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Résumé

A E3.5 jours de développement (E3.5), 'embryon murin se compose d’'une monocouche de cellules
externes correspondant au Trophectoderme (TE) et d’'une masse cellulaire interne (MCI), hétérogene,
constituée de deux sous populations de cellules précurseurs : les cellules épiblastiques (Epi) et les cellules
d’endoderme primitif (EPr). NANOG, marqueur épiblastique et GATA6, marqueur de I'EPr, sont co-exprimés
a E3.5 dans la MCl puis adoptent une expression exclusive au sein de leur lignage respectif. La différentiation
du lignage EPr nécessite 'expression de GATAG6 et I'activation de la voie Récepteur Tyrosine Kinase (RTK)
activée par le FGF (RTK-FGF) pour I'induction de génes cibles de GATAG tels que Sox17 et Gata4.

Au cours de ma thése, j’ai, dans un premier temps, étudié la relation GATA6/voie RTK-FGF lors de
I'induction de I'expression des genes de différentiation de I'EPr. Jai utilisé des cellules souches
embryonnaires murines ES sauvages ou mutantes pour Gata6 (ES Gata6-/-), dans lesquelles j’ai surexprimé
différentes formes mutantes de Gata6 inactivées sur les différents résidus identifiés comme
potentiellement phosphorylables par la voie RTK-FGF. Ainsi, j’ai analysé I'expression protéique des genes
Sox17 et Gata4 ainsi que des expressions ARN de ces cibles et d’autres génes caractéristiques exprimés
dans I'EPr dans les différentes conditions de surexpression des formes de Gata6 en absence ou présence
d’inhibiteurs de la voie RTK-FGF. Ainsi, j’ai pu mettre en évidence que la transmission du signal s’effectue
au travers de récepteur au FGF et qu’il existe une compensation entre les branches RTK-MEK-ERK et RTK-
PI13K ciblant le résidu Sérine 37 de GATAG6. Enfin, les résidus S34 et T509 sont nécessaires et les résidus S34,
S37 et T509 semblent coopérer, au travers d’'un mécanisme pour le moment non détaillé, pour I'induction
des genes cibles exprimés au sein de I'EPr.

Dans un second temps, j’ai débuté la caractérisation phénotypique du role des facteurs Dickkopf1
(DKK1), un inhibiteur de la voie WNT/B-caténine, et NOGGIN, un inhibiteur de la voie des Bone Morphogenic
Protein (BMP) lors de la différentiation de I'EPr en endoderme pariétal (EP) et viscéral (EV). A I'aide de
modeles de souris KO pour DKK1 et NOGGIN, croisées en fond C57BI6 pur, j'ai pu observer que I'expression
d’OCT4 était maintenue au sein des embryons homozygotes mutants pour Dkk1 et double homozygotes
mutants pour Dkk1 et Noggin. Cependant, le mécanisme potentiel de compensation ou de coopération de
ces deux marqueurs n’est pour le moment pas détaillé précisément et mérite I'analyse d’un plus grand
nombre d’embryons mutants.

Abstract

At E3.5 days of development (E3.5), mouse embryo consists of a monolayer of external cells
corresponding to Trophectoderme (TE) and of an intern cell mass (ICM), heterogeneous, constituted by two
subpopulations of precursory cells: epiblastic cells (Epi) and primitive endoderm cells (EPr). NANOG, an Epi
marker and GATA6, a PrE marker, are co-expressed at E3,5 in the MCI and then adopt an exclusive
expression within their respective lineage. EPr differentiation requires both expression of GATA6 and RTK
pathway, activated by FGF ligand, in order to induce late markers Sox17 and Gata4 expression.

First, | studied the relation GATA6/RTK during this process to understand the mechanism of
induction of these target genes during final EPr differentiation. | used embryonic stem cells ES WT or Gata6
mutants (ES Gata6-/-), in which | transfected various Gata6é mutant constructions on different residues
characterized as potentially phosphorylable by the RTK pathway. So, | analyzed protein expression of Sox17
and Gata4 target genes as well as RNA expression of characteristic genes expressed in the EPr in different
inhibition conditions of RTK pathway. So, | was able to highlight that the transmission of the signal is made
through the FGF receptor (FGFR1) and that there is compensation between RTK-MEK-ERK and RTK-PI3K
pathways highlighted by later Gata6 overexpression of certain mutant forms. Finally, residue S34, S37 and
T509 seems to cooperate, through a mechanism not detailed for the moment, for the induction of the EPr
target genes.

Then, | was interested to phenotypically characterize the role of Dickkopf1 (DKK1), an inhibitor of
the WNT/B-catenin pathway, and NOGGIN, an inhibitor of the Bone Morphogenic Protein (BMP) pathway
during the EPr differentiation in parietal endoderm (EP) and visceral (EV). Using models of mouse KO for
Dkk1 and Noggin, met in pure background C57BI6, | was able to observe that OCT4 expression was
maintained within the Dkk1-/-, and Dkk1-/- Noggin-/- embryos. However, the potential compensation or
cooperation mechanism of these two markers is not understanding well for the moment and deserves the
analysis of a largest mutant embryos number.
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Figure 29 : Mise en évidence de la phosphorylation in vitro de la protéine GATA6 par le cocktail
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Figure 30 : Représentation schématique de nouveaux sites de phosphorylation potentiels par la GSK3
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Figure 32 : Communications de |la voie MEK-ERK vers la voie PI3K-AKT et inversement de la PI3K-AKT
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Figure 33 : Hypotheses de travail

Figure 34 : Représentation schématique des séquences protéiques des isoformes longues des
protéines GATA6

Figure 35 : Alignement des principaux résidus protéiques des isoformes de GATAG6 inter-expeces
Figure 36 : Représentation détaillée de la construction plasmidique Pefla Gata6 WT

Figure 37 : Carte de pEF1a-AcGFP1-N1 (Clonetech).

Figure 38 : Représentation schématique des séquences mutantes de Gataé6.

Figure 39 : Représentation schématique de l'interruption du gene Gata6b

Figure 40 : Représentation de la stratégie expérimentale adoptée pour I'analyse de I'expression des
marqueurs SOX17 et GATA4

Figure 41 : Expression protéique de SOX17 apres 24h de surexpression des formes de Gata6 en
condition controle

Figure 42 : Activation de la voie RTK-FGF au sein des cellules ES Gata6-/-

Figure 43 : Expression protéique de SOX17 apres 24h de surexpression des formes de Gata6 en
condition contréle et traitée aux inhibiteurs de la voie RTK-FGF

Figure 44 : Expression protéique de SOX17 apres 24h de surexpression des formes de Gata6 mutées
sur les résidus S34, S37 et T509 seuls, en condition controle

Figure 45 : Expression protéique de SOX17 aprés 24h de surexpression des formes de Gata6 mutées
sur les résidus S34, S37 et T509 seuls, en condition controle et traitées avec les inhibiteurs des RTK
Figure 46 : Pourcentage de cellules exprimant GATA4 (A, C) ou SOX17 (B, D) parmi la population de
cellules ES Gata6-/- (A, B) ou ES WT (C, D) transfectées GFP+ et traitées avec des inhibiteurs de la
signalisation RTK-FGF, aprées 48h de surexpression de Gataé6.

Figure 47 : Quantification par RT-qPCR de I'expression, en 24h, de Gata6 (plasmide), du géne de
pluripotence Nanog, et des genes de différenciation de I'EPr Sox17 et Gata4, sur population totale
GFP+ et GFP- en condition controle.

Figure 48 : Quantification par RT-qPCR de I'expressiondes genes de différenciation de I'EPr, sur
population totale GFP+ et GFP- en condition contréle, aprés 24h de surexpression de Gatab6.

Figure 49 : Quantification par RT-qPCR de I'expression, en 24h, de Nanog, géne de pluripotence et des
génes de différenciation de I'EPr, Sox17 et Gata4 aprés traitement aux inhibiteurs des RTK

Figure 50 : Détail des réglages pour le tri des cellules ES Gata6-/- au FACS ARIA Il en condition contréle
avec surexpression de Gata6 WT aprés 24h.

Figure 51 : Quantification par RT-qPCR de I'expression des génes Gfp (A) et Gata6 (plasmide) (B), Nanog
(C), Sox17 (D) et Gata4 (E) apres 24h de surexpression du plasmide Pefla vide et de Gata6 WT.

Figure 52 : Quantification par RT-qPCR de I'expression des génes Gfp (A) et Gata6 (plasmide) (B), Nanog
(C), Sox17 (D) et Gata4 (E) apres 24h de surexpression du plasmide Pefla vide, Gata6 WT et Gata6
3mut.

Figure 53 : Observation de l'intensité du signal de fluorescence GFP au sein des cellules transfectées
Gata6-/- de la sous population intermédiaire GFP ++ en condition contréle ou de double inhibition
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Figure 54 : Représentation schématique du systéme inductible a la Doxycycline au sein des cellules ES
KH2
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Figure 1: Représentation schématique du développement pré, péri et post-implantatoire de

I’embryon murin

(Adaptée de Bedzhov et al 2014)

Epi: Epiblaste, Epr: Endoderme Primitif, TE: Trophectoderme, EV: Endoderme Viscéral, EP: Endoderme
Pariétal, BM: membrane basale, EXE: ectoderme extra-embryonnaire
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CHAPITRE 1 - Le développement murin : du processus de fécondation

a la constitution d’un foetus mature

Le développement pré-implantatoire correspond a la période de croissance et de maturation
de I'embryon depuis la fécondation jusqu’a son implantation dans I'utérus maternel qui a lieu a 4.5

jours de développement (E4.5) (Figure 1).

Chez la souris, durant cette période, I’embryon mature et plusieurs étapes se distinguent. Une
premiere phase de décision cellulaire produit les cellules du Trophectoderme (TE), premier lignage
caractéristique de 'embryon précoce et les cellules de la Masse Cellulaire Interne (MCI) (Figure 1). Ces
derniéeres cellules donnent naissance aux deux autres lignages clés de I'embryon que sont I'Epiblaste
(Epi) et 'Endoderme Primitif (EPr) (Figure 1). Enfin, au stade E5.5, les cellules d’EPr se différencient en
deux populations : I'endoderme viscéral (EV), entourant I'épiblaste mature, et 'endoderme pariétal
(EP) composé de cellules ayant migré le long du trophectoderme. Ces deux derniers tissus
endodermiques composent les annexes extra-embryonnaires et ne composent pas I'embryon a

proprement parlé mais permettent a celui-ci de subvenir a ces besoins nutritionnels.

Les trois lignages, TE, Epi et EPr, se distinguent sur le plan morphologique et fonctionnel et
présentent des devenirs divers. En effet, les cellules du TE produiront, pour une partie, le placenta ; les
cellules épiblastiques constitueront le foetus dans son ensemble ainsi que les annexes extra-

embryonnaires et les cellules de I’EPr formeront, en partie, le sac vitellin.

Ainsi composé, I'embryon sera capable de s’'implanter dans I'utérus maternel afin de subvenir

a ses besoins énergétiques en captant les nutriments maternels.
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Figure 2 : Mécanismes d’établissement des forces et des tensions intercellulaires au sein des
blastoméres murins
(Modifiée de Chazaud and Yamanaka 2016)
A. L'augmentation de I'adhésion entre les cellules favorise le contact cellule-cellule.
B. L'augmentation de la surface de contractilité corticale contréle la compaction. Dans ce
modele, le contact entre cellule médié par I'E-cadhérine (CDH1) empéche une augmentation
de la contractilité a ce niveau.

Morula a
16 cellules

Figure 3 : Divisions cellulaires au sein de ’embryon de souris

(Modifiée de Cockbrun and Rossant 2010)

Les blastomeéres, dans I’'embryon a E2.5, se divisent suivant deux manieres:

A. parallelement a I'axe extérieur/intérieur (en pointillés), ce qui produit deux cellules externes,
polaires ()

B. perpendiculairement a I’axe extérieur/intérieur (en pointillés) ce qui donne naissance a deux
cellules filles: une cellule polaire et une apolaire (<+—)
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| Premiers stades de la morula : compaction et polarité

Apres la fécondation, le zygote composé de 1 cellule, va subir des divisions cellulaires,
successives pour étre composé de 2 puis 4 puis 8 cellules, appelées « blastoméres » ayant la
caractéristique d’étre totipotents, sphériques et morphologiquement indistinguables (Figure 1). Ainsi,
ces cellules peuvent donner I'ensemble des tissus extra-embryonnaires et embryonnaires (pour revue
Johnson et McConnell 2004).

Au stade 8 cellules, les blastomeéres vont se compacter. La compaction est un processus
découlant du renforcement des adhésions et des contacts cellules-cellules dépendants de I'E-
CADHERINE (CDH1). Cela est associé a une augmentation des tensions et de la contractilité des cellules
ce qui induit la formation d’un proto-épithélium (Figure 2 - Maitre et al., 2015, pour revue Chazaud
and Yamanaka, 2016).

Parallélement, les blastomeéres se polarisent. Cette polarisation s’opere sans nécessité de
contact cellule-cellule. Ainsi, une réorganisation cellulaire a lieu et le coté apical des cellules se
distingue en composition protéique du coté basolatéral a la surface cellulaire formant ainsi I’axe apico-
basal (Ziomek and Johnson, 1980). Les protéines Ezrine, aPKC (« Atypical Protein Kinase C »), PAR3
(« Partitioning defection 3 ») et PAR6, sont localisées du coté apical (Plusa et al., 2005; Vinot et al.,
2005; Yamanaka et al., 2006) et les protéines PAR1, JAM1 et Na/K ATPase sont exprimées du coté basal
(Barcroft et al., 2004; Thomas et al., 2004).

Une fois la polarité apico-basale établie, la position des blastomeres peut étre orientée au sein
des embryons entre les stades 8 a 16 cellules via le controle de I'orientation des divisions. Cette
premiére vague de division cellulaire a lieu suivant différents axes et produit soit (i) deux cellules
polarisées, héritant chacune d’une part du domaine apical, soit (ii) d’'une cellule polarisée, héritant
seule du domaine apical, et d’'une cellule non polarisée (Figure 3 - Cockburn and Rossant, 2010).

Cependant, I'orientation des divisions ne permet pas de maintenir les cellules en position
interne au sein de I'embryon par exemple. Maitre et al ont montré que la contractilité cellulaire,
controlée par la polarité apico-basale, était suffisante pour I'internalisation des cellules, ce qui oriente
ensuite leur destin cellulaire (Maitre et al., 2016). Ainsi, I'internalisation des cellules s’opére par un
comportement actif des cellules contrélé a la fois par I’'héritage acquis du domaine apical lors de la
division cellulaire (Anani et al., 2014) et par la force engendrée par la constriction apicale (Samarage
et al., 2015).

Lors de la transition 16 a 32 cellules, les cellules vont adopter une position interne ou externe.
D’une part ; les cellules non polarisées internes vont donner les cellules de la MCI (Figure 1). D’autre

part, les cellules externes polarisées vont former une monocouche de cellules épithéliales liées entre
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Figure 4 : Modéle de spécification des cellules du TE et de la MCl, dépendant de la position/polarité
des cellules et de la signalisation HIPPO dans I’embryon pré-implantatoire

(Modifiée de Bedhoz et al 2014)

Au stade morula, les cellules ou blastomeres sont positionnés aléatoirement. Les blastomeres internes
(en rouge) présentent des contacts cellules-cellules, forts et symétriques, et vont donner les cellules
pluripotentes de la MCI. Les cellules externes (en violet) sont positionnées de fagon a avoir des
contacts cellules-cellules faibles et asymétriques ce qui va induire la formation du TE. Cette asymétrie
cellulaire entraine une différence en facteur de transcription exprimés et va permettre I'accumulation
de protéines de polarité telles que PAR6 et aPKC au domaine apical. L’activité de ces deux protéines
inhibe I'activité des kinases LATS de la voie HIPPO et de la protéine AMOT. Il en résulte une levée
d’inhibition de YAP/TAZ, via une « non-phosphorylation » de YAP/TAZ, par LATS1/2. Cela rend possible
la translocation de YAP/TAZ dans le noyau et induit la fixation de TEAD4 sur des génes cibles, comme
Cdx2, qui seront ainsi transcriptionnellement activés.
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elles par des jonctions serrées adhérentes et étanches (Fleming et al., 2001). L'épithélium formé par

les cellules polarisées donnera naissance aux cellules du TE (Figure 1).

I Premiére vague de décision de destin cellulaire : TE versus MCI

II.LA Etablissement du destin TE

Ainsi, apres le stade 32 cellules, des profils d’expression distincts renforcent le choix entre
lignage TE ou MCI. Les facteurs de transcription Cdx2 (« Caudal-related homeobox 2 ») et Oct4
(« Octamer-binding transcription factor 4 ») sont co-exprimés au stade de 8 cellules puis leur
expression se restreint au lignage TE pour Cdx2 et a la MCI pour Oct4 au stade E3.25 (Dietrich and
Hiiragi, 2007; Guo et al., 2010; Niwa et al., 2005; Palmieri et al., 1994; Ralston and Rossant, 2005). La
polarisation et le nombre de divisions asymétriques sont renforcés par la forte expression de CDX2
dans les cellules (Ajduk et al., 2014).

La restriction de I'expression de CDX2 au sein des cellules du TE est controlée par la
signalisation HIPPO qui joue un réle primordial dans la ségrégation des blastomeres en guidant leur
destin cellulaire futur. Cette cascade de protéines a activité Sérine/Thréonine kinase est impliquée
dans les connexions entre cellules (Figure 4 - Nishioka et al., 2009). En effet, I’absence de voie HIPPO
dans les cellules externes entraine |'expression de Cdx2 alors qu’au sein des cellules internes,
I’'expression de Cdx2 n’est pas induite puisque la signalisation HIPPO est activée ce qui permet
I’'expression d’Oct4 (Figure 4 - Nishioka et al., 2009)

Les embrons zygotiques mutants Cdx2-/- se développent jusqu’au stade E4.5 possiblement
grace a une expression maternelle, néanmoins controversée de Cdx2 (Jedrusik et al., 2010; Wu et al.,
2010). Les embryons mutants montrent des défauts dans le maintien de leur cavité blastocoelique au
stade E3.5 avec une perte des jonctions serrées associées a une mauvaise localisation des marqueurs
de I'épithélisation tels que I'E-CADHERINE ainsi que des défauts au cours du processus d’éclosion
engendrant une mort des embryons (Strumpf et al., 2005; Wu et al., 2010).

Ainsi, Cdx2 est essentiel a la mise en place d’un TE fonctionnel et pourrait avoir deux réles : un
au cours de la polarisation cellulaire (Jedrusik et al., 2008, 2015) qui permet la spécification du TE et
un autre lors du maintien du lignage TE notamment par I'activation de I'expression de génes tardifs du
TE tels que Gata3 (Ralston et al., 2010; Strumpf et al., 2005). CDX2 est co-exprimé avec GATA3, au
niveau nucléaire a partir du stade 16 cellules (Ralston et al., 2010). De plus, méme si Cdx2 n’est pas
requis pour I'expression de Gata3, GATA3 régule la transcription de Cdx2 par fixation directe (Home et

al., 2009; Ralston et al., 2010).
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Figure 5 : Expression du marqueur OCT4 au cours du développement embryonnaire.
A. Expression de I’ARNm du transcrit Oct4 quantifiée par RT gPCR sur cellule unique au cours du
développement embryonnaire. (Issue de Guo et al 2010)
B. Expression protéique d’OCT4 par immunofluorescence au sein d’embryons aux stades pré-
implantatoires déterminés en heures apres la compaction (hp-c). (Issue de Diectrich and Hiiragi

2007)
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Enfin, I'expression ectopique de Cdx2 au sein des cellules souches embryonnaire (ES) est
suffisante pour entrainer leur différenciation en cellules ressemblant aux cellules souches

trophectodermiques (TS) (Niwa et al., 2005).

II.B Etablissement de la MCI

La MCI s’établit a partir des cellules internes non polarisées. Ces cellules se caractérisent par
I'absence des marqueurs du TE et par I'expression de marqueurs de pluripotence tels que Pou5f1

(OCT4) et Sox2.

11.B.1 Le facteur OCT4 : marqueur de la pluripotence

Le géne Pou5f1 code la protéine OCT4, un facteur de transcription a homéodomaine de la
famille POU (« Pit-Oct-Unc »). OCT4 joue un role clé dans la mise en place de Ia
totipotence/pluripotence (Pesce and Scholer, 2000).

Dans les cellules ES d’ailleurs, une variation de la concentration de la protéine OCT4 induit des
dérégulations dans le programme de développement puisque la délétion totale du géne Pou5f1 ou la
diminution de moitié de sa concentration protéique entraine l'acquisition d’un destin TE. Cela
s’accompagne de modifications de morphologie des cellules, de I'expression de Cdx2 et Eomes (Niwa
et al., 2000; Velkey and O’Shea, 2003) mais aussi de la déplétion des marqueurs de pluripotence Sox2,
Nanog et KIf5 (« Kriippel-like factor »). En revanche, la surexpression de Pou5f1l provoque une
différenciation des cellules en EPr (Debeb et al., 2009; Niwa et al., 2000; Ying et al., 2015).

En embryon, I'expression des transcrits Oct4 débute a partir des stades 2-4 cellules avec une
expression zygotique qui relaie une expression maternelle au stade 1 cellule (Guo et al., 2010; Nichols
et al., 1998; Pan et al., 2002). Cette expression ARN est ensuite maintenue au sein des cellules de la
MCI et des cellules du TE jusqu’au stade 64 cellules (Figure 5A - Guo et al., 2010). La protéine OCT4
est, quant a elle, uniformément détectée au sein des embryons a partir de 4 cellules et est maintenue
au fil des prochains stades (Figure 5B - Plachta et al., 2011). Puis de maniere concomittante a la
différenciation des cellules du TE, I'expression de la protéine OCT4 est rapidement réprimée dans ces
cellules du TE par CDX2 mais elle reste fortement exprimée au sein des noyaux des cellules de la MCI
ou I'expression de CDX2 ne peut I'inhiber, avec de maniéere intéressante, une expression plus forte
dans les cellules d’EPr nouvellement produites au stade E4.0 (Avilion et al., 2003; Chambers et al.,
2007; Dietrich and Hiiragi, 2007; Lin et al., 2010; Mitsui et al., 2003; Niwa et al., 2005; Palmieri et al.,
1994; Ralston and Rossant, 2005). Cela explique le fait que OCT4 soit réexprimée au sein des cellules
du TE dans les embryons Cdx2-/- (Strumpf et al., 2005) et le fait que les marqueurs du TE soit exprimés

au sein de la MCI des embryons null Oct4-/- (Nichols et al., 1998). Enfin, au stade E4.5, I'expression
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Figure 6 : Expression du marqueur SOX2 au cours du développement embryonnaire.

A.

Expression de I'’ARNm de Sox2 quantifiée par RT-gPCR sur cellule unique au cours du
développement embryonnaire. (Issue de Guo et al 2010).

Expression de 'ARNm de Cdx2 quantifiée par RT-gPCR sur cellule unique au cours du
développement embryonnaire. (Issue de Wicklow et al 2014).

Expression protéique de SOX2, NANOG et SOX17 par immunofluorescence au sein d’embryons
sauvages aux stades pré-implantatoires indiqués (Issue de Guo et al 2010).

Interaction entre OCT4 et SOX2 pour la régulation de la transcription de genes cibles comme
Nanog pour le contrdle de la pluripotence (Issue de Lee et al 2016).
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d’OCT4 est restreinte aux cellules de I'Epi et est réprimée au sein de I'EPr (Figure 5 - Grabarek et al.,
2012; Ralston et al., 2010).

Les embryons mutants pour Pou5f1 au niveau zygotique et maternel se développent de
maniere tout a fait normale jusqu’au stade blastocyste montrant que I'expression maternelle de
Pou5f1 n’est pas cruciale (Frum et al., 2013; Le Bin et al., 2014).

Les travaux de Le Bin et al, réalisés avec un systeme de délétion conditionnelle par la
recombinase Cre inductible sur le géne floxé Pou5f1, a des stades morula tardive ou blastocyste
précoce, ont permis de montrer qu’OCT4 est requis, de maniére paracrine pour induire le destin EPr
dans les cellules voisines. Cette action passe par I’activation de I'expression du FGF4 par les cellules Epi
ce qui va induire dans les cellules voisines I'expression différentielle de géenes impliqués dans Ila
ségrégation du lignage EPr (Le Bin et al., 2014). De plus, les travaux de Frum et al, sur embryons null
Oct4, révelent I'action cellulaire autonome d’OCT4 pour |’activation de I'expression de genes de I'EPr
tels que Gatab, Sox17, Gata4, Sox7 et Pdgfra (Frum et al., 2013).

Au sein des embryons mutants, un phénotype tardif est observé au stade E4.0. Malgré la
conservation de la distribution des cellules internes et externes ainsi que le maintien de la prolifération
et de la survie des embryons ; ceux-ci cavitent partiellement. De plus, la MCl échoue dans le maintien
de sa pluripotence. Les cellules de la MCl acquiérent une identité TE avec notamment I'expression de
CDX2 (Frum et al., 2013; Nichols et al., 1998; Ralston et al., 2010). Ainsi, I'observation de I'expression
renforcée d’OCT4 au sein des cellules d’EPr nouvellement produites au stade E4.0 et le phénotype
obtenu dans les embryons mutants pour Pou5f1 au méme stade ont conduit a émettre I’hypothése
gu’une augmentation de I'expression de Pou5f1 de maniére transitoire pourrait étre un prérequis pour
la différenciation des cellules d’EPr (Frum et al., 2013; Le Bin et al., 2014).

Ainsi, OCT4 est un facteur de transcription indispensable dans la décision du destin MCl versus

TE et dans les processus de pluripotence/différenciation.

11.B.2 Sox2 : marqueur précoce des cellules internes de la MCI et co-facteur

d’OCT4 (pour revue Julian et al., 2017; Rizzino and Wuebben, 2016)

e SOX2 : marqueur précoce des cellules internes
Le marqueur SOX2 appartient a la famille des SOX (« SRY (« Sex determining Region Y ») -
related HMG-box (« High mobility group ») gene »). Au sein de I'embryon, le transcrit Sox2 est exprimé
a partir du stade 1 cellule correspondant au transcrit maternel. Puis, I'expression de 'ARNm Sox2
augmente progressivement pour devenir spécifique des cellules de la MCl au stade 32 cellules et étre
fortement diminuée dans les cellules du TE (Figure 6A - Guo et al., 2010). Ainsi, Sox2 est le marqueur

le plus précoce connu a ce jour de la MCI. L’expression de ’ARNm Sox2 est inversement corrélée a celle
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Figure 7 : Patron en poivre et sel de I’expression de Nanog et Gata6 au niveau ARNm et protéique
au sein des cellules de la MCI d’embryon préimplantatoire

A. Expression des ARNm Nanog et Gata6 quantifiée par RT-qPCR sur cellule unique au cours du
développement préimplantatoire (Issue de Guo et al 2010)

B. Double hybridation in situ montrant I'expression des ARNm de Gata6 (en rouge) et Nanog (en
bleu) dans des blastocystes a E3.5. La plupart des cellules expriment soit Nanog soit Gataé6.
Peu de cellules co-expriment faiblement Nanog et Gataé6. (Issue de Chazaud et al 2006)

C. Modele de spécification et ségrégation des cellules Epi et Epr montrant les changements
d’expression et de position des types cellulaires ; établit a partir d'immunomarquages révélant
I'expression de GATA6 (en bleu), NANOG (en rouge) et CDX2 (en vert) au cours du
développement embryonnaire du stade 8 cellules a >150 cellules. La protéine GATA6 est
détectée dans quelques cellules de la MCI. (Issue de Saiz et al 2016). Les tétes de fleches
blanches désignent les cellules co-exprimant NANOG et GATAG6. Echelle: 5um Z-projections.
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de ’'ARNm Cdx2 connu pour étre le premier marqueur des cellules du TE (Figure 6A et 6B - Guo et al.,
2010). L'expression des transcrits Sox2 est initiée apres celle des transcrits Pou5f1 mais elle devient
spécifique avant elle au sein des cellules épiblastiques (Avilion et al., 2003; Wicklow et al., 2014).

Au niveau protéique, SOX2 commence a étre exprimée au stade 16 cellules dans certaines
cellules internes et est co-exprimée avec le marqueur de la MCI NANOG dans les cellules Epi au stade
blastocyste a E3.75 (Figure 7C - Guo et al., 2010; Wicklow et al., 2014).

Ainsi, I’établissement de mutants maternel et zygotique Sox2-/- par Wicklow et al a permis de
montrer que ces embryons étaient correctement formés jusqu’au stade blastocyste avec une
expression d’OCT4 normale (Wicklow et al., 2014). Cependant, le nombre de cellules EPr est réduit au
sein de ces embryons mutants au stade E3.75 montrant que SOX2 promeut, de maniére paracrine, via
le FGF4, dans les cellules de I'Epi, la différenciation des cellules de I'EPr via I'expression de genes
caractéristiques tels que Sox17, Pdgfra et Gata4 (Wicklow et al., 2014). Enfin, I'expression de Sox2 est
requise pour le maintien du destin Epi mais pas pour le maintien de I’expression de ces génes d’EPr
(Avilion et al., 2003; Wicklow et al., 2014).

Dans les cellules souches ES, Sox2 est requis pour |'établissement et le maintien de leur

pluripotence ainsi que pour leur auto-renouvellement (Avilion et al., 2003).

e SOX2: co-facteur d’OCT4 pour le maintien de la pluripotence

Il a été mis en évidence que SOX2 interagit avec OCT4 (Figure 6D - Kuroda et al., 2005; Pesce
and Schoéler, 2001; Rodda et al., 2005; pour revue Lee et al., 2017) pour I'expression de certains génes
cibles comme le marqueur de pluripotence Nanog. Néanmoins, il est a noter que Nanog est exprimé
au sein des embryons homozygotes mutants pour Oct4 et Sox2 (Frum et al., 2013; Wicklow et al., 2014)
montrant que SOX2 n’est pas requis pour l'initation de I'expression d’Oct4 ou Nanog.

De plus, il a été observé, dans les cellules ES, que le couple OCT4/SOX2 s’auto-régule
positivement via une boucle de rétro-controle qui leur permet de se fixer directement sur leurs
promoteurs (Figure 6D - Chew et al., 2005; Okumura-Nakanishi et al., 2005). Enfin, Chen et al montrent
I'abondance des enhancers régulés par OCT4 et SOX2 grace a des expériences de ChIP
(« Immunoprécipitation de la chromatine ») (Chen et al., 2008). Cependant, il a été mis en évidence
par Niwa et al que SOX2 n’est pas indispensable pour le maintien de la pluripotence des cellules dans
le cas ou OCT4 est artificiellement maintenu (Niwa et al., 2000).

De maniére surprenante, lorsque Sox2 est réprimé dans les cellules ES, les transcrits Sox2, Oct4
et Nanog sont aussi réprimés induisant une perte de pluripotence et la différenciation en TE (Chew et
al.,, 2005; Masui et al., 2007). Ainsi, le facteur SOX2, lié a OCT4, permet de réguler des génes de
pluripotence et ils constituent avec le facteur NANOG un complexe de régulateurs clés dans ce type de

processus (Gao et al., 2012).
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Figure 8 : La voie RTK-FGF : les branches RTK-FGF/MEK-ERK et RTK-FGF/PI3K-AKT

(Issue de Ornitz and Itoh 2015)

La fixation du ligand FGF sur le récepteur FGFR, interagissant avec les molécules d’héparane sulfate
(HSPG ou HS), induit la formation d’une structure tertiaire FGF-FGFR-HSPG qui active le domaine
tyrosine kinase intracellulaire par phosphorylation de résidus tyrosines spécifiques.

Cette activation va transmettre le signal en intracellulaire via plusieurs branches:

La branche RAS-MAPK (en gris)

La branche PI3-AKT (en )

La branche PLC (en bleu foncé)

La branche STAT (en bleu clair)



INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

Ill Différenciation de la MCl en Epi et EPr
Au sein de I'embryon, lors de la cavitation, la MCI devient hétérogene. En effet, a cette étape,

la MClI va produire deux lignages distincts : I'épiblaste (Epi) et I'endoderme primitif (EPr) (Figure 1).

III.LA Spécification des cellules de la MCI : expression des marqueurs NANOG et GATA6

Il est admis que I'hétérogénéité clé dans la spécification et la différenciation de I'Epi et d’EPr
est celle visualisée par les facteurs de transcription NANOG et GATAG, respectivement. En effet, ces
deux marqueurs sont co-exprimés, au niveau transcriptionnel et protéique, dans tous les blastomeéres
au stade 8 cellules (Figure 7A - Dietrich and Hiiragi, 2007; Plusa et al., 2008) jusque vers le stade 32
cellules.

Certaines cellules de la MCI vont exprimer préférentiellement NANOG alors que d’autres
exprimeront GATA6 (Chazaud et al., 2006; Guo et al., 2010; Kurimoto, 2006). Par conséquent, un
patron particulier, au niveau ARNm et protéique, est généré et appelé « poivre et sel » au stade E3.75
(Figure 7B et 7C - Chazaud et al., 2006; Guo et al., 2010; Kurimoto, 2006; Plusa et al., 2008; Saiz et al.,
2016). Ce patron dépend de la répression d’un des deux marqueurs au détriment de I'autre. Le premier
élément d’établissement de cette organisation est I'expression préférentielle de NANOG au détriment
de celle de GATAG6 au sein de certaines cellules indépendamment de leur localisation au sein de la MCI
(Bessonnard et al., 2014; Chazaud et al., 2006; Guo et al., 2010; Kurimoto, 2006; Plusa et al., 2008).
L'apparition de I'expression exclusive de soit NANOG soit GATA6 ne se fait pas au méme moment dans
chaque cellule : on parle donc d’asynchronie. Les premieres cellules commencent a s’engager vers
E3.25 alors que les dernieres débutent leur engagement vers le stade E3.75. Ainsi, au stade E3.5, trois
types cellulaires composent la MCI : des cellules NANOG positives et GATA6 négatives, des cellules
GATAG positives et NANOG négatives ou encore des cellules co-exprimant NANOG et GATAG. Le patron
en « poivre et sel » est ainsi formé (Figure 7B - Bessonnard et al., 2014; Chazaud et al., 2006; Gerbe et
al., 2008; Guo et al., 2010; Kurimoto, 2006; Meilhac et al., 2009; Plusa et al., 2008; Xenopoulos et al.,
2012).

ll.B Implication de la signalisation RTK-FGF/MEK-ERK : contrdle de la spécification en Epi

et EPr.

Depuis quelques années, de nombreux travaux montrent l'importance des signaux
extracellulaires et de I’environnement externe des cellules pour leur devenir. Il est maintenant établi
gue des voies de signalisation telles que la voie des RTK (« Receptor tyrosin kinase ») et en particulier
la branche des protéines MAPK (« Mitogen Mitogen-activated protein kinase ») -MEK-ERK, induite par
le FGF (« Fibroblast Growth Factor ») (Figure 8) joue un role prépondérant dans le choix de ce devenir

cellulaire entre Epi et EPr.
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Figure 9 : Expression des ligands et récepteurs de la signalisation RTK-FGF au niveau ARNm au cours
du développement embryonnaire
A. Expression des ARNm Fgf3 et Fgf13 (ligands FGF) et Fgfrl, Fgfr3 et Fgfr4 (Récepteurs FGFR)
quantifiée par RT-qPCR sur cellule unique a différents stades du développement
préimplantatoire (Issue de Ohnishi et al 2013) (66 cellules d’embryon WT dont 36 cellules de
6 embryons a E3.25, 11 cellules d’Epi et d’Epr d’embryon a E4.5 respectivement).
B. Expression des ARNm Fgf4 et Fgfr2 quantifiée par RT-gPCR sur cellule unique au cours du
développement préimplantatoire (Issue de Guo et al 2010)
C. Hybridation in situ montrant I’expression de 'ARNm Fgf4(en vert) et de I'expression protéique
de NANOG (en rouge) dans des blastocystes a E3.75. Les cellules qui expriment NANOG
expriment Fgf4. (Issue de Frankenberg et al 2011)
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La signalisation RTK est composée de récepteurs transmembranaires distribués en différentes
classes comme le FGFR (« Fibroblast Growth Factor Receptor »), 'EGFR (« Epidermal Growth
Factor Receptor »), I'lGFR (« Insulin Growth Factor Receptor »), le PDGFR (« Platelet Derived Growth
Factor Receptor »), etc ; et de ligands de type facteurs de croissance, cytokines ou intégrines qui vont
permettre de transmettre un signal externe au sein de la cellule. Chez les vertébrés, il existe 22 ligands
FGF et 5 récepteurs et seuls ceux pour laquelle leur délétion est délétaire chez la souris seront abordés

ci-aprées (pour revue Lanner et Rossant 2010; Ornitz et Itoh 2015).

l11.B.1 Les ligands de la voie FGF-MEK-ERK

Les 22 ligands FGF ne sont pas tous exprimés en méme temps et dans les mémes types
cellulaires au cours du développement précoce puisqu’il a été mis en évidence que seul le Fgfl est
exprimé au stade morula (Boroviak et al., 2015), seuls les ligands Fgf4 et Fgf13 sont exprimés au sein
de la MCI au stade E3.25 (Figure9A - Boroviak et al., 2015; Ohnishi et al., 2014). Il est a noter tout de
méme que I'expression du Fgf4 est nettement plus forte au stade E3.25 (32 cellules) et est restreinte
au sein de I'Epi aux stades E3.5 et E4.5 (Figure 9A -Ohnishi et al., 2014). Enfin, on retrouve les ligands
Fgf10 et Fgf3 au sein des cellules d’EPr et le ligand Fgf4 dans les cellules d’Epi au stade E4.5 avant
I'implantation, cellules dans lesquelles s’ajoutent les Fgf8 et Fgfl5 lorsque I'embryon est implanté
(Boroviak et al., 2015; Niswander and Martin, 1992).

Il a été mis en évidence que les ligands Fgf3 et Fgf4 étaient inversement régulés dans les
cellules de carcinome embryonnaire puisque ces cellules, a I'état indifférencié, sont FGF4 positives et
FGF3 négatives alors qu’une fois différenciées en endoderme pariétal notamment, ces cellules sont

FGF3 positives et FGF4 négatives (Velcich et al., 1989).

e Focus sur le ligand FGF4

Différents travaux montrent que la commutation d’expression entre NANOG et GATA6 pour
|’établissement de leur expression exclusive est due a I'expression du ligand FGF4.

Si I'on surexprime, par ajout de protéine recombinante, du FGF4 dans des embryons sauvages
en culture, les cellules EPr sont induites au détriment des cellules Epi (Figure 9B -Saiz et al., 2016;
Yamanaka et al., 2010). Au contraire, I'inhibition de la voie RTK-FGF/MEK-ERK, en utilisant un inhibiteur
du FGFR1, affecte massivement le lignage EPr en inhibant sa spécification et promeut le lignage Epi
exprimant NANOG (Saiz et al., 2016). Ainsi, I'activité p-ERK semble cruciale pour le choix entre Epi et
EPr. LUinteraction, ou du moins le réseau établi entre NANOG, GATAG et |'activité p-ERK, a été étudiée
et simulée via un modéle mathématique dans des travaux menés par notre équipe (Bessonnard et al.,

2014).
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Figure 10 : La perte du FGFR1 entraine une absence de cellules EPr sauvé en présence d’un seul alléle
FGFR1
(Issue de Molotkov et al 2017)
A. Immunofluorescence de NANOG (en vert), GATA4 (en rouge) et CDX2 (en bleu) dans des
blastocystes tardifs en fond C57BI6 pur. R1 = FGFR1, R2 = FGFR2.
B. Le nombre de cellules NANOG positives (Epi) et GATA4 positives (EPr) a ensuite été compté
pour chaque génotype et les résultats sont représentés avec moyenne + SEM.
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Fgf4 présente une expression maternelle (Rappolee et al., 1994) qui est substituée par une
expression zygotique hétérogene au sein de la MCl a E3.25 (Frankenberg et al., 2011; Guo et al., 2010;
Krawchuk et al., 2013; Kurimoto, 2006). Cette hétérogénéité permet d’émettre I’hypothése que le Fgf4
pourrait étre la cause de I'asynchronie dans le choix du destin cellulaire de la MCI (Figure 9A et B -Guo
et al., 2010; Krupa et al., 2014; Ohnishi et al., 2014) ou la conséquence en aval de Nanog puisque le
FGF4 est une protéine sécrétée, au stade E3.5, par les cellules de I'Epi exprimant NANOG et son
relargage dans I'espace intercellulaire permet d’agir sur les cellules voisines d’EPr afin de renforcer
leur devenir. Cette protéine a donc une action paracrine (Figure 9C - Frankenberg et al., 2011; Guo et
al., 2010; Ohnishi et al., 2014).

Les embryons mutants zygotiques Fgf4-/- meurent juste apres I'implantation (Feldman et al.,
1995; Zhong et al., 2006). lls présentent des défauts de prolifération de la MCI lorsque celle-ci est
cultivée en explant (Feldman et al., 1995) ainsi que des défauts de ratio Epi versus EPr. En effet, malgré
I’expression de GATA6 a E3.25, aucun marqueur tardif comme SOX17 et GATA4 n’est exprimé dans ces
embryons révélant un échec dans la différenciation en EPr alors que I’ensemble des cellules de la MClI
expriment NANOG (Kang et al., 2013; Krawchuk et al., 2013). Cela phénocopie des mutants maternel
et zygotique Fgf4-/- (Krawchuk et al., 2013). De la méme maniére, les mutants Fgfri-/- Fgfr2-/-
présentent une expression ubiquitaire de NANOG (Figure 10 - Kang et al., 2013; Krawchuk et al., 2013;
Molotkov et al., 2017). L’expression de GATAG est initiée mais ne peut étre maintenue au stade E3.25.
Cela montre que son expression est régulée par un mécanisme en 2 étapes : (1) une étape d’initiation
de son expression au stade 4-8 cellules (E2.5) indépendante de I'expression du Fgf4 ; puis (2) entre les
stades morula et blastocyste précoce (E3.5), I'expression de GATA6 est maintenue a un niveau élevé
alors que I'expression de NANOG est réprimée ce qui conduit les cellules vers un destin d’EPr. Cette
étape ne requiert pas I'activation directe par la signalisation RTK-FGF et est potentiellement maintenue
par un autre mécanisme d’autorégulation (Frankenberg et al., 2011; Kang et al., 2013). Les facteurs
impliqués dans l'initiation des marqueurs GATAG, au stade 4 cellules, et NANOG, au stade 2-4 cellules,
restent pour I’heure inconnus.

Cependant, des expériences faites au sein de notre équipe montrent que si I'on cultive des
embryons mutants Nanog-/- avec des inhibiteurs du FGFR1 (PD17) et de MEK1/2 (PD032) (« Mitogen-
activated protein kinase kinase »), avant leur compaction, on observe que l'initiation de I'expression
de Gatab n’est pas induite contrairement aux embryons mutants Nanog-/- non traités avec ces
inhibiteurs (Figure 11 -Frankenberg et al., 2011). Ainsi, un ligand de la voie RTK, autre que le Fgf4, est
impliqué dans l'induction de I'expression de Gataé.

Il a été montré que I'activation de I'expression du Fgf4 requiert la coopération et I'interaction
physique entre les protéines OCT4 et SOX2 qui forment ainsi un complexe SOX2/0CT4 (Figure 6D -

Dailey et al., 1994; Yuan et al., 1995). Cela est confirmé par le niveau d’expression plus faible du Fgf4
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Figure 11 : L’ajout des inhibiteurs PD17 + PD032 de la voie RTK, avant la compaction, ne permet pas
de restaurer I'expression de GATA6 dans les embryons Nanog-/-

(Modifié de Frankenberg et al 2011)

Culture d’embryons hétérozygotes Nanog+/- en absence (A, B, C) ou des embryons homozygotes
Nanog-/- en présence (A’, B, C’) des inhibiteurs PD17 (contre FGFR1) et PD032 (contre MEK1/2) des
stades E2.5 a E4.5 (A, A’); des stades E3.25 a E4.0 (B, B’) ou E4.5 (C, C’) et immonumarqués avec
NANOG (en rouge), GATAG6 (en bleu) et CDX2 (en ).
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dans les embryons Oct4-/- et Sox2-/- engendrant une diminution du nombre de cellules EPr au stade
E4.0. Cela est associé a une absence d’expression des marqueurs de I'EPr tels que SOX17 et GATA4
(Frum et al., 2013; Nichols et al., 1998; Wicklow et al., 2014) avec une différence pour les embryons
Sox2-/- qui réactivent I'expression de ces marqueurs au stade blastocyste tardif (Wicklow et al., 2014).

