyaux. 
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Les marquages croisés entre un marqueur nucléaire et un membranaire renforcent cette 

caractérisation. Les iPSC générées avec le SeV sont donc morphologiquement semblables à celles 

caractérisées dans la littérature et également positives pour des marqueurs phénotypiques de 

sélection des ESC. 

Par la suite, une analyse fonctionnelle de différenciation spontanée des iPSC a été conduite pour 

conclure de manière fiable sur le caractère pluripotent des cellules. Pour ce faire, les iPSC ont été 

mises en conditions de culture non-adhérente grâce à un revêtement du puits de culture qui prévient 

l’adhĠsioŶ cellulaire. Les coloŶies dĠcollĠes et fractioŶŶĠes se sont naturellement rassemblées pour 

former des agrégats sphériques appelées corps embryoïdes (EB) (Figure n°55 ; A). Les cellules 

prolifğreŶt ƋuelƋues jours daŶs cet Ġtat avaŶt d’ġtre mises de Ŷouveau à adhĠrer sur uŶ support de 

culture quelconque dans des coŶditioŶs Ŷe permettaŶt plus le maiŶtieŶ de l’Ġtat cellulaire 

indifférencié. La différenciation est alors anarchique et puisque les cellules sont pluripotentes, elles 

voŶt former des tǇpes cellulaires apparteŶaŶt aux ϯ feuillets retrouvĠs daŶs l’emďrǇoŶ à savoir 

l’eŶdoderme, le mĠsoderme et l’ectoderme. La figure Ŷ°ϱ5 B montre un immuno-marquage des 

protéines AFP (Alpha-FetoproteiŶͿ pour l’eŶdoderme, SMA ;Smooth Muscle ActiŶͿ pour le 

mésoderme et TUJ1 (Beta-III TuďuliŶͿ pour l’ectoderme aprğs uŶe diffĠreŶciatioŶ de Ϯϭ jours des EB. 

Les iPSC produites sont donc capables de se différencier et reconstituer les tissus embryonnaires. 

EŶ coŶclusioŶ, Ŷous avoŶs pu gĠŶĠrer des iPSC staďles grâce au SeV et l’associatioŶ de la culture 

long-terme ainsi que les analyses morphologiques, phénotypiques et fonctionnelles de 

différenciation nous permettent de conclure que ces cellules sont bien pluripotentes. 
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Figure n°54 : Caractérisation phénotypique des iPSC générées par le virus Sendai. 

UŶ cloŶe d’iPSC maiŶteŶu sur VTN-N a été marqué à passage 20 pour rapporter la présence de marqueurs des 

ESC/iPSC. A) Analyse en cytométrie en flux des marqueurs intracellulaires Oct4, Sox2, Nanog et des marqueurs 

membranaires TRA-1-60, SSEA-4, E-cadhérine et Phosphatase Alcaline. Le contrôle isotypique est superposé en 

gris clair. B) Analyse en microscopie à fluorescence des colonies pour les marqueurs nucléaires Oct4/Sox2, les 

marqueurs membranaires SSEA-4/TRA-1-60 et un croisement marquage nucléaire/membranaire : Nanog/TRA-

1-81. Les noyaux sont marqués en bleu par du DAPI. Les images sont superposées et les échelles correspondent 

à 100µm. 
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Figure n°55 : Différenciation des iPSC générées par le virus Sendai vers les 3 feuillets embryonnaires. 

A) Schéma explicatif de la procédure : uŶ cloŶe d’iPSC (passage 25) maintenu sur VTN-N a été mis en culture 

non adhérente pour former des corps embryoïdes. Après 2 jours de culture en suspension, les sphéroïdes ont 

été mis à adhérer et se sont différenciés vers les 3 feuillets embryonnaires pendant 21 jours supplémentaires. 

B) Analyse en microscopie à fluorescence à 3-4 semaines des cellules différenciées en adhérence à partir des 

EB. Endoderme = AFP (Alpha-Fetoprotein) ; Mésoderme = SMA (Smooth Muscle Actin) et Ectoderme = TUJ1 

(Beta-III Tubulin). Les noyaux sont marqués en bleu par du DAPI. Les images sont superposées. 
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B. A l’aide des faĐteuƌs de ƌepƌogƌaŵŵatioŶ assoĐiĠs au CPP MD 

Des expĠrieŶces de reprogrammatioŶ de cellules primaires vers le stade d’iPSC oŶt ĠtĠ coŶduites à 

l’aide des protĠiŶes Ƌue Ŷous avoŶs produites. DaŶs uŶ premier temps, seule MD-Oct4 était 

disponible puis nous avons obtenu le trio supplémentaire : MD-Sox2, MD-Nanog et MD-Lin28 

ƋuasimeŶt eŶ mġme temps. Les ƋuaŶtitĠs de protĠiŶes produites ĠtaŶt faiďles, peu d’expĠrieŶces de 

reprogrammatioŶ oŶt pu ġtre rĠalisĠes jusƋu’à prĠseŶt. EŶ effet, la Ƌuasi-totalitĠ d’uŶe productioŶ 

de protĠiŶe a ĠtĠ utilisĠe lors d’uŶe à deux expĠrieŶces de reprogrammatioŶ. 

Nous avoŶs effectuĠ les premiğres reprogrammatioŶs avec des CSH puisƋu’elles soŶt 

potentiellement mieux « reprogrammables » que des types cellulaires totalement différenciés (voir 

introduction, « le type cellulaire à reprogrammer »). En revanche, nous avons remarqué tardivement 

une hétérogénéité de réponses des CSH et nous avons changé de type cellulaire pour privilégier 

l’utilisatioŶ des fiďroďlastes mieux décrits dans la littérature pour la reprogrammation. 

Le tableau n°16 rĠcapitule les expĠrieŶces meŶĠes jusƋu’à aujourd’hui. DaŶs toutes Ŷos expĠrieŶces 

nous avons utilisé du VPA comme « facilitateur » de la reprogrammatioŶ puisƋue c’est uŶ iŶhiďiteur 

d’histoŶe dĠacĠtǇlases frĠƋuemmeŶt utilisĠ et Ƌu’il peut remplacer c-Myc (Huangfu et al., 2008b). 

Par ailleurs, le traitement des cellules a toujours été réalisé avec une concentration finale de 

protéines MD de 10µg/mL et pendant 2 heures dans du milieu dépourvu de sérum avant de remettre 

les cellules en milieu complet compte tenu des observations de vectorisation préalables. 

Seule la protéine MD-Oct4 était disponible dans les 4 premières expériences réalisées sur les CSH. 

Ces premières expériences Ŷ’oŶt pas ĠtĠ coŶcluaŶtes mais oŶt surtout permis d’ideŶtifier uŶ 

problème majeur de contamination dû aux échantillons de protéines utilisées mais également à la 

lourdeur de la maŶipulatioŶ des cellules de maŶiğre jourŶaliğre. L’expĠrieŶce Ŷ°4 a ĠtĠ conduite sur 

un temps plus long que les premières, avec du VPA sur toute sa durée et sans contamination avec un 

lot de MD-Oct4 différent. Malheureusement, aucun changement morphologique et inévitablement 

aucuŶe coloŶie Ŷe soŶt apparus. L’aŶalǇse des traŶscrits des gğŶes ciďles d’Oct4 Ŷ’oŶt rĠvĠlĠ aucuŶe 

activation significative. 

Nous avons continué nos essais de reprogrammation une fois les 4 protéines MD obtenues pour 

maximiser nos chances de générer des iPSC. Dans ces expériences n°5 et 6, des fibroblastes BJ ont 

été utilisés comme source de cellules à reprogrammer en plus des CSH. Nous avons conduit des 

traitemeŶts tous les Ϯ jours afiŶ d’avoir suffisammeŶt de protĠiŶes recomďiŶaŶtes pour coŶduire la 

reprogrammatioŶ jusƋu’au ďout. PuisƋue Ŷous utilisoŶs 4 facteurs, leur coŶceŶtratioŶ a ĠtĠ ajustĠe à 

2,5µg/mL chacun pour atteindre ϭϬµg/mL de protĠiŶes MD. DaŶs l’expĠrieŶce Ŷ°ϱ, les fiďroďlastes 



180 
 

traités 6 fois avant passage sur MEF ont montré une activation transcriptionnelle des gènes associés 

au rĠseau de pluripoteŶce taŶdis Ƌue les CSH Ŷ’oŶt pas rĠpoŶdu ;Figure Ŷ°ϱ6). 

Tableau n°16 : Récapitulatif et variables des expériences de reprogrammation de CSH CD34+ et 
fiďƌoďlastes huŵains à l’aide du CPP MD. 

VPA = Acide valproïque 

En effet, on ne remarque pas de réponse quand les fibroblastes sont traités avec MD-BLa mais un 

traitement avec MD-OSNL active plusieurs gğŶes ciďles. Le rĠseau cœur de pluripoteŶce s’active avec 

uŶe expressioŶ d’oct4, sox2 et nanog environ 30 fois supérieure à celle correspondant aux cellules 

non traitées ou bien aux cellules traitées par la protéine MD-BLa non pertinente. Il est possible de 

voir d’autres ciďles coŶstituaŶt le rĠseau s’activer comme lin28, esrrb et sox17 avec respectivement 

ϯϯ, ϯϮ et Ϯ fois plus d’ARNm Ƌue daŶs les cellules ŶoŶ traitĠes. MD-BLa semďle activer l’expressioŶ 

de klf4 comme MD-OSNL. E-cadherin est légèrement activée mais le résultat est statistiquement 

significatif. Enfin, le gène de la télomèrase htert s’active avec 4,ϱ fois plus d’expressioŶ Ƌue daŶs les Ϯ 

conditions contrôles. 

Expériences N°1 N°2 N°3 N°4 N°5 N°6 

Cellules 
CSH CD34+ 
donneur 1 

CSH CD34+ 
donneur 2 

CSH CD34+ 
donneur 3 

CSH CD34+ 
donneur 4 

CSH CD34+ 
donneur 5 et 

BJ 

CSH CD34+  
donneur 6 et 

BJ 

Facilitateur de la 
reprogrammation 

VPA (24h) VPA (24h) VPA (24h) 
VPA  

en continu 

VPA (24h), 
Hypoxie vs. 
Normoxie à 

J12 

VPA (24h), 
Hypoxie vs. 
Normoxie à 

J17 

Facteurs utilisés Oct4 Oct4 Oct4 Oct4 OSNL OSNL 

Concentration par 
facteur 

10µg/mL 10µg/mL 10µg/mL 10µg/mL 2,5µg/mL 2,5µg/mL 

Nombre de 
traitements 

5 9 10 7 6 
BJ = 7 et  
CSH = 8 

Fréquence Journalière Journalière Journalière Journalière 
Tous les 2 

jours 
Tous les 2 

jours 

Passage sur MEF non non J10 J5 J11 J17 

Observations 
Cellules 

mortes à 
J7 

Cellules 
contaminé

es à J10 

Cellules 
contaminé

es à J11 

Aucune 
colonie 

générée, 
Cellules 

mortes à 
J26 

Aucune 
colonie 
générée 

jusƋu’à Jϯϱ, 
CSH mortes 

Passage des BJ 
quand 

confluent, BJ 
contaminées à 

J12, Aucune 
colonie 

générée pour 
CSH jusƋu’à 
J37, Cellules 

mortes 
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Figure n°56 : AnalǇse de l’induction de gğnes ciďles au couƌs de la ƌepƌogƌaŵŵation de fiďƌoďlastes paƌ le 
CPP MD. 

Des fibroblastes ont été traités tous les 2 jours pendant 10 jours (6 traitements) avec les 4 protéines : MD-Oct4, 

MD-Sox2, MD-Nanog et MD-Lin28 (MD-OSNL) ou avec MD-β-Lactamase (MD-BLa). La concentration finale de 

protéines MD est de 10µg/mL pour les traitements soit 2,5µg/mL par facteur pour la condition MD-OSNL. Les 

ARNm totaux ont été isolés et rétro-transcrits en ADNc grâce à une amorce complémentaire des queues 

polǇ;AͿ avaŶt d’ġtre ƋuaŶtifiĠs par ƋPCR ;iŶcorporatioŶ du SǇďr GreeŶͿ. Les ciďles ƋuaŶtifiĠes sont : oct4, sox2, 

nanog, klf4, lin28, esrrb, e-cadherin (cdh1), sox17, htert et le gène hprt sert de référence. Les mesures (n = 3) 

oŶt ĠtĠ effectuĠes eŶ triplicat. Les chaŶgemeŶts d’expressioŶ soŶt relatifs aux cellules ŶoŶ traitĠes. Les 
différences significatives des tests statistiques de Student sont indiqués par ns si non significatif ; * si  0.01 < p 

≤ 0.05; ** si 0.001 < p ≤ 0.01 et *** si p ≤ 0.001. 

Ces résultats sont encourageants et une partie des cellules a été mise en hypoxie après passage sur 

MEF pour amĠliorer l’efficacitĠ gloďale du processus (Mathieu et al., 2013). L’expĠrieŶce a ĠtĠ 

arrġtĠe puisƋu’aucuŶe coloŶie Ŷ’est apparue et les CSH soŶt mortes au ϯϱème jour de culture. 

L’aŶalǇse des fiďroďlastes, comme au ϭϭème jour, Ŷ’a pas moŶtrĠ d’activatioŶ des gğŶes ciďles. 

Nous avoŶs rĠitĠrĠ l’expĠrieŶce pour confirmer les résultats obtenus au 11ème jour. A la différence de 

l’essai prĠcĠdeŶt, les fiďroďlastes de l’expĠrieŶce Ŷ°ϲ oŶt ĠtĠ passĠs ƋuaŶd ils deveŶaieŶt coŶflueŶts 

pour les conserver dans un état prolifératif nécessaire à la reprogrammation (Soufi and Dalton, 

2016). Ces cellules ont été contaminées au 12ème jour suivant le premier traitement soit après 7 

vectorisations par le cocktail MD-OSNL et ont donc été écartées. Les CSH quant à elles ont été 

traitées 8 fois, passées sur MEF au 17ème jour et maiŶteŶues jusƋu’au ϯϳème jour. Malheureusement, 

aucuŶe coloŶie Ŷ’est apparue dans cette expérience et les CSH sont mortes. 

DaŶs l’Ġtat actuel, Ŷous Ŷe sommes pas arrivĠs à gĠŶĠrer des iPSC à l’aide du vecteur MD sĠcurisĠ, Ŷi 

à partir de fiďroďlastes Ŷi de CSH. Nous Ŷ’avoŶs pas oďservĠ de chaŶgemeŶt de morphologie mais 

une expérieŶce a tout de mġme permis d’apporter des rĠsultats d’activatioŶ traŶscriptioŶŶelle 

prometteurs de cellules en cours de reprogrammation. 
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II. Amélioration de la vectorisation dans le contexte de la 

reprogrammation 

Les vectorisations des cellules sont généralement effectuées en milieu dépourvu de sérum, ce que 

nous avons fait pour MD notamment lors de la caractérisation des protéines développées dans les 2 

premiers chapitres. Nous avoŶs voulu apprĠcier l’iŶflueŶce du milieu de vectorisatioŶ et plus 

particuliğremeŶt l’iŶflueŶce de la ƋuaŶtitĠ de protĠiŶes totales via le pourceŶtage de sĠrum utilisĠ 

daŶs uŶ coŶtexte de reprogrammatioŶ afiŶ de l’adapter au mieux et limiter le stress cellulaire. Pour 

ce faire, des fibroblastes ont été traités avec une concentration fixe de MD-Oct4 dans différents 

milieux composĠs de DMEM/FϭϮ puisƋu’il est largemeŶt utilisĠ pour la culture des iPSC. 

