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Titre: Etudes de nouveaux parameétres environnementaux sur la
plasticité des cellules souches embryonnaires murines (mESC)

Résumeé: Les cellules souches embryonnaires (ESCs) sont dérivées d'embryons au stade
blastocyste. Elles sont caractérisées par la capacit¢ de se diviser et de maintenir un phénotype
indifférencié et en présence de stimuli, de se différencier en cellules spécialisées dérivées des trois
feuillets embryonnaires, c'est la pluripotence. Elles sont un outil puissant pour modéliser des maladies
génétiques a des fins de découvertes en recherche fondamentale et aussi dans un but d’applications
cliniques.

Les mESCs sont maintenues pluripotentes in vitro en présence de LIF (Leukemia Inhibitor Factor),
une cytokine de la famille des Interleukines 6 (IL6) présentant des effets pléiotropes en fonction du
type et de la maturité cellulaire. Le retrait de LIF conduit a la différenciation hétérogéne des mESCs
dont une partie meurt par apoptose. Lors du retrait de LIF, les cellules entrent séquenticllement dans
des phases d'engagement réversible (jusqu'a 36h aprés retrait du LIF) et irréversible, au cours
desquelles la re-stimulation par le LIF induit des effets différents. Afin de mieux caractériser cet effet
de LIF, nous avons mis au point un « test de plasticité » in vitro et avons étudié I'impact de paramétres
environnementaux qui pourraient moduler cette plasticité dans les mESCs. Nous avons montré que la
MMP1 (Matrix Metalloproteinase 1), qui peut remplacer le LIF dans le maintien de la pluripotence,
est moins efficace pour le maintien de la plasticité cellulaire des mESCs. Nous avons aussi montré que
les mESCs restent pluripotentes et plastiques a 3% d'O,, in vitro, et qu’elles se caractérisent par un
nouvel équilibre d'expression des génes et des protéines en comparaison a 20% d'O,.

Mots clés: mESCs; plasticité cellulaire; parameétres environnementaux.

Title: Studies of new environmental parameters on murine
embryonic stem cell plasticity

Abstract : Embryonic Stem Cells (ESCs) are derived from embryo at the blastocyst stage. These
cells are characterized by their properties of self-renewal and pluripotency: ability to divide and
maintain an undifferentiated phenotype and to differentiate into specialised cells of the three primary
germ layers in the presence of stimuli. ESCs are a powerful tool to modelize genetic diseases for
fundamental research and clinical applications.

Mouse Embryonic Stem Cells (mESCs) are maintained pluripotent in vitro in the presence of
Leukemia Inhibitory Factor (LIF), an Interleukin 6 (IL6) cytokine family member which displays
pleiotropic functions, depending on both maturity and type of cells. LIF withdrawal leads to
heterogeneous differentiation of mESCs and part of the differentiated cells die by apoptosis. During
the kinetics of LIF withdrawal, we show that cells enter a LIF-dependent reversible (up to 36h of LIF
withdrawal) and irreversible phase of differentiation in which LIF-restimulation induces differential
effects. To better characterize this period and LIF-dependent processes, we setted up an in vitro «
plasticity test » and investigated the impact of environmental parametrs that could regulate cell
plasticity in mESCs. Our results reveal that the Matrix Metalloproteinase 1 (MMP1), which can
replace LIF cytokine for maintenance of mESCs pluripotency, mimics its effects in the plasticity
window, but with less efficiency. In addition, we demonstrate that mESCs maintain plasticity and
pluripotency potentials in vitro, under 3% O, (physioxic condition) with a new equilibrium of gene
and protein expression levels compared to 20% O,.

Key words: mESCs; cell plasticity; environmental parameters.
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INTRODUCTION

Les cellules souches fascinent et attirent l'attention des chercheurs, des médecins et du
grand public depuis plus d'un siécle, de par les débats éthiques et 1égaux qu'elles soulévent. En
effet, la recherche sur les cellules souches est un enjeu majeur des prochaines décennies, et leur
utilisation en médecine régénératrice représente un espoir pour des milliers de personnes atteintes

de maladies et de Iésions dégénératives dans le monde.

Généralités

Bien que les étapes du développement de la fécondation jusqu’au feetus soient partagées par
tous les mammifeéres, il existe des différences temporelles et moléculaires entre les différentes
especes.

La souris est le modéle principal utilis¢ depuis plusieurs décennies pour comprendre
I'embryogénese des mammiferes et il est utilisé couramment dans la plupart des disciplines
comme le développement, I’immunologie, 1’infectiologie, la reproduction, la neurobiologie ou

la physiologie

Chez la souris, le développement embryonnaire complet dure 21 jours. Aprés la
fécondation, I'embryon se divise rapidement et atteint: le stade 8 cellules a E2, 1a morula a E2.5,
le blastocyste précoce a E3.5 et le blastocyste tardif a E4-4.5. L'activation du génome du zygote
(AGZ) intervient trés précocement, des le début du stade 2 cellules, et est accompagnée de la
dégradation des ARNm maternels. L'embryon s'implante au stade «egg-cylinder » (ou
ovocylindre E5.5). L'implantation est facilitée par la présence de facteurs et cytokines dont la
cytokine LIF (Leukemia Inhibitory Factor), principal sujet d’étude de cette thése.

Les premicres cellules de l'embryon, les blastomeres peuvent donner tous les types
cellulaires composant les tissus embryonnaires et extra-embryonnaires (cellules totipotentes). La
premiere spécialisation des cellules de I'embryon se fait entre le trophectoderme (TE) et la masse
cellulaire interne (ICM) (Gardner, 1982). Les cellules de la morula compactée sont polarisées et
subissent les premicres divisions asymétriques. Ainsi, les cellules situées a l'extérieur de la
morula formeront le TE alors que les cellules a l'intérieur formeront I'lCM. C'est a partir de

I'ICM qu’ont été dérivées les cellules souches embryonnaires qui ont perdu la capacité de se
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différencier en cellules extra-embryonnaires. La deuxiéme spécialisation concerne les cellules de
I'ICM qui donneront I'épiblaste (Epi) et I'hypoblaste (Hypo) ou endoderme primitif (PrE). Au
cours du développement, le TE forme le placenta, alors que le PrE forme le sac vitellin et
I'endoderme extra-embryonnaire pariétal. Les cellules de I'Epi, présentes dans le blastocyste
tardif, sont a 'origine du futur feetus.

Afin de déterminer le devenir et le role des différentes parties de l'embryon, des
expériences de greffes ont été réalisées. Ainsi, la greffe de 1'épiblaste total a différents stades
(entre E5.5 et E7.5), dans les testicules ou la capsule rénale d'une souris immuno-déficiente,
conduit a la formation des tératomes (Beddington, 1983; Diwan and Stevens, 1976). Les mémes
résultats ont été obtenus apres la greffe ectopique de différentes parties de 1'épiblaste E7.5
(Beddington, 1983; Tam, 1984). L'analyse de ces tératomes suggere que les différentes régions de
I'épiblaste ne différent pas par leur potentiel de différenciation. De plus, des chimeres post-
implantatoires ont pu étre produites in-vitro, suite a la greffe d'une partie de 1'épiblaste dans un
autre embryon au méme stade (Beddington, 1981). Les expériences de greffes ortho- et
hétérotopiques de 1'épiblaste ont permis de montrer que le devenir des cellules était contrdlé par
le lieu de greffe et non par le lieu d'origine de I'épiblaste. L'ensemble de ces résultats indique que
les cellules composant 1'épiblaste conservent la caractéristique de pluripotence jusqu'a 24h apres

le début de la gastrulation soit jusqu'au stade E7.5 (Fig.1).

Chez I'homme, le développement embryonnaire reste mal connu, en grande partie, en raison
des difficultés techniques et ¢éthiques qui limitent I'obtention d'embryons humains et
I'expérimentation de ces derniers. Le développement embryonnaire chez 'homme est de 9 mois,
ce qui est environ 12 fois plus long que chez la souris. En revanche, la chronologie du
développement embryonnaire précoce est relativement proche, bien que plus lente. Les stades 2
et 4 cellules sont atteints respectivement a E1.5 et E2, comme chez la souris. A partir de ce stade,
le développement est un peu plus long chez I'homme: 8 cellules a E2.5, 16 cellules a E3, 32
cellules a E4, blastocyste précoce a E5 et blastocyste tardif @ E6-7 (contre E4.5 chez la souris).
Apres le stade blastocyste tardif, 'embryon humain continue de grossir en restant sphérique, alors
que se forme un disque embryonnaire plat a sa surface (E6). L'embryon s'implante a E7-8, ceci
différe de la souris ou I'embryon forme un "egg-cylinder" (E5.5). Une autre différence majeure
est la compaction qui n'a lieu qu'au stade 16 cellules chez I'homme (stade 8 cellules chez la
souris). L'AGZ survient également plus tard que chez la souris, au début du stade 8 cellules (stade

2 cellules chez la souris) (Fig.1).
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Figure 1: Chronologie du développement embryonnaire précoce : Chez la souris (A), la
cavité blastocoelique commence a se former a l'intérieur de 1'embryon au stade 32-cellules et
continue a se développer jusqu’au stade de blastocyste tardif. L expression de Cdx2 est up-
régulée a l'extérieur, dans les futures cellules du TE, dés le stade 32-cellules, tandis que
l'expression d’Oct4 devient limitée a 1'lCM au stade blastocyste précoce. Au stade
blastocyste tardif, tout en continuant d'exprimer Oct4 d’une maniére ubiquitaire, 1'1CM
contient une population de cellules Epi-Nanog-positives et une population de cellules PE-
Gata6 positive. Le développement est similaire dans 1'embryon humain (B), bien que la
compaction se produise au stade 16-cellules et les profils d'expression mutuellement
exclusifs de Cdx2 et Oct4 ne sont pas établis jusqu'au stade de blastocyste tardif. Les profils
d'expression de Nanog et Gata6 dans l'embryon préimplantatoire humain n'ont pas encore
¢été caractérisés. AGZ: Activation du Génome du Zygote (photo issue de Katie Cockburn and
Janet Rossant, 2010).

Enfin, l'embryogenése des mammiféres est fortement influencée par des gradients
d'oxygene. La preuve directe de cette constatation a été mise en évidence lorsque les niveaux
d'oxygene (O;) ont été mesurés dans les tissus de I'endometre et du trophoblastique en début de
grossesse (Mitchell and Yochim, 1968; Rodesch et al., 1992). L'oxygéne a une distance de
diffusion de l'ordre de 150um (Folkman et al., 2000; Gatenby and Gillies, 2004). Ainsi, la
concentration d'O; est < 3% avant la formation de placenta puis elle augmente au cours de

I'embryogenese surtout avec la mise en place du systéme vasculaire, qui libére de 1'oxygene et le
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I1.

fournit a l'embryon. Par conséquent, le développement précoce des mammiferes a lieu dans un
environnement relativement pauvre en oxygene qui, par abus de langage a été appelé

« environnement hypoxique ».

La cellule Souche

A. Historique

Dés la fin du XIX™ siécle, le terme cellule souche est apparu pour la premiére fois dans
les travaux de 1'éminent biologiste et philosophe allemand Ernst Haeckel en 1868 pour décrire
l'ancétre unicellulaire a partir duquel auraient évolué¢ tous les organismes multicellulaires
(Haeckel, 1868). En 1877, Haeckel va plus loin (de manic¢re analogue a sa théorie de la
phylogénie de 1’évolution), et il propose en embryologie que l'ovule fécondé¢ donnant lieu a
I’ensemble des cellules de l'organisme devrait également €tre appelée la cellule souche ou «
Stammzelle » (en terme en allemand) (Ernst Heinrich Philipp August Haeckel, 1877). En 1885,
August Wiesmann pensait que le patrimoine génétique transmis d'une génération a l'autre, était
isol¢ durant le développement embryonnaire a des cellules spécialisées (cellules germinales)
distinctes du reste du corps (cellules somatiques) (August Weismann, 1885). En 1892, Theodor
Boveri et Valentin Héacker ont utilisé le terme cellule souche pour décrire les cellules destinées a
donner naissance a la lignée germinale (Hacker, 1892; Boveri, 1892). A la méme époque, la
recherche sur le développement et la régénération du systeme sanguin (ou hématopoiétique) a
soulevé la question de 1’existence d’un précurseur commun des différents types de cellules du
sang. Ainsi, dés 1896, Pappenheim a repris le terme « Stammzelle » pour décrire une cellule
susceptible d’étre a ’origine a la fois des globules rouges et des globules blancs (Pappenheim,
1896). Au début du 20°™ siécle, certains hématologistes, dont Alexander Maximow (Maximow,
1909) proposent I’existence d’un précurseur commun qui serait a l'origine de toutes les cellules
du systeme sanguin. La preuve définitive d'une cellule souche hématopoiétique commune a été
fournie, entre autre, par le travail expérimental chez la souris de James Till, Ernest McCulloch
dans les années 1960 (Becker et al., 1963; McCulloch and Till, 1960; Till and McCulloch,
1961).
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Les cellules pluripotentes ont d'abord été isolées en 1964 a partir d'un tératocarcinome et
ont été appelées "cellules de carcinome embryonnaire (EC)". En 1981, les chercheurs Evans,
Kaufman et Martins ont établi les premicres lignées de cellules souches embryonnaires (mESC)
chez la souris a partir de I’'ICM de blastocyste explant¢ murin (Evans and Kaufman, 1981;
Marins et al., 1981). En 1998, Thomson a isol¢ la premiere lignée de cellules souches humaines
(hESC) (Thomson ef al., 1998). Dans la méme année, Gearhart a publié¢ 1'isolement de cellules
germinales primordiales pluripotentes a partir de tissus des gonades feetales (Shamblott et al.,
1998). A cette époque, de nombreuses publications ont décrit les travaux d'isolation et de
caractérisation d'autres types de cellules souches tissulaires spécifiques, y compris Gronthos qui a
1sol¢é des cellules souches dentaires (hDPSCs, human Dental Pluripotent Stem Cells) (Gronthos et
al., 2000). Le dogme que le cceur est un organe post-mitotique incapable de se régénérer a été
remise en cause en 2003 par l'introduction d'un test de cardiosphére pour isoler les premicres

cellules souches cardiaques (Beltrami ef al., 2003).

En 2006, Yamanaka et ses collégues ont montré pour la premicre fois la capacité de
reprogrammation de cellules somatiques de mammiferes par 1’ajout d’un cocktail de facteurs de
transcription identifiés dans les ES murines. Ceci a conduit a la reprogrammation de cellules
somatiques en cellules souches pluripotentes, appelées iPSC (Cellules Souches Pluripotentes
induites) (Takahashi and Yamanaka, 2006). Cette technologie a contribué¢ a I'expansion rapide
d'un nouveau champ expérimental qui a permis la production de cellules spécifiques d’un patient
avec un potentiel thérapeutique. Ces travaux pionniers, reproduits a partir de différents types de
cellules somatiques de différentes especes dont I’homme, ont été couronnés par le prix Nobel en

2012 (Japonais Shinya Yamanaka et au Britannique John Gurdon).

B. Qu'est-ce qu'une Cellule souche ?

La cellule souche (SC) ou en anglais Stem Cell est une cellule indifférenciée qui en
présence de stimuli, va donner naissance a différents types de cellules différenciées. La cellule
souche est présente au stade embryonnaire conduisant a la formation des différents tissus qui
constitueront I'organisme mais également, dans 1'organisme adulte ou elle est localisée dans des
endroits protégés appelés « niches ». De maniere globale, les cellules souches sont trouvées chez

tous les étres multicellulaires (Rey, 2003). D’un point de vue cytologique, une cellule souche a
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un rapport nucléo/cytoplasmique éleve, c’est-a-dire peu de cytoplasme, peu d’organelles et un
noyau sphérique proéminent.

Les cellules souches se caractérisent par :

- I’auto-renouvellement qui est la capacité de proliférer indéfiniment tout en maintenant un état
indifférencié. Les cellules souches peuvent se multiplier par division symétrique ou asymétrique.
- les potentialités de différenciation qui sont les capacités pour une cellule de se différencier en
un ou plusieurs types de cellules matures. Selon leurs capacités de différenciation, on distingue

plusieurs types de cellules souches (Hervé Ratel, 2012) (Fig.2).
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Figure 2: Les différents types de cellules souches selon leurs capacités de différenciation.
Photo adaptée de I’article d'Hervé Ratel (Sciences et Avenir, 2012).

1. Les cellules souches totipotentes

Ces cellules sont issues des premicres divisions de l'ovocyte fécondé (zygote) jusqu'au
stade morula de 8 4 16 cellules (3™ jour aprés la fécondation chez la souris). Etymologiquement,
totipotence signifie « tout pouvoir ». En effet, ces cellules sont caractérisées par leur aptitude a se

différencier en tissus embryonnaires et extra-embryonnaires. Elles peuvent donner naissance a
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tous les types de cellules spécialisées comme les cellules épithéliales, les cellules neuronales, les
cellules musculaires.... Par ailleurs, les cellules souches totipotentes permettent de conduire a la
formation des annexes embryonnaires, organes assurant la survie et les fonctions vitales de
I'embryon, puis du feetus. Chez les mammiféres placentaires, les annexes embryonnaires sont le
placenta (tissu feeto-maternel provenant de la fusion partielle de 1'endomeétre utérin et du chorion),
le sac amniotique (ou amnios) et le liquide amniotique. Si on divise la morula en deux (scission
embryonnaire), on obtiendra deux embryons dont les genes sont identiques (vrais jumeaux ou
jumeaux monozygotiques). Ainsi, ce sont les seules cellules capables de donner un embryon puis

un individu complet.

Les cellules souches pluripotentes

Ces cellules peuvent se différencier en cellules des trois feuillets embryonnaires
(endoderme, mésoderme et ectoderme) in vivo et in vitro en présence des stimuli (comme 1'ajout
de N2B27 et l'acide rétinoique activent la différenciation neuronale, 5-azacytidine, ascorbic acid,
retinoic acid, dimethyl sulfoxide (DMSO) and dynorphin B favorisent la différenciation
cardiomyogénique) et de facteurs de croissance. Néanmoins, ces cellules ne sont pas capables de
conduire aux annexes embryonnaires. Parmi les cellules souches pluripotentes, on retrouve :
les cellules de carcinomes embryonnaires (EC) issues des tératocarcinomes,
les cellules embryonnaires germinales (EGCs) provenant des cellules primordiales germinales
(PGCs),
les cellules souches embryonnaires (ESCs) issues de la masse cellulaire interne des blastocystes
(Buecker et al., 2010; Evans and Kaufman, 1981; Kieffer et al., 2010; Thomson et al., 1998;
Wobus and Boheler, 2005),
et les cellules souches induites a la pluripotence (iPSCs- induced Pluripotent Stem Cells)
obtenues par la reprogrammation de cellules somatiques (Takahashi and Yamanaka, 2006;

Takahashi ef al., 2007).

Les caractéristiques de ces cellules seront développées en détail ci-dessous.

Les cellules souches multipotentes
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Ces cellules ont une restriction de potentiel par rapport aux cellules souches pluripotentes.
En effet, ces cellules sont a l'origine de plusieurs types cellulaires, mais sont déja engagées dans
un programme de différenciation tissulaire spécifique. Elles sont présentes au cours du
développement embryonnaire, mais également chez l'adulte. Parmi ces cellules, on distingue
notamment :
les cellules souches hématopoiétiques (HSCs, les premieres cellules souches adultes
caractérisées) qui sont nichées au niveau de la moelle osseuse dans des niches hypoxiques et qui
sont a l'origine de tous les types cellulaires lymphohématopoiétiques (€rythrocytes, plaquettes,
granulocytes, neutrophiles, €osinophiles, mastocytes, macrophages, lymphocytes B et T).
les cellules souches mésenchymateuses (MSCs) qui sont également présentes au niveau de la
moelle osseuse et aussi dans le gras (voir ci-dessous, cellules hMADS) et qui sont a l'origine des
cellules des lignages osteoblastiques, chondroblastiques, myoblastiques, adipocytaires et
stromales (Casteilla et al., 2011; Dromard et al., 2011; Kaltz et al., 2010; Mohsen-Kanson et al.,
2014; Solchaga et al., 2010) ,
et les cellules souches neurales (NSCs) qui sont localisées au niveau de deux zones dans le
cerveau adulte: la zone sous-ventriculaire et le gyrus denté de 1'hippocampe et qui peuvent se
différencier en neurones et en cellules gliales (Coulombel, 2003a, 2003b; Encinas et al., 2008;
Hodge et al., 2008).

Plus récemment, des cellules souches multipotentes ont été¢ identifiées au sein du tissu
adipeux dans le SVF (fraction stroma-vasculaire). Ces cellules, nommées hMADS (human
multipotent adipose derived stem) sont capables de se différencier ex vivo en divers types
cellulaires: ostéoblastes, chondroblastes, cellules endothéliales, myocytes et de maniere encore
plus inattendue, cardiomyocytes (Casteilla et al., 2011; Hafner and Dani, 2014; Planat-Benard et
al., 2004; Rodriguez et al., 2005; Zuk et al., 2001).

. Les cellules souches unipotentes

Ces cellules, quant a elles, se différencient en un seul type cellulaire. On distingue les
kératinocytes de la peau, les cellules satellites du muscle, les cellules ovales du foie, les
adipoblastes, les cellules de I'épithélium de la muqueuse gastro-intestinales (Ailhaud ef al., 1992;

Biressi and Rando, 2010; Bjerknes and Cheng, 2006; Coulombel, 2003b).
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C. Le microenvironnement des cellules souches

1. Qu’est-ce qu’une niche ?

Historiquement, Grinnell a proposé¢ le terme de « niche » pour définir I'environnement et les
conditions dans lesquelles vit une espeéce (Grinnell, 1917). En 1978, Schofield propose
I’hypothése de la « niche » pour décrire le microenvironnement physiologique qui permet la
pérennisation des cellules souches hématopoiétique (Schofield, 1978).

La niche est un microenvironnement spécifique, dans lequel se trouvent les cellules
souches, qui maintient I’homéostasie tissulaire: régulation de la balance entre quiescence/auto-
renouvellement/ différenciation et mobilisation/domiciliation (« homing » en anglais).

La notion de niche est largement confirmée et peut étre appliquée a la plupart des cellules
souches comme les cellules souches embryonnaires, les cellules souches adultes (cellules souches
hématopoiétiques de la moelle osseuse, cellules souches du cerveau, cellules souches
intestinales...) (Fig.3A), ainsi que les cellules souches cancéreuses (Fuchs et al., 2004; Jiang and

Papoutsakis, 2013).

2. Fonctions et compositions

L’¢tude des différentes niches a révélé plusieurs caractéristiques physiques et
fonctionnelles qui apparaissent étre la « marque » de la niche des cellules souches. Elle est
composée des constituants cellulaires du microenvironnement qui entourent les cellules souches
ainsi que des signaux solubles provenant de ces cellules. Chaque niche est trés spécifique du
lignage cellulaire. En rassemblant les caractéristiques de ces niches, une liste des particularités
définissant la niche des cellules souches peut étre constituée (Fig.3B). Une niche posséde une
structure asymétrique et se compose (Boveri T, 1892; Chandra and Lee, 2015; Discher et al.,
2009; Lander et al., 2012) :

- des cellules souches elles-mémes,
- de cellules stromales de support qui interagissent directement avec les cellules souches et entre
elles par I’intermédiaire de récepteurs membranaires, de jonctions communicantes ou de facteurs

solubles,
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d'une matrice extracellulaire (MEC) qui entoure les cellules et comprend des signaux
moléculaires,

mais également, d’un réseau hautement hydraté constitué¢ de trois éléments importants : (1) les
macromolécules solubles [facteurs de croissance comme FGF, EGF,TGF (Transforming Growth
Factor B), les facteurs des cellules souches (SCFs), des cytokines comme les membres de la
famille de l'interleukine 6 (IL-6) et des chimiokines]; (2) les protéines a la surface des cellules
voisines; et (3) des macromolécules hydratées insolubles, qui comprennent les protéines
fibrillaires telles que les collageénes, les glycoprotéines non collagéniques telles que I'élastine, la
laminine, la fibronectine, ou les protéoglycanes hydrophiles avec de grandes chaines latérales de
glycosaminoglycane,

La concentration en oxygeéne (O;) est un ¢lément important dans la composition de cette
niche. La faible concentration d’oxygene est répandue dans le microenvironnement des cellules
souches embryonnaires et dans les niches de nombreuses cellules souches adultes a des stades
précoces du développement (Nekanti et al., 2010). Ainsi, les embryons de mammiféres se

développent dans un environnement a faible concentration d’oxygéne.

Les cellules souches sont ainsi régulées a la fois par un programme intrinséque et par des
facteurs extrinseques provenant de la niche. Les programmes intrinséques controlant 1’auto-
renouvellement, la quiescence et la différenciation des cellules souches sont trés variés. A la suite
d’une division, une des deux cellules est maintenue dans la niche et devient une cellule souche
(auto-renouvellement) tandis que 1’autre cellule quitte la niche, prolifére et s’engage dans une
voie de différenciation. La niche semble avoir un rdle dans le maintien de la vitalité¢ des cellules
souches ainsi dans le vieillissement de ’organisme. Il est aussi a noter que certaines cellules
souches peuvent migrer d’une niche a 1’autre ou se localiser provisoirement dans des niches dites

facultatives (Morrison and Spradling, 2008).
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Figure 3: Types et spécificités des niches des cellules souches (A). Composition de la niche
(B). Les facteurs solubles et les facteurs libérés par la matrice extracellulaire se combinent
avec le contact cellule-cellule, I'adhérence cellule-matrice et les gradients (tels que 1’O,) pour
déterminer le destin cellulaire. La Photo (B) est issue de Discher DE et al. 2009.

D. Les cellules souches « pathologiques »

In vivo, les cellules souches sont capables d’acquérir un phénotype pathologique en se
transformant en cellules cancéreuses.
Il y a deux théories principales d'oncogenese: le modéle stochastique et le modele

hiérarchique (Fig.4). Selon ce second mode¢le, une cellule initiatrice de cancer est le moteur de

31



I’activité tumorigene du cancer qui se développe de maniere organisée. La cellule initiatrice de
cancer présente toutes les caractéristiques d’une cellule souche. Dans ce cas, la petite population
cellulaire de cellules souches cancéreuses est suffisante pour initier et développer une tumeur
(Frank et al., 2010; Shackleton et al., 2009; Vermeulen, 2013). L’hypotheése de I’existence de
cellules souches cancéreuses a été suggérée pour la premiere fois dans les années 1970 au cours
de recherches sur la leucémie. Cette sous-population de cellules néoplasiques aurait la capacité de
s’auto-renouveler, de proliférer et de se différencier (Bonnet and Dick, 1997). Ces cellules
souches cancéreuses ont par la suite €té isolées dans une grande variété de néoplasie comme les
tumeurs du systéme nerveux (entre autre les glioblastomes), les carcinomes de la prostate, du sein
et du cdlon, les mélanomes multiples, les adénocarcinomes du pancréas, et les cancers Oto-
Rhino-Laryngologiques (ORL) (Al-Hajj et al., 2003; Collins et al., 2005; Fang et al., 2005; Li et
al.,2007; O’Brien et al., 2007; Prince et al., 2007).

Les SC cancéreuses partagent plusieurs caractéristiques avec les cellules souches normales
(Fabian et al., 2013). En effet, elles ont la capacité de s’auto-renouveler de fagon illimitée et de se
différencier. Les SC cancéreuses ont la faculté de se diviser de fagon symétrique et sont enrichies
dans les sous-populations de cellules exprimant des marqueurs de cellules souches normales
(Sugihara and Saya, 2013). La culture en suspension dans un milieu contenant du sérum
supplémenté avec bFGF et EGF permet l'isolement de cellules tumorales avec une capacité
d'auto-renouvellement (Lee et al., 2006). De plus, une méthode basée sur l'activité enzymatique
de l'aldéhyde déshydrogénase (ALDH) est largement utilisée pour identifier et évaluer les SC
cancéreuses (Cheung et al., 2007; Ginestier et al., 2007). L'ALDH catalyse la conversion
irréversible du rétinaldehyde en acide rétinoique et contribue a la prolifération et la
différenciation cellulaire (Ma and Allan, 2011). Ainsi, les SC cancéreuses a forte activité
d'ALDH sont résistantes a la chimiothérapie (Tanei ef al., 2009).

De trés nombreuses études montrent que les SC cancéreuses sont a 1'origine de 1'agressivité
de nombreuses tumeurs en raison de leur caractére chimiorésistante. Ainsi, elles sont
responsables des rechutes observées chez certains patients atteints d'un cancer semblant avoir été
soigné avec succes, c’est-a-dire dont la tumeur a diminué, voire disparu apparemment
completement. C'est pourquoi, un ciblage thérapeutique des SC cancéreuses permettrait de
prévenir les métastases, limiter la croissance tumorale, et surtout éviter les rechutes (Frank et al.,
2010) (Fig.5). Dans ce but, un criblage de molécules capables de mettre les SC cancéreuses hors

d'état de nuire a été réalis¢ (Gupta et al., 2009).
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Vue la ressemblance entre les cellules souches cancéreuses et les cellules souches
embryonnaires normales, l'identification des mécanismes contrélant l'auto-renouvellement et la
différenciation de celles-ci, peut permettre de mieux comprendre les étapes de transformation

maligne. Ceci pourrait faciliter le développement de thérapies préventives.

A- Modele stochastique B- Modé¢le de cellules souches
(Modéle d’évolution clonale) canceéreuses
Mutation ' . . ‘
Différenciation / \ Autorenouvellement

O
y

‘ : Cellules souches cancéreuses (CSCs)
O O : Progéniteurs non-CSCs

Figure 4: Deux modéles hypothétiques de la transformation maligne. Le modécle
stochastique (A) de la croissance des cancers ou toutes les cellules tumorales ont une
capacité proliférative élevée; les cellules tumorales proliferent suite a 1’age, a des apports en
nutriments ou en oxygeéne. N’importe quelle cellule du tissu, méme différenciée, peut donc,
a la suite de mutations acquises de fagon aléatoire, proliférer de fagon indéfinie et former un
clone tumoral indépendant. Le modéle hiérarchique (B) selon lequel le cancer provient de la
transformation d’une petite fraction de la population tumorale, composée de cellules
souches cancéreuses. Photo adaptée du Sugihara and Saya 2013.
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Figure 5: Traitement ciblant les cellules souches cancéreuses (CSCs). Un certain
nombre de stratégies thérapeutiques ciblant les CSCs commence a étre validé
expérimentalement. Ces approches pourraient augmenter la réponse thérapeutique et
diminuer le risque de rechute et de dissémination. Elles incluent les agents anti-tumorigénes
qui ciblent des marqueurs des CSCs (anticorps monoclonaux et cellules immunitaires
activées); des agents ciblant les voies qui conferent une résistance aux CSCs ou en limitant
les interactions de ces cellules avec certains éléments du microenvironnement ayant des
propriétés pro-tumorigenes, ou encore en privant les cellules de nutriments grace a des
molécules anti-angiogénique et antivasculogénique et enfin en ciblant les mécanismes de la
transition épithélio-mesenchymateuse responsables de la dissémination métastatique. Photo
issue de Frank et al. 2010).

E. Les cellules souches pluripotentes

1. Les différents types de cellules souches pluripotentes

1.1.  Les Cellules Souches Embryonnaires (ESCs)

1.1.1  Les tératocarcinomes ou cellules de Carcinomes Embryonnaires (ECs)
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En 1952, Dixon et Moore ont découvert chez la souris des tumeurs particuliéres appelées
tératocarcinomes ou l'on retrouve des cellules et des structures appartenant aux trois feuillets
embryonnaires (Dixon and Moore, 1953). Ce sont des tumeurs malignes développées
majoritairement a partir des testicules au cours du développement embryonnaire. Plus tard,
I'équipe de Stevens a montré que la lignée 129/sv de souris consanguines développe ce type de
tumeurs et qu'elles peuvent se transmettre aux autres souris par transplantation (Diwan and
Stevens, 1976; Stevens and Little, 1954). Ces ¢études ont fait émerger 1'idée de cellules souches
tumorales ou cellules de Carcinome Embryonnaire (ECs).

Dans une étude pionniere, une autre équipe a injecté¢ une seule cellule EC dans le cerveau
de souris adultes et a découvert qu'elles pouvaient générer un tératocarcinome (Kleinsmith and
Pierce, 1964). Cette expérience a établi qu'une seule cellule EC peut générer tous les types
cellulaires constitutifs de la tumeur. En outre, les tumeurs sont transplantables, ce qui indique
que les cellules ECs s'auto-renouvellent. En revanche, les cellules différenciées provenant du
tératocarcinome ne reforment pas de tumeurs (Martin, 1980). Ainsi, les ECs sont des cellules
archétypales des cellules souches cancéreuses alimentant la croissance maligne et la
différenciation (Dick, 2008; Kleinsmith and Pierce, 1964; Martello and Smith, 2014).

Les tératocarcinomes chez 'homme sont majoritairement des testicules, comme chez les
souris 129/sv. Stevens a montré, chez les souris, que les ECs étaient issues des cellules
primordiales germinales (PGCs) et qu'elles pouvaient étre induites avec une grande efficacité par
greffe des cellules germinales foetales a des tissus adultes (Martello and Smith, 2014; Stevens,
1983). Cependant, les ECs ne ressemblent pas a des PGCs vu que ces dernieres ne se
différencient pas en tératocarcinomes. De nombreuses études in vitro ont montré que les cellules
ECs présentent une morphologie similaire aux cellules d'ICM, et qu'elles sont capables
d'engendrer des souris chimériques et de générer toutes les cellules somatiques correspondant aux
trois lignages lorsqu'elles sont injectées dans un embryon puis transférer dans une souris pseudo-
gestante (Brinster, 1974; Diwan and Stevens, 1976; Papaioannou ef al., 1975; Solter et al., 1970;
Stevens, 1968). D'ou la naissance de l'idée que les ECs représentent 1'équivalent malin des

cellules de I'lCM (Martello and Smith, 2014).

1.1.2  Les Cellules Souches Embryonnaires murines (mESCs)

La premiere dérivation des ESCs a été décrite dans le modele murin par trois groupes dans

les années 80 (Axelrod, 1984; Evans and Kaufman, 1981; Martin, 1981). Les ESCs murines sont
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des cellules indifférenciées provenant de la masse cellulaire interne (ICM) de blastocystes au

stade de pré-implantation de I'embryon (E3.5-E4.5). Elles sont caractérisées par ses capacités

d'auto-renouvellement et de pluripotence (Fig.3-4).

2-Pluripotence

Development of specialized cells

1-Auto-renouvellement

4-Tumorigénicité

-

5-Chimérisme

Figure 6: Les cellules souches embryonnaires (ESCs) d’origine ICM: Shéma représentatif
des différentes caractéristiques des ESCs: 1) L’autorenouvellement, 2) La pluripotence, 3)
Présentent une activit¢é Phosphatase Alcaline (PAL): AP+, 4) La capacité a former des
tératomes, 5) Donnent naissance a une chimere une fois transplantées dans un blastocyste, avec

une transmission a la lignée germinale (pour les mESCs).
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Figure 7: Les différents types de cellules souches (SCs).

Caractéristiques des mESCs

Les mESCs ont permis de définir les caractéristiques moléculaires et fonctionnelles des
ESCs pour prouver leur « Souchitude » ou « Stemness » (en terme anglais, c’est-a-dire leur
capacité a s’auto-renouveller et leur potentialités de différenciation) ainsi que leur
« Pluripotence » (Smith and Hooper, 1987).

Les mESCs proliférent en formant des colonies compactes. Elles présentent un rapport
nucléo-cytoplasmique élevé, ce qui est probablement da a leur cycle cellulaire particuliérement
rapide (12h-16h). Les mESCs sont génétiquement stables, elles peuvent €tre cultivées plusieurs
mois sans présenter d'anomalies génétiques ou chromosomiques grace a une forte activité
télomerase (enzyme transcriptase inverse spécialisée permettant la conservation de la longueur du
chromosome en ajoutant a l'extrémité 3' une séquence répétée de 6 nucléotides). Elles peuvent

donc étre cultivées a long terme sans atteindre de sénescence réplicative.
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Les mESCs ont une forte activité de la phosphatase alcaline que 1’on peut utiliser comme
marqueurs. Elles expriment des marqueurs de surface plus ou moins spécifiques comme la
molécule d'adhésion E-Cadhérine et le Stage Specific Early Antigen 1 (SSEAI1) (Evans and
Kaufman, 1981; Martin, 1981). 1l est a noter que ces marqueurs de surface peuvent étre utilisés
pour isoler des populations cellulaires par cytométrie en flux. Elles supportent trés bien la
dissociation enzymatique a 1’aide de la trypsine ainsi que 1'ensemencement en cellule unique, et
elles ont également un taux de clonogénicité proche de 100%. De plus, tout comme pour les
cellules de I'ICM, seule la région distal de l'enhancer (DE) du facteur de transcription d'OCT4
(facteur centrale dans le noyau de la pluripotence) est active dans les mESCs (Yeom et al., 1996).
Une autre caractéristique propre aux mESCs concerne le statut des chromosomes X dans les
lignées femelles. Les deux chromosomes X sont actifs (XaXa) a I'état indifférencié alors qu'il y a
une inactivation aléatoire d'un chromosome X (XaXi) trés tot durant le processus de
différenciation (Leahy et al., 1999; Monk, 1981).

Les modifications épigénétiques concernant les histones sont une autre caractéristique des
cellules mESCs. La tri-méthylation de la Lysine 4 de l'histone 3 (H3K4me3) est un signal
activateur (Santos-Rosa et al., 2003; Sims et al., 2005) alors que la tri-méthylation de la Lysine
27 de T'histone 3 (H3K27me3) est répressif (Francis et al., 2004; Ringrose et al., 2004). La
particularité des mECSs est 1’existence de ces deux marques d'histones sur les promoteurs de
genes de lignage, nommeées « marques bivalentes ». Le recrutement de complexe d'initiation de
transcription est fait par H3K4me3 tandis que H3K27me3 bloque la transcription malgré la
présence de tous les acteurs nécessaires. Les auteurs parlent d'un état « prét pour l'action »
(Bernstein et al., 2006). La présence de ces « marques bivalentes » sur les génes spécifiques de

lignages facilite leur activation lors de l'initiation de différenciation.

Mise en évidence de la pluripotence dans les ES murines : in vitro et in vivo

Plusieurs tests permettent de vérifier la pluripotence des mESCs. Les mESCs se
caractérisent par leur capacité a se différencier vers les trois feuillets embryonnaires in vitro et in
vivo. La capacité in vitro est évaluée en analysant les types cellulaires présents dans les structures
tridimensionnelles obtenues aprés la mise en culture des mESCs sur un support empéchant leur
adhérence, c’est-a-dire quand elles sont cultivées en suspension soit dans des gouttes suspendues
de milieu de culture (Hanging drop), soit dans des boites de culture ne favorisant pas 1'adhésion

de ces cellules (comme les boites de pétri pour bactéries). Les structures obtenues sont appelées
38



corps embryoides (ou EBs pour« Embryoid bodies »). La capacité in vivo est mesurée par la
formation des tératomes composés des cellules dérivées des trois feuillets embryonnaires
(endoderme, mésoderme et ectoderme). L'injection des mESCs en sous cutanée ou dans les
testicules ou la capsule rénale d'une souris immunodéficiente conduit a la formation d'un
tératome (Evans and Kaufman, 1981; Martin, 1981).

De plus, la pluripotence est caractérisée par la capacité de formation des chiméres avec une
transmission germinale. Cette propriété est établie en injectant des mESCs génétiquement
modifiées dans un blastocyste, puis en implantant ce blastocyste dans une souris pseudo-gestante.
I1 en résulte la formation de chiméres composées d'un mélange de cellules provenant de 1'IlCM du
blastocyste hdte et des mESCs injectées (Bradley et al., 1984; Evans et al., 1985; Robertson et
al., 1986).