Concernant le marqueur de pluripotence OCT4, son expression est maintenue au sein de ces
embryons mutants Fgf4-/-, ce qui montre qu’elle n’est pas dépendante du Fgf4. De plus, I'identité des
cellules induites par OCT4 ou celle du TE n’est pas modifiée (Goldin and Papaioannou, 2003).

Cependant, cette méme étude montre qu’au stade E4.5, le Fgf4 est requis pour le maintien de
I’expression du récepteur Fgfr2 au sein du TE alors que son expression n’est pas affectée plus
précocement a E3.5. En accord avec ces résultats, le phénotype observé dans les embryons Fgfr2-/-
montre que la perte d’expression de ce récepteur est la cause de la mort des embryons Fgf4-/-. La
|étalité s’explique par I'affection du nombre total de cellules et en particulier du nombre de cellules
NANOG positives (Kang et al., 2017; Molotkov et al., 2017).

De plus il a été montré un effet dose de I'expression du Fgf4 (Krawchuk et al., 2013). Les
expériences de sauvetage du phénotype d’absence de cellules EPr dans les embryons mutants
zygotiques Fgf4-/-, par addition graduelle de FGF4 exogéne, sont concluantes et réveélent une
spécification normale de la MCI (Krawchuk et al., 2013).

Enfin, la contribution maternelle du FGF4 a été mise en évidence avec les mutants maternels
Fgf4+/- qui présentent une réduction de la proportion du lignage EPr, au stade E3.75, par rapport aux

mutants zygotiques Fgf4+/- (Krawchuk et al., 2013).

111.B.2 Les récepteurs de la voie RTK-FGF au cours de ’embryogenése précoce

Chez la souris, parmi les différents récepteurs de la voie, il a été mis en évidence que le
récepteur Fgfr2 est précocement et principalement exprimé des le stade 1 cellules puis son expression
est réduite mais reste détectée des stades 2 cellules a E3.25 (Figure 9B - Boroviak et al., 2015; Guo et
al., 2010; Ohnishi et al., 2014). Son expression se restreint ensuite aux lignages TE et EPr (Figure 9B -
Boroviak et al., 2015; Guo et al., 2010; Kang et al., 2017; Ohnishi et al., 2014). Le récepteur Fgfrl est
retrouvé exprimé des le stade morula puis au stade E3.5 au sein des cellules Epi et EPr. Enfin son
expression est réduite, voire nulle, au sein des cellules EPr au stade tardif E4.5 (Figure 9A - Kang et al.,
2017; Ohnishi et al., 2014). Il est néanmoins important de noter qu’aux stades précoces, les autres
récepteurs Fgfr3 et Fgfrd sont exprimés a des niveaux trés faibles ; leur expression n’augmente qu’au
stade E4.5 au sein des cellules EPr (Figure 9A - Ohnishi et al., 2014).

La délétion du Fgfr2 provoque elle aussi un phénotype embryonnaire avec un défaut de
maturation des cellules EPr (Kang et al., 2017; Molotkov et al., 2017). En effet, les embryons Fgfr2-/-

meurent au stade E10.5, aprés I'implantation qui a lieu de maniéere aléatoire (Yu et al., 2003).
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Néanmoins le phénotype observé au niveau du lignage EPr est moindre que celui observé dans les
embryons Fgfrl-/- (Kang et al., 2017; Molotkov et al., 2017). Ces embryons Fgfr2-/- présentent une
forte réduction du nombre de cellules NANOG positives comparés aux embryons simples mutants pour
Fgfri-/- (Kang et al., 2017). Le réle du Fgfr2 dans la formation du lignage EPr et sa maturation est aussi
mis en lumiére lorsque le Fgfr2 est surexprimé au stade 2 cellules au sein de la MCI engendrant une
surproduction de cellules d’EPr (Morris et al., 2013).

L'analyse des simples mutants Fgfrl-/- et Fgfr2-/-, confirme que, malgré I'expression
spécifique du FGFR2 dans les cellules d’EPr et I’expression ubiquitaire du FGFR1 au sein de la MClI, c’est
le FGFR1 qui est responsable de I'acquisition du destin EPr (Kang et al., 2017). Les deux récepteurs sont
requis pour régir, au niveau temporel, I'acquisition du destin cellulaire mais le FGFR1 est le récepteur
principal et critique.

Les embryons Fgfr1-/- Fgfr2-/- activent initialement I'expression de NANOG et GATA6 mais
cela s’associe a une perte d’expression de GATA6 au stade E4.5 et donc des dérivés tardifs de I'EPr,
comme constaté en embryons Fgf4-/-, montrant que les autres récepteurs FGFR3 et FGFR4 ne
compensent pas la perte des deux autres récepteurs (Figure 10 - Kang et al., 2017; Molotkov et al.,
2017). Un effet dose est observé dans I'expression du Fgfrl puisque la présence d’un seul allele
sauvage est suffisant pour la spécification des cellules GATA6 positives et NANOG négatives en EPr
(Figure 10 - Molotkov et al.,, 2017). En outre, le traitement avec un ligand de la voie, le FGF4,
d’embryons simples mutants Fgfrl-/- exprimant le FGFR2, ne permet pas de réprimer I'expression de
NANOG et de convertir I'ensemble des cellules de la MCI en cellules d’EPr exprimant GATA6 (Kang et
al., 2017).

En conclusion, FGFR1 est donc le récepteur primaire au FGF4 pour I'établissement du lignage
EPr et est le récepteur par lequel la signalisation FGF module I'expression de NANOG et contrdle son
maintien. En effet, sa délétion bloque la répression de ce marqueur et empéche la progression de la
maturation des cellules de I'Epi des stades E3.5 a E4.5 (Kang et al., 2017). Quant a FGFR2, I'hypothése
émise est qu’il régulerait finement I'expression de NANOG de maniére paracrine, en limitant la fixation
du FGF4 sur le FGFR1.

La proportion entre TE versus MCl au sein de ces embrons mutants est dérégulée en faveur du
nombre de cellules de la MCI montrant le réle de la signalisation RTK-FGF a travers les récepteurs
FGFR1 et FGFR2 pour la régulation, non pas de la spécification mais de la prolifération de ce
compartiment (Kang et al.,, 2017), confirmant les résultats obtenus par traitement d’embryons
sauvages avec un inhibiteur des protéines MEK-ERK (Nichols et al., 2009). Enfin, FGFR1 est aussi
essentiel pour la différenciation des cellules ES dans les cellules XEN (« Cellules Souches de
I’Endoderme EXtra-embryonnaire » voir Chapitre 2) et pour le maintien de I'état de pluripotence de

ces cellules (Molotkov et al., 2017).
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Figure 12 : Les mutants Grb2-/- ne produisent pas d’EPr

(Issue de Chazaud and Rossant 2006)

Hybridation in situ de I'expression de Gata6 (A), Nanog (B) ou Dab2 (C) (en rouge) et de Oct4 (en
bleu) dans des embryons sauvages ou mutants Grb2-/- aux stades E3.5 (A, B) et E4.75 (C).

CONTROLE 1\ B/ INHIBITION DE LA VOIE RTK c ACTIVATION ECTOPIQUE PAR FGF4 l\
EPI +Inhibiteurs FGFR + MEK1/2 + FGF4 recombinant

=

b

EPr
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Figure 13 : La modulation de la signalisation RTK-FGF module I’acquisition du destin cellulaire par les
cellules de la MCI

A. Les embryons sauvages cultivés en condition contréle développent une MCl normale avec un
patron en « poivre et sel ».

B. Les cellules de la MCI des embryons traités en présence d’inhibiteurs de la voie RTK-FGF/MEK-ERK
(inhibiteurs FGFR + MEK1/2 soit PD17 + PD032) expriment toutes NANOG et se spécifient en Epi.

C. Les cellules de la MCI des embryons traités en présence de FGF4 recombinant exogene expriment
toutes GATAG et se spécifient en EPr.
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111.B.3 Activation de la branche RTK-FGF/MEK-ERK

Sil'on s’intéresse a I'induction par le FGF, le récepteur considéré est le FGFR et son activation
va induire celle de différentes sous parties de la voie RTK-FGF appelées ici « branches » dont la branche
MEK-ERK mais aussi les branches JAK/STAT (« Janus Kinase/ Signal Transducer and Activator of
Transcription »), PLCy (« Phosphoinositide Phospholipase C y») et PI3K (« Phosphatidylinositol 3-
Kinase ») (Figure 8 - pour revue Lanner et Rossant 2010; Ornitz et Itoh 2015).

L’activation de la signalisation RTK-FGF par fixation d’un des ligands, tels que les FGF, sur un
de ces récepteurs, tels que les FGFR, permet a ce dernier de s’Thomo- ou s’hétéro-dimériser avec
d’autres récepteurs et d’induire la phosphorylation des tyrosines positionnées dans la région
intracellulaire du récepteur. Ces résidus phosphorylés jouent le role d’ancrage a des protéines
adaptatrices a domaine SH2 (« Src Homology-2 ») telles que les protéines du complexe GRB2
(« Growth Factor Receptor Bound Protein 2 ») et SOS (« Son Of Sevenless »). Il existe aussi un complexe
formé entre FRS2 (« Fibroblast growth factor Receptor Susbtrate 2 »), SHP2 (« Src Homology region 2
domain containg Phosphatase 2 ») et GRB2.

GRB2 est un co-activateur ou molécule adaptatrice contenant un domaine SH2 entouré de
deux domaines SH3 (« Src Homology-3 »). Ces domaines lui permettent de fixer les régions riches en
prolines d’autres protéines telles que SOS. GRB2 joue un réle essentiel en aval de nombreux récepteurs
tyrosine kinases (Pawson and Scott, 1997). Une fois GRB2 fixé sur ces protéines co-effectrices, du GDP
est relargué ce qui favorise la fixation de GTP sur la protéine RAS permettant ainsi son activation par
hydrolyse de ce GTP. De ce fait, la voie RTK-FGF/Ras-MEK-ERK est activée par induction d’une cascade
d’activation de différentes protéines.

La premiére étude en corps embryonnaires de la mutation Grb2-/- montre leur incapacité a
former le lignage EPr (Cheng et al., 1998). Les mutants Grb2-/- meurent au stade E4.5 du fait de leur
défaut d’établissement des lignages EPr et ExE (Figure 12 - Chazaud et al., 2006). Aucune expression
des marqueurs de I'EPr n’est observée pour les facteurs Gata6, Dab2, Hex (« Hematopoietically
expressed homeobox ») et Pem (aussi appelé Rhox5), et 'ensemble des cellules de la MCI exprime le
facteur NANOG montrant que ces cellules adoptent un destin Epi. Ainsi, GRB2 est requis pour la
ségrégation des progéniteurs Epi et EPr, au stade E3.5 (Chazaud et al., 2006; Cheng et al., 1998). Les
cellules Grb2-/- ne forment pas de dérivés endodermiques mais cela peut &tre sauvé par I’expression
de la protéine RAS constitutivement activée (Cheng et al., 1998). Le phénotype identique des embryons
mutants Fgf4-/- et Grb2-/-, est similaire a celui observé en utilisant deux inhibiteurs dirigés contre les
protéines MEK1/2 et FGFR1 ou contre MEK1/2 seul sur embryons sauvages. Cela signifie que pour un
méme nombre de cellules de la MCl, celles-ci expriment NANOG montrant un choix privilégié en faveur

du destin Epi (Figure 13A-B et 14A - Nichols et al., 2009; Yamanaka et al., 2010) . A I'inverse, le
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Figure 14 : Le traitement au cocktail 2i (inhibiteurs contre GSK3 + MEK1/2) entraine une perte du
lignage EPr et du TE
(Modifiée de Nichols et al 2009)

A. Expressions de NANOG (en vert), de OCT4 (en rouge) et de GATA4 (en bleu) détectées par
immunofluorescence dans des embryons cultivés pendant 2 jours a partir du stade 8 cellules
avec un cocktail 2i (inhibiteurs contre GSK3 + MEK1/2) ou PD03225901 (inhibiteur MEK1/2
seul).

B. Expressions de NANOG (en vert), de CDX2 (en rouge) et de GATA4 (en bleu) détectées par
immunofluorescence dans des embryons cultivés pendant 6 jours a partir du stade zygote avec
un cocktail 2i (inhibiteurs contre GSK3 + MEK1/2) ou PD03225901 (inhibiteur MEK1/2 seul).
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traitement avec du FGF4 exogéne a partir du stade E2.5 montre |'acquisition du destin opposé d’EPr
avec I'expression dans toute la MCl de GATA6 et GATA4 (Figure 13C - Yamanaka et al., 2010).

En aval de la signalisation RTK-FGF/MEK, on trouve les protéines ERK. ERK1 et ERK2 sont
essentielles dans le processus d’inhibition de I’auto-renouvellement des cellules ES. L’inhibition
pharmacologique de ces protéines par le PD098059 ou le PD0325901, spécifiques des protéines MEKs,
bloque ainsi la phosphorylation et donc I'activation des protéines ERK et engendre une stimulation,
dose-dépendante, de I'auto-renouvellement des cellules ES. De plus, la réalisation de chimeéres avec
ces cellules inhibées montre que ces derniéres conservent leur pouvoir de pluripotence supposant que
les protéines ERK, inactivées, ne sont pas nécessaires dans le maintien de cette caractéristique (Burdon
et al., 1999). Les souris Erk1-/- sont viables et fertiles avec comme seul défaut une altération de la
prolifération et de la maturation des thymocytes (Pageés et al., 1999), alors que les souris Erk2-/-
meurent au stade E8.5 au cours de I'embryogenése du fait de I'absence de cone ectoplacental et
d’ectoderme extra-embryonnaire (Saba-El-Leil et al., 2003). Cela pourrait suggérer une redondance de
ERK2 pour ERK1 mais la réciproque ne semble pas vraie et laisserai penser a une expression maternelle

de ERK2 qui compenserait un phénotype potentiel jusqu’au stade ES8.5.

111.B.4 Régulation de la branche RTK-FGF/MEK-ERK

Au niveau extracellulaire, les ligands sont potentialisés par des co-facteurs tels que les
héparanes sulfates protéoglycans (Figure 8). Cette potentialisation renforce ainsi la liaison du ligand
avec son récepteur et par conséquent favorise son activité en augmentant la demi-vie du complexe
FGF/FGFR (Ornitz, 2000; Shimokawa et al., 2011; Yayon et al., 1991).

Au niveau intracellulaire, on trouve les protéines Sprouty (SPRY), des régulateurs négatifs de
certains récepteurs comme les FGFR, PDGFR, etc. Au nombre de 4 chez la souris, les protéines SPRY
sont connues pour interagir avec GRB2 afin d’inhiber la branche RTK-FGF/ MEK-ERK et favoriser la
branche RTK-FGF/PI3K-AKT (Figure 8 - Yang et al. 2013; Thisse et Thisse 2005). Les mutants SPRY
montrent un réle essentiel et compensatoire dans les processus développementaux et la croissance.
Le KO Spry4 chez la souris entraine des retards de croissance accompagnés d’une réduction de la taille
du corps et de défauts cranio-faciaux (Percival et al., 2017; Taniguchi et al., 2007). Le KO Spry2/Spry4
présente une létalité embryonnaire au stade E12.5 (Taniguchi et al., 2007) montrant des réles
redondants et non redondants de SPRY2 et SPRY4 au cours du développement embryonnaire. De plus,
chez le Zébrafish, la perte de fonction Spry4 met en évidence, lors du développement post-
gastrulatoire, le role de SPRY4 dans la modulation de la voie RTK-FGF en antagonisant I'activité Fgf8 et
Fgf3 et en agissant en aval du récepteur FGFR1 (Firthauer et al., 2001). Chez la souris, le FGF8 a été
suggéré comme unique inducteur de Spry4 (Minowada et al., 1999). Dans les cellules ES, SPRY4 réprime

ERK1/2 puisque les cellules Spry4 Knockdown montrent une phosphorylation et donc une activation
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élevée de ERK (Lee et al., 2016). Cependant, malgré une diminution de la prolifération des cellules qui
s’accompagne d’une diminution au niveau ARNm et protéique de I'expression des marqueurs Sox2 et
Oct4 (Lee et al., 2016), I'auto-renouvellement de ces cellules n’est pas affecté ce qui est en adéquation
avec les cellules Fgf4-null lorsqu’elles sont cultivées en absence de LIF (Kunath et al., 2007).

De plus, les protéines DUSP (« DUal Specificity Phosphatases ») régulent négativement la
cascade de la voie RTK-FGF/MEK-ERK par déphosphorylation de ERK (Figure 8 - pour revue Lanner and
Rossant, 2010). Parmi ces protéines on retrouve DUSP1, pour laquelle sa délétion chez la souris
n’entraine pas d’anomalies phénotypiques majeures (Dorfman et al., 1996) et DUSP4 (MKP-2), pour
laquelle des souris homozygotes mutantes ont été générées mais aucun phénotype péri-implantatoire
n’a été détaillé (Al-Mutairi et al., 2010). En revanche, chez le Zébrafish, la perte de DUSP4 révele son
role essentiel dans le développement précoce et la spécification de 'endoderme (Brown et al., 2008).

L’expression de Dusp4 et de Spry2/4 est transcriptionnellement activée par le signal FGFR-ERK.
Cependant, Dusp4 s’associe au destin PrE alors que Spry2/4 est relatif aux génes cibles impliqués dans
le destin Epi (Dailey et al., 2005; Kang et al., 2017).

L’ensemble de ces résultats montre le réle essentiel de la voie RTK-FGF/MEK-ERK pour le choix
du destin Epi versus EPr. Or, d’autres voies de signalisation sont aussi impliquées dans ce choix de

devenir cellulaire.

111.B.5 Implication des autres voies : BMP, RTK-PDGF et RTK-FGF/JAK-STAT

D’autres voies sont impliquées dans la spécification des lignages Epi et EPr et dans le contréle
de leur prolifération et leur survie.

Tout d’abord, il est a noter I'implication de la voie BMP (« Bone Morphogenetic Protein ») dans
la différenciation de certains lignages comme I'EPr. Le ligand Bmp4 est exprimé dés le stade E3.75 au
sein des cellules Epi (Boroviak et al., 2015; Graham et al., 2014; Guo et al., 2010). En outre, le récepteur
BMPR2 est aussi important puisque I'expression du dominant négatif pour BMPR2 engendre une
diminution du nombre de cellules d’EPr (Graham et al., 2014). Ce phénotype est propre aux cellules
d’EPr puisque les cellules d’Epi ne sont pas altérées en nombre et en patron d’expression génique ce
qui s’explique par un épuisement du nombre de précurseurs d’EPr associé a une vague d’apoptose
(Graham et al., 2014).

La voie de signalisation RTK-PDGFR joue un réle dans la survie cellulaire. Le ligand PDGFa est
exprimé dans les deux lignages de la MCl tandis que le récepteur PDGFRa est retrouvé spécifiquement
exprimé au sein de I'EPr au stade E3.75 (Artus et al., 2013; Boroviak et al., 2015; Guo et al., 2010; Plusa
et al., 2008). L'inactivation de la voie RTK-PDGF dans les embryons Pdgfra-/- provoque une apoptose

massive des cellules d’EPr sans affecter la spécification initiale des cellules de la MCl (Artus et al., 2013).
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Figure 15 : Analyse de I’expression des marqueurs de I’'EPr dans les embryons Nanog-/-

(Modifiée de Frankenberg et al 2011)

A- B’. Immunocolocalisation de I'expression des marqueurs NANOG ou OCT4 (en rouge), GATAG6 (en
bleu) et CDX2 (en ) dans les embryons a E3.5 (A, A’) et a E4.0 (B, B’) dans des embryons contréle
et Nanog -/-. Les tétes de fleches indiquent les cellules mitotiques dans lesquelles GATA6 n’est pas
exprimé dans le noyau.

C-C’. Expression d’'OCT4 et GATA6 dans des embryons contrdle et Nanog -/- a E4.5.

D-E’. Marquage TUNNEL et expression des marqueurs NANOG ou OCT4 (en rouge) et SOX17 (en bleu)
dans des embryons controle et Nanog -/- a E3.75 (D, D’) et a E4.75 (E, E’).
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Ensuite, la voie RTK-FGF/JAK-STAT activée par le LIF, de facon dose-dépendante, joue aussi un
role puisque la mutation Stat3 n’entraine de phénotype qu’a partir du stade de I'implantation E4.5

avec des défauts dans la MCI dus a I’entrée des cellules en apoptose (Do et al., 2013).

I1I.C Engagement des cellules de la MCI : Epi et NANOG versus EPr et GATA6

111.C.1 NANOG est requis pour la spécification en Epi

e Expression de Nanog

NANOG a été identifié au sein de deux laboratoires. Mitsui et al ont observé le transcriptome
des cellules ES non différenciées et différenciées permettant de mettre en lumiére des genes clés
empéchant le processus de différenciation de ces cellules identifiant ainsi le géne Nanog (Mitsui et al.,
2003). D’un autre coté, Chambers et al identifient le gene Nanog par la technique de recherche
d’homologie de séquence via I'étude de I'auto-renouvellement de clones de cellules ES cultivées en
absence de LIF et transfectées avec différents ADNc (Chambers et al., 2003).

Nanog est un facteur de transcription a homéodomaine. Au sein des cellules ES indifférenciées,
son expression est particuliere puisqu’elle fluctue que ce soit en présence ou non d’inhibiteurs, appelé
cocktail 2i, contenant un inhibiteur contre les protéines MEK et la protéine GSK3 (« Glycogen synthase
kinase 3 » - Abranches et al., 2014; Chambers et al., 2007). L’invalidation de I'expression de Nanog au
sein des cellules ES induit une diminution de la pluripotence combinée a une réduction de I'expression
de Pou5f1 qui s’allie a I'activation de Gata6 et de Gata4 avec une morphologie de type endodermique
des cellules (Chambers et al., 2007; Mitsui et al., 2003). De plus, il est impossible de dériver des cellules
ES a partir d’embryons mutants pour Nanog. Ainsi, Nanog est requis pour la mise en place de la
pluripotence et pour renforcer le maintien de celle-ci.

Durant le développement embryonnaire, Nanog est exprimé suivant 3 phases. La phase
d’expression précoce de Nanog est progressive. Elle débute au stade 8 cellules et se poursuit jusqu’au
stade morula pour se maintenir lors de la spécification des cellules Epi (Figure 7 — Guo et al., 2010;
Plusa et al., 2008). Son expression est, dans un second temps, réprimée, de maniéere dépendante a la
signalisation RTK-FGF/MEK-ERK, dans les cellules spécifiées en EPr et est maintenue dans les cellules
d’EPi (Figure 7 - Chazaud et al., 2006; Guo et al., 2010; Plusa et al., 2008). La troisieme phase
d’expression de Nanog concerne sa répression au sein des cellules Epi a partir du stade blastocyste a
E4.5 (Figure 7 - Chambers et al., 2003; Kang et al., 2013).

L'expression de Nanog est cruciale pour |'établissement des lignages au sein de la MCI. Les
mutants Nanog-/- expriment correctement OCT4 et CDX2 montrant que la premiére spécification
entre les cellules du TE et celles de la MClI s’opére correctement. Chez les embryons hétérozygotes

Nanog+/-, aucun phénotype n’est détecté au cours du développement précoce montrant que seule
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Figure 16 : Sauvetage de I'expression de SOX17 et GATA4 par traitement au FGF4 recombinant dans
les embryons Nanog-/-

(Modifiée de Frankenberg et al 2011)

A-A”. Culture d’embryons Nanog-/- en absence (A) ou présence (A’, A”’) de FGF4 exogéne des stades
E3.25 a E4.0 (A, A’) ou E4.5 (A”) et immo-numarqués avec NANOG (en rouge), SOX17 ou GATA4 (en
bleu) et CDX2 (en ).
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une copie du gene est suffisante pour remplir les fonctions du gene au stade blastocyste précoce

(Frankenberg et al., 2011; Messerschmidt and Kemler, 2010; Miyanari and Torres-Padilla, 2012).

e Phénotype des embryons homozygotes Nanog-/-

Nanog est requis pour la spécification de I'Epi puisque au sein des embryons homozygotes, la
totalité des cellules de la MCI exprime le marqueur GATA6 et aucune altération majeure du nombre
de cellules dans la MCI n’est constatée (Figure 15 A a C’ - Frankenberg et al., 2011). Cependant, malgré
la spécification des cellules en EPr due a I'expression de GATAG, seulement quelques cellules expriment
des marqueurs tardifs de maturation de I'EPr tels que SOX17 et GATA4. Cela suggére que NANOG est
requis pour la spécification en Epi mais aussi lors de la différenciation et la maturation des cellules
d’EPr de facon paracrine (Figure 15D a E’ - Frankenberg et al., 2011; Messerschmidt and Kemler, 2010).

Cependant, il est a noter que I'expression de Fgf4, normalement spécifique des cellules d’Epi
dans les embryons sauvages, n’est pas conservée dans les embryons Nanog-/- montrant que
I’expression du Fgf4 dépend de celle de NANOG (Figure 9C - Frankenberg et al., 2011). Des expériences
de ChIP dans les cellules ES, montrent que cette régulation semble directe puisque NANOG peut se
fixer sur les régions régulatrices du gene Fgf4 (Shi et al., 2011). Ainsi, apres comparaison des embryons
Fgf4 -/- et Nanog -/- on peut voir que, malgré I'expression de GATA6 dans la totalité des cellules de la
MCI, le maintien de cette expression n’est observé que dans les embryons Nanog-/-. Cela signifie que,
dans les embryons mutants Fgf4-/-, le déclin d’expression de GATA6 n’est pas di a la déplétion en Fgf4
mais est une conséquence de la surexpression de NANOG qui inhibe GATA6.

Le traitement des embryons mutants Nanog-/- avec du FGF4 exogéne, montre que I’expression
des marqueurs tardifs SOX17 et GATA4 est sauvée ce qui implique que le FGF4 est nécessaire pour leur
expression et la différenciation de I’EPr (Figure 16 - Frankenberg et al., 2011). Ainsi, NANOG joue un
role lors de la maturation de I'EPr via I'expression paracrine du FGF4 et donc de la signalisation RTK-

FGF/MEK-ERK.

e Régulation de I'expression de Nanog

Nanog est régulé par plusieurs éléments. En premier lieu, la signalisation RTK-FGF/MEK-ERK
inhibe Nanog. En effet, Yamanaka et al ont traité des embryons sauvages avec du FGF4 exogéne
observant une inhibition ubiquitaire de I'expression de NANOG dans I’'ensemble des cellules de la MClI
(Yamanaka et al., 2010) potentiellement causée par la surexpression concomitante de GATA6 dans ces
cellules. Cependant, deux équipes, dont la nétre, se partagent I’explication de ce résultat puisque, suite
a un traitement d’embryons Gata6-/- avec du FGF4 exogéne, Shrode et al montrent que I'expression
de NANOG est réduite mais persiste, menant a la conclusion suivante : GATA6 est nécessaire a

I'inhibition de NANOG via le voie RTK-FGF/MEK-ERK (Schrode et al., 2014). Or, au sein de notre équipe,
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Bessonnard et al ont montré que NANOG était exprimé suivant plusieurs phases. Sa premiere phase
d’expression précoce est sensible au FGF4 indépendamment de GATA6 expliquant I'absence de
NANOG dans les embryons Gata6-/- traités au FGF4 exogéne. Mais, lorsque les embryons
hétérozygotes et homozygotes pour Gatab sont cultivés jusqu’a des stades tardifs a E4.5 avec du FGF4
exogene, aucune différence significative n’est observée entre les conditions contréle ou avec
traitement. Cela réveéle que I'activation de la signalisation RTK-FGF/MEK-ERK n’est pas suffisante pour
la conversion des cellules Epi en EPr dans les embryons hétérozygotes a partir du stade E3.25. Ainsi,
lors d’une seconde phase, NANOG reste insensible au FGF4 et persiste donc au stade E3.25 ce qui rend
GATAG nécessaire pour réprimer NANOG a ce stade (Bessonnard et al., 2014). Ainsi, il reste a décrypter
le mécanisme d’interaction et de potentielle régulation de NANOG par la voie RTK-FGF/MEK-ERK.

La modulation de I'expression de Nanog passe aussi par la fixation du complexe SOX2/0CT4
au niveau d’un site spécifigue HMG/POU situé dans son promoteur (Rodda et al., 2005). Ces deux
facteurs SOX2 et OCT4 sont exprimés au sein des embryons mutants. De plus, Nanog peut s’auto-
réguler puisque son promoteur présente une séquence spécifique consensus qui permet la fixation de
sa propre protéine sur son locus (Loh et al., 2006). Dans les cellules ES, il a été mis en évidence que la
répression transcriptionnelle de Nanog induisait une augmentation de sa propre transcription
montrant que Nanog s’auto-réprime (Fidalgo et al., 2012; Navarro et al., 2012).

L'expression de Nanog est donc en balance avec I'expression du marqueur Gata6 et ces
facteurs de transcription jouent un role clé lors de I’'engagement des cellules vers un destin d’Epi ou
d’EPr. En effet, le gene Nanog possede une cassette GATA permettant la fixation directe du facteur
GATAG engendrant la répression de celui-ci (Wamaitha et al., 2015). De maniére réciproque, le géne
Gata6 contient une séquence dans son promoteur, a 1,6kb en amont du site d’initiation de la
transcription, reconnue par NANOG et permet sa répression dans les cellules ES (Mitsui et al., 2003;

Singh et al., 2007).

111.C.2 GATASG est requis pour la spécification en EPr

e Expression de Gata6b

Comme précédemment décrit, Gatab est exprimé au niveau ARNm et protéine, via des
expériences de RT-gPCR sur cellule unique et d'immunomarquages, a partir du stade 2-4 cellules (Guo
et al., 2010). L'expression ARNm de Gata6 précede légerement dans le temps son expression
protéique. En effet, des travaux réalisés au sein de notre équipe montrent que 'ARNm de Gataé
commence a étre exprimé faiblement entre les stades E1.5 et E2.75 dans la MCI entiére d’embryons
sauvages (Figure 7A - Guo et al., 2010 - données non publiées— travail de thése de Sabine Chauveau et
de N. Allégre). La protéine GATA6 commence, quant a elle, a étre détectée dans le noyau a partir du

stade 4 cellules ol quelques cellules de rares embryons commencent a étre marquées.
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Figure 17 : Expression des marqueurs GATA6 et d’un autre marqueur de I'EPr, GATA4, aux stades

E4.5 et E5.0

(Issue de Cai et al 2008)

Les embryons ont été fixés et des coupes ont été réalisées en paraffine aux stades E4.5 (A), E4.75 (B)
et E5.0 (C). L'expression des marqueurs GATAG6 et GATA4 est visible aprés immuno-marquage.
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Le marquage devient clair et précis dans I'’ensemble des cellules des embryons a 8 cellules (Plusa et al.,
2008). Les patrons d’expression, au niveau ARNm et protéique, se confondent entre les stades E3.25
et E3.75. De plus, 'ARNm de Gata6 est co-exprimé avec ’ARNm de Nanog et leurs expressions
deviennent exclusives conduisant au patron « en poivre et sel », entre les stades E3.25 et E3.75 soit
entre 32 et 64 cellules (Figure 7A — Chazaud et al., 2006; Guo et al., 2010; Plusa et al., 2008).

Ensuite, I'expression protéique de GATAG6 est restreinte aux cellules de I'EPr au stade E4.5
(Figure 7C — Chazaud et al., 2006; Plusa et al., 2008; Saiz et al., 2016). Puis, au stade E4.75, les cellules
exprimant GATA6, forment une couche épithélialisée de cellules d’EPr qui commence a s’étendre au-
dela de 'aire de la MCI a la surface du blastocoéle (Figure 17 — Cai et al., 2008). Enfin, au stade E5.0, la
protéine GATA6 est exprimée a la fois dans I'endoderme parietal (EP), un des dérivés de I'EPr,
notamment au niveau de la membrane de Reichert’s et est réprimée au sein des cellules de I'EV,

second dérivé de I'EPr (Cai et al., 2008).

e Phénotype des embryons homozygotes Gata6-/-

Dans les embryons homozygotes mutants Gata6-/-, I'épithélium d’EPr n’est pas produit a E4.5
et une perte d’expression des marqueurs SOX17 et GATA4 est observée (Cai et al., 2008). Cela
engendre la mort des embryons au stade E5.5 qui s’explique par le fait qu’au stade E3.75, les embryons
n’arrivent pas a spécifier les cellules en EPr puisque les cellules de la MCI n’ont pas d’autre choix que
d’adopter un destin d’Epi exprimant NANOG (Figure 18 - Bessonnard et al., 2014; Schrode et al., 2014).
Cela montre que GATAG6 est nécessaire a la spécification des cellules d’EPr. Enfin, le nombre de cellules
de la MCI ne varie pas ce qui montre qu’il n’y a pas d’apoptose ou d’augmentation de la prolifération
des cellules d’Epi au sein de ces embryons.

Ces résultats sont confirmés dans les cellules ES puisque I'isolement de cellules ES Gata6-/- a
partir d’embryons mutants montrent que ces cellules peuvent contribuer a la formation de ce lignage
lorsque des chimeres sont réalisées avec ces cellules. Ainsi, GATA6 n’est pas requis pour la formation
de ce lignage (Koutsourakis et al., 1999). De plus, GATA6 est requis pour la différenciation de I'EPr in
vitro puisque ces mémes cellules mutantes échouent dans leur différenciation en EPr (Capo-Chichi et
al., 2005; Morrisey et al., 1998). Les embryons homozygotes Gata6 H2B-Venus/H2B-Venus (Gata6-/-)
présentent une expression de Venus sous la dépendance du promoteur de Gata6. Il a été observé
gu’une expression de VENUS est visible malgré I'absence de GATA6 montrant que Gata6 n’est
potentiellement pas nécessaire pour sa propre expression et suggére que I'expression constatée de
Venus serait due a la machinerie d’activation de Gatab toujours présente dans ces embryons (Freyer

et al., 2015).
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Figure 19 : Analyse phénotypique des embryons Gata6-/-
(Modifiée de Bessonnard et al 2014)
A. Immunolocalisation de I'expression des protéines NANOG (en ), SOX17 (en rouge) et CDX2
(en bleu) dans les embryons sauvages (n=12), hétérozygotes Gata6+/- (n=11) et homozygotes
Gata6-/- (n=6).
B. Pourcentage de cellules Epi et EPr dans les embryons mutants ou sauvages au stade E3.75
(**P<0.01 et ***P<0.001; Mann-Whitney test)
C. Nombre de cellules dans les MCI de ces embryons au stade E3.75.
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Figure 18 : Le phénotype de perte d’EPr est sauvé au stade E4.5 dans les embryons Gata6+/-
(Issue de Bessonnard et al 2014)
Pourcentage de cellules d’EPr dans les embryons sauvages et hétérozygotes au stade E3.75.
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e Phénotype des embryons hétérozygotes Gatab+/-

La perte d’un seul alléle de Gata6 entraine un effet dose dépendant qui se traduit par une
diminution des cellules de I'EPr en faveur d’une augmentation des cellules de I'Epi dans des embryons
a E3.75 pour un méme nombre de cellules de la MCl entre les embryons hétérozygotes Gata6+/- et
sauvages (Figure 18B et 18C - Bessonnard et al., 2014; Schrode et al., 2014). Cependant, le phénotype
observé dans les embryons hétérozygotes Gata6+/- est transitoire entre le stade E3.75 et E4.5. En
effet, le pourcentage du nombre de cellules de I'EPr, exprimant SOX17, est semblable a celui observé
dans les embryons sauvages au stade E4.5 (Figure 19 - Bessonnard et al., 2014; Schrode et al., 2014).

Les embryons hétérozygotes Gata6+/- présentent aussi un nombre plus faible de cellules co-
exprimant NANOG et GATA6 que dans les embryons sauvages au stade E3.25 (Bessonnard et al., 2014;
Schrode et al., 2014).Cela témoigne d’'un engagement plus précoce des cellules de la MCl vers un destin
Epi. Le phénotype des embryons Gata6+/- semble donc étre dépendant de NANOG et la spécification
des cellules de I'EPr serait retardée par la diminution de GATA6 (Bessonnard et al., 2014; Schrode et
al., 2014). Cependant, les embryons hétérozygotes sont viables montrant que le retard constaté
n’altére pas la fonctionnalité de I'EPr et suggerant une tolérance de I'EPr pour une variabilité du
nombre de cellules du lignage.

La signalisation RTK-FGF a été suggérée comme étant celle capable de sauver la spécification
dans ces embryons. Or, on ne retrouve pas d’expression normale de SOX17 et GATA4 apres
administration de FGF4 dans les embryons Gata6+/- en culture au stade E3.25 comparé aux embryons
sauvages (Bessonnard et al., 2014). L’activation de la signalisation RTK-FGF n’est donc pas suffisante a
E3.25 pour transdifférencier les cellules d’Epi dans les embryons hétérozygotes. Les cellules d’Epi de
ces embryons sont donc insensibles aux traitements FGF4 montrant un engagement plus précoce de
ces cellules hétérozygotes di a une perte de plasticité des cellules de I'Epi comparé aux cellules
sauvages (Schrode et al 2014 ; Bessonnard et al 2014).

Ainsi lors de la spécification en EPr, il est nécessaire d’avoir a la fois la signalisation RTK-FGF et

GATAG pour ce processus (Bessonnard et al., 2014).

111.C.3 Plasticité au sein du blastocyste

Différents travaux montrent qu’il existe une co-existence des cellules précurseurs exprimant a
la fois NANOG et GATAG6 et des cellules spécifiées exprimant NANOG ou GATA6 seulement lors du
développement blastocytaire, ce qui témoigne de I'asynchronie de spécification (Gerbe et al., 2008;
Plusa et al., 2008).

Différents types d’expériences ont été menées pour détailler précisémment le mécanisme de
plasticité cellulaire au sein de I'embryon ainsi que la temporalité d’apparition et de modulation de

celle-ci.
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Les expériences de culture d’embryons réalisées par Yamanaka et al, grace a |'alternance des
inhibiteurs de la voie RTK-FGF/MEK-ERK, en particulier les inhibiteurs du FGFR1 et des protéines
MEK1/2 et de I'ajout de FGF4 exogéne, montrent que 80 a 100% des cellules conservent une plasticité
lors de leur engagement vers un destin ou un autre au cours de la spécification de la MCI. Ces
expériences révelent que la plasticité cellulaire a lieu entre E2.5 et E3.75 puisque au-dela de ce stade,
les cellules ne répondent plus aux traitements avec les inhibiteurs et leur destin reste inchangé
(Yamanaka et al., 2010). Ainsi, malgré le potentiel équivalent des précurseurs de la MCl a contribuer
aux lignages Epi et EPr, certaines cellules peuvent modifier leur devenir lorsque la signalisation RTK-
FGF/MEK-ERK est modulée (Krupa et al., 2014; Morris et al., 2010; Yamanaka et al., 2010).

De plus, des expériences de chimeéres entre cellules de la MCl isolées, exprimant le rapporteur
Pdgfra H2B-GFP, injecté au sein de morula hétes, montrent que les cellules exprimant le transgene
participent aux trois lignages du blastocyste, ce qui témoigne de leur pluripotence (Grabarek et al.,
2012). ll apparait que les cellules Epi présentent une plasticité réduite comparée a celle observée dans
les cellules d’EPr ce qui est corrélé au fait que les cellules d’Epi sont spécifiées avant celles de I'EPr
(Bessonnard et al., 2014; Grabarek et al., 2012; Xenopoulos et al., 2015). Cette plasticité des cellules
de la MCI est modulée a la fois par la signalisation RTK-FGF, par des signaux de différenciation et par
la position des cellules au sein de I'embryon (Grabarek et al., 2012). Ainsi, la spécification des cellules
qui a lieu de maniére asynchrone entre E2.5 et E3.75 débouche sur une fenétre de temps courte entre
E3.25 et E3.75 durant laquelle la plasticité cellulaire permet de moduler le destin des cellules pour
adopter n'importe lequel d’un des trois lignages au sein de la MCI. Ce destin ainsi fixé entre les stades
E3.75 et E4.5 permet de former un blastocyste mature au sein duquel les destins sont acquis et ou
aucun changement de devenir ne peut s’opérer (Grabarek et al., 2012).

Enfin, des travaux récents menés par Saiz et al complétent ceux obtenus précédemment par
Yamanaka et al (Saiz et al., 2016; Yamanaka et al., 2010). En effet, les fenétres de temps appliquées
par Saiz et al sont plus précises et permettent de montrer que la population de précurseurs exprimant
a la fois NANOG et GATAG6 réponds a la signalisation RTK-FGF mais qu’une fois engagées, ces cellules
ne sont plus affectées par les changements en FGF4 extracellulaire. De plus, les cellules précurseurs
s’adaptent au ratio entre le nombre de cellules Epi et EPr et la modulation de la signalisation RTK-FGF
peut étre prédite suivant ce ratio et donc la taille de la population de cellules précurseurs (Saiz et al.,

2016).
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Figure 20 : Mécanismes de spécification des lignages Epi et EPr en trois étapes

(Adaptée de Frankenberg et al 2011)

Initiallement les cellules précurseurs de la MCI co-expriment NANOG et GATA6 au stade E3.0. Une
diminution du signal RTK-FGF/MEK-ERK et un déséquilibre d’expression entre ces deux facteurs va
favoriser dans certaines cellules I'expression de NANOG au détriment de I'expression de GATAG6. Cela
va permettre de spécifier, en premier lieu, certaines cellules en Epi provoquant la sécrétion de Fgf4
qui va aller se fixer aux récepteurs des cellules voisines au stade E3.25. Ce signal va déclencher la
spécification des cellules en EPr et va favoriser cette fois-ci I'expression de GATA6 au détriment de
celle de NANOG. Pendant la maturation de I'Epr, I'expression de Gata6 est maintenue par la
signalisation RTK-FGF/MEK-ERK. L’expression des marqueurs tardifs de la différenciation de I'EPr,
Sox17 et Gatad, est induite, de maniere paracrine, par une activation directe via le Fgf4, sécrété par
les cellules d’EPi. Les cellules ne sont pas synchronisées lors des étapes de spécification et de
différenciation des lignages ce qui révele I'asynchronie et le poivre et sel observés dans I'embryon a
partir du stade E3.25.
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111.C.4 Modele de spécification : hypotheses d’établissement du poivre et sel

Différents modeles d’établissement du poivre et sel ont été proposés pour expliquer
I'induction de la spécification (pour revue Hermitte and Chazaud, 2014).

Les quatre modeles impliquent, tous, les facteurs NANOG, GATA6 et FGF4 (Figure 20 -Hermitte
and Chazaud, 2014). Chacun de ces modéles montre qu’il existe une répression mutuelle entre NANOG
et GATAG6 avec l'induction, directe ou indirecte, de leur propre expression in vitro.

A cela s’ajoute que l'activation de la voie RTK-FGF/MEK-ERK induite par la fixation du FGF4,
produit par les cellules Epi, sur le récepteur FGFR1 (Kang et al., 2017; Molotkov et al., 2017), présent
au niveau membranaire des cellules d’EPr et d’EPi, renforce I'expression de GATAG6 et réprime
I’expression de NANOG (Singh et al. 2007; Guo et al. 2010; Bessonnard et al. 2014; Schréter et al. 2015 ;
pour revue Chazaud and Yamanaka, 2016).

Un modele a été proposé par Ohnishi et al et repose sur une hétérogénéité due au hasard de
I’expression des marqueurs clés au sein de chaque cellule. En effet, I'ensemble des études
transcriptomiques d’expression au sein des cellules au stade E3.25 montre que le patron d’expression
des marqueurs clés n’est pas clairement défini, ou du moins, des variations sont constatées entre
chaque cellule analysée et aucune corrélation évidente entre les genes ne ressort (Guo et al., 2010;
Ohnishi et al., 2014). A cela s’ajoute qu’aucune corrélation spatiale entre les cellules spécifiées dans le
méme devenir n’a été mise en évidence (Schrode et al., 2014). Ce modéle tient compte de la sécrétion
en FGF4, potentiellement stochastique, qui renforce I'identité cellulaire acquise au stade E3.5 et
déterminée de maniére non réversible au stade E3.75 (Ohnishi et al., 2014).