L’aŶalǇse eŶ CMF rĠvğle uŶe ƋuaŶtitĠ de MD-Oct4 équivalente par cellule à 2, 3 et 4 heures 

d’iŶcuďatioŶ Ƌue le milieu coŶtieŶŶe ou non du sérum (Figure n°57 ; A). En effet, on peut apprécier 

une prise en charge qui augmente au cours du temps et le sérum ne semble pas gêner la 

vectorisation de MD-Oct4. Quoique légèrement pour la condition DMEM/F12 + 20% SR à 4 heures. 

Nous avons voulu confirmer les résultats précédents par une analyse de microscopie (Figure n°57 ; 

BͿ. L’expĠrieŶce a ĠtĠ effectuĠe daŶs les mġmes coŶditioŶs et avec les mġmes coŶtrôles Ƌue la CMF 

mais seulemeŶt à 4 heures d’iŶcuďatioŶ. La plateforme de cǇto-microscopie est automatisée et 

permet un comptage automatique de plusieurs champs (Figure n°57 ; B, images). Nous avons utilisé 

les intensités de fluorescence totales par champs et les avons divisées par le nombre de noyaux pour 

obtenir une moyenne de fluorescence par cellule, comme en CMF. Les résultats obtenus sont 

seŶsiďlemeŶt ideŶtiƋues et coŶfirmeŶt Ƌue la ƋuaŶtitĠ de sĠrum eŶ milieu DMEM/FϭϮ Ŷ’iŶflueŶce 

pas la vectorisation de MD-Oct4. Un contrôle PBS a été effectué et la prise en charge semble plus 

forte Ƌu’eŶ milieu DMEM avec ou sans sérum. Nous avions déjà observé ce phénomène auparavant. 

EŶfiŶ, l’aŶalǇse microscopiƋue permet d’oďteŶir des iŶformatioŶs morphologiƋues et il semďlerait 

que le marquage de MD-Oct4 forme des « points » dans les conditions : PBS et milieu dépourvu de 

sérum comme observé dans le chapitre n°1 et 2. Nous avions attribué ce marquage à une entrée en 

partie par endocytose. La condition 5% semble avoir moins de « points » et le marquage est 

nettement plus diffus pour une vectorisation en milieu DMEM/F12 avec 20% de sérum de 

remplacement. 

Pour coŶclure, ces Ϯ mĠthodes d’aŶalǇse et mġme lors d’uŶe courte ciŶĠtiƋue moŶtreŶt Ƌue la 

présence de sérum ne semble pas gêner la vectorisation de fibroblastes primaires par MD-Oct4. 
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Figure n°57 : Influence de la composition du milieu de culture sur la vectorisation de MD-Oct4 en contexte de 

reprogrammation. 

Des fibroblastes primaires ont été traités avec 100nM (5µg/mL) de MD-Oct4 en DMEM/F12 dépourvu de 

sérum, avec 5% ou 20% de sérum de remplacement (SR) ou en PBS. A) Analyse représentative en cytométrie en 

flux à 2, 3 et 4 heures de vectorisation. Les ďarres d’erreur reprĠseŶteŶt les Ġcarts-types. 

B) Analyse en microscopie à 4 heures de vectorisation. 16 champs sont imagés par condition. Les images 

représentatives des champs analysés sont affichées. MFI = Mean Fluorescence Intensity. MD-Oct4 = vert, 

Noyau = bleu. Dans ces expériences, un contrôle pour chaque condition de milieu associée à chaque temps a 

été effectué pour écarter le stress physiologique des cellules et seulement prendre en compte la vectorisation. 

Des contrôles « cellules non traitées », « traitement simulé sans MD-Oct4 pendant 4h » et « sans anticorps 

primaires » ont servi à régler les seuils de fluorescence. Les images ont été acquises de manière séquentielle en 

fonction du fluorochrome. 
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III. Discussion et Perspectives 

La gĠŶĠratioŶ d’iPSC sĠcurisĠes grâce au virus SeŶdai ŶoŶ-intégratif a été un succès dans nos 

conditions expérimentales. Les changements morphologiques traduisant la MET ont été observés et 

le prélèvement des colonies pour expansion a été effectué à des temps semblables à ce qui est décrit 

pour ce vecteur. Des fibroblastes oŶt aiŶsi pu ġtre dĠdiffĠreŶciĠs et les coloŶies d’iPSC soŶt ďieŶ 

pluripoteŶtes puisƋu’elles semďleŶt avoir uŶ poteŶtiel de prolifĠratioŶ « illimité », en tous cas 

supérieur à 30 passages dans nos expériences ; elles possèdent les marqueurs phénotypiques 

associés des cellules souches embryonnaires humaines et sont capables de reconstituer les 3 feuillets 

de l’emďrǇoŶ par diffĠreŶciatioŶ spoŶtaŶĠe. 

CoŶcerŶaŶt le vecteur MD, Ŷous avoŶs iŶitialemeŶt commeŶcĠ les expĠrieŶces de gĠŶĠratioŶ d’iPSC 

à partir de CSH avec MD-Oct4 et elles se soŶt soldĠes par des Ġchecs. EŶ effet, la gĠŶĠratioŶ d’iPSC 

avec Oct4 seul est trğs limitĠe saŶs l’apport d’autre facteur et les CSH Ŷe semďleŶt pas exprimer 

suffisammeŶt les facteurs cœur de la pluripoteŶce par rapport aux ESC excepté pour Nanog (Higuchi 

et al., 2015). Une seule étude a montré la faisabilité de générer des iPSC avec Oct4 seul apporté par 

un vecteur rétroviral (donc très efficaceͿ et à partir de cellules souches Ŷeurales de fœtus Ƌui 

expriment fortement le facteur Sox2 de manière endogène (Higuchi et al., 2015). Il faudrait donc 

augmenter le nombre de facteurs utilisés pour reprogrammer ce type cellulaire et/ou utiliser des 

« facilitateurs » de la reprogrammation comme des petites molécules chimiques.  

Nous nous sommes focalisés sur l’utilisatioŶ d’uŶ maximum de protĠiŶe pour la reprogrammatioŶ 

puisƋu’il a dĠjà ĠtĠ moŶtrĠ Ƌue l’associatioŶ de plus de FT amĠliorait l’efficacitĠ gloďale du processus 

ŶotammeŶt via l’utilisatioŶ de vecteurs recomďiŶaŶts (Zhang et al., 2012; Takahashi and Yamanaka, 

2016). Les protéines disponibles ont permis de former le cocktail MD-OSNL finalement très peu 

décrit dans la littérature par rapport à OSKM mais ayant déjà reprogrammé des fibroblastes de 

poumon avec un vecteur lentiviral (Yu et al., 2007). A ce jour, aucuŶe Ġtude Ŷ’a moŶtrĠ la gĠŶĠratioŶ 

d’iPSC avec uŶ cocktail OSNL protéique recomďiŶaŶt. Nous avoŶs ĠgalemeŶt privilĠgiĠ l’utilisatioŶ de 

fibroblastes comme de nombreux autres groupes (González et al., 2011), avec lesquels nous avons pu 

oďteŶir des rĠsultats d’activatioŶ traŶscriptioŶŶelle eŶcourageaŶt.  

Une seule expérience de reprogrammation sur les deux conduites chez les fibroblastes a révélé cette 

modulatioŶ de l’expressioŶ des gğŶes. Ces rĠsultats soŶt très encourageants et concernent 

l’activatioŶ d’oct4, sox2 et nanog composaŶt le rĠseau cœur de la pluripotence mais également 

d’autres gğŶes coŶŶus pour ġtre associĠs à ce rĠseau (Boyer et al., 2005). L’activatioŶ d’esrrb est 

particulièrement notable puisque ce récepteur nucléaire a déjà permis la reprogrammation de 

fibroblastes murins de concert avec oct4 et sox2 car il est une cible directe de Nanog permettant 
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d’amplifier soŶ effet et mġme de le suďstituer (Feng et al., 2009; Festuccia et al., 2012). De plus, 

cette activation endogène semble signifier que MD-NaŶog est foŶctioŶŶel au travers de l’activation 

d’uŶe de ces ciďles majeures. L’activatioŶ de cdh1 (E-cadhérine) est faible dans cette expérience 

aprğs ϲ traitemeŶts mais traduit l’iŶitiatioŶ d’uŶ phĠŶomğŶe de MET iŶdispeŶsaďle à la gĠŶĠratioŶ 

d’iPSC à partir de fiďroďlastes (Shu and Pei, 2014; David and Polo, 2014). EŶ revaŶche, Ŷous Ŷ’avoŶs 

pas observé de changements morphologiques traduisant le phénotype même de la MET ce qui 

semďle sigŶifier Ƌu’elle est initiée au niveau transcriptionnel mais insuffisemment pour être 

observable. 

Lin28 utilisé dans notre cocktail MD-OSNL est également activé de manière endogène ce qui devrait 

permettre la maturation des miR-290 spécifiques des ESC qui de plus, augmentent la transition G1-S 

du cycle cellulaire conférant une état prolifératif favorable à la reprogrammation (Judson et al., 2009; 

Wang et al., 2008b; Li et al., 2012b). L’activatioŶ de LiŶϮϴ pourrait également appuier l’iŶitiatioŶ d’uŶ 

chaŶgemeŶt mĠtaďoliƋue vers la glǇcolǇse favoraďle à la gĠŶĠratioŶ d’iPSC (Zhu et al., 2011; Zhang et 

al., 2016).  

EŶfiŶ l’activatioŶ de htert, l’eŶzǇme Ƌui ralloŶge les tĠlomğres chromosomiƋues, permet d’attester 

un rajeunissement cellulaire comme observé lors de la reprogrammation de fibroblastes de 

ceŶteŶaires vers le stade d’iPSC (Lapasset et al., 2011). De plus, sa réactivation promeut la 

reprogrammation (Marion et al., 2009). En définitive, notre expérience de reprogrammation semble 

incomplète. Les cellules se situent probablement à un stade précoce de celui des « pré-iPSC ». Le 

vecteur MD apparait comme prometteur pour reprogrammer des cellules somatiques puisque des 

gğŶes du rĠseau de pluripoteŶce s’activeŶt. Il faudrait l’optimiser pour aller au-delà des signatures 

transcriptionnelles et obtenir un engagement plus avancé vers la pluripotence. 

DiffĠreŶts axes d’amĠlioratioŶ de la reprogrammatioŶ oŶt ĠtĠ dĠveloppés lors de cette dernière 

décennie et semblent être indispensables pour générer des iPSC avec notre cocktail actuel. 

Dorénavant, nous disposons de MD-c-Myc pour les futurs expériences mais des « facilitateurs » de la 

reprogrammation pourraient être envisagées pour remplacer le facteur MD-Klf4 non utilisable pour 

le moment (Xiao et al., 2016). En effet, la Kenpaullone, une petite molécule chimique, a déjà été 

utilisée pour remplacer ce  facteur (Lyssiotis et al., 2009). Par ailleurs, des kératinocytes qui 

expriment fortement le facteur Klf4 de manière endogène ont également été choisis comme source à 

reprogrammer pour améliorer le processus gloďal de gĠŶĠratioŶ d’iPSC et pourraieŶt ġtre 

reprogrammĠs saŶs l’apport exogğŶe de ce facteur (Aasen et al., 2008; Maherali et al., 2008). 

De manière plus générale, des modulateurs épigénétiques, de la prolifération, des espèces réactives 

de l’oxǇgğŶe, du cǇcle cellulaire, du mĠtaďolisme, de la MET ou des sigŶaux de traŶsductioŶ cellulaire 
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oŶt ĠtĠ dĠcrits et soŶt uŶe piste d’amĠlioratioŶ majeure pour l’oďteŶtioŶ d’iPSC avec le vecteur MD ; 

nous pourrions essayer notamment la simple utilisation de molécules chimiques (Liu et al., 2016). En 

effet, Ŷous avoŶs utilisĠ l’acide valproïƋue comme modulateur ĠpigĠŶĠtiƋue mais d’autres molĠcules 

comme CHIR99021 qui active la voie Wnt et A-83-01 qui inhibe la signalisation du TGF-β, ont permis 

d’augmeŶter d’uŶ facteur ϮϬϬ le Ŷomďre de coloŶies d’iPSC oďteŶu (Marson et al., 2008; Li et al., 

2009). 

Rétrospectivement en consultant la bibliographie, nous avions choisi une concentration en protéine 

totale proche de ϭϬµg/mL pour la reprogrammatioŶ comme l’avait Ġtaďli la premiğre Ġtude aǇaŶt 

généré des iPSC par transfert de protéines (Zhou et al., 2009b). Nous avons traité les cellules avec 

2,5µg/mL de protéine par facteur ce qui équivaut à 10µg/mL au total ou à 50, 55, 58 et 79 nM 

respectivement de MD-Oct4, MD-Sox2, MD-Nanog et MD-Lin28. Il y a donc presque deux fois plus de 

LiŶϮϴ Ƌue les autres facteurs daŶs Ŷotre cocktail et aucuŶe Ġtude à ce jour Ŷ’a utilisĠ uŶ tel ratio. Il 

est à noter que les différents groupes ayant généré des iPSC avec des protéines privilégient le 

cocktail OSKM et Ŷe s’accordeŶt pas sur la ƋuaŶtitĠ utilisĠe. EŶ effet, des extraits totaux d’HEKϮϵϯ 

exprimant les protéines OSKM-9R (Kim et al., 2009a), une concentration finale de ces mêmes 

facteurs à 8µg/mL pour les CPP TAT et 11R (Nemes et al., 2014; Zhou et al., 2009b) et une utilisation 

d’uŶe ƋuaŶtitĠ fixe de Ϯµg par facteurs (Park et al., 2014) sont des paramètres trouvés dans la 

littérature. 

Nous Ŷous rapprochoŶs de l’Ġtude de ZhaŶg et al. dans laquelle les protéines TAT-OSKMN ont été 

produites et utilisées à 50nM pour générer des iPSC humaines avec ces 5 facteurs (Zhang et al., 

2012). Leur succğs appuie ĠgalemeŶt la ŶĠcessitĠ d’augmeŶter le Ŷomďre de facteurs recomďiŶaŶts 

pour gĠŶĠrer des iPSC comme ce Ƌue Ŷous avoŶs fait. UŶe autre Ġtude a moŶtrĠ la gĠŶĠratioŶ d’iPSC 

également humaines grâce aux facteurs OSKM-11R avec une utilisation à 200nM pendant une 

semaine suivi de 100nM pendant 2 semaines (Lee et al., 2012b). Cette étude soulève un autre point 

majeur avec l’utilisatioŶ de ligaŶd de Toll-Like Receptor (TLR) 3 en complément des facteurs 

recomďiŶaŶts pour amĠliorer l’efficacitĠ de reprogrammatioŶ afiŶ de mimer les effets d’uŶ vecteur 

viral. Dans ces conditions, la quantité de protéine utilisée dans notre étude est peut-être un peu 

faible. Nous devrions tester l’augmeŶtatioŶ des ƋuaŶtitĠs de facteurs. Nous devrions également 

utiliser les 5 protéines MD-OSNLM maiŶteŶaŶt dispoŶiďles et privilĠgier l’oďteŶtioŶ de Klf4 ou d’uŶ 

substitut. 