La compétence pour la transmission de la lignée germinale signifie que les cellules ES
peuvent étre utilisées comme véhicule pour introduire des modifications génétiques dans des
souris (Robertson et al., 1986). Elles sont permissives a toutes les approches de manipulation
génétique standard comme la Recombinaison Homologue (RH), particularit¢ rendant les
stratégies de Knock-in et Knock-out possibles. En 1989, la premiére souris KO a été générée avec
une mutation ciblée de géne Hprtl (cette souris a constitué un modele pour la maladie de Lech-
Nyhan) dans les ESCs (Koller et al, 1989). La modélisation de génomes des ESCs est
rapidement devenue une technique omniprésente dans la génétique de la souris (Capecchi, 2005).
Le prix Nobel de médecine en 2007 a été attribué aux Américains Mario Capecchi et Oliver
Smithies, ainsi qu'au Britannique Martin Evans, pour cette découverte.

Enfin, le test de complémentarit¢ d'embryons tétraploides est le test in vivo le plus
rigoureux pour déterminer la pluripotence d'une lignée mESC. Dans ce test, les cellules sont
injectées dans le blastocyste hote 4n (suite a la fusion de 2 blastomeres au stade 2 cellules). En
effet, les cellules tétraploides de ce blastocyste récepteur sont uniquement capables de former le
trophectoderme et les tissus extra-embryonnaires, et donc ne participent pas aux différents
lignages embryonnaires (Coulombel, 2009; Doetschman et al., 1988). Ainsi, seules les mESCs
injectées seront a l'origine de I'organisme entier. Dans ce cas, il n’y a pas de chimeéres.

Toutes ces capacités et ces caractéristiques définissent les mESCs comme un outil

incontournable et la souris comme le modele animal le plus utilisé a I'heure actuelle.

iii Culture in vitro des mECSs: capacité d'auto-renouvellement

39



Les premiéres lignées de cellules mESCs ont été cultivées en présence de sérum de veau
feetal (FBS) sur cellules nourricieres, les MEFs (Murin Embryonic Fibroblasts) qui constituent un
support pour les mESCs et libérent des facteurs indispensables a la croissance et au maintien de
I'état indifférencié de celles-ci. Parmi les facteurs libérés par les MEFs, il a été identifié une
cytokine, le LIF (pour Leukemia Inhibitory Factor) (Trouillas et al., 2009a; Williams et al.,
1988). Aussi, la culture in vitro des mESCs sans MEFs est possible apres traitement des boites de
culture avec un composé¢ tel que la gélatine permettant 1'attachement nécessaire de ces cellules, en
présence de sérum et en ajoutant dans le milieu de culture cette cytokine. Le LIF en agissant sur
son récepteur hétérodimerique active la voie JAKI/STAT3/SOCS3 (voie essentielle pour le
maintien de l'auto-renouvellement des mESCs). 1l faut noter que le récepteur murin a plus
d'affinité pour le LIF humain que pour son orthologue murin, c'est pourquoi le LIF humain est
préférentiellement utilisé pour maintenir les mESCs en culture.

Ying et Smith ont montré qu'en absence de sérum, le LIF réduit mais n'empéche pas la
différenciation des mESCs vers les voies neuronales et que l'ajout de BMP4 pouvait remplacer le
FBS en inhibant ce type de différenciation (Ying and Smith, 2003). De plus, il a été montré que
la voie BMP4/SMADI1,5,8 (effecteur de la voie BMP, Bone Morphogenetic Protein) permet
d'activer les geénes Id qui bloquent la différenciation en neuroectoderme. Aussi, les mESCs
peuvent étre cultivées dans un milieu de base (N2B27) en absence de FBS et de MEFs, par 1'ajout
de LIF et de BMP4.

Ces résultats ont conduit au modele suivant: la voie LIF/STAT3 prévient la différenciation
des cellules en mésoderme et endoderme (Bourillot et al., 2009) alors que la voie
BMP4/SMAD/ID bloque la différenciation en neuroectoderme (Ying et al., 2003a). Ces deux
facteurs de croissance, LIF et BMP4, sont donc nécessaires et suffisants pour promouvoir de
I'auto-renouvellement des mESCs. De plus, I’activation de la voie canonique WNT par la
molécule BIO [6-bromoindirubin-3-oxime, inhibiteur chimique de la GSK3f (glycogene
synthasekinase3)] a montré que la voie WNT/B-Caténine permet ¢galement le maintien de cet
auto-renouvellement (Sato et al., 2004). Enfin, en 2013, il a ét¢ montré que 1'ajout de MMP1
(nommée aussi interstitial collagenase et fibroblast collagenase) était suffisante au maintien de

I’auto-renouvellement des mESCs en absence de LIF (Przybyla ef al., 2013).

Malgré toutes ces connaissances, la dérivation de ces cellules est restée inefficace et a été
limitée a quelques souches de souris pendant de nombreuses années. En effet, le systéme de

culture des mESCs est fortement dépendant de leur contexte génétique. Il existe deux types de
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cellules souches murines: les souches dites «permissives » qui inclus les 129/sv ou les BALB/c et
souches dites « non permissives », comme C57BL6, CBA, NOD, DBA et FVB (Brook and
Gardner, 1997; Cinelli et al.,, 2008; Ohtsuka and Niwa, 2015). Cependant, l'efficacité de
dérivation des cellules souches permissives était au mieux de 30% (déterminé par le pourcentage
d'embryons donnant naissance a des lignées stables de mESCs). Pour surmonter les limitations de
la dérivation de cellules mES, une variété d'approches ont été utilisées. Par exemple, fondée sur
l'idée que la présence d'endoderme primitif a causé la perte de la pluripotence des progéniteurs
des mESCs dans I'ICM, l'excision soigneuse de 1'épiblaste par biopsie ou immuno-chirurgie a
permis I'amélioration de 1'efficacité de dérivation (Brook and Gardner, 1997; Handyside et al.,
1989). En outre, depuis de nombreuses années, le retard de I'implantation, 1'induction de diapause
par ovariectomie ou l'injection de tamoxiféne ont également été utilisés pour promouvoir
l'efficacité de dérivation éventuellement a un stade de développement au cours duquel 1'épiblaste

a eu l'occasion de se développer.

L'identification des génes nécessaires au maintien de la pluripotence et a la spécification
précoce des lignages a amélioré les protocoles de la dérivation des mESCs. Ainsi, des stratégies
d'induction ou d'inhibition de I'expression des genes spécifiques ont été développées. Par
exemple, il a été¢ montré que la perte d'Oct4 altere 1'établissement des lignées stables de mESCs
(Buehr and Smith, 2003). Sur la base de cette découverte, des conditions de culture qui favorisent
l'induction d'Oct4, comme l'inhibition de la voie MAPK/ERK (Mitogen Activated Protein
Kinase/ Extracellular Regulated Kinase, voie induite par le LIF mais inhibant l'auto-
renouvellement des mESCs) ont été introduits. Cependant, la réussite de la dérivation des mESCs
« non permissives » comme CBA, nécessite toujours une combinaison de l'induction de la
diapause, I'excision de I'épiblaste et l'inhibition de la MAPK/ERK par PD98059 (inhibiteur de la
voie MAPK).Ces modifications des protocoles de dérivation des mESCs a augmenté I'efficacité
d'obtention de CBA a 25%, une avancée significative pour une lignée de souris « non
permissive » (Buehr and Smith, 2003; Martello and Smith, 2014; Ohtsuka and Niwa, 2015).

Enfin, des cultures sans sérum contenant des inhibiteurs de la GSK3p et la protéine MAPK
(21) ont amélioré de manicre remarquable les conditions de culture pour toutes les lignées de
souris quelques soient leurs origines génétiques (Nichols et al., 2009a; Ying et al., 2008a). Ainsi,
la combinaison de 2i avec le LIF (2iLIF) est plus appropriée que 2i seul (Kiyonari et al., 2010;
Ohtsuka and Niwa, 2015).
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1.1.3 Les ESCs dans le modéle humain (hESCs)

En 1998, les premicres lignées de cellules souches humaines (hESCs) ont été établies par
I'équipe de Thomson qui a réussit a isoler, a multiplier et a maintenir en culture a 1'état
indifférencié ces cellules (Thomson et al., 1998). L’établissement des hESCs a été relativement
tardif par rapport aux mESCs. Ceci peut s’expliquer notamment par le fait que 1’auto-
renouvellement des hESCs et des mESCs dépend de facteurs différents. Les hESCs sont établies

e et 7° jour

a partir d’embryons surnuméraires au stade post-implantatoire de blastocyste (5
apres la fécondation) suite a des tentatives de fécondation in vitro (FIV) pour des couples stériles.
Elles sont caractérisées, comme les mESCs, par leurs capacités d'auto-renouvellement et de

pluripotence (Fig.6-7).

Caractéristiques des hESCs

Les colonies de hESCs ont une morphologie tres plate et étalée. Les hESCs sont amplifiées
par dissociation mécanique en amas et supportent difficilement la dissociation enzymatique a la
trypsine. Elles possédent une forte activité télomerase et phosphatase alcaline. Les hESCs sont
génétiquement stables et elles peuvent étre cultivées au moins un an sans avoir d’anomalies
génétiques (Amit et al., 2000). La pluripotence des hESCs est évaluée par la présence de
marqueurs tels que les facteurs de transcription OCT4 et NANOG (facteur de transcription
appartenant comme OCT4 au noyau de la pluripotence), les marqueurs de surface comme SSEA3
et SSEA4 (Stage Specific Early Antigen 3 et 4, qui sont des gangliosides), TRA-1-60 et TRA-1-
81 (protéoglycannes) et par leur capacité a se différencier in vitro enformant des EBs. Elles se
différencient également in vivo en formant de tératomes chez la souris (Reubinoff et al., 2000;
Thomson et al., 1998). Dans les hESCs, l'inactivation du chromosome X est un sujet controverse
et dépend souvent des lignées et des conditions de culture (Hall et al., 2008; Shen et al., 2008).

En 2010, Lengner a montré que les hESCs cultivées en condition de faible concentration
d'oxygene [5% O] possédent deux chromosomes X actifs (XaXa). Les limites éthiques imposées
par la manipulation des hESCs empéchent les tests in vivo pour vérifier leur pluripotence par la
capacité de coloniser le blastocyste. C'est alors le test du tératome et 1’apparition de cellules des
trois feuillets germinaux dans les tumeurs qui ont permis d’affirmer la pluripotence des hESCs

(Lengner et al., 2010).
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Culture in vitro des hECSs: maintien de 1'auto-renouvellement

Les premicres lignées hESCs établies par Thomson (H, H7, H9, H13 et H14) ont été
cultivées sur des MEFs et en présence de 20% FBS. Bien qu'encore certains laboratoires utilisent
les composants d'origine animale comme les MEFs et le sérum pour la culture des hESCs, ce
protocole présente des inconvénients et il est incompatible dans 1'optique d'une utilisation en
thérapie cellulaire. Donc, il est nécessaire de s'affranchir de tous risques de contamination liés a
l'utilisation des composants d'origine animale. Dans ce but, plusieurs stratégies ont été
développées: (i) d'une part concernant le support d'attachement nécessaire aux hESCs, les MEFs
ont été remplacés par l'utilisation des cellules nourriciéres d'origine humaine ou par le traitement
des boites de culture avec des composés tels que la laminine, la fibronectine ou plus récemment
un mélange des protéines (Amit et al., 2003, 2004; Pfeiffer et al., 2010; Xu et al., 2001), (ii)
d'autre part le sérum FBS a été remplacé par du sérum d'origine humaine, puis par des milieux
chimiquement définis récemment développés (par exemple, le milieu KOSR : KO-DMEM+20%
de Remplacement Sérum) (Li et al., 2005; Pfeiffer et al., 2010; Richards et al., 2002). Par
ailleurs, certaines substances facilitant la culture des hESCs peuvent étre ajoutées au milieu de
culture, comme le composé Y-27632, inhibiteur de ROCK (pour Rho-associated kinase) pour
inhiber I'apoptose induite lors de la dissociation mécanique et/ou enzymatique (collagénase,
trypsine) de ces cellules (Watanabe et al., 2007).

Contrairement aux mESCs, le maintien des hESCs a 1’état indifférencié est indépendant des
facteurs LIF et BMP4/SMADI,5,8. Ce sont les voies ACTIVINE/NODAL et FGF2 (Fibroblast
Growth Factor) qui permettent le maintien pluripotent des hESCs (Humphrey et al., 2004; Xu et
al., 2002). Le BMP4 induit la différenciation des hESCs en cellules du trophectoderme et son
inhibition par l'utilisation de Noggin (son antagoniste) et la Dorsomorphine (un inhibiteur
pharmacologique de BMP4) bloque la différenciation des hESCs (Gonzalez ef al., 2011; Xu et
al., 2002).

De plus, il a été montré que les dimeres actifs de STAT3 dans le noyau des hESCs n’ont
pas d’effet sur la pluripotence (Dahéron et al., 2004). Aussi, I'auto-renouvellement des hESCs
est maintenu par l'activation de la voie WNT/B-Caténine par l'inhibition pharmacologique de la
GSK3p (Sato et al., 2004). Cependant, l'activation de la voie WNT seule n'est pas suffisante pour

maintenir les hESCs a 1'état indifférencié (James et al., 2005).
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1.1.4 Les Cellules Souches Epiblastiques dans le modéle murin (mEpiSCs)

Depuis 1'établissement des premiers ESCs en 1981, un autre type de cellules a pu étre
stabilisé¢ en culture, appelé Epiblast Stem Cells ou EpiSCs. Les mEpiSCs ont été établies la
premiere fois en 2007 par deux équipes (Brons et al., 2007; Tesar et al., 2007). Elles ont été
dérivées a partir de 1'épiblaste post-implantatoire (ES5,5-E7) (Fig.7) chez différentes lignées de
souris, ou a partir des ESCs in vitro (Guo et al., 2009).

Caractéristiques des mEpiSCs

Les mEpiSCs partagent plusieurs caractéristiques avec les hESCs ce qui a rendu leur étude
essentielle pour mieux comprendre le modéle humain. Ces cellules se multiplient en formant des
colonies ayant la méme morphologie que les hESCs, elles sont plates et plus étalées que celles
issues des mESCs. Elles ne supportent pas la dissociation enzymatique par la trypsine, comme les
hESCs, et nécessitent un repiquage manuel pour leur expansion clonale ce qui rend leur taux de
clonogénicité faible (Tesar ef al., 2007).

Des analyses de transcriptome ont montré que les mEpiSCs étaient plus proches de leur
tissu original, 1’épiblaste, que de I'lCM dont sont issues les mESCs. Bien que les mEpiSCs
expriment les génes de pluripotence Nanog, Oct4 (seule la partie proximale de l'enhancer PE
d'OCT4 est actif) et Sox2, a un niveau comparable aux mESCs, elles n'expriment pas d'autres
marqueurs comme Rex! (Zfp42), Daxl (Nrb0l), Pecam, Gbx2 ou Tbhx3. Elles expriment
davantage les marqueurs d'épiblaste comme Fgf5 et Nodal mais également certains genes de
différenciation précoce a un niveau plus élevé que dans les mESCs comme Otx2, Eomes, Foxa2,
Brachyury (T), Gata6, SoxI17 et Cerl (Brons et al., 2007; Rossant, 2008; Tesar et al., 2007,
Yeom et al., 1996).

La pluripotence des mEpiSCs a ét¢ démontrée par leur capacité de se différencier en trois
feuillets embryonnaires, in vitro par la formation de corps embryoides (EBs) et in vivo par la
formation de tératomes. En revanche, elles sont incapables de coloniser la masse interne des
blastocystes et donc de participer a la formation des chimeres (Brons ef al., 2007; Tesar et al.,
2007). Cette incapacité pourrait s'expliquer par I’origine plus tardive des mEpiSCs au cours du
développement, le stade post-implantatoire. Récemment, ils a ét¢ montré que les mEpiSCs
surexprimant la E-Cadhérine contribuent a des chimeres lors de leur injection dans le blastocyste

d'une souris, mais les mécanismes restent inconnus, et aucune contribution de ces cellules a la
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lignée germinale n’a été observée (Ohtsuka et al., 2012). De plus, des mEpiSCs injectés dans
I'embryon a E7.5 s’incorporent dans 1'hote et contribuent aux tissus chimériques (Huang et al.,
2012).

Contrairement aux mESCs, les mEpiSCs ne présentent pas les deux chromosomes X actifs
dans la lignée femelle (XaXi) (Huang et al, 2012). L’¢tablissement des mEpiSCs a partir
d’embryons de souris au stade post-implantatoire et leur ressemblance avec les hESCs ont fait
naitre 1’hypothése que les hESCs seraient en réalit¢ issues de I’épiblaste. Cette différence
temporelle expliquerait les nombreuses divergences observées entre les ESCs murines et

humaines.

Culture in vitro des mEpiSCs: maintien de 1'auto-renouvellement

Comme les hESCs, la dérivation des mEpiSCs dépend de la voie ACTIVINE/NODAL et
du facteur de croissance FGF2, mais pas du LIF ni de BMP4 contrairement aux mESCs. Elles
peuvent étre stabilisées soit sur la fibronectine, dans un milieu chimiquement défini supplémenté
avec du FGF2 et de 'ACTIVINE A (Brons et al., 2007), soit sur les MEFs dans un milieu
contenant un cocktail de facteurs sériques de remplacement (KO-SR) supplémenté avec du FGF2
(Tesar et al., 2007). L'inhibition pharmacologique de la voie LIF (JI: Inhibiteur de JAK qui
abroge la phosphorylation du STAT3 au Y705 en réponse au LIF) n'induit aucune modification
du phénotype, alors qu'une inhibition de la voie ACTIVINE A induit la différenciation des
mEpiSCs (Brons ef al., 2007; Tesar et al., 2007).

1.1.5 Les Cellules Souches embryonnaires germinales (EGC) et PGCs

Apres la gastrulation, seules les cellules germinales primordiales (PGCs) (Fig.7) conservent
des caractéristiques de pluripotence (méme si elles sont unipotentes au sein de 1’organisme dans
lequel elles sont formées), puisqu'elles sont a I’origine d’un individu entier a la génération
suivante (Matsui et al., 1992). Les cellules EGCs (Embryonic Germ Cells) ont été établies a
partir des PGCs de souris aux stades E8.5 et E12.5 en présence du facteur de cellules souches
(SCF), LIF et bFGF, chez la souris et chez I’lhomme (Guan et al., 2006; Matsui et al., 1992;

Shamblott et al., 1998). A ce stade, les PGCs expriment des marqueurs de pluripotence tels que
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OCT4, NANOG et SOX2 (Leitch et al., 2013; Ying et al., 2008b). Les PGCs in vitro peuvent
donner des ECGs, alors qu’in vivo, elles donnent exclusivement des gametes.

Il est toujours possible d’établir des EGCs, au-dela du stade E12.5, mais avec une
fréquence moindre. Les EGCs semblent hériter des modifications épigénétiques présentes dans
les PGCs dont elles sont issues rendant leur transmission germinale difficile, et la majorité des
chimeres obtenues présentent des anomalies squelettiques typiques de la présence de défauts de
I’empreinte génomique (Labosky et al., 1994). De plus, elles sont pluripotentes et sont
indistinguables des ESCs en dehors de leur origine et dans certains cas, par la perte d'empreintes

génomiques (Leitch and Smith, 2013).

1.2.  Les Cellules souches pluripotentes induites (iPSCs)

Suite aux travaux de transfert nucléaire d'une cellule somatique dans l'ovocyte (NT-ES)
(Briggs and King, 1952; Wilmut et al., 1997), I’'idée est née que le cytoplasme de 1’ovocyte
contient des facteurs permettant de reprogrammer la chromatine de cellules somatiques jusqu'a
atteindre la totipotence (Gurdon and Byrne, 2003). En 2006, Yamanaka et son équipe, ont
cherché a définir quels facteurs étaient nécessaires pour reprogrammer une cellule différenciée.
En testant I'effet de plusieurs cocktails, ils ont déterminé le cocktail minimum suffisant constitué
de 4 facteurs parmi les 24 sélectionnés, au début sur la base de leur role essentiel dans la
régulation de la pluripotence et des modifications épigénétiques. Ainsi, la combinaison des
facteurs Oct4, Sox2, Klf4 et c-Myc (OKSM) est suffisante pour reprogrammer des MEFs murins
et humains en cellules iPSCs (Takahashi and Yamanaka, 2006; Takahashi ef al., 2007). Le
groupe de James Thomson a également généré des lignées d'iPSCs humaines en utilisant une
combinaison différente de facteurs: Oct3/4, Sox2, Nanog et Lin28 (Yu et al., 2007) (Fig.8). Par la
suite, les techniques de reprogrammation ont subi plusieurs modifications dans le but d'atteindre

une meilleure reprogrammation des iPSCs avec une meilleure efficacité.

Les cellules souches pluripotentes induites (induced Pluripotent Stem Cells, iPSCs), sont
issues de cellules adultes de peau, du foie, de l'estomac ou d’autres cellules matures grace a
l'introduction de génes capables de reprogrammer ces cellules pour les transformer en cellules qui

ont toutes les caractéristiques de cellules souches embryonnaires pluripotentes.
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Les iPSCs humaines ouvrent des perspectives prometteuses pour leur utilisation en thérapie
ou comme modele biologique surmontant ainsi les questions éthiques et le manque de tissu, tout

en ¢évitant le risque de rejet en raison de l'incompatibilité immunologique.

Reprogramation génétigue:
Oct3/4, Sox2, Kif¥f, c-Myc (OKSNM) (Takahashi et Yamanaka. 2006.2007)
Oct3/4, Sox2, Nanog, LinZ28 (OSNL)(Yuetal.,L2007)
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Figure 8: Etablissement de lignées de cellules iPSCs.

2. Les différents états de pluripotence

L’état fondamental (nommé encore état « ground ») est défini comme 1’état dans lequel les
cellules sont indépendantes de toute spécification développementale ou de restriction
épigénétique et ont la capacité de s'auto-renouveler de maniére complétement autonome. L'état
fondamental existerait naturellement dans le développement embryonnaire des mammiferes et
serait représenté par les cellules de 1'épiblaste précoce, mais il peut également étre stabilisé en
culture dans certaines conditions. Depuis longtemps, la pluripotence a été caractérisée et définie
par les mESCs qui représentent le « Gold Standard » des cellules souches pluripotentes.

Cependant, 1'obtention plus récente des EpiSCs a permis de définir un autre état de pluripotence,
47



différant tant au niveau moléculaire que fonctionnel. On parle aujourd'hui de 3 états: 1'état
« ground » pour représenter les cellules de la masse cellulaire interne (ICM) du blastocyste,
« I'état naif » représenté par les mESCs et 1'état amorcé (ou primed) représenté par les EpiSCs et

les hESCs.

2.1. Etat fondamental ou état ground de la pluripotence

Les mESCs secrétent le facteur FGF4 de maniére autocrine (Ma et al., 1992) mais il n'est
pas requis pour le maintien de l'auto-renouvellement (Burdon et al, 1999). Au contraire,
l'inhibition pharmacologique du récepteur au FGF4, ou l'inactivation du géne Fgf4 (mESCs Fgf4
. 7), rend les mESCs moins sensibles aux signaux de différenciation (Kunath et al., 2007). De plus,
les mESCs Erk2” sont réfractaires 4 la différenciation in vitro en neuroectoderme et mésoderme
(Kunath et al., 2007). Les auteurs concluent que la voie FGF4/ERK1/2 permet d'induire le
passage des mESCs a 1'état d'engagement, état nécessaire dans l'embryon pour initier les
programmes de différenciation permettant le développement (Kunath et al., 2007; Stavridis et al.,
2007). A l'inverse, 1'inhibition de la voie FGF/ERK permet le maintien des mESCs dans un état
proche de 1'état « ground » de pluripotence.

L’inhibition des voies de signalisation MEK/ERK et glycogeéne synthéase kinase-3[3
(GSK3p) par l'utilisation d'un mélange de trois inhibiteurs (3i: PD184353, PD173074/SU5402 et
CHIR99021 respectivement) combinée avec l'activation de STAT3 parle LIF (3i/LIF), est
suffisant pour promouvoir I'état « ground » de pluripotence des ESCs provenantes de souris et de
rats (Buehr et al., 2008; Coronado ef al., 2013; Li et al., 2008; Ying et al., 2008a).

En résumant, 1'état « ground » peut étre obtenu in vitro, en cultivant les mESCs en présence
de 31/LIF et 2i/LIF en présence de sérum (Fig.9) :
3V/LIF = FGFi (SU5402) + MEKi (PD184352) + GSK3fi (CHIR99021) + LIF
2i/LIF = MEKi (PD184352) + GSK3i (CHIR99021) + LIF
Aussi, les deux conditions, 3i/LIF et 2i/LIF, ont été appliquées avec succes pour la dérivation
efficace de lignées mESCs compétentes pour coloniser la lignée germinale (50-70%) a partir de
cellules souches non-permissives comme NOD, CBA et DBA (Hanna et al., 2009; Nichols et al.,
2009a; Reinholdt et al., 2012; Silva et al., 2008).

De plus, 'utilisation d’un milieu chimiquement défini (sans sérum), N2B27, (Ying and
Smith, 2003; Ying et al, 2003a) supplémenté d'inhibiteurs chimiques spécifiques est aussi

approprié pour la culture des cellules dans 1’état « ground » :
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3i/N2B27 = FGFi (SU5402) + MEKi (PD184352) + GSK3pi (CHIR99021) + N2B27
2i/ N2B27 = MEKi (PD184352) + GSK3pi (CHIR99021) + N2B27

Les cellules cultivées en milieu 2i/31 posseédent toutes les caractéristiques de cellules naives
et sont capables de produire des chimeres et de coloniser la lignée germinale. Les cellules sont
maintenues en culture sans cellules nourriciéres, sans sérum et sans LIF. De plus, ces travaux
révélent que les cellules Star3” peuvent étre cultivées dans ces conditions (Ying et al., 2008b).
Ceci semble montrer que les cellules sont indépendantes de tous signaux extérieurs et qu'elles
possedent un programme d'auto-renouvellement autonome. De méme, ils concluent que, dans le

milieu 2i/31, les cellules s'auto-renouvellent a I'état « ground » de la pluripotence.
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Figure 9: Schéma simplifi¢é de diverses cascades de signalisation qui renforcent ou
antagonisent I’état « ground » de Pluripotence (milieu 2i+LIF): BMP4 est présent dans le
sérum et fonctionne via les protéines SMADs pour activer les génes /d. La signalisation LIF
affecte de nombreuses voies mais agit principalement par la phosphorylation médiée par
JAK/STAT3, qui active Tcfp2ll et Kif4. La voie canonique Wnt bloque des signalisations
conduisant a l'activité de GSK3p et a la stabilisation de la B-caténine, qui a son tour abroge la
répression de genes de pluripotence dont Esrrp médiée par TCF3. L’inhibiteur CHIRON imite
étroitement la signalisation Wnt en inhibant la GSK3p. La signalisation FGF active la voie
MAPK menant a la phosphorylation de la MEK, qui a son tour phosphoryle et active ERK.
ERK activé favorise la transition vers 1’état « primed », qui est donc bloqué par I’inhibiteur de
MEK, le PD03. Les Fléches pleines indiquent une activation, les barres montrent I'inhibition ou
le blocage de l'activité cible, la ligne solide implique une cible directe ou une cible connue en
aval, et la ligne pointillée indique un effet indirect ou présumé. Photo issue de Hackett and
Surani, 2014.
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2.2.  Etat naif de la pluripotence

2.2.1 Origine et établissement de 1'état naif de la pluripotence

Le développement embryonnaire est une progression dynamique et 1'auto-renouvellement
n'apparait pas rapidement dans l'embryon précoce de mammiferes. Cela souléve la question: que

sont exactement les cellules ES?

La capacité des ESCs a coloniser un blastocyste renforce 1'idée que les modifications subies
dans la culture doivent étre réversibles et que les ESCs sont fonctionnellement équivalentes aux
cellules de 1'embryon précoce (état « ground »). En 1997, il avait ét¢ montré que l'efficacité de
dérivation des lignées mESCs était fortement augmentée si on utilisait 1'épiblaste du blastocyste
péri-implantatoire (E4.5) au lieu de I'lCM du blastocyste a E3.5 (Brook and Gardner, 1997).
L'efficacité observée avec 1'épiblaste E4.5 peut atteindre 100% ce qui permet de penser que
I'épiblaste de 1'embryon E4.5 est le véritable tissu fondateur des mESCs. Alors que les cellules de
I'ICM (E3.5) peuvent donner naissance a des cellules ESCs dans le milieu sérum+LIF et trés
facilement dans 2i+LIF (Nichols et al., 2009a, 2009b). Les cellules ES ressemblent a I'épiblaste
naive a E4.5 (aussi appelé ectoderme primitif, PrE) (Brook and Gardner, 1997; Nichols and
Smith, 2011, 2012). L'analyse de signatures moléculaires des cellules confirme cette hypothese. 11
a été montré que seul un petit nombre de cellules participe a 1'établissement d'une lignée (Buehr
et al.,2003).

Il a été suggéré que les cellules embryonnaires peuvent subir une reprogrammation
transcriptionelle et/ou épigénétique pour acquérir I'auto-renouvellement (Tang et al., 2010). Tang
et son groupe ont analysé¢ le transcriptome des cellules de I'lCM a E3.5 et de I'épiblaste a E4.5 par
la technique "Single-Cell RNA seq", puis ils ont comparé¢ les données obtenues avec celles de
mESCs en culture (Tang et al., 2010). Ils ont montré que, lors de la dérivation en milieu
FBS/LIF, des changements importants s'opéraient et que les cellules suivaient un programme
commun. Les génes [fitm3, Blimpl, Prdml4 et Vasa, dont DI’expression est associée a
I'engagement précoce dans le lignage germinal, étaient fortement activés durant les premicres
phases de la dérivation. Ils ont proposé 1'idée de I'existence d'une transition simple et directe entre
les cellules de I'ICM et les mESCs in vitro en passant par un état transitoire ressemblant a celui

des PGCs avant de se stabiliser en cellules mESCs (Tang et al., 2010). Leurs résultats indiquent
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que la majorité des cellules de I'lCM passerait par un état transitoire "PGCs-like" avant de
devenir des mESCs.

En résumé, les cellules de 1'épiblaste précoce (ou épiblaste naive a E4.5 de blastocyste
tardif) seraient a 'origine des mESCs dont la stabilisation en culture passe par un état transitoire

"PGCs-like".

2.2.2  Etat naif de la pluripotence, un état métastable et hétérogéne

L'état naif de pluripotence est celui des mESCs dérivées de 1'épiblaste précoce du stade pré-
implantatoire de blastocyste, qui s'auto-renouvellent dans des conditions standard de culture
(FBS/BMP4 + LIF) (Ying et al., 2003a). Bien que la culture des mESCs semble homogene,
différentes analyses ont mis en évidence une « hétérogénéité cellulaire » aussi bien au niveau
ARN que protéique (Garter 2008; Toyooka et al., 2008). De plus, des analyses plus récentes
effectuées avec les techniques d’analyses transcriptomiques de cellules isolées « Single-Cell
analysis » (Herberg et al., 2014; Xu et al., 2014), ont montré qu'il existe différentes sous
populations de cellules caractérisées par l'expression de marqueurs comme Rex! (Zfp42) (Garter
2008; Toyooka et al., 2008), Stella (Dapp3) (Garter 2008; Hayashi et al., 2008), Pecam (platelet
endothelial Cell adhesion molecule-1) (Furusawa et al., 2004; Garter 2008), Zscan4 (marqueur
des mESCs pluripotentes jouant un role clé dans la stabilit¢ du génome dans les cellules ES en
régulant 1’allongement des téloméres) (Falco ef al., 2007; Garter 2008; Zalzman et al., 2010) et
Nanog (Chambers et al., 2007; Herberg et al., 2014; Singh et al., 2007). Par contre, I'expression
d'Oct4 est stable et homogene dans toutes ces analyses.

Il ressort de ces travaux qu’il existe des sous-populations positives et négatives pour ces
marqueurs qui seraient fonctionnellement différentes. Cependant, I'état de ces sous-populations
n'est pas stable et définitif. Au contraire, les cellules fluctuent spontanément d'un état a l'autre.
Ceci a engendré les notions de métastabilité (Silva and Smith, 2008) ou équilibre dynamique de
1'état naif (Hayashi ef al., 2008) (Fig.10). Quelques exemples de fonctionnalités différentes de ces

sous-populations sont donnés ci-dessous :

- Rex1: les mESCs Oct4'/Rex1" expriment les facteurs de transcription de la pluripotence naive a
des niveaux 5 a 10 fois plus élevés que les cellules Oct4 /Rex]” qui expriment certains marqueurs

de différenciation précoce comme Fgf3, Sox17 et T (Brachyury) (Toyooka et al., 2008). De plus,

high

seules les cellules Rex!” (ou RexI™") ont la capacité de former des embryons chiméres (état
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] low

« ground »), alors que les cellules Rex/™ (ou RexI™") sont plus proches de I'engagement vers la

différenciation (Herberg ef al., 2014).

- Stella: le profil de méthylation ainsi que la capacité de différenciation des cellules Stella” et
Stella” sont différents (Hayashi et al., 2008). Les cellules Stella” portent moins de marques
épigénétiques activatrices (H3K9Ac, H3K4me3) sur les génes de pluripotence. De plus, la sous-
population Stella” se différencie plus facilement et plus rapidement in vitro que les cellules

Stella". Elles pourraient donc étre plus sensibles aux signaux de différenciation.

- Pecaml: Les cellules Pecaml” colonisent plus efficacement I'embryon que les cellules Pecami”

(Furusawa et al., 2004).

-Zscan4: Seulement 5% des cellules expriment le géne Zscan4 (Zalzman et al., 2010). Les
mESCs Zscan4 ont une élongation de téloméres plus rapide et présentent une capacité accrue de

produire des chimeéres apres injection dans le blastocyste (Amano et al., 2013).

- Nanog: l'expression de Nanog fluctue au cours de temps formant deux sous-populations de
mESCs, Nanog"®" (ou Nanog™) et Nanog"” (ou Nanog’) (Chambers et al., 2007; Herberg et al.,
2014; Singh et al., 2007). Comme dans l'embryon précoce, les mESCs Nanog'® expriment plus
fortement des marqueurs d'endoderme primitive PrE comme Gata6 (Singh et al., 2007) et ont une
sensibilit¢ accrue aux signaux de différenciation en comparaison aux cellules Nanoghigh
(Chambers et al., 2007; Herberg et al., 2014; Singh et al., 2007). De plus, lors de retrait du LIF,
la population Nanog™" se différencie préférentiellement en PrE, ce qui s'explique par le fait que
Nanog réprime directement l'expression de Gata6 (Singh et al., 2007). On peut conclure que le

niveau d'expression de Nanog influence la stabilit¢ des mESCs, et que les mESCs ayant une

expression de Nanog élevée se trouveraient donc dans un état « ground » de pluripotence.

De maniére générale, les cellules négatives pour les marqueurs décrits ci-dessus présentent
un statut comme celui observé a 1'état d'engagement dont 1'expression des geénes de pluripotence
est plus faible et I'expression des marqueurs de différenciation précoce est fort. L'état
d'engagement est connu comme un état spontanément réversible. Alors que les cellules positives
pour ces marqueurs sont moins sensibles aux signaux extracellulaires et sont donc plus proches

de I'état « ground » de pluripotence.
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Figure 10: L'état naif de pluripotence est un état métastable et hétérogéne. Schéma
représentatif de I’hétérogénéité des mESCs en milieu contenant de LIF+BMP4 ou elles
fluctuent spontanément d’un état a un autre. Les cellules positives sont plus proches de I’état
« ground », alors que les cellules négatives sont plus proches de 1’état « primed ». Ces deux
états sont caractérisés par 1’expression différenticlle de certains marqueurs de pluripotence
ainsi que par leur capacité a coloniser I’embryon.

L’¢tude du cycle cellulaire des cellules dans les différents états a permis de montrer que les
mESCs dans 1'état naif proliférent rapidement avec une phase G1 de moins de 2h (Savatier et al.,
1994). Cette courte durée est associée a un mécanisme unique de régulation du cycle cellulaire,
qui est mis en évidence par I'absence de MAPK, de la cycline D, et du contrdle pRB (Jirmanova
et al., 2002; Savatier et al., 1996; White and Dalton, 2005), par 1'absence d'une voie p53-p21
fonctionnelle en réponse a la 1ésion d'ADN (Aladjem et al., 1998), par la transcription active de
genes cibles E2f, et une forte activité¢ de la cycline E-CDK2 et cycline complexe A-CDK2 a
travers le cycle cellulaire (Stead ef al., 2002; White and Dalton, 2005). Lors de la différenciation,
la longueur des phases du cycle cellulaire change de fagon drastique. La phase G1 est rallongée
avec mise en place des points de contrdle, pS3 et RB-dépendants. Une phase G1 courte permet
une prolifération rapide et un échappement aux signaux de différenciation auxquelles les cellules

restent sourdes tant que la transition G1/S est rapide (Burdon ef al., 2002; Kapinas et al., 2013).
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Le systtme FUCCI (Sakaue-Sawano et al., 2008) permet de taguer les cellules en phase
G1 ou en G2/M a I’aide de protéines fluorescentes vertes ou rouges (connues pour étre dégradées
dans chacune des phases du cycle). En utilisant ce systéme, le groupe de P. Savatier a identifi¢
précisément les sous-populations de cellules en condition de pluripotence ou de différenciation
précoce. En présence de LIF, 10,4% des cellules sont dans la phase G1 précoce, 9,4% progressent
vers la transition G1/S et 74,8% sont en phase S (Coronado et al., 2013). La fonction du LIF est
d'accélérer la transition a travers la phase G1 et ainsi de protéger les cellules ES des signaux de
différenciation indésirables. Le résultat du retrait de LIF est I'augmentation de cette fenétre de
temps en G1 comme une opportunité pour les signaux de différenciation de jouer un role sur les

cellules. Le mécanisme moléculaire de cette nouvelle fonction du LIF reste a explorer.

2.2.3  Plasticité et hétérogénéité de 1'état naif

Les lignées de mESCs ¢tablies dans I'état naif fluctuent entre 1'état ground et I'état
d'engagement en fonction des conditions de culture (LIF+ sérum ou LIF+ 2i ou 3i). Autrement
dit, elles fluctuent entre différents états plus ou moins avancés, proches des stades de 1'épiblaste
pré-implantatoire. Cette fluctuation détermine un état de plasticité cellulaire avec des points de
non retour. C'est cette plasticité que nous avons souhaité étudier de maniere détaillée dans

ce travail de theése.

La durée de dissolution de I'état naif de pluripotence est de moins de 24h dans le stade pré-
implantatoire de I'embryon de souris permettant, par la suite, la mise en place de 1'état « d'egg-
cylinder » puis la spécification des cellules germinales et la gastrulation. La vitesse et 1'efficacité
de cette transition suggere un programme moléculaire déterminant. Cependant, les mESCs
passent a 1'état plus engagé de la différenciation, ou état primed, associé¢ a des fluctuations dans
I'expression de Nanog et d'autres facteurs de transcription (Kalmar et al., 2009; MacArthur and
Lemischka, 2013). Cette idée a été initialement émise a partir des observations de cellules
cultivées dans du milieu en présence de sérum+LIF (Fig.11A) dans lequel les cellules présentent
une expression mosaique de Nanog et d'autres facteurs de transcription (Chambers et al., 2007;
Niwa et al., 2009; Wray et al., 2010; Xu et al., 2014). Ces observations conduisent a I'idée que,
dans I'état naif, les différentes sous-populations de cellules correspondraient a différents stades du

développement embryonnaire.
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Une ¢étude de "Single-cell profiling" de 1'expression de 96 marqueurs de pluripotence et de
lignage a montré que les cellules cultivées en 2i/LIF sont moins hétérogénes que celles cultivées
en sérum/LIF (MacArthur and Lemischka, 2013; Xu et al, 2014). De plus, la signature
moléculaire des mESCs en 2i/LIF est stable et plus proche de celle des cellules de 'épiblaste E4.5
que de celles des cellules de I'ICM avec une quasi absence d’expression des marqueurs de
lignage (Dunn et al., 2014; Faddah et al., 2013; Filipczyk et al., 2013; Marks et al., 2012; Wray
et al., 2010) (voir aussi la Fig.1A).