Un second modele, établi au sein de I'’équipe par Bessonnard et al et complété par d’autres
équipes, permet la simulation de I’établissement et de la résolution totale de I’état de co-expression
NANOG/GATAG et de la dynamique, trés importante, d’expression/sécrétion du FGF4 dans certaines
cellules (Bessonnard et al., 2014; De Mot et al., 2016; Grabarek et al., 2012; Kang et al., 2013; Krawchuk
et al., 2013; Ohnishi et al., 2014; Schréter et al., 2015; Yamanaka et al., 2010). Ainsi, 3 états stables
différents sont définis : (i) un état « MCl » ou NANOG et GATA6 sont co-exprimés, (ii) un état « Epi »
ou I'expression de NANOG prime sur 'expression de GATA6 et (iii) un état « EPr » ou a l'inverse
I’expression de GATAG6 prime sur I’expression de NANOG (Figure 20). Ainsi, au cours de la spécification,
Nanog est le premier facteur a étre augmenté dans les cellules précurseurs ce qui va entrainer
I'inhibition de Gataé6 et la sécrétion de FGF4. Ce FGF4 sécrété va s'accumuler et se fixer sur les cellules
voisines afin de les mener vers un destin d’EPr. Ainsi, des différences de concentrations en FGF4
sécrété vont s’établir et former une hétérogénéité d’expression de la voie RTK au sein des cellules de
la MCI. La diminution initiale de la signalisation RTK-FGF/MEK-ERK, nécessaire pour I'induction du
destin Epi, pourrait étre due a la diminution de p-ERK qui permettrait I'acquisition asynchrone dans les

cellules du destin Epi en premier puis du destin EPr (Bessonnard et al., 2014; De Mot et al., 2016).
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Basés sur le modele mathématique réalisé par Bessonnard et al, les travaux récents de Schréter
et al montrent, dans les cellules ES, des interactions répressives des programmes d’acquisition des
destins Epi et EPr. Ces interactions, modulées dés l'initiation par la voie RTK-FGF/MEK-ERK au niveau
du programme Epi, intégrent un seuil d’expression requis de GATA6/4 pour la différenciation en EPr
des cellules ES (Schroter et al., 2015). En effet, le traitement par I'inhibiteur de MEK de cellules ES en
cours de différenciation provoque une diminution du nombre de cellules exprimant GATAG. De fait, la
signalisation RTK-FGF/MEK-ERK détermine le seuil de GATA6 nécessaire a la spécification des cellules
en EPr. Cette détermination du seuil s’effectue par le contréle de I'expression de Nanog par la voie
RTK-FGF/MEK-ERK (Schroter et al., 2015).

Un troisieme modele repose sur le fait que I'ordre de la vague de division et d’internalisation
déterminerait le devenir des cellules avec un biais engendré par une différence moléculaire intrinséque
héritée des cellules méres (Morris et al., 2013). Les cellules internes issues de la premiére vague de
divisions asymétriques lors de la transition 8 a 16 cellules (Vague 1) exprimeraient le Fgf4, alors que
les cellules générées lors de la seconde vague, lors de la transition 16 a 32 cellules, exprimeraient le
Fgfr2 (Vague 2). Ces cellules de la Vague 2 sont plus réceptives au signal Fgf4 que les cellules issues de
la premiere vague de divisions ce qui les biaisent vers un destin EPr. La force du biais reposerait sur la
composition de la MCI. La balance entre les Vagues 1 et 2 va donc étre modulée pour tendre vers un
équilibre de production des lignages et des embryons correctement formés. En revanche, dans les
embryons ol la Vague 1 montre une fréquence inférieure a 30%, le Fgf4 produit est moindre et
I'impact de celui-ci sur les cellules présentant une expression élevée de Fgfr2 n’est pas assez fort ce
qui dirige les cellules vers un destin Epi (Morris et al., 2013). A I'inverse, dans les embryons ou la Vague
1 montre une fréquence supérieure a 70%, le Fgf4 produit est élevé ce qui conduit les cellules
présentant une expression élevée de Fgfr2 vers un destin d’EPr.

Enfin, un quatrieme modeéle repose sur la quantité de cellules internes des Vagues 1 et 2 (In1
et In2 respectivement) au stade 16 cellules (Krupa et al., 2014). Les blastoméres dérivés de la premiére
vague de divisions asymétriques expriment des niveaux potentiellement plus élevés de Fgf4 et des
niveaux plus faibles de Fgfr2 que les niveaux observés dans les cellules issues de la seconde vague de
divisions aux stade 16 a 32 cellules (Krupa et al., 2014). Néanmoins, si le nombre de cellules In1 est
élevé, les niveaux d’expression du Fgf4 seront élevés et capables de conduire les cellules naives vers
un destin EPr. Les cellules In1 seront donc dirigées vers un destin Epi ou EPr et les quelques cellules In2
produites seront guidées vers un destin EPr. En revanche, si le nombre de cellules In1 est faible, les
niveaux d’expression du Fgf4 seront faibles et insuffisants pour guider les cellules vers un destin EPr.
Ainsi, la plupart des cellules In1 contribueront au lignage Epi et les cellules In2 compenseront le biais

créé et produieront des cellules EPr.
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Ainsi, malgré les différentes possibilités d’explication de I'établissement du poivre et sel,
I’ensemble de ces hypothéses montre une communication nécessaire et efficace entre les cellules

(Krupa et al., 2014; Morris et al., 2013) résultant de I'expression hétérogene en FGF4.

IV La formation d’un blastocyste mature

Une fois la décision prise entre le destin Epi ou EPr, aucune modification dans I'environnement
extracellulaire ne peut changer cette décision. Cela a été confirmé par différents types d’expériences
telles que la réalisation de chimeéres entre une cellule unique marquée issue de la MCI d’un blastocyste
placée dans un blastocyste récepteur (Chazaud et al., 2006; Grabarek et al., 2012) ou les expériences
de tracage des lignages cellulaires via des rapporteurs de protéines fluorescentes sous le controle des
régions régulatrices des facteurs clés du développement tels que Nanog (Xenopoulos et al., 2015) ou

Gata4/6 (Freyer et al., 2015; Schroter et al., 2015).

IV.A Les dérivés de I'EPr

Les cellules d’EPr, lors de leur maturation, vont se ségréger et se polariser vers la surface de la
MCI pour former un épithélium a l'interface de la cavité blastocoelique. Ces cellules vont alors
exprimer, durant cette maturation, des marqueurs plus tardifs a I'expression de GATAG6. L’expression
de ces autres facteurs de transcription se fait dans un ordre bien précis, contrélé au niveau temporel :
GATAG6 > SOX17 > PDGFRa > GATA4 > SOX7 (Figure 1 - Artus et al., 2011; Niakan et al., 2010; Ohnishi
et al., 2014).

IV.A.1 Les marqueurs de ’EPr mature

e PDGFRa

La signalisation RTK-PDGF est aussi impliquée lors du développement précoce de I'embryon au
cours de la maturation de I'EPr. Plusa et al montrent que le Pdgfra est exprimé faiblement dans les
cellules externes et internes au stade morula, puis son expression se restreint a la MCl pour finalement
étre présente uniquement dans les cellules d’EPr au stade E3.75/E4.0 (Plusa et al., 2008). De plus,
Kurimoto et al détectent son expression ARNm au sein des cellules uniques des précurseurs de I'EPr
au stade E3.5 (Guo et al., 2010; Kurimoto, 2006). Le micro-array réalisé au sein de notre équipe par
Gerbe et al confirment ce résultat (Gerbe et al., 2008). Il a été mis en évidence que le récepteur PDGFRa
est exprimé dans les cellules souches XEN (Kunath et al., 2005). Dans les cellules ES, I'expression du
PDGFRa est dépendante de celle de GATA6 puisque dans les cellules déplétées en Gata6, PDGFRa n’est

pas exprimé (Artus et al., 2010).
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e SOX17
Sox17 est un facteur de transcription activé précocement dans I'EPr aprés GATA6. Au sein de

I'embryon, ’ARNm de Sox17 est exprimé au niveau maternel et zygotique et son expression se poursuit
jusgqu’au stade 64 cellules avec une légére augmentation au sein des cellules EPr (Guo et al., 2010;
Wang et al., 2004). En revanche, au niveau protéique, SOX17 s’exprime au sein des cellules d’EPr
exprimant GATAG6, a partir du stade 32 cellules, bien qu’une expression soit a noter des l'initiation de
la différenciation de ces cellules mais de maniére trés faible (Artus et al., 2011; Morris et al., 2010;
Niakan et al., 2010). La hiérarchie entre SOX17 et GATA6 est confirmée par I'analyse des embryons
Gatab-/- déplétés en expression de SOX17 et les cellules ES Sox17-/- qui expriment GATA6, montrant
que SOX17 est bien en aval de GATAG6 dans la hiérarchie d’expression des marqueurs d’EPr (Niakan et
al., 2010). En embryons, GATA6, SOX17 et GATA4 sont colocalisés au sein de la MCI (Morris et al., 2010;
Niakan et al., 2010).

La déplétion génétique de Sox17 entraine, lors de la premiére analyse de ces embryons, des
défauts séveres de formation de I'endoderme définitif et de I'intestin primitif (Kanai-Azuma et al.,
2002; Shimoda et al., 2007) mais I'absence de phénotype plus précoce a été attribuée a I'expression
possiblement redondante de SOX7 (Artus et al., 2011). Or, une analyse plus fine des mutants Sox17-/-
lors d’expériences de diapause, révele une désorganisation et un détachement prématuré des cellules
d’EPr avec une migration des cellules du PE le long du TE mural suggérant un role de SOX17 non pas
dans la spécification de I'EPr mais lors de sa maturation, de son épithalisation et du maintien de son
intégrité (Artus et al., 2011). La formation de membrane basale est normale (Niakan et al., 2010).

SOX17 renforcerait, en stimulant I’expression de Gata6 et Gata4, la différenciation des cellules
ES vers un destin d’EPr et en inhibant les genes de pluripotence tels que Sox2, Nanog et Oct4 pour
contrer la capacité d’auto-renouvellement des cellules (Niakan et al., 2010; Qu et al., 2008; Shimoda
et al., 2007). Cependant, 'ensemble de ces résultats ne permet pas de savoir si la surexpression de
SOX17 est suffisante pour différencier les cellules ES en endoderme ou s'il facilite seulement la
formation d’endoderme extra embryonnaire (ExXEn) lorsque les cellules ES sont poussées a se

différencier (Niakan et al., 2010; Qu et al., 2008; Shimoda et al., 2007).

o GATA4 et GATAS
Outre le facteur GATABG, les facteurs GATA4 et GATAS sont aussi impliqués dans la maturation
de I'EPr mais ils ne sont pas requis pour sa différenciation. GATA4 est exprimé a partir du stade E3.75
ou E4.0 au sein de I'EPr (Cai et al., 2008; Plusa et al., 2005). Les embryons homozygotes mutants pour
Gata4 ou Gata5 ne présentent aucun défaut dans l'initiation de I'EPr (Molkentin, 2000; Narita et al.,

1997; Soudais et al., 1995). Cela montre que les facteurs Gatad et Gata5 ne sont pas requis pour la
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différenciation de I'EPr. Ainsi, une redondance fonctionnelle, basée sur des mécansimes de
compensation, peut étre déduite de ces analyses entre les facteurs GATA. Néanmoins, une nuance est
a apporter par I'étude phénotypique des embryons mutants Gata6+/- et Gata4+/- qui montre que
cette redondance n’est pas totale puisque des défauts cardiaques sont observés (Xin et al., 2006).

Des expériences réalisées en modeles cellulaires in vitro ont permis de mieux comprendre le(s)
role(s) des facteurs GATA et leur(s) relation(s) hiérachique(s) lors de la maturation de I'EPr.

L'expression ectopique des facteurs Gata4 et Gata6 est suffisante pour induire Ia
différenciation spontanée des cellules ES en EPr (Cho et al., 2012; Fujikura, 2002; Kunath et al., 2005;
Shimosato et al., 2007, Wamaitha et al., 2015). L’invalidation du géne Gata4 rend impossible la
différenciation des cellules ES en EPr. Néanmoins, la culture de corps embryonnaires (CE) établis a
partir de ces cellules mutantes avec de I’acide rétinoique (ATRA ou RA, dérivé de la vitamine A), acteur
de la différenciation en EPr (Grover and Adamson, 1986), induit I’expression de Gata6 et Gata5 pour
sauver le phénotype (Capo-Chichi et al., 2005, 2010; Soudais et al., 1995). Ce phénotype peut aussi
étre restauré par I'expression induite de Gata5 par transfection (Capo-Chichi et al., 2005).

Cependant, la culture de CE mutants pour Gataé6 traités au RA ne permet pas de sauver le
phénotype puisque les marqueurs de I'EPr tel que GATA4 ne sont pas trouvés exprimés (Capo-Chichi
et al., 2005). Cela montre que Gata4 n’est pas induit par le RA ; ce qui n’est pas le cas de Gata5 qui lui
est activé dans les cellules mais n’est en revanche pas suffisant pour mener a bien la différenciation de
I’EPr puisqu’elles ne forment pas d’EP (Capo-Chichi et al., 2005, 2010). |l a été déduit de cela que GATA6
est requis pour la sensibilité au RA (Capo-Chichi et al., 2005).

Enfin, il a été mis en évidence que GATAG6 pouvait réguler par fixation directe le facteur Gata4
via la présence dans sa séquence de régions consensus W-GATA-R reconnues par GATA6 (Wamaitha
et al., 2015).

Ainsi, ces expériences révélent une redondance fonctionnelle entre certains facteurs GATA et

expliquent I'absence de phénotype des embryons mutants Gata4-/- et Gata5-/-.

IV.A.2 Ségrégation, polarisation et tri du lignage EPr

La poursuite de la différenciation des populations de cellules d’Epi et d’EPr nécessite leur tri et
I'adoption d’une position précise au sein de I'embryon. Les divisions cellulaires provoquent des
mouvements passifs de déplacement et de changements de position des cellules pour permettre de
libérer de la place au sein de la MCI compacte pour les cellules filles produites. Cependant, ces
mouvements passifs n’expliquent pas les modifications de distance importantes (Meilhac et al., 2009).
Des mouvements actifs sont requis et les travaux de Meilhac et al montrent que ces mouvements sont

régis par I'actine (Meilhac et al., 2009; Moore et al., 2009). Ainsi, ces mouvements actifs peuvent étre
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compatibles avec la migration, la diminution de I'adhésion cellulaire, les modifications dans la
contraction corticale, I'intercalation cellulaire et la mort cellulaire entre E3.75 et E4.0 et contribuent
au tri des lignages. Lors du positionnement des cellules d’EPr a la surface de la MCI, on assiste a une
production de laminine et de composants de la membrane basale qui sont déposés entre I'épiblaste
et 'endoderme.

Un micro-array réalisé dans I'équipe par Gerbe et al identifie Lrp2 (« Low density lipoprotein
receptor-related protein 2 ») comme nouveau marqueur de I'EPr. L’expression de ce marqueur permet
de visualiser I'acquisition d’une polarité au stade E3.75 des cellules de I'EPr lors de I'implantation de
I'embryon (Artus et al., 2011; Gerbe et al., 2008; Saiz et al., 2016; Yamanaka et al., 2006).

En effet, LRP2 est exprimée aux stades E3.5 et E4.5. Au stade E3.5, LRP2 est exprimée dans le
cytoplasme des cellules alors que son expression est membranaire et polarisée du c6té apical au stade
E4.5 (Gerbe et al., 2008). L’expression de LRP2 est retrouvée au sein des cellules du TE et de I'EPr au
stade E3.5 pour étre finalement perdue au sein du TE mais maintenue dans I'EPr au stade E4.0
(Assémat et al., 2005). La polarisation des cellules d’EPr a lieu de maniére asynchrone et individuelle
dans chaque cellule, au moment ou celles-ci se positionnent a la surface de la cavité blastocoelique
(Gerbe et al., 2008).

Un autre marqueur, DAB2 (« Disabled Homolog 2 »), permet de visualiser cette polarisation
des cellules EPr. DAB2 intéragit avec LRP2 (Gallagher et al., 2004; Oleinikov et al., 2000). L'expression
de Dab2 révele son réle dans la ségrégation des cellules d’EPr. Au niveau ARNm, Dab2 est exprimé des
le stade 8 cellules dans I’embryon (Guo et al., 2010) puis cette expression se maintient dans le TE et
dans I'EPr au stade E4.0. Chez la souris, les embryons Dab2-/- présentent une désorganisation de la
MCI avec des cellules d’EPr GATA4 positives situées au sein de la MCI. Cette désorganisation engendre
un arrét du développement des embryons au stade E5.5 (Yang et al., 2002, 2007). La différenciation
en corps embryonnaires (CE) montre une expression de Dab2 au sein des cellules d’épithélium externe
(Smith et al., 2001a, 2001b). Dab2 est requis pour la polarisation des cellules d’EPr (Smith et al., 2001b),
notamment en excluant I'E-CADHERINE du pole apical ce qui provoque la polarisation de LRP2 (Gerbe
et al., 2008; Yang et al., 2007). Enfin, DAB2 est capable de lier certaines protéines de type intégrine
justifiant son role dans I'ancrage et la ségrégation des cellules d’EPr (Huang et al., 2006).

Enfin, le marqueur SOX7 est un des marqueurs les plus tardifs lors de la maturation de I'EPr.
SOX7 s’exprime spécifiguement dans les cellules dans I'embryon a 64 cellules au sein d’une sous
population de cellules PDGFRa positives localisées a la surface de la MCI en contact avec la cavité
blastocoelique (Artus et al.,, 2011) ce qui suggere qu’il serait problablement colocalisé avec les
marqueurs DAB2 et LRP2. Ainsi, son expression succede a celle des marqueurs d’EPr et permet d’établir
la chronologie suivante: GATA6 > SOX17 > PDGFRa > GATA4 > LRP2 — DAB2 - SOX7 (Artus et al., 2011;

Niakan et al., 2013; Ohnishi et al., 2014). Ainsi, le positionnement des cellules et leur polarité sont dus
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Figure 21 : Développement tardif de I’'embryon
(Adaptée de Rivera-Perez and Hadjantonakis 2015)
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al’expression de régulateurs spécifiques des différents lignages mais leur contribution pour I'induction
du tri cellulaire n’est pour le moment pas connue. La probable co-expression des marqueurs DAB2 et
LRP2 au stade E3.75 suggérerait un role de SOX7 dans la régulation ou le maintien des signaux de
positionnement pour les cellules ayant une destinée d’EPr.

Enfin, les protéines aPKC jouent un role central dans la polarisation des cellules externes de la
morula tout d’abord pour induire le devenir du TE (Dard et al., 2009; Eckert et al., 2004; Johnson and
Ziomek, 1981; Plusa et al., 2005; Ralston and Rossant, 2008). L’étude récente de Saiz et al montre que
I'identité des cellules joue un réle déterminant sur leur polarisation notamment avec les cellules EPr
qui sont enrichies en protéine aPKC avant leur tri et leur polarisation (Saiz et al., 2013). La polarisation
de la protéine aPKC au domaine apical n’a lieu seulement lorsque la cellule EPr a atteint la surface.
Ainsi, I'inhibition de ces protéines engendre des défauts de ségrégation des cellules EPr, des défauts
dans leur maturation et dans I’expression des marqueurs tardifs ainsi que des défauts dans la polarité
épithéliale (Saiz et al., 2013). Cela suggere un défaut d’ancrage des cellules plut6ét qu’un défaut dans

le tri des cellules.

IV.A.3 La différenciation de 'EPr en endoderme pariétal ou viscéral

L’EPr, exprimant ainsi ses marqueurs tardifs, va ensuite se différencier, au stade E4.75, en deux
lignées cellulaires présentant des caractéristiques morphologiques et moléculaires différentes (Figure
1 - pour revue Stower and Srinivas, 2014).

D’une part, les cellules épithéliales d’Epi vont croitre et s’étendre au sein de la cavité
blastocoelique. Les cellules de I'EPr attachées a la membrane basale de ces cellules d’Epi vont
s’organiser en monocouche et se différentier en cellules cuboidales d’endoderme viscéral (EV) qui
constitue un des lignages dérivés de I'EPr. Ces cellules d’EV sont aussi en contact avec les cellules
d’Ectoderme Extraembryonnaire (EXE) qui correspond aux cellules du TE polaire qui ont proliféré et
qui se sont différenciées (Figure 21). Deux populations d’EV sont a distinguer au niveau morphologique
et au niveau moléculaire : les cellules d’endoderme viscéral extraembryonnaire (exVE) et d’endoderme
viscéral embryonnaire (emVE) respectivement en contact de I'EXE ou en contact avec I'Epi (Figure 21).

L'EV est requis pour la mise en place de I'axe proximo-distal (P/D) défini par la zone distale
constituée par I'EV (DVE) correspondant a une région ou les cellules sont épaissies (Rivera-Pérez et al.,
2003) et qui expriment les marqueurs Hex, Cerberus-like (Cer1) et Lefty-1 (Figure 21 - Ang and Constam,
2004; Chazaud et al., 2006). Le DVE va ensuite migrer dans la partie antérieure et former I'EV antérieur
ou AVE (Figure 21 - Srinivas et al., 2004) caractérisé par |'expression d’inhibiteurs des structures
antérieures tels que Dkk1, antagoniste de la voie WNT, Cer1, pour la voie BMP et Lefty-1 pour la voie
TGFB (« Transforming Growth Factor ») (Ang and Constam, 2004). Cela va permettre d’induire la partie

antérieure de I'embryon.
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D’autre part, I'autre sous population de cellules d’EPr va subir un processus de transition
épithélio-mésenchymateuse (TEM) pour devenir des cellules d’endoderme pariétal (EP). Ces cellules
d’EP vont ensuite migrer le long de la membrane basal du TE et vont former la membrane de Reichert

du sac vitelin. A ce jour, le mécanisme régissant le choix de I'EPr entre le destin EV et EP reste a clarifier.

IV.B Les dérivés de I'Epi

La maturation de I'Epi débute au stade E4.5, moment avant lequel les cellules d’Epi forment
une masse de cellules apolaires qui est séparée de la cavité blastocoelique par une monocouche de
cellules d’EPr. A ce stade, I'expression de NANOG va diminuer de maniére hétérogéne et dépendante
au FGF4 (Chambers et al.,, 2003; Kang et al.,, 2013). Cependant, cette diminution est réalisée
indépendamment de la présence des cellules d’EPr. En effet, dans les embryons Gata6-/-, I'expression
de NANOG diminue elle aussi en absence de cellules d’EPr (Bessonnard et al., 2014).

La pluripotence des cellules de I'Epi, au stade E4.5, est nécessaire pour former I'ensemble des
cellules du futur individu y compris la lignée germinale. Ainsi, au sein des embryons post-implantation
et pré-gastrulation, les cellules matures d’Epi expriment différent marqueurs tels que OCT4, SOX2
(Avilion et al., 2003; Chambers et al., 2003), NANOG a des niveaux faibles, OCT6, marqueur de I'Epi
naif (Buecker et al., 2014), OTX2 et FGFS5.
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CHAPITRE 2 - L'embryon murin : un modele de choix pour I'isolement

et la dérivation de modeles de cellules souches in vitro

Différents modeles de cellules souches in vitro sont issues du blastocyste et correspondent aux
trois tissus présents lors du développement embryonnaire (TE, Epi et EPr): les cellules souches issues
du trophoblaste (TS), les cellules souches épiblastiques précoces et tardives (ES et EPiSC (« Cellules
Souches Embryonnaires épiblastiques»)) et les cellules souches d’EPr (XEN) (Figure 22). Le modele le
plus étudié est celui des cellules souches épiblastiques précoces et tardives (ES et EPiSCs) qui sont
capables de donner les trois feuillets embryonnaires (ectoderme, endoderme et mésoderme) apres
différenciation (Figure 22). L'embryon au stade gastrula (6 a 7 jours aprés fécondation) permet,
lorsqu’il est implanté dans une souris, de produire des cellules embryonnaires carcinomiques (ECC)
résultant de la formation de tératocarcinomes (Figure 22). Ce type d’expérience a ouvert la voie au
champ d’étude sur les cellules souches embryonnaires (pour revues Kieffer et al., 2010; Loh and Lim,
2015).

A partir des données sur les cellules souches issues de I'embryon, il a été possible de
développer des modeles « artificiels » résultant, apres reprogrammation d’une cellule adulte via le
remodelage de I'expression de certains facteurs de transcription clés de la pluripotence, de
I"acquisition d’un nouvel état dit « souche »(Yamanaka et al., 2006). Ces cellules sont qualifiées de
cellules souches pluripotentes induites ou iPS pour « Induced Pluripotent Stem Cells » (Figure 22).

Ainsi, dans ce chapitre, je vais procéder au détail de ces différentes catégories de cellules
souches issues de I'embryon et décrire leurs caractéristiques afin de mieux comprendre leurs intéréts

biologique et scientifique.
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A. Différenciation des modeles cellulaires de carcinomes embryonnaires P19 et F9 (Issue de
Soprano et al 2007)
B a E. Différenciation en endoderme primitif, apres traitement au RA, des F9 cultivées en monocouche
ou en corps embryoides (CE) ou de cellules ES : (Issue de Rula et al 2007)
B. Immunomarquage de DAB2 dans les cellules F9 en monocouche avec ou sans RA pour 4 jours.
C. Immunomarquage de DAB2 dans des CE produits a partir de cellules F9 aprés 4 jours de
traitement avec ou sans RA.
D. Immunomarquages de sections de CE de 2 jours suivant I'agrégation de cellules ES sans
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| Tératocarcinomes et cellules embryonnaires de carcinome ECC (Figure 22)

La recherche sur cellules souches embryonnaires débute dans les années 1970, lorsque des
embryons totaux sont implantés, par Leroy Stevens, avant leur gastrulation, dans des testicules adultes
(Stevens and Little, 1954). Cela a permis la dérivation de cellules de carcinomes embryonnaires
appelées ECC (Pierce et al., 1967; Solter et al., 1970; Stevens, 1966), cellules précurseurs de I’'ensemble

des travaux sur les cellules souches embryonnaires.

LA Description

Les cellules ECC, souvent aneuploides, sont des cellules indifférenciées qui peuvent étre
propagées en culture de maniere continuelle et qui ont la capacité de former les trois lignages
embryonnaires (ecto-, méso-, et endoderme). Elles ont une origine épiblastique et en possedent les
caractéristiques, démontré par le fait qu’elles peuvent étre dérivées a partir de greffes contenant de
I’Epi (Martin, 1980). La majorité des lignées ECC présentent une pluripotence réduite, in vitro et in vivo,
ce qui les rend tres peu efficaces dans la production de chiméres puisqu’elles ne colonisent
généralement pas la lignée germinale (Brinster, 1974). Les cellules ECC les plus utilisées et les plus
étudiées sont: les cellules F9 et P19, en particulier pour étudier le réle du RA au cours de leur

différenciation (Soprano et al., 2007).

e Lescellules F9

Les cellules F9 ont été isolées a partir d'un tératocarcinome issu de I'implantation d’embryons
au stade E6.0-E6.5 dans des testicules de souris (Figure 23A - Alonso et al., 1991; Soprano et al., 2007;
Stevens, 1970). Cultivées dans un état indifférencié, elles adoptent des caractéristiques épiblastiques
et sont nullipotentes de par leur incapacité a se différencier spontanément. Cultivées en suspension,
elles forment des corps embryonnaires (CE) (Figure 23A). Lorsque I'on traite avec du RA des CE formés
a partir d’agrégats de cellules F9 cultivées en suspension ou en boite de Pétri, les cellules externes de
ces CE se différencient en EV (E5.0 - Figure 23 - Grover et al., 1983; Hogan and Tilly, 1981; Rula et al.,
2007). Ces CE peuvent, ensuite, produire, apres dépot sur une surface gélatinée en présence de
dbcAMP, des cellules d’EP semblables a celles d’un blastocyste tardif (E5.0 — Grover and Adamson,
1986b; Grover et al., 1983; Solter et al., 1970; Strickland and Mahdavi, 1978; Strickland et al., 1980) ou
en différents phénotypes cellulaires issus des trois feuillets comme les cardiomyocytes par exemple.
L'adoption de l'acquisition d’'un phénotype d’EP induit I'expression de protéines de la matrice
extracellulaire telles que la laminine et le collagene de type IV ou la synthése de tPA (« tissue
plasminogen activator »), qui sont des marqueurs et acteurs spécifiques de I'EP (Sherman and Miller,

1978; Strickland et al., 1980).
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Il Les XEN : cellules souches de I’endoderme extra-embryonnaire (Figure 22)

Les cellules XEN correspondent au lignage d’endoderme extra embryonnaire (ExEn) issu I'EPr

au sein du blastocyste précoce.

IILA Caractéristiques moléculaires des XEN

Au niveau moléculaire les XEN expriment des marqueurs de I'EP et de I'EV tels que GATA4,
GATA6, FOXA2, SPARC, HhEX et DKK1 (Artus et al., 2011; Kunath et al., 2005; Niakan et al., 2010;
Schrode et al., 2014). Cependant concernant d’autres marqueurs, des différences d’expressions sont
observées entre lignées XEN issues de blastocystes de souris ou de rat et méme entre lignées
différentes de XEN de rat. Les marqueurs concernés sont les marqueurs de I'Epi tels qu’Oct4 et les
marqueurs du TE comme Cdx2 et Hand1 (Chuykin et al., 2010; Galat et al., 2009).

Ce destin EPr est potentiellement biaisé par la technique expérimentale lors des expériences
de chiméres qui montrent une participation des cellules XEN a la formation de I'EP principalement et
plus rarement a I'EV sans participation a I'Epi et au TE (Galat et al., 2009; Kruithof-de Julio et al., 2011;
Kunath et al., 2005). Le manque de contribution au destin EV par les cellules XEN pourrait étre expliqué
par de nombreux facteurs incluant l'interaction avec le TE mural (Artus et al., 2012), I’altération de
voies de signalisation impliquées dans le processus de dérivation ou une dérivation de cellules ayant

perdu leur « potentialité ».

I1.B Isolement des XEN

11.LB.1 Protocoles d’isolement

Les XEN ont été isolées récemment par Kunath et al (Kruithof-de Julio et al., 2011; Kunath et
al., 2005; pour revue Rossant, 2007) a partir de blastocystes cultivés sur cellules nourriciéres en
présence du ligand FGF4 et d’héparine mais I'isolement des cellules XEN peut s’effectuer de différentes
manieres. Cela explique les différentes observations précédentes et suggére que les cellules XEN ne

requierent pas I'activation ou la répression d’une voie de signalisation particuliere pour leur dérivation.

Des XEN ont été isolées a partir de blastocystes de rat (Chuykin et al., 2010; Debeb et al., 2009;
Galat et al., 2009). Ces cellules présentent un état endodermique immature puisqu’elles expriment des
marqueurs d’ES tels que OCT4, REX1, AP et SSEA1 et qu’elles peuvent contribuer de maniére
équivalente a I'EP et I'EV dans les expériences de chimeres. Cela leur attribue un état
« plastique/primaire » dans I'engagement vers les cellules ExXEn ; précuseurs des cellules souches
d’endoderme extraembryonnaire et montre une forte dynamique dans leur contribution aux différents

lignages d’une chimeére par exemple.
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Ces cellules ExEn sont dérivées de cellules mES via une activation artificielle des facteurs GATA
pour I'acquisition des propriétés similaires aux XEN, « XEN-like », aussi appelée gExEn (Shimosato et
al., 2007). Ainsi, les facteurs de transcription GATA6 et GATA4 jouent un rOle important dans la
différenciation des cellules XEN, en amont du facteur SALL4. L’expression forcée et maintenue de ces
facteurs dans les cellules mESC permet de mimer les caractéristiques des cellules XEN in vivo et in vitro
(Fujikura, 2002; Shimosato et al., 2007) révélant le réle suffisant des facteurs GATA dans la spécification
de ces XEN. Les cellules ES Gata6-/- échouent dans leur différenciation en EPr et en endoderme
extraembryonnaire ainsi que dans I'expression de marqueurs précoces et tardifs de I'EV (Koutsourakis
et al., 1999; Morrisey et al., 1998). En revanche, I'expression ectopique de GATA6 dans les cellules ES
entraine leur différenciation en endoderme extraembryonnaire (Fujikura, 2002). Les corps
embryonnaires dérivés des cellules ES Gata4-/- traités au RA arrivent a se différencier en EV et EP
(Bielinska and Wilson, 1997; Soudais et al., 1995) suggérant une compensation par GATA6 dont
I’expression est abondante dans les couches endodermiques de ces corps embryonnaires (Bielinska
and Wilson, 1997).

De plus, il est possible a partir de cellules ES d’obtenir des cellules XEN par traitement au RA
et par I'activine A (Cho et al., 2012; Niakan et al., 2013). Les concentrations en RA et activine sont
primordiales.

Il est aussi possible de dériver des XEN (cXEN) a partir de cellules mES maintenues en LiF +
sérum ou en cocktail 2i (Cho et al., 2012). Ces cellules cXEN présentent une expression nulle d’Oct4 et
Nanog ainsi qu’une expression élevée des genes du programme de différenciation EXEn ce qui differe
des cellules XEN-like qui présentent de faibles niveaux d’Oct4 et Nanog et des niveaux intermédiaires
des genes du programme de différenciation EXEn. De plus, le FGF exogéne n’est pas requis sauf
altération du FGF4 endogene contrairement aux cellules mES qui requierent une signalisation RTK-
FGF/MEK-ERK activée pour la différenciation en XEN (Cho et al., 2012).

Le facteur SOX17 est aussi nécessaire puisqu’il est impossible d’isoler des cellules XEN a partir
de ces embryons Sox17-/- (Niakan et al., 2010) alors qu’il a été observé que I'inhibition de Sox17 par
injection d’ARN interférents, inhibe le maintien des cellules XEN en culture (Lim et al., 2008).
Cependant, différentes études n’arrivent pas aux mémes observations et conclusions. En effet, La
surexpression de SOX17 permet de convertir des ES en XEN qui contribuent au destin ExEn lorsqu’elles
sont injectées en embryons précoces (McDonald et al., 2014). Les travaux de Niakan et al montrent
que les corps embryonnaires dérivés des cellules Sox17-/- échouent dans la spécification en ExEn
(Niakan et al., 2010) alors que Shimoda et al montrent que la différenciation de ces cellules en EPr est
normale sauf pour la différenciation en EV et EP (Shimoda et al., 2007). Le r6le de SOX17 dans les

cellules XEN reste donc a élucider.
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11.LB.2 Voies de signalisation clés dans la différenciation des XEN

Diverses voies de signalisation RTK-FGF, TGFB et BMP jouent un role clé dans la différenciation
des cellules XEN. La signalisation RTK-PDGF est requise pour cet isolement (Artus et al., 2010) et
notamment pour I'expansion et la prolifération des XEN.

L'importance de la voie RTK-FGF a été mise en évidence par différents travaux. En routine, le
FGF4 ou le FGF2 sont généralement ajoutés dans le milieu lors de la dérivation de cellules XEN a partir
d’embryons (Kunath et al., 2005). Dans les cellules mES, les FGF, dont le FGF4, ne sont pas requis pour
leur maintien mais seulement pour la différenciation (Kunath et al.,, 2007; Stavridis et al., 2007;
Wamaitha et al., 2015). Or, il a été mis en évidence que les cellules Fgf4-/- survivantes, isolées dans un
milieu de dérivation des XEN, ne produisent pas de cellules XEN sous traitement avec du RA et activine
(Cho et al., 2012). Les inhibitions de FGF ou de ERK alliées a I'inhibition de la GSK3 permettent d’ailleurs
le maintien de I'auto-renouvellement des cellules ES pluripotentes (Ying et al., 2008). |l est impossible
de surexprimer a un niveau élevé des marqueurs XEN-spécifiques tels que Gata6, Gata4 et Sox17 dans
des cellules ES mutantes issus d’embryons Fgfrl-/- Fgfr2-/- (Molotkov et al., 2017).

Il est a noter que I'EPr exprime de maniére hétérogene les marqueurs de DVE/AVE comme
Cerberus1 et Lefty1 (Takaoka et al., 2006; Torres-Padilla et al., 2007) et la signalisation Nodal/Activine
est aussi active (Granier et al., 2011). Cette voie est finement contrélée par des inhibiteurs tels que
CERBERUSI1 et LEFTY1. En 2012, Cho et al ont été capables de dériver des cellules XEN a partir de
cellules ES en ajoutant de I'activine et du RA en culture dont les caractéristiques ressemblent en tout
point a celles des cellules XEN dérivées des embryons (Cho et al., 2012). Une forte dose de RA ou
d’Activine promeut la différenciation des mES en neurones ou endoderme définitif respectivement
(Bibel et al., 2004; Kubo et al., 2004) alors qu’une faible dose est gage de conversion efficace en XEN.

Les traitements des cellules XEN avec des protéines recombinantes NODAL ou du CRIPTO, son
récepteur, membres de la famille TGFB, entrainent un phénotype d’EV in vivo et in vitro en activant
I’'expression du marqueur AFP et du marqueur du DVE/AVE CERBERUS1 (Artus et al., 2012; Kruithof-de
Julio et al., 2011; Paca et al., 2012). Si I'on utilise ces cellules XEN traitées avec du NODAL ou CRIPTO
recombinant, pour la formation de chimeres, elles participent a la formation de I’exEX, de I'emVE et
I’AVE (Kruithof-de Julio et al., 2011). L’activation de la signalisation WNT par inhibition de la GSK3 ou
par élévation du niveau de B-CATENINE induit la formation de contacts cellulaires et I'expression des
complexes Z0O-1/E-cadhérine/Actine corticale dans les cellules XEN ce qui est consistant avec la
formation d’un épithélium d’EV (Chuykin et al., 2013). Enfin, les cellules XEN traitées avec du BMP2/4
présentent une différenciation rapide avec des caractéristiques de I'EV et notamment d’exVE et
d’emVE (Artus et al., 2012; Paca et al., 2012). Le blocage de la voie SMAD1/5/8, transmettant le signal

d’activation de la voie BMP, renforcé par le blocage de la voie RTK-FGF/MEK-ERK, entraine une
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diminution de I'expression des marqueurs de I'EV tels que I’AFP, HNF4a, et une augmentation de
GATAG6 et de la TRHOMBOMODULINE, marqueur de I'EP.
Ainsi, les cellules XEN sont capables d’étre différenciées en cellules d’EP, exVE, emVE et AVE

en jouant sur les voies WNT, BMP, NODAL et RTK-FGF/ MEK-ERK.

Il Cellules souches embryonnaires: m{urines)ES (Figure 22)

LA Définition
Les cellules souches embryonnaires ou cellules ES (« stem cells »), ont été isolées en 1981 chez
la souris (mES), a partir de cultures primaires de blastocystes en présence de cellules nourricieres
(Evans and Kaufman, 1981; Martin, 1981). Les cellules ES ressemblent fortement aux cellules ECC de
par leur morphologie, leur comportement en culture et leur expression génique. En I'absence de
marqgueurs moléculaires spécifiques actuellement caractérisés, la définition d’une cellule souche
embryonnaire est essentiellement fonctionnelle et repose sur sa capacité ou « potentialité » a se
différencier en différents types cellulaires (Figure 24). De ce fait, il a été retenu deux caractéristiques
fondamentales : I'auto-renouvellement et la pluripotence. Ces deux propriétés sont définies comme
suit :
¢ |a pluripotence : les cellules sont capables de se différencier in vitro dans les trois lignages a
I’origine des tissus composant 'organisme adulte : I'ectoderme, le mésoderme et I'endoderme
et de coloniser la lignée germinale lors de la création de chiméres.
¢ [auto-renouvellement : les cellules peuvent se multiplier de facon illimitée, de maniéere
physiologique, tout en conservant leur propriété de pluripotence ce qui les qualifie de cellules
immortelles, indifférenciées, par opposition aux cellules cancéreuses qui acquierent cette

propriété au cours d’un processus pathologique.

I1I.B  Propriétés des cellules souches pluripotentes

La pluripotence des cellules souches embryonnaires murines est définie par leur capacité, si
elles sont injectées dans un blastocyste, a développer un embryon chimérique et a coloniser
I’ensemble des tissus somatiques et germinaux. Ces approches de manipulation des cellules souches
ES ont permis de produire des animaux chimériques sauvages, KO (par inactivation de génes ciblés) ou
transgéniques et ont été couronnées par le prix Nobel de médecine en 2007 (Décerné a M. Evans, M.

Capeechi et O. Smithies).
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En 2006, Yamanaka et son équipe ont révolutionné le domaine des cellules souches en
ramenant a un état pluripotent, dé-différencié, via des agents viraux, des cellules différenciées grace
a I'expression forcée des 4 génes (Oct3/4, Sox2, KIf4, c-Myc) codant pour des facteurs de transcription
impliqués dans le controle de I'expression de I’ADN (Figure 25 - Takahashi and Yamanaka, 2006). L’ état
dé-différencié des cellules est un état pluripotent caractéristique du stade embryonnaire et semblable
aux cellules ES.

Le facteur NANOG, identifié pour sa capacité a soutenir I'auto-renouvellement des cellules ES
en absence de LIF (Chambers et al., 2003), permet le maintien de la pluripotence dans les cellules ES
en promouvant I'expression d’'Oct4 et Sox2 et en inhibant les programmes d’expression des génes
impliqués dans la différenciation en EPr (Niakan et al., 2010). Dans les cellules ES, les niveaux
d’expression de Nanog fluctuent et il a été proposé qu’une régulation mono-allélique du geéne Nanog
pourrait contribuer a son patron hétérogene d’expression dans ces cellules (Chambers et al., 2007;
Kalmar et al., 2009; MacArthur et al., 2012; Mitsui et al., 2003; Miyanari and Torres-Padilla, 2012; Singh
et al., 2007).

Cependant, cette hypotheése fait toujours I'objet de discussions suite a la réalisation d’études
en cellule unique utilisant des rapporteurs alléliques ou par hybridation in situ qui ont révélé qu’il était
fort probable que la régulation allélique de Nanog ne contribue pas a la variation de son expression
(Faddah et al., 2013; Filipczyk et al., 2013). Or, Chambers et al démontrent que Nanog n’est pas
essentiel pour le maintien des cellules ES mais qu’il est nécessaire a I'établissement de nouvelles
lignées ES ou IPS a partir de blastocystes (Chambers et al., 2007).

La découverte faite par S. Yamanaka a ouvert la possibilité d’obtenir des cellules souches a
partir de n’importe quel individu et non pas a partir d’un embryon et lui a permis d’obtenir en 2012 le
prix Nobel de Médecine. Depuis, d’autres facteurs régulateurs activateurs et répresseurs ont été

décrits (Figure 25 — Martello and Smith, 2014).

I11.C Isolement, dérivation et culture des cellules ES

L'isolement des cellules souches ES est réalisé a partir d’'embryon lors des toutes premiéres
étapes de I'embryogenése. Ces cellules, de par leur capacité infinie d’auto-renouvellement,
constituent de maniére théorique une source inépuisable de cellules. Or, il est nécessaire de maintenir
I’état indifférencié des ES au fil de leur amplification in vitro. Des conditions de cultures particuliéres
permettent la conservation de la pluripotence et des propriétés intrinseques de ces cellules
« souches ». Cependant, ces conditions biologiques et techniques relatives et nécessaires a leur
entretien et a leur amplification ne sont pas encore complétement définies et maitrisées ce qui,

actuellement, ouvre la voie a de nombreux projets de recherche.

36






INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

En effet, les lignées de cellules souches issues de I'embryon sont génétiquement instables et
sujettes a des dérives au cours des passages successifs qui favorisent I'apparition de diverses anomalies
chromosomiques comme les duplications. De plus, certaines de ces cellules nécessitent la présence de
« cellules nourricieres » comme par exemple les fibroblastes embryonnaires (MEF). Des facteurs
essentiels sont produits par ces cellules dites « nourriciéres ».

L’amélioration des conditions de culture permet de nos jours de se passer de la présence de
cellules nourricieres. Il a été mis en évidence que I'utilisation d’autres composés permettait de
conserver la pluripotence des cellules in vitro. Le LIF (« Leukemia Inhibitory Factor »), membre de la
famille des Interleukines-6 (lI-6), a été le premier facteur identifié dans ce maintien de I'état de
pluripotence par technique de fractionnement du milieu de culture conditionné (Smith et al., 1988;
Williams et al., 1988) et son action passe par STAT3 dont la phosphorylation est nécessaire pour
I'activité ADN dépendante du LIF (Boeuf et al., 1997). L’analyse des mutants Lif confirme que la
phosphorylation et I'activation de STAT3 est sous la dépendance du LIF au stade 4 cellules en embryon
(Do et al., 2013; Tebbutt et al., 2002). Les mutants Stat3 révelent que STAT3 est nécessaire non pas
pour la spécification mais pour le maintien des lignages Epi et EPr au sein de la MCl au stade E4.5 (Do
et al., 2013).

L'ajout de BMP4 (ou BMP2) allié au LIF, permet de s’affranchir du sérum et des cellules
nourricieres (Ying et al., 2003). L’analyse des embryons mutants pour les genes Bmp4 et Lif ne montre
gue des phénotypes postérieurs a la mise en place de I'Epi (Lawson et al., 1999; Takeda et al., 1997;
Winnier et al., 1995).