Un autre axe d’amĠlioratioŶ serait d’ajuster ƋuaŶtitativemeŶt les facteurs. Les Ġtudes à ce sujet se 

soŶt focalisĠes sur l’expressioŶ d’OSKM par des virus et sont peu concordantes exceptées sur la 

ŶĠcessitĠ d’uŶe expressioŶ forte d’Oct4 et de Klf4 par rapport à SoxϮ puisque ce dernier supprime un 

gène clé mésenchymateux : snail1 nécessaire à la MET (Carey et al., 2011; Tiemann et al., 2011; 
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Nagamatsu et al., 2012). UŶe ƋuaŶtitĠ plus importaŶte d’Oct4 par rapport à SoxϮ pourrait ġtre 

eŶvisagĠe puisƋue le cocktail actuel Ŷ’est composĠ Ƌue de MD-OSNLM sans Klf4. La difficulté serait 

de trouver la bonne stoechiométrie. UŶ ajustemeŶt de la sĠƋueŶce d’iŶtroductioŶ des facteurs 

pourrait également améliorer le processus. EŶ effet, il a ĠtĠ dĠmoŶtrĠ Ƌue l’apport tout d’aďord 

d’Oct4 et de Klf4 suivi de c-Myc puis de Sox2 pourrait favoriser la reprogrammation (Liu et al., 2013). 

Ce type de traitement séquentiel est nettement plus facile avec des vecteurs protéiques. 

Une synchronisation initiale des cellules par un arrêt du cycle cellulaire en phase G1 grâce à une 

privatioŶ eŶ sĠrum devrait mġme ġtre coŶduite puisƋue Ƌu’il a ĠtĠ moŶtrĠ Ƌu’elle facilite le 

processus de reprogrammation notamment par transfert de protéines (Chen et al., 2012b; Lee et al., 

2012b). 

Nous avions initialement choisi un traitement journalier compte tenu du temps de demi-vie très 

court des facteurs et pour se rapprocher de la quantité importante et constante de protéines 

exprimées avec les vecteurs viraux. Malheureusement, nous avons dû réajuster ce choix par manque 

de protéine du aux difficultés de production en masse et à la forte consommation des expériences. 

CoŶcerŶaŶt la frĠƋueŶce de traitemeŶt, seul l’Ġtude de Lee et al. a utilisé les protéines OSKM-11R en 

traitements journaliers sur 21 jours pour produire des iPSC humaines et les autres groupes semblent 

plutôt espacer les traitemeŶts avec des pauses d’eŶviroŶ Ϯ4 à 4ϴ heures (Lee et al., 2012b; Kim et al., 

2009a; Zhou et al., 2009b; Zhang et al., 2012). Ces espacements semblent nécessaires pour pallier la 

toxicitĠ de leurs protĠiŶes. DaŶs l’Ġtude de Kim et al., la première équipe à avoir généré des iPSC 

humaines avec des protéines, les chercheurs ont même attendu 6 jours entre chaque traitement 

(Kim et al., 2009a). Il semblerait donc que notre protocole soit conforme à ce qui se fait dans les 

autres équipes. Cependant, nos protéines semblent moins stables que ce qui a été rapporté, une 

expĠrieŶce sur des fiďroďlastes avec des traitemeŶts jourŶaliers devrait ġtre eŶvisagĠe. C’est ce Ƌui a 

été fait pour la reprogrammation avec des ARNm où les cellules sont traitées tous les jours pendant 2 

semaines environ pour que le processus soit efficace (Warren et al., 2010, 2012). 

Les autres expĠrieŶces Ŷ’oŶt pas aďouti à l’oďteŶtioŶ de coloŶies et à des évolutions significatives 

d’expressioŶ des gğŶes d’iŶtĠrġt. Il est possible aussi que les productions présentent des variations 

d’uŶ lot à l’autre, ce Ƌui pourrait expliƋuer la variabilité de réponse que nous avons observé en 

répétant les expériences. Nous avons choisi de passer les cellules quand elles devenaient confluentes 

ce qui est normalement favoraďle à la reprogrammatioŶ. C’est uŶ poiŶt Ƌui reste à valider. Les 

analyses sur culture au-delà de 30 jours entraînent certaiŶemeŶt uŶe dilutioŶ de l’effet du traitement 

effectué lors des premières semaines alors trop éloigné pour être analysé. Cela peut expliquer les 

résultats obtenus pour les CSH. Par ailleurs, ces cellules peuvent également être non répondeuses 

comme Ŷous l’avoŶs oďservĠ lors d’uŶ traitemeŶt d’uŶe semaiŶe par MD-Oct4. EŶfiŶ, les CSH Ŷ’aǇaŶt 
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pas ĠtĠ reprogrammĠes soŶt mortes puisƋu’elles Ŷe surviveŶt pas daŶs le milieu miŶimum limitaŶt la 

différenciation et réservé à la croissance des ESC (Chen et al., 2011b). 

Les contaminations de reprogrammation qui favorisent les risques de contamination en culture ainsi 

que les caractéristiques de vectorisation du vecteur MD nous ont amenés à réfléchir à une 

adaptation du protocole et des milieux de vectorisation. Ainsi nous avons montré que la présence de 

sérum de remplacement ne gênait pas la vectorisation de MD-Oct4 ce qui nous permettra de ne pas 

changer de milieu, limitant ainsi le stress des cellules. Plusieurs traitements peuvent être effectués 

par jour. De plus, les clichés de microscopie nous ont révélé une localisation cellulaire plus diffuse de 

la protéine MD-Oct4 vectorisĠe eŶ prĠseŶce de sĠrum. C’est rĠsultats soŶt à coŶfirmer. Cela 

coŶfirme doŶc Ƌu’il est saŶs doute prĠfĠraďle de reprogrammer en présence de sérum car sans, les 

protéines semblent en partie piégées dans des lysosomes (voir chapitre 1). De plus, on peut penser 

Ƌue la prĠseŶce de sĠrum et surtout d’alďumiŶe staďilise les protĠiŶes MD limitaŶt uŶe possiďle 

agrégation comme il a été montré pour TAT-Oct4 et TAT-Sox2 (Bosnali and Edenhofer, 2008; Thier et 

al., 2010, 2012). Enfin, la vectorisation en PBS est meilleure mais la protéine semble dans ce cas-là 

également localisée dans des « vésicules » et nous avons remarqué un décollement des cellules après 

2 heures ce Ƌui est iŶcompatiďle avec leur prolifĠratioŶ. Ce phĠŶomğŶe Ŷe s’accorde pas non plus 

avec une reprogrammation puisque les cellules doivent adhérer au support à nouveau avant de se 

multiplier. L’utilisatioŶ de PBS lors des traitements protéiques a donc été écartée. 

UŶe des perspectives de ce projet pourrait ġtre la gĠŶĠratioŶ d’uŶ autre tǇpe cellulaire à partir de 

fiďroďlastes au travers d’uŶ mĠcaŶisme de traŶsdiffĠreŶciatioŶ. EŶ effet, il a ĠtĠ moŶtrĠ Ƌue 

l’expressioŶ d’Oct4 seule Ġtait suffisaŶte pour convertir des fibroblastes primaires humains en 

progéniteurs hématopoïétiques CD45+ (Szabo et al., 2010; Mitchell et al., 2014). Dernièrement, des 

études ont également montré la conversion de fibroblastes en cardiomyocytes ; en cellules souches 

neuronales ou en hépatocytes via un mécanisme appelé CASD (Cell-Activation and Signal-Directed 

lineage conversion ; Zhu et al., 2015; Ebrahimi, 2016). Ce phénomène semble induire un état de 

plasticité cellulaire propice à un changement de lignée médié par la reprogrammation épigénétique 

des facteurs embryonnaires OSKM(NL) et par un milieu de culture ou un environnement comportant 

les signaux appropriés de différenciation. 

Il est également possibles de convertir de nombreux autres types cellulaires grâce à l’expressioŶ 

d’autres facteurs de transcription (Xu et al., 2015; Iwafuchi-Doi and Zaret, 2016). Dans ce type 

d’applicatioŶs, le vecteur MD pourrait se montrer très prommeteur comparé aux autres vecteurs et 

tout particulièrement les moins sécurisés comme les rétrovirus. 
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En récapitulatif, nous avons généré des iPSC grâce au virus Sendai qui fait office de contrôle 

daŶs Ŷotre Ġtude. L’utilisatioŶ du vecteur sĠcurisĠ MD demaŶde eŶcore des amĠlioratioŶs 

en termes de cocktail de facteurs de transcription et de protocole pour être efficace dans la 

reprogrammation de cellules somatiques. Au regard des études ayant déjà permis de 

générer des iPSC notamment avec des protéines recombinantes, les prochaines 

expériences devront utiliser les protéines MD-OSNLM au minimum avec la protéine  

MD-Klf4 dans le cas où elle serait purifiée ou avec un substitut pour faciliter la MET. Ces 

expériences devront également comprendre des traitements journaliers sur deux semaines 

avec des quantités par facteur avoisinant les 100nM. Une modification des ratios de 

facteurs notamment une augmentation de la quantité de MD-Oct4 aiŶsi Ƌu’uŶe utilisatioŶ 

séquentielle devra être envisagée. Enfin et de façon très nette, une utilisation de petites 

molécules chimiques pour substituer à certains facteurs et amplifier la transition vers la 

pluripotence sera nécessaire. 
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A B S T R A C T

Ectopic expression of defined transcription factors (TFs) for cell fate handling has proven high potential

interest in reprogramming differentiated cells, in particular for regenerative medicine, ontogenesis study

and cell based modelling. Pluripotency or transdifferentiation induction as TF mediated differentiation is

commonly produced by transfer of genetic information with safety concerns. The direct delivery of

proteins could represent a safer alternative but still needs significant advances to be efficient. We have

successfully developed the direct delivery of proteins by an attenuated bacterium with a type 3 secretion

system that does not require challenging and laborious steps for production and purification of

recombinant molecules. Here we show that this natural micro-syringe is able to inject TFs to primary

human fibroblasts and cord blood CD34+ hematopoietic stem cells. The signal sequence for vectorization

of the TF Oct4 has no effect on DNA binding to its nucleic target. As soon as one hour after injection,

vectorized TFs are detectable in the nucleus. The injection process is not associated with toxicity and the

bacteria can be completely removed from cell cultures. A three days targeted release of Oct4 or Sox2

embryonic TFs results in the induction of the core pluripotency genes expression in fibroblasts and CD34+

hematopoietic stem cells. This micro-syringe vectorization represents a new strategy for TF delivery and

has potential applications for cell fate reprogramming.

ã 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The development of tools to control gene expression program
with the goal to restore or modify cell functions is an active
research area. In 2007, Takahashi et al., generated pluripotent stem
cells from human fibroblasts for the first time by the use of
retroviral vectors expressing embryonic transcription factor (TF)
that reshape the cell program toward dedifferentiation,

introducing the term induced pluripotent stem cells (iPS)
(Takahashi et al., 2007b). Evidence has also emerged indicating
that differentiation is not solely a one-way process since it is
possible to convert one fully specialized cell to another in a process
called transdifferentiation (Lapidot et al., 1992). Applications
concern in vitro and also in vivo cell fate manipulation. For
example, adult pancreatic exocrine cells could be reprogrammed
into b-cells by the use of three transcription factors (Pdx1, Ngn3,
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fibroblasts; iPS, induced pluripotent stem cells; MFI, mean fluorescence intensity; TF, transcription factor; T3SS, type 3 secretion system.
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and Mafa) (Zhou et al., 2008). In mouse the demonstration for
regenerative medicine in the context of cardiologic and neuronal
pathologies has also been achieved (Fu et al., 2014).

Transcription factors control every major physiological pro-
cesses within a cell, ranging from cell fate determination, cell cycle
control and response to environment or inflammation resolution.
Thus, the delivery of transcription factors is a central challenge for
pharmaceutical scientists and research biologists since they have
the ability to correct the fundamental causes of a wide range of
diseases, to redirect cell fate or develop drug modeling. The most
efficient techniques to give the cell a designed set of regulatory
proteins are mainly based on the delivery of genetic material
encoding the TFs (Bayart and Cohen-Haguenauer, 2013). Never-
theless they are associated with high risk of genomic integration or
mutations and thus are incompatible with clinical applications as
exemplified for induced pluripotent stem cells production (Lee
et al., 2013; Okita et al., 2007; Sebban and Buganim, 2016).

Several groups reported the generation of induced pluripotent
stem cells thanks to the direct delivery of recombinant reprogram-
ming factors in mouse (Zhou et al., 2009) and human (Kim et al.,
2009), thereby preventing the risk of mutations due to genetic
transfer. It has been shown that protein reprogramming generates
as much as 5 times less copy number variations as integrative
methods (Park et al., 2014a). The challenge here is to allow the TFs
to cross the cell membrane and reach the nucleus in an active form.
Current methods with this aim are mostly based on the use of cell-
penetrating peptides (CPP) fused to the TFs. Cell-penetrating
peptides are natural or designed peptide sequences able to pass
through plasma membrane, used for intracellular delivery of
recombinant proteins or other bioactive molecules. So far, the Tat
peptide from HIV virus (Nemes et al., 2014; Zhang et al., 2012) and
poly-arginine domains comprising 11 arginine residues (Zhou
et al., 2009) or 9 arginine residues (R9) (Kim et al., 2009; Park et al.,
2014b) have been successfully used for cell reprogramming.
Alternative protein vectors such as a bacterial porin (Cho et al.,
2010), nanotubes (Cho et al., 2013), or bolaamphiphile lipids (Khan
et al., 2013) have also been employed to generate induced
pluripotent stem cells, but associated efficiencies are even lower
than with cell-penetrating peptides. Although these strategies are
extremely promising in terms of safety, they are relatively
inefficient in comparison to nucleic acid-based methods, with
reprogramming yields often below 0001% (Kim et al., 2009; Zhou
et al., 2009). This lower efficiency can be partly explained by rapid
degradation of proteins once internalized in cells as cell-
penetrating peptides are mainly internalized by endocytosis
leading to the formation of endo-lysosomal vesicles and the
degradation of cell-penetrating peptides and cargo proteins
(Nakase et al., 2004; Kaplan et al., 2005; Kristensen et al., 2016).
As second explanation to the low efficacy of protein coupled TFs is
the low ability of vectors to efficiently cross the plasma membrane
with the TF. Overall, these strategies require challenging and
laborious steps for production and purification of recombinant
molecules.

Thus, the development of an efficient and easy-to-use TFs
delivery system remains a challenge in the area of cell
reprogramming or cell conversion to provide cell resources for
regenerative medicine. Type 3 secretion system (T3SS) of bacteria
allows to inject exotoxins directly into the cytoplasm of target cells
(Galán et al., 2014).

Several teams use this apparatus to deliver antigenic molecules
for vaccine development and TFs to alter gene expression in
mammalian cells (Bichsel et al., 2013; Galán et al., 2014; Le
Gouëllec et al., 2013). In particular, T3SS of P. aeruginosa has been
successfully used as a delivery system of antigenic proteins for
active and specific immunotherapy in cancer or infectious diseases
(Derouazi et al., 2010; Wang et al., 2012a). Recently T3SS from

other bacteria were successfully used to convert human fibroblasts
into myocytes by MyoD administration thereby opening new
applications in cell reprogramming with this micro-syringe
(Bichsel et al., 2013). Here, we have used an attenuated P.
aeruginosa T3SS as a natural micro-syringe to inject TFs into
eukaryote target cells. To this end, the first 54 first amino acids of
the T3SS Exotoxin S (ExoS54) were fused to recombinant proteins
of interest, allowing optimal translocation efficiency through the
T3SS (Epaulard et al., 2006).