Les ESCs en 2i (Fig.11B) ne présentent aucun retard appréciable dans la différenciation in vitro
ou in vivo, ce qui suggere que l'hétérogénéité dynamique observée dans le sérum n'est pas
intrinséque a 1'identité ou a la potentialité des ESCs. Suite au retrait de 21 du milieu de culture, les
mESCs semblent subir une progression unidirectionnelle du développement, ce qui est cohérent
avec le comportement des cellules au stade d'épiblaste péri-implantatoire de 1'embryon (Marks

and Stunnenberg, 2014; Marks et al., 2012).

La transition des mESCs vers 1'état d'engagement ou primed n'exige pas des inducteurs
exogenes, mais a noter qu'elles expriment FGF4 et régulent positivement NODAL. La perte des
ESCs de leurs caracteristiques n'est pas un événement instantané. Cependant, jusqu'a 24h, toutes
les cellules s'auto-renouvellent avec la méme efficacité observée au temps zéro lors la
restauration de la formation des colonies avec 2i +LIF, méme s'il y a une repression importante
des facteurs de pluripotence pendant ce temps. Une période de retrait plus prolongée entre 24h et
72h réduit progressivement la capacité de 1'auto-renouvellement (Betschinger ef al., 2013; Boeuf
et al., 2001; Duval et al., 2000). Ainsi, la phase précoce de sortie de I'état naif est réversible
jusqu'a ce que les cellules atteignent un point ou leur identité est éteinte en permanence (Boeuf et
al., 2001; Kalkan and Smith, 2014; Mathieu et al., 2012) (Fig.12). Cependant, les cellules
atteignent le point de transition a différents moments apres le retrait de 2i.

La signalisation LIF joue un role clé dans la réversibilit¢ des mESCs, les cellules de la
phase réversible tardive répondent mal a 2i seul, alors que 2i+LIF a la capacité¢ de rétablir
completement I'état ground de la pluripotence (Yang et al,, 2010a). Les geénes cibles de
LIF/STATS3 tels que Tfcp2l1 et Kif4 sont des médiateurs plausibles dans ce contexte parce que les
deux ont des activités puissantes de réversion (Guo et al., 2009; Martello et al., 2012; Ye et al.,

2013).
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Figure 11: Voies de signalisation activées en (A) sérum/LIF+BMP4 ou (B) en 2i. Photo
adaptée de Marks and Stunnenberg et de Hackett and Surani, 2014.
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Figure 12: Progression de 1'état naif des ESCs a I’état d’engagement en
différenciation. La phase initiale est réversible jusqu'a ce que les facteurs de 1'état naif
soient entierement dissipés (représentés en bleu clair). Les cellules atteignent alors un point
de transition caractérisé par l'absence de facteurs naifs ou marqueurs de lignage avec une
présence continue d’Oct4 et Sox2. Les cellules de la phase de transition surexpriment les
marqueurs de lignage (représentés en rouge clair) en réponse a des signaux externes (FGF,
Nodal, Wnt) et passent a I'état primed. Les cellules primed pluripotentes quittent finalement
I'état pluripotent et entrent définitivement dans les voies de lignage. Les progéniteurs
neuroectodermales (Sox2 et Brn2 positif) et mesendodermales (Oct4 et Sox17 positif) sont
représentés. Photo issue de Martello and Smith, 2014.

2.3. Etat engagé ou primed de la pluripotence

Lors de I'établissement des hESCs en 1998, clles étaient présentées comme 1'équivalent des

mESCs puisqu'elles étaient dérivées a partir du méme stade embryonnaire (Thomson et al.,

1998). Cependant, de nombreuses études ont souligné 1'existence de différences tant moléculaires

que fonctionnelles entre les mESCs et les hESCs que l'on attribuait alors a des différences
d'espéces (Dahéron et al., 2004; Gerami-Naini et al., 2004). L'établissement des EpiSCs chez la
souris a permis de définir un nouvel état de pluripotence et de classer les cellules souches

pluripotentes en trois groupes ground, naif et primed. Ce dernier comprend les ESCs/iPSCs
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obtenues chez toutes les espéces, a I'exception des ESCs de souris sauf si elles sont cultivées dans

le milieu 2i/LIF.

Les EpiSCs de souris représentent I'état primed de la pluripotence, sur la base de
I'expression de marqueurs spécifiques de lignage et sur leur prédisposition pour la différenciation
(Kojima et al., 2014; Tsakiridis et al., 2014). Elles sont établies a partir de 1'épiblaste post-
implantatoire au stade egg-cylinder (E5.5-E6.5) (Brons et al., 2007; Tesar et al., 2007). Une
analyse globale transcriptomique a montré que les EpiSCs sont plus proches de 1'épiblaste tardif
(ES.5) dont elles dérivent, que de 1'lCM du blastocyste (Brons et al., 2007; Tesar et al., 2007).
Mais il est possible de fabriquer des lignées EpiSCs a partir de 1'lCM d'embryons pré-
implantatoires (E3.5) (Najm et al., 2011). Pour cela, les chercheurs ont utilis¢ un milieu de
culture a base de KOSR (15%) et de FBS (5%) et ont effectué¢ leur dérivation sur les MEFs sans
facteur de croissance ajouté. Ils ont observé une formation de deux types de colonies, plates et en
dome. Les colonies en domes cultivées dans un milieu de culture favorable pour atteindre 1'état
naive de la pluripotence forment des lignées de cellules mESCs. Alors que les colonies plates
produisent des lignées dont les caractéristiques moléculaires sont semblables a celles des cellules
EpiSCs dérivées a partir de 1'épiblaste post-implantatoire (Najm et al., 2011). Ces travaux
montrent que les conditions de culture sont essentielles pour stabiliser les cellules de I'ICM a

1'état naif ou primed.

24. Caractérisation intrinseque des états naifs et primed de la pluripotence

Les facteurs de pluripotence sont définis comme des produits de génes qui directement et
spécifiquement soutiennent le maintien de l'identité¢ de la cellule ES. De ce point de vue, des
genes qui remplissent des fonctions générales dans les processus de base, comme le métabolisme,
le cycle cellulaire ou la transcription, ne sont pas admissibles en tant que facteurs de pluripotence,
méme s’ils peuvent €tre essentiels pour la propagationde cellules ES. Les facteurs de pluripotence
sont considérés comme un groupe restreint qui en combinaison, définissent et décident de I'état
de la cellule ES, alors que des « house keeping » génes fournissent les moyens par lesquels 1'état

se propage.
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2.4.1 Le noyau de la pluripotence

Le noyau de la pluripotence commun a toutes les cellules souches pluripotentes et qui
permet de maintenir ces derniéres en auto-renouvellement et d'assurer leur pluripotence est
constitué des génes Oct4, Sox2 et Nanog. lls représentent le cceur de régulation du réseau de

pluripotence et sont exprimés par toutes les cellules pluripotentes connues a I'heure actuelle.

OCT4 (Octamer-binding transcription factor 4), aussi connu comme OCT3 ou POUSF1 (POU
domain class 5 transcription factor 1) est le géne codant pour un facteur de transcription a
homéodomaine de la famille POU (Pit, Oct et Unc) et représente le facteur central du noyau de
pluripotence. C’est le premier facteur de transcription identifié et caractérisé en tant que
régulateur de la pluripotence (Okamoto et al., 1990; Scholer et al., 1991; Zeineddine et al.,
2014). OCT4 est exprimé dans des ovocytes et des embryons précoces jusqu'aux stades précoces
des somites et il est maintenu par la suite exclusivement dans les cellules de lignées germinales.
En absence d'OCT4, les cellules de I'lCM se spécialisent normalement, mais perdre leur identité
et se différencient en trophectoderme (Nichols er al, 1998). Oct4 a été le premier gene
« rhéostat » identifi¢ dont le taux d’expression régule le devenir des cellules : une réduction de
moiti¢ du niveau d'expression du gene Oct4 induit une perte de la pluripotence et une
différenciation des mESCs en trophectoderme. A l'inverse, une augmentation de seulement deux
fois du niveau d'expression d'Oc#4 induit une différenciation en endoderme primitif et mésoderme
(Niwa et al., 2000). Ces études ont de plus montré qu’OCT4 joue un double role dans l'auto-
renouvellement et la différenciation et que son niveau d’expression doit étre étroitement régulé
pour maintenir la pluripotence (Karwacki-Neisius et al., 2013; Radzisheuskaya et al., 2013).

Les ¢tudes de Karwacki-Neisius ont montré que I'effet dose de l'expression d'OCT4 agit aussi sur
I'hétérogénéité d’expression de Nanog (Karwacki-Neisius et al., 2013). Plusieurs lignées d’ESC

Oct4*" ont un profil d'expression unimodale de Nanoghigh

et manquent de cellules indifférenciées
Nanog”. Cet effet d'OCT4 sur Nanog est en accord avec le fait qu’'OCT4 se lie 4 un site
octamere consensus centré, -176 pb en amont du site d'initiation de la transcription de Nanog
(Chambers et al., 2003; Loh et al., 2006) pour le réguler positivement (Kuroda et al., 2005;
Rodda et al., 2005). Ainsi, 1'hétérogénéité de Nanog induite par OCT4 peut étre bloquée par un

traitement avec des inhibiteurs de FGFR, MEK, ou GSK3.
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ii.

1il.

Le facteur de transcription SOX2 [SRY-related HMG-box (High Mobility Group) gene 2] est
¢galement essentiel pour l'auto-renouvellement des ESCs. L'inactivation de SOX2 dans les ESCs
a pour résultat la formation de trophoblaste, il phénocopie la suppression d'OCT4 (Masui et
al.2007). SOX2 est un partenaire d'OCT4 (Ambrosetti et al., 1997): il interagit physiquement
avec la protéine OCT4 (van den Berg et al., 2010; Pardo et al., 2010), se lie a ' ADN avec OCT4
aux niveaux des ¢léments Oct/Sox (Chen et al., 2008) et régule positivement la transcription
d'Oct4 (Masui et al., 2007). Cependant, Sox2 est beaucoup plus largement exprimé qu’Oct4 et il
est nécessaire a la mise en place des cellules de I'lCM (Avilion et al., 2003). Le KO de Sox2 n'est
1étal pour lI'embryon qu'apres le stade post-implantatoire car les mRNAs maternels compensent
provisoirement I'absence de son expression zygotique (Avilion et al., 2003). Lors de la dérivation
de I'ICM d'embryon Sox2™”, les cellules obtenues se différencient spontanément en cellules
géantes du trophectoderme (Avilion ef al., 2003; Masui et al., 2007). En plus de 1'épiblaste pré- et
post-implantatoire, SOX2 est exprimée dans le trophectoderme (Keramari et al., 2010) et plus
tard, dans toutes les cellules neurectodermiques et endodermiques ainsi que dans divers tissus
épithéliaux. La surexpression de SOX2 prédispose a la différenciation des cellules ES, ce qui
suggere que, comme OCT4, les niveaux d'expression SOX2 devraient étre contrdlés pour le

maintien d'auto-renouvellement (Kopp et al., 2008).

L'autre cible coregulée identifiée plus tard est le géne codant pour NANOG. Nanog est un facteur
de transcription a homéodomaine. L'expression de NANOG in vivo est limitée dans 1'ICM, a 1'état
naif de la pluripotence, par rapport a OCT4 et SOX2 (Silva et al., 2009) ; il est a nouveau
exprimé exclusivement a I'état de « I'egg-cylinder » juste avant et pendant la gastrulation et il est
présent dans les PGCs.

Il permet la spécification des cellules en épiblaste (Chambers ef al, 2003). En effet, dans
I'embryon de souris Nanog’/ ", toutes les cellules de I'lCM forment du PrE exprimant Gata4/6, au
détriment de I'épiblaste (Mitsui et al., 2003). La surexpression de Nanog dans les ESCs leur
confeére la capacité d'auto-renouvellement & une densit¢ clonale méme en l'absence de LIF
(Chambers et al., 2003). La perte de Nanog déstabilise les cellules pluripotentes a la fois in vitro
et in vivo déterminé par la diminution de la capacité¢ de formation des colonies par des cellules
Nanog’/ "ESCs (Chambers et al., 2007) et par 'échec des embryons Nanog’/ “de générer 1'épiblaste
(Mitsui et al., 2003; Silva et al., 2009).

Néanmoins, les cellules Nanog” ESCs peuvent conserver leur pluripotence en présence de 2i/LIF.

NANOG n'est pas une cible directement activée par STAT3 et il semble agir en parallele avec le
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LIF. Cette idée est renforcée par le fait que NANOG partage de nombreuses cibles communes

avec STATS3, l'effecteur principal de la voie LIF (Bourillot et al., 2009).

En résumé, les facteurs OCT4, SOX2 et NANOG s'auto-activent et s'activent
mutuellement formant une boucle de rétrocontrole positive qui régule 1'auto-renouvellement et
permet le maintien de la pluripotence dans l'embryon, ainsi que dans les ESCs (Fig.13). Ces trois
facteurs clés forment le noyau de la pluripotence (Young, 2011) et ce concept est largement
accepté. Cependant, il ne suffit pas a lui seul pour expliquer les propriétés observées des cellules
ES. En effet, des ¢tudes d'occupation de l'ensemble du génome montrent que seulement une
partie de promoteur de Nanog est co-occupé par OCT4/SOX2 (Loh et al., 2006; Marson et al.,
2008). En outre, les études de profil de l'expression globale des genes aprés knockdown soit
d'Oct4 soit de Nanog montrent des réponses transcriptionnelles distinctes (Loh et al., 2006;

Nishiyama et al., 2013).

2.4.2 Leréseau de la pluripotence naive

Dans les mESCs, le noyau de la pluripotence constitué par les facteurs de transcription
OCT4, SOX2 et NANOG est renforcé et soutenu par plusieurs autres facteurs. Une série de
facteurs de transcription a été identifiée comme spécifiques de I'état naif des mESCs et ils sont

réprimés a 1'état d'épiblaste post-implantatoire et au début de la différenciation des ESCs.

KLF2, KLLF4 et KLF5 appartiennent a la famille des Kruppel-Like Factors, et sont essentiels a

l'auto-renouvellement des mESCs (Jiang ef al., 2008; Parisi et al., 2008). KIf4 est un des facteurs
clé du cocktail de reprogrammation (Takahashi and Yamanaka, 2006), et a pu étre remplacé par
KIf2 ou KIf5 tout en conservant la méme efficacité (Feng et al., 2009; Nakagawa et al., 2008). La
surexpression des trois génes K/fs permet le maintien des mESCs en absence de LIF (Aksoy et
al., 2014; Hall et al., 2009; Niwa et al., 2009) alors que leurs inhibitions conjuguées entrainent la
différenciation, mais également une diminution de la prolifération de ces cellules (Jiang et al.,
2008). Ces résultats suggerent qu'il existe une redondance fonctionnelle entre les différents KLFs
(Jiang et al., 2008). Mais les régulons de KLF5 ont été comparés avec ceux de KLF2 et KLF4
permettant de montrer que KLF5 régule I'expression d'un ensemble unique de geénes qui le

distingue des autres membres KLFs.
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Ces résultats soutiennent la notion que chaque membre KLF pourrait jouer un réle spécifique
dans le maintien de 1'état pluripotent (Bourillot and Savatier, 2010; Parisi et al., 2010). Kif4 est
une cible de la voie LIF/STAT3 (Bourillot et al., 2009; Trouillas et al., 2009a, 2009b), alors que
KIf2 est activé par OCT4. De plus, KLF5 maintient les ESCs dans 1'état indifférenci¢ par sa
liaison directe aux promoteurs de genes Nanog et Oct3/4 tout en régulant leurs transcriptions
(Parisi et al., 2008) (Fig.13). Kif2, Kif4 et KIf5 sont fortement exprimés dans les mESCs, et tres
faiblement dans les EpiSCs (Hall ef al., 2009; Parisi et al., 2008).
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Figure 13: Le réseau régulateur de I’état naif de pluripotence. Ce réseau joue un role
clé dans I’autorenouvellement des mESCs, il comprend le noyau de pluripotence formé
d’OCT4, SOX2 et NANOG. Ces trois facteurs s’auto-activent et s’activent mutuellement.
Ce noyau de pluripotence et les KLFs sont fortement interconnectés : (i) KLF2, KLF4 et
KLFS5 activent l'expression de Nanog, Sox2, et Oct4, (i1) KIf2 est activé par OCT4, et (iii)
Klf4 et KIf5 sont activés par NANOG. En outre, KIf4 et KIf5 - mais pas KIf2 - sont régulés
par STAT3. Klf4 et KIf5 relient donc les régulateurs extrins€ques au noyau de pluripotence.
Photo issue de Bourillot and Savatier, 2010.

SALLA4 est un facteur de transcription a doigt de zinc impliqué dans le maintien des mESCs dans
I'état naif de la pluripotence (Sakaki-Yumoto et al., 2006; Yuri et al., 2009). Ce facteur semble
aussi avoir un role positif sur la reprogrammation somatique en cellules iPSCs. Son inhibition

diminue I'efficacité de reprogrammation alors que sa surexpression l'augmente (Tsubooka et al.,
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2009). SALLA4 active OCT4 et NANOG et forme un hétéro-complexe avec ses derniers (Yang et
al., 2008). Enfin, il existe une boucle de rétrocontrdle positive entre OCT4 et SALL4 (Yang et
al., 2010b; Yuri et al., 2009).

GBX2 (Gastrulation Brain homoeobox2) et TCFCP2I1 (transcription factor CP2-likel,
précédemment connu sous le nom CRTR2) sont des facteurs de transcriptions (Martello et al.,
2013; Tai and Ying, 2013) dont les genes sont la cible de la voie LIF/STAT3 (Bourillot ef al.,
2009; Martello et al., 2013; Tai and Ying, 2013; Trouillas et al., 2009b). Leur surexpression
permet le maintien de l'auto-renouvellement des mESCs en absence de LIF. De plus, GBX2
améliore l'efficacité de reprogrammation de MEFs en miPSCs d'un facteur 3 (Tai and Ying,
2013). TCFCP2I1, exprimé dans l'épiblaste pré-implantatoire et regulé négativement autour de
I'implantation (Pelton et al., 2002), est rapidement réprimé lors de la différenciation des ESCs
(Ivanova et al, 2006; Leeb et al, 2014). La surexpression de Tcfcp2/l a des niveaux
d’expression endogéne récapitule entierement les effets du LIF sur l'auto-renouvellement des
mESCs. Inversement, la régulation négative de Tcfcp2/1 altére 'auto-renouvellement des mESCs
en réponse au LIF, indiquant que l'activit¢ TCFCP2I1 ne peut pas étre compensée par d'autres

cibles de STAT3 (Martello et al., 2013; Ye et al., 2013).

ESRRp (Estrogene-Related Nuclear Receptor B) est un récepteur nucléaire Orphelin qui joue
également un rdle crucial dans la pluripotence. Il peut remplacer KLF4 dans le cocktail de
reprogrammation, notamment en activant le géne KI/f4 endogene (Feng et al., 2009). Nanog
(Pereira et al., 2006) et Esrrff (Martello et al., 2012) sont des cibles réprimées par TCF3. La
diminution ou l'absence d'Esrrff bloque l'effet de l'inhibition de GSK3p, alors que sa
surexpression mime le phénotype de l'inhibition de la GSK3B ou des cellules Tcf3” (Martello et
al., 2012). Ces résultats indiquent qu'Esrrf est lune des cibles principales de la voie
GSK3pB/TCF3 dans le maintien de I'auto-renouvellement des mESCs. Esrrf est également la cible
directe de NANOG la plus activée (Festuccia et al., 2012). La surexpression de Nanog permet de
maintenir les mESCs en absence du LIF (Chambers et al., 2003). C'est ¢galement le cas pour la
surexpression d'Esrrf et cela méme dans les mESCs Nanog ” (Festuccia et al., 2012). A
l'inverse, la surexpression de Nanog dans les cellules Esrrf8 " ne permet pas de maintenir I'auto-
renouvellement en absence de LIF. Comme NANOG (Chambers et al., 2007), ESRRp n'est pas

indispensable a l'autorenouvellement des mESCs en présence de LIF (Festuccia et al., 2012;
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Martello et al., 2012). Ceci montre que 1'inhibition de GSK3p et le LIF stabilise la pluripotence
des mESCs par des mécanismes paralléles (Martello et al., 2012; Nichols and Smith, 2012).

De maniere générale, les acteurs présentés ici, jouent un role clef dans le maintien de 1'auto-
renouvellement et la stabilisation de la pluripotence des mESCs. De plus, la surexpression de la
plupart de ces facteurs permet d'améliorer la reprogrammation des cellules somatiques en iPSCs

chez la souris (Martello et al., 2013).

2.4.3 Les marqueurs de I'état primed de la pluripotence

I1 existe plusieurs marqueurs spécifiques de 1'état primed de la pluripotence. Ces marqueurs
sont classiquement utilisés pour discriminer les états naif et primed. Les génes du réseau de
pluripotence naive comme Rex!, Daxl, Pecaml, Gbx2, Thx3, Blimpl, Stella, KIf2 et Kilf4 (Bao et
al., 2009; Guo et al., 2009; Brons et al., 2007; Tesar et al., 2007) sont peu ou pas exprimés dans
les EpiSCs et les hESCs. En revanche, elles expriment des marqueurs de 1'épiblaste post-
implantatoire, ainsi que des génes de différenciation précoce tel que Fgf5, Otx2, Eomes, Foxa,
Brachyury (T), Gata6, Sox17 et Cereberusl (Cerl) (Brons et al., 2007; Guo et al., 2009; Najm et
al.,2011; Tesar et al., 2007).

Les EpiSCs expriment aussi les facteurs du noyau de la pluripotence. Toutefois,
I'expression d'OCT4 dans les EpiSCs est sous la dépendance du proximal enhancer (PE), par
opposition au distal enhancer (DE), qui est activé dans les ESCs naives. Des lignées de cellules
ES exprimant la GFP sous contrdle des ¢léments PE ou DE d'OCT4 sont tres utilisées pour établir

une distinction entre les états naif et primed.

2.5. Caractéristiques extrinséques des états naif et primed de la pluripotence

2.5.1 Les voies de signalisation induites par le LIF

En présence de LIF, les mESCs peuvent étre cultivées en 1'absence des MEFs. Le LIF

permet l'activation de 3 cascades de signalisation: (i) la voie principale JAK1/STAT3/SOCS3
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(Boeuf et al., 1997; Niwa et al., 1998), (ii) la voie SHP2/RAS/MAPK (Burdon et al., 1999) et
(iii) la voie PI3K (Paling et al., 2004) (Fig.14).

Voie JAKI1/STAT3/SOCS3: (Janus Associated Kinase 1/Signal Transducer and Activator of

factor 3/Suppressor of cytokine signaling 3).

Dans les mESCs, une fois recrutée par le récepteur LIF, la protéine STAT3 est phosphorylée au
niveau de deux résidus: le résidu Ser 727 par ZIPK (Zipper Interacting Protein Kinase) et le
résidu Tyr 705 par les JAKs (Boeuf et al., 1997; Sato et al., 2004). Ces phosphorylations
permettent la formation de complexes homo- ou hétérodimériques, qui seront transloqués dans le
noyau. STAT3 peut ainsi assurer son role de facteur de transcription par l'intermédiaire de sa
fixation a 'ADN (Watanabe et al., 2006). En effet, ces complexes de protéines STAT3
phosphorylées permettent alors la transcription de génes impliqués dans:

le maintien de I'état indifférencié¢ de ces cellules et la répression de cette voie de signalisation
(Cartwright et al., 2005) qui joue un role de rétrocontrole. Les répresseurs induits sont: la
protéine SOCS3 (Suppressor of Cytokine Signaling 3) et la protéine PIAS3 (Protein Inhibitor of
Activated Stat3). La protéine SOCS3 inhibe la voie STAT3 de deux maniéres, en s’associant
d'une part par son domaine SH2 aux protéines JAKs phosphorylées, ce qui entraine une inhibition
de l'activité catalytique des JAKs et d'autre part aux tyrosines phosphorylées du récepteur au LIF,
empéchant ainsi 'activation des effecteurs en aval de cette voie (Duval ef al., 2000; Forrai et al.,
2006; Hilton, 1999; Krebs and Hilton, 2000). La protéine PIAS3 fonctionne comme une E3
SUMO ligase (Small Ubiquitin-related Modifier ligase) et inhibe cette voie de signalisation par
sumoylation du facteur de transcription STAT3, empéchant ainsi la fixation a I'ADN des dimeres
de STAT3 (Kotaja et al., 2002; Schmidt and Miiller, 2002).

Ainsi, la voie JAK1/STAT3, essentielle au maintien de la pluripotence, est fortement contrélée et
son activation est maximale 10 a 30 minutes apres la fixation du LIF sur son récepteur (Boeuf et
al., 1997, 2001; Matsuda et al., 1999; Niwa et al., 1998; Trouillas et al., 2009a). Cependant,
contrairement aux mESCs (représentatif de 1'état naif), les EpiSCs et les hESCs (représentatif de
I'état primed) sont dépendantes des voies de signalisation ACTIVINE et FGF et ne répondent pas
a la voie LIF/STAT3 (Brons et al., 2007; Dahéron et al., 2004; Li and Ding, 2010; Tesar et al.,
2007; Vallier et al., 2005) (Fig.15).
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Voie SHP2/RAS/MAPK (Src Homology/ RAt Sarcoma/ Mitogen Activated Protein Kinase).

Le LIF n'est pas la seule molécule permettant 'activation de cette voie de signalisation. En effet,
cette voie est également contrdlée par différentes molécules, entre autres des facteurs de
croissance et des hormones. Elle est connue pour jouer un role dans la régulation du cycle
cellulaire, la prolifération, la différenciation, la survie et la mort des cellules (Malumbres and
Barbacid, 2003). Cette voie a été également étudiée dans le contexte de 1'oncogenese puisque sa
dérégulation est une des premieres causes de cancers.

Dans les mESCs, comme pour l'activation de la voie JAK1/STAT3, la voie MAPK est activée
par le recrutement des composants de signalisation sur le récepteur LIF activé (Boeuf et al., 2001;
Schaper et al., 1998). Les deux sous-unités du récepteur contiennent des sites qui une fois
phosphorylés, peuvent recruter la phosphatase SHP2 (Schiemann et al., 1997). Ces sites sont le
résidu Tyr 759 dans la sous-unité¢ gpl130 (Anhuf et al., 2000; Duval et al., 2000; Stahl et al.,
1995) et Tyr 974 dans LIFRp (Bartoe and Nathanson, 2000). SHP2 activée induit la signalisation
RAS/RAF qui conduit a l'activation de MAPK et finalement, l'activation des activateurs
transcriptionnels comme ELK (Neel er al, 2003). Comme indiqué ci-dessus, SOCS3 se lie
¢galement a la pY759 de gpl130 et donc son induction par STAT3 conduit a l'inhibition de la
cascade de signalisation MAPK (Lehmann et al., 2003).

Voie PI3K: (Phosphatidyl-Inositol 3 Kinase). Ces kinases, messagers secondaires intracellulaires
hétérodimériques, sont composées d'une sous-unité¢ régulatrice (P55 et P85) contenant un
domaine SH2 et d'une sous-unité¢ catalytique (P110). Ces protéines, une fois activées,
phosphorylent le PIP2 (Phosphoinositol (3,4) biphosphate) afin de générer du PIP3
(Phosphoinositol (3,4,5) triphosphate) ce qui active la Sérine/Thréonine Kinase AKT. AKT
phosphoryle alors une cible essentielle, la protéine GSK3B qui est alors inactivée. Ainsi, des
facteurs contrélés négativement par la GSK3f sont libérés (entre autre la B-caténine), transloqués
au noyau et peuvent alors assurer le maintien de I'état naif des mESCs. De plus, il a ét¢ montré
qu'une forme constitutivement active d'AKT permet de maintenir I'état naif des mESCs en
I'absence de LIF, démontrant ainsi que cette voie de signalisation est suffisante pour maintenir la
pluripotence des mESCs (Watanabe et al., 2006). Cette voie possede un régulateur négatif, a
savoir l'enzyme PTEN (Phosphatase and TENsin homolog) qui déphosphoryle notamment PIP3.
La PI3K est aussi responsable de l'activation de la voie PIK3/AKT/mTOR qui maintient I'auto-
renouvellement en activant TBX3 et TFE3 qui, eux, stimulent 1'expression de Nanog et Esrrf

(Betschinger ef al., 2013; Niwa et al., 2009).
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La comparaison de la voie de MAPK aux deux voies JAK1/STAT3 et PI3K, ainsi qu'avec
les autres voies impliquées dans l'autorenouvellement des mESCs met en évidence des contrastes
intéressants. Bien que le LIF stimule l'activation des trois voies, I'inhibition de la cascade MAPK,
que ce soit sur le plan pharmacologique ou génétique (par repression des activités ERKs) conduit
a l'augmentation de l'auto-renouvellement des mESCs (Burdon et al, 1999; Meloche et al.,
2004). Cela implique que la signalisation MAPK est généralement nécessaire a la différenciation,
plutot qu'au maintien de la pluripotence et méme qu'elle est induite par le LIF (Duval et al., 2004,

2006; Grafet al., 2011).
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Figure 14: Cascade de signalisation de la voie LIF. Photo issue de Graf U ef al.,2011.
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Figure 15: Voies de signalisation régulant les états naif et primed de pluripotence. Les
mESCs (représentatif de 1'état naif) dépendent des voies JAK1/Stat3, PI3K/AKT activées
par le LIF, des voies BMP4/Smadl,5,8 et Wnt/B-caténine. Les EpiSCs et les hESCs
(représentatif de 1'é¢tat primed) sont dépendantes des voies de signalisation
ActivineA/Smad2,3, PI3K/Akt activée par le FGF et Wnt/B-caténine. Photo adaptée de Li

and Ding, 2010.
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2.5.2  Synergie avec la voie LIF

La voie BMP4: En absence de sérum, le LIF réduit mais n'empéche pas la différenciation des

mESCs dans la voie neurectodermique (Ying and Smith, 2003). La méme équipe a également
montré que l'ajout de BMP4 pouvait remplacer le FBS en prévenant la différenciation des mESCs
(Ying et al., 2003b). La voie BMP4/SMADI,5,8 (Bone Morphogenetic Protein/ Small Mothers
Against Decapentaplegic) est une deuxieéme voie de signalisation extrinséque intervenant dans le
maintien de l'auto-renouvellement des mESCs en activant les génes Id (Inhibitor of
differentiation) qui bloquent la différenciation en neurectoderme. Les mESCs ont pu étre
cultivées dans un milieu basal (N2B27) en absence de FBS et MEFs, par 1'ajout de LIF et BMP4.
Le mode¢le suivant est proposé: la voie LIF/STAT3 prévient la différenciation des cellules en
mésoderme et endoderme (Bourillot ef al., 2009) alors que la voir BMP4/SMAD/ID bloque la
différenciation en neurectoderme (Ying et al., 2003b). Ces deux facteurs de croissance (LIF et
BMP4) sont nécessaires et suffisants pour promouvoir l'auto-renouvellement des mESCs

(Fig.15).

La voie WNT: La troisiéme voie de signalisation extrinséque intervenant dans le maintien de
l'auto-renouvellemnt des mESCs implique la famille de la voie WNT (WiNgless-Type mmtv
integration site family). Dans les mESC, sa fixation sur son récepteur membranaire, FZD
(FriZzleD) inhibe la phosphorylation de la B-Caténine (B-CAT) par la GSK3p, empéchant ainsi la
dégradation de la B-Caténine par le protéasome. La B-Caténine peut ainsi €tre transloquée au
noyau, et s'associer au complexe TCF/LEF (T Cell specific transcription Factor/ Lymphoid
Enhancer binding Factor 1) afin d'activer la transcription de geénes cibles (Cadigan and Liu, 2006;
Moon et al., 2002). L'inhibition chimique spécifique de GSK3B mime l'activation de la voie
WNT et permet au complexe B-CAT/TCF d'activer les genes de la pluripotence Oct4, Nanog et
RexlI. L'activation de la voie WNT/B-CAT est suffisante pour maintenir les mESCs en auto-
renouvellement (Sato et al., 2004). Une étude plus récente confirme ces résultats en montrant que

le complexe B-CAT/TCFI1 active directement Oct4 (Yiet al., 2011) (Fig.15).

TCF3 est le facteur de la famille TCF/LEF le plus exprimé dans les mESCs (Pereira et al.,
2006). Des travaux ont montré que TCF3 favorise la différenciation en réprimant directement
I'expression de Nanog et Esrrff (Martello et al., 2012; Pereira et al., 2006). D'autres travaux ont

mis en évidence que la B-CAT en inhibant 1'action de Tcf3 ( T cf.s"/') mime l'activation de la voie
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WNT par l'inhibition chimique de la GSK3 (Pereira et al., 2006; Yi et al., 2011). Au contraire,
l'absence de f-cat (B-cat™) annule l'effet positif de l'inhibition de la GSK3B sur l'auto-
renouvellement (Wray et al., 2011). Ces résultats laissent penser que l'action de la voie WNT
passerait en inhibant le TCF3 par la B-CAT (Wray et al., 2011). La voie WNT/B-CAT semble
jouer un rdle de soutien de l'auto-renouvellement des mESCs en stabilisant le noyau de la

pluripotence par une voie paralléle au LIF qui implique notamment NANOG et ESRRp.

Ainsi, l'axe LIF/STAT3 renforce l'état naif par l'induction d'une série de facteurs de
transcription, TCFCP211 apparaissant jouer un role central. Cependant, Tcfcp2l] est également
une cible de la répression par TCF3 et son expression est induite par GSK3i (Martello et al.,
2013; Ye et al., 2013). Notamment, ni 2i ni LIF ne régule directement OCT4, SOX2 ou SALLA4,
un autre facteur clé de la pluripotence (Sakaki-Yumoto et al., 2006; Yuri et al., 2009).

2.6. Caractéristiques fonctionnelles des états naif et primed de la pluripotence

Les EpiSCs et les mESCs différent par la morphologie des colonies, I'expression des geénes,
y compris les micro-ARNSs, l'inactivation du chromosome X, ainsi que les voies de signalisation
contrélant I'auto-renouvellement. Ces voies constituent un critére important permettant de
différencier les cellules des états naif et primed. Cependant, la capacité de coloniser un embryon
et de générer une chimeére est la caractéristique fonctionnelle la plus marquante qui diverge entre

ces deux états.

Cependant, Jin Young Joo ef al. ont récemment réussi a obtenir avec succes des
populations homogenes d'EpiSCs (appelées F4-EpiSCs) avec une capacité efficace de formation
des chiméres en les cultivant dans un milieu supplémenté de FGF4 en absence de d'ACTIVINE et
de bFGF (Joo et al., 2014). Le choix de FGF4 était motivé par les faits suivants : (i) FGF4 est un
facteur autocrine qui favorise I'auto-renouvellement des hESCs (Mayshar et al., 2008), (i1)) FGF4
est important pour la prolifération de I'lCM de blastocyste et d'embryon post-implantatoire de
souris (Feldman et al., 1995) et (iii) 1'expression de Fgf4, régulée par OCT4 et SOX2 (Rodda et
al., 2005), est présente de maniere limitée dans les embryons au cours de développement et est
censée jouer un role clé¢ dans la survie et la structuration embryonnaire (Brons et al., 2007;
Greber et al., 2010). Ces F4-EpiSCs présentent des niveaux d'expression de Rex/ et Nanog tres

faible, avec un niveau d'Oct4 comparable aux ESCs mais expriment aussi des niveaux plus élevés
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de marqueurs épiblastiques, comme Cerl, Eomes, Fgf5, Sox17, et T. Les promoteurs des génes
Stella et Dppa5 sont complément méthylés et donc inactifs. En outre, les F4-EpiSCs sont
capables de se différencier en trois feuillets embryonnaires et forment efficacement des tératomes
et des embryons chimériques (21,4%), mais sans contribution a la lignée germinale (Joo ef al.,

2014). On peut donc les considérer comme intermédiaires entre 1’état naif et primed.

2.7.  Caractéristiques métaboliques des états naif et primed de la pluripotence

Les mécanismes moléculaires qui controlent I’auto-renouvellement et la différenciation
sont étroitement liés a 1’état métabolique des cellules dans leur niche environnante. Le
métabolisme comprend d’une part les réactions d’anabolisme, voie de biosynthése des
métabolites essentiels permettant la construction et le renouvellement tissulaire, et d’autre part le
catabolisme, voie de dégradation qui s’accompagne de la production d’énergie chimique sous
forme d’adénosine triphosphate (ATP), communément appelée métabolisme ¢&nergétique.
L’homéostasie énergétique est assurée par deux voies majoritaires de synthése d’ATP, la
glycolyse, qui produit 2 ATP (dégradation enzymatique régulée du glucose en pyruvate) et la
phosphorylation oxydative (OXPHOS) qui produit 36 ATP et a donc un rendement énergétique
bien supérieur a la glycolyse. Etant donné leur nature hautement proliférative, le métabolisme
énergétique des ESCs est particulierement dépendant de la glycolyse pour soutenir la croissance
et la division cellulaire (Burgess ef al., 2014). Elles se caractérisent par une forte expression des
acteurs impliqués dans la consommation du glucose, aussi bien les transporteurs de glucose
(GLUT1 et GLUT3) que les enzymes glycolytiques (Ito and Suda, 2014). Les hESCs présentent
une activité glycolytique qui se traduit par une forte production de lactate (Varum et al., 2011).
De plus, une augmentation du flux de métabolites vers les voies qui dérivent de la glycolyse
telles que la voie des Pentoses Phosphates (PP) permet de soutenir la prolifération par la syntheése

rapide des nucléotides (Ito and Suda, 2014).

Dans le modele hESCs, la différenciation in vitro s’accompagne d’une augmentation de
I’expression des génes impliqués dans la biogénese mitochondriale et I’OXPHOS (Prigione and
Adjaye, 2010), et I’inhibition de leur chaine respiratoire mitochondriale n’altére pas le maintien
de la pluripotence (Varum et al., 2009). Bien que ’activité glycolytique soit élevée, I’OXPHOS
reste tout de méme fonctionnelle et active dans les mESCs. La majorité des mitochondries des

mESCs présente un phénotype immature avec un nombre de copies d'ADN mitochondriale
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(ADNmt) significativement plus faible, une répartition péri-nucléaire et une morphologie
sphérique aux crétes mitochondriales peu développées. Au contraire, les mitochondries des
EpiSCs et hESCs se distribuent de fagon homogéne dans le cytoplasme, sont plus allongées et
contiennent de nombreuses crétes ainsi qu’une matrice dense. Toutefois, les mESCs possedent
une capacité respiratoire mitochondriale plus €levée que les cellules au stade de développement
plus tardif telles que les hESCs ou les EpiSCs (Zhou et al., 2012), données qui traduisent le
caractere énergétique bivalent des mESCs.

Le métabolisme bioénergétique est étroitement 1i¢ aux mécanismes de régulation épigénétique.
En effet, les métabolites intermédiaires (I’ATP, I’acétylCoA,...) servent de substrats pour les
modifications post-traductionnelles de I’ADN et des histones (acétylation, méthylation,
glycosylation...) qui modulent ’expression des génes impliqués dans le contrdle de 1’état de

pluripotence et la maturation des ESCs (Jang et al., 2012).