Cela suggeére plusieurs hypothéses sur le maintien de la pluripotence dans le blastocyste : (i)
cela utilise d’autres voies de signalisation, (ii) des phénomeénes de compensation ont lieu entre ces
voies, (iii) une implication maternelle est possible. Le développement du cocktail d’inhibiteurs 2i, des
voies RTK-FGF/MEK-ERK et WNT, agissant au niveau de la cascade MEK/ERK et GSK3, permet de
maintenir les cellules dans un état indifférencié dans un milieu sans LIF, ni BMP4 ni sérum (Nichols et
al., 2009; Ying et al., 2008). En effet, I'ajout de sérum, de composition variable et imprécise, a la culture,
était un frein a la caractérisation des molécules impliquées dans le maintien de la pluripotence et de
I"auto-renouvellement de ces cellules in vitro. Or, la culture de cellules ES ne se fait pas obligatoirement
en cocktail 2i : le maitien des caractéristiques meéres des cellules ES peut s’effectuer sans ces facteurs.

Dans les cellules ES, I'expression forcée des facteurs Gatab ou Gata4 est suffisante pour induire
une trans-différenciation des cellules en ExE (Fujikura, 2002; Schroter et al., 2015; Shimosato et al.,
2007; Wamaitha et al., 2015). Enfin, le retrait du LIF dans des ES cultivées sur plusieurs semaines,
entraine la formation de corps embryonnaires exprimant, en autre, a leur surface le marqueur

endodermique GATA4 (Choi et al., 2005).
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CHAPITRE 3 - La famille GATA : membres, mise en évidence, role des

facteurs de transcription GATAG6 et GATA4 et de leur implication lors

de la différenciation de I'EPr

| La famille GATA

LA Généralités

La famille GATA représente une classe importante des facteurs de transcription chez les
eucaryotes de tous les regnes (Lowry and Atchley, 2000) et cela dans les différents types cellulaires.
Chez les vertébrés, cette famille comporte 6 membres désignés par GATAL a GATAG6. Les végétaux
expriment un nombre important de génes codant pour les facteurs GATA : pas moins de 29 membres
sont dénombrés pour Arabidopsis Thaliana par exemple alors que I'on en trouve 5 pour Drosophila
melanogaster et 11 pour Caenorhabditis elegans (Patient and McGhee, 2002; Reyes et al., 2004).

Les facteurs GATA doivent leur nom au fait qu’ils reconnaissent et se lient a des motifs
spécifiques de I’ADN tels que : 5’ — (T/A)GATA(A/G) — 3’, séquence consensus autrement nommée
WGATAR (ou W=A ou T et R=A ou G). Cette séquence se retrouve le plus souvent dans les régions
promotrices de génes cibles ce qui permet aux facteurs GATA de réguler leur transcription.

Comme développé précédemment, ces facteurs de transcription GATA sont impliqués dans de
nombreux processus de différenciation cellulaire incluant des mécanismes paralleles comme les
régulations épigénétiques (Stefanovic and Christoffels, 2015).

Les 6 membres de la famille GATA chez les vertébrés peuvent étre sous divisés en deux sous-
groupes suivant leur homologie et leur profil d’expression : un groupe hématopoiétique comprenant
les facteurs GATAL, 2 et 3 et un groupe endodermique ou cardiaque qui regroupe les facteurs GATA4,
5, et 6 ; groupe auquel je m’intéresse plus particulierement.

Les génes Gata4/5/6 codent pour des protéines de 48, 42 et 45 kDa respectivement (Arceci et
al.,, 1993; Morrisey et al.,, 1996, 1997). Les protéines GATA4 a 6 sont exprimées de maniére
prédominante dans les tissus endodermiques et mésodermiques (Arceci et al., 1993; Chazaud et al.,
2006; Laverriere et al., 1994; Morrisey et al., 1996, 1997, 1998; Plusa et al., 2008) et participent a des
régulations transcriptionnelles au cours du développement embryonnaire précoce et plus tardif. Ces
facteurs de transcription ont des profils d’expression distincts qui peuvent cependant se chevaucher.

lIs sont tous exprimés au niveau du cceur et de I'épithélium intestinal.
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Figure 26 : Structure de la séquence protéique des facteurs GATA chez les Vertébrés.
A. Structure générale des facteurs GATA chez les vertébrés. Les facteurs GATA présentent un

domaine d’activation transcriptionnelle (TAD ou AD) en NH2 terminal (indiqué par « AD » - en
), deux domaines a doigts de zinc, hautement conservés, (Zn - en ) avec les séquences
adjacentes (BR- en bleu), une séquence signal de localisation nucléaire (NLS) et un domaine
COOH terminal (CTD) (Issue de Aronson et al 2014).
Structure d’un doigt de zinc chez les facteurs GATA. Le doigt de zinc est composé de 4 résidus
cystéine de type IV, Cys-X2-Cys-X17 -Cys-X2-Cys, (ou C représente un résidu cystéine et X
représente n'importe quel autre acide aminé) qui coordonne la fixation d’un ion zinc bivalent
(Issue de Aronson et al 2014).
Forte homologie de structure entre les membres de la famille GATA. (Issue de Chlon et Crispino
2012).
Conservation des facteurs GATA4/5 et 6 chez différentes espéces: souris (mouse), rat (rat),
homme (human), poulet (chicken). Le pourcentage d’identité d’homologie entre les séquences
murine, rat, humaine et poulet des facteurs GATA4/5 et 6 sont indiqués et rapportés par
rapport a la protéine murine. (Issue de Charron et Nemer 1999)
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I.B  Structure et homologie des membres de la famille GATA (pour revue Aronson et al.,

2014)

I1.B.1  Struture

Chez les vertébrés, les 6 membres GATA présentent des domaines trans-activateurs (TAD ou
AD) et deux domaines a doigts de zinc de type IV (Figure 26A et 26B - Patient and McGhee, 2002). Le
domaine a doigt de zinc en COOH-terminal reconnait et médie avec une haute affinité la fixation a
I’ADN via la séquence consensus WGATAR. Le domaine en NH:-terminal, quant a lui, stabilise
I'interaction de la protéine GATA avec I’ADN (Figure 26A et 26B - Yang and Evans, 1992). De plus, les
domaines a doigts de zinc permettent de médier des interactions physiques et fonctionnelles avec
d’autres partenaires transcriptionnels ce qui va préciser la spécificité d’action des facteurs GATA
(Aronson et al., 2014; Durocher et al., 1997; Eisbacher et al., 2003; Fox et al., 1998; Morin et al., 2000;
Svensson et al.,, 1999; Tremblay et al., 2002). Le mode d’action précis de ces doigts de zinc et de
I'interaction avec I’ADN reste cependant méconnu sur certains aspects. Des analyses biochimiques et
structurales par crystallographie, révelent deux mécanismes d’action (Bates et al., 2008). Le premier
passerait par une interaction/dimérisation protéine-protéine impliquant deux protéines GATA pour la
fixation a I’ADN. Le second mécanisme impliquerait une fixation simultanée des deux doigts de zinc en

NH,- et COOH-terminal du méme facteur GATA sur I’ADN.

I.B.2 Homologie

Les deux classes des facteurs GATA sont issues, au méme moment, d’évenements de
duplication du gene GATA et entrainent une divergence fonctionnelle (Figure 27). De ce fait, les
facteurs GATA1/2/3 sont engagés dans la différentiation hématopoiétique et les facteurs GATA4/5/6
sont engagés dans la différentiation endodermique. Chez les vertébrés, les membres de la famille
GATA présentent une tres forte homologie entre eux : tous les membres sont hautement conservés
chez de nombreuses espéces au cours de I'évolution avec en moyenne 85% d’homologie au niveau
protéique au niveau des régions de fixation a I’ADN contenant les doigts de zinc et les régions basiques
(Figure 26C et 26D - Charron and Nemer, 1999; Molkentin, 2000) ; comparées aux autres motifs - les
domaines trans-activateurs - qui sont moins conservés au cours de I'évolution dans la famille GATA
(Chlon and Crispino, 2012). Ainsi, les différents membres de la famille GATA se lient avec la méme

affinité a la molécule d’ADN (Ko and Engel, 1993; Merika and Orkin, 1993).
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Figure 27 : Evolution des facteurs GATA au cours du temps chez les Métazoaires

(Issue de Aronson et al 2014)

Les facteurs GATA sont apparus chez les cnidaires diploblastiques lors de la spécification
endodermique avec la présence d’un ancien orthologue (en orange). Puis lors de la spécification
mésodermique, il est apparu deux classes de facteurs GATA: les orthologues des facteurs GATA1/2/3
(en rouge) qui donneront la classe cardiaque et les orthologues des facteurs GATA4/5/6 (en ) qui
donneront la classe endodermique.
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I.B.3 Recrutement et interaction avec des co-facteurs activateurs et répresseurs

En 2007, Ferreira et al montrent I'importance de la dynamique, finement régulée spatio-
temporellement, des niveaux d’expression de facteurs clés régulateurs d’éléments cis. C'est
notamment le cas des facteurs GATA dans le processus de différenciation spécifique des lignages
comme par exemple le facteur hématopoiétique GATA1 dans le contexte de I'érythropoiése (Ferreira
et al., 2007).

De plus, la complexité de régulation de ces facteurs et I'impact sur I'expression de leurs genes
cibles s’observent dans I’étude du phénotype des souris doubles mutantes Gata4/Gata6 (Xin et al.,
2006). En effet, d’aprés cette étude, la délétion des génes Gata4 et Gata6 séparément, a I'état
hétérozygote, ne provoque pas de phénotype particulier chez les souris suggérant une compensation
de ces deux facteurs. En revanche, les travaux de Xin et al, montrent que les niveaux d’expression
combinés des protéines GATA4 et GATA6 doivent étre trés précisément controlés puisque a I'état
hétérozygote pour les deux protéines GATA en simultané (Gata4+/- Gata6+/-), on observe une létalité
au niveau embryonnaire des souris (Xin et al., 2006). Ainsi, cela suggére un réle complémentaire mais
divergent de ces deux protéines. Cela a été confirmé par I'effet dose de la présence d’un allele de
Gatab observé dans les embryons hétérozygotes Gatab+/- (Bessonnard et al., 2014; Schrode et al.,
2014).

Afin de réguler leur activité transcriptionnelle, les facteurs GATA se lient a des cofacteurs qui
vont moduler soit leur affinité et donc leur attachement a leur motif WGATAR soit leur interaction
protéine-protéine a d’autres cofacteurs ce qui permet d’ajouter un autre niveau de spécificité pour
I'induction ou l'inhibition transcriptionnelle de genes cibles. Différentes études montrent une
interaction physique entre le doigt de zinc en NH,-terminal des facteurs GATA et des co-régulateurs
transcriptionnels. Parmi ces derniers, on retrouve les facteurs FOG1/2/3 (« Friend of GATA »), qui
interagissent uniquement avec les facteurs GATA1/2/3 ; NKX2.5, dHAND, BMI1, PU-1, PIT1, CYCLINE

D2, NF-AT3, CBP/p300, etc. Ainsi, peu ou pas de partenaires « PrE-spécifique » sont connus a ce jour.

I Focus sur le facteur GATA6

IILA Description génomigue, trasncriptionnelle et traductionnelle

La séquence génomique codant pour GATAG est localisée sur le bras long du chromosome 18.
La transcription du géne produit un pré ARN messager possédant 7 exons (Figure 28).

Les génes murins et humains Gata6 ont la caractéristique de présenter un exon alternatif non
codant, exon 1 (exonla et exon 1b chez Brewer et al., 1999), en partie 3’ ; caractéristique similaire
chez les autres membres de la famille GATA. L'exon 1a est situé a 1426bp chez 'homme et 1297bp

chez la souris de I'exon Il et contient différents sites d’épissage alternatif (Figure 28). Situé le plus en
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Figure 28 : Organisation génomique du géne Gata6, formes transcriptionnelles et traductionnelles

(Ensembil)

A-B. Le géne Gata6b est composé de 7 exons dont I'exon 2 qui comprends deux codons « start »

méthionines illustrés en C et D.

B. Les formes transcriptionnelles sont diverses et sont indiquées en B. Les sites d’épissages alternatifs
principaux produisant ces formes ARN ont été indiqués entre les exons 1 et 2 et entre les exons 2 et 3

(en noir).

C-D. Les formes protéiques sont au nombre de deux chez la souris, une forme longue (C) et une

forme courte (D).
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amont coté 5’, il est trés conservé au cours de I'évolution suggérant une potentielle fonction
régulatrice de celui-ci. Cela a été confirmé par expériences de transfection transitoire dans lesquelles
il est observé que cet exon 1a stimule positivement la transcription de I'exon 1b (Brewer et al., 1999).
L'exon 1b, quant a lui, est exprimé par un événement isolé d’initiation de la transcription 616bp en
aval de I'extrémité 3’ de I'exon 1a et est lui aussi entouré de site donneur-accepteur pour |'épissage
alternatif (Figure 28). Bien que les exons 1a et 1b aient été vus comme étant fortement conservés, les
régions introniques situées entre ceux-ci ne le sont pas.

Seuls les exons Il a VI sont codants avec comme particularité pour les exons lll et IV de coder les
régions a doigts de zinc (Figure 28). Différents sites d’épissage alternatifs sont présents entre les exons
Il et Il chez la souris et entre les exons IV, V et VI chez 'homme (Figure 28 - Brewer et al., 1999). Ainsi,
différentes isoformes transcriptionnelles sont possibles (formes longue et courte) et détectées avec
une prévalence pour celles transcrites de I’exon 1a (Brewer et al., 1999).

Au niveau traductionnel, il existe deux isoformes différentes produites par deux codons
méthionine initiateurs situés dans I'exon Il (Figure 28). Ces isoformes protéiques sont les suivantes :
une isoforme longue de 595 acides aminés produisant une protéine de 64 kDa chez ’lhomme et de 59
kDa chez la souris et une isoforme courte de 449 acides aminés produisant une protéine de 52 kDa
chez 'homme et de 44,7 kDa chez la souris. Ces deux isoformes protéiques possédent, comme
I’ensemble des facteurs GATA, les mémes domaines caractéristiques (Figure 26 - Takeda et al., 2004).
Chez la souris, les doigts de zinc de GATA6 sont situés en position 384-408 pour le premier et 438-462
pour le second. En revanche, I'activité trans-activatrice des deux isoformes est différente puisque la
forme longue de GATAG présente une efficacité plus forte comparée a la forme courte (Brewer et al.,
1999; Takeda et al., 2004). En effet, il a été mis en évidence que 83 acides aminés en position N-
terminale sur la forme longue de GATA6 sont responsables de I'augmentation de I'efficacité trans-
activatrice de Gata6. Cependant, dans les expériences de Brewer et al, en cellules d’hépatoblastome

HepG2, la forme longue est favorisée (Brewer et al., 1999).

LB Roéle de GATA6

GATAG joue un réle essentiel pour lors de la pré-implantation comme précisé précédemment.

II.C GATAG6 et pathologies

De nombreuses pathologies et cancers impliquent le facteur de transcription GATA6. Dans les
adénocarcinomes oesophagiques, une amplification génomique des facteurs Gata6 et Gata4 est
fréquemment retrouvée (Dulak et al., 2012). Les niveaux de GATA6 sont élevés dans les cryptes

intestinales murines et la prolifération cellulaire est réduite dans les souris Gata6-/-.
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Figure 29 : Mise en évidence de la phosphorylation in vitro de la protéine GATA6 par le cocktail
MEK/ERK sur des résidus sérines dans des cellules CaCo2

(Issue de Adachi et al 2008)

Immunoprécipitation de GATA6 avec un anticorps anti-GATA6 et incubation avec un mélange de

protéines kinases MEK/ERK et d’ATP marqué radioactivement (gamma-32 P) ATP et visualisation soit
par autoradiographie ou par Western blot. L'astérisque (*) désigne I'lgG a chaine lourde.
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(Beuling et al., 2008, 2011). Ces modifications d’expression de Gata6 notamment dans ces cellules a
haut potentiel proliférant, peut entrainer de nombreuses pathologies telles que des pathologies
gastro-intestinales et des cancers de I'osophage et de I'estomac (Ayanbule et al., 2011; Haveri et al.,
2008) De plus, il a été montré que Gata6 est amplifié dans les cancers pancréatiques (Fu et al., 2008;
Kwei et al., 2008; Sulahian et al., 2014). Des mutations dans le gene de Gata6 ont été trouvées comme
causant des défauts dans la formation cardiaque chez I’'homme via une dérégulation de la signalisation

sémaphorine-dépendante (Kodo et al., 2009).

Il Modifications post-traductionnelles des facteurs GATA

La traduction des protéines est complétée par des modifications chimiques ou biologiques
appelées « modifications post-traductionnelles » (MP-T) permettant d’affiner la conformation, la
fonction, I'activité et/ou la localisation des protéines (Bah and Forman-Kay, 2016). En effet, les MP-T
permettent de moduler I'activité activatrice ou inhibitrice de certaines protéines et sont catalysées, la

majeure partie du temps, par des enzymes particulieres.

III.LA Les facteurs GATA et la phosphorylation

La phosphorylation consiste en I'ajout d’'un groupement phosphate sur des résidus sérine,
thréonine ou tyrosine. Cette réaction est catalysée par des protéines appelées kinases qui ont un motif
de phosphorylation spécifiques comme les protéines MAPK de la voie RTK-FGF (ERK, JNK, p38, etc.) ou
les kinases cyclines dépendantes (CdK).

Les effets d’'une phosphorylation sur une protéine sont trés variables : ils dépendent a la fois
de la protéine ciblée mais aussi de la kinase responsable de cette modification (Cheng et al., 2011). La
phosphorylation d’une protéine peut altérer sa fonction via la régulation de son activité enzymatique,
sa structure/repliement, sa stabilité, sa localisation cellulaire, ou sa fixation a des partenaires ou a
I’ADN.

Ainsi, I'ajout d’une ou plusieurs phosphorylation(s) sur une protéine peut induire des effets
négatifs ou positifs comme par exemple :

¢+ moduler son activité transcriptionnelle via une diminution/augmentation de I'affinité de

fixation sur ces génes cibles tel qu’observé pour GATA3 (Furusawa et al., 2013) ou GATA4

(Charron et al., 2001; Liang et al., 2001; Tremblay and Viger, 2003)

¢+ permettre/bloquer I'ajout d’'une autre MP-T telle que I'ubiquitination ce qui entraine ou
bloque la dégradation par le protéasome tel qu’observé pour GATA1 (Hernandez-Hernandez
et al., 2006), GATA2 (Koga et al., 2007) ou GATA3 (Shinnakasu et al., 2006, 2008; Yamashita et

al., 2005).
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Figure 30 : Représentation schématique de nouveaux sites de phosphorylation potentiels par la
GSK3 sur la forme longue de la protéine GATA6 humaine
(Issue de Chitforoushzadeh et al 2016)

Des expériences de spectrométrie de masse ont permis d’identifier 11 sites de phosphorylation de la
forme longue de GATAG6 (GATAG6L). Les nouveaux sites (New) sont inscrits en dessous de la séquence
alors que les sites déja reportés (Reported) dans la littérature sont inscrits au dessus de la séquence.
Les sites non détectés dans I’étude (Not detected) sont inscrits en gris au dessus de la séquence. Les
codons « start » méthionines sont désignés par des fléches pour la forme longue et la forme courte.

Les domaines a doigts de zinc (ZnF) et transactivateur (N-terminal GATA core) sont aussi illustrés.
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¢+ Favoriser/bloquer la translocation de la protéine GATA dans le noyau et empécher son activité
transcriptionnelle au vu de son impossibilité a se fixer sur I’ADN comme constaté pour GATA2
(Menghini et al., 2005) ou GATA3 (Maneechotesuwan et al., 2007).
¢+ Favoriser/inhiber le recrutement de cofacteurs tel que GATA4 et la protéine STAT (Wang et al.,
2005).
La phosphorylation engendre aussi des modifications dans l'intégrité de la fonction protéique. Les
changements peuvent apparaitre dés qu’un certain seuil dans le nombre de sites de phosphorylation
phosphorylés, est atteint et dépassé; ou alternativement lors d’une réponse graduelle et

proportionnelle au nombre de sites phosphorylés.

L’équipe d’Adachi et al en 2008, a montré que GATA6 est phosphorylée, au sein de cellules
d’adénocarcinomes colorectaux CaCo2, par les protéines MEK1/2 sur la Sérine 120 de la forme courte
de GATAG6 chez 'Homme (Sérine 266 sur la forme longue de GATA6) correspondant a la Sérine 264 de
la forme longue chez la souris (Figure 29 - Adachi et al., 2008). Dans ces travaux, des expériences
d’inhibition de la phosphorylation par mutagenese dirigée (Ser120>Ala) ont permis de voir que
I"activité transcriptionnelle de GATAG6 ainsi que I'activation du promoteur Nox1, GATA6-dépendant,
étaient abolies (Adachi et al., 2008).

GATAG peut aussi étre phosphorylée par AKT2 sur la Sérine 290 chez la souris, lorsque la voie
mTORC est inhibée, ce qui stabilise GATA6, permet son accumulation dans le noyau et I'augmentation
de son affinité pour I’ADN engendrant la trans-activation de promoteurs codants pour des protéines
impliquées dans la contractilité pour in fine inhiber la prolifération (Xie et al., 2015).

Enfin, de nombreux autres sites sérines et thréonines phosphorylés ont été mis en évidence

récemment au sein de la forme longue de GATA6 humaine (Figure 30 - Chitforoushzadeh et al., 2016).

I1I.B Les facteurs GATA et 'ubiquitination

L'ubiquitinylation est une réaction covalente d’ajout d’ubiquitine, protéine d’environ 76
amino-acides soit 8,5 kDa (Swatek and Komander, 2016). Cette MP-T permet |'adressage de la protéine
ciblée au complexe de dégradation cellulaire qu’est le protéasome. De nombreux autres roles lui sont
attribués dans le cycle cellulaire, la réparation de I’ADN, I'embryogenese, la régulation de la
transcription, I'apoptose par exemple (pour revue Guharoy et al., 2016).

Chaque facteur GATA présente des résidus capables d’étre ubiquitinés. Différentes équipes
ont montré que I'ubiquitination de ces facteurs entrainait leur dégradation par le protéasome.

Il a été mis en évidence, en cellules XEN, que GATAG6 interagit avec la protéine BMI1
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notamment via le doigt de zinc et la partie C-terminale pour GATA6 et le domaine Ring a doigt de zinc
pour la protéine BMI1 (Lavial et al., 2012). Cette interaction promeut la différenciation en EPr en
stabilisant GATA6 pour empécher son ubiquitination et donc sa dégradation via le protéasome. La
délétion des domaines a doigts de zinc et C-terminal pour GATA6 entraine une augmentation de sa
stabilité et une diminution de I'ubiquitination lui conférant une protection contre sa dégradation par
le protéasome (Lavial et al., 2012). De la méme maniére la délétion du domaine Ring de BMI1 par

mutagenése entraine une perte de I'interaction GATA6/BMI1 (Lavial et al., 2012).

I1I.C Les facteurs GATA et autres MP-T

D’autres MP-T peuvent étre retrouvées sur les facteurs GATA telles que I'acétylation (Boyes et
al., 1998; Hung et al., 1999; Lamonica et al., 2006), la sumoylation (Collavin et al., 2004; Ferreira et al.,
2005), la glycosylation (Martin et al., 2001), etc., mais n’étant pas le sujet principal de ma theése, je ne

développerai pas ces MP-T.
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Figure 31 : Famille des récepteurs tyrosine kinase (RTK)

(Issue de Lemmon and Schlessinger 2010)

Représentation schématique des 20 différentes sous familles de récepteurs tyrosine kinase humains.
Les domaines structuraux des régions extracellulaires, identifiées par leur séquence ou leur
organisation structurale sont détaillés dans I’encadré dessous le schéma. Les domaines intracellulaires
sont montrés par des rectangles rouges désignant le domaine tyrosine kinase.

De plus, il est a noter que d’autres récepteurs tels que les récepteurs de la famille des intégrines,
acteurs de I'adhérence des cellules a la matrice extracellulaire au sein de structures appelées « plaques
d’adhérence focales », cooperent structuralement avec les RTK, comme par exemple 'EGFR, le PDGFR
ou le VEGFR, lors de processus variés tels que le controle de la prolifération, de la différenciation et de
la survie cellulaires. Les intégrines, non représentées sur ce schéma, peuvent néanmoins s’associer aux
RTK pour moduler leur activité et interférer dans la transmission du signal de la voie.
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CHAPITRE 4- La voie de signalisation des Récepteurs Tyrosine Kinase

(RTK)

| Structure des récepteurs RTK

L'ensemble des récepteurs RTK est regroupé en 7 familles principales et réparti en 20 sous
populations (Figure 31 pour revues Lemmon and Schlessinger, 2010; Schlessinger, 2000) comme par
exemple les familles ErbB ou EGFR, IGFR, PDGFR et FGFR.

Les récepteurs RTK sont composés de trois domaines distincts: (1) le domaine
extracellulaire qui permet la fixation du/des ligands sur le récepteur (Heldin, 1995) ; (2) le domaine
transmembranaire qui permet I’'ancrage du récepteur a la membrane (Webster and Donoghue, 1996) ;
(3) le domaine intracellulaire qui comprend I'activité catalytique tyrosine kinase du récepteur. Ce
domaine est fortement conservé entre les différents récepteurs RTK (Hubbard, 2002; Hubbard and Till,
2000; Hubbard et al., 1998). Il a été observé que la mutation d’un seul résidu dans ce domaine entraine
la perte de fonctionnalité du récepteur. Par conséquent, une boucle d’activation fonctionnelle est
requise pour la stabilisation de la configuration activée du récepteur ainsi que pour la déstabilisation

des interactions en cis pour I'auto-inhibition du récepteur (Nolen et al., 2004).

Il Activation des récepteurs RTK

L'activation des récepteurs RTK se fait généralement par dimérisation, non covalente, apres
fixation du ligand mais il est possible d’activer le récepteur sans fixation de son ligand (pour revue
Schlessinger, 2000). De maniére générale, I'interaction du ligand avec le domaine extracellulaire de
son récepteur engendre la dimérisation du récepteur se traduisant par la formation d’un complexe
protéique composé de deux chaines de récepteurs et de deux molécules de ligands. Cependant, la
stabilisation suite a la dimérisation peut varier suivant les complexes. La dimérisation du complexe
FGF-FGFR ne le rend pas stable et nécessite la présence de molécules d’héparines pour sa stabilisation
(Spivak-Kroizman et al., 1994). Il a été mis en évidence que la surexpression du récepteur méme en
absence de la liaison du ligand ou l'utilisation d’inhibiteurs des protéines tyrosines phosphatases,
permet d’augmenter I'autophosphorylation des récepteurs RTK montrant que des diméres peuvent
étre actifs en absence de la liaison du ligand. Il existe donc plusieurs états d’équilibre entre diméres

actifs et inactifs (pour revue Schlessinger, 2000).
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La dimérisation non covalente du récepteur RTK (2 molécules de récepteur) fait suite a la
fixation du ligand sur le domaine extracellulaire, ce qui entraine un changement de conformation du
récepteur et induit une augmentation de I’activité kinasique par autophosphorylation des tyrosines du
récepteur (Heldin, 1995; Lemmon and Schlessinger, 2010; Schlessinger, 2000; Ullrich and Schlessinger,
1990). Il a été mis en évidence, pour le FGFR1, le FGFR2, 'EGFR et le récepteur a l'insuline par exemple,
que le processus d’autophosphorylation se fait suivant une réaction ordonnée et séquentielle (Bae and

Schlessinger, 2010; Cheng et al., 2011; Furdui et al., 2006; Kobashigawa et al., 2015).

Il Les récepteurs RTK : focus sur la famille FGFR

III.LA  Structure des FGFR

Chez les mammiferes les récepteurs FGFR sont au nombre de 5 nommés FGFR1 a FGFR5, dont
le FGFR5 a été découvert récemment (Figure 31 - Blume-Jensen and Hunter, 2001; Johnson and
Williams, 1993; Johnson et al., 1991; Sleeman et al., 2001; Ullrich and Schlessinger, 1990).

Les récepteurs au FGF sont composés de trois domaines immunoglobulines « Ig-like » dans
leur partie extracellulaire en N-terminal de la protéine : un domaine D1, et deux domaines D2 et D3,
qui médient la fixation du ligand et la spécificité de celle-ci (Jaye et al., 1992; Johnson and Williams,
1993; Plotnikov et al., 1999). L'activité kinase de ces récepteurs est cruciale pour I'induction de
réponses intracellulaires et il est donc nécessaire de réguler au mieux celle-ci afin de réduire le

potentiel mitogeénique des FGFRs (Wang et al., 1994).

I1I.B Ligands et activation normale des FGFR

L’activation des FGFR combine a la fois la fixation du ligand, les contacts directs récepteurs-
récepteurs et 'implication de cofacteurs (Schlessinger, 2000; Stauber et al., 2000).

Les ligands FGF sont des petites protéines monomériques, sécrétées vers le milieu
extracellulaire via une séquence signal en N-terminal, de 17 a 34 kDa. lls sont regroupés dans une
famille de 22 membres (Ornitz and Itoh, 2001). Un méme ligand peut aller se fixer sur plusieurs
récepteurs et inversement. Il a été mis en évidence que le ligand FGF1 pouvait se lier aux récepteurs
FGFR1 et FGFR2 avec une interaction directe avec les diméres de récepteurs mais sans interaction
directe avec un autre ligand (Plotnikov et al., 1999, 2000; Stauber et al., 2000) suggérant le mécanisme
commun d’activation des FGFRs.

L’activation du FGFR requiert a la fois le ligand FGF qui connecte une des deux molécules
récepteur avec une affinité plus forte pour I'un que pour 'autre, mais aussi de I'"héparine ou de

I’héparane sulfate protéoglycane, aussi nommé HSPGs, constituants de la matrice extracellulaire,
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(Ornitz et al., 1992; Spivak-Kroizman et al., 1994; Yayon et al., 1991) qui connectent pour leur part le
ligand ainsi que les deux molécules récepteurs via le domaine D2, servant aussi de site d’interaction
entre les deux molécules récepteurs (Jaye et al., 1992; Johnson and Williams, 1993). L'ensemble de ces
interactions entraine un changement de conformation et une stabilisation du dimere de récepteurs
FGFR. Les sulfates d’héparine jouent un réle majeur dans la localisation des FGFRs (Klagsbrun, 1990;
Matsuo and Kimura-Yoshida, 2013; Shimokawa et al., 2011), dans I'affinité du ligand FGF pour son
FGFR ainsi que dans la stabilisation du dimeére (Schlessinger et al., 2000). D’autres configurations
alternatives peuvent étre observées mais ne seront pas développées ici (pour revue Lemmon and

Schlessinger, 2010).

I1I.C Rdles de la signalisation RTK-FGF

La signalisation RTK-FGF est impliquée au cours du développement embryonnaire précoce lors
de la spécification et de la différenciation des lignages de la MCI comme détaillé précédemment avec
un role majeur du ligand FGF4 et du récepteur FGFR1.

Les FGF et FGFR peuvent étre retrouvés exprimés dans le noyau ou ils ont une fonction non
relative a leur activité tyrosine kinase (Arese et al., 1999). FGF1 peut stimuler la synthése d’ADN de
maniéere indépendante du FGFR. Cependant il n’est pas clair pour le moment si cela implique une
fonction transcriptionnelle directe ou une interaction avec d’autres molécules du noyau.

Quant aux récepteurs, ils peuvent étre internalisés via I'importine B. En effet, le FGFR1 est
requis pour la différenciation neuronale et engendre une activation transcriptionnelle via son

interaction avec la protéine CREB (Fang et al., 2005; Stachowiak et al., 2007).

lll.D Régulation des FGFR

L'autophosphorylation du récepteur a pour conséquence de stimuler 'activité catalytique de
ce dernier mais aussi de phosphoryler des tyrosines qui permettent la reconnaissance et le
recrutement de protéines nécessaires a la transduction du signal en aval de I'activation du récepteur.

Les FGFRs existent sous plusieurs isoformes résultant d’un épissage alternatif dont les sites
sont localisés dans la partie extracellulaire du récepteur. Plusieurs types d’isoformes sont recensées:
des isoformes ne présentant que la partie extracellulaire et constituant les formes sécrétées des
récepteurs, des isoformes ou la seconde partie de la derniére immunoglobuline a été modifiée (3
exons, 3 formes llla, lllb, llic) des isoformes avec 2 ou 3 domaines Ig. Il est aussi possible de trouver
des isoformes qui different dans la partie intracellulaire du récepteur : dans ce cas deux acides aminés,
valine et thréonine (Twigg et al., 1998), sont insérés dans le domaine juxta-membranaire. En outre,
dans FGFR1, ces acides aminés sont cruciaux pour l'activation de la voie RTK-FGF/MEK-ERK par

exemple (Burgar et al., 2002).
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Ces différentes combinaisons d’isoformes permettent de moduler finement la spécificité de liaisons
des ligands FGF.
Ainsi, les récepteurs FGFR vont pouvoir activer, aprés fixation du ligand, différentes branches

en aval (Figure 8) telles que les branches RAS/RAF/MEK-ERK et RAS/PI3K-AKT.

IV Branches RAS/RAF/MEK-ERK et RAS/PI3K-AKT de la voie RTK-FGF

La branche RAS/RAF/MEK-ERK est une partie essentielle de la voie RTK-FGF régulant la
prolifération cellulaire et la survie notamment mais aussi de nombreux autres processus (pour revues
Chang and Karin, 2001; Pearson et al., 2001). Elle constitue la voie canonique induite par la protéine
RAS. Cependant, la protéine RAS peut aussi induire une autre branche celle de la PI3K-AKT, considérée

comme une voie secondaire.

IV.A Voie canonique MEK-ERK

La voie canonique de la signalisation RTK-FGF passe par la voie ou « branche » RAS/MAPK
comprenant la sous-branche RAS/MEK-ERK. Cette branche est trés conservée au cours de I'évolution
et est composée de différents niveaux formant la cascade d’activation. Une fois le récepteur a activité
tyrosine kinase stimulé, des cofacteurs tels que les protéines FRS2a, CRKL, GRB2, SOS et RAS GTPases
(« hydroxylase Guanosine TriPhosphate ») sont activés (Figure 8 - Bernards and Settleman, 2004;
Cheng et al., 1998; Repasky et al., 2004) ce qui active ainsi 3 niveaux de différentes protéines kinases
(pour revue Coulombe and Meloche, 2007). Les derniéres MAPK vont phosphoryler leurs substrats en
ciblant spécifiguement les résidus tyrosine et thréonine. La famille la plus connue et étudiée est la

famille ERK1/2 (« Extracellular signal-Regulated Kinase ») (Figure 8).

IV.A.1 Les protéines MEK1/2 (Figure 8)

MEK est une kinase spécifique des résidus sérine, thréonine et tyrosine présentes sous deux
isoformes MEK1 et MEK2 (Zheng and Guan, 1993). Leur seul substrat spécifique est la protéine ERK,
elle aussi exprimée sous deux isoformes ERK1 et ERK2.

L’activation des protéines MEK1/2 passe par leur phosphorylation via les protéines RAS-RAF.
Divers inhibiteurs spécifiques de ces protéines tels que le PD0325901 (Barrett et al., 2008; Frankenberg
et al., 2011; Lanner and Rossant, 2010; Nichols et al., 2009; Yamanaka et al., 2010) sont utilisés et
correspondent a des inhibiteurs de type allostérique qui ne se fixent pas a la poche d’ATP d’ou leur
forte spécificité. Les phénotypes observés sur embryons lors du traitement avec cet inhibiteur ont été
décrits précédemment. L’'invalidation de Mek1 chez la souris provoque la mort embryonnaire au stade

E10.5 (Giroux et al., 1999) alors que lI'invalidation de Mek2 n’a pas d’effet durant I'embryogenése et
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ne modifie pas 'activation des kinases ERK1/2 suggérant un effet compensatoire de la protéine MEK1

(Bélanger et al., 2003).

IV.A.2 Les protéines ERK1/2 (Figure 8)

Caractérisées en premier au sein de la famille MAPK, ce sont des kinases sérine, thréonine
spécifiques, qui régulent de nombreux processus variés dans divers types cellulaires. L’invalidation du
géne codant pour la protéine ERK1 n’a aucun effet sur le développement embryonnaire et adulte chez
la souris contrairement a celle de la protéine ERK2 qui engendre une létalité embryonnaire précoce
entre les stades E6.5 et E8.5 (Pages et al., 1999). En effet, ces embryons échouent dans la formation
de I'EXE et du cbne ectoplacentaire formant un TE mature. L'incapacité de ERK1 a sauver le phénotype
de la délétion montre la fonction spécifique de ERK2 lors du developpement du TE (Saba-El-Leil et al.,
2003). Cependant, il est a noter que cette incapacité pourrait aussi étre due au fait que ERK1 ne soit
pas exprimée. Enfin, I'activité ERK peut aussi étre indépendante des branches RTK-FGF/RAS-RAF-
MEK1/2 et PI3K-AKT notamment lors de la prolifération stimulée par IGF-1 au sein des cellules HepG2
(Cuevas et al., 2007). En effet, la déplétion de I'expression du récepteur a l'insuline IRS-4 diminue la
phosphorylation et donc 'activité de ERK et ces effets sont médiés par I’ePKC agissant sur ERK aprés

stimulation par I'IRS-4 (Cuevas et al., 2007).

IV.B Voie non canonique de la PI3K

La branche PI3K-AKT est impliquée dans les processus de métabolisme cellulaire, de croissance
cellulaire, de résistance a I'apoptose, de trafic vésiculaire, d’invasion et de migration cellulaire (pour
revues (Engelman et al., 2006; Shaw and Cantley, 2006; Vivanco and Sawyers, 2002). La famille PI3K
est divisée en trois classes de protéines, classes |, Il et lll, qui divergent selon la structure, la distribution
d’expression dans les tissus, le mécanisme d’activation et la fonction des protéines (Figure 8 - Cantley,
2002; Deane and Fruman, 2004; Wymann et al., 2003). En embryon, la branche PI3K est active puisque
les sous unités p85 et p110 de la protéine PI3K sont exprimées durant les stades pré-implantatoires et

I'activité de la branche est observée par la phosphorylation de la protéine AKT (Riley et al., 2005).

V  Interconnexion des branches RAS-RAF-MEK-ERK et RAS-PI3K-AKT-mTOR

Les branches RAS-RAF-MEK-ERK et RAS-PI3K-AKT-mTOR sont interconnectées et la
communication entre ces branches s’établit dans les deux sens : de la branche MEK-ERK vers la branche
PI3K-AKT ou en sens inverse de la branche PI3K-AKT vers la branche MEK-ERK. Les communications
entre ces deux branches sont de différents types (pour revues Aksamitiene et al., 2012; Mendoza et

al., 2011): soit activatrices soit inhibitrices.
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Figure 32 : Communications de la voie MEK-ERK vers la voie PI3K-AKT et inversement de la PI3K-AKT
vers MEK-ERK

(Issue de Mendoza et al 2011)

Les voies PI3K-AKT et MEK-ERK communiquent entre elles pour se réguler négativement (rouge)
notamment au niveau de la régulation de la forme active phosphorylée de ERK sur GAB ou de la forme
active phosphorylée d’AKT sur RAF; ou positivement (vert) notamment de la protéine RAS active vers
la protéine PI3K lors de son interaction avec GAB ou du complexe actif ERK sur différents effecteurs de
la voie PI3K tels que les protéines du complexe mTORC1. Les régulations positives des protéines
substrats sont indiquées par des fleches alors que les régulations négatives sont indiquées par des
lignes a bout franc (— )
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V.A De la branche MEK-ERK vers la branche PI3K-AKT

Il existe environ 2000 protéines interactives dans la signalisation RTK impliquant les protéines
MAPK dont 284 font partie du complexe ERK1 endogene (Bandyopadhyay et al., 2010).

La protéine ERK active peut contréler I'activité de la branche PI3K-AKT par différents moyens.
Le premier moyen passe par la modulation par ERK du niveau de phosphorylation des résidus sérine
et thréonine de la protéine GAB (Figure 32). Ces résidus phosphorylés de GAB sont adjacents aux
résidus des sites de fixation de la sous unité p85 de PI3K (Figure 32 - Lehr et al., 2004). Ainsi, suivant le
signal d’induction, les niveaux d’expression du complexe GAB/p85 PI3K sont soit augmentés soit
diminués (Kiyatkin et al., 2006; Yu et al., 2001, 2002).

A l'inverse de la boucle de rétro-controle négatif entre PI3K et GAB, une boucle de rétro-
contrdle positif est induite entre RAS-GTP et PI3K (Jimenez et al., 2002; Vivanco and Sawyers, 2002).
L'inhibition des protéines MEK entraine une stimulation du signal induit par I'EGF et par conséquent
une augmentation de I’activation d’AKT (Hoeflich et al., 2009). Cette activation serait due a I'inhibition
du recrutement de la PI3K, médié par la protéine GAB1 qui serait elle-méme phosphorylée par ERK
(Figure 32 - Mendoza et al., 2011). Enfin, il a été constaté que la protéine RAS intéragit avec la sous
unité p110 de la PI3K, ce qui active, par augmentation de son activité lipide kinase, la PI3K (Figure 32 -
Kodaki et al., 1994; Rodriguez-Viciana et al., 1994). Ainsi, il existe une communication de la branche

MeK-ERK vers la branche PI3K-AKT afin de moduler I'activité qui en découle.

V.B De la branche PI3K-AKT vers la branche MEK-ERK

Au sein de la branche PI3K-AKT environ 802 protéines interactives sont recensées (Pilot-Storck
et al., 2010). L'inhibition de la PI3K résulte en une répression des protéines ERK1/2 montrant le role
de PI3K dans I'activation de la voie MEK-ERK (Wandzioch et al., 2004; Yart et al.,, 2001). La
communication issue de I'activation de la PI3K médiée par GAB1, entrainant I’activation des MAPK, est
une communication positive mais il existe aussi des communications négatives telles que celle régie
par AKT et ses effecteurs en aval tels que les protéines TSC1 et TSC2 ou le complexe mTORC1 (Figure
32).

En effet, la protéine AKT peut réguler négativement la branche MEK-ERK, en particulier en
prenant pour cible, via RAF, la protéine ERK, protéine qu’elle phosphoryle sur des sites de liaison a la
protéine RAF en N-terminal (Figure 32 - Cheung et al., 2008; Guan et al., 2000; Zimmermann and
Moelling, 1999 pour revue Dhillon and Kolch, 2002). De maniére intéressante, I'activation des
protéines ERK au niveau transcriptionnel peut étre positive et médiée par AKT (Junttila et al., 2008;
Wang et al., 2010). Enfin, AKT régule négativement d’autres protéines de la signalisation RTK telles que

les protéines p38 MAPK, une classe de protéines MAPK répondant aux stimuli de stress et facteurs
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environnementaux, et la protéine GSK3 via la régulation de protéine phosphatases de la voie. Ces
phosphatases une fois inhibées ne peuvent plus remplir leur role de régulateur négatif de ERK ce qui
prolonge la durée d’expression de celui-ci (Aksamitiene et al., 2010; Vivanco and Sawyers, 2002).

En conclusion, I'ensemble de ces données montrent de maniére générale que PI3K régule
positivement la branche RAS/MEK-ERK et augmente I'activité ERK alors que I’activation d’ERK régule
négativement la branche PI3K-AKT. Le contexte de la communication entre ces branches est primordial
et la stimulation par les facteurs de croissance est caractéristique de la primauté de I'une des branches

sur 'autre.
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Projets de these

Au sein de notre équipe, nous étudions les mécanismes génétiques qui régissent I’acquisition
et la régulation de I'identité cellulaire, entre cellules Epi et EPr principalement, lors de I'embryogenése
murine. L'étude des processus de différenciation cellulaire de ces lignages et des mécanismes
génétiques qui les régulent, permet de mieux comprendre comment des dérégulations peuvent
intervenir et provoquer, par exemple, des processus tumoraux. Au long terme, des stratégies
thérapeutiques, basées sur ces observations, pourront étre mises en place. Pour I'étude de ces
mécanismes, nous utilisons au laboratoire des modeéles in vivo d’embryon murin ou in vitro, en culture,
de ces embryons et de cellules souches embryonnaires (ES) murines pour analyser les étapes de la
différenciation cellulaire. Dans ce contexte, mon doctorat a porté sur I'étude de cette organisation
spatiale et temporelle de réseaux de régulations géniques, permettant I'acquisition de l'identité

cellulaire et le déroulement de processus morphogénétiques.