P. aeruginosa T3SS protein delivery system presents unique
features. First, the use of a dedicated expression plasmid and the
application of defined culture conditions allow the control of
protein expression and activation of T3SS. Indeed, while pEAI3-S54
plasmid (named pS54) allows inducible expression of recombinant
proteins fused to ExoS54 (Epaulard et al., 2006), translocation
activation is triggered by cell contact in vivo or calcium depletion in
vitro (Urbanowski et al., 2005). In addition, this delivery process
does not require any step of protein purification, since injection is
coupled to production. Finally, proteins are directly injected in the
cytoplasm of target cells. This direct delivery process could
overcome degradation issues associated to endocytosis mecha-
nisms.

Beside its efficiency, the safety of the vector is a major concern
for further applications. Here, we use an attenuated strain devoid
of the major secreted exotoxins ExoU, ExoS or ExoT. For TF
vectorization, a short exposure to the bacteria is required. After
each cycle of TF injection, bacteria are eliminated from cell cultures
by an antibiotic treatment acting on the DNA replication and
protein synthesis of P. aeruginosa. In the present work, the toxicity
of the treatment and the ability of completely removing bacteria
are evaluated.

In this work, we used T3SS to deliver different TFs associated to
pluripotency in human fibroblasts and cord-blood hematopoietic
stem cells (HSC). This vector is able to efficiently bring core
embryonic transcription factor Oct4, Sox2 and Nanog to the
nucleus of human fibroblasts within 2 h and to induce a strong
activation of the pluripotency gene expression program in less than
24 h.

2. Materials and methods

2.1. Cell culture

All eukaryotic cells were cultured at 37 �C in a humidified 5%
CO2 incubator. Media and additives were provided from Thermo
Fisher Scientific unless specified. BJ human neonatal dermal
fibroblasts (HNDF) primary cell line was purchased from Stemgent
and cultured in Dulbecco's Modified Eagle's Medium Glutamax
(DMEM) containing 10% fetal bovine serum (FBS) supplemented
with 1% non-essential amino acids, 100 mg/ml gentamicin and
1 mM sodium pyruvate (Sigma). HSC were purified from excess
cord blood units disqualified for cell therapy under a procedure
approved by the French Blood Agency’s Institutional Review Board.
All parents gave written informed consent. First, mononuclear cells
were isolated through Ficoll-Hypaque density gradient centrifu-
gation (Eurobio, Courtaboeuf, France). HSC were then isolated by
positive selection of CD34+ cells with magnetic sorting beads
according to provider proceeding (Miltenyi Biotec). HSC were
cultured in StemPro-34 Serum Free Medium with StemPro-34
Nutrient Supplement and cytokines (Miltenyi Biotec):100 ng/ml
Stem Cell Factor (SCF), Interleukine 3 (IL-3), Interleukine 6 (IL-6),
Fms-related tyrosine kinase 3 Ligand (Flt3L) and 10 ng/ml
Thyroperoxydase (TPO). For transcriptional analysis, the cells
were treated with 125 mM valproic acid histone deacetylase-
inhibor from one day before treatment.
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2.2. Plasmids and strains

Synthesized complementary DNA sequences encoding embry-
onic TFs (Oct4, Sox2, Nanog) and reporter enzyme TEM-1 beta-
lactamase (Bla) were inserted in pS54 plasmid (GenBank accession
number JQ733380) between the NdeI and BamHI sites using classic
molecular biology protocols including enzymatic restriction and
ligation steps. C-terminal part of ovalbumin (D248-A376) had been
previously cloned into pS54 to generate pS54-Ova (Epaulard et al.,
2006). Recombinant plasmids were then transformed by electro-
poration (5 ms at 1 800 V) in the attenuated P. aeruginosa strain
OST. This strain was derived from the clinical isolate CHA by
deleting genes coding for two major T3SS exotoxins, Exotoxin S
(ExoS) and the Exotoxin T (ExoT). After transformation, bacteria
were plated on Pseudomonas Isolation Agar (Becton Dickinson) in
the presence of 600 mg/ml carbenicillin and grown overnight at
37 �C.

2.3. T3SS secretion assay

Transformed colonies of P. aeruginosa were grown overnight
under agitation at 37 �C in Lysogeny Broth (LB) medium containing
300 mg/ml carbenicillin. Bacteria were then washed in fresh LB
medium and grown under agitation at 37 �C in secretion medium
composed of LB medium containing 300 mg/ml carbenicillin,
0.5 mM IPTG, 5 mM EGTA and 20 mM MgCl2 from an initial optical
density at 600 nm (OD600nm) of 0.25. Once OD600nm reaches 1.8,
cultures were centrifuged for 10 min at 15 000g at 4 �C. Proteins in
the supernatant were precipitated by trichloroacetic acid at 20% (v/
v) for 15 min on ice and pelleted by a centrifugation at 15 000g at
4 �C for 10 min. Protein pellets were washed by ice-cold acetone.
This washing step was repeated two times. Protein pellets were
then dried at 50 �C for 10 min. Proteins were finally solubilized by
adding Laemmli buffer containing 2% SDS (w/v), 0.5 mM DTT, 10%
Glycerol (v/v) and 60 mM Tris-HCl at pH 6.8 and separated by SDS-
Page. Proteins of interest were detected by a Western Blot using an
anti-His antibody coupled to horseradish peroxidase (Miltenyi
Biotec) with ECL substrate (BioRad).

2.4. T3SS in vitro injection assay

Transformed colonies of P. aeruginosa were grown overnight as
for secretion assay. Bacteria were then washed in fresh LB medium
and grown under agitation at 37 �C in secretion medium composed
of LB medium containing 300 mg/ml carbenicillin and 0.5 mM IPTG
from an initial OD600nm of 0.25. Once OD600nm reaches 1.5 bacteria
were washed two times in eukaryotic cell culture medium (DMEM
or StemPro) and bacteria were added to target cells at defined
multiple injecting bacteria/target cells ratio.

2.5. Elimination of bacteria after T3SS-mediated TF delivery

The bacteria/eukaryotic cells co-cultures were centrifuged for
10 min at 800g at room temperature and incubated for 1 h at 37 �C
in a humidified 5% CO2 incubator. Cells were finally washed two
times with Dulbecco‘s Phosphate Buffered Saline (DPBS) and
medium with 20 mg/ml gentamicin and 20 mg/ml ciprofloxacin
was added for culture until next injection or analysis.

2.6. Expression and purification of recombinant proteins

Fusion proteins were generated from synthetic genes cloned
into the pET15b expression plasmid (Novagen). Protein expression
was induced in E. coli BL21(DE3) with 0.5 mM IPTG at OD600nm = 0.8
for 18 h at 16 �C. Bacteria were then harvested by 15 min 3 000g
centrifugation at 4 �C. The pellets were resuspended in pH 7.8

buffer with 50 mM Na2HPO4, 5 mM Tris, 500 mM NaCl and 10 mM
Imidazole supplemented with Halt Protease Inhibitor Cocktail
EDTA-Free (Pierce Biotechnology) and sonicated. Then nucleic
acids were digested by adding 100 U/ml Benzonase (Merck-
Millipore) for 10 min. The soluble fraction was separated by
centrifugation at 13 000g for 30 min and purifications of His6-
tagged proteins were performed by nickel affinity chromatography
(Ni-NTA column Qiagen). Purified proteins were then dialyzed
against phosphate-buffered saline (PBS).

2.7. Oct4 affinity assay

Influence of ExoS54 on Oct4 affinity for its DNA target sequence
(octamer, ATGCAAAT) was assessed by means of an ELISA-like
assay developed by Active Motif (Belgium), following the
instructions of the manufacturer. Briefly, purified recombinant
proteins containing Oct4 were diluted in Complete Lysis Buffer
(Roche) at different concentrations ranging from 10�4 to 5 mg/ml.
Proteins were then incubated for 1 h at room temperature in the
supplied 96-well plate coated with a DNA sequence containing the
octamer. After 3 washes with 200 ml of washing buffer, 100 ml of
primary rabbit anti-Oct4 antibody was added to each well. After 1 h
of incubation at room temperature, wells were washed 3 times
with washing buffer. Anti-rabbit HRP-conjugated IgG was then
added followed by incubation at room temperature for 1 h. After 4
washes with washing buffer, developing solution was added and
the plate was incubated at room temperature for 10 min. Stop
solution was added and absorbance was read at 450 nm.

2.8. Beta-lactamase activity assay

Protein delivery efficiency of T3SS in eukaryotic cells was
assessed by measuring activity of reporter enzyme Bla thanks to
the use of a fluorogenic substrate, CCF2-AM (Life Technologies)
following recommendations of the supplier. After injection, the
substrate was added to the cells and was then incubated for 1h30 at
room temperature in the dark. After washing with culture medium
(DMEM or StemPro), Bla activity from the cells was analyzed by
fluorescence microscopy or flow cytometry using the following
parameters: l excitation, 405 nm; l substrate emission, 520 nm
(green); l product emission, 447 nm (blue).

2.9. Cell viability assay

Cell viability was analyzed by phosphatidylserine exposure on
plasma membrane during apoptosis measured with Annexin V and
by DNA intercalant 7-Amino-actinomycin D (7-AAD) present on
dead cells whereas it is excluded by alive cells. All reagents were
purchased from BD Pharmingen. Labelings were performed
according to the provider’s protocol at 4 �C in the dark. Cell-
associated fluorescence was detected using a FACS Canto II BD
Biosciences flow cytometer. The 488 nm and 633 nm excitation and
the 647 nm emission filters (for 7AAD) and the 660/20 (for Annexin
V-APC) were used. Cells negative for both Annexin V and 7AAD
were considered as alive.

2.10. Measurement of gene expression

Total RNA was extracted from the cells using the “PureLink RNA
Mini Kit” (Life Technologies) according to the manufacturer's
instructions with an on-column DNAse I treatment. Purified RNA
was eluted in deionized RNAse-free water and stored at �80 �C.
Reverse Transcription PCR (RT-PCR) was performed with the First
Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) (Roche Applied
Sciences) using 1 mg of purified RNA. RT-PCR were realized using
an oligo(dT) as unique primer with the following program: 10 min
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at 25 �C, 60 min at 42 �C, 5 min at 99 �C and 5 min at 4 �C.
Quantitative PCR (qPCR) reactions were carried out with FastStart
SYBR Green Master Mix (Roche Applied Science), using primers
listed in Table 1. Measurements were realized by monitoring SYBR
Green incorporation using an Eppendorf Mastercycler1 Ep
Realplex 2 device, and variations in gene expression (fold change)
calculated using the following formula:

DCt = Cttest� Ctcontrol

DDCt = DCttarget� DCtreference

Fold Change = 2�DDCt

Ct corresponds to the point from which fluorescence signal is
ten times the SD from background; test corresponds to the
analyzed condition (treatment) and control to the control
condition (no treatment); target is the target gene for which we
want to measure expression variations and reference is the
reference gene for which expression is stable over the time. Target
genes were nanog, oct4 and sox2, hprt was used as reference gene.

2.11. Confocal microscopy analysis

BJ Fibroblasts were seeded at 40 000 cells per well in a 8-well
Nunc1 Lab-Tek1 II chambered coverglass, in 400 ml of medium,
24 h before T3SS injection. After injection as described above, cells
were fixed with Fix/Perm buffer from the TF Buffer Set (BD
Pharmingen) for 45 min at 4 �C. Cells were washed 2 times in Perm/
Wash Buffer from the same set. A blocking step was then carried
out for 1 h at room temperature with Perm/Wash Buffer with 5%
FBS (v/v) before proceeding to immunostaining for 45 min at 4 �C in
the dark, with the following conjugate antibodies: mouse anti-
Oct4 Alexa Fluor 488-conjugated IgG1, mouse anti-Nanog Alexa
Fluor 647-conjugated IgG1 and mouse anti-Sox2 Alexa Fluor 647-
conjugated IgG1. Antibodies were purchased from BD Pharmingen.
Cells were washed 3 times with Perm/Wash Buffer and nucleus
was stained with DAPI for 5 min in the dark. Cells were finally
washed in Perm/Wash Buffer and were kept in this buffer at 4 �C in
the dark until analysis. Confocal microscopy acquisitions were
carried out in Albert Bonniot Institute (Grenoble, France), using the
Dynascope multiparametric confocal imaging facility (Carl Zeiss).
Data were analyzed with the Zen software (Carl Zeiss).

Control of P. aeruginosa elimination by PCR analysis

BJ fibroblasts were injected 5 times with Oct4, Sox2 and Nanog
thanks to OST T3SS. Injections were carried out at 20 bacteria/
target cells for each factor and spaced by 48 h. Cells were then
cultured for 7 days without antibiotics. Cells and culture medium
were finally recovered to analyze the presence of P. aeruginosa or
pS54 DNA. Positive controls were obtained by diluting an overnight
culture of OST pS54-Oct4 strain by 100 fold in culture medium or

with fibroblasts. Samples were heated at 95 �C for 10 min to lyse
cells and centrifuged for 3 min at 12 000g to remove cell fragments
and finally used as template. Forward and reverse primers used for
PCR reactions were respectively: 50 GCCAATCCTGATAGGCGATG 30

and 50 CGACTAACCCAGATGCCGCTG 30 for pS54, 50 GCCA-
TATGTGTCCTTGCCCTCACTCC 30 and 50 CCTCGAGCTACAGGTTG-
GAACGGAGC 30 for kynA. PCR products were analyzed on a gel
imaging system after 1% agarose gel electrophoresis and GelRedTM

staining.

3. Results and discussion

To consider the T3SS as a potential delivery system for
reprogramming TFs, we evaluated the impact of the translocation
sequence ExoS54 on TFs affinity for their target DNA motif, the
ability of these TFs to be efficiently translocated through T3SS and
finally the ability of vectorized TFs to initiate a reprogramming
process in the target cells.

3.1. T3SS-specific translocation sequence ExoS54 do not alter
transcription factor interactions with DNA target motifs

We first assessed the compatibility of ExoS54 vectorization
sequence on fused Oct4 TF for its specific DNA binding sequence
target. To this end, we produced and purified various Oct4 fusion
proteins in E. coli system. We used a commercial ELISA-based kit
developed to detect and quantify TF activation by using an
antibody that is directed against Oct4 complex bound to the
oligonucleotide consensus sequence ATGCAAAT.

We compared Oct4 devoid of vectorization sequence as control,
ExoS54-Oct4 or the previously reported Oct4 fused to cell-
penetrating peptide 9 arginine sequence R9-Oct4 (Fig. 1). In this
assay, measured absorbance is proportional to the amount of
proteins interacting with the DNA target.

We observed that a plateau was reached for ExoS54-Oct4 at a
protein concentration of 0.25 mg/ml, whereas a 10-fold higher
concentration is required for R9-Oct4. The absorbance curve for
ExoS54-Oct4 is very close to Oct4 without ExoS54 sequence. Very
interestingly, in this assay, ExoS54-Oct4 absorbance plateau is
reached at a really low concentration of 0.05 mg/ml. These
observations may be explained by the physicochemical properties
of the different proteins. Indeed, while R9 domain is highly basic,
ExoS54 sequence is rather acidic with a pI of 6 similar to Oct4.