2.8. L’état intermédiaire de la pluripotence

2.8.1 Isolement des IESC

Comme nous l'avons vu précédemment, les mESCs sont hétérogeénes en culture et
fluctuent entre différents états se situant entre 1'état ground et primed de la pluripotence. C’est
cette capacité¢ de fluctuation d’un état mature vers un état plus immature que I'on nomme
"Plasticité cellulaire".

Une étude récente décrit la stabilisation des cellules dans un état intermédiaire (Chang and Li,
2013). Pour cela, les mESCs sont cultivées dans un milieu sans LIF, supplémenté en ACTIVINE
A. Apres 25 passages, les cellules sont capables de former des colonies de cellules indifférenciées
aussi bien en présence d'ACTIVINE A qu'en présence de LIF. Aucune colonie ne peut se former
en absence de 1'un ou de l'autre de ces facteurs (Chang and Li, 2013). Ces cellules sont appelées
IESCs (ESCs intermédiaires) et sont donc dépendantes de 'ACTIVINE A tout en gardant leur
capacité de réponse au LIF. Cette double dépendance est aussi vérifiée par la sensibilité des
cellules a I'inhibition du récepteur de I'ACTIVINE (SB43) qui induit une diminution rapide de

I'expression de Nanog et de la différenciation.
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2.8.2  Les caractéristiques moléculaires

Les IESCs partagent des caractéristiques des deux états, naif et primed. Comme les
mESCs, elles forment des colonies en domes compactes, elles sont permissives a la dissociation
par la trypsine, et possedent une forte activité AP. Elles expriment Oct4, Sox2 et SSEAI. Au
contraire, elles n'expriment pas le marqueur Ofx2 (exprimé trés précocement dans le
développement des 3,5 jours apres la fécondation (Kimura et al., 2001)) (Chang and Li, 2013).
Une analyse transcriptomique montre que les IESCs expriment un cluster de génes qui inclus des
marqueurs des ESCs et des EpiSCs mais avec des niveaux d’expression intermédiaires entre
ESCs et EpiSCs. Par exemple, les niveaux d’expression de Rex!, Stella, Pecaml, Klf4, Nanog,
Fbx15 et Thx3 sont inférieurs a ceux décrits dans les mESCs, mais aussi supérieurs par
comparaison avec ceux des EpiSCs. A l'inverse, les cellules expriment certains marqueurs de
I’état primed comme Fgf5, Brachyury, Nodal, Pitx2, Otx2, Gata6, Foxa2 et Lefty, a un niveau
plus faible que dans les EpiSCs. Une analyse des modifications d'histones H3K4me3 et
H3K27me3 montre aussi un profil intermédiaire (Chang and Li, 2013).

Si I’on pouvait techniquement analyser en temps réel le passage ESCs/EpiSCs, on caractériserait
probablement un continuum d’états intermédiaires avec des nouveaux « checkpoint » de non
retour d’un état a ’autre, ceci étant une propriété clé de ces cellules souches.

Un des objectifs de notre travail a été de caractériser les états intermédiaires des cellules

cultivées sans LIF et de déterminer leur point de non retour.

2.8.3  Les caractéristiques fonctionnelles

Les IESCs sont capables de produire des corps embroyides (EBs) et de former des
tératomes. Au niveau des EBs, la cinétique d'expression des marqueurs de différenciation est
proche de celle des EpiSCs, ce qui montre que les IESCs sont plus proches de I'engagement en
différenciation (Chang and Li, 2013). Enfin, la capacité des IESCs de coloniser I'ICM a été
prouvée par la formation des chiméres qui s'agrégent avec des morulas. Au stade blastocyste,
33% d'embryons colonisent 1'lCM avec les IESCs et 55% avec les mESCs. Ces résultats montrent
que les IESCs sont dotées d'une capacité de formation des chimeres (Chang and Li, 2013).

Une autre étude a identifié un nouvel état transitoire des mESCs en culture, qui est
associé, au niveau transcriptionnel, a 1'état des blastoméres de I'embryon de souris au stade 2-

Cellules (2C) (Macfarlan et al., 2012). Cet état est appelé « état transitoire 2C ».
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Ces phases transitoires avec des propriétés uniques in vitro semblent étre a l'origine des mESCs
naifs et des EpiSCs en fonction des conditions de culture utilisées. Par exemple, diverses
combinaisons et/ou les concentrations de PD03, CHIR (PDO03 et CHIR sont des inhibiteurs de
GSK3pB), BMP4, et LIF pourraient engendrer des cellules pluripotentes distinctes, avec des
propriétés différentes de bona-fide ESCs (état ground) dans 2i/LIF (ou 2i) (Boroviak ef al., 2014;
Chen et al., 2015; Najm et al., 2011).

D’aprés ces différents travaux et au fur et a mesure de I’identification des cytokines et
facteurs modulant I’état des cellules, on peut imaginer que 1’on saura figer, in vitro, tous les états
intermédiaires des cellules qui fluctuent entre les états naif et primed (Fig.16). L’établissement de
protocoles expérimentaux in vitro mimant ces transitions est essentiel pour une meilleure

caractérisation des acteurs clés qui permettent cette plasticité cellulaire.

Blastocyste Blastocyste Blastocyste Egg-cylinder
2-cellules Morula précoce intermédiaire tardif précoce

E15 E2.5 E3.5 E4.0 E4.5 E5.5

2i/3i+LIF i Etat intermédiaire Etat Primed
ou+N2B27
A// > Rex1, Stella, gMLFgﬁ,
LIF + BMP4 | Pecaml, KIf4, TECTRI%:
) S Nanog, Tbx3 Nodal, Pitx2,
— Gatas,
Etat Ground Fefs, Brachyr, < Foxa2,Lefy

[ B | Nodal, Pitx2,

Nﬂﬁﬂg Fort Esr ﬁ: Klﬁ: Sﬂ'{“: Gbxz: Tiﬁiﬂm Nanag Fuble Gﬂmﬁ, F axa2,
RexI+ Rexl- Lefty
Pecaml+ - Pecaml-
Stella+ N Stella-
Octd/Sox2




Figure 16: Modéle de différents états de pluripotence et qui sont présents dans le
développement de I'embryon de souris. Photos d’embryons issues de Boroviak et al. 2014.

2.9.2 La plasticité cellulaire: Balance entre les mESCs naives et les EpiSCs primed

Avec la découverte et la dérivation des EpiSCs de souris (Brons ef al., 2007; Tesar et al.,
2007), une étape importante a été franchie dans le domaine des cellules souches pour la
caractérisation de la pluripotence humaine et murine. L'isolement des EpiSCs murines, qui ont
été dérivées et cultivées dans des conditions de culture similaire aux cellules hESCs, a permis de
mieux comprendre 1’origine développementale des hESCs. Ces travaux ont aussi ¢élargi la notion
de I'état de pluripotence non pas comme un "seul état" mais comme un « gradient des états »
(Kuijk et al., 2012).

En parall¢le, ce point de vue des « différents grades » de 1'état de pluripotence ressort €¢galement
de l'observation que les mESCs ne sont pas une population homogeéne de cellules. Au lieu de
cela, les mESCs sont dans un état métastable transitant de 1’état naif a 1’état primed en fonction
des conditions de culture (Chambers et al., 2007; Hayashi et al., 2008). Il existe toujours une
controverse a propos de la signification biologique de cette hétérogénéité dans la culture. Certains
soutiennent que ces états transitoires peuvent refléter la variété intrinséque qui permet aux
mESCs de réagir rapidement aux signaux de différenciation hétérogéne et qui permettrait le
«lignage priming » (Abranches et al., 2014; Silva and Smith, 2008). Comme discuter
précédemment, des études du profil transcriptionnel et de la méthylationde I'ADN par « Single
cell », ont mis en lumiére lI'importance de 1'hétérogénéité (Griin et al., 2014; Smallwood et al.,
2014).

D'une fagon générale, le passage des mESCs en EpiSCs est appelé « Conversion » alors que celui

de I'état primed a I'état naif est appelé « Réversion ».

2.9.1 La Conversion : état naif vers état primed (ICM/mESCs vers EpiSCs)

I1 est possible de dériver des mESCs et des cellules EpiSCs a partir de I'lCM d'un blastocyste
a E3.5 (Evans and Kaufman, 1981; Martin, 1981; Najm et al., 2011). L'obtention d'un type ou
l'autre des cellules dépend des conditions de culture et principalement, des facteurs de croissance

qui soutiennent l'auto-renouvellement des cellules a 1'état naif (LIF/BMP4) ou a 1'état primed

75



(ACTIVINE/FGF). La conversion de I'CM en cellules EpiSCs est rapide et efficace (Najm et al.,
2011).

Les colonies ressemblant aux EpiSCs sont incapables de se maintenir dans les conditions
FBS/LIF. Ces résultats indiquent que la conversion de I'lCM en EpiSCs intervient au cours des
premiers jours de culture en absence de LIF. En effet, la transition de 1’état naif en primed, suite
au retrait du LIF, est encore caractérisée par le changement du devenir des cellules, bas¢ sur un
test d’apoptose (Boeuf ef al., 2001) et par un changement du statut du cycle cellulaire (Coronado
et al., 2013). L'efficacité de conversion est supérieure a l'éfficacité de réversion de l'épiblaste
tardif en mESCs. Ce résultat peut s'expliquer par le fait que les EpiSCs représentent un état de
développement plus avancé que I'lCM, qui continuerait son développement in vitro pour se

stabiliser au stade EpiSCs en présence de facteurs adéquat (FGF/ACTIVINE, par exemple).

La conversion des mESCs en cellules EpiSCs est trés efficace. Ainsi, lorsqu'elles sont placées
dans le milieu de culture des cellules EpiSCs, la majorit¢ des mESCs se convertissent
spontanément en cellules EpiSCs en seulement quelques passages (Guo et al., 2009).

NANOG dirige la transcription d'une cohorte de régulateurs de pluripotence au stade pré-
implantatoire qui sont exprimés de maniere différentielle entre les ESCs et les EpiSCs comme
Esrrf, KIf4, KIf5, Rexl et Thx3. Les cellules ES surexprimant Nanog résistent a la différenciation
en EpiSCs, et retiennent, bien qu'a des niveaux réduits, 1'expression de marqueurs de cellules
souches embryonnaires aprés des passages répétés en milieu ACTIVINE/FGF (Osorno and
Chambers, 2011). De plus, des concentrations ¢élevées de NANOG dans les mESCs stabilisent la
pluripotence, méme en présence de signaux de différenciation, tels que l'acide rétinoique, le 3-

méthoxy-benzamide ou I'ACTIVINE/FGF (Chambers et al., 2003; Osorno and Chambers, 2011).

Récemment, deux facteurs de transcription TCF15 (Id-regulated Transcription factor 15) et
FLCN (Tumor Suppressor folliculin) ont été identifiés pour la transition ES vers les EpiSCs.
TCF15, dont l'expression est dépendante de FGF4, est exprimé dans I'embryon a E4.5 et il est
spécifiquement associé aux cellules primed. Dans 1'épiblaste juste avant I'implantation, il réprime
Nanog (Davies et al., 2013). FLCN, avec ses partenaires d'interaction FNIP1/2, entraine la
différenciation en limitant la localisation nucléaire et l'activité du facteur de transcription bHLH
TEF3 (Betschinger ef al., 2013). Les ESCs Flen” résistent 4 la différenciation méme en présence
d'ACTIVINE A, de FGF4 et de BMP4 ou 10% FBS. Inversement, une localisation nucléaire

forcée de TEF3 dans les ESCs permet de résister aux conditions de différenciation. De plus, des
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études de « Genome-wide location » et des analyses fonctionnelles ont montré que TEF3 régule
Esrrf. Ces résultats permettent d'identifier un rhéostat intrinseéque de la cellule pour déstabiliser
'é¢tat naif de la pluripotence et permettre l'engagement de la lignée FLCN-FNIP1/2 a la

progression vers l'épiblaste au cours du développement in vivo (Betschinger et al., 2013).

2.9.2 La Réversion: état primed vers état naif (Epiblaste/EpiSCs vers mESCs)

De nombreux travaux ont démontré qu'il est possible de reprogrammer des cellules EpiSCs
en cellules naives, équivalentes aux mESCs. Les premicéres études ont montré que cette réversion
survient spontanément dans les cultures d'épiblastes post-implantatoires. Elle peut étre mise en
évidence grace a un systéme de sélection appropri¢ (comme I’expression de la GFP sous le
contrdle de I'enhancer distale du géne Oct4, DE-Oct4, spécifique de I'état naif). L'épiblaste dérivé
de souris transgéniques DE-Oct4 est mis en culture dans un milieu supplémenté avec FBS et du
LIF. Aprés 2 a 5 semaines de culture, sont présentes des colonies de cellules GFP+ qui donnent
ensuite naissance a des lignées de mESCs « révertées » (rESCs), en tous points similaires aux

lignées dérivées d'un ICM-E3.5 (Bao et al., 2009).

D’autres approches plus complexes ont permis de « réverter » les EpiSCs en mESCs, en
surexprimant, par exemple, Nanog et ses cibles (efficacité, 10%) (Festuccia et al., 2012; Silva et
al., 2009) ou en surexprimant K/f4 (Guo et al., 2009; Hall et al., 2009; Silva et al., 2009) ou de
Klif2 (Hall et al., 2009) couplée a la culture avec 2i/LIF (efficacité de 0,2 a 2%). Enfin, plusieurs
¢tudes ont montré le role clé de la voie LIF/STAT3 dans la réversion des EpiSCS en mESCs. La
protéine de fusion STAT3-ERt2 exprimée dans des ES cultivées en 2i/LIF supplémenté avec le
tamoxiféne est suffisante pour réaliser cette réversion (Yang et al., 2010a). Aussi, la réversion
peut étre stimulée par la surexpression des geénes cibles de la voie LIF/STAT3, y compris les

deux effecteurs majeurs comme 7cfcp2ll (Martello et al., 2013) et Gbx2 (Tai and Ying, 2013).

A noter que la surexpression de ces facteurs n'est nécessaire que d'une maniere transitoire,
comme pour la reprogrammation somatique, une fois que les cellules ont atteint 1'état naif, elles
acquierent une indépendance aux transgeénes et peuvent étre maintenues en culture apres

extinction ou excision de ces derniers.
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I11. Le LIF: Leukemia Inhibitor Factor

A. Historique et Généralités

1. Historique

L'activité biologique du LIF a été décrite pour la premiere fois en 1969 par le groupe
d'Ichikawa. Celui-ci décrivait une activité biologique, issue de milieu conditionné d'embryons,
capable d'inhiber la prolifération cellulaire et d'induire la différenciation en macrophages de la
lignée murine my¢loide leucémique M1 (Ichikawa, 1969; Metcalf, 2003; Trouillas et al., 2009a).
Cette activité biologique a ensuite été appelée D-factor (Differentiation-factor), et partiellement
purifiée par le méme groupe a partir de milieu conditionné d'embryons (Maeda ef al., 1977) ou a
partir de liquide d'ascites (Okabe et al., 1977). Sa purification compléte est obtenue en 1984
(Tomida et al., 1984).

Par la suite, de nombreuses études ont conduit a sa purification et a son clonage (Abe ef al.,
1986; Godard et al., 1988; Hilton et al., 1988; Koopman and Cotton, 1984; Moreau et al., 1988;
Smith and Hooper, 1987). Parmi ces laboratoires, trois ont découvert et cloné simultanément la
cytokine LIF alors caractérisée par ses activités biologiques variées sur i) la prolifération des
cellules T humaines adultes (HILDA) (Moreau et al., 1988), ii) le maintien de la pluripotence des
cellules ES (DIF) (Smith et al., 1992) et iii) I'induction de la différenciation de cellules
leucémiques (Gough et al., 1988). Le LIF a donc été caractérisé comme une cytokine pléiotrope
(effets pléiotropes, de pléo signifiant plusieurs et tropos signifiant changement) présentant des
effets biologiques divers et opposés: pro ou anti-différenciateur et pro ou anti-apoptotique en
fonction du type et de maturité cellulaire (Mathieu et al., 2012; Shellard et al., 1996; Taupin et
al., 1998; Trouillas et al., 2009a).

Les orthologues du LIF ont été caractérisés chez la souris, le porc, 'ovin (Willson ef al., 1992), le
bovin (Piedrahita ef al., 1997), le rat (Takahama et al., 1998), le kangourou (Cui and Selwood,
2000), le vison (Song et al., 2000) et aussi le xénope (résultats non publiés de I’équipe de Pierre

Thiébaud, Bordeaux).
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2. Généralités sur le LIF

La cytokine LIF est une protéine glycosylée de 37 a 62 kDa en fonction de son degré de
glycosylation (Gascan et al., 1989; Simpson et al., 1988). Cette glycoprotéine monomérique de
180 acides aminés appartient a la famille des cytokines de I’interleukine-6 (IL-6) qui comprend
IL-11, IL-27, CNTF (Ciliary Neurotrophic growth factor), CT1 (Cardiotrophinl), CLC
(Cardiotrophin-like cytokine), et OSM (Oncostatin) (Heinrich ef al., 2003; Lehmann et al., 2003;
Murakami et al., 2004; Rousseau et al., 2008, 2010). Le géne codant pour cette molécule est
localisé sur le chromosome 11 chez la souris et sur le chromosome 22 chez I'homme (Gough et
al., 1988; Sutherland et al., 1989).

Le LIF existe sous 3 formes: (i) une forme secrétée (soluble) appelée LIF-D, (ii) une forme
liée a la matrice extracellulaire, LIF-M et (iii) une forme interne iLIF ou LIF-T (Haines et al.,
1999; Rathjen et al., 1990). Les isoformes LIF-D et LIF-M sont des transcrits alternatifs de leur
premier exon responsable de leur localisation. L'isoforme LIF-T est une protéine tronquée due a
l'absence de codon AUG dans le premier exon et a l'initiation de la traduction au premier codon
AUG de l'exon 2. L'expression de ces trois transcrits est régulée de maniere indépendante et
spatio-temporelle pendant I'embryogenese et la vie adulte. En effet, le cerveau adulte n'exprime
que la forme LIF-M et l'intestin néonatal n'exprime que la forme LIF-D alors que le LIF-T est
exprimé de manicre assez ¢levée dans le foie (Robertson et al., 1993). Le role spécifique de ces
différentes formes du LIF n'est pas encore complétement €lucidé mais c’est le LIF soluble qui
maintient la pluripotence des mESCs in vitro et c’est donc celui qui est étudié dans ce travail de

thése.

Le LIF est produit : (i) in vitro par de nombreuses lignées de cellules différenciées, telles
que les cellules de I'endométre, les fibroblastes, les hépatocytes, les ostéoblastes, les monocytes,
les macrophages, les lymphocytes T activés et les cellules tumorales (Baumann and Wong, 1989;
Liu et al., 1999; Taupin et al., 1998; Tomida, 1997; Trouillas ef al., 2009a), mais également (ii)
in vivo par 'utérus ou son expression est maximale lors des processus implantatoires , puis
ensuite au niveau du stade « egg-cylinder », et par les cellules différenciées du trophectoderme

(Nichols et al., 1996; Song et al., 2000; Stewart et al., 1992).
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B. LIF et son récepteur : gp130 et gp190

Le LIF et les autres membres de la famille de I’IL-6 activent une cascade de signalisation a
travers la sous-unit¢ commune gp130 (Gearing et al., 1992). Le complexe de signalisation entre
I'IlL-6 et son récepteur est un hexamere qui se compose de deux molécules : gpl130 et IL-6
récepteur alpha (IL-6Ra) (Boulanger ef al., 2003; Chow et al., 2001). L'assemblage hexamerique
est nécessaire pour la transactivation des tyrosines kinases de la famille des JAKs (Matadeen et
al., 2007). D'autre part, le complexe de signalisation du LIF avec son récepteur est un trimere
(skiniotis 2008) qui est constitué¢ du LIF li¢ a une molécule de gp130 ainsi que d'une seconde
sous-unité du récepteur appelé LIFR ou gp190 ou LIFRP (Gearing et al., 1991). Ces deux sous-
unités n'ont pas une activité catalytique intrinséque. Le récepteur LIF est constitu¢ d’un domaine
extracellulaire composé de trois domaines de type FN-III (Fibronectine de type III) formant "le
pied" des deux sous-unités et deux domaines de liaison a la cytokine CBMs (Cytokine Binding
Modules) séparés par un domaine de type immunoglobuline (Ig-like). Le domaine intracellulaire
est constitué¢ de trois modules nécessaires pour interagir avec des facteurs de transcription, des
kinases et des phosphatases (Auernhammer and Melmed, 2000). La gp130 a une architecture
similaire a gpl90 (Xu et al., 2010). De plus, le LIF se lie avec une haute affinit¢é a un
hétérodimere déja préformé de la gpl90 qui forme ensuite un hexamere fonctionnel avec la
chaine gp130 (Boulanger et al., 2003). Ces deux sous-unités sont produites in vivo par les cellules
de I'lCM du blastocyste au moment de son implantation (Nichols et al., 1996).

Enfin, le récepteur du LIF, LIFRp, est effectivement partagé entre cinq cytokines: LIF,
OSM, CT-1, CNTF et CTC. L'ensemble de ces cytokines agit via un hétérodimere gp130/gp190
(Boulanger and Garcia, 2004). Les trois derniers exigent également un récepteur de "chaine
alpha" (CNTFRa) pour former un complexe quaternaire afin d'initier la signalisation. La cytokine
OSM, comme le LIF, peut agir via un simple dimere gp130/LIFRpB (Nicola and Babon, 2015)
(Fig.17).
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Figue 17: La signalisation LIF et son récepteur hétérodimérique. Les deux chaines du
récepteur LIF (LIFRP et gp130) sont partagées par d'autres cytokines de la famille d’IL-
6. LIF et OSM se lient a gp130 et LIFRB. CNTF, CT-1 et CLC se lient au méme
hétérodimere avec l'aide d'une chaine alpha du récepteur spécifique (CNTFa). IL-6 et IL-
11 se lient au récepteur qui se compose de deux chaines de gp130 et de deux chaines
alpha spécifiques (IL-6Ra et 1'L-11Ra, respectivement). Photo issue de Nicola and
Babon, 2015.

C. La signalisation LIF

La fixation du LIF sur son récepteur induit l'activation de gpl130 et gpl190, qui
s’hétérodimérisent permettant ainsi le rapprochement de leur domaine intracellulaire et un
changement conformationnel. Suite a celui-ci les tyrosines kinases sous-membranaires telles que
les JAKs associées de maniere constitutive au récepteur sont activées par phosphorylation (Stahl
et al., 1994). Les JAKs activées vont alors phosphoryler le récepteur au niveau de résidus
tyrosines (Ihle and Kerr, 1995). Les tyrosines phosphorylées servent alors de site d'ancrage pour
des protéines a domaine SH2, comme les STATs permettant ainsi l'activation en aval de divers
effecteurs.

Il y a quatre membres de la famille JAK (JAK1, JAK2, JAK3, TYK?2). Des expériences de
surexpression ont initialement montré que le récepteur du LIF est capable de lier au moins trois
des quatre membres de la famille JAK (JAK1, JAK2 et TYK?2) (Stahl et al., 1994). Toutefois, des
¢tudes de KO révelent que la signalisation LIF est fortement abrogée en absence de JAK1 mais
pas JAK2 ou TYK?2, ce qui suggere qu'il est le membre dominant de la famille JAK dans des

conditions physiologiques (Chung et al., 2006; Ernst et al., 1996; Rodig et al., 1998; Takahashi
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et al., 2008). JAK1 activé initie alors une cascade de phosphorylation des tyrosines qui stimulent
trois voies de signalisation distinctes (Fig.18): la voie JAK1/STAT (Stahl et al., 1994), MAPK
(Thoma et al., 1994) et PI3K (Oh et al., 1998). Ces différentes voies de signalisation ont un role a
la fois: (i) dans le maintien des mESCs dans un état de pluripotence (via les voies JAK et PI3K),
mais également (ii) dans la survie, (iii) dans la prolifération (via la voie STATI), (iv) dans
l'atténuation en rétrocontrdle de son propre signal (via les protéines SOCSs et les PIASs), et enfin

(v) dans la différenciation des cellules.
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Figure 18: Signalisation LIF: Le LIF, suite a sa fixation sur son récepteur, stimule
différentes voies de signalisation: JAK1/STAT, MAPK et PI3K. Les deux chaines du
récepteur LIF (LIFRP et gp130) sont fixées sur JAKI, la tyrosine kinase qui initie la
cascade de signalisation. JAK1 phosphoryle cinq tyrosines sur chaque sous-unit¢ du
récepteur, quatre d'entre elles sont des sites pour la stimulation de facteur de transcription
STAT3 tandis que la cinquiéme est un site de fixation pour SHP2 (qui stimule la voie
MAPK) et SOCS3 (qui régule négativement a la fois la voie JAK1/STAT et la voie
MAPK). La cytokine pléiotropique LIF présente des roles différentiels dépendants du type
et de la maturité cellulaire. Dans les mESCs, le LIF assure la survie et

I'autorenouvellement. Photo issue de Nicola and Babon, 2015.
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D. LIF et le développement embryonnaire

Afin d’explorer le réle du LIF dans le développement embryonnaire (Fig.19), des mESC
Lif” ont été générées. De maniére étonnante, ces cellules conservent leur pluripotence in vitro,
mais également in vivo. En effet, un blastocyste KO pour le géne Lif (Lif : 7), implanté dans une
souris pseudo-gestante (souris Lif”" ou souris Lif” recevant des injections intravaginales de LIF),
se développe normalement jusqu’au stade adulte. Toutefois, les souris Lif” a présentent une perte
de motoneurones, une diminution des cellules gliales et une altération des oligodendrocytes
(Bugga et al., 1998; Chen et al., 2000; Holtmann et al., 2005; Moon et al., 2002; Stewart et al.,
1992). En revanche, les blastocystes d’une souris Lif’ ne parviennent pas a s’implanter dans une
souris pseudo-gestante Lif’ ne recevant pas d’injections intravaginales de LIF (Stewart et al.,
1992). Le LIF a donc une fonction non redondante au cours de I’implantation du blastocyste au
niveau de I’endomeétre utérin, c’est pourquoi le LIF est considéré comme « la cytokine de la
nidation » chez la souris (Chen et al., 2000; Croy et al., 1991; Trouillas et al., 2009a). Des études
ont également montré que certaines femmes stériles n’expriment pas le LIF, mais également une
des cibles de cette cytokine a savoir STAT3, au niveau de la paroi utérine. Aussi le LIF peut étre
utilis¢é comme indicateur de I’infertilit¢ féminine (Dimitriadis et al., 2007; Mikolajczyk et al.,
2007). L’utilisation pharmacologique du LIF pour palier a ce déficit a fait 1’objet d’essais

cliniques, mais n’a pour I’instant pas été couronnée de succes (Brinsden et al., 2009).

E. LIF et les ESCs

Comme mentionné précédemment, le LIF permet de maintenir les mESCs in vitro dans un
¢état pluripotent naif et stimule leur auto-renouvellement. Le LIF est aussi important pour induire
les processus de réversion des ESCs humaines de leur état « primed » vers 1’état « naif ». Les
voies de signalisation stimulées par le LIF et qui sont responsables de l'auto-renouvellement des
mESCs sont les voies JAK1/STAT3/SOCS3, SHP2/RAS/MAPK et PI3K (voir le paragraphe

II-E.2.5- Caractéristiques extrinséques des états naif et primed de la pluripotence).
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Figure 19: LIF dans la reproduction. La cytokine LIF produite par les glandes de
I'endometre (et éventuellement par le blastocyste) agit sur I'épithélium de I'endometre pour
le rendre réceptif a l'attachement du blastocyste, et sur le stroma pour la décidualisation et
le rendre prét pour l'implantation et le développement du placenta (A). Le LIF agit
¢galement sur I’ICM du blastocyste pour maintenir sa totipotence au cours de la diapause,
et sur le trophectoderme pour induire une invasion trophoblastique dans 1'endometre. Le
LIF est important pour la formation de la decidua maternelle et son activité est essentielle
pour la formation de cellules géantes trophoblastiques (B). De méme, il est nécessaire a la
formation d’une structure correcte de la couche de labyrinthe dans laquelle les vaisseaux
sanguins de la mére et du feetus entrent en contact. Photo issue de Nicos A. Nicola and
Babon, 2015.

Comme le facteur des cellules souches (SCF), le LIF est un stimulateur de la prolifération
des cellules germinales primordiales embryonnaires (les progéniteurs des gamétes) dans des
cultures primaires sur des MEFs (Matsui et al., 1991) et peut étre utilisé pour maintenir 1'auto-
renouvellement et la pluripotence des cellules germinales embryonnaires (Leitch et al., 2013). Vu
que les souris males Lif” sont fertiles et que les blastocystes des femelles se développent
normalement quand elles sont transplantées dans un hote normal, le LIF ne semble pas jouer un

role critique dans le développement normal des gametes males et femelles.

En résumé, les voies de signalisation induites par le LIF sont semblables dans la plupart des
types de cellules, y compris 1'activation des voies JAK1/STAT3, PI3K/AKT et MAPK. Les effets

différentiels du LIF peuvent en partie résulter (i) de niveaux et de durée d’activation différentiels
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des trois voies JAK1/STAT3/SOCS3, MAPK et PI3K qui ont des effets différents, voire opposés
sur la pluripotence et la différenciation, (ii) des états différents de la chromatine qui aboutissent a
une activation génique différentielle au méme signal, (iii) et effet combiné avec d’autres
cytokines. De plus, il a ét¢ montré que dans des cellules ou le LIF a des effets opposés (comme
les mESC et la lignée M1), ce sont des membres différents de familles de génes semblables qui
sont induits. Par exemple, dans la lignée M1 c'est JunD puis Socs! alors que dans les mESC ce
sont JunB puis Socs3 qui sont induits par la cascade LIF/STAT3. De plus, le temps d’induction
des cibles est discriminant (induction transitoire ou persistante) (Trouillas ef al., 2009a).

Le LIF a donc des effets différentiels physiologiques (Akita et al, 1997; Austin and
Burgess, 1991; Barnard et al., 1994; Deverman and Patterson, 2012; Ishibashi et al., 2009;
Metcalfe, 2011; Walker et al., 2010; Yano et al., 1998; Yoshida et al., 1993) mais aussi
pathologiques dans plusieurs modéles de cellules souches (embryonnaires et adultes) et le cancer
(Chen et al., 2012; Liu et al., 1999, 2013; Maruta et al., 2009; McKenzie and Szepietowski,
2004; Penuelas et al., 2009; Quaglino ef al., 2007; Sims and Johnson, 2012; Tomida, 1997; Wu et
al., 2015; Wysoczynski et al., 2007; Yu et al., 2014) (Tableau-1).

Dans nos études, nous nous sommes intéressés aux effets du LIF sur les cellules souches
embryonnaires murines (mESCs) pour étudier la pluripotence et la plasticité cellulaire

dépendantes du LIF.

85



A- Fonctions physiologiques

a) Remodelage de la moelle osseuse en agissant sur les cellules stromales pour améliorer leur
différenciation en ostéoblastes lors de la formation osseuse et inhiber la production
d'ostéoblastes inhibitrice, la sclérostine, par les ostéocytes (Walker EC et al., 2010).

b) Agit sur l'hypophyse antérieure pour améliorer la différenciation de précurseurs en
corticotropes et stimuler la sécrétion de 'ACTH de corticotropes en synergie avec la CRH
(corticotropin-releasing hormone) produite par les neurones hypothalamiques (Yano H et al.,
1998; Akita S et al., 1997).

¢) Augmente ’autorenouvellement des NSCs, stimule la production, la survie et la maturation
des neurones, des astrocytes GFAP+ et des cellules gliales, switche le choix des
neurotransmetteurs des neurones sensoriels (de noradrénaline a 1'acétylcholine) (Yoshida T et
al. 1993). In vivo, l'introduction du LIF (par l'intermédiaire d'un vecteur d'adénovirus dans le
cerveau) stimule la prolifération de cellule précurseur d'oligodendrocytes, et ainsi la
remy¢linisation des axones par les oligodendrocytes dans 1'hippocampe (Deveman BE et
Patterson PH, 2012). Dans les souris Lif”", il a été observé une réduction de myélinisation
dans les régions du cerveau (Bugga L et al, 1998) et un retard dans la production
d'oligodendrocytes dans le nerf optique (Ishibashi T et al., 2009).

d) Stimule, in vitro, la prolifération des myoblastes mais inhibe leur différenciation en
myotubes (Austin L et Burgess AW, 1991), et apres une blessure, la régénération du muscle
squelettique est renforcée par l'introduction de LIF, in vivo (Barnard W et al., 1994).

e) Favorise la différenciation des cellules T régulateurs (Treg) en induisant l'expression de
facteur de transcription Foxp3, et en inhibant la différenciation des cellules pro-inflammatoire
Th17 (Metcalfe SM, 2011).

B- Fonctions pathologiques

a) Induit la production de cytokines pro-inflammatoires et des protéases impliquées dans la
dégradation du cartilage. Cela suggere un role important du LIF dans la progression de statut
inflammatoire et de la destruction du cartilage vu dans la polyarthrite rhumatoide (Sims NA et
al. 2012).

b) Induit la survie de cancers du sein (Quaglino A et al. 2007), de la peau et du nasopharynx.
Les niveaux ¢élevés du LIF sont en corrélation avec la récidive et la radiorésistance tumorale
(Liu SC et al. 2013).

¢) Induit la survie des cellules cancéreuses colorectales et régule négativement p53 en activant
la voie protéolytique MDM2 ce qui confirme les effets de LIF sur la chimio- et radio-
résistance (Yu H et al. 2014). De plus, I'expression de LIF dans ces cellules a été induite par
des niveaux bas d'oxygene et par le facteur de transcription HIF2ao (Wu L et al. 2015).

d) Stimule la croissance, inhibe la différenciation et induit les métastases dans une variété de
tumeurs in vitro et in vivo , comme les Choriocarcinomes (Tomida, 1997), les
médulloblastomes (Liu et al., 1999) , les Rhabdomyosarcomes (Wyscoczynski M et al.,
2007), les mélanomes (McKenzie RC et al., 2004; Maruta S et al., 2009). Aussi, il induit
I’autorenouvellement et I’oncogenese in vivo du cellules initiatrices de gliomes (Penuelas S et
al., 2009), mais il est encore difficile de démontrer un rdle direct de LIF dans la tumorigenése.
e) LIF (et plus précisément LIFR) inhibe les métastases dans le cancer du sein humain par la
voie Hippo-YAP. La perte de LIFR est associée a un mauvais pronostic et il est identifié
comme un nouveau suooresseur de métastases (Chen D ef al. 2012).

Tableau-1: Exemple de fonctions physiologique (A) et pathologique (B) du LIF.
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IV. La MMP1 (Matrix MetalloProteinase 1)

A. Généralités

Les MMPs (Matrix metalloproteinases) appartiennent a la superfamille des « metzincines »
qui est caractérisée par la présence d’un motif trés conservé de fixation du zinc au niveau du site
catalytique (endopeptidases dépendentes du zinc). Ces protéines sont présentes dans le milieu
extracellulaire de divers tissus. A ce jour, 26 MMPs sont connues et partagent un grand nombre
de similitudes structurelles et fonctionnelles. Cependant, elles différent dans leurs spécificités de
substrat et sont nommées en fonction du substrat qu’elles dégradent (collagénases, gélatinases)
ou d’autres parametres [stromélysines, matrilysines et MMPs associées a la membrane (MT-

MMP)] (Egeblad and Werb, 2002).

Toutes les MMPs possédent un signal peptide en N-terminal (ou domaine « pré ») qui
dirige la sécrétion de ces enzymes dans le réticulum endoplasmique (ou le domaine « pré » est
clivé) puis hors de la cellule. Ainsi, la plupart des MMPs sont constitutivement sécrétées apres
leur synthese, sauf les MT-MMPs qui posseédent un domaine transmembranaire et sont exprimeées
a la surface de la cellule. Le domaine « pré» est suivi d’un domaine « pro » qui maintient
I’enzyme dans un état latent jusqu’a son clivage et ’activation conséquente de I’enzyme. Apres le
domaine « pro » se trouve le site catalytique de 1’enzyme qui contient le domaine de liaison au
zinc. A D’exception des MMP 7, 26 et 23, toutes les MMPs possedent un domaine homologue a
I’hémopéxine connecté au site catalytique par une liaison peptidique (Tan and Liu, 2012)
(Fig.20). Ce domaine modifie I’affinit¢ de I’enzyme pour certains substrats, influe sur son
activité¢ protéolytique et régule également la liaison des TIMPs (Tissue Inhibitors of
MetalloProteinases), les inhibiteurs extracellulaires des MMPs. Comme d’autres enzymes
protéolytiques, les MMPs sont tout d’abord synthétisées et sécrétées comme des proenzymes (ou
zymogenes). Leur activation extracellulaire est initiée par des MMPs préalablement activées ou

par des protéases a spécificité sérine qui clivent le lien peptidique retenant le domaine « pro ».

Les MMPs sont impliquées dans les processus de dégradation physiologique de la matrice
extracellulaire (MEC) (Bick et al., 2010; Przybyla et al., 2013; Przybylowska et al., 2006), mais
aussi dans l'invasion des cellules tumorales au-dela de leur tissu d’origine et contribuent donc

largement a la formation des métastases du cancer, a l'angiogenése et a la tumorigenese (Chen et
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al., 2011; Gonzalez-Arriaga et al., 2012). Les MMPs sont aussi des biomarqueurs potentiels pour
les maladies inflammatoires comme la maladiede IBD (Inflammatory bowel disease) (Pedersen et
al., 2009). De plus, leur expression est induite par 'hypoxie dans certains types de cancers (Lin et
al., 2008; Nakayama, 2013). Récemment, I’implication de MMP1 dans le maintien de 1’auto-
renouvellement des mESCs a permis de mettre en lumiére un des mécanismes d’action des
cellules nourricieres sur lesquelles sont entretenues les mESCs ou les hESCs (Przybyla ef al.,

2013).

Dans mon projet de thése, j'ai donc inclus I’étude des effets de MMP1 comme nouveau

facteur de microenvironnement sur la plasticité cellulaire des mESCs.
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Figure 20: Structure en domaine de la famille métalloprotéinase matricielle (MMP).
Les MMPs sont structurellement composées de domaines modulaires similaires. La présence
ou l'absence de ces domaines, ainsi que leur spécificité de substrat, ont été utilisés pour
classer les MMPs en plusieurs sous-groupes. S: peptide signal; Pro: prodomaine; Cat:
domaine catalytique; h: région charniere; F: site de clivage sensible au furin; Fn: domaine
de répétition de la fibronectine; II: domaine transmembranaire de type II; Gt
glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchor. Photo issue de Tan RJ et al., 2012.
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B. MMP1 et les ESCs

L’interaction entre les cellules souches embryonnaires (ESCs) et leur matrice

extracellulaire (MEC) influe sur leur état d’auto-renouvellement et leur état de différenciation. Il
a été montré que le remodelage de la matrice extracellulaire par MMP1 est important pour le
maintien de 1’état d’auto-renouvellement des ESCs méme en absence de la sécrétion des
cytokines solubles par voie autocrine. La MEC agit comme un réservoir de facteurs de croissance
et de cytokines (comme le CNTF) et son remodelage permet le relargage de ces protéines de
signalisation (Przybyla ef al., 2013).
Le CNTF secrété par les mESCs et capté par la MEC est relargué suite au remodelage de cette
derniere par MMP1 provenant des MEFs qui sont activées par voie paracrine par les mESCs
(Fig.21). MMP1 maintient alors I’auto-renouvellement des mESCs par l'activation, via CNTF, de
la cascade de signalisation gp130/JAK1/STAT3 (Przybyla et al., 2013).