Mes travaux se déclinent en deux parties :

a) une partie principale portant sur I’étude de la coopération entre le facteur de transcription
GATAG et la voie de signalisation RTK-FGF (branches MEK-ERK et PI3K-AKT) au cours de la

différenciation de I'EPr (Projet 1).

b) une seconde partie abordant la maturation de I'EPr et la formation de ses dérivés via
I’étude du(es) role(s) de deux autres facteurs que sont Dickkopf (DKK1) et Noggin. Ainsi
pour cette seconde partie, j'introduirai, pour plus de clarté, le contexte bibliographique

avant de détailler les résultats obtenus lors de cette étude (Projet 2).

53






Projet 1 : Etude de la coopération entre la voie de signalisation RTK-FGF et le facteur de transcription
GATAG6 au cours de la différenciation de I'EPr.

Projet 1 : Etude de la coopération entre la voie de
signalisation RTK-FGF et le facteur de
transcription GATAG6 au cours de la différenciation

de I'EPr.
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Objectifs — Projet 1

Les embryons mutants pour Nanog et mutants pour Gata6 montrent que I’activation des génes
cibles lors de la différenciation et maturation de I'EPr requiert a la fois GATAG et la signalisation RTK-
FGF (Bessonnard et al., 2014; Frankenberg et al., 2011; Schrode et al., 2014).

Il a été montré dans des cellules de carcinome du colon CaCo2 que GATA6 peut étre
phosphorylée par les kinases MEK/ERK nécessaire a son activation (Adachi et al., 2008). J'ai donc deux
hypothéses : soit la phosphorylation directe de GATA6 par la signalisation RTK-FGF active les genes
cibles comme Sox17 et Gata4, soit I'activation des genes cibles de GATAG6 requiert a la fois GATA6 non
phosphorylée, et la signalisation RTK, simultanément en paralléle. Dans ce cas la voie RTK-FGF
activerait d’autres facteurs de transcription.

Puisque la surexpression de GATAG6 dans les cellules ES permet leur trans-différenciation en
endoderme extraembryonnaire (Cho et al., 2012; Fujikura, 2002; Koutsourakis et al., 1999; Morrisey
et al., 1998; Niakan et al., 2013; Niwa et al., 2000; Shimosato et al., 2007), j’ai donc utilisé ces cellules
comme outil expérimental.

J'ai utilisé un modeéle de cellules souches embryonnaire soit sauvages (ES WT) soit déplétées
en GATAG6 (ES Gata6”", Morrisey et al., 1998) dans lesquelles j’ai surexprimé différentes formes de
GATAG, sauvages ou mutantes. Ces cultures ont été réalisées en absence et en présence d’inhibiteurs
de la signalisation RTK-FGF notamment pour les branches MEK-ERK et PI3K-AKT. Dans ces différentes
conditions, j’ai analysé I’expression au niveau protéique de cibles induites par GATA®6 telles que SOX17
et GATA4, via des expériences d’immunofluorescence et au niveau ARNm, par RT-qPCR, d’autres

marqueurs clés du lignage EPr.
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HYPOTHESE 1 HYPOTHESE 2

. e

Activation des génes cibles via la Activation des génes cibles via 'action

phosphorylation de GATA6 par la voie RTK? indépendante de la voie RTK et de
GATAG?
Signalisation RTK Signalisation RTK

® 2D
Gatab6 . ‘ Gatab

Sox17, Sox17,
Site de Fixation Gatad Site de Fixation Site de Fixation Gatad

Figure 33 : Hypothéses de travail

Hypothese 1: L’activation des génes cibles Sox17 et Gata4 se fait via la phosphorylation de GATA6 par
la voie RTK-FGF (branche MEK-ERK et PI3K-AKT).

Hypothese 2: L’activation des genes cibles Sox17 et Gata4 se fait avec I'action indépendante de la voie
RTK-FGF (branches MEK-ERK et PI3K-AKT) et de GATA6.

GENE PROTEIN ACC_ID ORGANISM MW_(DA) pl MOD_TYPE(S)_(show legend)
Q92908 human 60,033 8.68
GATAG {@ catae Q61169 mouse 59,307 8.65 K-sm, R-m1, 5-p, T-p, Y-p

P45153 rat 59,168 8.55

GATAB souris- 589 aa o GATA GATA

GATAB6 homme - 595 aa GATA-N GATA GATA

GATAB rat - 587 aa

Figure 34 : Représentation schématique des séquences protéiques des isoformes longues des
protéines GATA6

Les formes des espéces Souris (589 acides aminés), Homme (595 acides aminés) et Rat (587 acides
aminés) sont représentées. Cette représentation est issue du site internet
http://www.phosphosite.org Les modifications connues sur les résidus pour ces protéines sont
indiquées dans la colonne MOD_TYPE(S) par les abréviations suivantes: Sm: sumoylation, m1:
méthylation, p: phosphorylation. Les sites notés en rouge correspondent aux sites pour lesquels les
modifications ont été prouvées expérimentalement. Les deux doigts de zinc de GATA6 sont indiqués
en violet et rouge foncés et le domaine d’activation transcriptionnelle est indiqué en vert foncé.
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| Etude in silico de la phosphorylation de GATA®6 par la signalisation RTK-FGF

L'analyse de la coopération entre la signalisation RTK-FGF et la protéine GATA6 pour la
différenciation des cellules d’EPr repose sur deux hypotheses de travail. La premiére hypothese serait
que I'activation des génes cibles de la différenciation des cellules en EPr, Sox17 et Gata4, se fait via la
phosphorylation de GATA6 par la signalisation RTK-FGF (Figure 33). La seconde hypothese est que
I’activation de ces geénes cibles se fait via la voie RTK-FGF et GATA6 de maniere paralléle (Figure 33).

Les travaux réalisés, par Adachi et al, montrent que la phosphorylation de GATAG sur la sérine
120 sur la forme courte de GATA6 (=5264 pour la forme longue de GATA6 souris) par la branche
MEK/ERK de la signalisation RTK, est requise (Adachi et al., 2008). Ces travaux ont été réalisés en
cellules CaCo2 humaines ce qui différe de notre contexte expérimental en cellules murines.

L’analyse in silico de la séquence protéique de GATAG, réalisée par G. GIRAUD au sein de
I’équipe, met en évidence 3 autres sites potentiellement phosphorylables par des kinases de la
signalisation RTK et notamment par |'effecteur principal p-ERK : les sérines en position 34 et 37 et la
Thréonine en position 509 (Figure 34, 35 et 36). Ces 3 sites ont été déduis par la présence a leur
position de la séquence consensus PX S/T P de p-ERK, kinase activée de la signalisation RTK-FGF/MEK-
ERK, et par leur conservation au cours de I’évolution entre les espéces Homme, Rat et Souris (Figure
35). Ainsi, chez la souris, on trouve, pour la S34, la séquence PSSP ; pour la S37, la séquence PLSP et
pour la T509, la séquence PMTP (Figure 35).

De ce fait, il a été décidé de réaliser des mutations de la protéine GATA6 sur ces résidus afin
de discriminer nos deux hypothéses de travail. Ces constructions ont pour but de produire des
protéines GATA6 dans lesquelles les résidus S34, S37, S264 et T509 ont été inactivés, seuls ou
combinés, pour empécher leur phosphorylation, par mutation en Alanine (A) ou par mutation en Acide
Aspartique (D) pour la sérine 264, mimant, en théorie, la phosphorylation du résidu (Figure 36).

Nous avons choisi un vecteur d’expression pCAGG, en remplagant le promoteur par celui d’'un
Pefla (Clonetech) qui présente une expression modérée et ubiquitaire et qui va controler I'expression
de I'ADNc Gata6 (Figure 37). Une construction 2A-H2B-GFP (« Histone 2B — Green Fluorescent
Protein ») a été ajoutée en aval de 'ADNc de Gata6. Le peptide 2A constitue une alternative a
I'utilisation d’une IRES (Trichas et al., 2008). En effet, les courtes séquences 2A, dont la séquence
consensus est Asp-Val/lle-Glu_X-Asn-Pro-Gly-Pro (Figure 36), empéche la formation d’un pont
peptidique normal entre la Glycine et la derniére Proline ce qui engendre un saut de lecture du

ribosome et conduit ainsi au clivage du peptide néoformé en produisant donc deux protéines
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rat human GATAG iso2 mouse
» Hide Isoforms
534 FPAREPSSPLSPISS T34-p FPAREPStPPsPIsS = gap 534-p FPAREPS=PLsPISS
537 REPSSPLSPISSSSS 537-p REPStPP=sPI=S5555 = gap 537-p REPSsPL=sPISSS5S
540 SSPLSPISSS555CS 540-p S5tPPsPI=S5555CS = gap 540 5sPLsPISSS555CS
Y188 ARMSSPVYVPTTREVG ¥Y188-p AAASSPVYVPTTEVG T4z ARASSPVIVPTTRVG Y188 ARMSSPVYVPTTREVG
5264 ASARFPYSPsPPMAN 5266-p VSARFPY=PsPPMAN 5120 VSARFPYSPSPPMAN 5264 ASARFPYSPSPPMAN
5266-p ARFPYSPsPPMANGA 5268-p ARFPYsPsPPMANGA 5122 ARFPYSPSPPMANGA 5266 ARFPYSPSPPMANGA
Y280 AARDPGGYVAAGGAG ¥282-p AAREPGGYAAAGSGG Y136 AAREPGGYAAAGSGG Y280 AARDPGGYVAAGGTG
R368 GAPLPVPRGPSADLL R374-ml GAPLPVPrGPsADLL R228 GAPLPVPRGPSADLL R368 GAPLPVPRGPSTDLL
5371 LPVPRGPSADLLEDL 5377-p LPVPrGP=ADLLEDL 5231 LPVPRGPSADLLEDL 5371 LPVPRGPSTDLLEDL
5430 KEPOERVPSSRELGLS 5436-p FKPOERVP=sRRLGLS 5250-p FKPUOKREVPsSRRLGLS 5430 KEPOERVPSSRELGLS
5431 POERVPSSRRLGLSC 5437-p POERVPs=sRRLGLSC 5291 POERVPsSRRLGLSC 5431 POERVPSSRRLGLSC
T507 GHSSVPMTPTSS5S5N T515-p SHNSIPMtPTSTSSN T369 SHNSIPMTPTSTSSN T509 SESGSVPMTPTSSSSN
5515 PTSSSSHNSDDCTENT 5523-p PTSTSSN=DDCSENT 5377 PTSTSSNSDDCSENT 5517 PTSSSSNSDDCTENL
T522 SDDCTENTSPPTOST T530 sDDCSENTSPTLOPT T384 SDDCSENTSPTTOPT T524-p SDDCTENtSPSTOAT
T526 TENTSPPTOSTASGY T534-p SENTSPTtOPTASGA T388 SENTSPTTOPTASGA T528 TENtSPSTOATTSGY

Figure 35 : Alignement des principaux résidus protéiques des isoformes de GATA6 inter-expéces
L'isoforme longue de GATAG6 chez la Souris, des formes courtes et longues des protéines GATA6 chez
I'Homme, de la forme longue de GATA6 chez |le Rat ont été alignées.

Cet alignement est issu du site internet http://www.phosphosite.org.
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Figure 36 : Représentation détaillée de la construction plasmidique Pefla Gata6 WT

La séquence ADNCc pleine taille de chez la souris est sous le contréle du promoteur Pefla, au
sein de la construction plasmidique Pefla 2A-H2B-GFP. Les séquences 2A (Trichas et al 2008) et H2B-
GFP ont aussi été indiquées. Les 4 sites potentiels de phosphorylation par MEK/ERK ont été indiqués
par des étoiles grises. Les amorces pour le séquengage ont été positionnées et orientées en fonction
de leur origine sous la construction schématisée. Elles sont décrites en partie « Matériels et
Méthodes ».
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Résultats — Projet 1

indépendantes mais issues du méme ARN. Par conséquent, la quantité de protéines produites, a partir
d’un méme ARN, est la méme. De plus, la région H2B-GFP permet la visualisation, au sein des noyaux,
des cellules transfectées exprimant le plasmide (cellules GFP positives).

Certaines constructions telles que les constructions ( ),
Pefla Gata6 3mut 2A H2B GFP contenant les mutations S34A S264A et T509A (Gata6 3mut),

( ) et Pefla Gata6 S264D 2A H2B GFP (Gata6 S264D) avaient déja
été réalisées avant mon arrivée au laboratoire par G. GIRAUD (Figure 38). Ainsi, j'ai repris les
expériences de mutagenése et de clonage afin de produire les constructions suivantes : Pefla Gata6
4mut 2A H2B GFP contenant les mutations S34A, S37A, S264A et T509A (Gata6 4mut), Pefla Gata6
S34A 2A H2B GFP (Gata6 S34A), Pefla Gata6 S37A 2A H2B GFP (Gata6 S37A) et Pefla Gata6 T509A 2A
H2B GFP (Gata6 T509A) (Figure 38). Les primers et les conditions de mutagenése utilisés ont été décrits
dans la partie « matériels et méthodes ».

Ces différentes constructions plasmidiques représentant différents états de GATA6 ont été
testées par surexpression dans les cellules souches embryonnaires ES via transfection des formes de
Gataéb. J'ai utilisé deux types de cellules souches embryonnaires : des cellules souches sauvages ES WT
et des cellules souches ES Gatab-/- qui présentent une déplétion au niveau des séquences des doigts
de zinc de Gata6 (Figure 39A et 39B - Morrisey et al., 1998). La stratégie expérimentale adoptée
ensuite est illustrée dans la Figure 40.

Différents temps expérimentaux ont été testés : 12h, 24h, 32h et 48h (Figure 40). J’ai observé
par immunofluorescence I'expression de marqueurs clés exprimés dans le lignage EPr: SOX17 et
GATA4. En embryon, il a été observé que I'activation de ces genes requiert a la fois la voie RTK-
FGF/MEK-ERK et GATA6 (Bessonnard et al., 2014; Frankenberg et al., 2011; Schrode et al., 2014). La
majorité du temps toutes les transfections des différentes formes mutantes de Gata6 ont été réalisées

en parallele.
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Figure 37 : Carte de pEF1a-AcGFP1-N1 (Clonetech).
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Figure 38 : Représentation schématique des séquences mutantes de Gata6.

Les 4 sites potentiels de phosphorylation ont été mutés soit en Alanine (A) : 3mut (=S34A, S264A,
T509A), 4mut (=S34A, S37A, S264A, T509A), S264A, S34A, S37A, T509A soit en Acide Aspartique (D):
S264D. Le plasmide Pefla vide ne contient pas I’ADNc de Gata6 mais seulement la séquence 2A-H2B-
GFP.



Résultats — Projet 1

Il Surexpression des formes mutantes de Gata6 dans les cellules ES Gata6-/-

Aucune expression de SOX17 et de GATA4 n’a été observée aprés 12h de surexpression de
Gatab quelle que soit la forme transfectée. L’expression de SOX17 est observée a partir de 24h et celle

de GATAA4 a partir de 48h.

IILA Expression de SOX17 en 24h en condition contrdle

II.LA.1 Surexpression de la forme

En 24h, la surexpression de la forme induit I'expression de SOX17 dans environ 60%

des cellules de la population GFP positive (« GFP+ » - Figure 41A, 41B et 41C).

II.LA.2 Surexpression de la forme

La surexpression de la forme est capable d’induire I'expression de SOX17 dans
environ 40% des cellules de la population GFP+ ce qui n’est significativement pas différent du
pourcentage de cellules exprimant SOX17 aprés surexpression de la forme (Figure 41A). De
ce fait, on peut en conclure que le site 5264 lorsqu’il est inactif diminue I'expression de SOX17, de
maniere non significative, indiquant que ce site n’est pas essentiel pour l'activité de GATA6
contrairement a I'observation faite par Adachi et al dans les cellules CaCo2 (Adachi et al., 2008). De
méme, la surexpression de la forme Gata6 S264D induit I'expression de SOX17 dans un peu moins de
40% des cellules de la population GFP+ (Figure 41A), mimant le résultat obtenu avec la forme

(Figure 41A). Cela montre que la mutation S264D n’est pas activatrice et suggére que le site
S264 n’est pas ou peu impliqué ou serait en association avec d’autres résidus pour I'expression de ce

géne cible.

IILA.3 Surexpression de la forme Gata6 4mut

La surexpression de la forme Gata6 4mut entraine une baisse significative d’environ la moitié
du pourcentage de cellules exprimant SOX17 dans la population de cellules GFP+ comparé au
pourcentage obtenu avec (Figure 41B). Cela suggere qu’un ou plusieurs résidus sont
importants pour la fonctionnalité de GATAG lors de I'induction de genes cibles tels que Sox17. De plus,
la diminution d’expression de SOX17 n’atteint pas une valeur proche du zéro ce qui signifie que GATA6

est capable d’induire un niveau « basal » de SOX17 malgré les mutations présentes.
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Figure 39 : Représentation schématique de l'interruption du géne Gata6

(Issue de Morrisey et al 1998)

A. Représentation schématique de l'interruption du géne Gata6 par insertion d’'une cassette PGK
néomycine.

(Haut) Représentation du géne sauvage de Gata6 et carte de la position des enzymes de restriction
utilisées, pour Southern Blot: Notl (Not), Ncol (Nco), BamH1 (B).

(Milieu) Représentation du plasmide utilisé pour I'insertion par digestion et recombinaison homologue
(Bas) Représentation du gene muté de Gataé.

B. Analyse par Northern blot de I'expression des génes sauvage (+/+), hétérozygote (+/-) et
homozygote mutant (-/-) en cellules ES.

a 0
Passage ES Gata6-/- Arrétde la culture (PFA 4%)
ou ES WT Immunomarquage
+/- traitement aux Transfection T=0h Confocal
inhibiteurs des RTK Pt Vi
Pefla 6
Contrdle Pefia sk
PD17 Pefla GATA6 4 mut
PDO32 Pefla GATAG S264A
S Pefla GATA6 534A
Pefla GATA6 S37A
o4 Y +PD032
Culture ES Gata6-/ == Pefla GATA6 T509A
ou ESWT
DMEM Glutamax -LIF N
+LIF I 10 J1-24 12(% 24h postiransfection)
+15%FBS
[ i) J1-24h [F32Rh post-trangfection)
[ 10 11-24h I3 (F48h post transfection) /\
1

Figure 40 : Représentation de la stratégie expérimentale adoptée pour I’analyse de I’expression des
marqueurs SOX17 et GATA4

L'analyse s’effectue aprés immuno-marquages sur cellules souches embryonnaires ES mutantes ES
Gata6-/- ou ES WT.



Résultats — Projet 1

IILA.4 Surexpression de la forme Gata6 3mut

En 24h, la forme Gata6 3mut comprend les 3 mutations S34A, S264A et T509A. A I'origine de
mes expériences, cette forme avait été référencée, par erreur de séquencage, comme la forme Gata6b
4mut présentant les 4 mutations S34A, S37A, S264A et T509A. J'ai donc débuté les expériences avec
laforme Gata6 3mut ce qui explique le nombre plus important d’expériences avec cette forme qu’avec
la forme Gata6 4mut.

La forme Gata6 3mut entraine I'expression de SOX17 dans environ 40% des cellules de la
population GFP+, comme le résultat obtenu avec la forme S264A, ce qui est significativement
plus faible par rapport au pourcentage de cellules exprimant SOX17 observé apres surexpression de la
forme (Figure 41C). Ainsi, ces résultats suggérent que le résidu S37 pourrait étre responsable

de la fonctionnalité de GATAG lors de I'induction de génes cibles tels que Sox17.

IILA.5 Conclusion préliminaire

Ces résultats mettent en évidence tout d’abord que, quelles que soient les conditions
d’inactivation de Gata6 par mutation, I'expression de SOX17 est induite, a un niveau « basal ». Ainsi,
GATAG6 indépendamment des résidus étudiés est capable d’induire I'expression de SOX17. De plus, ces
résultats suggérent que le résidu S37 serait potentiellement responsable de la fonctionnalité de GATA6

pour I'induction forte de genes cibles tels que Sox17.

II.LB  Expression de SOX17, en 24h, en absence ou présence d’inhibiteurs de la voie RTK-

FGF/MEK-ERK ou RTK-FGF/PI3K-AKT

1I1.B.1 Activation de la signalisation RTK-FGF/MEK-ERK dans les cellules ES

J'ai ensuite procédé a des expériences associant surexpression des différentes formes de
Gatab et différentes inhibitions de la voie RTK-FGF afin d’étudier le lien direct ou indirect entre GATA6
et les branches MEK-ERK et/ou PI3K-AKT de la voie RTK-FGF.

La méme stratégie expérimentale a été réalisée (Figure 40). J'ai utilisé différents types de
traitements. L'inhibiteur PD173074 (PD17) a été utilisé a la concentration de 100nM pour inhiber les
récepteurs FGFR1, FGFR2 et FGFR3 (Nichols et al., 2009; Yamanaka et al., 2010). L’inhibiteur
PD0325901 (PD032) a été utilisé a la concentration de 500nM pour inhiber les protéines MEK1/2.
L'inhibiteur LY290025 (LY) a été utilisé a 1uM pour inhiber la PI3K. Deux combinaisons de ces
inhibiteurs ont aussi été faites. La premiére combinaison correspond aux inhibiteurs contre PD17 +
PD032 ensemble (FGFR + MEK1/2), puisque, historiguement, l'inhibition de I'induction de la

différenciation de I'EPr, se fait via ces deux inhibiteurs. Enfin, une seconde combinaison des inhibiteurs
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A Expression de SOX17 au sein des cellules transfectées GFP+ en 24h
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C. Expression de SOX17 au sein des cellules transfectées GFP+ en 24h
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Figure 41 : Expression protéique de SOX17 aprés 24h de surexpression des formes de Gata6 en
condition controéle
Pourcentage de cellules exprimant SOX17 parmi la population de cellules ES Gata6-/- transfectées GFP+
apres 24h de surexpression de Gata6 \WT (n=5) et de la forme:
A. Gatab S264A ou Gata6 S264D. Deux expériences ont été réalisées (n=2).
B. Gata6 4mut présentant les mutations S34A, S37A, S264A et T509A. Trois expériences ont été
réalisées (n=3).
C. Goata6 3mut présentant les mutations S34A, S264A et T509A. Quatre expériences ont été réalisées
(n=4).
Les résultats ont été représentés suivant la moyenne = SEM pour chaque condition. La significativité
statistique des résultats a été testée par un T-Test et est indiquée sur les graphiques (*P<0,05; **P<0,01;
***p<0,001).



Résultats — Projet 1

LY + PD032 (MEK1/2 et PI3K) a été réalisée pour bloquer les deux effecteurs majeurs de la signalisation
RTK-FGF.

Ainsi, j’ai testé ces différents traitements sur cellules ES Gata6-/- transfectées avec le plasmide
Pefla vide et en surexprimant la forme

J'ai observé en premier lieu, I'expression de la forme active de la protéine ERK, p-ERK, apres
24h, afin de constater I'inhibition de la branche MEK-ERK apreés traitement avec chaque inhibiteur. En
condition contréle sans traitement aux inhibiteurs, on observe une expression essentiellement
cytoplasmique de p-ERK dans toutes les cellules, transfectées ou non transfectées avec le plasmide
Pefla vide (Figure 42A). De maniéere logique, ces cellules transfectées avec le plasmide Pefla vide
n’expriment pas Gatab et donc aucune expression de SOX17 n’est observée. Lorsque la combinaison
d’inhibiteurs PD17+PD032 est appliquée dans les cellules, on observe, en 24h, une disparition
compléte du signal p-ERK, montrant que la branche RTK-FGF/MEK-ERK est inhibée. De ce fait,
I'inhibition seule PD032 phénocopie ce résultat. Cependant, on observe que l'inhibition par PD17 seul
diminue I'expression de p-ERK mais ne supprime pas totalement le signal observé. Cela suggere que le
p-ERK peut étre induit par un récepteur autre que les FGFR1, 2 et 3. De plus, I'expression de p-ERK
n’est pas inhibée suite a I'inhibition LY, comme attendu. Enfin, I'utilisation des inhibiteurs combinés
LY+PD032 entraine une répression de I'expression de p-ERK, confirmant le r6le de la branche MEK-ERK
dans I'activation de la protéine ERK en p-ERK.

Les mémes résultats ont été obtenus en surexprimant la forme (Figure 42B).
L’expression de p-ERK ne varie pas en fonction de I'expression de Gata6 (condition contrdle — Figure
42B).

En second lieu, je me suis intéressée a la branche PI3K-AKT en observant la forme active de la
protéine AKT, p-AKT, apres 24h, afin de constater I'inhibition de la branche PI3K apres traitement avec
I'inhibiteur LY notamment. Cependant, au sein du laboratoire, plusieurs tests ont été effectués sur
embryons, sur explants et pour ma part dans les cellules ES mais I'anticorps que nous avons ne donne
aucun résultat. Un bruit de fond est observé et celui-ci n’est pas réprimé en traitant avec I'inhibiteur

dirigé contre la PI3K suggérant que le signal observé n’est pas spécifique.

11.B.2 La voie RTK coopére avec GATAG6 pour l'induction de I’expression de SOX17.

J'ai donc utilisé ces différents inhibiteurs afin de caractériser les acteurs de la signalisation RTK-
FGF impliqués dans I'activation de GATA6 en observant, au niveau protéique, I'expression des genes
cibles Sox17, en 24h, et Gata4, en 48h. La stratégie expérimentale utilisée a été illustrée en Figure 40
(Figure 40).

La surexpression de la forme provoque une expression de SOX17 dans 64,2% des

cellules transfectées (Figure 43A). L'inhibition combinée de PD17 + PD032 montre une réduction
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Résultats — Projet 1

significative de cette expression d’environ 2/3 des cellules exprimant SOX17 parmi les cellules
transfectées par rapport a la condition contréle (Figure 43A). L’inhibition PD17 seul réduit
significativement cette expression de moitié environ par rapport a la condition controle (Figure 43A).
L'inhibition combinée de LY + PD032 entraine une baisse significative du pourcentage de cellules
exprimant SOX17 d’environ 2/3 par rapport a la condition contrdole (Figure 43A). En revanche,
I'inhibition PD032 seul entraine une diminution non significative du pourcentage de cellules
SOX17+GFP+ comparée au pourcentage obtenu en condition contrdle (Figure 43A) et I'inhibition LY
seul ne modifie pas le pourcentage de cellules SOX17+GFP+ par rapport au pourcentage obtenu en

condition contrdle (Figure 43A).

En conclusion, ces résultats montrent, quelles que soient les conditions d’inhibition de la voie
RTK-FGF, que I'expression de SOX17 est induite, bien que réduite a un niveau bas dans certains cas.
Ainsi, GATAG6, indépendamment des résidus étudiés, est capable d’induire I'expression de SOX17, en
absence de signal RTK. Enfin, les résultats suggérent les deux branches en aval du récepteur, MEK-ERK
et PI3K-AKT, se compensent. L'inhibition de la signalisation RTK-FGF provoque une réduction de
I’expression de SOX17, montrant que la signalisation RTK-FGF augmente la capacité de GATAG6 a induire

du SOX17.

11.B.3 La sérine S264 n’est pas ou peu impliquée dans la relation GATA6/RTK-FGF

Le méme type d’expérience a été réalisé avec les formes et Gatab S264D (Figure
40). J'ai pu constater que la forme inactive présente le méme profil du pourcentage de
cellules transfectées exprimant SOX17 comparé a celui de la forme sauvage (Figure 43A et
43B) ou l'expression de SOX17 est diminuée seulement en condition de double inhibition PD17 +
PD032 et en condition d’inhibition PD17 seul (Figure 43B) suggérant que ce résidu n’est pas ou peu
impliqué (Figure 41A).

Concernant la forme supposée constitutivement active Gata6 S264D, on observe que son
expression en condition d’inhibition n’est significativement pas différente de celle obtenue en
condition contréle (Figure 43B). Seule, I'inhibition combinée de PD17 + PD032 montre une réduction
significative du pourcentage de cellules exprimant SOX17 parmi les cellules transfectées (Figure 43B).
Il est intéressant de noter que cette diminution est moindre que celle constatée dans la méme
condition avec suggérant un léger effet protecteur de cette forme Gata6 S264D.

Ainsi, le résidu S264 ne semble pas étre indispensable mais pourrait moduler I'interaction

possible RTK-FGF/GATAG.
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Figure 43 : Expression protéique de SOX17 aprés 24h de surexpression des formes de Gata6 en
condition controle et traitée aux inhibiteurs de la voie RTK-FGF
Pourcentage de cellules exprimant SOX17 parmi la population de cellules ES Gata6-/- transfectées
GFP+ et traitées avec des inhibiteurs de la signalisation RTK-FGF, apres 24h de surexpression des
formes:

A. Peflavide (n=3) et Gatat WT (n=5).

B. Gatab WT (n=5), Gatab S264A (n=2) et Gatab S264D (n=2).

C. Gata6 WT (n=5) et Gatab 4mut (n=3).

D. Gatab WT (n=5) et Gatab 3mut (n=4).
Les résultats ont été représentés suivant la moyenne £ SEM pour chaque condition. La significativité
statistique des résultats a été testée par un T-Test et est indiquée sur les graphiques (*P<0,05;
**p<0,01; ***P<0,001, ****P<0,0001).
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11.LB.4 Laforme Gata6 4mut mime l'inhibition totale des branches MEK-ERK et

PI3K-AKT

Gata6 4mut est associée une forte baisse de I'expression de SOX17 au sein des cellules
transfectées GFP+ en condition contréle (Figure 43C), baisse similaire a celle de la condition
PD17 + PD032 (Figure 43A). De plus, la méme observation est faite en condition d’inhibition PD17 seule
(Figure 43C). La double inhibition LY + PD032 diminue le pourcentage de cellules SOX17+GFP+ pour
atteindre un niveau proche de celui obtenu en condition contréle (Figure 43C). En revanche, les
inhibitions PD032 seul ou LY seul montrent, respectivement, soit une augmentation significative du
pourcentage de cellules exprimant SOX17 soit ne modifient pas ce dernier mais une tendance
d’augmentation est constatée comparée a la condition sans inhibiteur (Figure 41D). Ainsi, la forme
Gata6 4mut mime l'action des inhibiteurs. De plus, les branches MEK-ERK et PI3K-AKT sont
importantes et se compensent. Enfin, les résidus étudiés sont importants mais la présence seule de

GATAG, d’un récepteur actif et d’'une de ces deux branches suffirait pour I'induction de SOX17.

11.B.5 Laforme Gata6 3mut est sensible a la branche PI3K-AKT

Apres 24h de surexpression de la forme Gata6 3mut, une diminution significative est observée
pour l'induction de SOX17 en condition contréle comparée a la surexpression de la forme
(Figure 43D et 41C). Les inhibitions PD17 seul ou PD032 seul ou combinées soit PD17 + PD032 soit LY
+ PD032 ne présentent pas de différence d’induction de I'expression de SOX17 comparée a celle de
Gata6 3mut en condition contrdle ce qui suggére des formes résistantes a I'inhibition de la branche
MEK-ERK (Figure 43D).

De maniere surprenante, l'inhibition LY seule diminue significativement le pourcentage de
cellules SOX17+GFP+ (Figure 43D). Cette répression de I'expression de SOX17 n’étant pas retrouvée
lorsque les deux branches MEK-ERK et PI3K-AKT sont inhibées ensemble ; cela suggere que la forme
Gatab 3mut est sensible a I'inhibition de la branche PI3K-AKT et que cette sensibilité passerait par le
résidu S37. La sensibilité a la branche MEK-ERK semblerait passer par les trois autres résidus : S34,

5264 et T509.

11.B.6 Conclusion préliminaire

Ces résultats montrent que la mutation des quatre résidus ensemble entraine une diminution
de I'expression de SOX17 au sein de la population de cellules transfectées. Au vu des résultats obtenus
pour la sérine 264, les résultats de la forme Gata6 4mut, et les résultats avec la forme Gata6 3mut
(Figure 43B, 43C et 43D), suggérent que les résidus S34, S37 et T509 semblent importants pour
I"augmentation, au-dela du niveau « basal », de la capacité de GATA6 a induire I'expression de Sox17

avec potentiellement un réle modulatoire du résidu S264. Les mécanismes d’interaction potentiels
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Figure 44 : Expression protéique de SOX17 apres 24h de surexpression des formes de Gata6 mutées
sur les résidus S34, S37 et T509 seuls, en condition controle

Pourcentage de cellules exprimant SOX17 parmi la population de cellules ES Gata6-/- transfectées
GFP+ apres 24h de surexpression des formes Gata6 WT (n=2) ou inactives Gata6 3mut (n=2), Gatab
4mut (n=1), Gatab S34A (n=2) Gata6 S37A (n=2) et Gata6 T509A (n=2).

Les résultats ont été représentés suivant la moyenne + SEM pour chaque condition. La significativité
statistique des résultats a été testée par un T-Test et est indiquée sur les graphiques (*P<0,05;
**p<0,01; ***P<0,001, ****P<0,0001).
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entre ces résidus ne permettent pas de conclure, avec ces expériences, du réle individuel de ces sites

et du lien avec les branches MEK-ERK et PI3K-AKT.

II.C  Expression de SOX17 en 24h, et effet de 'inactivation des résidus S34, S37 et T509

II.C.1 Inactivation des résidus S34, S37 et T509 de Gata6 en condition contrdle

Afin de caractériser le r6le de ces trois résidus, j'ai réalisé et testé les constructions mutantes pour
chacun des résidus S34, S37 et T509 individuellement afin d’observer I'impact de leur inactivation sur
I'induction d’expression de SOX17.

Apres 24h, sans inhibiteur, la surexpression de la forme Gata6 S37A induit une expression de
SOX17 semblable a celle observée en condition de surexpression de la forme (Figure 44). En
revanche, de maniére intéressante, la surexpression des formes Gata6 S34A ou Gatab T509A montre
une réduction trés significative du pourcentage de cellules SOX17+GFP+ comparé a la forme
(Figure 44). Ces deux formes présentent le méme niveau d’expression de SOX17 que celui constaté
lors de la surexpression de la forme Gata6 4mut (Figure 44) ou de I'inhibition seule de PD17 + PD032
apres surexpression de la forme (Figure 44). Ainsi, ces deux résidus sont nécessaires. Il faut
gue les deux résidus soient intacts, potentiellement phosphorylables, pour induire une expression de
SOX17 plus forte que I'expression « basale » due a la seule expression ectopique de Gataé6. En effet,

une seule mutation réussit a réprimer la capacité de GATAG6 a induire I'expression de SOX17.

11.C.2 Lerésidu S37 semble étre le résidu ciblé par la compensation entre les

branches MEK-ERK et PI3K-AKT

En 24h, surexprimer la forme Gata6 S37A induit une expression de SOX17 similaire a celle
obtenue en surexprimant la forme (Figure 45A). L'inhibition de PD17 + PD032 entraine une
réduction significative du pourcentage de cellules exprimant SOX17+ GFP+ comparée a la condition
controle sans inhibiteur (Figure 45A). En revanche, les inhibitions PD17 seul ou LY seul n’entrainent
pas de modification significative dans I'induction de SOX17 comparé a la condition contrdle (Figure
45A). Enfin, I'inhibition PD032 seule entraine une diminution significative (Figure 45A) suggérant une
sensibilité a la branche MEK-ERK.

Il est intéressant de mettre en exergue ce résultat avec celui obtenu avec la forme Gata6 3mut
en condition d’inhibition LY seul (Figure 43D) qui montre une sensibilité du résidu S37 a la branche
PI3K-AKT lorsque celui-ci est intact et potentiellement phosphorylable. En revanche, lorsqu’il est

inactivé, il va étre sensible a la branche MEK-ERK et insensible a la branche PI3K-AKT (Figure 45A).
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Figure 45 : Expression protéique de SOX17 apres 24h de surexpression des formes de Gata6 mutées
sur les résidus S34, S37 et T509 seuls, en condition controle et traitées avec les inhibiteurs des RTK
Pourcentage de cellules exprimant SOX17 parmi la population de cellules ES Gata6-/- transfectées GFP
positive (GFP+) et traitées avec des inhibiteurs de la signalisation RTK-FGF, apres 24h de surexpression
des formes:

A. Gatab WT (n=2) et Gata6 S37A (n=2).

B. Gata6 WT (n=2) et Gata6 S34A (n=2)

C. Gata6 WT (n=4) et Gata6 T509A (n=2)
Les résultats ont été représentés suivant la moyenne £ SEM pour chaque condition. La significativité
statistique des résultats a été testée par un T-Test et est indiquée sur les graphiques (*P<0,05;
**p<0,01; ***P<0,001, ****P<0,0001).
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11.C.3 L’inactivation des résidus S34 et T509 mime l'inhibition de la voie RTK-FGF

De maniére globale, on peut observer que la double double PD17 + PD032 entraine une forte
diminution du pourcentage de cellules exprimant SOX17 pour la forme Gata6 S34A et une diminution
plus faible pour la forme Gata6 T509A. Cette diminution est similaire a celle obtenue pour
+ PD17 + PD032 (Figure 43A, 45B et 45C). De plus, l'inhibition PD032 seul ne diminue pas ce
pourcentage de cellules SOX17+ alors qu’en condition d’inhibition PD17 seul ou LY seul, le pourcentage
est [égerement plus diminué notamment avec la forme Gata6 TS09A (Figure 45B et 45C). Cela suggere
que ces sites sont essentiels a la fonctionnalité de GATA6 pour I'induction du gene cible Sox17. De plus,
les résidus S34 et T509 médient la réponse a la branche MEK-ERK et sont sensibles au LY et donc a la
branche PI3K-AKT, de maniére significative pour la forme Gatab T509A.

En condition d’inactivation de S34 seule ou T509 seule, le résidu S37 est intact (soit comme la
forme Gatab 3mut) et I'induction de SOX17 est réduite, en présence ou absence d’inhibition RTK-FGF.
Or, ce patron du pourcentage de cellules SOX17+GFP+ n’est pas semblable a celui de la construction

Gata6 3mut (Figure 43D, 45B et 45C). Ainsi, une coopération avec le résidu S37 semble se confirmer.

11.C.4 Conclusion préliminaire

Les résidus étudiés semblent étre importants notamment les trois résidus S34, S37 et T509 qui
semblent coopérer et moduler I'activité de GATA6 suivant leur sensibilité a la voie RTK-FGF.
L’inactivation des résidus S34 et T509 seuls diminue le niveau d’expression de SOX17. La forme Gata6
3mut est sensible seulement a I'inhibition de la branche PI3K-AKT suggérant que le résidu S37 soit ciblé
par la compensation entre les branches MEK-ERK et PI3K-AKT. En revanche, le résidu S264 ne semble
pas étre indispensable mais pourrait moduler secondairement la sensibilité a la voie RTK-FGF en
association ou non avec les autres résidus. Il est donc envisagé de compléter ses résultats en réalisant
d’autres constructions combinant une inactivation des résidus deux par deux ou des constructions

phosphomimétiques afin de confirmer la potentielle coopération entre les 4 résidus étudiés.

II.LD Expression de SOX17 et GATA4 en 48h

Chronologiquement, des expériences en 48h, ont été réalisées, avant celles en 24h, en cellules
ES WT parallélement aux cellules ES Gata6-/- (Figure 46). A ce moment-la, je n’avais pas séquencé les
constructions que j'utilisais puisqu’elles avaient été réalisées avant mon arrivée au laboratoire et je
pensais avoir en ma possession la forme Gatab 4mut qui était en réalité la forme Gata6 3mut. De fait,
I'interprétation des résultats a ce moment-la n’a pas été la bonne et je n’ai donc pas poursuivi les
expériences en cellules ES WT.

En cellules ES Gata6-/-, les résultats divergent pour SOX17 et GATA4, a 48h.
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Figure 46 : Pourcentage de cellules exprimant GATA4 (A, C) ou SOX17 (B, D) parmi la population de
cellules ES Gata6-/- (A, B) ou ES WT (C, D) transfectées GFP positive (GFP+) et traitées avec des
inhibiteurs de la signalisation RTK-FGF, aprés 48h de surexpression de Gata6.
Trois expériences ont été réalisées (n=3).
Les résultats ont été représentés suivant la moyenne + SEM pour chaque condition.
La significativité statistique des résultats a été testée par un test de Mann-Whitney (*P<0,05; **P<0,01;
***¥p<0,001, ****P<0,0001) et est indiquée sur les graphiques:
- (*) comparaison par rapport au controle Pefla vide.
- (*) pour une méme construction de Gataé, les cellules sans ou avec les inhibiteurs PD17+PD032.
- lessignificativités vertes sont testées pour les comparaisons entre chaque construction de Gata6
et la forme Gata6 WT.
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Pour SOX17, dans les cellules ES WT et ES Gata6-/-, aucune différence n’est observée entre les
formes et Gata6t 3mut en condition contréle (Figure 46B et 46D). Ainsi, la construction
Gatab 3mut se comporte de la méme fagon dans les deux types de cellules.

Pour GATA4, dans les cellules ES Gata6-/- (Figure 46A), on observe le méme profil de résultats
que celui obtenu en 24h sur I'expression de SOX17 dans les cellules ES Gata6-/- (Figure 43). En effet,
une diminution significative est constatée lors de la double inhibition PD17 + PD032 apres
surexpression de la forme comparée a la condition controle (Figure 46A). De plus, la
surexpression de la forme Gatab 3mut diminue significativement I'expression de GATA4 en condition
controle (Figure 46A). Cette diminution est comparable a celle observée lors de la double inhibition
PD17 + PD032 apres surexpression de cette méme forme Gata6 3mut ainsi qu’a la diminution observée
en condition + PD17 + PD032 (Figure 46A). De la méme maniére que lors de I'expression de
SOX17 en 24h, une diminution non significative est observée avec la surexpression de la forme

(Figure 46A). Enfin, une diminution significative Gata6 S264D est constatée en condition

controle (Figure 46A).

Ainsi, dans les cellules ES Gata6-/-, le mécanisme par lequel les génes cibles de GATAG6, Sox17
et Gata4, sont activés est le méme au niveau de l'initiation de leur expression, soit en 24h pour Sox17
soit en 48h pour Gata4. Ce mécanisme repose sur le fait que la signalisation RTK-FGF agirait
potentiellement directement sur GATA6 pour l'initiation de I'induction de I'expression de SOX17 et
GATAA4. Seul un décalage temporel est constaté dans I'expression de GATA4 mais le mécanisme reste
le méme et est sous la dépendance de GATAG et de la voie RTK-FGF.

En revanche, pour GATA4, les résultats dans les cellules ES WT divergent de ceux obtenus en
ES Gata6-/-, en 48h, (Figure 46A et 46C) puisque dans les cellules ES WT, aucune différence n’est
constatée entre le pourcentage obtenu en surexprimant la forme Gata6 3mut en condition contréle
(Figure 46C). De plus, dans les cellules ES WT, une diminution du pourcentage de cellules GATA4+ GFP+
est observée pour la forme Gata6 3mut lorsque les cellules sont traitées au PD17 + PD032 comparée
a la condition contrdle pour la surexpression de la méme forme, ce qui diverge du résultat obtenu dans
les cellules ES Gata6-/-(Figure 46C).

Pour SOX17 et GATAA4, dans les cellules ES WT, que ce soit en condition contréle ou de double
inhibition PD17 + PD032, la forme est capable d’induire une expression de SOX17 et de
GATA4 dans les cellules GFP+ (Figure 46C et 46D). Aucune différence significative d’expression de ces
deux génes n’est observée lors de la surexpression des formes et Gatab S264D en
condition contrdle (Figure 46C et 46D). Cela montre que, possiblement, les effets des formes de Gata6
sont dilués dans les cellules ES WT, par I'activation du Gata6 endogéne. Or, ces résultats sont a

compléter avec les autres conditions d’inhibition, avec la forme Gata6 4mut ainsi qu’avec les autres

65






Résultats — Projet 1

formes Gata6 S37A, Gata6 S34A et Gata6 TS509A. Pour le moment, nous sommes donc dans
I'incapacité de conclure quant a la relation GATA6/RTK-FGF, dans les cellules ES WT.

De plus, il est envisagé de réaliser d’autres constructions combinant une inactivation des
résidus étudiés deux par deux ou des constructions phosphomimétiques afin de confirmer la

potentielle coopération entre les 4 résidus étudiés.

Le méme type d’expérience a aussi été effectué a 32h pour I'expression de SOX17 (Figure
ANNEXE 1). Une seule expérience a été faite. Les résultats semblent intermédiaires a ceux obtenus en
24h et en 48h avec une complexité forte ce qui tend a montrer que ce temps est intermédiaire et qu’il
serait la charniére entre la fin d’initiation de I'expression de SOX17 et le début de son maintien.
Néanmoins, les diminutions observées, en condition contréle, entre , Gatab 3mut et Gatab
4mut sont confirmées. Une seule expérience a été réalisée et I'induction observée avec la forme

en condition controle est moindre. La reproduction de cette expérience est donc nécessaire pour

comprendre le mécanisme (dé)liant GATAG et la voie RTK-FGF a ce moment charniére.