These results indicate that ExoS54-Oct4 fusion protein is
compatible with Oct4 DNA consensus sequence interaction and
should even be stronger than R9 domain vectorization sequence.
Thus the presence of ExoS54 sequence associated to this TF is
compatible with DNA interaction, a critical step showing
compatibility with further TF activity.

3.2. Reprogramming transcription factors are translocated through
T3SS apparatus

We then performed a secretion assay to check the translocation
of the reprogramming factors through P. aeruginosa T3SS. This
experiment consists in the production of the protein of interest
fused to ExoS54 in the cytoplasm of the bacteria, coupled to the
activation and opening of T3SS allowing the secretion in
extracellular media, induced respectively by IPTG addition and
calcium chelation. Proteins in the supernatant were then
precipitated, separated by SDS-PAGE and analyzed by Western
Blot. Secretion assays of Nanog, Oct4 and Sox2 are presented in
Fig. 1B. Our results indicate that these three TFs widely used for
preparing induced pluripotent stem cells, core of the pluripotency
transcription network, were efficiently translocated through T3SS,
with a very high secretion level obtained for Sox2. The next step

Table 1

List of primers used for qPCR experiments.

Genes Sequence (50-30)

hprt Forward GACCAGTCAACAGGGGACAT

Reverse GTGTCAATTATATCTTCCACAATCAAG

nanog Forward ATGCCTCACACGGAGACTGT

Reverse CAGGGCTGTCCTGAATAAGC

oct4 Forward CTTCGCAAGCCCTCATTTC

Reverse GAGAAGGCGAAATCCGAAG

sox2 Forward GGGGGAATGGACCTTGTATAG

Reverse GCAAAGCTCCTACCGTACCA
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was to make sure that T3SS was able to inject recombinant proteins
in human fibroblasts and cord-blood hematopoietic stem cells
(HSC), two primary cells that are used for cell therapy develop-
ment.

3.3. P. aeruginosa engineered-T3SS can deliver heterologous

recombinant proteins into the cytosol of fibroblasts and HSC

To assess if the T3SS of P. aeruginosa can inject recombinant
proteins in fibroblasts and HSC, we used Bla enzyme fused to
Exos54 (ExoS54-Bla) as reporter system. Production of the protein
was induced by IPTG addition to the P. aeruginosa culture medium.
Then bacteria were washed with eukaryotic medium. T3SS
activation and injection were triggered by bacterial contact with
human target cells. Different bacteria/target cells ratio were used
and injection efficiencies were assessed by analyzing Bla activity
by fluorescence microscopy and flow cytometry after addition of
the fluorogenic Bla substrate CCF2. Efficiency was assessed by
evaluation of the percentage of injected cells and measuring
substrate conversion with the mean fluorescence intensity (MFI),
reflecting the quantity of injected ExoS54-Bla.

HSC are non-adherent cells that are difficult to inject contrary to
adherent fibroblasts. Indeed, in the absence of optimizations, the
HSC were almost not injected. We thus performed several
adjustments to optimize injection in HSC including immobilization
of cells to the cell culture support using an anti-CD43 antibody and
serum removal during injection.

First we evaluated by fluorescence microscopy the efficient
injection of the Bla protein attested by an increase of cells with a
strong blue fluorescence relative to the ratio bacteria/target cells.
This corresponds to a high Bla activity linked to the conversion of
the substrate by the active enzyme (Fig. 2A). Injection of a non-
enzymatic ovalbumin protein (ExoS54-OVA) was used as control
and didn’t induce any conversion of the substrate. Analyses by flow
cytometry confirmed the injection of an active Bla as expected. To
recapitulate, for both cell types, we observed a bacteria/target cells
dose-dependent increase of injected cells, reaching 90% of HSC and
95% of fibroblasts and also a bacteria/cells ratio-dependent Bla

activity in target cells showing an efficient T3SS-mediated protein
delivery (Fig. 2B).

Hence, T3SS allows efficient translocation of recombinant
proteins fused to ExoS54 in fibroblasts and HSC primary human
cells.

3.4. Embryonic transcription factors are efficiently delivered to the
nucleus

We next examined the ability of T3SS to inject reprogramming
factors in cells and then the ability of these factors fused to ExoS54
to reach the nucleus. These experiments were conducted on
human primary adherent fibroblasts. Cellular location of the T3SS-
injected TFs was assessed by specific antibody detection and
confocal microscopy. We used the injection of ExoS54-OVA as
irrelevant control of this assay.

As soon as one hour after injection, we observed a strong
nuclear distribution of both TFs Oct4 and Nanog for cells injected
respectively with ExoS54-Oct4 and with ExoS54-Nanog (Fig. 2C).
As expected, in fibroblasts injected with ExoS54-OVA we didn’t
observed background due to irrelevant detection of TFs specific
antibodies.

These results indicate that T3SS-delivery of reprogramming
factors allows a rapid nuclear addressing and that the ExoS54
sequence fused to recombinant proteins doesn't alter this
addressing. This property is really interesting and supports the
potential use of this delivery system to rapidly induce a targeted
gene expression and should be compatible with limited protein
degradation in the cytosol.

3.5. T3SS translocation is not associated to cellular toxicity

In order to develop a safe TF delivery vector, we then verified
that T3SS translocation of recombinant proteins was not responsi-
ble for cell death in human fibroblasts. To this end, we performed a
cell viability assay following injection of different proteins. Results
obtained by flow cytometry are presented in Fig. 3. While Bla
administration to target cells was not cytotoxic, even with highest

Fig. 1. Translocation of active transcription factors through T3SS. (A) Assessment of ExoS54 impact on the affinity of Oct4 for consensus DNA sequence. Different

concentrations of E. coli engineered purified proteins were used to measure affinity for Oct4-specific DNA sequence. Absorbance at 450 nm is proportional to the amount of

proteins attached to the DNA probe (B) Secretion assay by P. aeruginosa of reprogramming factors Oct4, Sox2 and Nanog. Western Blot experiments were carried on

supernatant-precipitated proteins after SDS-PAGE separation. Black arrows indicate the position of bands corresponding to the TFs fused to ExoS54.

682 L. Berthoin et al. / International Journal of Pharmaceutics 513 (2016) 678–687



bacteria to target cell ratio, we observed a significant reduction of
cell viability related to the injecting bacteria/target cell ratio with
TFs Oct4 and Nanog. For instance, vectorization of Nanog at a 1:100
bacteria/fibroblast ratio induced death in more than 20% of the
cells and more than 40% at a 1:200 ratio. Hence, our data suggest
that T3SS translocation is not responsible for cell death since the
injection of Bla does not induce mortality. The cytotoxicity
observed with Nanog and Oct4 rather seems to be triggered by
the intracellular activity of these TFs similar to mRNA vectorization

(Rohani et al., 2016). These observations are consistent with
previous reports indicating that reprogramming with ectopic TFs is
responsible for the induction of genes implied in apoptosis. For
example, reprogramming with OSKM combination is associated
with 50% mortality after 48 h (Soufi and Zaret, 2013). Hence the
rapid nuclear delivery of reprogramming factors by T3SS injection
could be associated with a strong activation of apoptosis genes, but
T3SS mediated translocation of proteins itself does not seem to be
responsible for this mortality.

Fig. 2. T3SS allows injection of proteins of interest in human fibroblasts and HSC. (A) Fluorescence microscopy analysis of Bla activity after T3SS-delivery of ExoS54-Bla in

fibroblasts and HSC. Green signal is substrate and blue signal is product. The injection of ovalbumin protein free of enzymatic activity on CCF2 substrate at ratio bacteria/target

cells 200 is showed as control (ExoS54-OVA) (B) Flow cytometry analysis of T3SS injection efficiency in fibroblasts and HSC. For each bacteria/cell ratio, we measured the

percentage of injected cells and the mean fluorescence intensity (MFI) related to the intracellular concentration of ExoS54-Bla. (C) Confocal microscopy analysis of cellular

location of ExoS54-Nanog and ExoS54-Oct4 after T3SS-injection in human fibroblasts. Cells were fixed at 1 h after injection and then labeled with specific antibodies.

Fibroblasts injected by ovalbulmin fused to ExoS54 (ExoS54-Ova) were used as a negative labeling control. Blue signal: nucleus; green signal: Oct4 labeling; red signal: Nanog

labeling (scale bar: 10 mm, except for the middle image of Nanog Labeling, 20 mm). Bla reporter assay presented are representative data from 9 experiments on fibroblasts and

6 on HSC. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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3.6. Effective elimination of P. aeruginosa from cultures

The presence and the maintenance of the bacteria in the culture
with eukaryotic target cells is not desirable, so we then assessed
the efficiency of the antibiotic treatment to completely remove
bacteria in eukaryotic cell cultures after injection. To this end, we
carried out a series of 5 injections of Oct4, Sox2 and Nanog factors
in primary fibroblasts and cultured the cells for an additional week
without antibiotic. Cells and culture media were then plated on
Pseudomonas Isolation Agar or analyzed by PCR amplification to
detect the presence of live bacteria and DNA from the bacterial
genome or from the pS54 plasmid. For PCR experiments, we
amplified the bacterial gene kynA coding for Tryptophan dioxy-
genase and the region surrounded by pExsA and multiple cloning
site in pS54-Oct4 plasmid. Results of plating and PCR amplifica-
tions are presented in Fig. 4. We did not obtain any colony from the
plating experiments and did not amplify the kynA gene or the
targeted region of pS54-Oct4 plasmid, at 24 h, 48 h and 7 days after
removal of antibiotics. These results suggest that no more bacteria
and no more remaining bacterial DNA or pS54 plasmid was
detectable in the culture supernatants as in targeted fibroblasts at
any time of analysis. Thus, these results indicate that the antibiotic
treatment effectively removed bacteria from cultures after in vitro

injection. This feature of the protocol is of prime importance in
order to develop the T3SS of P. aeruginosa as a secured system for
protein delivery in cell fate reprogramming for applications such as
transdifferentiation or dedifferentiation of cells.

3.7. Induction of core pluripotency gene expression in human cells by
T3SS-delivered reprogramming factors

Finally, we analyzed the potential of T3SS-injected TFs to induce
the transcription of target genes. Fibroblasts and HSC were treated
3 consecutive days by injections of Oct4 or Sox2 factors. Cells were
cultured in the presence of valproic acid during the time of the
experiment; this histone deacetylase (HDAC) inhibitor is known to
greatly improve the reprogramming process by facilitating the
access of TFs to their target promoters (Federation et al., 2014;
Huangfu et al., 2008). We selected the core of pluripotency
network genes Oct4, Sox2 and Nanog as targets. These factors are
known to positively regulate themselves and each other’s, thereby
creating positive loops for upregulation of pluripotency

transcription network (Boyer et al., 2005a, 2005b; Kim et al.,
2008; Rodda et al., 2005). We also analyzed Lin28a, a gene
encoding a microRNA-binding protein determinant in stem cell
regulation and metabolism. RT-qPCR results are presented in Fig. 5.

For both cell types, HSC and fibroblasts, the injection of Oct4
induced the expression of Oct4, Nanog and Lin28a. Indeed, on HSC
receiving exogenous Oct4, these target gene expressions were
upregulated up to 5 times compared to untreated cells. On
fibroblasts, Oct4 injection resulted in 6 and 7 fold up-regulation of
Oct4 and Nanog respectively and reached 12 fold for Lin28a. Sox2
protein vectorization induced an approximate 2 fold increase in the
transcription of Oct4, Nanog and Lin28a on HSC, but remained
below the reliability thresholds of the statistical analysis. On
fibroblasts, administration of Sox2 protein resulted in no induction
of Oct4, Sox2 or Nanog but induced the expression of Lin28a by 3
fold.

To our knowledge it is the first report of transcription induction
for reprogramming HSC by using a targeted protein release system.
Most of the experiments with transcription factors vectorization
were performed with cell penetrating peptides on fibroblasts with
upregulation levels of targeted genes similar to our work (Lee et al.,
2012; Liu et al., 2016). The Sox2 factor is mainly known as a co-
activator of Oct4 for many promoters and it has been previously

Fig. 3. Analysis of cell death associated with T3SS translocation of recombinant

proteins in human fibroblasts. Different proteins (Bla, Oct4 and Nanog) were

injected in human BJ fibroblasts by T3SS of P. aeruginosa used at different MOI. Cell

viability assay was carried out 3 h after the injection process. The Bar graph

represents the percentage of viable cells defined as double-negative for Annexin V

(measure of phosphatidylserine exposure that occurs during apoptosis) and 7-AAD

intercalant (late apoptosis/necrosis). An experiment representative out of two is

presented.

Fig. 4. Efficiency of antibiotic treatment to remove P. aeruginosa from BJ fibroblast

cultures after injection of reprogramming factors. (A) Plating profiles on

Pseudomonas Isolation Agar after overnight incubation at 37 �C, after 24 h, 48 h

or 7 day culture without antibiotic. Positive controls were obtained by mixing

samples with culture of OST pS54-Oct4 strain. (B) PCR amplification of kynA and

pS54 sequences: (1) supernatant, (2) supernatant + overnight culture of OST pS54-

Oct4 strain (3) cells, (4) cells + overnight culture of OST pS54-Oct4 strain. KynA and

pS54 amplicons are 867 nt and 1659 nt respectively.
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evidenced that its activity was not essential to transcriptional
activation (Ambrosetti et al., 2000; Wang et al., 2012b). It is
therefore not surprising to obtain more moderate responses with
ExoS54-Sox2.

In conclusion, we have shown that a three day controlled
release of the Oct4 and Sox2 embryonic transcription factors in
fibroblasts and on cord blood CD34+ HSC resulted in the induction
of the main genes reported as the core of pluripotency. Thus P.

aeruginosa T3SS mediated injection constitutes an alternative of
choice for the direct vectorization of TFs in target cells.

4. Conclusion

The objective of this work is to develop an innovative non-
integrative TFs delivering system that can be used in different
applications on human somatic cells such as TF-driven cell fate
conversion or reprogramming, with safety and efficiency consid-
erations. We show that P. aeruginosa T3SS is a relevant vector to
deliver three TFs and induce their target gene expression. This is
established by the transfer of commonly used TFs from the core
pluripotency program Oct4, Sox2 and Nanog since they are largely
used for reprogramming and transdifferentiation of cells. The main
feature of the T3SS natural micro syringe is its ability to rapidly
deliver Oct4, Sox2 and Nanog TFs in human HSC and fibroblasts by
a direct injection into the cytosol. It is compatible with nucleus
routing and is then able to induce activation and transcription of

target genes. The strong activation induction observed with T3SS-
injected factors can be explained by the direct delivery through
plasma membrane, limiting protein entrapment and degradation
associated with endocytosis, as observed with cell-penetrating
peptides based protein delivery. The bacterial nature of the vector
could also be of interest thanks to its natural role in stimulation of
innate immunity. Indeed, it was previously evidenced that high
reprogramming efficiency associated with retro and lentiviral
vectors was partly due to their capacity to activate innate
immunity, finally inducing epigenetic remodeling through NFkB
and IRF3 activation (Lee et al., 2012). It would be now interesting to
check this last assumption in order to develop a long-term
reprogramming protocol to generate human induced pluripotent
stem cells, with the delivery of additional major reprogramming
factors Klf4, Lin28a and Myc (Takahashi et al., 2007a; Yu et al.,
2007).