SignalParacrine

Figure 21: Modéle représentant 1'effet de remodelage de la matrice extracellulaire des
mESCs par MMP1. Photo issue de Przybyla et al., 2013.
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V. Hypoxie

A. Généralités

Dans la plupart des organismes vivants, et notamment chez les mammiferes, la
concentration d’oxygene varie, dans les différents tissus, entre 0 et 14% dans les organes les plus
irrigués. Les caractéristiques d’'auto-renouvellementet de pluripotence des cellules souches
dépendent de I'équilibre de signaux complexes dans leur microenvironnement dont la [O;] est une
des composantes importantes (Fig.22) (Davy and Allsopp, 2011; Mohyeldin et al., 2010). Jusqu'a
présent, les effets de I1'hypoxie entre le maintien de la pluripotence et l'initiation de la
différenciation sont controversés et probablement liés aux [O,] utilisées ainsi qu’au protocole de
maintien des cellules en hypoxie (dans des chambres spéciales avec ou sans choc normoxique
pendant I’expérience).

De nombreux exemples ont démontré que la réponse cellulaire est différente en fonction de
la [O;]. 1l peut donc étre considéré comme un abus de langage 1’utilisation du terme hypoxie pour
une concentration d’oxygeéne qui est en réalité physiologique. Il serait plus rigoureux d’utiliser
des termes tels que « physioxie » ou encore « normoxie in situ » quand on parle de faibles
concentrations d'O,. Par conséquent, les expériences a 21% d’oxygeéne, peuvent étre assimilées a
une concentration « hyperoxique » (Ivanovic, 2009). Cependant et par simplicité pour notre étude,
nous utiliserons les termes de normoxie et hypoxie pour les expériences faites respectivement a

[O3] atmosphérique ou a des [O;] < a 5% respectivement.
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Figure 22: Répartition de faibles concentrations d'oxygéne durant I’embryogenése (A)
et dans divers compartiments de cellules souches (B). Photo issue de Mohyeldin et al.

2010.

B.

Le complexe HIF (Hypoxia Inducible Factor) est présent dans toutes les cellules de
mammiferes étudiées a ce jour et si ’on remonte dans 1’échelle de 1’évolution, on le retrouve
jusque chez le nématode C. elegans et la drosophile D. melanogaster. HIF a été isolé pour la
premiere fois en 1993 et ses composantes protéiques ont été identifiées en 1995 (Wang and
Semenza, 1995). HIF est activé de manicre exponentielle & mesure que diminue la pression en

oxygene dans des cultures cellulaires (Maxwell, 2005). En outre, HIF peut étre efficacement

Le complexe HIF
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activé par les chélateurs du fer et certains métaux de transition comme le cobalt (II). En
normoxie, la quantité de HIF détectable dans les cultures cellulaires est variable. Des expériences
génétiques (modeles de souris KO Hifl”") ont démontré que ce géne est capital pour le
développement normal des mammifeéres en régulant 1’expression des geénes impliqués dans

I'érythropoicse, I'apoptose et la prolifération.

Les HIFs sont des facteurs de transcription hétérodimeriques composés de sous-unités o et
. Ces deux sous-unités sont des protéines de base hélice-boucle-hélice (PHLH) (Hewitson et al.,
2002; Wang and Semenza, 1995). HIF1 est un hétérodimere constitué¢ de la sous-unit¢ HIFla de
120 kDa (826 acides aminés) qui complexe avec la sous-unit¢ HIFIP de 91 a 94 kDa (deux
isoformes de 774 et 789 acides aminés; (Wang et al., 1995). 1l existe trois isoformes de sous-
unités o codées par différents genes (HIF1a, HIF2a et HIF3a) et deux isoformes de sous-unités 3
(HIF1B et HIF2P) (Zagoérska and Dulak, 2004). HIF2a (également appel¢ Endothelial PAS
domain proteinl, EPASI), facteur HIF1-like (HLF), HIF1-related factor (HRF)) partage une
identité de séquence de 48% avec HIFla et il hétérodimérise avec ARNT pour activer la
transcription des geénes cibles (Tian et al., 1997).

HIF3a differe de HIFla (Fig.23) et de HIF2a par I’absence du domaine d'activation C-
terminal requis pour la liaison des co-activateurs (Szablowska-Gadomska et al., 2011). Ainsi,
HIF3a est incapable de recruter des régulateurs co-transcriptionnels et la machine basale de
transcription des genes cibles. HIF1a régule principalement I’expression des genes glycolytiques
(Hu et al., 2003), tandis que HIF2a est le principal régulateur de 1'érythropoiétine induite par
I'hypoxie dans les tissus qui expriment a la fois HIF1a et HIF2a (Rankin ef al., 2007; Warnecke
et al., 2004). HIF2a a également été montré pour favoriser la progression du cycle cellulaire dans
les cellules hypoxiques de carcinomes rénales (Gordan et al., 2007). Peu de données sont

connues concernant les genes cibles de HIF3a.
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Figure 23: Structure de HIFla: La partie N-terminale de HIF-1la contient un domaine
bHLH, proche de PAS (PAS-A et PAS-B), puis le domaine ODD (Oxygen-dependant
degradation). Le domaine ODD comprend deux séquences PEST-like (P- proline, E- acide
glutamique, S- sérine, T- thréonine) qui conférent une durée de vie courte a HIF-1a (dans
21% d’0O;, sa demi- vie est d'environ 5 min) et est suivie par sa dégradation. HIF-1a et HIF-
20 contiennent deux domaines de transactivation qui sont responsables de l'activité
transcriptionnelle. L'un est situé dans la partie N-terminale de 1’hétérodimere appelé N-TAD
(NAD) et le second est dans la partie C-terminal appelé C-TAD (CAD). L'activité¢ de la
CAD peut étre inhibée par FIH (factor inhibiting HIF)-asparaginyle hydroxylase. HIF-1a est
transporté dans le noyau grace aux NLS (nuclear localisation signal). Photo issue de
Szablowska-Gadomska ef al., 2011.

C. Mécanisme de régulation de HIF1a par I'oxygene

La régulation par ’oxygene de HIF1a et de HIF2a s’ opére via I’hydroxylation enzymatique
(Ivan et al., 2001; Lando et al., 2002). Les enzymes utilisent 1’oxygene moléculaire pour
modifier des résidus cibles d’acides aminés tres spécifiques. Ces modifications permettent alors
la destruction des co-activateurs transcriptionnels et préviennent leur recrutement. Ces enzymes,
les HIF hydroxylases, appartiennent a une famille hétérogene d’enzymes qui contiennent du fer
dans leur site actif et utilisent I’oxygéne moléculaire et le 2-oxoglutarate (Schofield and Ratcliffe,
2004). La destruction de HIF1a est rendue possible par I’hydroxylation ciblée de 1I’'un ou 1’autre
des deux résidus propyl (Tuckerman et al., 2004) des prolyl hydroxylases PHD1, PHD2 ou
PHD3. HIFla contient beaucoup de Prolines dans le domaine ODD qui sont reconnues et
hydroxylées par les PHD (domaine prolyl hydroxylase). PHD catalyse cette réaction en ajoutant
de 'oxygene aux résidus Pro et les convertir en 4-hydroxyproline (Berra et al., 2006; Maxwell,
2005). Dans les conditions normoxiques, HIFla est ubiquitinylée et dégradée par le protéasome
(Kallio et al., 1999) via la protéine Von Hippel-Lindau (pVHL), suppresseur de tumeur. Celle-ci
se lie a la sous-unité¢ hydroxylée de HIFla et contribue ainsi a sa dégradation (Fandrey et al.,

2006).
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Dans les conditions hypoxiques, HIF 1a est stabilisée et s’accumule du fait de 1’inactivation
des prolyl hydroxylase (Ivan et al., 2001). De plus, le facteur inhibiteur de HIF (FIH identifié
comme asparaginyl hydroxylase) est bloqué. HIF 10, aprés stabilisation subit une translocation du
cytoplasme vers le noyau et la dimérisation avec HIF1f se produit grace au domaine bHLH et
une partie du domaine PAS (Per-AHR-ARNT-Sim) (Béardos and Ashcroft, 2005). Le complexe
de HIF1 (HIFla + HIF1B) se lie a la séquence d'ADN spécifique nommée HRE (5'-TACGTG-3',
Hypoxia Responsive Element) (Maes et al., 2012; Wenger, 2002) (Fig.24). La reconnaissance de
HRE se fait a travers le domaine de base (extrémité N-terminale) de HIF1a et HIF1p (Fandrey et
al., 2006).

Hypoxia

OH\OH Ubiguitin
HIF1
=

Angiogenesis

Proteasomal _+v, .
degradation !

of HIF-1a Nucleus

Anaerobic
metabolism

Figure 24: HIF10 entre Normoxie et Hypoxie. En normoxie, les résidus proline spécifiques
(Pro402 et Pro564) de HIF-1a sont hydroxylés, conduisant a sa dégradation médiée par pVHL
protéosomale, une ubiquitine ligase E3. En hypoxie, HIF-1a est stabilisée, et agit comme un
facteur de transcription qui se lie aux séquences HRE pour induire 1'expression d'une
multitude de genes cible comme Vegf, ce qui favorise l'angiogenese, et de génes impliqués
dans le métabolisme anaérobie. Photo issue de Maes C., et al. 2012.
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E. Les cibles de ’hypoxie

La prot¢ine HIFla permet l'activation directe d'un grand nombre de genes par
l'intermédiaire des séquences promotrices HRE, et notamment de geénes impliqués dans le
métabolisme pour maintenir I'énergie, le pH et I'homéostasie rédox comme il a été montré dans
les cellules de la moelle osseuse (Rey ef al., 2011). La protéine HIF1a active le géne codant pour
la protéine GLUTI1 (Glucose Transporter 1) afin d'augmenter le taux de glucose qui sera
transformé en lactate suite a l'augmentation simultanée de l'expression de l'enzyme LDHA
(Lactate dehydrogenase A). L'augmentation de l'acide lactique est alors régulée par 'activation de
l'expression de la protéine MTC4 (Mitochondrial Tricarboxylate Carrier 4), protéine
membranaire qui permet 1'élimination de l'acide lactique. D'autres protéines activées par HIF 1o
jouent un rdle important dans les mécanismes impliqués dans 1'augmentation de la production
d'ATP et la diminution de la production d'espéces réactives de l'oxygeéne (ROS): PDKI1
(Pyruvate dehydrogenase Kinase) diminue la respiration mitochondriale en méme temps que la
glycolyse est induite, COX4I2 (Cytochrome C Oxidase) augmente la consommation d'O,, la
production d'ATP, la production de H,O, et l'activation de Caspace-3 et joue un rdle crucial dans
l'optimisation de la respiration mitochondriale a des faibles [O;] (Fukuda et al., 2007). Enfin,
I'augmentation de l'expression de la protéine BNIP3 (BCL2/adenovirus E1B 19 KDa interacting
protein 3), qui est un effecteur de I'autophagie mitochondriale, permet d'augmenter la survie des
cellules exposées a des faibles [O,]. BNIP3 entre en compétition avec le complexe protéique
BECLIN1-BCL2 et forme le complexe BNIP3-BCL2 afin d'inhiber la protéine anti-apoptotique
BCL2 (Zhang et al., 2008). De plus, HIFla maintient I'noméostasie de pH intracellulaire par
I'intermédiaire de CAR9 (Carbonic Anhydrase 9) et NHE1 (Sodium-hydrogen exchanger) en
facilitant le transport transmembranaire de HCO;' et la diffusion de H' et CO, (Swietach et al.,
2007).

F. Hypoxie et les ESCs

Avant I’implantation dans 1’utérus, ’embryon n’est pas vascularisé. Il ne regoit donc que
trés peu, voire pas du tout d’oxygene, ce qui rend adéquat I’étude des mESCs a des
concentrations faibles d’O,, inférieures a 5%, de l'ordre de 3%. C’est pourquoi depuis quelques
années, de nombreuses ¢tudes portent sur cette problématique, avec néanmoins quelques

controverses dans le domaine des mESCs. Une premiére publication, en 2007, a postulé que
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I’hypoxie (1% d’O,) provoquait la mort et la différenciation des mESCs par inhibition de la voie
LIF/STAT3 par I'intermédiaire de la protéine HIFla (Jeong et al., 2007). En effet, HIFla
inhiberait 1'expression du géne codant pour la protéine gpl190 (LIFR) par liaison aux séquences
répressives THRE (repressive Hypoxic Response Element) de son promoteur et ainsi provoquerait
une inhibition de la phosphorylation de la voie STAT3. Partageant la méme idée, une autre équipe
a publi¢ que I’hypoxie (1% d’O,) provoquait une différenciation vasculaire, en inhibant
I’expression d’Oct4, la encore par la liaison d’HIF1a sur les séquences rHRE de son promoteur et
a ’inverse, en activant 1’expression de Vegf (Vascular Endothelial Growth Factor), géne impliqué
dans la vascularisation, par la liaison d’HIF1a aux séquences activatrices HRE de son promoteur
(Lee et al., 2012). Récemment, une étude a montré que 1'hypoxie (a 1% O, et pas 3% O,) favorise
la différenciation des mESCs en endoderme définitif et des cellules pulmonaires distales (Pimton

etal.,2015).

A Dinverse, Ying et son groupe en 2008 ont montré que I'hypoxie (5% d'O;) améliore la
survie clonale des mESCs aprées I'inhibition de la voie GSK3 et de la voie MAPK/ERK (Ying et
al., 2008a). En 2010, une étude a montré que I’hypoxie (1.5% d’0O,) provoquait une
augmentation de la survie des cellules par intervention de la voie WNT/B-CAT, modulée par le
complexe HIF1o/HIF2a dans les cellules pluripotentes, complexe qui activerait 1’expression de la
protéine LEF1 (Lymphoid Enhancer-binding Factor 1) (Mazumdar et al., 2010). La méme année,
il a été publié que I"’hypoxie (2% d'O,) induit la différenciation des mESCs (état naif) en cellules
primed, mais n'affecte pas les cellules cultivées dans un état immature, dit "ground" (Fernandes
TG et al. 2010). De plus, le maintien de I'état pluripotent des mESCs en hypoxie (2% d'O,) exige
une synergie entre la voie LIF/STAT3et la voie WNT/B-CAT, ainsi qu’une inhibition de la GSK-
3P et de la voie MEK/ERK (Barbosa et al., 2012).

D'une maniere générale, l'effet de I'hypoxie sur les cellules souches n'est pas un effet
controverse mais plutdt un effet différentiel dépendant de divers facteurs: (i) la hiérarchie de
caractere souche, (ii) le type cellulaire choisi au cours de développement: effets pléiotropes (iii)
la [O] et la durée d'exposition, (iv) 1'équilibre entre les voies de signalisation inducteurs et
inhibiteurs de la pluripotence/différenciation a différentes [O,] et (v) la stabilisation de sous-
unités HIFs et leurs interactions avec les voies de signalisation et les génes spécifiques des étapes
cellulaires.

Ces derniéres années, 1'idée que ’adaptation a I’hypoxie est un processus actif a émergé,
c'est pourquoi I'étude des mécanismes de plasticité en conditions hypoxiques demeure un
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aspect essentiel dans la compréhension des cellules souches embryonnaires murines que

nous avons donc abordé dans notre étude.

VI. Quelles sont les applications de la recherche sur les cellules souches
(SCs)?

Les cellules souches présentent un intérét dans deux domaines : le domaine de la recherche

fondamentale et le domaine de la santé.

A. Intéréts pour la recherche fondamentale

La compréhension des mécanismes responsables du développement cellulaire et tissulaire
est certainement 1’'un des défis les plus importants que les chercheurs ont a relever, tant les
mécanismes moléculaires qui permettent la différenciation de cellules souches ou de progéniteurs

vers un type de cellules spécialisées est complexe.

De plus, I’étude des étapes précoces du développement humain est compliquée par ’acces a
des ressources biologiques qui se limite, lorsque ces recherches sont autorisées, a des études
anatomiques et biochimiques réalisées par dissection d’embryons malades apres avortement.
Cependant, la quantité d’informations accumulées en biologie du développement a été¢ possible
grace a l’utilisation de modeles d’animaux, en particulier la souris et en complément avec

I’utilisation de lignées cellulaires surtout les mESCs et les hESCs.

Les mESCs par leur capacité de contribution a la lignée germinale, ont permis de générer
des lignées des souris mutées qui ont permis d'appréhender le role des geénes au cours du
développement embryonnaire: par exemple le KO de la E-Cadhérine (E-Cad) a permis d’établir
le r6le important de ce geéne dans la formation de blastocyste par sa fonction d'adhésion lors de la
compaction des cellules (au stade 8 cellules) (Cockburn and Rossant, 2010). Le KO du LIF a
permis de montrer son rdle essentiel dans l'implantation de blastocyste (Escary et al., 1993;
Stewart et al., 1992) et la maturation des neurones (Tomida and Saito, 2004). De plus les études
sur les ESCs ont permis d’identifier les facteurs et les mécanismes impliqués non seulement
durant les stades précoces de développement mais également ceux qui régulent l'auto-

renouvellement des cellules, la bascule auto-renouvellement/différenciation, les liens
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apoptose/différenciation (Duval et al., 2000, 2004, 2006), ainsi que ceux responsables de la
progression du cycle cellulaire durant le développement (Stead et al., 2002; White and Dalton,
2005).

Il est a noter aussi que c’est grace aux études transcriptomiques et fonctionnelles
d'expression spécifique des geénes dans les mESCs, que le cocktail de reprogrammation des

cellules somatiques en iPSCs a été identifié.

B. Intéréts pour le domaine de la santé

Dans le domaine de la médecine régénérative, le focus important est mis sur 1'expansion des
hPSCs (hESCs et hiPSCs) et leur différenciation homogene dirigée en cultures ex vivo, suivie
d'une greffe. En ce sens, les hPSCs dérivées seraient transplantées en vue de réparer ou de
remplacer les cellules perdues ou endommagées par la maladie et les blessures Des essais
cliniques utilisant des hESC sont en cours pour corriger des dégénérescneces de la rétine avec des
modeles hESC (Gonzalez-Cordero et al., 2013; Schwartz et al., 2012; Yanai et al., 2015) et
hiPSC (Borooah et al., 2013; Sridhar et al., 2013; Wright et al., 2014). De plus, la faisabilité de la
manipulation génétique dans les hPSCsa ét¢ démontrée avec plusieurs technologies, telles que la
diminution d’expression de génes (knockdown) avec les siRNA et la correction de geénes en
utilisant la recombinaison homologue, combinée a des outils plus récents tels les systemes
TALENsCRISPR/cas9 (Zhu et al., 2014). On pourra donc, a terme, réaliser de la réparation
cellulaire avec des cellules génétiquement corrigées pour un geéne responsable de maladie

monogénique (ex : myopathie de Duchesne ou mucoviscidose....).

La preuve de principe a été établie chez la souris atteinte d’anémie falciforme (Hanna et
al., 2007). Les hiPSCs sont une source potentielle de cellules pour la reconstruction tissulaire a
long terme. Par exemple, les cellules précurseurs hématopoiétiques greftées peuvent étre générés
a partir des iPSCs (Doulatov et al., 2013) offrant potentiellement de nouvelles sources de cellules
pour la reconstitution de cellules pour les patients cancéreux hématologiques apres le traitement.
L'utilisation de cellules iPSCs dérivées des cellules somatiques ouvre donc la possibilité de
transplantation autologue ou de banques de tissus qui peuvent couvrir un large spectre de la

population telle que le projet Cell Stock iPSCs au Japon.
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VII. Objectifs de travail

Mon travail a consisté a I’étude des mécanismes de plasticité des mESCs grace a un test
mis au point au laboratoire et a déterminer I’effet des paramétres environnementaux (MMP1

et hypoxie) sur la pluripotence et la plasticité des mESCs.

De plus, j’ai effectué une analyse comparative entre les mESCs et les miPSCs (murine
induced pluripotent stem cells). Ceci afin de déterminer si toutes les propriétés des ESCs sont
retrouvées dans les iPSCs de maniére a déterminer si elles pourraient étre un bon outil

thérapeutique.

Enfin, j’ai construit des vecteurs d’expression dans lesquels une forme de PEGFP a
demi-vie courte (I2EGFP) est sous le controle de promoteurs strictement sensible au LIF.

Ceci afin d’avoir un outil performant de criblage. En effet, cet outil permettra de :

1) Caractériser la plasticité des mESCs par cytométrie en flux et ainsi effectuer une analyse

plus rapide que la RT-qPCR pour identifier de nouveaux acteurs de la plasticité cellulaire.

2) Etudier le devenir de cellules fluorescentes triées dans le test de plasticité cellulaire et ainsi
limiter I’hétérogénéité cellulaire et déterminer précisément ’effet du LIF sur une population

plus homogene poussée sans LIF pendant 1 a 5 jours puis réinduites par le LIF.
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MATERIELS ET METHODES

Culture cellulaire

A. Entretien des cellules

La lignée de mESCs CGRS8 (obtenue par le laboratoire d'A. Smith, UK) et le clone
cellulaire miPSCs (obtenu par le laboratoire de F. Moreau Gaudry, Unité 1035, INSERM,
Bordeaux) sont cultivés dans des plaques 6 puits préalablement gélatinées (0.2% gélatine) afin de
permettre 1’adhésion cellulaire. Les mESCs et les miPSCs sont maintenues dans du milieu de
culture composé de DMEM-Glutamax (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma Aldrich),
complémenté par un antibiotique (Gentamycine 400pg/mL, Gibco Invitrogen), un agent
antioxydant, le 23 Mercaptoéthanol (0,1mM, Sigma-Aldrich) et 10% de « Serum Replacement
Medium ». Ceci correspond au milieu STEM+. Les mESCs et les miPSCs sont maintenues
pluripotentes dans le milieu STEM+ en présence de LIF humain (10ng/mL)produit par la lignée
CHO (Chinese Hamster Ovary), qui contient un plasmide exprimant cette cytokine. Les mESCs
sont cultivées dans un incubateur a 37°C, 5% CO,, 21% d’O; pour les études en Normoxie et 3%
d’O; pour les ¢études en Hypoxie (Hotte Biospherix). Pour ces expériences en Hypoxie, les
cellules sont cultivées sur des falcons 12,5 cm2 bouchés hermétiquement pour les observations
faites sous microscope en normoxie. Les milieux de culture sont conditionnés pendant 1h dans
I’enceinte de la hotte qui contient une chambre de travail a 3% et un incubateur ou sont
maintenues les cellules a 5% de CO; et 3% d'O,. Tous les deux jours, les cellules sont décollées
par traitement a la trypsine et ensemencées dans du nouveau milieu complet (STEM+LIF) avec

une dilution de 5 a 10 fois, en confinement hypoxique.

B. Traitement des mESCs avec U0126, SU5402 et CHIR99021

L'inhibition des voie MAPK ERK1/2, FGF et GSK3p est réalisée en traitant les mESCs
avec 0,4uM de l'inhibiteur U0126 (Cell Signaling Technology), 2uM de l'inhibiteur SU5402
(Calbiochem) et 3uM de Il'inhibiteur CHIR99021 (Calbiochem) respectivement (Ying et al.,
2008c). Les inhibiteurs sont ajoutés au milieu de culture pré chauffé a 37°C et les milieux sont

changés tous les jours. L'analyse de l'expression des génes de pluripotence et de différenciation
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ainsi que des marqueurs de lignage sont réalisée par RT-qPCR L'inhibiteur U0126 bloque la voie
MAPK en inhibant l'activité kinase des MEK1/2, conduisant a un défaut de phosphorylation
d'ERK1/2. L'efficacit¢ d'U0126 a été validée en détectant le niveau de phosphorylation
d'ERK/1/2 par Western Blot (avec 1’anticorps anti-P-ERK1/2, Santa Cruz Biotechnology). Cette
analyse a ¢été réalisée sur des cellules déplétées en LIF pendant 1 jour puis ré-induites pendant 30
min en absence ou présence d'inhibiteur et a permis de constater que le traitement des cellules
avec U0126 abolie la phosphorylation d'ERK1/2. Quant a l'inhibiteur SU5402, il inhibe 1'activité
tyrosine kinase de FGFR1 en interagissant avec le domaine catalytique de FGFRI1 et il inhibe
¢galement la phosphorylation d’ERK1/2 induite par FGF. Enfin, le CHIR99021 induit une
diminution de la phosphorylation de la B-caténine (B-cat) en simulant la signalisation canonique

Wnt (Fig. 25).

AUTO-
RENOUVELLEMENT

Figure 25: Schéma représentant le mode d’action des 3 inhibiteurs (3i) sur les voies
FGF/MAPK et WNT/B-Caténine (p-Cat) dans les mESCs.
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C. Mise en évidence de la Phosphatase Alcaline (AP)

Le test AP permet de déterminer l’activité enzymatique de 1’alcaline phosphatase en
fonction de la métabolisation d'un produit qui apparait rouge. Apres fixation des cellules,
l'activité de la phosphatase alcaline est détectée grace a l'utilisation d'un kit commercialisé par la
société Sigma-Aldrich™ (Référence 86R-1KT). Ce kit permet de révéler les cellules possédant
une forte activité phosphatase alcaline (AP+). Les cellules pluripotentes possédant cette activité
apparaissent en rouge, contrairement aux cellules différenciées qui apparaissent alors non

colorées (AP-).

D. Analyse de la prolifération

Afin de comparer la prolifération des cellules pendant 7 jours en normoxie et en hypoxie,
nous avons effectué¢ des comptages de cellules en utilisant un marqueur membranaire fluorescent.
Chaque jour, les cellules sont préalablement diluées dans une solution de PBS-Bleu Trypan
(0.1% (p/v); Invitrogen) et sont comptées. La division cellulaire peut aussi étre suivie par
cytométrie en flux aprés marquage des cellules avec un fluorochrome membranaire lipophile, le
Vybrant DiD (1,1-Dioctadecyl-3,3,3,3-tetramethylindodicarbocyanine, Life Technologies). Apres
avoir décollés les cellules, celles-ci sont comptées, centrifugées (2 min, 2000 rpm a 37°C) et
resuspendues dans du milieu DMEM + DiD (5uL de DiD/mL/Million de cellules) pendant 30
minutes a 37°C. Un premier lavage au DMEM (10mL) est réalisé. Apres centrifugation (2 min,
2000rpm a 37°C), les cellules sont a nouveau lavées dans 5 mL de DMEM. Une partie des
cellules est mise dans un tube afin de servir de point de référence (JO). Une nouvelle
centrifugation (2 min, 2000 rpm a 37°C) permet de resuspendre une partie des cellules dans du
STEM+, +LIF afin de les ensemencer dans des flasques gélatinées qui correspondront aux
différents jours de l'expérience, et qui seront donc chaque jour décollées et passées en cytométrie.
Chaque jour, des cellules non marquées servent de controle pour le réglage du cytometre. En
théorie, l'intensité de fluorescence de chaque cellule est divisée par deux a chaque division
mitotique. Le cytometre BD LSRFortessa (plateforme de cytométrie en flux de la SFR
Transbiomed) permet de mesurer le pourcentage de cellules positives ainsi que I'Intensité
Moyenne de Fluorescence (MFI) et la médiane de fluorescence selon les longueurs d’onde
d’excitation et d’émission spécifiques du fluorophore DiD. Les cellules passent une a une devant

un laser qui excite le DiD a 644nm, et celui-ci émet un signal a 665nm.
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E. Test de la pluripotence : Capacité de différenciation in vitro en Corps Embryoides
(EBs)

Pour vérifier la pluripotence des mESCs en fonction des différents paramétres dans lesquels
elles sont cultivées, plusieurs expériences sont possibles et notamment la différenciation in vitro
par la formation d'EBs. Les mESCs sont ensemencées dans une boite de pétri (utilisée en
bactériologie) ne contenant pas de surface adhérente. Les cellules, cultivées dans un milieu sans
LIF vont alors former des structures 3D qui vont mimer la gastrulation pendant 8 jours. Tous les
deux ou trois jours, le milieu de culture est changé. Pour cela, les EBs sont décantés puis
resuspendus délicatement, afin de ne pas altérer les structures, dans le milieu de culture. Le
huitieme jour, les EBs sont centrifugés et répartis sur des boites de cultures préalablement
gélatinées ou ils vont adhérer en présence de milieu STEM+. D¢s le lendemain on voit, sous
microscope, des fibres cardiaques battantes et on peut aussi facilement visualiser, aprés quelques
jours, I’appartition de réseaux de neurones.Les cellules dans un état différencié¢ peuvent étre
maintenues pendant une dizaine de jours avant d'étre photographiées ou lysées afin d'extraire
I'ARN et d'étudier l'expression des geénes et notamment des génes de différenciation

correspondant aux trois lignages.

F. Transfection cellulaire

Les cellules sont cultivées sans antibiotique durant les 24 heures précédents la transfection.
Les cellules sont transfectées en suspension a une densité cellulaire de 5x10° cellules/puits avec
différentes concentration de plasmide purifi¢: 0,2pug; 0,6pg et lug en utilisant la
lipofectamine2000™ (5ul, Invitrogen ™, Référence 11668019) L'ADN et la lipofectamine sont
dilués séparemment dans 250 pL du milieu DMEM-Glutamax et incubés pendant 5 min a
température ambiante. Puis lalipofectamine est combinée avec 1'ADN. Ce mélange est
homogénéisé et incubé a température ambiante pendant 20 min, afin de permettre la formation de
complexes ADN-lipofectamine. Ces complexes sont ensuite répartis dans les différents puits. La

quantité de LIF est ramenée a 10 ng/mL final dans le mélange de cellules en suspension.
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II.

RT-qPCR

A. Extraction d’ARN

Les cellules adhérentes et confluentes sont rincées avec du PBS (1x), puis lysées dans une
solution) commercialisée sous le nom de TRI REAGENT® (Molecular Reaserch Center inc,
MRC, référence TR-118) a raison de 800ul/puits (plaque 6 puits). Le TRI REAGENT est une
solution monophasique de phénol, guanidine isothiocyanate et d'autres composants facilitant
l'isolation de différentes especes d'ARN de grande et petite taille moléculaire utilisable pour
isoler les ARN totaux d'échantillons de cellules et de tissus. Ce réactif de couleur rose-rouge
permet le maintien de l'intégrité de 'ARN, grace a la forte inhibition de l'activité RNase. Les
ARN sont extraits et purifiés par 1’action du chloroforme (2 min a température ambiante). Apres
centrifugation (12 000 rpm, 15 min a 4°C), la phase aqueuse contenant les ARN est précipitée
avec un volume d’isopropanol (5 min a température ambiante), et de nouveau centrifugée (12 000
rpm, 10 min a 4°C). Les ARNSs se retrouvent dans le culot et sont rincés avec de 1’éthanol a 75%
(7500 rpm, 10 min a 4°C), resuspendus dans de I’eau (dépourvue de RNase) et chauffés 10 min a
65°C. Les ARN sont dosés par spectrophotométrie et la qualit¢ des ARN est vérifiée par
¢lectrophorése en gel d’agarose (1,2%) dans du tampon TBE (Tris-Borate-EDTA) en chargeant
lug d’ARN par puits.

B. Transcriptase inverse (RT)

La " reverse transcription " ou " transcription inverse " (RT) consiste a synthétiser de ' ADN
complémentaire (ADNc) a partir d'ARN. Ipug d'ARN est traité¢ a I’aide d’un kit QuantiTect®
Reverse Transcription (QIAGEN, référence 205311) qui permet d'éliminer les traces d'ADN
génomique puis de réaliser la synthése les ADNc par action de la transcriptase inverse pendant 20
min. Le protocole de RT suivi selon les recommandations du fabricant. Les ADNc obtenus sont

alors dilués au 1/10° et sont préts pour étre amplifiés par la réaction de PCR quantitative (QPCR).
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C. Real Time Quantitative PCR (qPCR)

La qPCR ou quantitative Polymerase Chain Reaction, aussi appelée PCR en temps réel est
une méthode particuliére de réaction en chaine de la polymérase, ayant pour but de mesurer la
quantité initiale d'ADN, et plus précisément le nombre d'amplicon (portion d'ADN définie par un
couple d'amorces). Son principe est bas¢ sur la possibilité de suivre la quantité d'ADN présente
dans la réaction a tout moment et non a la fin de la réaction. Pour chaque geéne étudié, I' ADNc est
mélangé a un couple d’amorces sens et anti-sens spécifiques du géne (0,1uM final) que I'on
souhaite amplifier, ainsi qu'un agent intercalant fluorescent de 'ADN double brin, le Syber gPCR
Premix Ex Taq (TAKRR420W, OZYME), qui permet la quantification. L’expression relative de
chaque gene est quantifiée par le Ct (Cycle Threshold ou cycle seuil), qui correspond au nombre
de cycle d’amplification nécessaire pour atteindre un seuil situé¢ dans la phase linéaire de la PCR.
L'expression de chaque gene est comparée par rapport a un gene de référence (échantillon qui
établit le 100%) dont l'expression est constante et par rapport a une condition controle. Dans

notre cas, c'est le gene Hprt (Hypoxanthine Guanine Phosphoribosyl Transferase) (Fig. 26).

1 , Echantillon A
“‘":;m"’mz' Echantillon B

9 Calcul du pourcentage d'expression relative

§ - movyenne des duplicata des Ct
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3 1 i 7 .
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Figure 26: Exemple de courbe de qPCR et calcul du pourcentage d’expression.
(Courbe : http://www.qiagen.com/resources/info/guidelines_rtpcr/dataanalysis sybr.aspx)

Il est important de valider les couples d'amorces (spécifiques du gene d'intérét) utilisées en
qPCR. Pour ce faire, une courbe étalon pour chaque couple d'amorces a été obtenue en réalisant

des dilutions croissantes de 1’étappe RT. En théorie, une série de dilution au 1/2 doit donner des
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courbes d'amplification décalées d'un cycle de PCR a chaque fois. L'éfficacité¢ de la PCR peut
étre lue directement sur un graphe tracé par le logiciel d'analyse installé sur l'appareil de PCR en
temps réel (CFX Manager Software with PrimePCR Assays, BIO-RAD). En effet, les Ct sont
disposés sur un graphe en échelle logarithmique et I'équation de la régression linéaire passant par
ces points donne 1'¢fficacité¢ (Coefficient directeur de la droite). Les amorces utilisées pour la
PCR ont ¢ét¢é obtenues graice a la base de données Primer Bank (site:
http://pga.mgh.havard.edu/primerbank/), et ont été synthétisées par la société Sigma-Aldrich®
(site:  http://www.sigmaaldrich.com/configurator/servlet/DesignTool?prod type=STANDARD)
(Tableau-2).

Cibles Séquences Amplicon PrimerID
Hprt Forward: ACCTTCATCGGAAACTCCAAAG
186 MMUS59496
Reverse: ACTGTTAGGCTCAGGTGAACT
Bnip3 Forward: TCCTGGGTAGAACTGCACTTC
103 6753198al
Reverse: GCTGGGCATCCAACAGTATTT
Car9 Forward: TGCTCCAAGTGTCTGCTCAG
126 21314850al
Reverse: CAGGTGCATCCTCTTCACTGG
Ccox412 Forward: CTGCCCGGAGTCTGGTAATG
109 16716379al
Reverse: CAGTCAACGTAGGGGGTCATC
Ldha Forward: TGTCTCCAGCAAAGACTACTGT
155 6754524al
Reverse: GACTGTACTTGACAATGTTGGGA
Mtc4 Forward: TCACGGGTTTCTCCTACGC
167 13507630al
Reverse: GCCAAAGCGGTTCACACAC
Pdkl Forward: GGACTTCGGGTCAGTGAATGC
122 27369966al
Reverse: TCCTGAGAAGATTGTCGGGGA
Socs3 Forward: CGTTGTGAAGAGGCAGTAGC
122 NM 007707
Reverse: ACAAAGCAGAACCCTCCATC -
bcl2 Forward: ATGCCTTTGTGGAACTATATGGC
120 NG _009361.1

Reverse: GGTATGCACCCAGAGTGATGC

Tableau-2: Séquences d’amorces (5’-3) utilisées en qPCR, en plus de celles données dans
P’article publié dans PlosOne.

La qPCR est réalisée dans des plaques 384 puits et s'effectue sur 3ul d' ADNc dilué au 1/10°
dans un volume réactionnel (volume final : 10 pl) composé de : 5 pl de mix Takara, 0,3 pl de

chaque amorce (sens et anti-sens) a 10 uM et 1,9 pl d'eau MilliQ®. Les échantillons testés sont
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désposés au minimum en duplicat. La composition de la plaque se fait grace a un robot
(epMotion® 5073- Hardware manual, eppendorf, plateforme qPCR de la SFR Transbiomed)
programmé via le PCR-assistant-software manual. Ce robot capable de distribuer les ADNc et les
mix dans la plaque en suivant le plan de programmation établi.

Deux témoins seront réalisés afin de vérifier: (i) d'une part, 'absence d'ADN dans la préparation
d'ARN (pour ce faire, I'ADNc sera remplacée par I'ARN en quantité identique) et (i1) d'autre part,
I'absence de contamination du mélange réactionnel (pour ce faire, le mélange réactionnel sera

déposé sans ADNc, ni ARN).

La gPCR est réalisée en utilisant un appareil dédi¢ nommé CFX384 Touch™ Real-Time
PCR Detection System du BIO-RAD. Le programme dure 2 heures. Il est constitué¢ de 40 cycles
successifs composés d'une phase de dénaturation a 95°C pendant 5 sec, suivi par une phase
d'hybridation a 60°C pendant 24 sec, et enfin une phase de synthése a 72°C pendant 20 sec.
L'analyse des résultats s'effectue grace au logiciel fourni avec l'appareil (CFX Manager Software

with PrimePCR Assays, BIO-RAD).

I11. Western Blot (WB)

Les cellules sont lysées dans un tampon RIPA doux (1% Triton, 1% NP40 (Nonyl
Phenoxypolyethoxylethanol 40) et 0,05% SDS (Sodium DodécylSulfate) dans du PBS
(Phosphate Buffered Saline 1X). Extemporanément, des inhibiteurs de protéases sont ajoutés
(cocktail d’inhibiteur de protéases 1X (Sigma), inhibiteur de protéase Pefabloc (1mM), inhibiteur
de phosphatase NaF (0,5M) et inhibiteur de tyrosine phosphatase, 1'orthovanadate de sodium
(ImM)). Les lysats protéiques sont centrifugés afin d'éliminer les débris cellulaires, mélangés a
du bleu de charge et migrent dans des gels SDS-PAGE 10% ou 12% d'acrylamide en fonction de
la taille des protéines étudiées. Le gel est alors transféré sur une membrane de nitrocellulose dans
un tampon de transfert (5 mM Trizma Base, 37 mM Glycine, 20% EtOH, 0,07% SDS). Afin de
vérifier que le transfert s'est déroulé correctement, la membrane est colorée par un colorant
réversible de protéines, le rouge ponceau. La membrane est ensuite bloquée dans un tampon
Odyssey (LicoR Compagny) pendant 1 heure. Les anticorps primaires sont utilisés selon le
Tableau-3.

L’incubation avec 1’anticorps primaire se fait sur la nuit a 4°C sous agitation dans le

tampon Odyssey (LicoR Compagny). Apres 2 ringages en TBS1X 0.1% Tween20, 1’anticorps
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secondaire (1/20000°) couplé a un fluorophore, agit pendant 1 heure a I’abri de la lumiére. Les
membranes sont rincées 2 fois en TBS1X 0.1% Tween20 et 2 fois en TBS1X seul. Les protéines

sont révélées et quantifiées grace a I’appareil de lecture Odyssey et le logiciel d'analyse Image

Studio.
Anticorps primaire Taille Hote Dilution Référence
NANOG 35kDa Poly Rabbit 1/1000® abcam80892
OCT4 45kDa Poly Rabbit 1/1000¢ ab18976 Abcam
S0X2 34kDa Poly Goat 1/1000® sc-17320Santa Cruz
P-STAT3 80kDa Mono Rabbit 1/1000® Cell Signaling 58E12
STAT3 88 kDa Mono Rabbit 1/1000¢ abcam68153
Caspase 3 17kDaet 35 Poly Rabbit 1/1000¢ Cell Signaling 96625
kDa
JAM2 33kDa Mono Rabbit 1/500¢ abcam156586
ERK2 45kDa PolyRabbit 1/5000® sc-154 SantaCruz
Tableau-3: Les anticorps primaires utilisés en Western Blot. Mono (monoclonal), Poly
(polyclonal). La taille des protéines est indiquée en kDa (kilo Daltons).