IILE Conclusion Générale

Dans les cellules ES Gata6-/-, le mécanisme par lequel les genes cibles de GATA6, Sox17 et
Gata4, sont activés est le méme au niveau de l'initiation de leur expression, soit en 24h pour Sox17
soit en 48h pour Gata4. Ce mécanisme repose sur le fait que I'activation des génes cibles de Ila
différenciation des cellules en EPr, Sox17 et Gata4, se fait via une activation directe de GATA6 modulée
par la signalisation RTK-FGF. Seul un décalage temporel est constaté dans I'expression de GATAA4. La
phosphorylation directe des résidus de GATA6 ou d’un intermédaire, cofacteur de GATA6 reste a
investiguer. Ainsi, parmi les deux hypotheses émises (Figure 33), I'hypothése favorisée serait la premiére.

De plus, en 24h, dans les cellules ES Gata6b-/-, I'analyse de I'expression du géne cible SOX17 induit
apres surexpression de différentes formes de Gata6 montre une induction par la branche MEK-ERK
essentiellement et potentiellement sauvée par la branche PI3K-AKT.

Cependant, contrairement aux cellules de carcinome intestinal CaCo2 utilisées par Adachi et al
(Adachi et al., 2008), mes résultats montrent que le site S264 ne semble pas étre indispensable dans
I'activation de Gata6 pour I'expression de SOX17 mais pourrait moduler secondairement la sensibilité a
la voie RTK-FGF en association ou non avec les autres résidus.

De plus, j'ai observé que les résidus S34 et T509 sont nécessaires pour induire I'expression de ce
gene cible avec une potentielle coopération entre résidus qui reste cependant a démontrer. Le résidu S37

semble, quant a lui, étre ciblé par la compensation entre les branches MEK-ERK et PI3K-AKT.
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Figure 47 : Quantification par RT-qPCR de I’expression, en 24h, de Gataé (plasmide), du géne de
pluripotence Nanog, et des génes de différenciation de I’EPr Sox17 et Gata4, sur population totale
GFP positive et GFP- en condition contrdle.

A et A’. Pour 'expression ARNm de Gata6 (plasmide): Comparaison entre la normalisation faite avec
la moyenne géométrique des génes de ménages Rps17 et Rpl30 (A) et le rapport entre ces valeurs
normalisées et la valeur normalisée obtenue pour Gatab (plasmide) (A’).

A’, B, C et D. Rapports entre les valeurs obtenues et normalisées avec les génes de ménages pour
I’expression des autres genes étudiés et la valeur obtenue pour Gata6 (plasmide) normalisée elle aussi
avec les génes de ménage.

Les graphes représentent la moyenne + SEM. Deux réplicats biologiques ont été réalisés (n=2).
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Il Quel est 'impact de l'inactivation de certains résidus de GATAG6 sur I’activation
transcriptionnelle de ses génes cibles ?

GATAG6 est un facteur de transcription. Il était donc logique d’étudier I'effet de I'inactivation de
certains résidus de GATAG sur I'activation transcriptionnelle de ses génes cibles. J'ai donc procédé a la
quantification par RT-gPCR, des niveaux d’ARNm des genes cibles Sox17 et Gata4 mais aussi d’autres
marqueurs, impliqués lors de la différenciation de I'EPr. Toutes les expériences de RT-gPCR ont été
réalisées dans les cellules ES mutantes Gata6-/-, puisque I'expression du GATA6 endogéne présente

un effet (ES WT résultats en 48h — Figure 46C et 46D).

I1I.LA Observation de I’expression des génes cibles au sein de la population totale

transfectée (GFP+) et non transfectée (GFP-)

L’ensemble des cellules transfectées GFP positive et non transfectées (GFP-) ont été traitées
globalement.
L'expression ARNm de Gata6 a été détectée avec des primers ne détectant que la forme
plasmidique surexprimée. Ainsi, ’ARNm de Gata6 n’est détecté qu’apres surexpression des formes
et Gata6 3mut (Figure 47A). On observe que I'on détecte plus de Gata6 en condition de
surexpression de la forme Gata6 3mut qu’en condition . Ainsi, cela révéle slirement une
différence de transfection entre les deux conditions. Par conséquent, pour résoudre cela, les données
obtenues pour chaque autre géne, aprés normalisation avec la moyenne géométrique des genes de
ménages Rps17 et Rp/30, ont été ensuite rapportées aux valeurs obtenues pour Gata6 (Figure 47A’)

ce qui nous permet de niveler de maniére équivalente I'induction par Gataé des genes cibles.

I1ILA.1 Expression ARNm de Nanog

Quelle que soit la forme surexprimée de Gata6, Nanog est réprimé au niveau ARNm (Figure
47B) et au niveau protéique (Figure ANNEXE 2). Au niveau protéique, il n’a pas été constaté d’inhibition
totale de NANOG (pas de diminution d’intensité de lI'immunomarquage pour NANOG) apres
surexpression pendant 24h de GATA6 (Figure ANNEXE 2) ce qui pourrait étre d{ a la demi-vie de la

protéine NANOG qui lui permet d’étre encore présente sans transcription ARN.

111.LA.2 L’expression ARNm de Sox17 est diminuée avec la forme Gata6 3mut

J'ai ensuite procédé a I'analyse de I'expression ARNm de Sox17. On observe que I'expression
de Sox17 est diminuée en surexprimant Gata6 3mut comparé a la surexpression . Le patron
d’expression ARNm de Sox17 obtenu en 24h coincide donc avec le patron d’expression protéique

obtenu en 24h (Figure 47C) puisque une diminution significative est aussi constatée.
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Figure 48 : Quantification par RT-qPCR de I’expressiondes genes de différenciation de I’EPr, sur
population totale GFP positive et GFP- en condition controle, aprés 24h de surexpression de Gataé.
Les résultats représentés correspondent aux rapports réalisés entre les valeurs normalisées avec la
moyenne géométrique des genes de ménages Rps17 et Rp/30 et la valeur normalisée obtenue pour
Gatab (plasmide) pour chaque gene et chaque condition. Les graphes représentent la moyenne + SEM.
Deux réplicats biologiques ont été réalisés (n=2).
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IlLA.3 L’expression ARNm de Gata4 en 24h confirme son expression protéique a
48h
Puis, j'ai procédé a I'analyse de I'expression ARNm de Gata4 apres 24h de surexpression des

formes et Gata6 3mut. On remarque nettement que la forme est plus efficace
pour I'induction de I'expression ARNm de Gata4 que la forme Gata6 3mut (Figure 47D). Ce patron
d’expression ARNm obtenu en 24h précede I'expression de la protéine GATA4 observée seulement
apres 48h et le profil d’expression protéique de GATA4 est similaire a son profil ARNm (Figure 46A et
47D).
En conclusion, il semble que la forme Gata6 3mut soit moins efficace que la forme

pour l'induction des génes cibles de GATAG, tels que Sox17 et Gata4. Ainsi, il semblerait que I'état de
phosphorylation de GATA6 ou les résidus en eux-mémes, jouent un réle important au moment de

I'initiation de ses génes cibles Sox17 et Gata4.

III.LA.4 Gata6 3mut serait moins efficace pour I'induction d’autres génes de

différenciation de I’EPr

De nombreux génes sont exprimés et constituent des marqueurs de la différenciation et de la
maturation de I'EPr. Ainsi, j'ai observé I'expression ARNm d’autres genes tels que Dab2, Laminine,
FoxA2, PDGFRa, Dkk1, Noggin, Collagéne IV, Hnfla et Hnflb (Figure 48). L’ensemble de ces génes
présentent un profil d’expression ARNm trés similaire a celui obtenu pour Sox17 et Gata4. En effet,
une diminution de I'expression ARNm de ces genes est constatée entre la condition de surexpression
de la forme comparée a la surexpression de la forme Gata6 3mut (Figure 48). Ainsi,
I'efficacité d’initiation de I'expression de ces genes tend a dépendre de I'état de phosphorylation de
GATAG ou des résidus en eux-mémes (Figure 48). De maniere générale, et Gatab 3mut sont
capables, plus ou moins efficacement, d’induire I'expression ARNm des marqueurs de différenciation
caractéristiques de I'EPr et donc de trans-différencier les cellules ES vers un destin qui ne leur est pas

propre.

l1I.LA.5 L’inhibition de la voie RTK diminue I’expression ARN des génes de

différenciation EPr Sox17 et Gata4

Deux expériences ont été réalisées avec différentes conditions sans traitement et traitées avec
les différentes combinaisons d’inhibiteurs aprés 24h de surexpression des formes et Gata6
3mut (Figures 49 et Figure ANNEXE 3). On observe que Nanog est réprimé lorsque Gata6 est exprimé
et on préserve |'expression de Nanog en condition de double inhibition PD17 + PD032 lorsque le
plasmide Pefla vide est surexprimé (Figure 49B). L'expression ARNm de Sox17 refléte I'expression
protéique observée en 24h lorsque la forme est surexprimée quelles que soient les

conditions de traitement aux inhibiteurs de la voie RTK (Figure 49C).
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Figure 49 : Quantification par RT-qPCR de I'’expression, en 24h, de Nanog, géne de pluripotence et
des génes de différenciation de ’EPr, Sox17 et Gata4 apreés traitement aux inhibiteurs des RTK

Un rapport a été réalisé entre ces valeurs normalisées et la valeur normalisée obtenue pour Gata6
(plasmide) pour chaque condition (A a D). Les graphes représentent la moyenne + SEM. Deux réplicats
biologiques ont été réalisés (n=2). Both RTKi = PD17 + PD032
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En revanche, le profil d’expression n’est pas le méme avec la forme Gata6 3mut suggérant un
autre mécanisme de régulation, au niveau protéique de GATA6 potentiellement, qui n’est pour le
moment pas décrit (Figure 49C et 49D). En effet, la surexpression de la forme Gata6 3mut diminue
I’expression des génes cibles mais lorsque les inhibiteurs de la voie RTK-FGF sont ajoutés, les niveaux
d’expression ARNm obtenus se retrouvent encore diminués. Ainsi, la forme Gata6 3mut n’est pas
totale et il est envisagé de réitérer ces expériences avec la forme Gata6 4mut recouvrant I'ensemble
des résidus impliqués comme suggéré dans les expériences d'immunomarquage précédentes.

Concernant I'expression ARNm de Gata4, quel que soit le type d’inhibition de la voie RTK-FGF et
la forme surexprimée de GATASG, cela engendre une forte diminution de I'expression ARNm de Gata4.
De plus, les conditions « contréle sans traitement » et « PD17+PD032 » récapitulent les résultats
obtenus au niveau protéique en 48h aprés surexpression des formes et Gata6 3mut.
Concernant les autres traitements, des expériences supplémentaires mériteraient d’étre faites en 48h
afin de voir si le profil d’expression ARNm est confirmé au niveau protéique. Enfin, les autres génes de
différenciation de I'EPr suivent le méme profil d’expression ARNm que Sox17 et Gata4 avec une forte

diminution de leur expression apres inhibition de la voie RTK-FGF.

I1ILA.6 Conclusion préliminaire

J'ai constaté que la forme Gata6 3mut est moins efficace que la forme pour
I'induction, au niveau ARNm, des génes cibles de GATAG, tels que Sox17 et Gata4. Cela suggere que
|’état de phosphorylation de GATAG6 ou les résidus eux-mémes, jouent un role important au moment
de I'induction de ses genes cibles.

De plus, I'expression ARNm de Sox17 refléte I'expression protéique observée a 24h lorsque la
forme est surexprimée quelles que soient les conditions de traitement avec les inhibiteurs
de la voie RTK-FGF (Figure 49C). Cela n’est pas le cas pour la forme Gata6 3mut ol I'expression ARNm
de Sox17 est diminuée mais de maniére moindre, au niveau protéique, sauf en condition LY (Figure
43D et 49C) renforcant le réle de cible du résidu S37 par les branches MEK-ERK et PI3K-AKT.

Concernant I'expression de Gata4, les résultats obtenus au niveau ARNm a 24h et protéique a
48h apres surexpression des formes et Gatab 3mut suivent le méme profil en condition

controle et de double inhibition PD17 + PD032.

Par conséquent, la normalisation avec Gata6 (plasmide) permet de résoudre les probléemes
d’efficacité de transfection. Cependant, pour éviter cette normalisation, j'ai entrepris de trier les
cellules transfectées en fonction du signal GFP afin d’homogénéiser le signal GFP dans le but

d’homogénéiser en nombre de copie de Gataé la population d’intérét.
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I1I.B  Une population GFP++ se distingue des autres populations de cellules transfectées

L'analyse de la population totale de cellules transfectées GFP positive et de cellules non
transfectées GFP- a été réalisée par le cytométre en flux Aria Il. Les calibrages ont été réalisés sur
cellules ES Gata6-/- non transfectées (Figure ANNEXE 5) et transfectées avec soit le plasmide Pefla
vide (Figure ANNEXE 6) ; soit le plasmide surexprimant la forme (Figure 50). Les détails de
la calibration sont détaillés en « Matériels et Méthodes ».

J'ai mis en évidence que la population de cellules transfectées avec la forme était
composée de trois sous-populations cellulaires GFP+, GFP++, GFP+++ correspondant a différents
niveaux croissants d’ARNm Gfp et donc d’ARNm Gataé (Figure 50, 51A et 51B). Parmi ces trois sous-
populations, la population GFP++ se distingue des autres avec un niveau d’expression de Nanog plus
élevé (Figure 51C). Ce niveau est d’autant plus réprimé lorsque est exprimé au sein de cette
sous-population (Figure 51C). De plus, cette sous-population exprime le plus fortement les génes de
différenciation de I'EPr Sox17 et Gata4 (Figure 51D et 51E). De ce fait, j’ai choisi de poursuivre les
expériences, de RT-gPCR, en triant et sélectionnant uniquement cette sous-population GFP++.

La surexpression de la forme Gata6 3mut en condition contréle donne les mémes résultats de
diminution de Gata4 (Figure 52E), comparés aux résultats obtenus précédemment en population
totale (Figure 47D, 49D), mais cela n’est pas le cas pour Sox17 puisque son expression n’est pas
diminuée entre la forme et la forme Gata6 3mut sur population triée comparée a la

population totale (Figure 47C, 49C et Figure 52D).

Ces expériences en condition contrdle sans inhibiteurs et en condition d’inhibition de la voie
RTK ont été reproduites en analysant I’'ensemble des genes choisis pour étudier la différenciation en
EPr (n=2 et n=3 respectivement — Figure ANNEXE 7 a 18). Elles ne donnent malheureusement pas les
mémes résultats ce qui suggére qu’une hétérogénéité est encore présente et que les variations dans
I’efficacité de transfection ne sont toujours pas résolues. Cela pourrait s’expliquer par I'observation de
I'intensité du signal de fluorescence GFP au sein des cellules transfectées de la sous-population
intermédiaire GFP++, sur lequel est basé le tri de ces cellules (Figure 53). En effet, I'intensité de
fluorescence de cette population varie entre 10° et 10* (Figure 54). Cela pourrait étre gage d’une
hétérogénéité due au nombre différent de copies de Gata6 (plasmide) surexprimées au sein des
cellules et pourrait expliquer la non-reproductibilité des expériences. J’ai donc entrepris de réaliser

des lignées stables afin d’outre passer tous ces problémes techniques.
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Figure 51 : Quantification par RT-qPCR de I’expression des génes Gfp (A) et Gata6 (plasmide)
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La normalisation a été réalisée classiquement avec la moyenne géométrique des génes de
ménage Rps17 et Rpl30. Une expérience a été réalisée ici (n=1).



Résultats — Projet 1

I1I.C Etablissement de lignées stables inductibles a la Doxycycline

J’ai débuté la création de lignées stables afin d’'induire de maniére non transitoire une
expression contrélée des formes de GATA6, dans I'ensemble des cellules ES induites a la Doxycycline.

J'ai utilisé une stratégie de cellules souches embryonnaires ES-KH2 dans lesquelles le locus du
Collagene 1a, Col1A1, a été modifié (Figure 54A) afin de recevoir et d’exprimer un gene d’intérét (dans
notre cas les différentes formes de Gata6). De plus, I'induction de ces cellules va étre permise par le
systeme Tet-ON situé dans le locus de ROSA26 (Figure 54B) via un traitement a la Doxycyline (Aksoy
et al., 2013).

Ainsi, j’ai entrepris de réaliser les constructions plasmidiques comprenant les séquences de
Gatab en aval du promoteur PGK (« Phosphoglycerate kinase ») (Figure 55A et 55B). Les constructions
pour les formes de Gata6 sauvage PGK Gatab WT et Gatab mutées sur les sites S34, S264 et T509, PGK
Gatab 3mut ont été réalisées (Figure 55A). La forme PGK Gata6 4 mut est en cours de réalisation. De
plus, au vu des résultats obtenus avec les formes de Gataé mutantes sur les résidus S34 et T509 seuls,
il est aussi envisagé de produire les constructions PGK Gata6 S34A et PGK Gatab T509A. De plus, les
cellules KH2 peuvent exprimer Gata6 de maniére endogéne, ainsi, il est nécessaire de mettre en place
une stratégie de délétion du géne Gata6 endogene. Celle-ci est en cours de réflexion par la technique
de CRISPR-Cas9.

Par conséquent, une fois établies, les cellules seront mutantes pour le Gata6 endogéne et
pourront exprimer différentes formes de Gata6 de maniere stable et avec une expression proche d’une
expression endogéne, méme si cette expression sera induite via le promoteur du Col/1A1 et non par le

propre promoteur de Gataé.
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Figure 52 : Quantification par RT-qPCR de I’expression des genes Gfp (A) et Gata6 (plasmide) (B),
Nanog (C), Sox17 (D) et Gata4 (E) aprés 24h de surexpression du plasmide Pefla vide, Gata6 WT et
Gata6 3mut.

La normalisation a été réalisée classiquement avec la moyenne géométrique des génes de ménage
Rps17 et Rp/30. Une expérience a été réalisée ici (n=1).
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Figure 53 : Observation de I'intensité du signal de fluorescence GFP au sein des cellules transfectées
Gata6-/- de la sous population intermédiaire GFP ++ en condition contréle ou de double inhibition

PD17 + PDO032.

A. « Hot-spots » ou foyers d’intensité de GFP.
B. Répartition des cellules au sein des foyers.
C. Répartition des cellules au sein du foyer intermédiaire GFP++.
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Figure 54 : Représentation schématique du systéme inductible a la Doxycycline au sein des cellules
ES-KH2

(Modifiée de Aksoy et al 2013).

Au sein des cellules ES-KH2, le locus du Collagéne 1a, ColA1, a été modifié (A): une cassette FRT (Flipase
Recognition Target) -PGKnéopA- FRT- hygro-pA (séquence de Poly-adénylation) a été insérée pour
permettre l'insertion d’un géne d’intérét, par recombinaison inter- et intra-chromosomique au niveau
des sites FRT ou la casette PGKnéopA est perdue et remplacée par une région PGK-ATG. Ce
remplacement permet de conférer aux cellules une résistance a I’hygromycine pour leur sélection.
L'induction du gene d’intérét inséré va se faire sous I'action de la Doxycycline via le systéme Tet-ON
(schématisé en B.- Issue de https://www.genoway.com/technologies/tet-system.htm).

Cette activation passe par la production du transactivateur M2rtTA (triangle rouge) qui est sous la
dépendance du promoteur endogéene de ROSA26 dont I'expression est constitutive et ubiquitaire. Ce
transactivateur lié a la Tétracycline (analogue de la Doxycycline) va aller se fixer sur la séquence Tet-
ON. Ainsi, I'expression du gene d’intérét est induite.
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Figure 55: Représentation schématique des constructions PGK-Gata6 exprimant les formes
sauvages ou mutantes de Gataé6 sous la dépendance du promoteur PGK.

A. Représentation des différentes régions insérées au sein du plasmide PGK: en rouge, la région
Gatab (sauvage ou mutée), en violet une séquence de 6 répétitions Glycine suivies de 3
répétitions Flag, afin de tagguer la séquence Gata6, en vert une séquence 2A- 3NLS- Venus,
afin de visualiser via I'expression d’une GFP-Venus, |'expression de Gata6 dans les cellules au
niveau nucléaire de par les séquences NLS. Les primers utilisés et leur température d’annealing
ont aussi été représentés.

B. Représentation circulaire du plasmide entier et taille des différentes régions insérées.
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Figure 56 : Analyse de I'expression protéique de GATA6 au sein des cellules sauvages ES WT et
mutantes ES Gata6-/-
A. Stratégie expérimentale adoptée pour I'analyse protéique par Western Blot
B. Western Blot de I'expression protéique de GATA6 en condition contrble au sein des cellules
sauvages ES WT et mutantes ES Gata6-/- apres 48h de surexpression des constructions Pefla
vide, Gata6 WT et Gata6 3mut.
C. Quantification de I'intensité du signal GATA6 obtenu pour chaque bande observée par rapport
a l'intensité du signal GFP.
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IV Quel est I’état de phosphorylation de la protéine GATA6 en présence ou absence
d’inhibiteurs de la signalisation RTK-FGF ?

Puisque des résidus phosphorylables de GATA6 sont impliqués, j'ai réalisé différentes

expériences de Western Blot afin de mettre en évidence son (ses) état(s) de phosphorylation.

IV.A Différentes « formes » de GATA6 sont exprimées dans les cellules ES WT et Gata6-/-

Les analyses de Western blot ont été effectuées apres 48h de surexpression des formes
ou Gatab 3mut puisqu’ils ont été fait en parallele des premiéres expériences d'immuno-marquages
réalisés a 48h (Figure 56A).

Quel que soit le type cellulaire considéré, les conditions sans transfection ou en cellules
transfectées avec le plasmide Pefla vide, ne révelent pas de bande pour GATAG6 (Figure 56B). En effet,
dans ces conditions, aucune protéine GATAG exogéne n’est apportée. Dans les cellules ES Gata6-/- et
ES WT aucune protéine GATA6 endogéne n’est exprimée et aucune induction/trans-différenciation
n’est induite dans ces conditions. Par conséquent, aucune bande GATAG6 n’est détectée.

Quelle que soit la forme de Gatab6 transfectée ou Gata6 3mut, GATAG est détectée
sous plusieurs bandes. En effet, 3 ou 4 bandes, d’intensités variables, dans les cellules ES WT et ES
Gata6-/- sont observées (Figure 56B). Certaines bandes du fait de leur trop faible intensité n’ont pu
étre quantifiées (Figure 56CB). Le patron de détection de ces différentes bandes est identique entre
les formes et Gata6 3mut, aucune différence dans les tailles des bandes n’est observée.

Ainsi, pour chaque condition et type cellulaire, les bandes 1 et 2 sont exprimées apres
surexpression des formes et Gata6 3mut. Seules les bandes 2, 3 et 4 (non quantifiées)
semblent varier fortement entre la forme et Gata6 3mut avec une variation plus nette entre
les cellules ES WT (diminution pour Gata6 3mut comparée a la forme ) et ES Gata6-/- (pas
de changement). Les variations observées pourraient étre dues a I'efficacité de transfection.

Trois expériences ont été réalisées et présentent le méme résultat. Différentes tailles de

GATAG6 sont donc observées dans les cellules ES WT et ES Gata6-/-.

IV.B La protéine GATAG6 observée est de poids moléculaire plus élevé que celui attendu

Les bandes observées ont un poids moléculaire d’environ 75 a 80 kDa (Figure 56B). Ce poids
est supérieur d’environ 10 a 20kDa par rapport aux poids attendus chez la souris de 50kDa (GATA6
C(ourte)) et 59kDa (GATAG6 L(ongue)).

Un autre modele cellulaire a été utilisé, les cellules de carcinome embryonnaire F9, afin de
mettre en évidence la ou les formes endogenes connues de GATAG. Les cellules F9 ont été traitées au
RA en absence ou présence des traitements avec les inhibiteurs de la voie RTK-FGF, et I'expression

protéique a été examinée aprés 48h en Western blot (Figure 56A et 57).
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Figure 57 : Comparaison de taille de la protéine GATAG6 au sein des cellules sauvages ES WT et F9.
Western Blot de I'expression protéique de GATA6 en condition controle au sein des cellules sauvages
F9 et ES WT aprés 48h de surexpression des constructions Pefla vide et
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On observe dans les cellules F9, 3 bandes majoritaires, dont une 4eme, plus basse et de trés
faible intensité, en condition de traitement au RA seul (RA, bandes avec symboles : A /' A A; Figure 57).
Cette observation n’avait pas été faite précédemment puisque les seules données trouvées, dans les
cellules F9, dans la littérature, ne montrent qu’une seule bande détectée pour GATA6. Cependant, on
ne retrouve aucune indication de taille (Zhuang et al., 2003). Cette présence de GATA6 endogene en
cellules F9 + RA est inhibée lorsqu’on ajoute a la culture, de maniere concomitante au traitement RA,
les inhibiteurs PD17 seul, PD032 seul ou les deux inhibiteurs combinés. Cela indique que I'inhibition de
la signalisation RTK-FGF bloque I'action du RA pour induire I'expression de Gataé6.

La transfection du plasmide Pefla vide seul, ne permet pas de détecter de GATA6 dans les
cellules ES WT. De plus, la transfection du plasmide Pefla Vide additionnée au traitement RA (Pefla
vide + RA), nous permet d’observer I'induction des mémes bandes observées (A /' A A) gu’en condition
F9 + RA mais de plus faible d’intensité (Figure 57). Cela suggeérerait un effet inhibiteur de la transfection
sur I'induction de GATA6 endogéne, ou une compétition répressive de la transfection et du traitement
RA I'un envers I'autre. Le choc de la transfection pourrait aussi diminuer la transcription intracellulaire.

La bande de plus faible taille (A) obtenue, dans les cellules ES WT, aprés transfection de la

forme , correspond a la bande de plus haute taille obtenue aprés traitement au RA en cellules
F9 (Figure 57). En revanche, lorsqu’on transfecte la forme sauvage additionnée au
traitement RA ( + RA), on observe une trainée de différentes bandes comprenant les bandes

observées en condition de traitement RA seul (A A), des bandes observées en condition de transfection
en cellules ES WT (A- Figure 57) et d’autres bandes ( A /\ A A- Figure 57). Cela montre que les mémes
formes de GATA6 endogénes et exogeénes sont produites via le RA d’une part et via la transfection
d’autre part. D’autres formes de tailles plus basses sont aussi produites et pourraient représenter des
formes dégradées de GATAG6. Cela n’a pas été approfondi et méritera des expériences
complémentaires.

La quantification de ces différentes bandes pour ces différentes conditions, montre la

prévalence de certaines formes de GATAG6 sur d’autres suivant le type d’expérience.

IV.C La signalisation RTK-FGF joue un rd6le dans le maintien de la protéine GATAG6.

Des traitements de double inhibition PD17 + PD032 ont été réalisés avant la surexpression,
pendant 48h, des formes ou , dans les cellules ES WT ou ES Gata6-/- afin de voir
I'impact de la signalisation RTK-FGF sur GATAG6. La méme stratégie expérimentale a été adoptée (Figure
56A). En cellules ES Gata6-/-, on observe une forte diminution de la quantité totale de GATAG6 a la fois

en condition de surexpression de la forme ou lorsque les cellules ont été
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Figure 58 : Analyse de I’expression protéique de GATAG6 au sein des cellules mutantes ES Gata6-/-
avec ou sans traitement aux inhibiteurs PD17 + PD032, 48h de surexpression des constructions Pefla
vide, et Gata6 3mut.

A. Western Blot

B. Quantification de I'intensité du signal GATAG6 obtenu par rapport a I'intensité du signal GFP.
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traitées, en 48h, avec les inhibiteurs PD17 + PD032 par rapport aux cellules non traitées (facteur 1,8
pour et facteur 4,6 pour — Figure 58A et 58B).Trois expériences du méme type
ont été réalisées et dans chacune, une diminution de I'intensité des bandes de GATAG6 est constatée
entre condition contréle et condition traitée pour une méme forme surexprimée de Gataé.

Concernant les cellules ES WT, le méme constat de diminution de I'intensité des bandes GATA6
est établi entre condition controle et condition traitée pour une méme forme surexprimée de Gatab
(Figure ANNEXE 19A et 19B). L'effet des inhibiteurs semble moins drastique sur cellules ES WT que sur
cellules ES Gata6-/- ; ce qui pourrait se justifier par la quantité plus importante de GATA6 (exogéne +
endogene) ce qui serait plus difficile a réduire lors de I'inhibition de la signalisation RTK-FGF.

Par conséquent, nous avons émis I'hypothése que la signalisation RTK-FGF pourrait jouer un
role dans le maintien de la protéine GATA6. Cependant, les inhibiteurs de cette voie ont été ajoutés
avant la surexpression des formes de Gatab6 et de ce fait, il serait intéressant de comparer ces résultats
a ceux obtenus lorsque la signalisation est inhibée une fois que Gata6 est exprimé, ce qui est le cas

dans I’'embryon.

IV.D Laprotéine GATAG6 est détectée aprés 6h de transfection dans les cellules ES Gata6-/-

J'airéalisé une cinétique de I'expression protéique de GATAG. Ainsi, j’ai observé au microscope
un début de production de la GFP aprés 6 a 7h de transfection. Par conséquent, un Western Blot a été
réalisé suivant les conditions expérimentales détaillées en Figure 59A (Figure 59A).

GATAG est produite et détectable en Western Blot apres 6h de transfection et sa quantité est
maintenue aprées 8h, 10, et 12h de transfection (Figure 59B). Néanmoins, il est a noter que des
problémes de détection de la GFP sont apparus lors de ces expériences (Figure 59B). Ces soucis ont

perduré dans les expériences suivantes et seront donc détaillé ci-aprés.

IV.E Laquantité de GATAG6 dégradée est restaurée en condition MG132+ PD17 + PD032

Afin d’analyser la potentielle dégradation de GATAG6, le MG132, inhibiteur du protéasome a
été administré. Tout d’abord, j’ai observé que le MG132 ne peut étre utilisé plus de 4h du fait de la
|étalité cellulaire entrainée sur une durée plus longue (Figure 60B). Par la suite, j'ai réalisé le méme
type d’expérience en ajoutant le MG132 apres 6h de transfection de la forme dans les
cellules ES Gatab-/- traitées aux PD17 + PD032 ; Une cinétique de T=30min, 1h, 2h, 3h a été réalisée
afin de voir si I’'on restaurait la quantité de GATA6 produite (Figure 61A).

On confirme que la double inhibition PD17 + PD032 diminue la quantité totale de la protéine
GATAG (Figure 61B). De plus, I'ajout de MG132 permet d’augmenter, le long des 3h de traitement, la
quantité de GATAG6 (Figure 61B).
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Figure 59 : Cinétique d’expression de GATAG apres surepxression de Gata6 \WT dans les cellules ES
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Concernant la GFP, nous avons eu des problemes de détection de celle-ci malgré I'essai de 5
anticorps différents (Figure 62A). Dans les meilleurs détections, I'efficacité de détection reste faible
(par exemple Figure 56B, 57B et 58A). Au sein du plasmide d’expression utilisé, les
deux protéines, GATAG6 et GFP, issues d’'un méme ARN du fait de la présence du peptide de clivage 2A,
sont produites en méme quantité. Ainsi, j'ai réalisé une gamme, afin de voir quelle est la quantité de
protéine nécessaire pour visualiser la GFP (Figure 62B). En effet, je constate que lorsque je dépose
20pg de protéines totales, le signal GATAG est trés fort alors que le signal GFP I'est beaucoup moins,
certainement d( a des différences de détection des anticorps. Au fil de la gamme, méme si GATA6 est
encore présent a 10ug, le signal GFP est presque indétectable. Ainsi, la quantité de 20ug de protéines
totales extraites d’'un échantillon regroupant des cellules transfectées GFP+ et des cellules non
transfectées GFP-, constitue un seuil minimum. Dans ce cas, on observe que [l'efficacité de
reconnaissance des anticorps GFP est médiocre ce qui justifie la difficulté a obtenir un signal GFP

correct et quantifiable.

IV.F Expression de GATAG6 dans les cellules triées GFP++.

Afin de contourner ce probléme de détection de la GFP, j'ai décidé de trier les cellules par
cytometrie afin d’analyser I'expression de GATA6 au niveau protéique seulement dans les cellules
exprimant la GFP a un niveau plus homogéne. Le tri a été réalisé avec les mémes réglages que ceux
utilisés pour les expériences de RT-qPCR. De plus, les expériences ont été réalisées en paralléle des
expériences de RT-gPCR et de ce fait, a ce moment-la, I'hétérogénéité des cellules au sein de la
population GFP++ intermédiaire n’était pas connue.

Ces expériences préliminaires ont été réalisées apres 24h de transfection des dans
les cellules ES Gatab-/-. Une premiére expérience a montré que la quantité de protéines était trop
faible (Figure 63A avant lyophilisation). J’ai donc décidé de concentrer mes échantillons de protéines
restantes par lyophilisation. J’ai déposé ensuite la totalité des protéines lyophilisées, en concentration
différente et inconnue, sur mon gel de Western Blot. Cette fois-ci, un signal concernant GATAG6 est
détecté dans la sous population GFP++ (Figure 63A aprés lyophilisation). Néanmoins, aucune
amélioration n’a été suffisamment importante pour détecter un signal GFP. Par conséquent, il est
impossible d’analyser/quantifier ces résultats. De ce fait, il est nécessaire de reproduire cette
expérience en combinant une augmentation du nombre de cellules par condition (Figure 63B) ainsi
que la concentration des protéines par lyophilisation des échantillons. Je pourrai ainsi tester les
différentes formes de GATA6 en les comparants a la forme sauvage avec/sans traitement
PD17, PD032 ou combiné avec/sans MG132 pour résoudre notre hypothése de stabilité de GATA6 dans
nos conditions expérimentales. D’autres expériences de Western Blot ont été réalisées en parallele

mais ne se sont pas révélées concluantes ou exploitables (Figure ANNEXE 19 et 20).
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IV.G Conclusion Générale

Les expériences de Western blot ont permis de montrer que GATA6 est détectée sous
différentes bandes (ou formes ?). En effet, au moins 3 bandes dans les cellules ES WT et ES Gata6-/-
sont observées. La troisieme bande pourrait correspondre a une forme endogene de GATAG, présente
seulement dans les cellules ES WT et F9.

Cependant, on ne peut pour le moment pas conclure quant a I'état, modifié post-
traductionellement ou pas, des protéines GATA6 de ces bandes.

L'inhibition du FGFR + MEK dans la signalisation RTK-FGF, en cellules ES Gata6-/-, en 48h, révéle
une forte diminution de la quantité totale de GATAG a la fois en condition de surexpression de la forme

ou . Cela suggéere un réle potentiel de la signalisation RTK-FGF dans la protection
contre la dégradation de GATAG. Enfin, j’ai pu voir que I'ajout de MG132, inhibiteur du protéasome,
permet de restaurer la quantité totale de GATA6 dégradée par les deux inhibiteurs PD17 + PD032.

L'utilisation d’anticorps Pan-phosphorylation tels que les anticorps Pan-phospho (Ser/Thr)
serait un bon moyen de voir la phosphorylation de la protéine. Cependant, il faudrait réaliser cela sur
un extrait concentré de protéine GATA6, immunoprécipitée en amont pour éviter d’avoir un marquage
sur I’'ensemble de la membrane d{ aux autres protéines phosphorylées si I’on fait migrer un échantillon
de protéines totales. J’envisage aussi de regarder sur gel PhophoTag (Bekesova et al., 2015; Kinoshita
et al., 2009; Kinoshita-Kikuta et al., 2009; Messer et al., 2009) les bandes obtenues pour GATA6 soit
dans les cellules F9 soit dans les cellules ES WT en le comparant a un gel bis-acrylamide classique afin
de mettre en évidence par dissociation de bande et augmentation de I'écart en elles de possible
bandes passées inapercues. Si des différences sont mises en évidence entre les conditions traitées en
absence ou présence d’inhibiteurs de la voie RTK-FGF seuls ou combinés, il en sera conclu que I'on est
bien en présence de forme(s) phosphorylée(s) de GATA6 et que cette phosphorylation pourrait étre
directe par la voie RTK-FGF.

De plus, ayant émis I'hypothése que la phosphorylation par la signalisation RTK-FGF
permettrait de protéger GATA6 contre I'ubiquitination (Ub) et donc contre la dégradation, il serait
aussi intéressant d’utiliser de la méme maniére un anticorps Pan-Ub sur échantillons de protéine
GATA6 immuno-précipitée en présence ou non d’inhibiteurs de la signalisation RTK-FGF. Ainsi, dans le
cas ou la signalisation est active (condition contréle), la phosphorylation pourrait avoir lieu. Si la
phosphorylation empéche le dépot de marques d’Ub, on n’aurait soit aucun marquage avec I'anticorps
Pan-Ub soit un marquage moins important que dans la condition traitée avec inhibiteurs de la voie

RTK-FGF.

78



Passage ES Gata6-/- Transfection T=0h

Pefla GATA6 WT
Contréle
PD17 +PD032
Culture ES Gata6-/-
DMEM Glutamax
+LIF -LIF
+15%FBS

Arrét de la culture
(cinétique T(=temps en heure) post transfection)
Puis Western blot

Traitement au MG132
t=0h t=+30min +1h +2h +3h

T=+6h
Pefla
GATAG

B.
Echantillon ES 66-/-
Figure 59 + 6h Gatab WT
MG132 - - +30min +1h +2h +3h
PD032 - + + + * +
PD17 - + + + + +
100kDa ——
4 ——BandelO
S5k0a = | Contrale 1 2 3 4 5
42kDa — - ACTINE
Pas de GFP

Figure 61 : Sauvetage de I'’expression de GATAG6 par inhibition du protéasome (MG132)

A. Stratégie expérimentale

B. Cinétique de sauvetage de I'expression de GATA6



Résultats — Projet 1

+48h

Nom Réference Don équipe
GFP lapin Invitrogen molecular probes (lot: 743636 A11122) CHAZAUD C.
GFP poulet Abcam (ab13970) CHAZAUD C.
GFP chévre Abcam (ab5450) MIROUSE V.
GFP souris Roche (ref: 11814460001) DA INES O.
JL8 souris Clontech (ref: 632381) MIROUSE V.
GFP turbo souris Origene (TA150041 lot W002) SAPIN V.
ES Gata6-/-
GATA6
ACTINE
GFP

Figure 62 : Test des différents anticorps GFP en Western Blot
A. Tableau des anticorps testés en Western blot pour la détection de la GFP.
B. Western blot pour test de concentrations graduelles de GATA6 et donc de GFP.
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Figure 63 : Expression de GATAG au sein de la sous-population triée GFP++ au FACS Aria Il
A. Western blot apres tri des cellules.
B. Nombre de cellules et pourcentage obtenus pour chaque sous-population apres tri au
cytometre.
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Dans les cellules ES Gata6-/-, le mécanisme d’initiation de I'induction des génes cibles de
GATAb6, Sox17 et Gatad, apres surexpression de différentes formes de Gata6, est le méme. Ce
mécanisme repose sur le fait que l'initation de I'expression de SOX17, en 24h, et de GATA4, en 48h,
est dépendante de I'activation directe de GATA6 modulée par la signalisation RTK-FGF. Un décalage
temporel est constaté dans l'initiation de I'expression de GATA4 par rapport a SOX17. En revanche, a
48h, I'expression de SOX17 semble étre indépendante de I'état de GATA6 mais modulée seulement par la
voie RTK-FGF. La phosphorylation directe des résidus de GATA6 ou d’un intermédaire, cofacteur de
GATAG, reste ainvestiguer. Ainsi, parmi les 2 hypothéeses émises (Figure 33), I'hypothése 1 serait favorisée
: une action directe de la voie RTK-FGF pour I'activation de GATAG lors de I'induction de ses génes cibles.

De plus, en 24h, I'analyse de I'expression de SOX17 montre une induction par la branche MEK-
ERK essentiellement et potentiellement sauvée par la branche PI3K-AKT. Le résidu S37 semble étre ciblé
par la compensation entre ces deux branches. De plus, j'ai observé que les résidus S34 et T509 sont
nécessaires pour induire I'expression de ce gene cible avec une potentielle coopération entre résidus qui
reste cependant a démontrer. Cependant, contrairement aux cellules CaCo2 (Adachi et al., 2008), mes
résultats montrent que le site S264 ne semble pas étre indispensable dans I'activation de Gata6 pour
I'expression de SOX17 mais pourrait moduler secondairement la sensibilité a la voie RTK-FGF en
association ou non avec les autres résidus.

Au niveau transcriptionnel, j’ai constaté que la forme Gata6 3mut est moins efficace que la
forme pour l'induction de Sox17 et Gata4. Cela suggere que I'état des résidus étudiés de
GATAG joue un role important au moment de I'induction de ces genes. L'expression ARNm de Sox17
refléte son expression protéique observée a 24h lorsque la forme est surexprimée quelles
gue soient les conditions. Concernant I'expression de Gata4, les résultats obtenus au niveau ARNm a
24h confirment ceux obtenus a 48h quelle que soit la forme surexprimée de Gataé6 et les conditions
de traitement. L’établissement de lignées stables se révele indispensable pour approfondir ces
expériences et outrepasser les variations observées entre les réplicats.

Au niveau protéique, les expériences de Western blot ont permis de montrer que GATAG6 est
détectée sous différentes bandes (ou formes ?), au moins 3 en cellules ES WT et ES Gata6-/-.
Cependant, on ne peut pour le moment pas conclure quant a I’état, modifié post-traductionellement
ou pas, des protéines GATA6 correspondant a ces bandes. La diminution de la quantité totale de GATA6
aprés traitement aux inhibiteurs dirigés contre FGFR + MEK, en cellules ES Gata6-/-, en 48h, suggére
un role potentiel de la signalisation RTK-FGF dans la protection contre la dégradation de GATA6. Cela

a été confirmé par I'ajout de MG132, inhibiteur du protéasome, qui augmente la quantité de GATA6.
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Au sein de I'embryon, il a été montré qu’il est nécessaire d’exprimer GATA6 et que la
signalisation RTK-FGF soit active pour induire la différenciation et la maturation de I'EPr (Bessonnard
et al., 2014; Frankenberg et al., 2011). Ainsi, mon premier projet de doctorat a été d’étudier de quelle
maniére s'effectue la coopération du facteur de transcription GATAG6 et de la signalisation RTK-FGF.

L'analyse in silico de GATAG a révélé 4 sites potentiels de phosphorylation par la voie RTK-FGF :
S34, S37, S264 et T509. J'ai ainsi analysé I'expression des protéines SOX17 et GATA4, par immuno-

marquages, apres surexpression de différentes formes mutées ou non sur les résidus d’intéréts.

| Les branches MEK-ERK et PI3K-AKT se compensent pour la trans-différenciation des cellules ES

en EPr

Apres 24h de surexpression de dans les cellules mutantes, nous avons remarqué
que lorsque les branches MEK-ERK et PI3K-AKT sont inhibées ensemble (LY + PD032), I'induction au
niveau protéique SOX17 est réduite au méme niveau que celle obtenue en condition de double
inhibition PD17 + PD032. En revanche, lorsque ces branches sont inhibées indépendamment l'une de
I"autre, SOX17 est induit de maniére similaire a I'induction obtenue en condition contréle au sein des
cellules transfectées (Figure 43A). Cela montre qu’une compensation s’opére entre ces deux branches.
Néanmoins, méme si la branche MEK-ERK est considérée dans la littérature comme la branche
principale, aucune donnée n’est a ce jour connue sur la primauté d’'une de ces deux branches sur
I'autre in vivo.

L’induction de SOX17 obtenue avec Gata6 4mut en condition d’inhibition de la branche MEK-
ERK ou PI3K-AKT indépendamment I'une de 'autre est similaire a celle observée en condition contréle
avec la forme (Figure 43A et 43C), ce qui suggére que l'induction de la voie RTK-FGF pourrait
étre soit indépendante de la branche MEK-ERK lorsque celle-ci est inhibée renforcant I’hypothese de
compensation des branches MEK-ERK et PI3K-AKT, soit dépendante de la branche MEK-ERK lorsque
celle-ci est active, la rendant prioritaire dans ce contexte.

La forme Gata6 3mut montre un effet intermédiaire sur I'induction de I'expression de SOX17
et GATA4 observé en immunomarquage (Figure 43D, 46). Cet effet est confirmé au niveau ARNm pour
Sox17 ainsi que de nombreux marqueurs d’EPr (Figure 47, 48, 49). La surexpression de la forme Gata6
3mut montre une certaine résistance aux inhibiteurs PD17 et/ou PD032 avec une sensibilité pour le LY
suggérant une sensibilité a la branche PI3K-AKT. Avec la forme , le LY seul n’a pas d’effet.