The optimal vector should have no or limited toxicity in order to
study cell conversion or for providing cell resources for regenera-
tive medicine. We have not observed cellular toxicity associated
with translocation mechanism by T3SS injection and we were able
to completely eliminate bacteria from culture within hours. These
observations highlight the secured feature of this protein delivery
system. Optimization of the protocol’s safety is one of the main
future directions of this work. One promising approach, in the
context of direct injection of the bacteria to humans, is the use of an
attenuating photochemical treatment developed in our laboratory.

Fig. 5. Transcriptional induction of Oct4, Sox2, Nanog and Lin28a in human (A) HSC and (B) fibroblasts by T3SS-delivered reprogramming factors Oct4 or Sox2. Variations in

gene expression were calculated using hprt as reference gene. Histograms represent mean increase expression after 3 injections, error bars indicate standard deviations

(n = 3). Significant results of one-way analysis of variance are indicated by * for 0.01 < p � 0.05; ** for 0.001 < p � 0.01 and *** for p < 0.001.
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This treatment prevents the replication of the bacteria without the
use of any antibiotic (Le Gouëllec et al., 2013). We use a stain with
deleted uvr genes coding for exonucleotidase subunits A and B that
could also be used. The bacteria are then sensitive to psoralen-
induced crosslinking following UVA exposure. Thus DuvrAB

nucleotide excision repair mutants cannot replicate after photo-
chemical treatment but retain T3SS function named “killed but
metabolically active” bacteria.

In conclusion, T3SS of P. aeruginosa is a very promising vector
for the delivery of reprogramming TFs in human somatic cells.
Bacterial direct injection represents a relevant alternative to
conventional protein delivery systems. Direct conversions be-
tween adult cell fates, similarly to induction of pluripotency,
represent a future area of study that will depend on methods for
cellular alchemy. In this context, this natural micro syringe
presents unique features for a protein delivery system since it
does not require any step of purification. It is fast and efficient.
Delivery occurs straightly after production. Reprogramming TFs
are injected directly into cell cytoplasm, leading to a rapid nuclear
distribution associated with a strong activation of target genes.
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ABSTRACT 

Transcription factors (TFs) are key actors of the control of gene expression and consequently of every 

major process within cells, ranging from cell fate determination, cell cycle control and response to 

environment. Their ectopic expression has proven high potential in reprogramming cells for 

regenerative medicine; ontogenesis studies and cell based modelling. Direct delivery of proteins 

could represent an alternative to current reprogramming methods using gene transfer but still needs 

technological improvements. Herein, we set-up an efficient cellular penetration of recombinant TFs 

fused to the minimal transduction domain (MD) from the ZEBRA protein. We show that ZEBRA MD-

fused TFs applied on primary human fibroblasts and cord blood CD34+ hematopoietic stem cells 

route through the cytoplasm to the nucleus. The delivery of Oct4, Sox2 and Nanog by MD leads to 

the activation of mRNA transcripts from genes specifically regulated by these TFs. Moreover, the 

expression of genes involved in the pluripotency network but not directly bound by these TFs, is also 

induced. Overall, the repeated application of MD-Oct4, -Sox2, -Nanog TFs and the post-

transcriptional regulator RNA-binding protein -Lin28a, triggers the rejuvenation of human fibroblasts 

and CD34+ cells. This study provides powerful tools for cell fate reprogramming without genetic 

interferences. 

Graphical abstract 
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INTRODUCTION 

Transcription factors (TFs) are proteins involved in the initiation or the regulation of gene 

transcription and dictate the specific expression pattern for a cell to perform its functions. They 

control major cellular processes such as basal transcription, response to inter-cellular signals and 

environment, cell cycle control and cell fate determination. TFs can contribute to enforcing a 

particular cell fate by simultaneously activating genes required for the maintenance of a defined cell 

identity while suppressing other cell determination genes. In the context of ectopic expression, they 

act as pioneering factors in a specific cell type to induce global changes on chromatin such as 

destabilizing the complex organization of nucleosomes and ultimately collapsing gene network 

integrity conducting to a different cell state (Buganim et al., 2013). Some TFs are so potent that they 

can convert cell fate alone as does MyoD in the reprogramming of fibroblasts to myoblasts (Davis et 

al., 1987) or Oct4 in conversion of fibroblasts into hematopoietic progenitors (Szabo et al., 2010). 

As a major breakthrough in 2006 showing the importance of TFs in regulating cell fate, Takahashi et 

al. reprogrammed somatic cells to induced pluripotent stem cells (iPS) for the first time by the 

expression of only four embryonic TFs: Oct4, Sox2, Klf4 and c-Myc (Takahashi and Yamanaka, 2006). 

This has challenged the cell determination dogma so that it is now assumed that the differentiation 

process is not definitive and that cells can be either dedifferentiated to a cell with greater 

developmental potential or directly transdifferentiated to another cell type. Thus, during the last 

decade, numerous combinations of TFs have been widely used to reprogram multiple human cell 

tǇpes iŶto paŶcreatic β-like cells (Pagliuca et al., 2014), cardiomyocytes (Wada et al., 2013), neurons 

(Caiazzo et al., 2011) or even hepatocytes (Huang et al., 2014) holding great promises for 

regenerative medicine. Very recently, ectopic TFs expression has raised new implications and 

potential to reverse aging, thus new methods of manipulation of TFs and other main embryonic 

factors could provide new therapies and targets for pharmaceutical scientists, physicians and 

research biologists. 

Early methods and technologies for ectopic expression of TFs mainly rely on the use of integrative 

nucleic-acid vectors. Those vectors are efficient but are also associated with the risk of insertional 

mutagenesis, chromosome instability and random reactivation of transgenes especially during 

differentiation of induced progenitors cells (Sebban and Buganim, 2016). To tackle these concerns, 
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safer methods have been developed than the original use of integrative genetic material, in order to 

decrease or even clear every footprint in the genome of target cells. This includes excisable 

integrative vectors, non-integrative viral vectors, transitory episomes, modified mRNA, microRNA, 

nano-particules and scaffold-based DNA delivery (Bayart and Cohen-Haguenauer, 2013). To date, 

these genetic vectors are still considered risky and improvements are needed for clinically compliant 

applications of TFs. 

The safest methods could be the use of the bioactive TFs themselves. The challenge in this context is 

the transduction of exogenously applied TFs since they have to cross the cell membrane and reach 

the nucleus in sufficient and non-degraded amount. So far, liposomes, polymers, nanotubes, small 

molecule carriers, viral particles, bacterial porins or secretion systems and cell-penetrating peptides 

(CPP) have been used to address this purpose in vitro (Berthoin et al., 2016; Stewart et al., 2016). 

Among all these tools, the use of CPP is the most widespread method for reprogramming (Li et al., 

2014). CPP are short peptides able to access the cytoplasm and subcellular compartments by 

different mechanisms, including endocytosis, and to promote the intracellular delivery of different 

cargoes. CPP fused to TFs have thus been developed and were shown, for example, to expand 

hematopoietic stem cells ex vivo, to lead embryonic stems cells toward pancreatic or neural 

development by the transfer of HoxB4 (Krosl et al., 2003), Pdx1 (Kwon et al., 2005) or Nkx2.2 (Stock 

et al., 2010) respectively. 

One of the major hurdle is the degradation of the protein during cellular transduction by endo-

lysosomal vesicles entrapment since the majority of CPP enter by endocytosis related mechanisms 

(Erazo-Oliveras et al., 2012). We have identified and characterized a CPP from the Epstein-Barr Virus 

trans-activator protein ZEBRA able to transduce mammalian and yeast cellular membranes by an 

endocytosis-independent mechanism (Rothe et al., 2010; Marchione et al., 2014, 2015). We have 

identified the minimal domain (MD) required for cell transduction. It spans residues 170 to 220 

corresponding to the whole basic leucine zipper (bZIP) domain. Ultimately, we showed that the 

shorter sequence able to translocate without functional differences corresponds to residues 178 to 

220 (Marchione et al., 2016). From N- to C-terminus, this domain comprises a highly basic DNA 

binding domain followed by a hydrophobic dimerization domain involved in cellular uptake, most 

probably by disrupting the lipid bilayer organization. 

In the present work, we used the MD sequence to deliver transcription factors in human primary 

cells. We targeted fibroblasts since it is the principal source of cells used in the literature and they 

can be used for person specific sampling in the context of autologous cell therapy or for disease 

modeling. We also targeted cord blood CD34+ hematopoietic stem cells (HSC), a source of cells 

currently used for stem cell transplantation in humans. HSC are considered as the most secured 
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source of cells since they are young, not exposed to the environment and secured for human 

infusion. Moreover, they are available in international cell banks. We evaluate the ex-vivo 

administration of Oct4, Sox2 and Nanog transcription factors that are at the top of the regulatory 

hierarchy of the pluripotent genetic regulatory network. We also assess Lin28a, a RNA-binding 

protein that acts as a post-transcriptional regulator of genes involved in developmental timing and 

self-renewal in embryonic stem cells. We analyze here the intracellular routing and presence in the 

nucleus of factors by MD delivery and assess the targeted pluripotency gene expression program. 

MATERIALS AND METHODS 

Molecular constructs 

Synthetic genes (Eurogentec) were cloned into the pET-15b expression plasmid (Merck Millipore). 

We produced MD fused to Oct4 (NM_002701), Sox2 (NM_003106), Nanog (NM_024865) 

transcription factors, Lin28a (NM_024674) post-transcriptional regulator aŶd TEMϭ β-Lactamase. An 

N-terminal hexahistidine tag and a thrombin cleavage site are present upstream of MD in order to 

facilitate the purification steps. Downstream of MD and upstream of the protein to be transferred 

into cells, a spacer of 5 Glycines has been placed. We also produced Oct4 in a native form and with 9 

Arginines fused at the N-terminus (Arg9x-Oct4) to reproduce the CPP-Oct4 used by Kim et al. (Kim et 

al., 2009). 

Expression and Purification of Recombinant Proteins 

Oct4, Arg9x-Oct4 and all the recombinant MD fused human transcription factors were produced in E. 

coli Rosetta (DE3) pLysS (Merck Millipore). The MD-βLactamase ǁas produced iŶ E. coli BLϮϭ ;DEϯͿ 

(Merck Millipore). Protein expression was induced when bacteria reached OD600nm = 0.8. Screened 

conditions for optimal production time, temperature and IPTG concentration for soluble expression 

are represented in Table 1. Bacteria were then harvested by a 20 minutes centrifugation at 3 000 g at 

4°C. The pellets were resuspended in protein-specific buffers summarized in Table 1 and 

supplemented with Halt Protease Inhibitor Cocktail EDTA-Free (Pierce Biotechnology) and sonicated. 

Then nucleic acids were digested by 100 U/ml Benzonase (Merck-Millipore) for 10 minutes at 4°C. 

The soluble fraction was separated by centrifugation at 100 000 g for 30 minutes. 

After the expression step, a double ion exchange chromatography pre-purification step was used for 

MD-Sox2 and -Lin28a (adsorption of contaminants on Q-HP followed by chromatography on SP-HP 

column, GE Healthcare). Then all hexahistidine-tagged proteins were purified by nickel affinity 

chromatography according to Thier et al. procedure (Ni-NTA slurry, Qiagen) (Thier et al., 2010). 

Purified proteins were then dialyzed against phosphate-buffered saline (PBS). 
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Table 1. Optimized expression and purification conditions for recombinant MD vectorization based 
proteins 

Cell culture 

Eukaryotic cells were cultured at 37 °C in a humidified 5% CO2 incubator. Media and additives were 

provided by Thermo Fisher Scientific unless specified otherwise. BJ human neonatal dermal 

fibroblasts (HNDF) primary cell line was purchased from Stemgent and cultured in Dulbecco's 

Modified Eagle's Medium Glutamax ;DMEMͿ/FϭϮ coŶtaiŶiŶg ϭ0% fetal bovine serum (FBS) 

supplemented with 1% non-essential amino acids, 50 U/mL Penicillin + 50 mg/mL Streptomycin and 1 

mM sodium pyruvate (Sigma). HSC were purified from excess cord blood units disqualified for cell 

therapy under a procedure approved ďǇ the FreŶch Blood AgeŶcǇ’s IŶstitutioŶal Revieǁ Board. All 

parents gave written informed consent. First, mononuclear cells were isolated by density gradient 

medium (Eurobio). HSC were then isolated by positive selection of CD34 expressing cells with 

magŶetic sortiŶg ďeads accordiŶg to provider’s protocol ;MilteŶǇi BiotechͿ. CDϯ4+ HSC ǁere theŶ 

cultured in StemPro-34 Serum Free Medium with StemPro-34 Nutrient Supplement and cytokines 

(Miltenyi Biotech): 100 ng/ml Stem Cell Factor (SCF), Interleukin 3 (IL-3), Interleukin 6 (IL-6), Fms-

related tyrosine kinase 3 Ligand (Flt3L) and 10 ng/ml Thyroperoxidase (TPO). Cells were amplified for 

3 days before being cryopreserved in liquid nitrogen. 

Oct4 affinity assay 

The affinity of all Oct4 fusion proteins for the specific octamer DNA motif (ATGCAAAT) target 

sequence was assessed by an ELISA-like assay (TransAM Oct4, Active Motif), following the 

instructions of the manufacturer. Briefly, purified recombinant proteins containing Oct4 were diluted 

Protein Conditions of expression Pre purifications steps Resuspension Buffer 

MD-Oct4 16°C overnight, LB 

medium, 1mM IPTG 

none pH 7.8, 50 mM Na2HPO4, 

5 mM Tris, 500 mM NaCl and 

10 mM Imidazole 

MD-Sox2 16°C  overnight, Terrific 

Broth medium, 0,5mM 

IPTG 

Anion then Cation 

exchange 

chromatography. 

pH 8.5, 20 mM Tris, 100 mM 

NaCl, 10% Glycerol, 0.5mM 

EDTA and 10 mM Imidazole 

MD-Nanog 16°C  overnight, Terrific 

Broth medium, 0,5mM 

IPTG 

none pH 7.5, 50 mM Na2HPO4, 

5 mM Tris, 500 mM NaCl and 

10 mM Imidazole 

MD-Lin28 37°C 3 hours, LB or Terrific 

Broth medium, 0,5mM 

IPTG 

Anion then Cations 

exchange 

chromatography 

pH 7, 50mM Tris, 100 mM 

NaCl and 10mM Imidazole 

MD-β-

Lactamase 

16°C  overnight , Terrific 

Broth medium, 1mM IPTG 

none pH 7.8, 50 mM Na2HPO4, 

5 mM Tris, 500 mM NaCl and 

10 mM Imidazole 
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in Complete Lysis Buffer (Roche) at different concentrations ranging from 10-4 µg/ml to 5 µg/ml. 

Proteins were then incubated for 1 hour at room temperature in the supplied 96-well plate coated 

with the DNA sequence containing the octamer. After three washes with the buffer provided, 100 µl 

of primary rabbit anti-Oct4 antibody were added to each well. This antibody is conformational and 

thus binds to Oct4 only when it is associated to its consensus DNA target. After 1 hour of incubation 

at room temperature, the wells were washed three times. Anti-rabbit HRP-conjugated secondary 

antibody was then added for 1h at room temperature. After four washes, a colorimetric substrate 

solution was added and incubated for 10 minutes. Stop solution was added and absorbance was read 

at 450 nm. The measured absorbance is proportional to the amount of Oct4 proteins interacting with 

the DNA target. The positive control provided is an extract from carcinoma embryonic cell line. 