IV. Analyse de la fluorescence par cytométrie en flux

Dans notre étude, la cytométrie permet de mesurer simultanément plusieurs caractéristiques
physiques de cellules isolées entrainées par un flux liquide, c’est-a-dire sa taille relative (FSC,
Forward Scatter), sa granularité¢ (SSC, Side Scatter) et son intensité relative de fluorescence. La
cytométrie est donc définie comme la mesure (métrie) des propriétés (signaux) optiques émis par
une cellule (cyto) transportée par un liquide (flux) coupant une source d'excitation lumineuse
(laser). Les signaux recueillis sont relatifs aux propriétés optiques: (i) intrinseques (liées a la

taille, la structure et a I'auto-fluorescence des cellules) et (ii) induites de fluorescence (liées au
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marquage spécifique). Classiquement, les cellules devant étre analysées ou triées par un
cytometre en flux sont traitées de la maniére suivante. Les cellules sont trypsinées, centrifugées et
reprises dans 500uL de PBS1X. Des cellules de la lignée CGR8 n'exprimant aucune fluorescence
sont utilisées comme controle négatif. Le pourcentage de cellules positives, la MFI et la Médiane
de la fraction positive sont mesurés par le cytometre en flux BD LSRFortessa (plateforme de
cytométrie en flux de la SFR Transbiomed) selon des longueurs d'ondes d’excitation et
d’émission spécifiques du fluorophore GFP (Green Fluorescent Protein) ou YFP
(Yellow Fluorescent Protein). Les cellules passent séparément devant un faisceau lumineux qui
excite la GFP a 488nm et I’'YFP a 514nm. Le fluorophore émet ensuite 1’énergie absorbée a

633nm pour GFP et 527nm pour YFP.
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RESULTATS

Mise en place du « Test de plasticité cellulaire »

A. La mise au point du « Test de plasticité cellulaire »

Pour caractériser et distinguer les états cellulaires entre pluripotence et engagement en
différenciation des mESCs, un test in vitro basé sur le suivi des cellules entrant en apoptose
(caractéristique des cellules différenciées) avait été mis au point. Les cellules cultivées en
absence de LIF pour des périodes différentes (entre 6h et 72h) sont ré-induites en présence de LIF
avant d’étre lysées par le tampon de Hirt pour extraire I'ADN et suivre le profil apoptotique des
cellules. Par ce test, il avait ét¢ montré, pour la premicre fois, les possibilités du LIF d’induire la
réversion des cellules engagées en différenciation avec un point de non retour, défini par ce test
entre 36 et 48h (Boeuf et al., 2001).

Ensuite, par une analyse transcriptomique extensive réalisée sur des cellules pluripotentes
(+LIF) ou déplétées de LIF pendant 24 ou 48h et réinduites 30 min par le LIF, 3 signatures LIF
ont eté mises en évidence qui permettent a présent d’avoir un ensemble de génes pour caractériser
les états cellulaires. Les trois signatures de LIF sont (i) les genes de la pluripotence « Pluri »
comme Ceacam 1, Mras, Esrrf3, Rexl, Irak3 dont le niveau d'expression est fort dans les cellules
pluripotentes et chute dans les 24h de retrait de cette cytokine (Fig.27A et B), et (i) deux
catégories de genes « Lifind » dont le niveau d'expression relatif augmente suite a un ajout de LIF
apres une culture de 24h ou 48h sans cette cytokine :
les geénes « Spe-Lifind» comme KiIf4 et KIf5, dont D’expression est induite par le LIF
préférentiellement dans la phase d’engagement a 24h
et les génes « Pleio-Lifind » comme JunB et Fos, dont I’expression est induite par le LIF quelque
soit 1’état des cellules (engagement a 24h ou 48h) (Mathieu ef al., 2012; Trouillas et al., 2009b).
De plus, grace aux études transcriptomiques, différents génes de différenciation précoce « Diff »
ont été mis en évidence tels que Lef! et Car4 dont I’expression augmente fortement des le retrait
du LIF (Fig.27A et B).

A noter que les génes « maitres » de la pluripotence Oct4, Sox2 et Nanog, connus comme étant
déterminants dans le maintien de la pluripotence des mESCs présentent une insensibilité au
retrait du LIF durant les premiers jours et ceci est en corrélation avec les niveaux d'expression
obtenus de ces facteurs par l'analyse protéique (Mathieu et al., 2012). Ces résultats montrent
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l'existence de deux phases d'engagement en différenciation une a 24h et une a 48h dans lesquelles

la sensibilité des cellules aux effets de LIF n'est pas la méme.

La compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation de la

plasticité des ESC dépendante du LIF est au centre de ce travail de thése.

B. Caractérisation des phases du « Test de plasticité cellulaire »

Dans notre contexte, le terme plasticité cellulaire signifie la capacit¢ des mESCs de
retourner a I'état de pluripotence aprés qu'elles se soient engagées dans les voies de
différenciation précoces. Le test de plasticité cellulaire est un protocole qui comprend des
cinétiques de retrait du LIF suivi par un rajout du LIF qui durent 4 jours (Fig.27A). Pour
caractériser les cellules a chaque point expérimental, des analyses transcriptionelles par RT-
gPCR des génes « maitres », des marqueurs de pluripotence « Pluri » et des marqueurs de
différenciation « Diff'» sont effectuées. Ces analyses ont montré que I’expression des genes
« Pluri » chute des le premier jour de retrait du LIF alors que celle des genes « Diff » augmente.
De plus, I’ajout du LIF apres 1 jour de déplétion permet de restaurer 1’expression de ces génes a
leur niveau en condition + LIF (donc 1 jour sans LIF correspond a la phase d’engagement
réversible). Par contre, cette restauration n’est pas ou beaucoup moins efficacement observée
apres 2 jours de retrait du LIF (donc a partir de 2 jours sans LIF les cellules sont en phase
d’engagement irréversible). Grace a ce test, nous avons pu montrer qu'un des génes spe-Lifind
(KIf5) mais pas le géne pleio-Lifind (JunB) est impliqué dans la régulation de la plasticité. Nous
avons aussi analysé I'impact de la voie PI3K et de facteurs environnementaux (MMP1 et

I’hypoxie) sur la plasticité cellulaire.

Ces résultats sont détaillés dans I’article ci — joint qui est publié dans le journal Plos One.
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Abstract

Mouse embryonic stem cells (MESCs) are expanded and maintained pluripotent in vitro in
the presence of leukemia inhibitory factor (LIF), an IL6 cytokine family member which dis-
plays pleiotropic functions, depending on both cell maturity and cell type. LIF withdrawal
leads to heterogeneous differentiation of mESCs with a proportion of the differentiated cells
apoptosising. During LIF withdrawal, cells sequentially enter a reversible and irreversible
phase of differentiation during which LIF addition induces different effects. However the reg-
ulators and effectors of LIF-mediated reprogramming are poorly understood. By employing
a LIF-dependent ‘plasticity’ test, that we set up, we show that KiIf5, but not JunB is a key LIF
effector. Furthermore PI3K signaling, required for the maintenance of mESC pluripotency,
has no effect on mESC plasticity while displaying a major role in committed cells by stimulat-
ing expression of the mesodermal marker Brachyury at the expense of endoderm and neu-
roectoderm lineage markers. We also show that the MMP1 metalloproteinase, which can
replace LIF for maintenance of pluripotency, mimics LIF in the plasticity window, but less
efficiently. Finally, we demonstrate that mESCs maintain plasticity and pluripotency poten-
tials in vitro under hypoxic/physioxic growth conditions at 3% O, despite lower levels of
Pluri and Master gene expression in comparison to 20% O..

Introduction

During the last decades, mouse embryonic stem cells (mESCs) have been intensively studied to
reveal genetic programs essential for control of pluripotency and early cell fate decisions. This
led to the characterization of signaling pathways and transcription effectors essential for the
maintenance of mESCs pluripotency. These include the leukemia inhibitory factor (LIF)/signal
transducer and activator of transcription 3 (STAT3)/suppressor of cytokine signaling 3
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(SOCS3) pathway, along with the ‘Master genes’ like Octamer 4 (Oct4), Nanog, SRY (sex deter-
mining region Y)-box 2 (Sox2) and estrogen-related receptor, beta (Essrb) [1-3]. Subsequently,
cocktails of genes were identified that could drive reprograming of many types of somatic cells
(like fibroblasts, keratinocytes, hepatocytes or bone marrow-derived cells), from various species
including Humans, to induced pluripotent stem cells (iPSCs), with potential applications in
cell therapies and regenerative medicine [4-6].

The mESCs are derived from pre-implantation blastocysts and are maintained pluripotent
in vitro in i) serum-containing medium with LIF, or ii) bone morphogenetic protein 4
(BMP4)/LIF medium, or iii) serum-free medium supplemented with LIF and cocktails of
inhibitors for key signaling pathways [extracellular regulated kinase (ERK), fibroblast growth
factor (FGF) and glycogen synthase kinase 3 (GSK3) inhibitors, 3i]. All these cell growth
media maintain mESCs in a naive pluripotent state, the most immature in vitro state defined
by the cells being capable of colonizing embryos and contributing to all cell types in the organ-
ism [7-10]. Human embryonic stem cells (hESCs), which are maintained pluripotent in the
presence of FGF2 and activin A are closer to primed mouse epiblast stem cells (EpiSCs), a state
more prone to differentiation and less stable than the naive state. However various studies have
reported strategies to revert hESCs to a naive state by treatment with LIF, STAT3 and/or sig-
naling pathway inhibitors [11-14].

The LIF-induced signaling cascade starts with activation of Janus kinase (JAK) phosphory-
lating phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), which induces the phosphorylation and activation
of AKT serine/threonine kinase. AKT signaling leads to the activation of T-box 3 (Tbx3)
expression, a transcription factor that induces the expression of pluripotency maintaining
genes. Additionally, AKT inactivates GSK3p by phosphorylation preventing the ubiquitin-
dependent degradation of Myc and inhibition of Nanog expression. GSK3 is also inhibited by
the canonical wingless (Wnt) signaling pathway which acts in synergy with LIF to maintain the
expression of pluripotency related genes [15-18].

Most stem cells are found in complex microenvironments, termed ‘niches’ which reside in
low oxygen concentration ([O,]), [19,20]. mESCs are derived from embryos which also remain
in 1.5-5% [0O2]. This low oxygen environment is physiologically normal, not only for ESCs but
also for many other types of stem cells including neural stem cells (NSCs), hematopoietic stem
cells (HSCs) and mesenchymal stem cells (MSCs) [21-23]. The effect of low [O,] on ESCs fates
remains controversial and poorly understood. Several reports have shown that low [O,] inhib-
its differentiation and maintains pluripotency of hESCs [24-27] and improves clonal survival
of mESCs, particularly when the GSK3p pathway is repressed [7,28,29]. Also the Wnt/ b-Cate-
nin pathway is stimulated, under hypoxia in mESCs which could be differentiated into the
three cell lineages in vitro, indicating that hypoxia did not alter their pluripotency [30,31]. Acti-
vation of the Notch signaling pathway by hypoxia stabilizes hypoxia induced factor 1a (Hiflo),
the major effector of early steps of hypoxia, maintains the undifferentiated state and thus
enhances the generation of both human and mouse iPSCs [32]. In addition, hypoxia can also
revert hESCs or iPSC-derived differentiated cells back to the stem cell-like state [33]. In con-
trast, other studies reported that low [O,] facilitates the differentiation of mESCs by impairing
LIF signaling [34]. In addition, hypoxia enhances differentiation of hESCs towards cardiomyo-
cytes and chondrocytes [35,36] and stimulates vascular differentiation through HIF1o-medi-
ated repression of Oct4 and activation of vascular endothelial growth factor (Vegf) [37].

Recently, the metalloproteinase MMP1, shown to degrade the extracellular matrix (ECM) of
mESCs, came as another microenvironment component essential for maintenance of mESC
pluripotency. Indeed, it was shown that MMP1, either secreted by feeder cells or added to cell
culture medium could release the ECM-trapped ciliary neurotrophic factor (CNTF) cytokine
which then activates the JAK/STAT3 pathway, as does LIF [38,39].
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By various microarray analyses performed on pluripotent versus differentiated cells, the
core pluripotency genes were characterized by specific knockdown strategies [40,41]. In such
analysis, we defined a cluster of Pluri genes [including muscle and microspikes RAS (Mras),
Esrrband T cell lymphoma breakpoint 1 (TclI)] whose expression diminishes within the first
day (d1) of LIF removal. Among these genes a particular subset, involved in cell adhesion and
cell-cell contacts, had also been characterized (including carcinoembryonic antigen-related cell
adhesion molecule 1 (Ceacam1), gap junction protein beta 3 (Gjb3), gap junction protein beta
5 (Gjb5) and junction adhesion molecule 2 (Jam2). Furthermore, a cluster of early differentia-
tion genes, named Diff, is induced starting d1 of LIF withdrawal (including lymphoid enhancer
binding factor 1 (LefI), carbonic anhydrase 4 (Car4) and protocadherin 1 (Pcdhl), [42]. In
addition, we identified LIF-induced (Lifind) genes, whose expression is stimulated by very
short LIF treatment after a period of LIF withdrawal of 1 or 2 days. There are two categories of
Lifind genes: those expressed after LIF induction specifically in cells depleted of LIF for 24
hours (speLifind) like Kruppel-like factor 5 (KIf5) and those induced in a more general way, in
immature as well as differentiated cells (pleioLifind) like JunB. [42-44]. KIf5, a transcription
factor of the Kruppel gene family, well conserved upon evolution, has been shown to be essen-
tial for the derivation of mESCs from Inner Cell Mass (ICM) as well as for the maintenance of
mESCs cell pluripotency in vitro [45-48]. KIf5”" ES cells differentiates spontaneously at high
frequency and in knock-down experiments an essential effect of KIf5 to block specific meso-
dermal differentiation has been demonstrated. In reverse experiments it has been shown that
overexpression of KIf5 leads to LIF-independent self-renewal with high level of TclI expression
and increased cell proliferation along with AKT phosphorylation and stimulation
[45,46,49,50].

By studying early steps of differentiation initiated by LIF withdrawal, we have previously
shown that cells enter commitment phases during which LIF plays differential roles. While at
d1 of LIF depletion re-addition of LIF blocks differentiation and/or reverts cells towards a
pluripotency state, at d2 and later, re-addition of LIF is less efficient in altering the differenti-
ation process and blocking apoptosis [43,51]. To understand the molecular mechanisms
involved in the regulation of this early LIF-dependent mESC plasticity we set up an in vitro
test for studying the impact of genes and signaling pathways which could modulate these
properties in mESCs. In addition, we analysed the effects of MMP1, a new stemness player,
and of hypoxia in mESC plasticity. We discovered that Kif5 but not JunB is acting on cell
plasticity. We also show that MMP1 can replace LIF to a certain extent in the plasticity test
and that mESCs remain plastic under hypoxic conditions, despite alterations in gene expres-
sion patterns.

Materials and Methods
Cell culture

The mESC line CGR8 (from A. Smith laboratory) was grown in 6 well plates coated with 0.2%
gelatin under 7% CO, humidified atmosphere at 37°C in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium,
Sigma Aldrich (DMEM-glutamax) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS, Dutscher) or
10% KnockOut™ Serum Replacement (SR), (Gibco), 0.1 mM B-mercaptoethanol (Sigma-
Aldrich), 400 ug/mL gentamicin (Gibco Invitrogen) in the presence of 10 ng/mL of human
LIF. Cells were passaged every 2 or 3 days by trypsinization and resuspended in complete
medium.

For experiments performed under hypoxia (3% O2), cultures were performed in cell cham-
ber with O2 and CO2 regulators (BioSpherix) under water saturated atmosphere.
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Embryoid bodies and differentiation procedures

mESCs were grown in bacterial Petri-dishes in DMEM glutamax supplemented with 10% SR
for 8 days under normoxia or hypoxia (BioSpherix cell chamber). At d8, embryoid bodies
(EBs) were plated in gelatin-coated flasks for 7 days under normoxia or hypoxia. Beating cardi-
omyocytes were detected the day after plating and the neuronal cells with dense networks were
observed from 3 days after plating.

Drug treatment (LY294002)

The analysis of the effect of the PI3K inhibitor LY294002 (Cell signaling) was done by pre-
treating the cells with 50 uM LY294002 during 1h before treatment with LIF. Then LIF induc-
tion was performed for 1 to 4 days in the presence of the drug added for the first 24h. The effi-
ciency and specificity of the inhibitor was verified by Western blot analysis on Phospho-AKT
(anti-Phospho-ser473 AKT from Cell signaling, data not shown).

MMP1 treatment

Cells grown in complete medium were washed with PBS and incubated in medium without
LIF in the presence of 100 ng/mL of recombinant human metalloproteinase 1 (MMP]I; cat.
420-01, PeproTech). Medium was changed every day.

Small interfering RNA transfection

Cells were depleted from antibiotics 24h before transfection. 20 nM of siRNAs targeting KIf5 or
JunB (ON-TARGETplus SmartPOOL (Dharmacon), and 5 pL Lipofectamine 2000 (Invitrogen)
were incubated separately in 250 uL DMEM glutamax for 5 min at room temperature. Then,
both solutions were gently mixed and incubated for another 20 min before being added to cell
culture. As a control, the same concentration of siRNA [ON-TARGET plus Non-targeting Pool
(Dharmacon)] was used. SiIRNA transfection was done on about 5.10° cells in suspension in
cell medium without antibiotics. The medium was changed 24h after transfection and medium
with LIF was added for 3 days. To determine siRNA efficiency at the beginning of the induction
process, the expression of each target gene was verified by RT-qPCR analysis after 1h of LIF
induction. The knock-down was considered to be efficient when gene expression during LIF
induction equals the level of expression in non-induced cells, which was the case for both stud-
ied genes (data not shown).

RNA isolation and quantitative real-time PCR

For RNA isolation, 800 uL of TRIzol reagent (Invitrogen) were added to the cells and RNAs
were prepared according to the manufacturer’s instructions. The reverse transcriptase (RT)/
DNase step was performed with the QuantiTect Rev Transcription kit (Qiagen). Quantitative
real time (q)-PCR was performed using the Applied Biosystems StepOne™™ Real-Time PCR
System in a 25 uL reaction volume containing 5 uL of cDNA (1:20 dilution of the reverse tran-
scribed sample), 12.5 uL of B-R SYBR® Green SuperMix for iQ (Quanta, BioSciences) and
primers pair at a final concentration of 0.5 uM. The PCR program included a denaturation step
at 95°C for 10 min, an amplification step for 40 cycles (15 s at 95°C, 1 min at 60°C) and a final
dissociation curve step in order to determine the specificity of the product. Samples were dupli-
cated for each run. Quantification was done by calculating the 24"
ized using the Hprt mRNA, known to remain constant in the experimental condition.

Statistical significance of differential gene expression was calculated from four or more inde-
pendent experiments by using IBM SPSS Statistics 21 software.

value. Data were normal-
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Protein cell lysates and Western blot

Cells were lysed in mild RIPA buffer [PBS 1x, 1% Triton-X-100 (Sigma), 1% NP-40 (Sigma),
0.05% SDS] supplemented with protease inhibitor cocktail (Sigma), 1 mM Pefabloc (Sigma),
40puM NAF, ImM Na3VO4 and centrifuged for 20 min at 15 000 g. Antibodies were diluted
1:1000 as follows: rabbit polyclonal anti-gp190 (Novus, NBP2-32070); rabbit monoclonal anti-
Phospho-tyr705 STAT3 (D3A7, Cell Signaling); rabbit monoclonal Anti-STAT3 (ABCAM,
Ab68153); rabbit polyclonal Anti-Oct4 (ABCAM, Ab18976); rabbit polyclonal anti-Nanog
(ABCAM, Ab80892); goat polyclonal anti-Sox2 (Santa Cruz, sc-17320); Rabbit polyclonal
Anti-Erk2 (Santa Cruz, sc-154). Primary antibody incubation was done overnight in a sealed
plastic bag at 4°C with slight agitation in the Odyssey blocking buffer (LI-COR company).
After washing with TBS 0,1% Tween (twice for 10 min), the membrane was incubated for 1 h
with the fluorescent far-red coupled secondary antibody, in accordance with the primary anti-
body: IRDye 680RD goat (polyclonal) anti-rabbit IgG (H+L), (LI-COR) or IRDye 800RD goat
(polyclonal) anti-mouse IgG (H+L), (LI-COR) or HRP-labeled anti-Goat (IgG (H+L) (Vector
Laboratories), diluted 1:20 000 in Odyssey blocking buffer. After washing twice for 10 min with
TBS 0.1% Tween and with TBS1x, membranes were revealed with the Odyssey" (LI-COR)
apparatus with the Image studio software as recommended by manufacturer. Quantification of
the correct size band for each antibody was performed with the Odyssey" (LI-COR) quantifi-
cation image studio software.

Flow cytometry

mESCs were grown in the presence or absence of LIF with or without LIF re-addition as indi-
cated, as described in the Fig 1, on a kinetic of 4 or 5 days. At the end point of the experiment,
cells were trypsinized and the centrifugated pellets were washed in PBS 1X. 100 000 cells of
each point were distributed in 96 round well plates. Cells were incubated in 50 pL of primary
anti-Ceacam1-Phycoerythrin antibody (Biolegend, BLE 134506, diluted 1/10), in PBS 1X, 0.5%
BSA, 1mM EDTA for 30 min. at 4°C in dark. Cells were then washed twice with 250 uL of PBS
1X and the resuspended pellets in PBS 1X were transferred in specific flow cytometry tubes
and processed on the Fortessa cytometer (Becton Dickinson). Non labelled and isotype labelled
cells were used as negative control. The percentage of positive cells and the MFI were obtained
with the DIV A software BD Biosciences. The overlay “half off set graph” was displayed with
the gated P1 population, with the Flow Jo software.

Results
Set up of a ‘Plasticity test’ in the mESC model

To characterize the behavior of mESCs during the first days of LIF withdrawal and to precisely
determine how cells respond to LIF during the commitment phases, we set up an in vitro assay,
hereafter referred to the ‘plasticity test’. In this test, cells were stimulated to differentiate by
simple LIF withdrawal for 1 to 4 or 5 days and then LIF was reintroduced at different time
points as depicted in Fig 1 A. Analysis of gene expression by RT-qPCR was performed at each
time point of the experiment. This assay enabled us to study the effects of key genes by siRNA
depletion as depicted in Fig 1B, or signaling pathways by the use of chemical inhibitors, as
depicted in Fig 1C.

In this assay, we analyzed the expression profiles of the Master genes (Oct4, Sox2 and
Nanog) and of the newly identified Pluri (Ceacam1, Mras and Esrrb) and Diff (Lef1, Car4 and
Pcdhl) genes (Fig 2). The expression level of Master genes was not strongly regulated during
the first days of LIF withdrawal as expected [42,52]. These genes were also highly expressed
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Fig 1. General scheme of the ‘mESC Plasticity Test’. (A) mESCs maintained in pluripotency (+LIF) or
cultivated without LIF for the indicated period of time in days (d1 to d5) are induced with LIF at different time
points. (B) The effect of specific genes was tested by a siRNA strategy in which addition of siRNA was
performed the first day of LIF withdrawal. (C) PI3K inhibitor LY was added for 24 hours to the committed or
differentiated cells as indicated.

doi:10.1371/journal.pone.0146281.g001

after LIF reintroduction, up to d3 (Fig 2A). In contrast, the expression level of Pluri genes
(known to decrease after one day of LIF withdrawal [42]), was re-established by LIF treatment
at d1 but not restored or less efficiently re-established at d2 and d3 (Fig 2B). In addition, the
expression level of the examined Diff genes was also regulated: their expression was stimulated
upon LIF withdrawal and repressed upon LIF treatment at d1 but less efficiently at d2 and d3
(Fig 2C). Interestingly, the LIF effect observed after 4 days [(-LIFd1+LIFd3), Fig 2] started
shortly after LIF addition [within the first 24h, (-LIFd1+LIFd1), S1 Fig], ruling out a selection
process of LIF-resistant cells, enriched after 4 days of culture.

In addition to gene expression analysis by RT-qPCR we also analyzed endogenous protein
expression by flow cytometry with an antibody raised against the membrane-associated protein
Ceacaml (encoded by the Ceacam1 Pluri gene). Mean of Fluorescence Intensity (MFI) analysis
of the bulk population (gated P1 cell population) revealed a global decrease of Ceacam1 expres-
sion, starting at d1 of LIF withdrawal with a continuous loss until the end of LIF kinetic starva-
tion. Expression is regained at the -LIFd1+LIFd3 condition but not at-LIFd2+LIFd2, which
follows the RNA profile (Fig 2D). This experiment indicates that, upon LIF withdrawal, there
are no detectable resistant cells expressing higher level of Ceacam1 protein which could have
remained and should be observed as a double peak in such analysis.

The KIf5 gene is involved in the regulation of the plasticity window

We previously identified two groups of genes induced by LIF (speLifind and pleioLifind genes)
and postulated that some of the speLifind genes, induced by LIF preferentially at d1 but less at
d2 after LIF withdrawal, could be involved in such reversion process [43]. As a proof of princi-
ple, by using siRNA strategy, we analyzed the impact of KIf5 (speLifind) and JunB (pleioLifind)
knockdown on cell plasticity as described in Fig 1B. The down-regulation of Kif5 during LIF
induction led to specific repression of the Pluri genes and induction of early Diff markers like
Lefl, Nestin and Brachyury (Brach) (Fig 3A). In contrast, no effect on Pluri or Diff gene
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Fig 2. LIF has differential effects on mESC-derived cells, after d1, d2 or d3 of LIF starvation. Cells were depleted from LIF or induced with LIF after a
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gPCR with Hprt used for normalization. Graphs represent the average level of expression and standard error of the mean (SEM) bars, calculated from 4
independent experiments. +LIF condition was arbitrarily set as 1. One sample t-test was performed for each condition versus the +LIF sample: *p-
value<0.05; **p-value<0.01, ***p-value<0.001; a: p-value = 0.051; if not stated: not significant. (D) A representative experiment of flow cytometry,
performed in the indicated conditions with the Ceacam-PE antibody, is presented: "off set graph" of the MFI of the total P1 gated cell population of each cell
growth condition, with the Flo Jo software.

doi:10.1371/journal.pone.0146281.g002

expression was detected with JunB siRNA, although it efficiently repressed JunB expression
(repression was 100% in the first hours of LIF induction and was at least of 50% after 4 days, at
the end point of the experiment, (data not shown and Fig 3B). These results indicate that KIf5
is involved in the LIF response at d1 while JunB does not regulate this process.

PI3K does not regulate early commitment but it acts later for cell fate
choices

LIF induces the PI3K pathway allowing the maintenance of mESCs pluripotency [15,16,52].
We investigated the effect of a specific PI3K inhibitor (LY294002 abbreviated LY) in the ‘plas-
ticity test’ as described in Fig 1C. We analyzed gene expression at the end point of the kinetics
(5 days) in the presence or absence of LY, added for 24 hours in cell medium at each point of
the kinetics. PI3K inhibition had faint effects on the Sox2 master gene while displaying no
effects neither on Oct4 nor on Nanog, Pluri and early Diff genes indicating that PI3K is not
strongly involved in LIF-dependent cell plasticity (Fig 4A-4C). However, addition of the inhib-
itor at later time points (at d3 and d4 upon LIF withdrawal) led to changes in the expression of
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Fig 3. KiIf5 but not JunB disturbs the LIF-dependent plasticity in early committed cells. Cells were
depleted from LIF for 24 hours and either transfected with siControl (siCtrl) (A) siKIf5, or (B) siJunB and then
induced with LIF for three days (d3). Graphs represent the average level of expression and SEM from 3 to 6
independent experiments. Paired sample t-test was performed to determine the significance of the difference
in the expression levels observed with the non specific (siCtrl) versus specific sSiRNA: *p-value<0.05; **p-
value<0.01, ***p-value<0.001; if not stated: not significant.

doi:10.1371/journal.pone.0146281.9g003
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Fig 4. PI3K does not regulate the LIF-dependent plasticity window but stimulates differentiation towards early mesoderm lineage while inhibiting
ectoderm and endoderm differentiation processes. Cells were depleted from LIF or induced with LIF in the presence of LY, for the first 24 hours as
described in Fig 1C. After 5 days, expression of the selected genes (A) Master genes, (B) Pluri genes, (C) early Diff genes and (D) specific germ layer genes,
was analyzed by RT-gPCR. Graphs represent the average level of expression and SEM from 4 independent experiments. Paired sample t-test was
performed to evaluate the significance of the difference in the expression levels observed with or without LY: *p-value<0.05; **p-value<0.01, ***p-
value<0.001; a: pvalue = 0.051; if not stated: not significant.

doi:10.1371/journal.pone.0146281.9g004

some early lineage markers: while expression of Nestin and to less extend of Ncam1 (ectoderm
marker) and of Gata4 (endoderm marker) was induced, the expression of Brachyury (early
mesoderm marker) but not of KdrI (late mesoderm marker) was strongly repressed. Thus,
active PI3K seems to repress ectoderm and endoderm while inducing mesoderm during early
onset of differentiation (Fig 4D).

Slight variations in cell responses in Serum versus SR-containing
medium

Since the behavior of mESCs can fluctuate depending on serum batches which have various
effects on cell proliferation and pluripotency ([53] and our unpublished results), we also per-
formed the ‘plasticity test’ in medium supplemented with the serum replacement (SR) com-
pound instead of foetal calf serum. While similar results were found for Pluri gene expression
(like Ceacaml, Mras and Esrrb), we observed that the plasticity window was slightly delayed
with an effect of LIF extended up to d2 for Diff genes (S2 Fig). To reduce serum-side effects in
our experiments, we performed all the following assays in medium supplemented with 10% SR
rather than in medium containing serum.

MMP1 is a novel stemness factor that regulates the plasticity window

We analyzed the impact of the MMP1 metalloproteinase, recently shown to be secreted by
feeder cells and to degrade the extracellular matrix (ECM) of mESCs leading to the release of
the ECM-trapped ciliary neurotrophic factor (CNTF) cytokine [39]. This LIF family member
displays similar effects to LIF on mESCs, and maintains mESC pluripotency by inducing the
JAK1/ STAT3 pathway [39]. In our assay, we replaced LIF by MMP1 and observed cells
remaining pluripotent for up to 11 days, as previously shown ([39] and our data not shown).
In the ‘plasticity test’, MMP1 mimicked the LIF effect, however, with a less potent effect on the
expression of Diff genes (Fig 5). Nevertheless, this experiment showed that MMP1-dependent
remodeling of the extracellular matrix is involved in cell plasticity.

Hypoxia maintains pluripotency and plasticity in vitro despite gene
expression changes versus normoxia

We also analyzed the potential plasticity of mESCs grown under low O, (3%), which corre-
sponds to physioxic (physiologic in vivo) conditions of pre-implantation embryos [7,54-57].
Cells were incubated at 3% O, in a dedicated hypoxic cell chamber and incubator with cell
medium changed in the hypoxia chamber without normoxic shock during the entire experi-
ment. Under continuous 3% O,, protein expression levels of the LIF receptor subunit (gp190)
and of Phospho-tyr705-STAT3 were lower than under normoxia indicating an impairment of
LIF signaling in these conditions as previously shown (Fig 6A, S3 Fig and [34]). In addition, we
showed that the expression levels of Oct4, Sox2 and Nanog proteins were decreased upon hyp-
oxia (Fig 6A and S3 Fig). In addition, protein expression levels and STAT3 phosphorylation
decrease upon LIF withdrawal under normoxia (unless for Oct4), as expected, but also under
hypoxia. This attests that LIF signalling is activated, even if weaker under hypoxia. Hypoxia
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Fig 5. MMP1 metalloproteinase partly mimics the LIF effect. Cells were depleted from LIF for the indicated time and induced with 100 ng/mL of purified
MMP1 as indicated. After 4 days, expression of the selected genes (A) Master genes, (B) Pluri genes and (C) Diff genes was analyzed by RT-qPCR. Graphs
represent the average level of expression and SEM as depicted in Fig 2. One sample t-test was performed for each condition versus the +LIF sample: *p-
value<0.05; **p-value<0.01, ***p-value<0.001; if not stated: not significant.

doi:10.1371/journal.pone.0146281.9g005

also induced the expression of Hiflo protein targets, like the BCL2/adenovirus E1B interacting
protein 3 (Bnip3) and glucose transporter 1 (Glutl) genes, attesting that the Hiflo protein was
stabilized and active (Fig 6B). However, despite delayed cell growth compared to 20% O,, as
previously observed [34], cells in 3% O, remained pluripotent as shown by morphological cri-
teria (alkaline phosphatase staining, S4 Fig) and by their capacity to form embryoid bodies
(EBs) and to differentiate into neurons and beating cardiomyocytes (data not shown). Analysis
of expression levels of the three germ layer markers in our differentiation procedure (eight
day-formed EBs followed by seven days of plated EBs) showed their efficient expression in
both normoxia and hypoxia (Fig 6C). In addition, specific markers [neuronal like tubulin 3
(Tubb3/Tuj1) and microtubule associated protein 2 (Map2), glial like glial fibrillary acidic
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d8) and seven days after EBs plating. Y axis is in log scale.

doi:10.1371/journal.pone.0146281.9g006

protein (Gfap) and cardiac like myocyte enhancer factor 2C (Mef2c)] were highly expressed
under hypoxia with comparable levels to the expression under normoxia highlighting the plu-
ripotent state of the starting cells. Interestingly, we show that cells kept their plasticity potential
under 3% O, conditions (Fig 7), despite lower Oct4, Nanog and Sox2 protein expression (Fig
6A and S3 Fig), lower expression of the Pluri genes (Fig 7B) and higher expression of LefI and
Fgf5 in 3% O, compared to 20% O, (Fig 7D). Collectively, these results indicate that a novel
equilibrium of gene expression and of post-translational regulation (as observed for Oct4,
Nanog and Sox2) are established under low O, in pluripotent cells. However, the expression
levels of lineage markers (SRY (sex determining region Y)-box 17 (Sox17), Nestin, Kdr1,
Ncam1 and Afp (Fig 7D) and also Brachuyry, (data not shown) remained low in + LIF condi-
tion under 3% as well as 20% O, concentration, emphasizing the point that cells do not
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Fig 7. Hypoxia maintains cell plasticity with a novel equilibrium of Pluri and early Diff genes. Cells grown under normoxia (N) or hypoxia (H) were
depleted from LIF or induced with LIF after a period of LIF depletion as indicated. After 4 days, expression of the selected genes, (A) Master, (B) Pluri, (C)
Pluri Adhesion and (D) Diff was analysed by RT-qPCR. Graphs represent the average level of expression and SEM as depicted in Fig 2 (n = 4). One sample
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expression levels observed in normoxia versus hypoxia: *p-value<0.05; **p-value<0.01, ***p-value<0.001; if not stated: not significant.

doi:10.1371/journal.pone.0146281.9007

differentiate in the presence of LIF, under low O, at least for the time in culture used here, up
to four days.

Discussion

Plasticity, which is a hallmark of stem cells, is defined in this study as the potential of commit-
ted cells to revert to a more immature state when grown in a particular environment. The char-
acterization of regulators of this process is of major interest. For example, understanding the
mechanism of the reversion of primed ESCs to the more immature naive state, is an essential
step for future development of cellular therapies. Indeed, human ESCs or iPSCs are closer to
primed than to naive states. Primed mouse EpiSCs can be reverted to the naive state of mESCs
by exposure to LIF-STAT?3 signaling, especially when cultured in the presence of signaling
pathway inhibitors (e.g. 2i) or during transient expression of kruppel-like factor 4 (K1f4) or the
myelocytomatosis oncogene (Myc) [58,59]. In Humans, the reversion of the naturally primed
hESCs to naive state also involves the LIF-/STAT3 signaling pathway [11,12,14].

Here, we developed an in vitro assay showing that mESCs are equipped with a time-depen-
dent window of plasticity during their early differentiation steps in which LIF or MMP1 metal-
loproteinase are essential. We characterized a differential effect of LIF on mESC-derived cells
(either at a committed or differentiated state) and identified KIf5, a known pluripotency gene
which blocks differentiation towards mesoderm lineage [50,60], as one of the factors control-
ling this effect. This new property of KIf5 on modulating mESCs plasticity could be in link with
its potentiality to reprogram somatic cells, a mechanism favoured by specific miRNAs [61,62]
and to its role to govern homeostasis and oncogenesis in stem and transit-amplifying cells of
the intestinal epithelia [63].
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Other speLifind genes, mainly induced by LIF in the reversible window of cell differentia-
tion, could also be essential effectors of plasticity rather than the PleioLifind genes and will
deserve further investigation.

We observed serum batch-dependent variations in the plasticity window. Indeed serum
composition fluctuates from batch to batch, probably including varying amounts of BMP2/
BMP4, respectively involved in cardiomyocyte differentiation (BMP2) or maintenance of cell
pluripotency in synergy with LIF (BMP4) [52,64]. To avoid the control of foetal calf serum
(FCS) parameter for each serum batch change, we performed the plasticity test in the serum
replacement medium in which cell differentiation occurs upon LIF withdrawal with less mor-
phological differences than in serum medium (data not shown), but in which differentiated
cells undergo apoptosis as previously shown under classical cell growth condition in FCS [65-
67]. We observed that the plasticity window was slightly delayed with an effect of LIF extended
up to d2 for some genes in the presence of SR containing medium. This is in agreement with a
previous study demonstrating that cells in G1 were more prone to differentiate than cells in
G2/M. Indeed, in this report it was shown, in a ‘LIF rescue assay’, that LIF regulates the extent
of cell cycle phases up to d2 [68].

MMP1 was recently shown to maintain cell pluripotency by releasing trapped cytokine in
the ECM. Our results demonstrated that MMP1 maintained also cell plasticity in committed
cells up to d2, probably by CNTF delivery, a process which remains to be demonstrated in our
assay. Whether ECM remodeling upon MMP1 activity could synergize with LIF during this
process, remains also to be determined.

Since the starting population of mESCs is heterogeneous [69-71], there was a possibility
that after one day of starvation, LIF addition could favor the clonal expansion of a sub-popula-
tion of cells which are resistant to LIF withdrawal and remain pluripotent. However, when fol-
lowing protein expression encoded by one of the Pluri gene (CeacamI) by flow cytometry
analysis, we did not detect any residual resistant population which could have been observed
by additional peak of fluorescence in LIF withdrawal kinetic, in such analysis (Fig 2D). Also,
the fact that we observed an induction of Pluri genes and a repression of Diff genes after one
day of treatment (in the -LIFd1+LIFd1 condition, as shown in S1 Fig) argues against a clonal
expansion of resistant cells. In addition, in a ‘LIF rescue assay’, it has been shown that LIF
reverts the differentiation-dependent increase of G1 phase up to d2 [57]. Moreover, the LIF
effect is lost on cells differentiated for two days or more, stressing the point that LIF displays
differential effects depending upon cell maturity and that there is a decisive step for commit-
ment between two and three days of LIF withdrawal. Furthermore, EBs grown for more than
20 days in vitro can re-express Oct4 and recover pluripotent properties, presenting another
window of potential plasticity in the mESC model [72]. However, it has not been described
whether this late effect is LIF-dependent, which could be a possibility since LIF is expressed in
differentiated cells from day 6 and later ([42] and our unpublished results).