Ainsi, muter les résidus S34, T509 et S264 révele une sensibilité au LY. La différence entre les formes
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Gata6 3mut et Gatab 4mut est la mutation du résidu S37 qui serait alors le résidu permettant la
sensibilité. En effet, lorsque la sérine 37 est mutée, seule I'inhibition au PD032 arrive a diminuer
I’expression de SOX17 comme dans les expériences avec la forme + PD032+ LY. L'ensemble
de ces résultats montrent qu’un sauvetage par la branche PI3K-AKT peut étre effectué ciblant la sérine
37 si la voie MEK-ERK est inhibée. L’activité PI3K sur ce résidu a été montrée dans un autre contexte
cellulaire HT29 (Chitforoushzadeh et al., 2016).

Il sera nécessaire de poursuivre ces expériences de double inhibition (LY + PD032) en
surexprimant les formes mutées sur résidus uniques Gatab S34A, Gatab S37A et Gatab T509A afin de
confirmer I'importance du résidu S37 lors de cette compensation. De plus, la réalisation de formes
mutantes phosphomimeétiques sur résidu seul ou combinés, en surexpression ou idéalement en lignées

stables, nous permettrait de discrimer nos hypothéses.

I Coopération de plusieurs résidus dans l'interaction GATA6/RTK-FGF

L'inactivation de la sérine S264, considérée comme le site actif d’activation de GATA6 en
cellules CaCo2 (Adachi et al., 2008), montre que ce résidu n’est pas un site majeur de GATA6 pour
I'induction, en cellules ES murines, de I'expression des génes exprimés dans I'EPr. En effet, une légére
différence a été constatée, a 24h, entre la surexpression de la forme comparée a laforme

(Figure 43B). Néanmoins, au vu des résultats obtenus en 48h avec les formes
et Gata6 S264D, a la fois sur I'expression de SOX17 et de GATA4, la sérine S264 pourrait avoir un role
modulatoire mineur.

L’inactivation combinée de I'ensemble des résidus dans la forme Gata6 4mut montre une
diminution de I'expression de SOX17 en condition contréle. Cette diminution est similaire a celle
observée avec la forme en présence des inhibiteurs et il n'y a aucune diminution
supplémentaire lorsque la forme Gata6 4mut est traitée avec PD17 + PD032 ou avec LY + PD032 (Figure
43C). Ce résultat suggere que la forme Gata6 4mut récapitule I'effet des PD17 + PD032. Cela montre
que l'inactivation des 4 résidus ciblés réduit I’activité de GATA6 pour I'induction de Sox17. Les quatre
résidus S34, S37, S264 et T509 sont donc importants soit directement soit indirectement pour la
médiation de I'activité RTK-FGF. L'inactivation séparée des 4 sites potentiels de phosphorylation S34,
S37,5264 et T509 montre que les deux résidus S34 et T509 sont nécessaires. Il faut que les deux résidus
soient intacts, potentiellement phosphorylables, pour induire une expression de SOX17 plus forte que
I’expression « basale » due a la seule expression ectopique de Gata6. En effet, une seule mutation
réussit a réprimer la capacité de GATAG6 a induire I'expression de SOX17.

L'ensemble des résultats montrent qu’une coopération existe entre les résidus S34 et T509,
avec un effet de « protecteur » de la compensation entre les branches MEK-ERK et PI3K-AKT médié

par le résidu S37.
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GATAG présente un nombre important de résidus potentiellement phosphorylables (Figure 30
et 35). Dans le cas ou plusieurs sites sont impliqués et s’ils sont nécessaires et suffisants, ils pourraient
agir de concert en étant soit phosphorylés ensemble comme il a été mis en évidence pour la protéine
ELK1, phosphorylée sur différents sites par ERK (Mylona et al., 2016). Ainsi, en prenant pour exemple
la méme mécanistique que celle observée sur la protéine ELK1, les différents résidus d’intéréts de
GATAG pourraient aussi étre phosphorylés de maniéere séquentielle sur des périodes de temps plus ou
moins longues afin de produire un relai entre les sites pour moduler 'activité de GATA6. Seule une
étude en spectrométrie de masse a différents temps lors de la trans-différenciation des cellules ES en
EPr permettrait de voir une telle dynamique. Cette étude pourrait aussi étre effectuée dans les
différentes conditions de transfection et de traitements.

Enfin, les modifications post-traductionnelles, dont la phosphorylation, engendrent des
modifications de conformations des protéines. Dans notre cas, il pourrait étre envisagé qu’une
modification de la conformation suite a la phosphorylation, par la voie RTK-FGF, d’un ou plusieurs de
ces résidus de GATA6 permettrait le rapprochement des extrémités N- (contenant les résidus S34 et
S37) et C-terminales (contenant le résidu T509) de la protéine et donc un intéraction serait possible.
Alternativement, ces résidus sont possiblement des points de liaisons avec d'autres co-facteurs. Des
expériences de cristallographie pourraient nous permettre d’observer la conformation de GATA6 en

absence ou présence d’inhibiteurs de la voie RTK-FGF.

Il Quel(s) récepteur(s) sont impliqués ?

L'inhibition de la voie RTK-FGF, au niveau récepteur, a été réalisée avec le PD17 pour les
récepteurs FGFR. Cependant, I'inhibiteur PD17 n’est pas spécifique d’un seul récepteur FGFR, et la
transduction du signal induit par le FGF peut passer soit (i) par le FGFR1 exprimé en cellules ES
indifférenciées, dont I'implication est renforcée par les études récentes de Kang et al et Molotkov et
al réalisées en embryon (Kang et al., 2017; Molotkov et al., 2017) soit (ii) par les FGFR2 et FGFR3.
Néanmoins, ces deux recepteurs FGFR2 et FGFR3 sont trouvés exprimés en cellules ES lors de leur
différenciation et s’ils sont exprimés, il faudrait aussi qu’ils soient fonctionnels. Cela reste a démontrer.

Ainsi, afin de déterminer quel récepteur est impliqué, il serait envisageable de réaliser des
expériences d’'immuno-marquages ou de quantification par RT-qPCR de ces récepteurs dans les
différentes conditions de surexpression des formes de GATA6 et d’inhibition de la signalisation RTK-
FGF/MEK-ERK et PI3K-AKT au cours de la trans-différenciation des cellules ES Gata6-/-.

Néanmoins, une autre hypothése peut étre envisagée : une autre partie de la voie RTK pourrait
étre impliquée, engageant d’autres récepteurs et un autre signal que le FGF, et pourrait permettre
cette induction dite « basale » de I'expression de SOX17, observée en condition de surexpression de la

forme avec traitement de double inhibition PD17 + PD032 ou d’inhibition PD17 seul.
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En effet, d’autres protéines telles que le PDGFRa peuvent phosphoryler GATA6. Cependant, le PDGFRa
n’est pas exprimé dans les cellules ES indifférenciées mais seulement au cours de leur différenciation
en EXEn apres expression ectopique de Gata6, Gata4 ou encore lors de traitement a I’acide rétinoique
(Artus et al., 2010). De plus, le récepteur c-KIT, aussi exprimé au sein de I'EPr et des cellules XEN (Brown
et al., 2010b, 2010a; Kunath et al., 2005), pourrait activer la voie RTK-FGF, méme s’il a été montré
comme n’étant pas requis pour I'établissement et le maintien des cellules XEN (Artus et al., 2010).
D’autres traitements comme le Gleevec dirigé contre les protéines PDGFR et c-KIT pourraient étre

utilisés afin de compléter nos résultats.

IV GATAG est présente sous différentes « formes » protéiques au sein des cellules ES

Les expériences de Western Blot ont permis de montrer que cette protéine est présente avec
des tailles diverses en proportions différentes suivant les types cellulaires et les expériences
effectuées. Cela a été montré sur la protéine GATA6 humaine dans I'étude de Chitforoushadeh et al,
étude dans laquelle la protéine est retrouvée entre les tailles de 55 a 80 kDa (Chitforoushzadeh et al.,
2016).

Les bandes observées, lors de mes travaux, ont une taille d’environ 75 a 80 kDa, en cellules ES
(Figure 56). Ces tailles de protéine GATAG6 sont supérieures d’environ 10 a 20kDa par rapport a la taille
attendue de la protéine GATAG souris (50 kDa (GATAG6s) et 59kDa (GATA6.)). De plus, j’ai confirmé, en
cellules F9 traitées au RA, que les bandes observées en Western blot correspondent bien a des
protéines GATAG6 sous différentes formes pour le moment indéterminées (Figure 57). Les traitements
effectués sur cellules F9 en combinant RA et inhibiteurs des RTK montrent que GATA6 n’est pas
exprimée (Figure 57) et par conséquent, montre une inhibition de I'action du RA par I'inhibition de la
voie RTK. Cela sous-entendrait soit que I’action du RA passerait par la signalisation RTK-FGF soit qu’ils
agissent en parallele et que la voie RTK-FGF est nécessaire.

D’autres formes de tailles plus basses sont aussi produites et pourraient représenter des
formes dégradées de GATAG6 (Figure 57). Cela pourrait étre approfondi en traitant les cellules F9 +

+ RA au MG132, inhibiteur du protéasome pour bloquer la dégradation protéique. Ainsi, s’il
s’agit de forme(s) dégradée(s) destinée(s) a étre détruite(s), ces formes seraient alors accumulée(s)
lors du traitement MG132. S'il s’agit de formes dégradées libérées, ces formes ne seraient alors pas

relarguées lors du traitement MG132.
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V Lasignalisation RTK-FGF, via une potentielle phosphorylation, protégerait GATA6 d’une

dégradation

En réalisant des Western Blot en condition contrdle et de traitement avec la double inhibition
PD17 + PD032, j’ai constaté que cette inhibition diminuait la quantité totale de protéine GATA6. De
plus, j’ai observé une restauration de la quantité totale de Gata6 dégradée par les deux inhibiteurs en
traitant conjointement au MG132. Ainsi, la signalisation RTK-FGF préviendrait la dégradation de GATA6
et permettrait son maintien.

Ces observations ont été faites avec les formes et de maniére plus importante avec
la forme Gatab 3mut suggérant que cette derniére soit plus sujette a dégradation lorsque la voie RTK-
FGF est inhibée. En effet, les résultats obtenus en immuno-marquage des cellules ES Gata6-/-, avec
surexpression de la forme Gatab 3mut et avec traitement PD17 + PD032, montrent que celle-ci est
moins apte a induire les génes de différenciation (Figure 46, 47, 48, 49). Les résultats obtenus avec
SOX17 témoigneraient d’'une expression induite rapide de SOX17 en 24h puis maintenue en 48h, qui
pourraient étre moins influencée par la stabilité et la dégradation de GATA6. Par conséquent, la forme
Gatab 3mut correspond peut étre a une forme qui met en évidence une sensibilité accrue pour la
branche PI3K, par rapport a la physiologie normale que I'on retrouve au sein des cellules.

L’hypothése émise pour expliquer ce mécanisme de protection de la voie RTK-FGF sur GATAG6
est que la phosphorylation de GATAS, par la voie RTK-FGF, pourrait empécher le dép6t de marques
d’ubiquitination, soit de maniere directe sur les mémes sites que ceux étudiés, en masquant les sites
d’ubiquitination, soit de maniére indirecte par encombrement stérique. De plus, un co-facteur pourrait
aussi étre impliqué et étre ciblé ou non par la voie RTK-FGF.

Une phosphorylation directe de GATA6 pourrait aussi engendrer une modification de la
conformation en créant des repliements qui pourraient masquer les sites d’ubiquitination et donc
stabiliserait GATA6. Cette modification de conformation pourrait étre a I'origine d’un rapprochement
des sites S34, S37 en position N-terminale et T509 en position C-terminale et de leur coopération
potentielle. Pour le moment, nos expériences ne nous permettent pas de conclure quant au
mécanisme contrélant la stabilité et la dégradation de GATA®6.

Une analyse in silico, des sites d’ubiquitination potentiels de GATA6 montrent que ceux-ci ne
coincident pas avec les sites potentiels de phosphorylation (Figure 64) suggérant qu’un mécanisme
indirect est privilégié. Cependant, I'étude de Chitforoushadeh et al révéle que le site S37 est situé dans
une séquence PEST, correspondant a une séquence de dégradation. Cela suggere un mécanisme direct
reliant le résidu S37 et la dégradation de GATAG6 (Chitforoushzadeh et al., 2016).

L'hypothese du maintien de la protéine est renforcée par les résultats d'expression des génes
cibles. En effet, dans I'ensemble des contextes expérimentaux, par immunomarquage, I'expression de

SOX17, n’est cependant pas proche du zéro obtenu en plasmide Pefla vide. Ainsi, I'expression de
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SOX17 est induite mais réduite a un niveau faible « basal » signifiant que la seule expression ectopique
de Gatab permet I'induction des genes cibles et ce en présence d’une signalisation RTK-FGF active ou
non. L'induction d’expression observée pourrait dépendre de la quantité de GATA6 présente
correspondant a sa production + ratio maintien/dégradation.

Schroter et al montrent que des doses croissantes de GATA4 ou GATA6 produisent le méme
effet d’induction croissante des génes cibles de I'EPr (Schréter et al., 2015). De plus, dans cette méme
étude, l'utilisation de I'inhibiteur PD032 impose une plus grande production de GATA4 pour induire
une méme expression des genes cibles de I’EPr. Cela pose la question de savoir s'il s’agit d’'un maintien
de GATA4 ou si cela dépend du niveau de GATAG6 induit. Dans ces expériences, on remarque que
lorsque les cellules sont induites, GATAG6 est exprimé au méme niveau entre les cellules traitées ou non
traitées avec du PD032 ce qui suggere un effet seuil ON/OFF de GATA6 (Schréter et al., 2015). Cela
suggeére que la quantité de GATAG produite serait déterminante et serait potentiellement modulée par

la voie RTK-FGF jusqu’a un certain seuil.

Néanmoins, si I’hypothése de la protection contre la dégradation par la voie RTK-FGF en faveur
du maintien de GATA6 n’est pas confirmée, d’autres investigations seront a envisager, notamment
concernant la capacité de GATA6 a se fixer sur ’ADN.

Les lignées stables produites pourront nous permettre d’investiguer cela, sur le long terme, en
réalisant des expériences de ChIP afin d’observer I'impact de l'inactivation de certains résidus de
GATASG, et donc sa potentielle phosphorylation, sur sa fixation a I’ADN. L'équipe d'A. Martinez-Arias
(Schroter et al., 2015) a analysé par ChIP la fixation de GATA4, sur ces génes cibles lorsqu'il est induit
ectopiquement en cellules ES. Les traitements avec l'inhibiteur PD032 ne semblent pas modifier les
capacités de liaison, suggérant que GATA4 n’est pas phosphorylé ou que la phosphorylation n'est pas
nécessaire a sa fixation sur 'ADN (C. Schroter, communication personnelle). Cependant, mes résultats
mettent en évidence une compensation des branches MEK-ERK et PI3K-AKT, suggérant que dans leurs
expériences la branche PI3K-AKT a potentiellement sauvé I'effet inhibiteur de I'absence d'activation
de MEK-ERK. De plus, I'activité transcriptionelle de GATA4 pourrait étre modulée, via un co-facteur
potentiel, indépendamment de la fixation a I’ADN. Il pourrait s’agir du méme mécanisme pour GATA6.
Enfin, dans ces résultats préliminaires, seule la fixation de GATA4 sur GATA6 et sur GATA4 lui-méme a
été observée et non la fixation sur d'autres génes cibles connus pour avoir besoin pour leur expression

des facteurs GATA et de la signalisation RTK-FGF.
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VI Interaction de GATA6 avec un co-facteur ?

Une étude montre que GATAG est dégradée par le protéasome et que cette dégradation est
empéchée par l'interaction de GATA6 avec un cofacteur BMI1 (Lavial et al., 2012). Cette interaction
implique des sites d’ubiquitination de GATA6 en partie C-terminale, région d’interaction avec BMI1 et
joue le r6le de masquage de ces sites (Lavial et al., 2012). Ainsi, BMI1 serait un candidat a fort potentiel.
Il serait donc intéressant de tester son interaction directe avec GATA6 par Immunoprécipitation ou,
via la technique de « Proximity Ligation Assay » (PLA).

Ainsi, il serait trés intéressant d’observer cette interaction et de voir si elle est modulée lorsque
GATAG est inactivée, ou non, sur certains sites de phosphorylation en présence ou non d’inhibiteurs
de la voie RTK-FGF. L'observation en Western blot de BMI1 est aussi envisagée si I'interaction est
confirmée afin de voir si la signalisation pourrait phosphoryler ce dernier et moduler indirectement
I"activité ou la stabilité de GATA®.

Enfin, des expériences de co-immuno-précipitations pourront étre effectuées a la fois en

ciblant GATAG puis en ciblant BMI1 afin de confirmer cette potentielle interaction.

87






Projet 2 : Role(s) des facteurs Dickkopf (Dkk1) et Noggin au cours de la maturation de I'EPr et de la
formation de ses dérivés.

Projet 2 : Réle(s) des facteurs Dickkopf (Dkk1) et
Noggin au cours de la maturation de I’'EPr et de la

formation de ses dérivés.

88



a PCP signalling b p-catenin-dependent signalling ¢ WNT-Ca?* signalling

Plasma
membrane

i .y/:\/&%{://\

= Cell polarity * WNT target gene * Cell fate
* Cell migration transcription *» Cell migration

[PCP. Ca"l I[&-catenlnl lPCPI [B-catenln”PCP.Ca”l IPCPI IB-catem'n”PCP] [PCP] [B—catenin”PCP]

Figure 65 : Schéma simplifié des 3 branches activées de la signalisation WNT
(Issu de la revue Nierhs, 2012)

a. Lavoie PCP joue unrdle dans les processus de polarité et de migration cellulaire via I'activation
de petites protéines GTPases RHOA et RAC1 qui activent la protéine kinase RHO (ROCK) et la
protéine c-JNK. La principale cible de la voie est I'actine au travers de sa polymérisation ainsi
gue les microtubules et leur stabilisation.

b. La principale branche de la voie est la voie canonique dépendante de la B-caténine. En
condition contréle stable, la B-CATENINE est phosphorylée par la protéine GSK3 qui fait partie
du complexe de dégradation avec les protéines AXINE, APC (adénomatosis polyposis coli) et la
Kinase Caséine la (CKla). Ainsi la B-CATENINE est dégradée via le protéasome. Cependant,
I'activation du récepteur faisant suite a la fixation d’un ligand WNT, entraine un recrutement
du complexe de dégradation et son inactivation. Par conséquent, I'activation de la voie
engendre I'accumulation de la B-CATENINE dans le cytoplasme ainsi que sa translocation dans
le noyau ce qui permet la transcription de génes cibles de la voie WNT sous le contréle
d’élément régulateurs TCF (« T cell factor »)

c. La branche calcique de la voie WNT permet I'activation de la protéine CAMKII (calmodulin-
dependent kinase IlI), la protéine kinase C (PKC) et la calcineurine. Ainsi, I'activation de ses
protéines suite a une augmentation du calcium intracellulaire qui va signaliser au travers de la
protéine PLC, engendre l'inhibition de la B-caténine, la polymérisation de I'actine et la
translocation de la NFAT (« facteur nucléaire des lymphocytes T activés ») pour la transcription
de génes cibles impliqués dans le destin cellulaire et la migration.

d. Mise en évidence des différentes voies induites suite a I’activation des récepteurs WNT et de
leurs co-récepteurs. Seulement les trois principales branches des voies WNT ont été illustrées.
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| Généralités sur les voies WNT

Les voies WNT (« Wingless-related mouse mammary tumor virus integration site ») régulent
de nombreux processus cellulaires tels que le contréle de la prolifération cellulaire, la différenciation
cellulaire, I'apoptose, la survie, la migration ou la polarisation cellulaire (pour revue Mohammed et al.,
2016). De plus, les voies WNT jouent un réle essentiel au cours du développement embryonnaire et
au cours de la vie adulte lors de I’homéostasie des tissus. Ces voies et leurs constituants sont
particulierement bien conservés dans le regne animal, prouvant ainsi leur implication majeure.
La transmission du signal activateur suite a la fixation du ligand sur le récepteur se fait suivant
3 branches de signalisation (Figure 65 - pour revue Niehrs 2012):
- La voie canonique WNT/B-caténine par laquelle la protéine B-caténine est stabilisée et
donc accumulée dans le cytoplasme puis le noyau permettant la transcription de génes
cibles (Figure 65b — pour revue Clevers, 2006).

- Lavoie WNT/PCP (« Planar Cell Polarity ») joue un réle essentiel dans la migration et dans
la polarisation cellulaire via I'activation de GTPases et de kinases (Figure 65a - Fanto and
McNeill, 2004 pour revue Collu and Mlodzik, 2015).

- Lavoie calcique (WNT/Ca2+) a laquelle je ne m’intéresserais pas en détail ici, qui permet

d’augmenter la concentration en calcium du milieu intracellulaire via I'activation de la PLC

par des protéines G (Figure 65c - De, 2011).

LA Les ligands WNT

Les ligands de la signalisation WNT sont des glycoprotéines, sécrétées et caractérisées par une
séquence peptidique riche en cystéines (pour revue Nusse and Varmus, 1992). Les genes codant pour
ces ligands sont fortement conservés : au nombre de 19 chez la souris et ’'homme contre 7 chez la
Drosophile. Certains ligands WNT sont redondants comme les ligands WNT1 et WNT3a (lkeya et al.,
1997).

Il est important de noter que nombre de données sur les ligands et les phénotypes de leurs KO
respectifs chez la souris sont recensés sur « WNT homepage »

(https://web.stanford.edu/group/nusselab/cgi-bin/wnt/), site réalisé par Roel NUSSE.
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1.B Les récepteurs de la voie WNT

De nombreux récepteurs sont recensés (Niehrs, 2012): les membres de la famille Frizzled et
les corécepteurs LRP5/6, les ROR (« Tyr kinase-like Orphan Receptor »), PTK7 (« Protein Tyr Kinase7 »),
RYR (« Receptor Tyr Kinase »), MUSK (« Muscle Skeletal Receptor Tyr Kinase »), et la famille des
protéogylcanes dont le role, I'interaction ainsi que le fonctionnement au sein de la signalisation WNT
restent encore méconnus et font I'objet de nombreuses études a I'heure actuelle.

De plus, des régulateurs des récepteurs de la voie WNT canonique et non canonique, sont
recensés : les protéines de la famille RSPO (« R-Spondine ») (pour revue Jin and Yoon, 2012).

Les récepteurs Frizzled (« Fz » ou « Fzd ») sont au nombre de 11, codés par 13 génes chez la
souris, et sont constitués de 7 domaines transmembranaires Frizzled qui se dimérisent. La liaison avec
le ligand s’effectue via la partie extracellulaire du récepteur qui contient un domaine riche en cystéine
CDR (« Cystein Rich Domain ») (Dann et al., 2001).

Les récepteurs Fz interagissent avec des corécepteurs LRP tels que les protéines LRP5/6 (« Low
density Lipoprotein (LDL) Receptor-Related Protein 5/6 » — Figure 65b et 65c - Tamai et al., 2000). Le
role de ces protéines est de moduler I'activité WNT. L'organisation de la région extracellulaire de ces
protéines LRP ainsi que la phosphorylation de certains résidus de cette région permet la fixation de
I’AXINE2, une protéine induite par la signalisation WNT qui régule négativement la signalisation par
rétrocontrole (Davidson et al.,, 2005; Kikuchi, 1999; Wang et al., 2013). Il existe une certaine
redondance entre certains récepteurs comme Fz et Fz2 chez la drosophile (Chen and Struhl, 1999).

Les nombreux récepteurs WNT peuvent activer a la fois les branches B-caténine dépendante
ou indépendante. Le choix d’activation entre ces différentes branches découle du contexte cellulaire
et de I'expression du récepteur/co-récepteur et du/des ligand(s). Ainsi, il est impossible de subdiviser
correctement les différents récepteurs, ligands et régulateurs en fonction des branches de
signalisation activées. Malgré cette complexité, certains récepteurs comme WNT1, WNT3A et WNT8
sont plus impliqués dans la voie canonique et, au contraire, WNT5A et WNT11 dans la voie non

canonique (livre Chapitre 2 : Kikuchi 2011).

1.C La protéine Dishevelled (Dvl) (pour revue Mlodzik, 2016)

Suite a la formation et a I'activation des récepteurs Fz via la fixation du ligand, le complexe va
activer, en aval, la protéine DVL (« Dishevelled ») (Figure 65 - Bhanot et al., 1996; Boutros and Mlodzik,
1999).

Chez la souris et chez I’homme, il existe 3 protéines DVL codées par 3 genes. Ces protéines
sont fortement conservées au cours de I'évolution et présentent trois domaines majeurs : un domaine
N-terminal DIX (« Dishevelled Axin »), un domaine central PDZ (« Postsynaptic density 95, discs large,

Zonula occludens-1 ») et un domaine C-terminal DEP (« Dishevelled-EGL-10-Pleckstrin »). Les
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domaines des protéines DVL régissent les interactions avec d’autres protéines de la voie telles que
I’AXINE2 ou DAAM1 pour réguler I'activité de la signalisation (pour revue Boutros and Mlodzik, 1999).

Dans I'’ensemble des études réalisées, sur différents modeles animauy, il a été mis en évidence
gue DVL pouvaient transmettre le signal WNT aux branches canonique B-caténine et non canonique
PCP (Adler, 2012; Boutros and Mlodzik, 1999; Goodrich and Strutt, 2011; McNeill, 2009; Peng and
Axelrod, 2012; Singh and Mlodzik, 2012; Wallingford, 2006; Wallingford and Habas, 2005; Wallingford
and Mitchell, 2011). Les mutants homozygotes pour les protéines DVL1, DVL2 ou DVL3 présentent des
défauts de comportement sociaux et des phénotypes cardiaques qui sont aggravés suivant le fond
génétique des souris (Ahmad-Annuar et al., 2006; Etheridge et al., 2008; Hamblet et al., 2002; Kioussi
et al., 2002; Lijam et al., 1997; Wang et al., 2006).De plus, des défauts plus séveres sont observés au
sein des embryons doubles homozygotes mutants comme des défauts de fermeture du tube neural au
sein des embryons Dvl1-/- DvI2-/- (Hamblet et al., 2002; Wang et al., 2006). Cependant, les doubles
mutants Dv/1-/- DviI3-/- et les simples homozygotes mutants pour ces deux génes, ne présentent pas
de défauts du tube neural montrant la prédominance de DVL2 et une certaine compensation par les
protéines DVL1 et DVL3, en absence de DVL2, méme si celles-ci ne sont pas suffisantes (Wu et al.,

2011).

I.D Le complexe AXINE/APC/GSK3 et la protéine B- CATENINE

Suite a la fixation du ligand WNT, le complexe formé entre les protéines DVL, le récepteur Fz
et les co-récepteurs LRP5/6 va permettre la transduction du signal via 'inactivation du complexe de
dégradation AXIN/GSK3/APC (« Adenomatous polyposis coli ») pour la branche WNT/B-caténine
dépendante (Figure 65b). Par conséquent, la B-CATENINE est libérée, stabilisée, accumulée dans le
cytoplasme et elle peut transloquer dans le noyau pour permettre la transcription des génes cibles,
grace a l'interaction avec les facteurs de transcription LEF-TCF (« Lymphoid enhancer Factor / T Cell
Factor »). Cela correspond a une situation de voie WNT « ON » (Figure 65b - pour revue Clevers and
Nusse, 2012).

Lorsque la B-CATENINE n’est pas assemblée au sein du complexe qu’elle forme avec la
molécule d’adhésion E-CADHERINE, celle-ci va s’assembler avec le complexe AXINE/GSK3/APC. Au sein
de ce complexe, I’AXINE est un régulateur négatif de la signalisation WNT. En effet, la fixation de la B-
CATENINE avec I'AXINE va engendrer la phosphorylation, en N-terminal, de la B-CATENINE par la
protéine GSK3 du complexe (Aberle et al., 1997; Logan and Nusse, 2004; Rubinfeld et al., 1996). De I3,
la B-CATENINE va étre ubiquitinylée et dégradée par le protéasome. Cela correspond a une situation
ou la voie WNT est inactive, en mode « OFF », engendrant une fixation de I'inhibiteur GROUCHO sur

les facteurs LEF/TCF inhibant ainsi la transcription (Clevers, 2006; Gordon and Nusse, 2006).
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Il Role et activité de la voie WNT

IILA Voie WNT canonique et pluripotence

Les cellules ES expriment de nombreux effecteurs de la voie WNT tels que I'ensemble des
récepteurs Fz au niveau ARN (Anton et al., 2007) ainsi que les membres de la famille LEF/TCF détectés
a la fois au niveau ARN (Anton et al., 2007) et protéique (Kelly et al., 2011). Diverses études montrent
I'implication de la voie WNT/B-caténine dans la pluripotence et le maintien des cellules souches ES.

Dans les cellules ES, I'activation de la voie WNT et l'interaction entre le facteur TCF3 et la B-
CATENINE ; pour sa stabilité ; sont requises pour réguler le noyau OCT4/SOX2 en levant notamment la
répression de TCF3 (Cole et al.,, 2008; Mansukhani et al., 2005). Il a été mis en évidence, par
expériences de ChlP et d’analyse en micro-array qu’OCT4 et TCF3 fixent des cibles communes.

Les cellules ES Tcf3-/- ont montré que TCF3 régule négativement I'expression de Nanog
(Pereira et al., 2006) et Oct4 (Tam et al., 2008) en interagissant avec le facteur GROUCHO pour la
fixation sur les régions régulatrices de ces geénes de pluripotence. La délétion génétique du Tcf3
remplace la nécessité de I'apport en WNT3a exogéne ou de l'inhibition de la GSK3 pour I'auto-
renouvellement des cellules ES. Cela montre que l'inhibition du répresseur TCF3 est nécessaire a la
stimulation de la signalisation WNT. Yi et al montre que lorsque TCF3 est éliminé de ses génes cibles,
il est remplacé par le facteur TCF1 (Yi et al., 2011).

Dans les cellules ES, la - CATENINE peut aussi interagir directement avec les facteurs SOX2 ou
OCT4. Linteraction avec OCT4 engendre une augmentation de I'activité transcriptionnelle d’OCT4
permettant I'expression de genes cibles tels que NANOG (Kelly et al., 2011). En revanche I'interaction
B- CATENINE/SOX2 entraine une inhibition de I'activité WNT (Mansukhani et al., 2005). Lors de I'auto-
renouvellement des cellules ES, I'activité transcriptionnelle de la B- CATENINE est négligeable (Faunes
et al., 2013) ce qui est du a I'association B- CATENINE /OCT4/E-cadhérine. Lors de la différenciation ce
complexe se dissocie ce qui entraine la transcription des genes cibles de la B- CATENINE (Faunes et al.,
2013).

L’auto-renouvellement est maintenu au sein des cellules ES Ctnnb1 (8-caténine) -/- lorsqu’elles
sont cultivées en LIF et en sérum. Cependant, un ralentissement de la différenciation en dérivés de
mésendoderme et de neurectoderme est constaté dans ces cellules (Lyashenko et al.,, 2011).
L’expression, dans ces cellules ES Ctnnb1 -/-, d’'une forme protéique tronquée en N-terminal de la B-
CATENINE présentant une fonction transcriptionnelle déplétée, est capable de sauver le défaut de
différenciation et permet le rétablissement de I'adhésion cellulaire médiée par I'E-CADHERINE au
niveau de son domaine cytoplasmique (Lyashenko et al., 2011; McCrea et al., 1991; Nagafuchi and
Takeichi, 1989; Ozawa et al., 1989). Ainsi, la fonction d’adhésion cellulaire médiée par la B-CATENINE
est montrée comme prioritaire sur sa fonction transcriptionnelle. Néanmoins, cela n’exclut pas que la

fonction transcriptionnelle de la B- CATENINE soit indépendante de son domaine d’activation
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Figure 66 : Représentation schématique des interactions entre les trois groupes de GSK et leur
implication dans la régulation de diverses signalisations

(Modifiée de Wu et Pan 2010)

Le premier groupe de GSK est retrouvé associé aux protéines AXINE et est, de maniere probable, régulé
par LRP5/6. Un second groupe est régulé par phosphorylation par la branche PI3K-AKT. Enfin, le
troisieme groupe potentiel est un groupe GSK indépendant d’une interaction avec I’AXINE qui serait
aussi régulé par WNT.
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ou indépendante de la liaison aux facteurs LEF/TCF. Ces résultats mettent en lumiére le rdle de la B-
caténine lors du maintien de la pluripotence et lors de la différenciation via son activité
transcriptionnelle.

La B- CATENINE est le substrat de la protéine clé GSK3. Cependant, les événements de
phosphorylation induits par la GSK3 de la signalisation WNT ne sont pas les mémes que ceux de la
signalisation PI3K-AKT (pour revue Wu and Pan, 2010). Par conséquent, le(s) role(s) et la régulation de
la protéine GSK3 au sein de la signalisation WNT reste(nt) obscur(s) (Figure 66).

La création de cellules ES double KO pour GSK3a et GSK3B, montre I'implication de la GSK3
dans la régulation de la B-caténine (Doble et al., 2007) avec une augmentation des génes cibles du
complexe TCF/ B- CATENINE tels que les génes Axin2, Brachyury et Cdx1.

L'utilisation d’un inhibiteur de la GSK3 (BIO ou CHIRON) dans les cellules ES en culture,
supplémentées en LIF, exprimant les régulateurs clés de la pluripotence OCT4/SOX2/NANOG, permet
un court maintien de la pluripotence des cellules mES et I'activation de la voie STAT3 (Ying et al., 2008).
Ce traitement entraine une augmentation dose dépendante, de I'expression des genes rapporteurs
LEF/TCF observée par une accumulation nucléo-cytoplasmique de la B- CATENINE (Sato et al., 2004).
Ainsi, le CHIRON allié au PD032, inhibiteur de la branche MEK-ERK, constitue le cocktail 2i, utilisé pour
maintenir la pluripotence et pour dériver les cellules ES (Nichols et al., 2009; Ying et al., 2008).

De plus, il a été mis en évidence que la protéine GSK3 pouvait moduler positivement la
signalisation WNT via la phosphorylation des lipoprotéines LRP5/6 ce qui joue en défaveur de la
phosphorylation de la B- CATENINE par la protéine GSK3 (Mao et al., 2001; Tamai et al., 2000). Cette
phosphorylation passerait par un recrutement a la membrane (Zeng et al., 2008) permettant ainsi une
association AXIN/GSK3 avec les cofacteurs LRP5/6 ce qui favorise leur phosphorylation (Figure 65b -
(Pan et al., 2008; Zeng et al., 2008).

Ainsi, différents groupes de GSK3 sont présents au sein des cellules: un premier groupe
GSK3/AXINE régulé par les cofacteurs LRP5/6, un second groupe régulé par la branche RTK-FGF/PI3K-
AKT et enfin un troisieme groupe indépendant de I’AXINE qui serait aussi régulé par la signalisation
WNT (Figure 66). Ainsi, ces groupes présenteraient des roles divers régulés et régulant différentes
voies de signalisation telles que la voie WNT, la voie RTK-FGF/PI3K-AKT et la voie RTK-FGF/MEK-ERK.
Les différences observées entre cellules souches murines et humaines refletent ces différences
puisqu’en cellules souches murines, I"activité GSK3p est liée a la branche RTK-FGF/PI3K-AKT et cible les
génes tels que Nanog et c-Myc alors que dans les cellules souches humaines, la GSK3B forme un
complexe avec la protéine ERK et signalise directement via la signalisation WNT et les membres du
complexe de dégradation de la B- CATENINE (Singh et al., 2012). L’activation de la voie WNT induit

I'activation finale de c-Myc, un des facteurs utilisés, non nécessaire, pour I'induction de cellules iPSCs
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Controle CHIRON

Figure 67 : Différenciation des cellules XEN en épithélium d’EV apres activation de la voie WNT
(Adaptée de Chuykin et al 2013)

L'activation de la voie WNT, par inhibition de la GSK3 suite au traitement des cellules XEN de rat au
CHIRON pendant 2 jours, montre une différenciation des cellules en épithélium d’EV avec une
expression forte de la protéine ZO1 (en vert) exprimée au sein des jonctions serrées.
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(Takahashi and Yamanaka, 2006). Le facteur c-MYC est une protéine cible de la voie WNT puisqu’il a
été mis en évidence que le géne c-Myc est ciblé et transcrit suite a la fixation de la B-CATENINE sur les
facteurs de transcription LEF/TCF de ce géne (He et al., 1998; Rubinfeld et al., 1993, 1997; Singh et al.,
2012; Su et al., 1993).

Enfin, il semblerait que la voie WNT joue un réle dans le maintien de I'identité épiblastique
dans les cellules ES suggérant que l'inhibition de la voie pourrait permettre d’engager les cellules vers
le destin d’EPr. L’activation, dans les cellules XEN, de la voie WNT, par traitement au CHIRON, entraine

une différenciation en EV (Figure 67 - Chuykin et al., 2013) suggérant son rdle dans la transition EP/EV.

II.B  Rédles de la voie WNT/PCP

La voie WNT/PCP est impliquée dans d’importants processus cellulaires tels que les processus
de convergence/extension cellulaires, la polarité épithéliale ainsi que la formation des cils. Le modéle
de prédilection pour étudier I'implication de cette voie a été le modele de Drosophile et certains

modeles vertébrés.

11.B.1 La polarité épithéliale « planaire » ou « tissulaire »(pour revue McNeill,

2010)

Au cours de leur vie, les cellules doivent en permanence intégrer des signaux contrélant leur

croissance, leur devenir afin de déterminer leur structure et fonctions spécifiques. Lors de la formation
d’épithélium par exemple, outre la polarité apico-basale, une seconde polarité se met en place
perpendiculairement a I'axe de polarité apico-basale : il s’agit de la polarité planaire. Cette derniere
repose sur la distribution unipolaire de molécules qui définit deux domaines corticaux, opposés et
complémentaires dont I'orientation stéréotypée, contrélée par la communication intercellulaire, va
conférer une polarité a I'échelle du tissu (Amonlirdviman et al., 2005; Wu and Mlodzik, 2008), comme
pour I'orientation des poils qui recouvrent la cuticule de Drosophile. En I'absence de polarité planaire,
les cellules sont incapables de coordonner I'orientation de leur cytosquelette dans le plan de

I’épithélium. Ainsi, le signal de polarité passe par le récepteur FRIZZLED (Adler et al., 2000).

11.B.2 Les processus de convergence/extension

La voie WNT/PCP contréle les processus de mouvements cellulaires par convergence et
extension pour permettre I'établissement des trois feuillets ainsi que la mise en place des axes du corps
lors du développement comme I'axe A-P (« Antéro-Postérieur ») (Keller, 2002; Solnica-Krezel, 2005).
La polarité cellulaire, le maintien des contacts cellules-cellules au sein de I'épithélium (Jessen et al.,

2002; Takeichi et al., 1989), les divisions cellulaires orientées (Ciruna et al., 2006; Gong et al., 2004) et
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les migrations dirigées par intercalation (Walck-Shannon and Hardin, 2014; Wallingford et al., 2002)

vont permettre I'établissement et la formation correcte des tissus.

Il La voie WNT au cours du développement embryonnaire précoce

Au cours du développement embryonnaire murin, différentes études ont été menées pour
observer |'activation de la voie WNT au travers d’expériences de perte ou de gain de fonction
génétiques.

Tout d’abord, les transcrits des effecteurs et des antagonistes de la voie WNT sont exprimés
au sein de 'embryon lors de la péri-implantation (Harwood et al., 2008; Kemp et al., 2005, 2007; Pfister
et al., 2007; Wang et al., 2004).

Les mutants Bcat -/-, présentant une délétion de I'exon 2 et une partie de 'exon 3, se
développent normalement jusqu’au stade E7.0 ou les premiers défauts apparaissent et affectent les
cellules de I'’ectoderme embryonnaire qui se dispersent au sein de la cavité amniotique (Haegel et al.,
1995 ; Huelsken et al., 2000). De plus, une absence d’induction du mésoderme est observée au sein de
ses embryons lors de la gastrulation (Haegel et al., 1995).

L'apparition tardive des défauts de ces embryons mutants pour la B-caténine pourrait
s’expliquer par la présence résiduelle d’expression de protéine B-CATENINE maternelle ou par la
production nouvelle d’ARN a partir des transcrits maternels qui sauveraient le phénotype causé par la
perte de fonction de la 8-caténine. Les embryons mutants maternel et zygotique pour la B-caténine
n’ont pas été étudiés. En revanche, des embryons mutants partiels maternels pour la 8-caténine (d( a
une délétion partielle de I'alleéle floxé de la B-caténine produisant une protéine B-CATENINE tronquée
en partie N-terminale) et mutants maternels pour I'E-cadhérine réveélent I'importance de ces deux
protéines pour le maintien de I'adhésion blastomérique (De Vries et al.,, 2004) résultant d’une
mauvaise localisation de I'E-cadhérine au sein de ces embryons.

La protéine APC est une protéine clé dans la signalisation WNT et le contréle de celle-ci est
important puisqu’elle joue plusieurs rdles : elle promeut la phosphorylation et I'ubiquitination de la B-
CATENINE par les protéines AXINE, elle séquestre la B-CATENINE dans le cytoplasme et elle permet,
via sa localisation baso-latérale ou aux jonctions cellules-cellules, de contréler la localisation cellulaire
du complexe de dégradation AXINE/GSK3/APC.

La mutation APC™" qui correspond a I'expression d’une forme tronquée de la protéine APC
empéche la formation du complexe APC et entraine, par conséquent, I'accumulation nucléaire de la B-
CATENINE qui ne se lie pas au complexe de dégradation (Su et al., 1992). Cela induit une activation
constitutive de la voie WNT (Chazaud and Rossant, 2006). Les embryons homozygotes APC™"/™" ne

montrent de phénotype qu’apres E4.75 di a I'expression de la protéine APC maternelle jusqu’a E4.5.
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La mutation induit I'expression ectopique de genes cibles directs de la voie WNT canonique
tels que Brachyury dans I'Epi (Chazaud and Rossant, 2006). L'expression de Brachyury n’est pas
détectée au sein du TE et de I'EV. La formation du DVE est aussi inhibée chez ce mutant. L’étude de
Chazaud and Rossant montre aussi qu’au stade E4.5, la B-caténine est exprimée, au niveau nucléo-
cytoplasmique, au sein des cellules du TE faisant face aux cellules de I'EPr. Cette expression n’est plus
détectée au stade E4.75. Une expression asymétrique d’autres genes spécifiques au sein de I'EPr est
aussi observée : les genes Hex et Pem sont exprimés au sein de I'EPr puis ils se restreignent dans le
DVE et de I'EXE, respectivement (Chazaud and Rossant, 2006) suggérant un role de la voie dans
I'induction de I'axe proximo-distal puis antéro-postérieur ou dans la région charniére initiatrice de la
différenciation de I'EPr en EP et EV.

Cependant, la génération d’une forme stabilisée tronquée sur I’'exon 3 (8-caténine A3) de la B-
CATENINE non dégradée par le protéasome, ne montre pas d’accumulation de la - CATENINE nucléo-
cytoplasmique avant E5.5. Ces résultats suggérent la présence d’une voie de dégradation alternative a
celle du protéasome et réveéle que la voie WNT/ B-CATENINE n’est peut-étre pas impliquée au cours
du développement pré-implantatoire puisque le premier phénotype est observé au sein de

I’ectoderme embryonnaire lors de la gastrulation au stade E6.5 (Kemler, 2004).

Néanmoins, d’autres indices sont en faveur d’un role de la voie WNT au cours de la
préimplantation.

Par Western blot, Na et al ont détecté la protéine B- CATENINE déphosphorylée, donc
potentiellement active, entre les stades E3.5 et E4.5 (Na et al., 2007).

L'utilisation de différents transgénes rapporteurs, contenant des éléments LEF/TCF (BAT-gal)
dans ces embryons, révele un signal dans I'Epi qu’a partir du stade E5.5. L’expression d’un transgene
contenant I’élément cis-régulateur PEE du promoteur de Nodal dans les stades précoces, montre que
la voie WNT canonique régule I'expression de Nodal au sein de I'Epi durant la pré-implantation via
I’élément PEE (Granier et al., 2011). En effet, le transgéne est exprimé in vivo, dés E3.5 au sein de 'Epi
avec un nombre croissant de cellules au fil des stades et notamment avant et apres implantation a
E4.5. Ce transgéne a été utilisé en contexte de perte et gain de fonction de la 8-caténine. En condition
de perte de fonction, aucune expression du transgéne n’est observée au sein des embryons 8-cat -/- a
E4.75. En revanche, en contexte de gain de fonction, le transgéne est exprimé de maniére plus
importante et de maniére restreinte au sein de I'Epi dans les embryons APC™"/™" comparé aux
embryons sauvages (Granier et al., 2011).