Confocal Microscopy Analysis 

Fibroblasts or CD34+ HSC were seeded at 4x104 cells, 400 µl per well in an 8-well chamber coverglass 

from Nunc (Lab-Tek II), 24 hours before MD transfer of transcription factors. The day of treatment, 

the medium was removed and cells were washed once in PBS. MD-Oct4 was diluted at 100 nM in 

fresh serum-free DMEM/F12 medium and the cells were incubated up to 3 hours at 37 °C in a 

humidified 5% CO2 incubator. From here, CD34+ HSC that are not adherent were stained in tubes. 

After incubation and three PBS washes, cells were fixed with PBS containing 3.7% paraformaldehyde 

(Sigma) for 15 minutes at 37 °C. Cells were then washed 3 times in PBS. Next, a 

permeabilization/blocking step was carried out for 1 hour at room temperature with PBS containing 

0.1 % Tween-20, 4% BSA, and 10 % donkey serum. Then mouse IgG antibody anti-human Oct4 (Santa 

Cruz Biotechnology, SC-5279, dilution 1:100) was diluted in blocking solution and incubated 

overnight at 4°C. Cells were washed 3 times with PBS. Secondary donkey anti-mouse IgG conjugated 

with Alexa Fluor 488 (Jackson Immunoresearch, 715-546-150, dilution 1:200-2000) was diluted in PBS 

and cells were incubated for 1 hour at room temperature in the dark. Cells were gently washed again 

3 times with PBS. Nucleus and membranes were counterstained with DAPI diluted 1:10000 (Sigma) 

and Wheat Germ Agglutinin conjugated with Alexa Fluor 555 (Sigma) diluted 1:1000 in PBS, 

respectively, for 10 minutes at room temperature in the dark. Cells were finally gently washed once 

in PBS and processed for confocal microscopy analysis. Images were acquired sequentially using a 

confocal laser-scanning microscope (Leica, TCS-SP2 or Zeiss, LSM 710) and data were analyzed with 

ImageJ software. Successive optical slices were taken along the Z axis with steps of 1 µm for sub-

cellular localization analysis. 

Flow Cytometry Analysis 

Fibroblasts were seeded at 2x104 cells per well in a 24-well plate 24 hours before MD transfer of 

transcription factors. The day of treatment, the medium was removed and cells were washed once in 
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PBS. MD proteins were diluted at 10µg/mL in fresh serum-free DMEM/F12 medium, added to the 

cells, and cells were incubated up to 4 hours at 37 °C in a humidified 5% CO2 incubator. After 

incubation, cells were washed once in PBS and treated with Trypsine-EDTA 0.25% for 10 minutes at 

37°C before being transferred to tubes. Cells were then fixed with Fix/Perm buffer from the TFs 

Buffer Set (BD Pharmingen) for 45 minutes at 4°C. Cells were washed 2 times in Perm/ Wash Buffer 

from the same set. A blocking step was then carried out for 1 hour at room temperature with 

Perm/Wash Buffer with 5% FBS and 10% donkey serum (v/v) followed by overnight anti-hexahistidine 

tag antibody labelling (Abcam, Ab18184, dilution 1:200) at 4°C in the dark. Cells were then washed 2 

times with Perm/Wash Buffer. Secondary labelling was achieved with donkey anti-mouse IgG 

conjugated with Alexa Fluor 488 (Jackson Immunoresearch, 715-546-150) diluted 1:200 in 

Perm/Wash Buffer and incubated for 1 hour at room temperature in the dark. Cells were finally 

washed 3 times with Perm/Wash Buffer and conserved in FACS Lysing Solution (BD Pharmingen) at 

4°C. FACS acquisition was achieved using a FACS Canto II and data were analyzed using FACS Diva 6.0 

software (all from BD). 

Measurement of gene expression 

The cells were treated with 125 µM valproic acid (Sigma) histone deacetylase-inhibitor one day 

before protein delivery. For fibroblasts treatment, MD-Oct4 + MD-Sox2 + MD-Nanog + MD-Lin28 

(MD-OSNL) proteins were individually diluted at 2.5µg/mL (total MD concentration: 10µg/mL) or MD-

β-Lactamase (MD-BLa) at 10µg/mL in fresh serum-free DMEM/F12 medium, added to the cells, and 

cells were incubated 2 hours at 37 °C in a humidified 5% CO2 incubator before being replaced in 

complete medium. Fibroblasts were treated every two days for two weeks. For HSCs treatment, MD-

Oct4 proteins was diluted at 10µg/mL in fresh serum-free DMEM/F12 medium and proceeded like 

above. HSCs were treated every day for a week. Total RNA was extracted from the cells using the 

"PureLink RNA Mini Kit" (Life Technologies) according to the manufacturer's instructions with an on-

column DNAse I treatment. Purified RNA was eluted in deionized RNAse-free water and stored at -80 

°C. Reverse Transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) were performed with the First Strand 

cDNA Synthesis Kit AMV RT (Roche Applied Sciences) using 1 µg of purified RNA. The reaction was 

realized using oligo-(dT) as unique primer with the following program: 10 min at 25 °C, 60 min at 42 

°C, 5 min at 99 °C and 5 min at 4 °C. Quantitative PCR (qPCR) reactions were carried out on the cDNA 

with FastStart SYBR Green Master Mix (Roche Applied Science), using primers listed in Table 2. The 

SYBR Green incorporation was followed using an Eppendorf Mastercycler® Ep Realplex 2 device, and 

variatioŶs iŶ geŶe expressioŶ ;fold chaŶgeͿ ǁere calculated usiŶg the folloǁiŶg formula: ∆Ct=Cttest - 

CtcoŶtrol; ∆∆Ct=∆Cttarget - ∆CtrefereŶce; Fold ChaŶge = Ϯ-∆∆Ct. 
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Ct corresponds to the point from which fluorescence signal is ten times the standard deviation (SD) 

from background; test corresponds to the analyzed condition (MD-O or MD-OSNL treatment) and 

control to the control condition (MD-BLa or no treatment); target is the target gene for which we 

want to measure expression variations and reference is the reference gene for which expression is 

stable over time. Target genes were oct4, sox2, nanog, lin28a, esrrb, klf4, sox17, e-cadherin and 

htert, hprt was used as reference gene. 

Table 2. List of primers used for qPCR experiments. 

Genes Sequence ;5’ – 3’Ϳ 

hprt 
Forward GACCAGTCAACAGGGGACAT 

Reverse GTGTCAATTATATCTTCCACAATCAAG 

oct4a 
Forward CTTCGCAAGCCCTCATTTC 

Reverse GAGAAGGCGAAATCCGAAG 

sox2 
Forward GGGGGAATGGACCTTGTATAG 

Reverse GCAAAGCTCCTACCGTACCA 

nanog 
Forward ATGCCTCACACGGAGACTGT 

Reverse CAGGGCTGTCCTGAATAAGC 

lin28a 
Forward GAAGCGCAGATCAAAAGGAG 

Reverse GCTGATGCTCTGGCAGAAGT 

esrrb 
Forward GAGATGCTGGAGGCCAAG 

Reverse AGTTGCTCTGATCCCTGCTT 

klf4 
Forward GGGAGAAGACACTGCGTCA 

Reverse GGAAGCACTGGGGGAAGT 

sox17 
Forward ACGCCGAGTTGAGCAAGA 

Reverse TCTGCCTCCTCCACGAAG 

e-cadherin 
Forward TGGAGGAATTCTTGCTTTGC 

Reverse CGCTCTCCTCCGAAGAAAC 

htert 
Forward GCCTTCAAGAGCCACGTC 

Reverse CCACGAACTGTCGCATGT 
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RESULTS 

Design and purification of recombinant MD based reprogramming proteins 

To achieve induction of TFs activity by direct protein delivery rather than genetic manipulation, we 

generated MD cell-permeable biologically active proteins. We selected Oct4, Sox2, Nanog 

transcription factors and the Lin28 protein involved in epigenetic cell fate determination to trigger 

dedifferentiation, transdifferentiation or reprogramming. This cocktail of molecules has been 

descriďed to reprogram cell fate toǁard pluripoteŶcǇ, a comďiŶatioŶ also desigŶated as ThomsoŶ’s 

factors (Yu et al., 2007). As control, we designed a protein without activity in eukaryotic cells: the E. 

coli β-Lactamase, aŶ eŶzǇme iŶvolved iŶ the hǇdrolǇsis of β-Lactam antibiotics. All the constructs 

coded for a poly-histidine tag at the N-terminus followed by a Thrombin cleavage site, the MD cell-

penetrating peptide, a five Glycine spacer and the transcription factor or protein. The proteins were 

purified by tag affinity after a double pre-purification step on ion exchange resins when required to 

obtain a purity superior to 80-90 % ;Figure ϭͿ. The MD fused proteiŶ’s molecular ǁeights raŶge from 

30 to 50 kDa and correspond to the expected molecular weights (Figure 1). Thus, we have 

successfully designed, produced and purified five MD based proteins. 

The MD vectorization signal peptide fused to transcription factor Oct4 maintains the specific 
octamer DNA motif (ATGCAAAT) target sequence affinity 

In order to assess whether the MD amino acid sequence added to the transcription factors does not 

alters the specific capacity of proteins to bind their DNA consensus sequence, we performed an 

ELISA-like test for the MD-Oct4 construct. In this assay, the octameric DNA sequence ATGCAAAT is 

mobilized in a well. The proteins containing Oct4 sequence bind to this target DNA. A specific 

conformational antibody recognizes Oct4 bound to its consensus DNA target. For this assay, we also 

produced the native Oct4 form devoid of the MD transfer sequence, a poly-arginine CPP consisting in 

9 Arginine (Arg9x) amino acids fused to Oct4 that was shown to induce the targeted genes 

expression (Kim et al., 2009) (Figure 1). 

As expected, we observed that all the constructs with Oct4 have an affinity for the octameric 

consensus DNA target (Figure 2). MD-Oct4 and native Oct4 bind very tightly to the DNA target 

sequence and seem to have a higher affinity than Arg9x-Oct4. 

These results confirm that MD-Oct4 fusion protein is compatible with Oct4 DNA consensus sequence 

interaction and could even bind stronger than Oct4 fused to the poly-arginine CPP. Thus the 

presence of MD sequence associated to this cell reprogramming factor is compatible with DNA 

interaction, a critical step for further transcription factor activity. 
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MD delivers cell reprogramming factors in fibroblasts 

We next analyzed individually each recombinant protein transduction in human fibroblasts for 30 

minutes to 4 hours. The cells were treated by 10µg/mL of recombinant proteins. After the incubation 

time, fibroblasts were washed and treated by trypsin to remove extracellular MD proteins and 

recover the cells from culture cell dish. Then the cells were fixed and permeabilized to analyze the 

presence of transferred molecules by flow cytometry, using specific antibodies. Example of flow 

cytometry gating is shown for MD-Nanog treated fibroblasts for 30 minutes, 1 and 2 hours (Figure 

3A). 

As expected, all MD proteins were transduced in human fibroblasts but with different kinetics (Figure 

3B). MD-Sox2 and MD-Lin28 display a saturated cellular uptake as soon as after 30 minutes of 

treatment, whereas MD-Nanog needs 1 hour to reach its maximum uptake. MD-Oct4 is the slowest 

transduced protein, with a progressive uptake reaching a maximum at 3 hours. 

To recapitulate, MD-transcription factors and MD-Lin28 post transcriptional regulation molecule 

could be transferred into the cytoplasm of target fibroblast cells within a few hours. 

MD-Oct4 reaches the nucleus of transduced fibroblasts and hematopoietic stem cells 

Nuclear delivery of recombinant MD cell reprogramming factors is a rate limiting step for 

downstream effects on transcription. Thus we analyzed primary cells by confocal microscopy to 

evaluate the nuclear presence of transduced proteins. 

We treated adherent fibroblasts or cord-blood derived CD34+ HSC by 100 nM MD-Oct4 and analyzed 

subcellular localization for nuclear presence by immunofluorescence staining. 

Representative pictures of fibroblasts treated for 15 minutes to 3 hours are shown (Figure 3C). The 

green signal reporting MD-Oct4 is proportional to the duration of the incubation period. 

Figure 4A shows Z-stack analysis and the related orthogonal projection in x-y-z plans of a fibroblast 

nucleus transduced for 3 hours. According to xy, xz and yz plans, MD-Oct4 is present inside the 

nucleus. In HSC, the MD-Oct4 fusion protein is also detected in the nucleus (Figure 4B). 

These results indicate that the MD sequence fused to Oct4 allows cellular uptake of the recombinant 

protein in primary cells and is compatible with translocation to the nucleus where the final delivery is 

required for induction of target genes. 
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MD cell reprogramming factors successfully activate transcription of target genes in primary 
fibroblasts 

Finally, to characterize the functionality of the MD fused cell reprogramming factors, we treated 

primary cells and analyzed the activation of target genes. In these experiments, pre-treatment of 

primary cells with valproic acid was achieved 24 hours before the first treatment. Valproic acid is a 

histone deacetylase inhibitor known to help initiating the reprogramming process and the overall 

reprogramming efficiency (Huangfu et al., 2008). Human fibroblasts were subjected to repeated 

treatments of a combination of MD-Oct4 + MD-Sox2 + MD-Nanog + MD-Lin28 (MD-OSNL) every 2 

days for 2 weeks. As a control, we used MD-β-Lactamase at the same protein concentration. 

After treatment, the cells were harvested for transcripts analysis by RT-qPCR. As target genes, we 

analyzed Oct4, Sox2 and Nanog transcripts since these proteins are involved in pluripotency and are 

positively regulated in the pluripotency network (Boyer et al., 2005). Lin28a, Esrrb, Klf4 and Sox17 

were also analyzed as indirect targets of MD-OSNL and E-Cadherin as a phenotype marker of 

Mesenchymal-to-Epithelial Transition, a first indicator of somatic cell reprogramming toward 

pluripotency (Li et al., 2010). 

Finally we analyzed the expression of the human telomerase reverse transcriptase (hTERT), a protein 

attesting cellular rejuvenation. 

As expected, the treatment of MD-β-Lactamase did not induce significant changes in target genes 

expression excepted for Klf4 in which transcripts were 2-fold increased as compared to untreated 

cells (Figure 5A). Treatment with the MD-OSNL cocktail induced an approximate 30-fold increase in 

Oct4, Sox2 and Nanog expression compared to the expression profiles of untreated cells or MD-β-

Lactamase treated control cells. Similarly, Lin28, Esrrb and Sox17 were upregulated after 2 weeks of 

treatment by 33, 32 and 2-fold, respectively, attesting that this protein treatment has an indirect 

effect on other genes. In addition, we also observed that hTERT was upregulated by 4.5-fold showing 

a cellular rejuvenation (Figure 5A). 

Taken together, these data show that exposure of fibroblasts to MD cells reprogramming factors for 

2 weeks induce the expected changes in gene expression pattern. 

MD-Oct4 cell reprogramming factor successfully activate transcription of target genes in 
hematopoietic stem cells  

To analyze the functionality of the MD TFs delivery for cell reprogramming, we also treated HSC from 

three independent donors daily for a week. Cells were harvested for RT-qPCR analysis and compared 

with untreated cells. Not surprisingly, we observed heterogeneous responses with no transcription 

induced for HSC#1, a medium response for HSC#2 and a high response for HSC#3 (Figure 5B). In 

donor cells responding to the treatment, we observed an upregulation of Oct4, Sox2 and Nanog 
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transcripts that are direct targets of the TF Oct4 transferred into the cells by the MD CPP. Very 

interestingly, an increase in Lin28 mRNA expression was also measured in responding donors. As this 

gene is not a direct target of Oct4, its activation is secondary to activation of Oct4 targeted genes. 