PI3K regulates developmental and physiologic processes during myogenesis and promotes
growth and osteogenic differentiation of rat MSCs upon mechano-growth factor (MGF) activa-
tion [73,74]. We showed that the PI3K pathway is involved in mESC-derived cell choices and
particularly in the expression of the key Brachyury early mesodermal marker, but not at early
times of LIF-dependent plasticity. Since PI3K is known to maintain mESCs pluripotency
[16,75], this result indicates that the mechanisms of pluripotency and plasticity, despite having
common regulators like KIf5, are not similar. Further characterization of this LIF-dependent
window of plasticity, by chemicals or siRNA library screenings, will require new tools as tagged
cells sorted by gain or loss of a short life fluorescent protein expressed under the control of a
LIF-dependent promoter (the Pluri genes Ceacam 1, Esrrb or early Diff gene like Lefl).
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Classical cell growth cultures are far from being ideal, in particular because O, is much
lower in vivo than in cell culture incubators (20%). However, studies of mESCs aiming at taking
this parameter into consideration remain controversial and the outcome of hypoxia is poorly
understood. The various O, levels (1 to 5% O,) and mESC lines, grown with or without feeders
(D3 versus CGR8 for example) could explain differences in published reports. Also, avoiding
normoxic shock during medium changes, by using a hypoxia cell chamber, is an important
parameter to diminish technical variations in the effect of hypoxia (our unpublished observa-
tion). We showed in this study that under hypoxia, mESCs respond poorly to LIF, probably
because of low expression of the specific LIF receptor subunit, gp190, as seen both at the RNA
and protein levels. We showed that the level of STAT3 repressor, Socs3, is not changed between
normoxia and hypoxia at the RNA level (data not shown), but we cannot rule out that a stabi-
lized Socs3 protein could be responsible for the low level of phospho-Tyr 705-STAT3 protein
detected under hypoxia. We also observed that the level of Oct4, Nanog and Sox2 proteins was
reduced under hypoxia compared to normoxia, despite similar RNA expression levels. This
indicates hypoxia-dependent translational regulation in agreement with a recent report show-
ing variation in mRNA translation under hypoxia in the adrenal gland phaerochromocytoma
PC12 model [76]. However, we showed that cells under hypoxia maintain in vitro pluripotent
criteria. Indeed, they are able to form EBs that differentiate into the three mature germ layers
and to neurons and beating cardiomyocytes. Also, we demonstrated that LIF-dependent cell
plasticity is maintained under hypoxic conditions at d1. Whether this reversible state of cells
could be maintained under hypoxia at later times after LIF withdrawal remains to be investi-
gated. Though, we speculate that mESCs, which have been derived under 20% O,, adapted
their potential to remain pluripotent and plastic by expressing Master and Pluri genes at higher
levels than needed under physioxic conditions (3% O,). It will be of great interest to perform
exhaustive transcriptomic and proteomic analyses in fresh mESCs directly derived under low
O, and to compare them with data so far obtained under 20% O,. This might lead to character-
ization of new stemness factors that could operate in hypoxic niches in embryos.

In conclusion, we set up an in vitro test allowing to characterize the impact of cytokines
(like LIF in this study), of genes (by siRNA strategy), of signalling pathways (by use of chemi-
cals) and of various environmental parameters on mESCs plasticity. We unveiled a new prop-
erty of KIf5 to regulate this LIF-dependent effect which is not under strict control of the PI3K
pathway. We also show that MMP1 can replace LIF to a certain extent in the plasticity test and
that mESCs remain plastic under hypoxic conditions, despite alterations in gene expression
patterns.

Supporting Information

S1 Fig. Gene modulation starts within the first 24h of LIF addition. Cells were depleted
from LIF or induced with LIF after a period of LIF depletion as indicated. After two days, RNA
was extracted and expression of the selected genes was analyzed by RT-qPCR with Hprt used
for normalization. Mean and SEM (Standard Error of Mean) bars were calculated from 4 inde-
pendent experiments. +LIF condition was arbitrarily set as 1.

(TTF)

S2 Fig. Experiments in serum replacement versus FCS-containing medium slightly modu-
lates the plasticity window. Cells were depleted from LIF or induced with LIF after a period of
LIF depletion as indicated. After 4 days, expression of the selected genes (A) Master genes, (B)
Pluri genes and (C) Diff genes was analyzed. Graphs represent the average level of expression
and SEM as depicted in Fig 2. One sample t-test was performed for each condition versus the
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+LIF sample: *p-value<0.05; **p-value<0.01, ***p-value<0.001; if not stated: not significant.
(TIF)

$3 Fig. Quantification of Western blot experiments. Graph represents the mean of ratio of
normoxia versus hypoxia signals obtained in the +LIF condition for each antibody, as indi-
cated, with normalization performed with the ERK2 protein as a loading control. n = 4. Quan-
tification was performed with the Odyssey " (LI-COR) quantification Image Studio software.
(TIF)

$4 Fig. mESCs maintain alkaline phosphatase activity and mESC-like morphology under
hypoxia. Pictures of mESCs grown with LIF under normoxia or hypoxia for four days and
stained with the Alkaline phosphatase kit (Sigma-Aldrich, 86R-1KT). Scale bar is 100 uM.
(TTF)

S5 Fig. List of primers used for RT-qPCR.
(DOCX)
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II.

« Test de Plasticité » effectué sur mESCs et miPSCs en parallele

A. Différences entre mESCs et mIPSCs dans le test de plasticité

De part de nombreux criteéres, morphologiques et fonctionnels il a été largement documenté
que les miPSCs présentent un comportement similaire aux ESCs. Cependant du fait de
différences en fonction de 1’origine des cellules somatiques utilisées (mémoire épigénétique) qui
pourraient altérer la fonction des miPSCs, nous avons souhaité déterminer le comportement de 2

clones miPSCs dans le test de plasticité réalisé sur 4 jours (comme décrit dans Fig.27A).

L’¢étude transcriptionnelle des génes « maitres » montre que l'expression d'Oct4 et de Sox2
ne varie pas au cours de la cinétique du retrait et du rajout du LIF dans les mESCs et les miPSCs
mais que Nanog est mieux régulé dans les mESC que dans les miPSC (Fig.28A).

Concernant les geénes « Pluri » (Fig.28B), Ceacaml et Mras présentent un profil d’expression
similaires dans ces 2 lignées alors que le niveau d’expression d'Esrrf (régulé par le LIF dans les
mESC) ne varie pas dans les miPSCs quelques que soient les conditions.

Quant aux genes « Diff » (Fig.28C), Lefl et Car4, leurs expressions €évoluent de maniere
identique en augmentant progressivement lors du retrait du LIF durant 4J et en diminuant
fortement au rajout du LIF apres J1 de retrait. Leur expression reste élevée au cours de la
réinduction apres J2 et J3 de retrait ce qui est cohérent avec I’état différencié des mESC et miPSC
dans cette phase. A noter que les niveaux de base de Lefl et Car4 sont similaires dans les deux
lignées.

D'apres ces résultats, on peut conclure que la plasticité cellulaire est conservée dans les
miPSCs de maniere similaire aux mESC mais qu’il y a des différences d’expression, entre autre
d’EsrrP et de Nanog, entre les mESC et les miPSCs ou 1’expression de ces génes semble étre
indépendante du LIF.

Une analyse plus exhaustive, réalisée avec d’autres clones de miPSC, pourrait étre importante

pour confirmer ces différences.
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Figure 28: Similarité transcriptionelle entre les mESCs et les miPSCs dans le test de
plasticité. Les mESC et miPSC sont cultivées en présence (+ LIF) ou absence de LIF pendant 1
a 4 jours (- LIFJ1, -LIFJ2, -LIFJ3 et -LIFJ4) et remises dans du milieu avec LIF comme indiqué.
Les graphes représentent 1’expression relative des genes « maitres » (A), « Pluri » (B) et « Diff »
(C) mesurée par RT-qPCR avec Hprt comme gene de référence et le 100% fixé sur les points
+LIF.

III. Impact des facteurs de I’environnement : MMP1 et Hypoxie sur la pluripotence et la
plasticité des mESCs.

A. MMP1

1. Validation de MMP1

Au vu des nouvelles propriétés publiées de MMP1 sur le maintien en pluripotence des
mESCs (Przybyla et al., 2013), nous avons voulu savoir si MMP1 a des effets sur la plasticité des
mESCs.

Pour valider ’effet de MMP1, les mESCs (lignées CGRS8 et EI4WT) ont été cultivées dans du
milieu complet (+ LIF) et sans LIF pour 3 jours en absence de MMP1 (- LIFJ1, - LIFJ2, - LIFJ3)
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ou en présence du MMP1 a 100 ng/mL (- LIFJ1 + MMPI1, - LIFJ2 + MMP1, - LIFJ3 + MMP1).
L’analyse transcriptionelle montre que MMP1 n’a pas d’effet sur ’expression des geénes «
maitres » de la pluripotence (Fig.29A). Par contre, I’effet de MMP1 est observé par une
expression plus élevée de marqueurs « Pluri» (Fig.29B) et une expression plus faible de
marqueurs de différenciation précoce « Diff » (Fig.29C) en condition sans LIF et avec MMP1.
Ces résultats valident que MMP1 peut mimer I’effet du LIF sur le maintien de la pluripotence des
mESCs.

De plus, nous avons observé un effet a long terme sur la pluripotence de nos cellules (11 jours) et
montré par I’analyse transcriptionnelle que 1’expression d'Oct4 et des marqueurs de pluripotence
« Pluri » avec MMP1 est similaire a celle observée en présence de LIF. Aussi, I’effet de MMP1 a
J11 est observé par une expression faible de marqueurs de différenciation précoce « Diff » surtout
Lefl (Fig.29D). Le profil d'expression de différents marqueurs avec MMP1 est cohérent avec le
profil observé en +LIF (geénes « Pluri» élevés et genes « Diff » diminués) et en -LIF (genes
« Pluri » diminués et geénes « Diff » élevés) ce qui nous permet de conclure que 1'effet de MMP1

sur la pluripotence est aussi conservé a long-terme.
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Figure 29: MMP1 maintient la pluripotence des mESCs. Analyse par RT-qPCR de
I’expression des « geénes maitres » de la pluripotence (A), des génes « Pluri » (B) et des geénes de
différenciation précoce « Diff » (C) apres culture des mESC avec et sans LIF pendant 3 jours en
absence et en présence de MMP1 comme indiqué (n=1). Les cellules mESCs sont cultivées en
présence de LIF (+LIF) ou en absence de LIF pour 10 jours (-LIF, J10) et en absence de LIF et
en présence de MMP1, 100 ng/mL, pour 11 jours (+MMPI, J11) (D). Les graphes représentent
I’expression relative de chaque geéne mesurée par RT-qPCR avec Hprt comme geéne de référence
et le 100% fixé sur les points +LIF.

2. Etude de l'impact de la combinaison LIF/MMP1 sur la pluripotence et plasticité des mESCs

Nous avons aussi testé I’effet combinatoire de ces deux facteurs pour déterminer s’il

existe un effet additif de ces deux protéines. Pour tester 1’effet combinatoire LIF/MMP1, les
mESCs (CGR8) sont cultivées avec (+ LIF) et sans LIF (- LIFJ1, - LIFJ2, - LIFJ3, - LIFJ4) et en
réinduction avec LIF/MMP1 apres retrait du LIF (- LIFJ1 + LIF/MMP1 J3, - LIFJ2 + LIF/MMP1
J2, - LIFJ3 + LIF/MMP1 J1) sur une cinétique de 4 jours.
L’analyse transcriptionnelle montre un effet similaire de LIF/MMP1 semblable a celui observé en
MMPI1 seule pour les geénes « maitres » de la pluripotence (Fig.30A) et les génes « Pluri»
(Fig.30B) a J1 et J2 de réinduction mais un effet faible a J3 de réinduction en comparaison avec
LIF seul (article) ou MMPI1 seule. Ceci montre qu’il y a un effet combinatoire du LIF/MMP1 sur
la plasticit¢ des mESC a J1 et J2 et qu’a J3 les cellules semblent secréter une protéine induite par
MMP1 qui s’oppose a I’effet du LIF. De plus, on a observé un effet important du LIF/MMP1 sur
le blocage d’expression des génes « Diff » (Fig.30C) a J1, J2 et J3 de réinduction en comparaison
avec LIF seul (article) et MMP1 seule.
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Figure 30: Effets combinés du LIF et de MMP1 sur la plasticité des mESCs. Les cellules
mESCs sont cultivées avec (+ LIF) ou sans LIF (-LIF) pendant 1 a 4 jours (J1 a J4) et sont

remise

dans un milieu avec LIF ou MMP1 ou LIF+tMMPlcomme indiqué. Les graphes

représentent I’expression relative de chaque géne mesurée par RT-qPCR avec Hprt comme géne
de référence et le 100% fixé sur les points +LIF. « génes maitres» (A), genes « Pluri » (B) et
genes de différenciation précoce « Diff » (C) (n=3).
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B. Hypoxie

1. Analyse de I'expression de Hifla et de ses génes cibles dans nos expériences a [3% O]

Dans le but de vérifier nos conditions de culture a [3% O,], nous avons analys¢ 1'expression
de différents génes cibles de HIFla. La protéine HIFla permet l'activation directe d'un grand
nombre de geénes par l'intermédiaire des séquences promotrices HRE, et notamment de geénes
impliqués dans le métabolisme pour maintenir 1'énergie, le PH et 'homéostasie rédox comme il a
été montré dans les cellules de la moelle osseuse (Rey et al., 2011). En raison de la difficulté de
la détection de la protéine HIF1a par Western Blot pour des raisons techniques inconnues, nous
avons validé les conditions hypoxiques de nos expériences par la détection de l'expression du
gene Hifla et de ses cibles directes par RT-qPCR. Nous avons montré qu'apres 4 jours de
culture a [3% O,] l'expression de Hiflo est induite de 3 a 5 fois plus par rapport a [20% O] et
s’accompagne par une augmentation de I'expression de ses cibles directes : Bnip3, Glutl, Cox412,
Car9, Ldha, Pdkl et Mtc4 ce qui confirme qu'a cette concentration d'oxygene la protéine HIF1a
est stabilisée, active et se lie aux promoteurs de ces différents génes (Rey et al., 2011) (Fig.31A).
En revanche, apres 7 jours de culture en hypoxie, méme si ces résultats ne proviennent que d'une
seule expérience et sont donc a prendre avec précaution, les génes cibles de HIF1a ne sont plus
induits (Fig.31B). Ces résultats, s’ils sont reproductibles, pourraient permettre de conclure que la
protéine HIF1a serait effectrice de I'hypoxie seulement dans les premiers jours de l'exposition a
[3% O] et que lors de périodes plus prolongées, d'autres HIFs comme HIF2a pourraient entrer

en jeu.
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Figure 31: Validation des conditions de faible concentration d'oxygéne a [3% O] par
RT-qPCR. L'expression de HIFla et de ses cibles est analysée aprés 4 jours (n=4) (A) ou
apres 7 jours de culture (n=1) (B) en présence de LIF en Normoxie (N pour 20% O,) et en
Hypoxie (H pour 3% O;). Les graphes représentent 1’expression relative de chaque gene
mesurée par RT-qPCR avec Hprt comme gene de référence et le 100% fixé sur les points
+LIF en normoxie.

Suite aux résultats publiés dans l'article, nous avons continué le travail sur ['étude
p )

comparatif de 1'état cellulaire des mESC (CGRS) cultivées a [3% O3] et [20% O,].
. Analyse morphologique des cellules cultivées a [3% O] et [20% O] pendant des périodes
différentes

Les cellules (CGRS8) sont cultivées en [3% O;] et en [20% O;] pendant 4 jours puis les
cellules sont colorées pour révéler la phosphatase alcaline (AP). Si dans les deux conditions on
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observe des cellules a activit¢é AP forte (cellules rouges), on observe aussi une différence
morphologique des mESCs en fonction de la concentration d’oxygeéne. Les cellules cultivées a
[3% O] présentent des clusters cellulaires moins compacts par rapport a ceux observés a [20%
0;] (Fig.32A-1 et A-2). Ceci indique que bien que restant apparemment indifférenciées (sur le
critere AP) les cellules en hypoxie ont moins de contacts inter-cellulaires qu’en normoxie. Nous
avons alors montré, par Western Blot, que I’expression du marqueur d’adhésion Jam2 est
diminuée en hypoxie (Fig.32D). Nous avons voulu voir si cette différence morphologique
persistait apres des temps de culture plus longs. Nous avons donc cultivé les cellules a [3% O]
pendant 8 jours (en ensemencant 2 fois plus de cellules) et pendant 10 jours a [20% O], sans les
diluer (Fig.32B et C). Bien qu'a [20% O] la coloration AP persiste, on observe un peu de
différenciation spontanée. En revanche a [3% O,], deux populations distinctes de cellules
apparaissent: des cellules différenciées non colorées (AP-, fleches Jaunes), et des cellules
indifférenciées, rose foncé (AP+, fleches rouges) qui correspondent a des colonies cellulaires
pluripotentes.

En conclusion, I'hypoxie a court terme semble maintenir la pluripotence des mESCs avec
une morphologie moins compacte. Alors qu’a long terme la culture en hypoxie semble permettre
a la fois le maintien de la pluripotence d'une large partie de cellules et la différenciation d'une

sous-population largement réprimée par la voie LIF en normoxie (article).
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Figure 32: Différence morphologique des mESCs entre [3% O;] et [20% O] pendant les
temps indiqués par le test de la Phosphatase Alcaline (AP). Les cellules sont cultivées a
[3% O,] (+LIFJ4-H) (A-1) ou a [20% O] (+LIFJ4-N) (A-2) pendant 4 jours en présence de
LIF. Cellules cultivées a [3% O] pendant 8 jours (+LIFJ§8-H) (B) ou a [20% O] pendant 10
jours (+LIFJ10-N) (C) en présence du LIF. Analyse par Western Blot de I’expression de la
protéine Jam2 (33 kDa) a [3% O;] (H) et [20% O;] (N) apres 4 jours de culture (D). ERK2,
protéine dont le taux d’expression ne varie pas dans ces conditions est utilisée ici comme
contrdle de charge. Fléches rouges : cellules indifférencié¢es (AP+); Fléches jaunes : cellules
différenciées (AP-).
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3. Ralentissement de la prolifération des mESCs cultivées a [3% O,]

Dans le but de caractériser la prolifération cellulaire, nous avons utilisé, en parall¢le, une
technique de comptage cellulaire et une technique de cytométrie en flux, reposant sur

I’introduction d’un intercalant lipophilique membranaire fluorescent, le DiD.

A J0, 200 000 cellules sont ensemencées et mises en [3% O] et [20% O;] (Fig.33A). A J1, lors
du comptage on observe une diminution du nombre de cellules qui semble étre plus important a
[3% Os] et qui peut étre di a un probleme d’adhésion des cellules ou a un choc d'oxygénation
lors de la mise en culture sous cette faible concentration. Suite a une expérience pour exclure
I'une ou l'autre des hypotheses (données non montrées), nous avons observé que cette diminution
du nombre de cellules aprés 1 jour, provenait certainement d’un stress dii a un choc

d'oxygénation lors du passage des cellules de 20% a 3% d'O,.

Entre 2 a 4 jours de culture (J2-J4), la différence de prolifération entre [3% O3] et [20% O,] se
stabilise (Fig.33A). Le nombre de cellules reste 2 fois plus important a [20% O,]. En revanche
apres 7 jours de prolifération, 1’écart se creuse, il y a en moyenne 6 fois plus de cellules a [20%
0;]. Lorsque I'on compare les résultats du comptage cellulaire aux résultats de l’intensité
moyenne de fluorescence (MFI) de ces mémes cellules, mesurées par cytométrie en flux, on
observe une augmentation de la fluorescence a 1 jour qui peut correspondre aux cellules qui
continuent a incorporer le DiD pendant 24 heures (Fig.33B). Les MFI des cellules a [3% O]
sont supérieures a celles des cellules a [20% O;].

Cependant, lorsque I’on compare les coefficients de prolifération calculés par rapport aux
comptages des cellules (Fig.33C) ou par rapport aux MFI (Fig.33D), on obtient 2 résultats
différents apres 4 jours de culture. Alors que le comptage indique que les cellules a [20% O]
proliférent 2,5 fois plus que les cellules a [3% O,], les résultats de la cytométrie indiquent que la
différence de prolifération n’est pas significative. On peut donc supposer que le produit DiD
continue d’étre incorporé par les cellules lorsque certaines cellules meurent ou se divisent en
relachant des molécules. Si tel est le cas, alors la MFI ne refléte pas complétement la prolifération

de manicre fidele et cette méthode n'est pas adéquate pour les cellules ES murines.
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Figure 33: Les cellules a [3% O] proliférent moins vite que les cellules cultivées a [20%
0;]. La prolifération est déterminée par comptage cellulaire (A) ou par cytométrie en flux
(B). Le coefficient de prolifération est établi suite au comptage des cellules (C) ou par mesure
de la MFI (Mean of Fluorescence Intensity) (D), (n=3). JO — J7 : Nombre de jours de culture.
* 1 p-value < 0.05, **: p-value <0.001. t-test réalisé aprés normalisations par rapport a JO
(Expériences réalisées avec Marine Labat, stagiaire Master 2 Recherche, 2015).

En se basant sur le comptage cellulaire, nous pouvons conclure que les cellules proliférent
d'une manicre plus lente a [3% O,]. Ce faible taux de prolifération en faible concentration d'O,
peut €tre di soit a une augmentation de 1'apoptose, soit a un ralentissement du cycle cellulaire. De
maniére a déterminer si I'hypoxie induit 1'apoptose, nous avons analysé 1’expression de la forme
clivée de la protéine pro-apoptotique Caspase-3 par Western blot (Fig.34A) et I’expression du
gene anti-apoptotique Bcl-2 par RT-qPCR (Fig.34B) entre [3% O;] et [20% O,]. Aprés 4 jours de
culture, le taux d'expression de la Caspase-3 diminue a [3% O2] alors que la quantité de forme
clivée ne varie pas, suggérant qu'il y a un peu plus d'apoptose en hypoxie (non détectée en

microscopie) (Fig.34A). De plus, Bcl2 a une expression similaire quelque soit la concentration
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d'oxygene pendant 4 jours (Fig.34B-1). En revanche pour des temps de cultures supérieures, on
observe une augmentation de I’expression de Bcl2, qui est connue pour augmenter dans les
cellules différenciées (Trouillas et al., 2008), (Fig.34B-2). L’augmentation de 1’expression de
Bcl2 a des temps longs, indique qu’une partie des cellules se différencient, concordant avec ce

que I’on observe en culture, au microscope (Fig.32B).

En conclusion, ’analyse de I’expression de Bcl2 et de la Caspase 3 ont permis de
déterminer que la diminution du nombre de cellules a [3% O;] n'est pas due a une apoptose
accrue mais plutot a un ralentissement de prolifération. De plus, une augmentation de Bc/2 apres
7 jours de culture a [3% O] peut indiquer la présence de plusieurs populations cellulaires: une
population cellulaire différenciée qui exprime Bc/2 et identifiable morphologiquement, et une
population cellulaire qui prolifére et qui n’exprime pas Bc/2, avec une morphologie de type

pluripotente.

126



A) Western Blot, N=4

H

N

Caspase 3-clivé i ———
.~ | - -

Erk2 - E—
~ -3 2 E .E“-- -

+LIF 4 Jours

B-1) B-2)
150+

(] N4 500+
E3

100- 4007

300

200

50+

100 4

o T

> Q

Figure 34: Ralentissement de prolifération et présence de plusieurs populations
cellulaires a [3% O,]. Analyse par western Blot de la Caspase 3 sous forme pro-caspase 3
non active (34kDa) et sous forme clivée active (17kDa), sur des cellules cultivées pendant 4
ou 7 jours en normoxie (N) ou hypoxie (H) (A). Expression mesurée par RT-qPCR du geéne
Bcl2 aprés 4 jours (B-1) ou 7 jours de culture (B-2) (n=2). N4/H4 : 4 jours de culture a [3%
0,] (H) ou a[20% O,] (N). N7/H7 : 7 jours de culture a [3% O;] (H) ou a [20% O3] (N).

4. Atténuation de la voie de signalisation LIF ?

Nous avons montré qu'a [3% O;] pendant 4 jours, il y a une atténuation de la voie de
signalisation LIF (diminution de la phosphorylation de STAT3 sur Tyr705 et faible expression
des génes « Pluri » (voir résultats article, Jeong et al., 2007). Pour expliquer cette atténuation,
nous avons analysé I’expression du géne codant pour la protéine SOCS3, qui est activée par la
voie LIF et qui agit comme un inhibiteur. Nous souhaitions déterminer si cette voie de

rétrocontrdle ne serait pas induite directement par I’hypoxie ce qui expliquerait l'atténuation de la
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voie LIF a [3% O;]. Apres 4 jours a [3% O], I’expression de Socs3 ne varie pas (Fig.35A) tandis
que son expression chute de moiti¢ apres 7 jours de culture (Fig.35B) ce qui exclue I’hypothése
que la répression de la voie LIF est due a une augmentation de la transcription du geéne Socs3. De
plus, pour confirmer que l'atténuation de la voie LIF s'étend jusqu'a 7 jours de la culture des
mESCs a [3% O], on a analysé l'expression des génes « maitres », des genes « Pluri » et des
genes « Diff » et on a observé une diminution, quasiment de moiti¢ d’Oct4 et Nanog alors que
Sox2 augmente (Fig.36A). Excepté Ceacaml dont I’expression ne varie plus, les geénes Rexl,
Mras et Esrrb semblent encore plus réprimés apres 7 jours de culture (Fig.36B). Quand aux
genes de différenciation précoce, leur expression semble similaire apres 4 ou 7 jours (Fig.36C).
On peut supposer que si de nouvelles voies entrent en jeu, pour permettre aux cellules de
s’adapter aprés une exposition a long terme sous faibles concentrations d'O,, I’expression du gene

Socs3 est alors réprimée pour éventuellement ne plus diminuer la voie LIF.
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Figure 35: Stabilité de I’expression du géne répresseur de la voie LIF, Socs3 avec une
chute de son expression de moitié aprés 7 jours de culture. Analyse de l'expression de
Socs3 (n=3) par RT-qPCR en N4/H4 : 4 jours de culture a [3% O;] (H-hypoxie) ou a [20%
O,] (N-normoxie) (A). Expression de Socs3 (n=1). N7/H7 : 7 jours de culture a [3%02] (H-
hypoxie) ou a [20% O;] (N-normoxie) (B).
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Figure 36: Equilibre dynamique de l'expression de génes a [3% O;]. Analyse de
I’expression des genes « maitres » de la pluripotence (A), des génes « Pluri » (B) et des geénes
de différenciation précoce « Diff » (C) par RT-qPCR, apres 7 jours de culture (n=3). N7/H7 : 7
jours de culture a [3% O] (H) ou a [20% O;] (N).

. Mise en évidence d’un mécanisme a I’origine de ’Hétérogénéité des mESCs ?

Au cours de nos expériences, nous avons observé que la dilution des cellules avait un fort
impact sur la morphologie et sur I’expression des génes. Morphologiquement, les cellules a
confluence sont beaucoup plus hétérogenes que celles ensemencées fraichement, qui forment des
colonies cellulaires beaucoup plus petites et plus homogenes (Fig.37). De plus, nous avons
montré que les cellules non diluées pendant 4 jours ensemencées a forte confluence expriment de
maniere importante les genes cibles de HIF 1a par rapport aux cellules diluées fraichement. Nous
avons aussi observé une augmentation d’expression de Lefl! (comme montré en hypoxie, voir nos

résultats et Mazumdar et al., 2010).
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Figure 37: Analyse de l'effet de la densité cellulaire sur la morphologie des mESCs
cultivées a [20% O2] par coloration de la phosphatase alcaline. Les cellules sont
cultivées pendant 10 jours (A) et cellules diluées apres 8 jours de culture a [20% O,] et
colorées 2 jours apres la dilution (B). Fléche rouge: zone potentiellement hypoxique.

Ces résultats nous mettent sur la piste de I'hypotheése suivante : est ce que I’hétérogénéité des
cellules ES ne serait pas due a la présence de zones hypoxiques qui seraient alors éliminées a
chaque dilution des cellules (résultats confidentiels, non encore publiés).

Le paragraphe expérimental qui suit détaille les nouvelles expériences que nous avons menées

pour étayer cette hypothése.

Les cellules ont été cultivées a [20% O,] pendant 2 jours, 4 jours et 7 jours a différentes
concentrations cellulaires (J2, J4 et J7). Nous avons observé que l'expression des genes cibles de
HIF1a est beaucoup plus ¢élevée dans les cellules a J4 et J7 que dans les cellules a J2 (Fig.38i A-
1, B-1). Nous n'avons pas observé de variation de I'expression transcriptionnelle des geénes «
maitres » de la pluripotence quelque soit la condition (Fig.38ii A-1, B-1), comme attendu, alors
que D’expression des genes « Pluri » augmentent légérement en contradiction avec les profils
d’expression observés en hypoxie (Fig.38iii A-1, B-1). Bien que I’expression des génes « Pluri »
ne soit pas similaire a celle observée a [3% O;] ceci n'exclut pas la présence des zones
hypoxiques. En effet a [20% O] la voie LIF est toujours active quelque soit la confluence

cellulaire. On peut expliquer ce profil par le concept de « réponse d'adaptation » de ces cellules

130



qui exigent des niveaux ¢€levés de geénes « Pluri » pour qu'elles restent pluripotentes. Quant aux
genes « Diff », leur expression est plus forte en fonction de la densité cellulaire et plus
particulierement, Lef1 qui présente le méme profil que celui observé a [3% O;] (Fig.38iv A-1, B-

1).

D'apreés ces résultats, nous pouvons émettre I'hypothése qu'au fur et a mesure de la
croissance des cellules qui poussent en amas de plus en plus compacts, des zones hypoxiques
apparaissent créant donc une hétérogénéité des 4 jours de culture. En se référant aux études qui
montrent que 'hétérogénéité cellulaire est supprimée lorsqu'on cultive les mESCs en milieu 3i
[inhibiteurs de la voie MAPK (Mitogen-activated protein Kinase), inhibiteurs de GSK3p
(Glycogen Synthase Kinase 3 ) et inhibiteurs de la voie FGF (Fibroblast Growth Factor)] en
présence de LIF (Ying et al, 2008; Nichols et a/.,2009; Niwa et al.,2015), nous avons testé notre
hypothese en effectuant le méme protocole que précédemment avec et sans 31 a J2, J4 et J7. Si la
présence des zones a faibles concentrations d'O, est I'une des causes de I'hétérogénéité¢ des
cellules mESCs, on devrait avoir une chute d'expression des cibles de HIF1a en présence des 3
inhibiteurs. C’est ce que nous avons observé : 1’expression des cibles de HIFla comme Pdkl,
Glutl, Ldha, Bnip3 et Mtc4 chute quelque soit la condition liée a la densité cellulaire ou au temps
de culture (J2+31, J4+31, J7+31) (Fig.38i A-2, B-2). Concernant les geénes « maitres » comme
Oct4 et Sox2 (Fig.38ii A-2, B-2), les geénes « Pluri » comme Ceacaml, Esrrf et RexI (Fig.38iii
A-2, B-2) et les génes « Diff » comme Lefl et Car4 (Fig.38iv A-2, B-2), leur expression ne varie
pas en comparant les points J2, J4 et J7 avec et sans 3i. Par contre, Nanog et Jam?2 présentent le
méme profil d'expression avec augmentation plus importante de 1'expression de Jam?2 en présence
de 3i surtout a J4 et J7. Ce résultat avec Jam2 nous permet de l'ajouter aux groupes des
marqueurs dans les mESCs possédant une expression hétérogene mais ceci serait a confirmer par
des études plus précises par hybridation in situ et par une analyse quantitative par single-cell.
L’expression de Pedhl augmente juste aux points J2+3i et J2+3i avec 7x10°cellules, et ne varie
pas au niveau des autres points. Les données obtenues avec et sans inhibiteurs peuvent étre
considérées comme une base importante pour continuer I'é¢tude de la vérification du lien entre la
présence des zones a faible concentration d'O; et 'hétérogénéité des mESC. 1l serait par exemple
trés intéressant d’analyser le niveau d’expression protéique de NANOG par immunomarquage a
J2, J4 et J7 en présence et absence de 3i pour déterminer si les zones hypoxiques corrélent avec

une faible expression de Nanog (comme montré en hypoxie, voir article en révision).
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IV.

Figure 38: Lien entre hétérogénéité et présence des zones hypoxiques. Analyse de
I’expression des genes cibles de HIF1a (i), des « genes maitres » (ii), des genes « Pluri » (iii),
des genes de différenciation précoce « Diff » (iv), dans des cellules cultivées 2 jours, 4 jours et
7 jours (ensemencement de 2x10° cellules) avec (A-2) et sans 3i (A-1). Effets du temps et a
différentes densités cellulaires (4x105 cellules ou 7x10° cellules) avec (B-2) et sans 3i (B-1).
Culture en présence de LIF a [20% O;] (N). Les expériences sans 31 sont a n=7 alors que les
expériences avec 31 sont a n=3. Les 3i (i pour inhibiteurs) : U0126, inhibiteur de la voie MAPK
(Mitogen-activated protein Kinase) ; CHIR, inhibiteur de GSK3p (Glycogen Synthase Kinase 3
B) et SUS402, inhibiteur de la voie FGF (Fibroblast Growth Factor).

Mise au point d’un outil de criblage par cytométrie de flux:
Construction des vecteurs d’expression dans lesquels une forme de PEGFP a
demi-vie courte (dA2EGFP) est sous le controle de promoteurs strictement
sensible au LIF.

Les travaux de Niwa H 2007, Garter 2007 et Toyooka 2008, ont montré par 1’analyse des
profils d’expression globaux de plusieurs marqueurs, la présence de différents types de cellules
(sous-populations) au sein des cellules mES a I’état indifférencié. La présence de populations
hétérogénes de mESCs a 1’état indifférenci¢ en présence de LIF, rend complexe la caractérisation
des effets différentiels du LIF au cours des phases d'engagement réversible et irréversible. Il est
possible dans nos travaux que le retrait et le rajout du LIF n’ait pas le méme effet sur toutes ces
sous-populations d'ou l'importance de travailler avec des populations homogenes (Fig.39). De
plus, pour établir les mécanismes moléculaires a I’origine de la plasticité cellulaire a 1’aide de
criblages de banques de siRNA ou de chimiothéque de maniere rapide et efficace, un outil
d’analyse par cytométrie en flux est essentiel. Les lignées fluorescentes cultivées en présence et

en absence de LIF pourront ainsi étre triées et restimulées par le LIF.

Des expériences ont été effectuées sur deux lignées cellulaires : la lignée ORGY (Toyooka
et al., 2008) dans laquelle ’ADN codant I'EGFP est inséré dans le premier exon du gene Rex/
(Fig.40C), et la lignée Tomato que nous avons établi: I’ADN codant Tomato est sous controle du
promoteur miR302-367 (plasmide obtenue grace a une collaboration avec le laboratoire de F.
Moreau-Gaudry - et B. Cardinaud) exprimé principalement dans les cellules souches
embryonnaires humaines et les cellules de I’épiblaste murin (Jouneau et al., 2012). Nous nous
sommes basés sur le fait que I’expression de la luciférase sous controle du promoteur du
miR302/367 humain, dans les mESCs, diminuait au cours de la différenciation (Barroso-del
Jesus et al., 2009). De plus, il a ét¢ montré que la transfection du miR302-367 murin pouvait se
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substituer au cocktail de reprogrammation OSKM (Oc#4, Sox2, KIf4, c-Myc) pour reprogrammer
des cellules somatiques murines et humaines avec une plus grande efficacité et en

s’affranchissant des risques d’intégration du vecteur viral (Anokye-Danso ef al., 2011).

Pluripotence Differenciation Héterozene
+LIF ~LIF

Ensarement

Différenciation et Apopiose
e 3

Feverzible Irreversible

Cellules engagées en Celloles résistantes

différenciation i —+ Cellules pluripotentes
\ +LIF J1 /

Figure 39: Schéma indiquant la présence potentielle de sous-populations de mESC a J1
du retrait de LIF.

Cependant, ces deux constructions ne nous ont pas permis de caractériser I’effet du LIF au cours
des phases d'engagement de différenciation a J1 et J2 car nous avons observé une diminution de
I'EGFP ou de la Tomato qu’a partir de J2/J3 pour Rex1 et J4 pour mir302. Ces protéines, EGFP

et Tomato ont une demi-vie de plus de 24h et sont donc trop stables pour notre étude.

Nous avons alors construit des vecteurs d’expression dans lesquels la protéine EGFP
déstabilisée (d(2EGFP, demi-vie de 2h) est sous contrdle des promoteurs Ceacaml ou Ceacam?,
régulés par le LIF. Les promoteurs Ceacam1 ou Ceacam2 (environ 550 bp) ont été sous-clonés a
partir des plasmides Ceacam1 et Ceacam-2-luciférase obtenus par Mikael Sigvardsson, Mansson
et al., 2007). Nous avons aussi utilis¢é une construction exprimant EYFP sous le controle du

promoteur Top-Flash contenant 7 sites de liaisons de LEF-1 [(LEF-1)x7] dans le but de trier des
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populations homogenes : EGFP+ et EGFP- ou EYFP+ et EYFP- a différentes intensités de
fluorescence (MFI-Mean Fluorescence Intensity) (Fig.41). La validation de ces constructions a
¢été effectuée dans les mESC par transfection transitoire sur une cinétique de 2 jours (Fig.40D et
F) avec 0,6 pg d’ADN, validé comme condition optimale d’expression régulée. Dans ces
expériences, on a aussi utilis€¢, comme contrdle positif, pour mesurer 1’efficacité de transfection,
le plasmide PCAG-EGFP (promoteur : Enhancer CMV+-actin, 1 pg) et le plasmide Oct4-EGFP

(1 pg), non régulé pendant un retrait du LIF a court terme (Fig.42 et nos résultats non

présentés).
A)Plasmide PCAG-EGFP D) Plasmide Ceacam1-d2EGFP
—> —>
-450 +100
B)Plasmide Oct4-EGFP E)Plasmide Ceacam2-d2EGFP
—>
-450 +100
C)Knock-in Rex1-EGFP F) Plasmide (Lef1)x7-EYFP
—> —>
[ ] [ T o
o 1 11 111 v 1 kb
exom” g E E B E —_—
| f —Pn
! i 1 {} - }_.I_ endogenous allele

Rexl1 D ﬂ*.j knock-in vector

EGEP / IRES-BSD(2.1kbp) or tk2 / IRES-BSD(2.3kbp)
E E S E E E
I

_D L u 1 !:! dﬂ]—l— mutant allele

7.9kbp

< >

5.7kbp
(tk2 vector ;5.9kbp)

Figure 40: Représentation des plasmides utilisés pour les expériences de cytométrie en
flux : Plasmide PCAG-EGFP (A) pour I’expression constitutive de la EGFP (promoteur fort
indépendant du LIF, Enhancer CMV+f-actin, utilis¢ comme controle de la transfection) ;
plasmide Oct4-EGFP (B), expression indépendante du LIF ; Rex1-EGFP, Lignée OCRGY:
KnockIn-EGFP dans le promoteur de Rex/ (Toyooka et al, 2008) (C) ; plasmide Ceacam]l-
d2EGFP (D) (EGFP déstabilisée a une demi-vie de 2h), plasmide Ceacam2-d2EGFP (E)
(promoteurs ceacaml et 2, dépendant du LIF (Mansson, M. Sigvardsson et al, 2007) et
plasmide (Lefl)x7-EYFP (Sussman, 2002, Biotechniques, 32, 1000-1002) (F).
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A)Plasmide Ceacam1-d2EGFP

-450 +100

B)Plasmide (Lef1)x7-EYFP
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Figure 41: Outil de caractérisation de la plasticité des mESCs par cytométrie en flux.
Graphes représentant les régulations attendues des promoteurs Ceacaml (A) et Lef-1 (B) en
présence (+ LIF) et en absence du LIF pendant 1 a 2 jours (-LIFJ1, - LIFJ2). Les cellules
fluorescentes pourraient tre utilisées dans le test de plasticité avec mesure de la MFI dans les

différentes conditions expérimentales.
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Expression transitoire de la EGFP exprimée sous controéle des différents promoteurs
sensible au LIF Ceacaml et Ceacam2
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Figure 42: Analyse de la régulation des promoteurs Ceacaml et 2: Les cellules mESC
cultivées avec (+ LIF) ou sans LIF (-LIF) pendant 1 a 2 jours (J1 et J2) apres transfection (avec
la lipofectamine 2000) avec 0.6 pg des plasmides comme indiqué. pCAG-EGFP est utilisé
comme contrdle de transfection (efficacité de transfection a 80%). Le % de cellules positives et
la moyenne d’intensité de fluorescence (MFI) sont indiqués.

Expériences réalisées avec Camille Blanchard, Ingénieur d’étude du laboratoire.

Finalement, cet outil nous permettra de :
- caractériser la plasticité des mESCs et
- mettre en évidence le role des facteurs régulant la phase d’engagement en présence de LIF en
¢tudiant :
1) I’'implication des voies de signalisation par I’observation de I’effet des inhibiteurs chimiques
de ces voies et
2) le role de différents génes en déterminant I’effet causé par leur extinction via la méthode des

siRNA.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Les cellules souches ne sont pas dans un état statique, mais au contraire, sont dans un état
dynamique ce qui leur permet de répondre a de multitudes de signaux environnementaux qui vont
1) les préserver (auto-renouvellement) ou ii) induire leur différenciation. Cette dynamique se
refléte dans la plasticité des populations de cellules souches pluripotentes in vitro en réponse a
des manipulations de l'environnement de culture cellulaire. Bien que les embryons de
mammifeéres montrent un développement finement régulé, les mécanismes qui permettent aux
populations de cellules pluripotentes et extra-embryonnaires de répondre en évitant tout stress et

tout dommage suite a des changements de leur environnement, ne sont pas bien définis.

Mise en place du « Test de plasticité cellulaire »

A. Quel est I'intérét de 1'établissement du « Test de plasticité cellulaire » ?

Ce test permet d’avoir un modele in vitro qui mime les premicres étapes de différenciation
correspondant, in vivo, a la transition blastocyste-épiblaste (Pera and Tam, 2010) (Fig.43).
D’apres nos résultats, nous n’atteignons cependant pas le stade épiblaste qui correspondrait a des
cellules a J4, J5 sans LIF. Nous nous situons plus tot dans I’embryogénese, a des stades qui
seraient treés difficile a appréhender dans I’embryon et qui se situent entre 1’état blastocyste et

1’état épiblastique.

L’¢établissement des mEpiSCs et des hESCs, au stade post-implantatoire d’embryons, leur
appartenance au méme ¢état de pluripotence (primed) et leur similitude a rendu leur étude
essentielle pour mieux comprendre le modele humain. L'étude de la plasticité cellulaire entre
I'état naif et primed facilite I’identification des cytokines et des facteurs modulant 1’état des
hESCs vu l'intérét potentiel qu’elles ont pour la médecine régénérative. Celle-ci s’appuie en
grande partie sur la thérapie cellulaire basée sur les cellules souches permettant d'obtenir un
grand nombre de types cellulaires, contrairement a la thérapie cellulaire classique qui utilise des

cellules différenciées voire des cellules précurseurs.
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Figure 43: Plasticité Cellulaire des mESCs: Le test que nous avons mis au point in vitro
mime la phase de différenciation initiale dans la transition blastocyste-épiblaste décrite in
vivo. La figure est adaptée de la revue de Pera and Tam (2010).

B. KIf5 est impliqué dans la régulation de la plasticité et PI3K favorise 1'engagement
des cellules vers la différenciation mésodermique

Nous avons montré que le géne spe-Lifind KIf5, mais pas le géne pléio-Lifind JunB, joue un
role dans la régulation de la plasticité cellulaire alors que la voie de signalisation PI3K ne semble
pas avoir d’effet alors qu’elle module l'engagement des cellules vers la différenciation

mésodermique.

KIf5 est connu comme un facteur de transcription indispensable pour la dérivation des
mESCs a partir de I'ICM et il est essentiel pour le maintien de I'auto-renouvellement des mESCs
(Ema et al., 2008; Parisi et al., 2008). Les mESCs K/f5-/- peuvent maintenir leur pluripotence
mais elles ont une expression accrue de genes de différenciation et beaucoup de différenciation
spontanée. Inversement, la surexpression de KIf5 supprime I'expression des geénes de

différenciation et maintien l'auto-renouvellement indépendament du LIF par sa liaison directe aux
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promoteurs des genes Nanog et Oct3/4 (Ema et al., 2008; Parisi et al., 2008). KIf5 régule
également la prolifération des mESCs via la voie de signalisation Tcll-Aktl. Nos travaux
montrent donc que ce facteur régule la plasticité cellulaire puisque son knock-down affecte le
retour a la pluripotence en changeant le profil d'expression des génes par une diminution des

« Pluri » et une augmentation des génes « Diff » comme LefI et Nestin (résultats article).

Une des cibles directes de KLF5 est la GTPase Mras (Parisi et al., 2010), identifiée comme
un nouveau marqueur de pluripotence (Chen et al., 2006) et notre laboratoire a aussi montré qu'il
est impliqué dans le maintien en pluripotence (Mathieu ef al., 2013). Il serait prometteur d'étudier
la plasticité des mESCs avec des expériences de simple et de double knock-down de tous les
génes spelifind ce qui permettrait de révéler une éventuelle synergie entre ces genes dans la

régulation de la phase d'engagement réversible.

Nous avons montré que la voie PI3K, essentielle pour le maintien en pluripotence des
mESCs, n'a aucun role régulateur durant la phase d'engagement réversible.
Cependant, nous avons montré, en étudiant le devenir des cellules jusqu’a 5 jours sans LIF, que
la voie PI3K agit sur le choix du destin cellulaire des mESCs en induisant 1’expression des
marqueurs du mésoderme (comme Brachyury) et en réprimant des marqueurs de I’endoderme
(Gata4) et de I’ectoderme (Nestin). Nos résultats sont en accord avec des expériences effectuces
dans les embryons de Xenopus laevis, ou l'inhibition de la voie PI3K réprime la formation
mésodermique (Carballada ef al., 2001) et en cohérence avec les effets de la voie PI3K sur la
régulation de la myogénese durant le developpement et sur la différenciation ostéogenique via le
MGF (mechano-growth factor) dans le modele de MSCs du rat (Matheny et al., 2015; Tong et
al., 2015). De plus, PI3K est également activée par d'autres protéines régulatrices comme
l'insuline et BMP4 (de la voie PI3K). Il serait intéressant de confirmer, si l'implication de cette
voie dépend de la sécrétion du LIF par les cellules différenciées et/ou dépend également d'autres
protéines régulatrices comme BMP4. Il est connu que le LIF est sécrété¢ dans des cellules
différenciées, mais on ne sait rien sur son activité. Une possibilité de tester l'activité de LIF serait
de recueillir des surnageants conditionnés a partir de cultures de cellules différenciées puis les
ajouter a des cellules au moment du retrait du LIF. Le LIF actif devrait maintenir la pluripotence.
De plus, I'analyse en western blot des niveaux de phosphorylation des cibles du LIF (comme
JAK1, STAT3, ERK1/2, PI3K, etc.) devrait révéler l'activité du LIF sécrétée par les cellules

différenci¢es. La régulation de la pluripotence des mESCs par les voies de signalisation
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I11.

II.

commence a étre assez bien comprise. Toutefois, la régulation exacte de I'engagement en lignage

cellulaire reste a élucider.

« Test de Plasticité » effectué sur mESCs et miPSCs en paralléle

L'analyse comparative mESCs / miPSCs par 1'étude transcriptionnelle, a montré qu’il y a
une similarité entre ces deux lignées pour le profil global de I’expression des marqueurs
« maitres », « Pluri » et « Diff » a 'exception de Nanog et Esrrf. Aussi, nous avons montré que
la plasticité cellulaire est conservée dans les miPSCs de maniere similaire aux mESC, par la ré-
augmentation des genes « Pluri » (Ceacaml et Mras) et la ré-diminution des genes « Diff » (Lef1

et Card).

Pourquoi comparer les iPSCs aux ESCs?

Plusieurs études suggerent que les iPSCs présentent des aberrations génétiques et
épigénétiques plus forte que les ESCs suite au processus de la reprogrammation. Les trois
principales sources d'anomalies génomiques des iPSCs sont: (1) la variabilit¢ génomique des
cellules parentales, (2) la reprogrammation cellulaire, et (3) la culture in vitro de cellules. Des
études récentes affirment qu'il est possible de générer des miPSCs et hiPSCs avec un niveau de
mutation similaire a celle des cellules parentales, ce qui indique que les techniques de
reprogrammation "genome-friendly" peuvent étre développées (Bai et al., 2013; Lapasset et al.,
2011; Qiang et al., 2013). La question de l'intégrit¢ de I'ADN des iPSCs met clairement en
évidence le besoin crucial de lignées standards pour définir le niveau acceptable de 1'intégrité du

génome des cellules souches pluripotentes pour des applications biomédicales.

Etudier ’'impact des facteurs de I’environnement : MMP1 et Hypoxie sur la

pluripotence et la plasticité des mESCs

A. MMP1

Nous avons montré un effet de la métalloprotéinases MMP1 sur la plasticit¢ des mESCs
(résultats article en révision). De plus, nous avons évalué I’effet d’un « priming » MMP1 en

cultivant les cellules pendant une semaine en présence de MMP1 (au lieu du LIF) avant
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d’effectuer le test de plasticité cellulaire. Nous avons montré que cette métalloprotéinase
conserve la morphologie pluripotente des mESCs ce qui est cohérant avec les résultats obtenus
par Pryzbyla qui a prouvré par des tests fonctionnels que MMP1 maitien la pluripotence des
mESCs jusqu'a 28 jours (Przybyla et al., 2013). Cependant, elle semble avoir un effet sur la
plasticité des mESCs mais avec une fenétre de plasticité décalée a J2 suggérant que la fenétre de
plasticité est modifiée par rapport a celle observée par la cytokine LIF (résultats non présentés,
n=1). Ces résultats de «priming» restent préliminaires et il faudrait vérifier leurs
reproductibilités.

Aussi, nous avons montré un effet combiné de LIF/MMP1 sur la plasticité des mESCs suite a une
meilleure re-stimulation des geénes « Pluri » a J1 et J2. Nous avons noté qu’a J3 les cellules

semblent sécréter une protéine induite par MMP1 qui s’oppose a I’effet du LIF, (Fig.30).

Les effets observés dépendent aussi des marqueurs analysés. Par exemple 1’expression de
M-ras, un nouveau marqueur important de la pluripotence, n'est pas régulée au cours de la
cinétique du retrait et de rajout de MMP1 (résultats non présentés, n=1). Si seulement
I’expression de M-ras est prise en compte, MMP1 n’a pas d’effet sur la plasticité. Par contre, si
les expressions de Jam?2, Esrrf et Rex] sont également analysées, l'inverse est démontré. Ceci
nous permet de poser I'hypothése d’une classification en trois familles de geénes: génes cibles de
LIF, geénes cibles de MMP1 et genes cibles communs de LIF et MMP1. Cette classification
nécessiterait une étude comparative transcriptomique suite au test de « Plasticité cellulaire » des
mESCs maintenues soit avec MMP1 seule soit avec le LIF seule. Par cette analyse, nous
pourrions aussi déterminer si les cellules maintenues pluripotentes avec MMP1 appartiennent au

méme « état de pluripotence » que celles maintenues par le LIF.

Enfin, la découverte de MMP1 comme nouveau facteur sécrété par les fibroblastes pour le
maintien de la pluripotence des mESCs met 1’accent sur 1'importance des cellules nourriciéres

comme réservoir de facteurs, de cytokines et de métalloprotéases qu’il est critique d’identifier.

B. Hypoxie

Nos résultats ont montré que la culture des mESCs a faible concentration d’O,, notamment
[3% O3], influence leur morphologie (aspect des cellules moins compact), leur prolifération

(moins rapide), ou encore leur profil d'expression génétique. En effet aprés 4 jours a [3% O3], on
g J
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observe des différences morphologiques, les cellules étant d'avantage disjointes, tout en restant
AP+ (Fig.32A). Nous avons alors montré que 1’expression de Jam2 (un nouveau geéne Pluri qui
code pour une protéine de jonction membranaire, (Trouillas et al., 2009b)) est diminuée en
hypoxie (en ARN, Fig. 7C article en révision et en protéine, Fig.32D) ce qui pourrait expliquer le
changement morphologique des mESCs. Aprés 7 jours en hypoxie, deux sous populations
apparaissent: une population AP+, de type indifférenci¢ et l'autre AP- de type différencié
(Fig.32B et C), ce qui corrobore avec l'augmentation de l'expression de Bcl2 et des geénes de
différenciation précoce (Fig.34B-2 et 36C). Donc, la faible concentration d'O, semble permettre
a la fois le maintien de la pluripotence d'une large partie des cellules et la différenciation d'une
sous-population largement réprimée par la voie LIF a [20% O;]. Nous avons vérifié que les
cellules apres 7 jours et 14 jours de culture a [3% O,] restent pluripotentes (elles conservent leur
capacité a se différencier en cellules des trois feuillets embryonnaires), par le test fonctionnel de

la differenciation in vitro en formant des corps embryoides (EBs) (Fig.44).

A) B-1)

EBsJ8 =an'N, H7,EBsJ8anH,
Plates 2 jours enly Plates 1 5joursenH

Hi4 EBs J8enH.
Platzs B jours enH

Figure 44: La faible [O;] maintient la pluripotence des mESCs in vitro a long terme.
Analyse morphologique des mESCs apres différentiation in vitro: Différenciation neuronale
des EBs apres 8 jours de leur formation, suivi de 8 jours d’adhésion a [20% O,] (N-normoxie)
(A) ou a [3% O3] (H- hypoxie) a partir des mESCs cultivées 7 jours (B-1) ou 14 jours (B-2).
Fléches rouges : réseaux de neurones.
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Les cellules exposées a [3% O] subissent un retard de prolifération qui n’est pas di a une
apoptose accrue. Ces cellules, aprés 4 jours, proliferent 2,5 fois moins vite que les cellules a
[20% O] (Fig.33). A 20% d'O,, la chaine respiratoire fonctionne correctement, on peut donc
supposer que plus d'ATP est produit et donc que la cellule dispose de plus d'énergie pour se
diviser. De plus, en hypoxie l'induction des HIFs altére la progression du cycle cellulaire en
surexprimant le CKI (Cyclin-dependent Kinase inhibitor), P21, P27 et CyclinD1 (Baba et al.,
2003; Gardner et al., 2001; Koshiji ef al., 2004). Les mESCs ont une phase G1 tres courte et sont
essentiellement en phase S a 20% O, (Coronado et al., 2013; Savatier et al., 1996). 1l a été
montré qu’a 1% O,, les mESCs se différencient avec une phase G1 plus longue (Jeong et al.,
2007). Dans nos conditions, a court terme (pendant 4 jours) les cellules gardent leur capacité de
pluripotence avec un nouveau profil d’expression de genes et a plus long terme il y a nettement 2
populations cellulaires qui apparaissent avec une partie des cellules qui reste pluripotente et une
partie différenciée. Pour compléter ces travaux, il serait intéressant d’effectuer une analyse
comparative des phases du cycle cellulaire des mESCs, avec le systétme FUCCI [qui permet de
discriminer les cellules en G1, S et G2/M en fonction de I’expression de protéine fluorescentes
préférentiellement dégradées dans 1’une ou 1’autre phase du cycle cellulaire (Coronado et al.,
2013; Sakaue-Sawano et al., 2008)], a différentes concentrations d’O, et a des temps de culture
différents de 4, 7, ou plusieurs semaines en présence et en absence du LIF. Ceci permettrait de

mieux comprendre les mécanismes d’adaptation des mESCs a des faibles [O,].

Nous avons montré qu’en hypoxie la voie du LIF est atténuée (résultats article et Jeong et
al., 2007) et que cette répression n'est pas due a une augmentation de la transcription du gene
répresseur Socs3 (Fig.34A), ni a une stabilisation de la protéine Socs3 (nos résultats préliminaires
non publiés). D’autres régulateurs négatifs de la voie LIF, entre autre les geénes de la famille des
PIAS (protein inhibitors of activated STATs) (Chung et al., 1997; Duval et al., 2000; Hilton,
1999) et les phosphatases SHP1 et SHP2 pourraient aussi €tre analysés dans le cadre de cette
étude (Furqgan et al., 2013). PIAS3 interagit avec STAT3 dimérique en empéchant sa liaison a
I'ADN ce qui réprime l'effet de la voie LIF. De plus, une forme alternative de PIAS3, nommé
PIAS3L, est exprimée de mani¢re importante dans les cellules mESCs (Duval et al., 2004).
L'expression ¢élevée des ces répresseurs pourrait €tre un des mécanismes a I’origine de
l'atténuation de la voie LIF et de 1'établissement de nouveaux équilibres d'expression génique en

hypoxie.
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Au bout de 7 jours en hypoxie, les génes cibles de HIFIa ne sont plus induits (Fig.31B).
Les cellules s’adaptent alors de manicre indépendante du HIF1a comme c’est le cas dans les
hESCs ou HIF2a prend le relais de HIF1la, aprés 48h de culture en hypoxie, en induisant de
nouvelles cibles (Hu et al., 2006). De plus, aprés 48h de culture en hypoxie, HIF3a est
surexprimée et réprime HIFla et active HIF2a (Forristal et al., 2010). HIFlo permettrait une
réponse rapide a de faibles concentrations d'oxygene, tandis qu' HIF2a, agirait pour des réponses
a plus long terme. Il est possible que dans les cellules murines, un processus similaire existe, et
que la protéine HIF1a devienne inactive, a long terme a [3% O;]. HIF2a est un régulateur direct
de l'expression d'Oct4 dans les mESCs et les hESCs (Covello et al., 2006; Forristal et al., 2010)
et de l'expression de Sox2 et Nanog dans les hESCs (Boyer et al., 2005). A J7, l'expression de
Nanog et Oct4 diminue (Fig.36A), ce qui nous amene a suggérer que dans les mESCs la
régulation de ces marqueurs n'est pas forcement dépendante de HIF2a. Pour confirmer ceci il
serait utile d'analyser 1'expression au niveau protéique de HIF 1a, HIF2a et de leurs cibles, comme
c-Myc, VEGF (Vascular epidermal growth factor), 7TGFa (Transforming growth factor alpha) a
J7.

En conclusion, en se basant sur le fait que: (i) I'effet de I'hypoxie sur les cellules souches
n'est pas un effet controverse mais plutot un effet différentiel dépendant des conditions
expérimentales utilisées, (i1) les mESCs sont hétérogenes en culture et fluctuent entre différents
¢tats de pluripotence se situant entre les états naif et primed plus particuliérement appelés les
états intermédiaires qui partagent des caractéristiques intermédiaires communes avec ces derniers,
la question se pose, au moins dans notre cas, est-ce-que 1'état de pluripotence maintenu a [3% O]
est un état intermédiaire ? Pour prouver cette hypothese, il serait intéressant d'analyser les
niveaux d'expression des genes de pluripotence naif et primed et de voir s'ils correspondent aux
profils des cellules IESCs. De plus, il faudrait vérifier la double dépendance au LIF/Activine A,
c’est-a-dire si les cellules poussent mieux avec un seul phénotype cellulaire méme a long terme
en présence de ces deux facteurs. Ceci pourrait aussi expliquer pourquoi nos cellules sont
pluripotentes malgré les niveaux bas des marqueurs « Pluri » et les niveaux relativement élevés
des marqueurs « Diff ».

Pour vraiment comprendre 1’effet de I’hypoxie sur les mESCs a long terme, il serait important de
dériver des lignées mESCs de blastocystes directement en hypoxie puis de les cultiver a
différentes [O,] pour voir comment elles s'adaptent aux variations d’O,. Une analyse comparative
aux niveaux transcriptomique et protéomique de ces lignées en normoxie et hypoxie permettrait

probablement 1'identification de nouveaux facteurs régulateurs de pluripotence des mESCs.
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Enfin, durant nos expériences, nous avons découvert que la dilution des cellules cultivées
en normoxie avait un impact sur 1'expression des geénes. En effet, I'expression des génes cibles de
I'hypoxie est plus importante dans les cellules non diluées que dans les cellules diluées, 2 jours
avant l'extraction de I'ARN (Fig.37). Nos résultats nous laissent penser qu'en normoxie, une forte
confluence cellulaire induit l'apparition de zones hypoxiques qui pourraient étre a I’origine de
I’hétérogénéité cellulaire. Pour compléter ces expériences, il faudrait marquer les cellules diluées
ou a forte confluence in situ avec un marqueur d’hypoxie (comme le pimonidazole) selon un
protocole qui permet d’identifier in situ les zones hypoxiques. En paralléle un immunomarquage
avec un anticorps dirigé contre la protéine Nanog, dont on a montré que 1’expression protéique
chute en hypoxie (Fig. 6A, article en révision) permettrait de voir si les zones hypoxiques
correspondent aux zones de faible expression de Nanog, protéine connue pour étre exprimée de
maniere hétérogene dans les mESCs (Bessonnard et al., 2014; Toyooka et al., 2008).

De plus, il serait intéressant de lier ces résultats in vitro a 1'in vivo pour prouver que la faible [O;],
condition physiologique régulant la niche ou les ESCs résident, est responsable de la mosaique

d'expression des marqueurs méme au niveau du blastocyste.

C. Existe-il un lien MMP1/Hypoxie dans les mESCs?

Les données de la littérature ont montré un lien entre faible concentration d'O, et
I’expression de MMP1. Les études de Nakayama en 2013 ont montré que CREB et NF-kB,
durant une hypoxie prolongée, induisent 1'expression de MMP1 suite a la liaison sur leur site de
fixation dans le promoteur de MMP1 (Nakayama, 2013). De méme, un autre groupe a montré que
HIF1a régule l'expression de MMP1 et MMP3 dans les cellules souches mésenchymateuses de la
moelle osseuse (bmMSCs) (Lin et al., 2008). Par des études primaires, sur la lignée E14WT,
nous avons montré que MMP1 maintient la pluripotence des mESCs aussi bien en Hypoxie qu’en
Normoxie. Cependant, nous n’avons pas observé d’augmentation de 1’expression de MMPI a
[3% O,]. Il pourrait donc y avoir une spécificité cellulaire de 1’induction de MMP1 par I’hypoxie

mais ceci reste a confirmer.
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CONCLUSION GENERALE

Ce travail de theése a permis d’établir un protocole expérimental pour comprendre les
mécanismes moléculaires impliqués dans la transition blastocyste vers 1’épiblaste dans laquelle la
cytokine LIF est essentielle. Ce test permet d'étudier l'impact des genes, des voies de
signalisation et des facteurs environnementaux, qui pourraient moduler la propriété de la
plasticité cellulaire dépendante du LIF dans les mESCs. Nous avons montré que KIf5, effecteur
clé du LIF participe a la régulation de la phase de réversion alors que JunB n’est pas impliqué. De
méme la signalisation de la PI3K, nécessaire pour le maintien de la pluripotence des mESCs, n'a
aucun effet tout en affichant un réle majeur dans l'engagement des cellules vers la différenciation
mésodermique. Nous avons montré également que la métalloprotéinase MMPI1, qui peut
remplacer le LIF dans le maintien de la pluripotence, I'imite aussi dans la fenétre de plasticité
mais avec moins d'éfficacité et que les mESCs restent pluripotentes et plastiques a 3% d'O,, in
vitro, en présentant un nouvel équilibre d’expression des génes et des protéines en comparaison a
20% d'O,. Ces résultats mettent 1’accent sur 1'importance de la compréhension des mécanismes

d'adaptation cellulaire aboutissant a 1'établissement de nouveaux programmes génétiques.

De plus, ces études ont permis d’émettre et de valider une hypothése de travail originale
concernant les mécanismes a l'origine de I'hétérogénéité des mESCs. Ce genre d'étude permet de
définir les microenvironnements et les facteurs nécessaires assurant le maintien de l'auto-

renouvellement et guidant la différenciation des ces cellules vers un type cellulaire particulier.

Enfin, pour caractériser et mieux comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans
la régulation de la plasticit¢ des mESCs dépendante du LIF, nous avons développé une nouvelle
approche par cytométrie en flux en dérivant des clones de cellules fluorescentes dont le niveau de
fluorescence est sous le controle des promoteurs sensibles au LIF. Un tel outil va faciliter les
¢tudes de criblage de chimiothéques qui sont essentielles pour 1’utilisation future de ces cellules
en thérapie cellulaire. De plus, il pourrait se révéler trés performant pour tester 1’effet des agents
polluants pour déterminer a court et long terme leur impact sur la pluripotence et la

différenciation de ce modéle cellulaire.
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Abstract: The Oct4 protein, encoded by the Pou5f1 gene was the very first master gene, discovered 25 years ago,
to be absolutely required for the stemness properties of murine and primate embryonic stem cells. This transcrip-
tion factor, which has also been shown to be essential for somatic cell reprogrammation, displays various functions
depending upon its level of expression and has been quoted as a “rheostat” gene. Oct4 protein is in complexes
with many different partners and its activity depends upon fine post-translational modifications. This review aims at
revisiting some properties of this protein, which has not yet delivered all its potentialities.

Keywords: Oct4/ Pou5f1, embryonic stem cells, pluripotency, cell lineages, cancer stem cells

Oct-4: a member of the POU family

Oct-4, a transcription factor also known as Oct-
3, Oct-3/4, Otf3 or NF-A3, is encoded by the
Pou5f1 gene (located on chromosome 6 in
human and 17 in mouse) and belongs to the
POU (Pit, Oct, Unc) family of DNA binding-pro-
teins. These proteins regulate the expression of
target genes by binding to the octamer motif
ATGCAAAT within their promoter or enhancer
regions [1, 2]. Oct4, whose expression is asso-
ciated with pluripotent properties of stem cells,
is an essential factor controlling early stages of
mammalian embryogenesis [3-5].

Oct4 expression in early embryos

Maternal murine Oct-4 mRNA and protein (352
AA), deposited in the oocyte, are inherited by
the zygote and are necessary for development
until the 4-cell stage. Proteins are present at
low levels at these early stages of murine
embryogenesis. Transcription of zygotic Pou5f1
gene is activated at the 4- to 8-cell stage.
Consequently, high level of nuclear Oct-4 pro-
tein is detected in all blastomeres until morula
stage. Upon blastocyst formation, Oct4 expres-
sion remains high in the inner cell mass (ICM)
and is not expressed in the trophectoderm (TE).
After implantation of the mouse embryo, tran-
sient upregulation of Oct4 in a group of cells of

the ICM triggers their differentiation into primi-
tive endoderm (hypoblast) cells. Subse-
quently, Oct4 expression is down- regulated in
these cells [6-8]. During gastrulation, Oct4 is
down- regulated and, after day 8 of gestation, it
is confined to primordial germ cells [7, 9, 10]. In
vitro, Oct4 is highly expressed in undifferentiat-
ed embryonic stem (ES) cells, embryonic carci-
noma (EC) cells and embryonic germ cells. Upon
differentiation of these cells induced by
Leukemia Inhibitory Factor (LIF) withdrawal or
in the presence of retinoic acid, Oct4 expres-
sion is down-regulated with different kinetic
[11-13].

In humans, Oct-3/4, unlike in mice, encodes 2
isoforms that are generated by alternative splic-
ing of Pou5f1 mRNA [14, 15]. These isoforms,
Oct4-1A and Oct4-1B (360 and 265 amino acids,
respectively), of which the 225 amino acids at
the C-termini are identical, differ in sequence at
their N termini [15]. Critical amounts of human
Oct4-IA are required to sustain stem cell self-
renewal and it has been shown that Oct4-IB is
not related to stemness. In humans, Oct4
mMRNA is present throughout all stages from the
unfertilized oocyte to the uncompacted morula
[16-18]. These stages display a variable expres-
sion pattern of Oct4 mRNA, between individual
blastomeres of the same cell stage with only
cytoplasmic localization of Oct4 proteins. No
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Figure 1. LIF signaling and post-translational modifications of
some stemness transcription factors. The maintenance of self-
renewal and pluripotency in mESC is controlled by extrinsic signal-
ing pathway (LIF) and intrinsic self-renewal factors (eg: Oct4, Sox2
and Nanog). LIF binds to its heterodimeric receptor which leads to
the activation of receptor associated Janus kinases (JAKs) which
phosphorylate receptor docking sites and Stat3 on tyrosine 705
(Tyr705). Then, dimers of Phospho-Stat3 translocate to the nucleus
and activate the transcription of target genes that are essential
for ES cell self-renewal (eg: KIf4, KIf5 which induces expression of
Mras GTPase). The activated Stat3 leads also to expression of its
own repressor like Socs3, which serves as a negative feedback sig-
nal. Phosphorylation, Ubiquitination, SUMOylation and Acetylation
of Oct4, Sox2 and Nanog control protein activity, expression, and
stability, which result in modulation of ESC self-renewal activity. S
stands for “stabilization” of the protein. Arrow indicates “activation”
while the line indicates “repression”.

Oct4 proteins are found in the nucleus during
these stages [11]. During compaction, the
expression of Oct4 protein becomes ubiquitous
and abundant in the nuclei of all blastomeres of
the morula. In blastocysts, Oct4 transcripts and
proteins are present in the ICM [18]. As in
murine model, Oct4 is present in human embry-
onic stem (hES) cells [19], human embryonic
carcinoma cells [20] as well as in human embry-
onic germ cells [21].

Oct4 is a gatekeeper for ES cell pluripotency

-/~ embryos developed to blastocysts
only composed of trophoblast cells and
they are dead at the time of implanta-
tion [4, 22]. In mouse ES cells, Oct4
knockdown results in an up-regulation
of genes associated with endoderm dif-
ferentiation such as Gata6 and a-feto-
protein and those associated with tro-
phoblast differentiation such as Cdx2
[23, 24].

Recent investigation by elegant disrup-
tion of maternal or zygotic Oct4 show
also the crucial role of this gene for lin-
eage priming in vivo [25]. In addition,
Oct-4 is required to maintain the pluri-
potency in hES cells where it acts as a
repressor of the gene encoding for hCG
(human chorionic gonadotropin), a pla-
cental marker in hES cells. Down- regu-
lation of Oct4 in hES cells, was coinci-
dent with a significant increase in
transcription of genes associated with
trophoblast and endoderm lineages
[26, 27]. Furthermore, Oct4, Sox2 and
Nanog cooperate to maintain the self-
renewal and pluripotency of mouse and
human ES cells. These three transcrip-
tion factors, together bound to the pro-
moters of their own genes [28, 29],
allow their activation. In addition, they
activate the transcription of genes
involved in maintaining ES cell self-
renewal. Dppa4, Tdgfl, Oct4, Nanog,
and Lefty2 are positively regulated by
Oct4, Sox2 and Nanog and preferential-
ly expressed in ES cells [28]. On the
other hand Oct4, Sox2 and Nanog co-

occupy the promoters of genes that have key
roles in differentiation and development and
promote their inactivation [30].

The intersection between the transcriptional
core (Oct4, Sox2 and Nanog) and LIF signaling

In addition to Oct4, Sox2 and Nanog, the LIF/
STAT3 signaling pathway is also known to be
critical for the maintenance of pluripotency in
murine ES (mES) cells while it seems dispens-
able in hES cells, despite the expression and

the functional activation of the LIF/ STAT3 in

Pluripotent embryonic stem cell identity is gov-
erned by a core of transcription factors involv-
ing Oct4 that acts as a key regulator of pluripo-
tent cells across mammalian species. Oct-4

75

these cells [31]. Since these first observations,
it has been demonstrated that hES cells are
closer to murine Epiblast stem cells (primed
cells) than to naive mES cells [32, 33]. In addi-
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Figure 2. Protein sequence alignment of mammalian OCT4 proteins. Protein sequences of the different mammalian proteins, retrieved from GenBank, have been
aligned with the MultiAlign software [81]. The conserved ERK, PKA and SUMOylation sites are indicated.
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tion, recent studies have demonstrated a key
role of LIF to induce the reversion of primed to
naive states in the human model [12, 34, 35].
An important challenge of this research field is
to characterize the molecular mechanisms of
ES cell plasticity.

In mES cells, LIF (Leukemia inhibitory factor),
via activation of JAK1/ STAT3 pathway, is an
essential cytokine that prevents differentiation.
Stat3 activates the expression of a significant
number of pluripotency-related genes in ES
cells [12, 36-39]. Furthermore, some of the
Stat3 target genes are also regulated by Oct4.
For example, Oct4 and Stat3 directly bind to the
promoter region of Eed gene (Embryonic ecto-
derm development) which encodes for a core
component of Polycomb repressive complex 2
[40, 41]. In addition, KIf4 (Krippel-like tran-
scription factor 4), a direct downstream target
of Oct4 and Stat3, is required for ES cell self-
renewal and maintenance of pluripotency [42-
44]. These data revealed that the cooperation
between the intrinsic Oct4 network and extrin-
sic LIF pathway is crucial to regulate ES cell
self-renewal and pluripotency. However Oct4
and LIF’s targets are regulated in different ways
upon cell differentiation triggered by LIF with-
drawal: indeed, Oct4 mRNA and protein remains
at high level for few days upon LIF withdrawal.
This is in contrast with many of the LIF ‘s tar-
gets (named Pluri genes like Mras, Ceacaml1
and 2, Irak3, Esrrb) whose mRNA expression
decreased on the first day of LIF withdrawal
concomitantly with cell differentiation [12, 13,
39]. It has also recently been shown that dis-
regulated Mras expression, a small GTPase of
ras family, lead to an alteration in Oct4 expres-
sion, indicating a potential link between this
small GTPase and Oct4 regulation [45], see
Figure 1. More generally, how the Pluri gene
cluster, which encodes various types of protein
regulators, modulates Master gene activity
remains to be resolved.

Oct4 and its dosage effect on the cell fate

Oct4 dosage is important in the determination
of the mES cell fate. Depending upon Oct4
expression level, mES cells maintain their pluri-
potency or differentiate towards trophoblast
(low or no Oct4 expression) or primitive endo-
dermal and mesodermal (high Oct4) lineages
[23, 46, 47]. This rheostat behavior of gene,
which has also been shown for Sox2 [48],
revealed that these genes exerts a dose-
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dependent action. In addition, it has been well
documented that neuronal differentiation of ES
cells, under the serum-free culture condition, is
enhanced because of the sustained overex-
pression of Oct4 in ES cells [49]. Moreover, the
involvement of Oct4 in the mesendoderm dif-
ferentiation and cardiac commitment of ES
cells was also proved. Indeed, transient
increase in Oct4 expression upon TGFfB induc-
tion, in undifferentiated ES cells and in the epi-
blast of mouse embryos leads to establishment
of cardiogenic lineages [46]. Also, by different
approaches it was shown that, depending upon
its expression level, Oct4 could form different
protein complexes with members of the SOX
family: the Sox2/ Oct4 complex, which binds to
a canonical binding site, induces expression of
genes involved in the maintenance of pluripo-
tency. In contrast, an increase in Oct4 or Sox17
expression level leads to a switch of partners,
Sox2 being replaced by Sox17. This complex
then binds to a different compressed DNA
motif at promoter of genes involved in primitive
endoderm and mesendoderm differentiation
[46, 47, 50, 51]. Whether the Octd protein,
along with Sox2 or Sox17, displays various func-
tions as a complex, depending upon their post-
translational modification, remains unknown.

Regulation of Oct4 stability at the post-trans-
lational level

The mechanisms through which Oct4 protein
activity is regulated are largely unclear.
Potential phosphorylated or sumoylated con-
served residues, present among the mammali-
an Oct4 proteins, are shown in Figure 2. Oct4
can be phosphorylated by protein kinase A
and/or ERK MAPK at a highly conserved resi-
due, Ser 229 (murine) or Ser 236 (human) with-
in the POU DNA-binding homeodomain, (see
Figure 2) [52]. Phosphorylation at this Ser resi-
due sterically hinders both DNA binding and
homodimer assembly [53, 54]. Furthermore,
ubiquitination of Oct4 (shown for both murine
and human proteins) is also a post-translation-
al modification that dramatically reduces its
transcriptional activity. During ubiquitination
process, the E3 ligase interacts directly with
target proteins and promotes the Ubiquitin
transfer. WWP2, an E3 ubiquitin ligase that
specifically interacts with Oct4 through its
Tryptophan-based WW domains, has been
identified in murine and human embryonic
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stem cells. WWP2 promotes the ubiquitination
of Oct4d and its degradation both in vivo and in
vitro [55-59]. Additionally, MEK/ERK signaling,
activated upon ES cell differentiation, is
involved in the negative regulation of human
Oct4-IA protein, through its phosphorylation at
Ser111 which alters stability and its subcellular
localization [60]. Oct4 is also a target for small
ubiquitin-related modifier (SUMO) -1 that occurs
at a highly conserved K among the mammalian
proteins (K118 in mice and K123 in primates),
see Figure 2. This conserved lysine is located
at the end of the amino- terminal transactiva-
tion domain and next to the DNA -binding
domain. Sumoylation of Oct4, which does not
alter its subnuclear localization, enhances its
stability, DNA binding and transactivation func-
tions [61, 62]. Whether sumoylation of Oct4 is
involved in its increased level, coupled with its
function in primitive endoderm differentiation,
remains to be established. Interestingly, it has
also been shown that SUMOylation of Oct4 and
Sox2 regulated Nanog in an opposing manner:
SUMOylation of Oct4 enhanced Nanog expres-
sion, while SUMOylated Sox2 inhibited its
expression. Moreover, SUMOylation of Oct4 by
Pias2 or Sox2 by Pias3 impaired the interaction
between Oct4 and Sox2 [63]. All these findings
reveal that the post-translational modifications
of Oct4, act as a regulatory signal to control its
activity and stability in a wide variety of cellular
processes. This also applies to other stem cells
factors, such as Sox-2 and Nanog (Figure 1).

Oct-4 and tumorigenicity

It is well documented that overexpression of
Oct4, Sox2 and Nanog, together or separately,
led to tumorigenicity, tumor metastasis, and
even distant recurrence after chemoradiother-
apy in different types of cancer [64-66]. High
expression of Oct4 was detected in Prostate
[67] and Breast cancer stem cells [68] and in
the tumor initiating cells in a p53-/- tumor mice
model [69]. Oct4 has a critical role in the sur-
vival of these tumor cells. Generally, these tran-
scription factors are more frequently overex-
pressed in poorly differentiated tumors
(compared to well differentiated tumors) and
expression level of these stemness-involved
factors decreases with the differentiation of
cells [70-73]. There are probably conserved
molecular mechanisms which could explain
dedifferentiation of somatic cells, as observed
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in cancers, and somatic cell reprogrammation
[74-76]. So far, reprogrammation has not yet
been demonstrated to occur, normally, in par-
ticular situation in the adult body. However, we
could hypothesize that this potential normal
processus, if it exists, should be constantly
under strict control in adult body [for exemple,
co-expression of Oct4, Nanog, Sox2 and myc,
one of the in vitro reprogrammation cocktails,
[75, 77-79] should never occur in normal differ-
entiated adult cells]. We could then hypothesize
that cancer formation is the result of uncon-
trolled reprogrammation, both involving Oct4
and many other stemness genes [80].

Conclusion

Oct4, first discovered and characterized 25
years ago [1, 5], is not only a key stemness
marker but it is also involved in lineages speci-
fication and it is a cell ressetor involved in
somatic cell reprogrammation in vitro [33, 74].
Oct4 is also reexpressed in different types of
cancer stem cells, which are tumor cell clusters
at the origin of chemotherapy tumor resistance
and recidive of cancers. Though, the precise
understanding of the molecular mechanisms of
Oct4 regulation and particularly of its switch ON
and OFF in tissues, depending upon microenvi-
ronment, is a challenge in fundamental and
applied research fields, for regenerative medi-
cine and cancer therapy.
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