Indeed, HSC#3 displayed Lin28a mRNA expression up to 100-fold that of the untreated cells used as 

reference (Figure 5B). In conclusion, HSC treated with MD-Oct4 alone for a week show direct and 

indirect activation of target genes. 

DISCUSSION 

Therapeutics based on transcription factors have the potential to revolutionize medicine. These 

transcription factors could be used to orient or change a cellular program. The ectopic expression of 

TFs opens a wide field of applications such as differentiation, transdifferentiation, and 

dedifferentiation/reprogrammation or can be used to understand cellular mechanisms such as 

leukemogenesis. However, TFs based therapies have limited clinical success as a consequence of 

production, characterization and delivery problems. 

The hydrophobic nature of the lipid bilayer of the cell membrane makes it impossible for most 

proteins to enter the cell. Here we have engineered an innovative intracellular delivery of TFs using a 

new cell-penetrating peptide derived from the ZEBRA transactivator of EBV. In the context of 

reprogramming and transdifferentiation the main topic of scientific development and focus until now 

is the use of embryonic transcription factors. To date the expression of ectopic embryonic 

transcription factors is essentially conducted with nucleic acid vectors. These vectors are very 

efficient but are associated with insertional mutagenesis risks, chromosome instability and for 

integrative vectors, with possible random reactivation of transgenes since they convey genetic 

information (Bayart and Cohen-Haguenauer, 2013; Kang et al., 2015). Conversely to genetic 

approaches, the use of direct protein delivery such as the MD system described here is devoid of 

genetic information transfer and can be fine-tuned. Indeed, the factors can be added in a spatially- 

and temporally-controlled manner. In addition, the stoichiometry of reprogramming factors can be 

adjusted, an optimization that could enhance reprogramming efficiency (Carey et al., 2011; Liu et al., 

2013). 

By nature, proteins are subjected to rapid turnover in cells and thus the endogenous expression 

leading to cell fate is not impacted by the persistence of ectopic TFs. Given the simplicity and 

versatility of CPP-based protein transduction, this approach would be of great value in laboratories 

and for therapeutic purposes. 

Few techniques have been developed to transfer recombinant proteins across the plasma 

membrane. Among others, CPP are of interest but remain largely inefficient since they mainly use an 
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endocytosis-dependent mechanism to entry the cell, however, they have already displayed successes 

in reprogramming experiments (Kim et al., 2009; Milletti, 2012). In the present work, we have 

successfully designed and purified recombinant MD TF proteins for cell reprogramming. The 

recombinant TF proteins associated to MD CPP molecular weights are below 50 kDa and the proteins 

do not need post-translational modifications to be active. Thus we have chosen an E. coli prokaryotic 

system to produce MD reprogramming factors because it is a suitable host for expressing stably 

folded high amount of proteins. This is an important advantage since large quantities are required for 

week long repeated treatments of cells (Lee et al., 2012; Nemes et al., 2014; Zhang et al., 2012).  

Mechanistically, TFs need to interact with their target DNA sequence to be functional and then, after 

involvement of others partners, transcription is either activated or repressed. We show in the 

present work that MD amino acid sequence fused to Oct4 TF protein does not interfere with its 

capacity to bind specific target octameric DNA sequence. Thus, MD-Oct4 protein like its natural 

counterpart is compatible with this essential ability to modulate transcription. MD is a CPP derived 

from EBV-ZEBRA protein. This protein is a viral factor located in the nucleus of host cell, a feature 

that is in agreement with the expected MD-based transferred TFs nuclear delivery and activity of the 

recombinant protein. Indeed, transcription is naturally occurring in the nucleus. In previous 

characterization of MD, we have shown that it is highly positively charged, thus sharing an important 

common feature with nuclear localization signals. To date, EBV-ZEBRA protein nuclear localization 

sigŶals haveŶ’t ďeeŶ ideŶtified aŶd the ďasic amiŶo acids residues from MD CPP could ďe good 

candidates. This would be in favor of the use of MD CPP for intracellular translocation and routing of 

TF associated proteins toward the nucleus. Indeed, it was shown in the case of another CPP, the HIV 

Trans-Activator of Transcription also referred as TAT in the literature, that a nuclear localization 

signal additional to TAT-Oct4 improved the efficiency of the system (Nemes et al., 2014). We 

observed slight differences in transfer kinetics of MD TFs, probably due to specific structural, 

chemical and physical properties of each protein. MD-OSNL proteins were rapidly transduced in 

fibroblasts, with maximum uptake ranging from 30 minutes to 3 hours. The quick transfer of the 

proteins by MD delivery is an advantage, since exposure of the proteins to the extracellular 

environment should be as short as possible to limit the degradation of the molecules. 

Cord-blood derived CD34+ HSC are known to be difficult to transfect and transduce. In this cell type, 

previous experiments have essentially explored nucleic acid transfer whereas poor direct transfer of 

active proteins were reported. Very interestingly here, MD is able to transfer Oct4 to the nucleus of 

HSC in only 2 hours, which represents a great improvement for transduction of this specific cell type 

commonly involved in hematopoietic disorders and blood malignancies demanding new vectorization 

solutions. As an example, the concept of CPP transduction for erythroid related disorders treatment 
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has already been proposed, mainly to complement a defective protein (Papadopoulou and 

Tsiftsoglou, 2013). However, in vivo, the risk of an immune response in treated patients was not 

taken into account and could render the system inoperative after a few uses. It should be noted, 

however, that very recently the use of a CCP fused to the transcription factor FOXN1 directly 

targeting thymic epithelial cells allowed to accelerate T-cell regeneration after hematopoietic stem 

cell transplantation in mouse, giving hope to the in vivo use of this strategy (Song et al., 2016). Ex 

vivo or in vitro, the application field of TFs transfer is wide and could improve the differentiation of 

HSC to specific blood cells. 

MD cell reprogramming factors presented here are capable of gene expression induction of both 

direct targets and indirect targets. Indeed, we show that the expression of Oct4, Sox2 and Nanog 

genes induced by the MD constructs is increased by 30-fold during repeated applications on cells. 

The induction of expression of indirect target genes such as Esrrb, an estrogen receptor involved in 

development, or hTERT, the enzyme that lengthen chromosomic telomeres, attests a cellular 

rejuvenation resulting from TFs global network changes in cell fate. Thereby, cells are considered 

changed and rejuvenated as compared to untreated or control treated counterparts. Importantly, 

only 6 treatments with MD-OSNL were sufficient to trigger this activation. 

Interestingly, HSC treated with the single MD-Oct4 also displayed an increase in the expression of 

direct and indirect targets despite heterogeneous responses identified for the independent donors 

tested. One donor showed a very efficient gene upregulation with an increased expression of Lin28a 

mRNA up to 100-fold the observed level in untreated cells. 

In conclusion, the cell-penetrating peptide MD is a promising tool for the delivery of active 

reprogramming transcriptions factors in human primary fibroblasts and hematopoietic cells. The 

work presented here paves the way to a non-genetic vector for future clinically compliant 

applications of transcription factors delivery to control major physiological processes within cells, 

including cell fate. 

 



Figure 1. Characterization of recombinant proteins fused to EBV ZEBRA cell-penetrating
peptides MD (minimal domain).
Reprogramming proteins expressed in E. coli were purified by affinity chromatography after
ion exchange adsorption.
Lanes 1 to 7 show SDS-PAGE and 8 to 14 the corresponding Western-Blot analysis of
proteins. The molecular weights markers are indicated on the left (kDa).
1 and 8 = MD-Oct4 (49,5 kDa), 2 and 9 = MD-Sox2 (45,2 kDa), 3 and 10 = MD-Nanog (43,5
kDa), 4 and 11 = MD-Lin28 (31,6 kDa), 5 and 12 = MD-β-Lactamase (39,9 kDa), 6 and 13 =
Oct4 (41kDa), 7 and 14 = Arg9x-Oct4 (42,4kDa).
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Figure 2. Binding of MD-fused Oct4 and Control Oct4 to the specific octamer DNA motif.
The native form of Oct4, the Arg9x CPP fused to Oct4 (Arg9x-Oct4) and MD-Oct4
recombinant purified proteins were used to measure the affinity for Oct4-specific DNA
sequence. Proteins were added at increasing concentrations.
A nuclear extract of murine P19 carcinoma embryonic cell line that endogenously
expresses Oct4 provided by the manufacturer is used as a positive control.
In this assay, the absorbance at 450 nm is proportional to the amount of Oct4 protein
binding the DNA probe.
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Figure 3. Intracytoplasmic routing of transcription factors by MD.
A and B Early passage human dermal fibroblasts were treated with MD-transcription factors at
10µg/mL and analyzed by flow cytometry at different times.
In A, an example of MD-Nanog protein analysis is represented at the indicated times post
addition. Light grey corresponds to MD-Nanog labeling.
In B, the Mean Fluorescence Intensity (MFI) ±rSD of cells transduced separately by MD-
associated proteins at. This experiment is representative of 4 independent experiments.
C, Analysis by confocal microscopy of MD-Oct4 delivery in human fibroblasts after different times
of transduction. WGA and DAPI were used to stain the membranes and the nucleus respectively.
Oct4 was detected by an anti-Oct4 antibody.
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Figure 4. Assessment of nuclear localization of MD Oct4.
Confocal microscopy analysis of MD-Oct4 location following protein treatment of early
passage human dermal fibroblasts and Cord-blood CD34+ Hematopoietic Stem Cells (HSC).
A, Z-stack analysis on the nucleus of a 3 hours treated fibroblast. An orthogonal projection
of x-y-z plans is presented. Green signal: MD-Oct4, Red signal: plasma membrane (WGA)
and Blue signal: Nucleus (DAPI).
B, Localization of MD-Oct4 in cord-blood derived HSCs after 2 hours of transduction. The
presented images correspond to an optical plan of nucleus. Green signal: Nucleus
(SybrGreen) and Red signal: MD-Oct4.
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Figure 5. Analysis of gene induction by RT-QPCR after MD delivery of transcription
factors.
Variations in gene expression were analyzed by qPCR on mRNA transcripts following
reverse transcription and calculated using hprt as reference gene.
A, Fibroblasts were treated every two days for two weeks with either MD-βLactamase
(MD-BLa) as control or a combination of MD-Oct4 + MD-Sox2 + MD-Nanog + MD-Lin28
(MD-OSNL). Histograms represent mean increase expression, error bars indicate
standard error (n=5).
B, HSCs were treated every day for a week with MD-Oct4 alone. Histograms represent
increase in expression for three donors (HSC#1, #2 and #3).
Significant differences in paired t-test are indicated by * for 0.01 < p 0.05; ** for 0.001
< p 0.01 and *** for p < 0.001.
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Résumé 

La génération de cellules souches pluripotentes induites (iPSC) est très prometteuse en médecine 

régénérative, pour la modélisation physiopathologique et le criblage de nouveaux médicaments. A 

l’origiŶe, des cellules somatiƋues oŶt ĠtĠ reprogrammĠes eŶ iPSC par l'expressioŶ forcĠe de facteurs de 
transcription (FT) impliqués dans les cellules souches embryonnaires. Depuis, de nombreuses lignées 

d’iPSC oŶt ĠtĠ gĠŶĠrĠes mais les vecteurs actuels les plus reprĠseŶtĠs et efficaces pour exprimer les FT 
sont les virus intégratifs. Ils comportent du matériel génétique. Des stratégies alternatives ont été 

développées dans un contexte de sécurisation et de transfert clinique mais sont ont encore besoin 

d’ġtre  acceptĠes par les comitĠs d’ĠthiƋue. La mĠthode la plus sûre et ratioŶŶelle serait alors 
d’apporter ces FT directemeŶt sous forme protĠiƋue mais le dĠfi est de traverser les membranes. Dans 

ce contexte, notre laboratoire a développé un peptide de pénétration cellulaire (CPP) basé sur le FT 

ZEBRA du virus d’EpsteiŶ-Barr. La séquence impliquée dans la prise en charge cellulaire a été 

caractérisée au laboratoire et se nomme MD (Minimal Domain). Elle est capable de vectoriser des 

protéines et des biomolécules de haut poids moléculaire via un mécanisme indépendant de 

l'endocytose, permettant leur internalisation sous une forme biologiquement active. Dans ce projet, 

nous avons produit et purifié les protéines Oct4, Sox2, Nanog, Lin28, Klf4 et c-Myc chacune fusionnée 

au CPP MD. Ce domaiŶe Ŷ'iŶterfğre pas avec la capacitĠ d'Oct4 à lier sa sĠƋueŶce ciďle d’ADN. Le 
traitement in vitro de cellules primaires coŶduit à l’iŶterŶalisatioŶ des protéines MD en 30 minutes à 1 

heure. MD-Oct4 et MD-Nanog peuvent être localisés au noyau en 3 heures. Dans un contexte de 

reprogrammation, la combinaison de MD-Oct4, MD-Sox2, MD-Nanog et MD-Lin28 lors de traitements 

répétés conduit à l'activation transcriptionnelle de gènes cibles composant le réseau de pluripotence. 

Mots-clés : cellules souches pluripotentes induites (iPSC), reprogrammation sécurisée, vecteur 

protéique, facteurs de transcription, peptide de pénétration cellulaire (CPP) 

Abstract 

The generation of induced Pluripotent Stem Cell (iPSC) holds great promise for regenerative medicine, 

disease modelling and drug screening. Leading the original cell to an iPSC has been originally made by 

the forced expression of Transcription Factors (TF) involved in embryonic stem cells. Since the discovery 

of those mechanisms, many teams have engineered iPSC by well-defined cell culture tools such as the 

use of retroviruses in order to express TF. Those techniques use genetic material. Delivery techniques 

have evolved but most of reprogramming experiments still need TF. Development of alternative 

strategies has been conducted in a context of clinical application but still needs to be accepted by ethics 

comities. Thus, the use of recombinant proteins instead of genetic material is safe and rational but the 

challenge is to access the intracellular medium. In this context, our laboratory has developed a cell-

penetrating peptide (CPP) based on the Epstein-Barr virus ZEBRA TF. The sequence implicated in cellular 

uptake has been characterized and is named MD (Minimal Domain). It is able to translocate high 

molecular weight proteins in an endocytosis-independent mechanism, allowing the internalization of 

cargos in fully biologically active form. Here we develop 6 MD fusions at the N-terminus of the following 

TF: Oct4, Sox2, Klf4, cMyc, Nanog & Lin28. This domain does not interfere with Oct4 capacity to 

associate with its own DNA sequence. Moreover, MD fused proteins transduce in vitro treated cells in 

30 minutes to 1 hour ; MD-Oct4 & MD-Nanog can be localized in the nucleus after 3 hours only. In a 

context of reprogramming experiences, the combination of MD-Oct4, MD-Sox2, MD-Nanog and MD-

Lin28 in repeated treatment leads to the activation of target genes transcription such as those 

constituting the pluripotency network. 

Keywords: induced pluripotent stem cells (iPSC), safe reprogramming, protein delivery system, 

transcription factors, cell-penetrating peptide (CPP) 
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