L’utilisation du rapporteur Axin2 “*“?/* permet I'observation de I'activité WNT aux stades E3.5
et E4.5 au sein de la MClI puis aucun signal n’est détecté au stade E5.5 (ten Berge et al., 2011). De plus,

le transgéne TCF/Lef : H2B-GFP de I'équipe d’Hadjantonakis montre une localisation du signal GFP au
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sein de I'EV au stade E5.5 et une colocalisation avec I'expression du marqueur d’EV HNF4a (Ferrer-

Vaquer et al., 2010). Aucune investigation n’a été menée a des stades plus précoces que le stade E5.5.
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Figure 68 : Structure protéique des domaines contenus dans chaque membre de la famille DKK
(Pour revue Nierhs 2006)

Les protéines humaines DKK1 a DKK4 présentent des domaines DKK_N (pfam04706, correspondant a
un domaine Cysl) et un domaine colipase fold (pfam01114, pfam02740 qui sont aussi nommés
domaine Cys2). DKKL1 aussi nommé SGY ou SOGGY, présente un domaine sgy retrouvé dans DKK3.
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Figure 69 : Modéle des interactions des facteurs DKK avec la signalisation WNT/B-caténine : mode
d’action des protéines DKK1 et DKK2
(Pour revue Nierhs 2006)
a. Laformation du complexe ternaire « ligand WNT/ récepteur Fz / corécepteur LRP6 » entraine
la stabilisation et I'accumulation de la B- CATENINE.
b. Le facteur DKK1 va se lier au corécepteur LRP6 et empécher la formation du complexe ternaire
« ligand WNT/ récepteur Fz / corécepteur LRP6 » ce qui engendre I'activation du complexe de
dégradation induisant la phosphorylation de la - CATENINE et sa dégradation ce qui bloque
la transduction du signal.
c. Lefacteur DKK1 va se lier au facteur KREMEN en plus de sa fixation au corécepteur LRP6. Cette
double interaction provoque l'internalisation par endocytose du complexe et potentialise
I’effet inhibiteur de DKK1 en entrainant la dégradation de la - CATENINE phosphorylée par le
complexe de dégradation ce qui bloque la transduction du signal.
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L'ensemble de ces travaux confirment I'activation de la voie WNT au cours de I'embryogenése
pré-implantatoire. Cependant, différentes hypotheses peuvent étre suggérées quant au role de la voie
lors de 'embryogeneése. Dans les cellules ES, la voie semble jouer un role dans le maintien de I'identité
épiblastique et I'inhibition de la voie serait en faveur du destin EPr. En embryon, un réle post-
implantation semble étre mis en lumiéere. L’activation de la voie WNT dans les cellules XEN montre une
différenciation en épithélium d’EV (Chuykin et al., 2013) ainsi que les résultats d’expression du
transgéne TCF/Lef : H2B — GFP montrant un signal au sein de I'EV, suggérent un réle de la voie WNT

lors de la transition EV/EP.

IV Antagonistes de la voie WNT canonigque

Il existe plusieurs types d’antagonistes de la signalisation WNT canonique tels que le facteur
WIF-1 (« Wnt Inhibitory Factor 1»), les protéines sécrétées SFRP (« secreted Frizzled-related
proteins »), CERBERUS, FRZB, WISE, SOST, NAKED-CUTICLE, mais les principaux auxquels je vais

m’intéresser sont les membres de la famille DKK (pour revue Cruciat and Niehrs, 2013).

IV.A Lafamille DKK (pour revue Niehrs, 2006)

IV.A.1 Structure et homologie

Les molécules sécrétées de la famille DKK (« Dickkopf ») ont été mises en évidence par I'équipe
de Niehrs (Heidelberg, Allemagne) par criblage génétique suite a des études sur l'induction des
structures antérieures comme la téte (Glinka et al., 1998), chez le Xénope. La famille DKK comprend 5
membres : DKK1 a DKK4 et SOGGY-1/DKKL1 (Figure 68). La protéine DKK1 a été identifiée dans I'équipe
comme marqueur de I'EPr (Gerbe et al., 2008).

Les genes DKK sont bien conservés. Seul DKK3 a divergé de la famille de par sa séquence
génomique (Glinka et al., 1998), ainsi que SOGGY qui est le membre le plus distant en présentant une
similitude de séquence avec DKK3 mais pas avec les autres membres, de par sa fixation a des effecteurs
différents (Guder et al., 2006) (Figure 68). L'ensemble des protéines membres de la famille DKK sont
des glycoprotéines sécrétées de poids moléculaires variables selon les types cellulaires étudiés (Fedi
et al., 1999; Glinka et al., 1998; Krupnik et al., 1999). Ces protéines contiennent deux domaines riches
en cystéines séparés par des régions « linker », qui s’étendent sur 50 a 55 acides aminés chez DKK1, -
2 et -4 et seulement 12 acides aminés chez DKK3. Le premier domaine riche en cystéine est nommé
Dkk N, autrement appelé Cys1, est unique alors que le second domaine nommé Cys2 montre un
patron de 10 cystéines identiques a celles du domaine colipase fold (Figure 68 - Aravind and Koonin,
1998). Le domaine colipase, le plus conservé au sein des membres de la famille, est nécessaire pour

I’hydrolyse lipidique via des lipases pancréatiques et pour I'interaction avec les micelles lipidiques
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(van Tilbeurgh et al., 1999). De plus, I'ensemble des membres de la famille présente une courte

séquence similaire entre tous les membres (Glinka et al., 1998).

IV.A.2 Fonction d’inhibiteurs de la voie WNT

Les protéines de la famille DKK sont des régulateurs négatifs de la signalisation WNT (Belo et
al., 2000; Glinka et al., 1998; Niehrs, 1999). Les protéines DKK modulent I’activité des protéines LRP5-
6 (He et al., 2004) en empéchant la fixation de LRP5/6 avec le complexe récepteur FRIZZLED/ ligand
WNT (Figure 69B). Tous les membres de la famille peuvent se fixer aux co-récepteurs LRP5/6 avec des
affinités différentes (Bourhis et al., 2010; Niehrs, 2006). Il a aussi été mis en évidence que des
mutations dans la protéine LRP5 réduisent ou peuvent absoudre la capacité aux facteurs DKK a inhiber
la voie WNT (Ai et al., 2005; Balemans et al., 2007).

Il est aussi a noter que ces protéines DKK1, -2 et -4 interagissent avec KRM1 et KRM2
(« Kremen1 et -2 » respectivement), via leur domaine C-terminal (Mao and Niehrs, 2003), a la surface
des cellules afin de permettre I'internalisation des co-récepteurs LRP5/6 et donc de déréguler la
signalisation WNT (Figure 69C - Mao and Niehrs, 2003; Mao et al., 2002; Seménov et al., 2008; Wang
et al., 2008). La protéine DKK2 présente néanmoins une capacité potentielle d’activation de la voie
WNT. La fonction antagoniste de DKK3 n’a pas été encore démontrée.

Enfin, peu de choses sont connues a propos de SOGGY : la protéine est associée a la
spermatogenése et est localisée au niveau des acrosomes (Kaneko and DePamphilis, 2000; Kohn et al.,

2005) mais de nombreuses choses restent a découvrir a son sujet.

IV.A.3 Dickkopf-1 (DKK1)

DKK1 est une protéine sécrétée, riche en cystéines, qui se lie, via son domaine C-terminal, au
co-récepteur LRP5/6 en modulant son activité (Bafico et al., 2001; Brott and Sokol, 2002; He et al.,
2004; Mao and Niehrs, 2003; Mao et al., 2001; Seménov et al., 2001). Des expériences de « crosslink »
montrent une affinité de 1 :1 au sein du complexe DKK1/LRP6 (Bafico et al., 2001). L’étude de Semenov
et al montre que cette liaison bloque I'interaction de LRP6 avec le complexe récepteur Fz/ ligand WNT
et empéche ainsi la transduction du signal (Seménov et al., 2001).

L'interaction de DKK1 avec les protéines KRM1 et KRM2 potentialise la capacité de DKK1 a
bloquer la voie WNT canonique. De plus, DKK1, KRM1 et KRM2 sont co-exprimés pendant le
développement (Davidson et al., 2002; Monaghan et al., 1999; Nakamura et al., 2001). Chez le Xénope,
la co-injection d’anticorps bloquants contre DKK1 et de morpholinos dirigés contre Krm1 et Krm2
engendre des défauts de formation de la téte plus sévéres que les injections seules de ces différents
éléments (Davidson et al., 2002; Glinka et al., 1998). Ainsi, DKK1 est considéré comme un inducteur de

la téte au niveau embryonnaire.
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Figure 70 : Phénotype des embryons Dkk1-/-

(Modifiée de Mukhopadhyay et al 2001)

Expression de I’ARNm du marqueur du neurectoderme Hesx1 par HIS sur embryons WT ou sauvages
au stade E7.5 (A et B) ou au stade E8.5 (C et D) et morphologie des embryons au stade tardif de E17.5.
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Outre son role d’inhibiteur de la voie WNT canonique, DKK1 présente aussi d’autres réles
indépendants de la B-CATENINE. En effet, la surexpression de DKK1 dans les cellules H28 de
mésothélium, délétées de manieére homozygote pour la B8-caténine, entraine une augmentation de
I"'apoptose et une inhibition de la croissance de ces cellules (Lee et al., 2004). Ainsi, en absence de la
B-CATENINE, DKK1 présente un effet qui passerait par la branche WNT/PCP via c-JNK (« c-Jun N-
terminal Kinase ») puisqu’il a été constaté que cet effet est réduit lorsque des inhibiteurs de JNK sont
ajoutés au milieu de culture (Lee et al., 2004). De plus, Caneparo et al montrent, chez le poisson-zébre,
qgue DKK1 active la voie WNT/PCP via JNK suggérant un rbéle de commutateur de DKK1 entre la voie
WNT canonique et WNT/PCP (Caneparo et al., 2007a). En effet, dans cette étude, I'injection d’ARNm
de Dkk1 est capable de promouvoir la phosphorylation de JNK et I'injection combinée d’ARN Wnt11 et
ARNm Dkk1 augmente considérablement cette phosphorylation comparée a l'injection de ’ARNm de
Wnt8 qui quant a elle la blogue. Ainsi, DKK1 peut activer de maniére directe la branche WNT/PCP, via
le membre de la famille des héparane sulfates HSPG, KNYPEK, requis pour I'activité WNT/PCP
(Topczewski et al., 2001).

Des travaux réalisés dans I'équipe ont mis en évidence son expression dans I'embryon murin
au cours de 'embryogenése entre les stades E3.5 et E4.5, par microarray, au niveau transcriptionnel
(Gerbe et al., 2008). Cela confirme I'expression préférentielle de Dkk1, observée lors du microarray,
dans les cellules XEN et dont la quantité d’ARNm augmente entre les stades E2.5 et E4.5 (Gerbe et al.,
2008; Kemp et al., 2005). Ces nouveaux travaux ont aussi permis d’identifier DKK1 comme un
marqueur de I'EPr (Gerbe et al., 2008).

La délétion homozygote de Dkk1 chez la souris résulte, a E7.5, en une |étalité embryonnaire
qui s’accompagne d’une perte de structure antérieure de la téte et d’'une fusion des vertebres (Figure
70 —Mukhopadhyay et al., 2001). Cela s’accompagne d’une perte du marqueur du neurectoderme
antérieur Hesx1. Ceci a été le premier phénotype décrit et aucun phénotype plus précoce n’avait été
observé. Il est a noter que les souris mutantes produites présentent un fond génétique mixte
puisgu’elles sont issues de I'injection de clone ES mutants pour DKK1 de fond génétique 129/Sv (Nagy
et al., 1993) dans un blastocyste héte (Mukhopadhyay et al., 2001).

L’expression de DKK1 dans I’AVE a conduit Mukhopadhyay et al a étudier I'implication de DKK1
dans la morphogenése antérieure. Pour cela, ils ont généré des chimeéres en injectant des cellules ES
Dkk1+/+ au sein d’embryon mutant Dkk1-/-. Les cellules ES contribuent a la formation de I'Epi et de
ses dérivés alors que les tissus extra-embryonnaires tel que le VE sont mutés pour Dkkl
(Mukhopadhyay et al., 2001). De plus, les chimeres formées se développent correctement montrant
que le défaut d’antériorisation des mutants Dkk1 est indépendant du réle de la protéine dans la

formation de I’AVE.
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Ainsi, le phénotype tardif constaté au sein des embryons mutants homozygotes Dkk1, dans
I’étude de Mukhopadhyay et al, suggere que, si un phénotype péri-implantatoire existe, il est sauvé
par un autre facteur. De plus, I'expression de DKK1 est bien plus précoce que le phénotype observé a
E7.5 puisqu’il commence a s’exprimé au sein de I'EPr dés E3.5 (Gerbe et al., 2008; Kurimoto, 2006). Les
autres membres de la famille DKK ne se révélent pas étre de bons candidats. En effet, les membres
DKK3, et par conséquent son homologue SOGGY, se révelent étre trop éloignés structuralement de
DKK1 et ne sont que faiblement ou pas exprimés au stade blastocyste (Harwood et al., 2008; Kemp et
al., 2005). De plus, les membres DKK2 et DKK4 sont peu ou pas exprimés lorsque DKK1 s’exprime et
DKK4 est aussi structurellement différent de DKK1 (Harwood et al., 2008; Kemp et al., 2005). Par
conséquent, le facteur pouvant potentiellement sauver le phénotype observé des mutants Dkk1, ne

fait pas partie de la famille DKK.

V Interaction des voies WNT et de la voie BMP/TGF-$8

Il est connu que la voie WNT canonique peut interagir avec la voie BMP. Ainsi, la recherche des
candidats potentiels s’est portée dans cette direction.

Tout d’abord, il a été montré que DKK1 et en particulier son domaine N-terminal, coopere avec
un antagoniste des BMP. L’injection du domaine N-terminal de DKK1 et d’un dominant négatif un
récepteur tronqué des BMP, le tBR, induisent la formation du mésoderme axial et pré-cordal chez
I’embryon de Xénope (Korol et al., 2008). La co-injection d’ARNm de Dkk1 et d’inhibiteurs de la voie
BMP entraine une induction totale et compléte des structures de la téte dans les embryons de Xénope
(Glinka et al., 1998). Ainsi ces expériences montrent une coopération par inhibition des voies WNT et
BMP pour la régionalisation dorso-ventrale de I’axe de formation du corps contrélant ainsi la formation
correcte des structures antérieures comme la téte.

De plus, malgré I'absence de phénotype chez les mutants simples hétérozygotes Dkk1 ou
Noggin, les mutants doubles hétérozygotes présentent différents défauts dont la sévérité est
progressive, suivant le nombre d’alleles délétés, au niveau des structures antérieures (del Barco
Barrantes, 2003). Les mutants doubles hétérozygotes montrent une répression presque totale de
I’expression de Dkk1 ce qui n’est pas le cas dans les simples mutants hétérozygotes Dkk1. Ceci pourrait
suggérer que Dkk1 soit une cible de NOGGIN ce qui justifierait leur interaction génétique durant le
processus de formation des structures antérieures. NOGGIN est un inhibiteur sécrété qui se lie aux
BMP2, -4 et -7 (« Bone Morphogenic Protein ») pour empécher la fixation du ligand BMP a son

récepteur.
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Figure 71 : Signalisations majeures TGF-B/Activine/Nodal et BMP
(Pour revue Miyazawa et al 2002)

A. La signalisation TGF-B/Activine/Nodal signalise au travers des récepteurs ALK4/7 et ALKS. Le
signal est ensuite transmis via les protéines SMAD2/3 qui vont ensuite étre transloquées dans
le noyau ou elles vont interagir avec la protéine SMADA4 pour I'induction des génes cibles de la
voie.

B. La signalisation BMP signalise au travers des récepteurs ALK2/3/6. Le signal est ensuite
transmis via les protéines SMAD1/5/8 qui vont transloquées dans le noyau et interagir avec la
protéine SMAD4 pour I'induction des genes cibles tels que les Id1-3. Les facteurs Id iront
ensuite dissocier les complexes bHLH réprimant ainsi la transcription des genes cibles régulés
par ces derniers.
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V.A Généralités sur la voie BMP (pour revue Miyazawa and Miyazono, 2017)

La voie BMP est impliquée dans de nombreux processus biologiques comme la prolifération,
la migration ou la différenciation cellulaires (Mathura et al., 2000; Schuldiner et al., 2000; Suzuki et al.,
2008) et joue un réle majeur dans la formation des os et des cartilages ; role identifié a partir de cellules
souches mésenchymateuses (Urist and Strates, 2009). La voie BMP, sous-partie de la voie des TGF-B
est constituée d’'un ensemble de 22 facteurs de croissance correspondant aux ligands BMP (pour revue
Chen et al., 2004). Les signalisations TGF-B et BMP transmettent le signal par des récepteurs BMP de
type I ou Il, jusqu’au noyau via la phosphorylation des complexes des protéines SMAD: SMAD2/3 pour
la signalisation TGF-B (Figure 71A) et SMAD1/5/8 pour la branche BMP (Figure 71B). Ces protéines
SMAD vont ensuite interagir avec SMAD4 pour induire la transcription et par conséquent, I'expression
de génes cibles (Figure 71 — pour revue Chen et al., 2004) .

Il est connu que les voies RTK-FGF, LIF, TGF-B et WNT interagissent avec la voie BMP afin de
maintenir la pluripotence des cellules ES murines (James et al., 2005; Sato et al., 2003). De plus, de
nombreuses études montrent que d’autres signalisations participent et complétent la réponse induite
par la voie BMP et notamment les signalisations c-Jun, PI3K, NFkB etc (Lou et al., 2000; Xiao et al.,

2002).

V.B Lavoie BMP et I'embryogenése

L’analyse transcriptomique des cellules internes et externes au stade 16 cellules montre
I’expression des composants de la voie BMP avec notamment les cellules internes qui expriment les
ligands BMP4 et BMP7 qui restent exprimés au sein de la MCl, et les cellules externes qui expriment le
récepteur BMPR2 dont I'expression se poursuit au sein du TE au stade blastocyste (Coucouvanis and
Martin, 1999; Graham et al., 2014; Guo et al., 2010; Tang et al., 2010). Reyes et al ont montré que la
signalisation BMP est active a partir du stade 4 cellules dans les 4 blastomeres puis elle se restreint
dans I'ICM au stade blastocyste ainsi que dans le TE avec une forte expression de la forme active
phosphorylée pSMAD1 au niveau nucléaire (Graham et al., 2014; Reyes de Mochel et al., 20153;
Yamamoto et al., 2009).

L'utilisation d’inhibiteurs de la voie BMP ou la micro-injection de dominant négatif dnSmad4
ou dnBmpr2 au sein d’un des blastomeres du zygote au stade 2 cellules tardif, ou les Knock-down des
ligands Bmp4 et Bmp7, induisent une diminution significative du nombre de cellules du TE et de I'EPr
au stade E4.5 sans altérer le lignage Epi. En effet, les traitements inhibiteurs a la protéine NOGGIN
recombinante ou a la Dorsomorphine engendrent une augmentation de I'apoptose au sein de ces
lignages (Graham et al., 2014).

Au stade E5.5, la voie BMP est requise pour le développement du lignage EV avec la

signalisation Nodal (Yamamoto et al., 2009). En effet, au sein des embryons Nodal-/- et Bmpr2-/-, les
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marqueurs d’EV embryonnaire ne sont pas induits contrairement aux marqueurs d’EV
extraembryonnaire. De plus, I'expression de pSMAD1 est perdue au stade E5.5 (Yamamoto et al.,
2009).

Le gene Id2, codant pour un facteur de transcription de type bHLH (« basic Helix-Loop-Helix »)
est fortement exprimé dans les cellules ESCs murines et est réprimé progressivement lors du processus
de différentiation. Les cellules ES ID2+ peuvent étre maintenues en auto-renouvellement en présence
de LIF seul sans sérum ou BMP4 dans le milieu de culture, rendant I'expression d’/d2 suffisante pour
bloquer la différenciation neurale de ces cellules (Ying et al., 2003). Ainsi, dans les cellules ES, la
surexpression de SMAD1/4 ou d’une forme constitutivement active du récepteur BMP outrepasse les
effets du LIF et pousse les cellules vers une différenciation non neurale soit mésodermique et
endodermique en créant une sorte d’état d’équilibre entre STAT3 et SMAD (Ying et al., 2003).

Le traitement aux BMP4 ou BMP2 recombinants des cellules XEN qui entraine leur
différenciation en EV extra-embryonnaire (Artus et al., 2012; Paca et al., 2012) ou a l'inhibiteur de la
GSK3B qui entraine la différenciation en épithélium d’EV (Chuykin et al. 2013) pourraient justifier le
projet d’élucider I'interaction entre DKK1 et la voie BMP, notamment NOGGIN, exprimés tous deux

dans les cellules XEN non différentiées (Kunath et al., 2005).

V.C NOGGIN, inhibiteur de la voie BMP

NOGGIN, glycoprotéine de 67 kDa, antagonise la voie BMP via sa fixation sur les ligands BMP2,
4 et BMP7 au niveau des sites de fixation aux récepteurs BMP de type | et de type Il entrainant ainsi
I'inhibition de la voie par « capture » des ligands (Greenwald et al.,, 2003; Groppe et al., 2002).
L'ensemble des ligands BMP peuvent étre ciblés et capturés par NOGGIN avec une réserve pour BMP6
par exemple qui semble étre NOGGIN-résistant ; ce qui serait expliqué par I'émergence de mutations
diminuant I'affinité de la fixation de NOGGIN, sur ces ligands BMP, (Schwaerzer et al., 2012; Song et
al., 2010). U'interaction de NOGGIN avec I’'Héparine et les héparanes sulfates (HS), en particulier les
glycosaminoglycanes (GAGs), de la matrice extracellulaire, constitue une des régulations de NOGGIN
puisque cette interaction permet la capture de la protéine NOGGIN sécrétée et sa localisation spatiale
correcte (Masuda et al., 2014; Paine-Saunders et al., 2002).

Chez la souris, Noggin est exprimé a partir d’'E7.5 dans le nceud et le mésendoderme antérieur
(McMahon et al., 1998). Les individus Noggin -/- présentent une mortalité périnatale, tardive, causée
par des défauts de fermeture du tube neural, des déficiences dans le développement des somites et
des malformations au niveau des membres et des défauts de formation au niveau de la lentille
(McMahon et al., 1998) alors que les individus hétérozygotes Noggin +/- montrent des défauts de
cartilage (Brunet et al., 1998). L'ensemble de ces anomalies peut étre imputé a une absence

d’inhibition de la voie BMP qui joue un réle crucial dans la formation de ces différents tissus.
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Dans I'embryon, I'inhibition de la voie BMP par traitement pharmacologique via I'ajout dans le
milieu de protéine NOGGIN recombinante ou par I'expression d’'un dominant négatif du récepteur
BMP, entraine un délai dans le clivage cellulaire (Reyes de Mochel et al., 2015b). De plus, le traitement
par NOGGIN recombinant injecté dans un des blastoméres du zygote au stade 2 cellules tardif, diminue
significativement le nombre de cellules de I'EPr par apoptose au stade E4.5 sans altérer le lignage Epi
(Graham et al., 2014). A I'inverse, NOGGIN favorise le destin TE puisque Murohashi et al ont observé
que la culture d’embryon supplémentée en NOGGIN augmente le nombre de cellules TE au sein de
I’embryon (Murohashi et al.,, 2010). Cependant, ces derniers résultats ne correspondent pas a un
nombre de cellules mais a une aire des cellules ICM ou TE ce qui pourrait expliquer les résultats
contradictoires. De plus, les embryons ont été cultivés a partir du stade E3.5 durant 4 jours puis en
présence de NOGGIN recombinant a partir du ler ou 3éme jour de culture ce qui différe des
expériences de Graham et al.

Enfin, la supplémentation en NOGGIN dans la culture de cellules ESCs provoque la
surexpression des marqueurs CDX2, répresseur d’Oct4 (Wang et al., 2008). En embryons cultivés par
FIV (« In Vitro fertilized ») avec du NOGGIN recombinant, le nombre de cellules OCT4+ est diminué
comparés aux embryons contréles (La Rosa et al., 2011). Dans les cellules humaines ESC, le knockdown
d’Oct4 augmente |'expression de BMP4 et de son gene cible /d2 de la méme facon qu’une réduction
de I'expression de I'antagoniste de la voie la Chordine (Babaie et al., 2007) est observée révélant

I’existence d’une boucle de rétrocontréle négatif entre OCT4 et BMP4 chez I’'homme.

V.D Double homozygote mutant Dkk1/Noggin

Enfin, 'argument le plus plausible d’une compensation de DKK1 par un autre facteur provient
de I'observation du double homozygote mutant Dkk1/Noggin. En effet, I'isolement de ces embryons
mutants s’est révélé impossible du fait de leur mort avant E6.0 (del Barco Barrantes, 2003). Ainsi, la
probable synergie entre DKK1 et un antagoniste de la voie BMP, I'absence de phénotype chez les
simples mutants Dkk1 et Noggin et les résultats sur embryons mutants hétérozygotes, nous ont amené

a nous interroger au sujet d’'un mécanisme compensatoire au niveau pré-implantatoire.
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D'autres voies de signalisation ont été identifiées lors de la différenciation de I'EPr. L'analyse
de cellules XEN a permis de montrer que les voies BMP et WNT favorisent une identité EV plutét que

EP (Artus et al., 2012; Chuykin et al., 2013; Kunath et al., 2005; Paca et al., 2012).

Le micro-array réalisé dans I'équipe a différents stades embryonnaires a identifié DKK1,
inhibiteur de la voie Wnt/B-CATENINEet un activateur de la voie PCP (Caneparo et al., 2007b) comme
marqueur de I'EPr (Gerbe et al., 2008; Kurimoto, 2006). Aucun phénotype péri-implantatoire n’a été

observé dans les mutants Dkk1”". Cela suggére un effet compensatoire d’un autre facteur.

NOGGIN, inhibiteur de la voie BMP (McMahon et al., 1998) peut interagir génétiquement avec
DKK1 (del Barco Barrantes, 2003). Des défauts séveres de formation de I'axe antéro-postérieur sont
présents chez les doubles mutants hétérozygotes. La double mutation Dkk1-/-Noggin-/- est |étale
avant E6,0 (del Barco Barrantes, 2003). Ainsi, le second projet de ma thése a été d’étudier le réle de la
double inhibition/activation des voies WNT et BMP lors de |la formation de I'EPr et de sa différenciation

en EP.
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Figure 72 : Profil d’expression du marqueur de 'EPr DKK1

(Réalisée par M. GASNIER)

Expression de DKK1(en rouge), des marqueurs de I'EPr GATA6, SOX17 ou GATA4 (en bleu) et des
marqueurs de I'épiblaste NANOG et OCT4 (en ) au sein d’embryons sauvages au stade E3.75 (A, B),
E4.0 (C), E4.5 (D) et E5.0 (E).
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| Expression de DKK1, marqueur de I’endoderme extra-embryonnaire

DKK1 a été identifi¢ comme nouveau marqueur de I'endoderme extraembryonnaire par un
microarray réalisé dans I'équipe d’accueil (Gerbe et al., 2008; Kurimoto, 2006; Ohnishi et al., 2014). Ces
expériences ont révélé une expression de ’ARN de Dkk1 deés le stade E3.5. De plus, le profil d’expression
au niveau protéique de DKK1 a été réalisé avant mon arrivée au laboratoire par M. GASNIER. Il montre
une co-expression spécifique de celui-ci, dans les cellules de I'EPr, avec les marqueurs d’EPr tels que
GATAG6, SOX17 et GATA4 des E3,75 (Figure 72). A ce stade, son expression est localisée dans le cytoplasme
des cellules EPr et est exclue des cellules d’Epi exprimant NANOG et de celles du TE (Figure 72A). Quelques
cellules exprimant GATA6 sont aussi exemptes d’expression de DKK1 montrant que la maturation des
cellules d’EPr n’est pas concomitante dans toutes les cellules. Ces expériences de co-marquages entre les
différents marqueurs de I'EPr révelent une hiérarchie d’expression : GATA6 > SOX17 (E3.5) > DKK1 (E3.75)
> GATA4 (E4.0).

Ensuite, I'expression cytoplasmique de DKK1 localisée dans les précurseurs d’EPr, se polarise, a E4.5,
du coté apical des cellules de I'épithélium (Figure 72D). Enfin, son expression va se restreindre aux cellules
d’EP et semble s’exprimer au front de migration des cellules, lors de la différenciation de I'EPr en deux
tissus distincts que sont I'EV et I'EP, aprés E4,5 (Figure 72E). Ainsi, il pourrait jouer un réle sur le tri des
cellules d’EPr vers la surface de la MCI, lors de la formation de I'épithélium d’EPr et/ou lors de
I'induction/migration de I'EP pendant la TEM. Il est a noter, pour la suite des résultats, qu’au stade E4.5 le
marqueur OCT4 est exprimé au sein de I'ensemble des cellules de la MCl puis son expression se restreint
aux cellules de I'Epi uniquement au stade E5.0 avec une diminution de son expression qui débute au stade
E4.5/E4.75 (Figure 72D et 72E).

Lorsque DKK1 est exprimé ectopiquement a I'aide d’une protéine recombinante, on observe que les
embryons traités de E2.5 a E4.5 adoptent une morphologie retardée d’embryon au stade E3.5 et ils
n’expriment pas le marqueur SOX17 comparés aux embryons controles dans lesquels les cellules SOX17+
sont ségrégées correctement a la surface de la MCI (Figure 73A). Cela suggére que DKK1 pourrait jouer un
role dans le développement et la maturation de I'embryon. L'étude de fenétres de traitement plus courtes
allant des stades E2.75 a E3.75 (Figure 73B) ou des stades E3.5 a E4.5 (Figure 73C) montrent que les
embryons traités ne différent en aucun point des embryons controles dans lesquels des cellules d’EPr
exprimant SOX17 sont produites et correctement ségrégées. L'effet du traitement avec ajout de DKK1

recombinant a lieu entre les stades E2.5 a E2.75, ce qui a été inattendu puisque DKK1 endogene est
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Figure 73 : Cultures d’embryons sauvages sans ou avec traitement au DKK1 recombinant

(1pg/mL)

(Réalisée par M. GASNIER).

Expression des marqueurs de I'EPr SOX17, de I'épiblaste NANOG et OCT4, du TE CDX2 et
visualisation de ’ACTINE membranaire au sein d’embryons contréles et traités de E2.5 a E4.5

(A), de E2.75 a E3.75 (B) et de E3.5 a E4.5 (C).
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exprimé a partir du stade E3.5. Puisque DKK1 n’est pas exprimé a ce stade, il s’agit d’'un effet ectopique
probablement pas di a DKK1 mais a la voie WNT.

Les cellules XEN indifférenciées expriment DKK1 (Kunath et al., 2005) et leur différenciation en
épithélium d’EV est induite par activation de la voie WNT canonique passant par I'inhibition de la GSK3[3
(Chuykin et al., 2013). Ainsi, la différenciation des cellules en EP passerait par l'inhibition de la voie WNT
et pourrait donc étre médiée par DKK1. Lorsque des cellules XEN sont traitées avec du DKK1 recombinant
pendant 48h, on observe que I'expression de la thrombomoduline, marqueur spécifique de I'EP (Healy et

al., 1995), est augmentée (Figure 74).

Il DKK1, inhibiteur de la voie canonique WNT/B-CATENINE

DKK1 est connu pour étre un inhibiteur de la voie canonique WNT/B-CATENINE. Par
conséquent, des expériences fonctionnelles ont été réalisées sur modeéles cellulaires (F9) et sur embryons.

En premier lieu, cette voie a été activée afin de mimer une inhibition de DKK1. Pour ce faire,
des expériences de traitement d’embryons sauvages soit avec du BIO, inhibiteur de la GSK3, soit avec du
CHIRON, un inhibiteur spécifique de la GSK3pB, ont été réalisées. Le traitement des embryons entre les
stades E2.75 a E3.75 bloque leur développement au stade E3.25, avec une forte co-expression des
marqueurs GATA6 et NANOG au sein de la MCI. Il a aussi été constaté une diminution de I'expression de
GATAG6 avec le BIO dans les embryons traités des stades E3.75 a E4.5 et une répression importante de
I’expression de SOX17 ce qui confirme le role de I'inhibition de la voie WNT/B-CATENINE dans la formation
de I'EPr. Cependant, ces expériences ont été réalisées avec de fortes concentrations en inhibiteurs et la
diminution des cellules de I'EPr, par apoptose, constatée, pourrait étre due a un trop fort traitement et
non a un réel effet de I'activation de la voie.

D’autres expériences ont été réalisées afin d’observer le devenir des cellules d’EPr et leur
maturation. Des cellules F9 ont été cultivées en corps embryonnaires (CE) ensemencés sur des lamelles
pour récapituler la différenciation de I'EPr avec la formation d'EP. Lorsque ces CE sont traités avec des
inhibiteurs de la GSK3 (inhibiteur BIO), activant ainsi la voie WNT/B-CATENINE, il y a moins de cellules
migratrices (Figure 75). Néanmoins, ces cellules n’ont pas été caractérisées.

De plus, les explants d’embryons sauvages APC+/+, forment un EPr qui, au contact de la
fibronectine, se différencie en EP (Figure 76 - Behrendtsen et al., 1995). Dans les embryons mutants APC
Min/Min - qui activent ectopiquement la B-CATENINE, un défaut de présence d'EP, marqué par I'absence
d’expression de la LAMININEL, a la fois dans les embryons in toto, et lors de cultures d'explants de MCI
(Figure 76) ainsi que la persistance d'une forte expression de I'E-CADHERINE dans toutes les cellules
(Figure 77). L'ensemble de ces résultats montre que I'activation ectopique de la voie B-CATENINE inhibe
soit la différenciation de I'EP, soit sa survie, ou soit sa migration, ce qui est en accord avec I'hypothése que

DKK1 jouerait un role dans la formation de I'EP.
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Figure 74 : Expression de la Thrombomoduline dans des cellules XEN traitées au DKK1 recombinant
apres 48h.

(Réalisée par M. GASNIER)

La THROMBOMODULINE est visualisée en rouge et ’ACTINE en

Contrdle BIO

Figure 75 : L'inhibition de la GSK3 (BIO) empéche la formation de I’EP in vitro au sein de corps
embryonnaire formés a partir de cellules F9.

(Réalisée par M. GASNIER)

Les corps embryonnaires traités au BIO ne présentent pas de cellules d’EP qui migrent (pointillés noirs)
comparés aux corps embryonnaires sans traitement.
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Il Analyse des mutants homozygotes Dkk1-/- et implication de Noggin

Il a été noté que les embryons homozygotes mutants pour Dkkl ne présentent pas de
phénotype pré-implantatoire puisque les premiers défauts sont observés a partir du stade E7.5 avec
des défauts d’antériorisation et de formation de la téte (Mukhopadhyay et al., 2001).

Cela suggére qu’au niveau pré-implantatoire la perte de Dkk1 est compensée par un autre
facteur, s’il a une fonction. La coopération entre les voies WNT et BMP peut constituer une piste a
explorer. En effet, les cellules XEN peuvent se différencier en EV extra-embryonnaire aprés traitement
aux BMP4 ou BMP2 recombinants (Artus et al., 2012; Paca et al., 2012) ou par activation de la voie
WNT (Chuykin et al., 2013). De plus, la signalisation BMP est impliquée dans le maintien des cellules
de I'EPr puisque I'inhibition de la voie par siARN dirigés contre BMP4 et BMP7, entraine une diminution
des cellules de I'EPr (Figure 78 - Graham et al., 2014).

DKK1, antagoniste de la voie WNT et NOGGIN, antagoniste de la voie BMP sont tous deux
exprimés au sein des XEN indifférenciées (Kunath et al., 2005). Des expériences complémentaires ont
été réalisées en utilisant des souris Noggin*/(Chuykin et al., 2013). Méme si dans la littérature aucune
expression de Noggin n’a été détectée avant E7.5 ; le rapporteur LacZ révele une expression X-gal a E3.5
dans I'ICM et non dans le TE, ainsi qu'une expression dans I'EP et dans la charniére EP/EV a E5.5 (Figure
79). Néanmoins il faudra confirmer ces expériences par immunomarquage ou RT-gPCR.

Etant des protéines sécrétées, il n"est pas nécessaire de retrouver DKK1 et NOGGIN exprimées
dans les mémes tissus pour coopérer. Cependant, I'expression de ces deux inhibiteurs au méme stade
serait un indice en faveur d’une inhibition conjointe des voies WNT et BMP. Cela suggérerait que les deux
voies WNT et BMP soient actives pour permettre la différenciation des cellules de I'EPr et de ses dérivés.
Cependant, d’autres résultats suggerent plutét que la voie BMP soit nécessaire et active alors que la voie

WNT devrait étre inhibée pour induire cette différenciation en EPr (Graham et al., 2014).

IV  Analyse des doubles homozygotes mutants Dkk1/ Noggin en fond mixte

Des croisements ont été effectués pour obtenir des embryons Dkk1-/-Noggin LacZ/LacZ.

Les premiers embryons obtenus, dans un fond génétique mixte, par M. GASNIER ont été analysés
(2/44embryons) mais seulement un embryon présente, a E4.5, une MCI désorganisée, ou les cellules
coexprimant OCT4 et GATA6 colonisent une partie de la cavité blastocoelique (Figure 80). Or, I'analyse
d’un second mutant, ne montre aucun défaut de MCI (Figure 80).

Aucun double mutant n’a été obtenu entre E4.75 et E5.0 (0/31). Au stade E5.5, le génotypage a
été impossible du fait de la contamination lors de la dissection par du tissu maternel.

Les travaux réalisés sur les doubles hétérozygotes par del Barco Barrantes et al (del Barco
Barrantes, 2003) et sur les embryons Noggin+/- par Tylzanowski et al (Tylzanowski et al., 2006) montrent

que le fond génétique est crucial pour la sévérité du phénotype. J'ai donc repris ce projet afin de mener a
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Figure 76 : Culture d’explants de MCI sauvages (APC*/*) ou mutants (APC™"™) cultivés durant 72h en
milieu N2B27
(Réalisée par M. GASNIER).
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Figure 77 : Etude de I’épithalisation des explants de MCl sauvages (APC*/*) ou mutants (APC™"/™") cultivés
durant 72h en milieu N2B27.

(Réalisée par M. GASNIER)

L'EPr est marqué par GATAG6, visualisée en rouge et I'épithélium est visualisé par |'expression de I'E-
CADHERINE en bleu
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bien I'analyse de ces doubles mutants en fond C57BL6 pur pour plus de pénétrance et de sévérité du

phénotype s'il existe.

109



140 - Control siRNA = Bmp4+7 siRNA 129 1
* &k * %k *kxk —
1204 [ [ & 10 1
- o
2 1004 &L I I I T
= @ 81 *
o 8 —
£ oo
o g 6 A
o <
o 601 o)
c
= 5
g g 1
% 40 %
w
= 2 4
20 A 8
0 T T T 0 - N
U P
Total TE EPI PE QQ.(S* \XOQ_;&: @) Q«\

Figure 79 : Implication de la voie BMP dans le maintien des lignages TE, EPI et PE au sein des
embryons au stade E4.5.
(Issue de Graham et al 2014)

A. Les embryons au stade E4.5 ont été traités avec des siARN contrdle (n=13) ou siARN dirigés
contre Bmp4 et Bmp7 (n=12). Le pourcentage de cellules pour chaque lignage TE, EPI et PE a
été déterminé et rapporté au pourcentage obtenu en condition siARN contréle.

B. Pourcentage de cellules exprimant la Caspase 3 aprés traitement avec du NOGGIN
recombinant ou de la Dorsomorphine, des inhibiteurs de la voie BMP.

E3.5 ES.5

Figure 78 : Profil d’expression génique de Noggin

(Réalisée par M. GASNIER)

Les croisements entre les femelles CD1 et des méles Noggin+/LacZ (MacMahon et al 1998) permettent
de révéler par marquage X-gal, I'activité du promoteur Noggin aux stades E3.5 et E5.5. Au stade E5.5,
la B-galactosidase est exprimée au sein des cellules de I'EP (fleches noires) et au sein de la charniere
EP/EV (téte de fleches).
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Figure 80 : Phénotypes des embryons doubles mutants Dkk1-/- Noggin-/- en fond mixte au stade
E4.5.
L'expression des marqueurs d’Epi OCT4 ( ) et d’EPr GATAG6 (rouge) sont visualisés.

110



E-cadhérine Fusion

WT

Figure 81 Phénotype des embryons doubles mutants Dkk1-/- Noggin-/- en fond C57BI6 pur au
stade E4.5.

L’expression des marqueurs des membranes et jonctions serrées E-CADHERINE(vert), d’Epi OCT4
(bleu) et d’EPr GATAS6 (rouge) sont visualisés.



Résultats — Projet 2

Résultats — Projet 2

| Etablissement de lighées murines en fond C57/BI6 pur

J'ai ainsi redéveloppé la colonie de souris doubles hétérozygotes en fond pur C57/BI6 afin de
produire par la suite des embryons homozygotes mutants dans ce fond génétique.

De plus, en paralléle, ayant des souris floxées pour le gene Dkk1, nous avons décidé d’utiliser
des lignées ZP3-Cre afin d’augmenter le nombre d’embryons mutants, puisque |'action de la Cre, sous
controle du promoteur ZP3, a lieu durant I'ovogeneése. Ainsi, j’ai tenté d’obtenir des souris femelles
triples mutantes Dkk1- Noggin */"*? Cre* afin de les croiser avec des males au moins Dkk1*
Noggin*/"*?, Cependant, seulement une seule femelle a été obtenue et son état vital s’est rapidement
dégradé ne permettant pas son accouplement.

Par conséquent, des croisements classiques utilisant des femelles doubles hétérozygotes
Dkk1*"- Noggin*- ont été réalisés afin de prélever des embryons aux stades E4.5 et E4.75.

Jairéalisé des immuno-marquages afin d’observer la répartition de chaque lignage au sein des
embryons avec les marqueurs suivant: SOX17 marqueur de I'EPr en début de maturation, I'E-
cadhérine marqueur membranaire et molécule d’adhésion épithéliale et enfin OCT4, marqueur
spécifique de I'Epi a partir du stade E4.5. Ces marqueurs permettent de distinguer différents types de
populations : des cellules SOX17+0CT4-, spécifiées et différenciées en EPr qui n’expriment pas OCT4;
les cellules OCT4+SOX17-, spécifiées et différenciées en Epi qui n’expriment pas SOX17 et des cellules
OCT4+SOX17+ co-exprimant les deux marqueurs. L'E- CADHERINE permet de voir si les jonctions
membranaires sont correctement établies et permet, avec le DAPI, de faciliter le comptage du nombre
de cellules totales afin de déduire le nombre de cellules du TE.

L'observation générale des embryons mutants des différents génotypes montre que chaque
embryon exprime OCT4, SOX17 et I'E- CADHERINE aux stades 4.5 (Figure 81). Des marquages similaires
sont obtenus au stade E4.75 (données non montrées). Ainsi, a I'ceil, on peut observer une co-expression
des marqueurs SOX17 et OCT4, correspondant a la population OCT4+SOX17+, plus forte dans certains
embryons (Figure 81).

Par conséquent, les cellules ont été comptées pour chaque marqueur. Le tableau récapitulatif
de ces comptages est détaillé pour le stade E4.5 (Figure 82B) et pour le stade E4.75 (Figure 83A). Pour
chaque population, les valeurs ont été rapportées a celles des embryons sauvages (valeur de 1 - Figure

82C, 82D pour E4.5 et Figure 83B pour E4.75).
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Nombre Co-expression
Génotypage d’embryon | Sox17+ seul |Sox17+ totale| Oct4+seul [Oct4+ totales [ Octd+ Sox17+ DAPI ICM TE déduit
Dkk1+/+ Noggin +/+ (WT) 2 15 20,5 3,5 9 5,5 102 24 78
Dkk+/- Noggin +/- 4 10,5 21,25 4,75 15,5 10,75 97,5 26 71,5
1 17 22 4 9 5 98 26 72
1 0 28 8 36 28 116 36 80
1 15 24 8 17 9 79 32 47
2 7,5 23,5 13,5 29,5 16 124,5 37 87,5
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Figure 82 : Phénotype observé pour chaque génotype pour chaque lignage au stade E4.5.

A. Tableau récapitulatif des comptages du nombre de cellules pour chaque lignage.

B. Graphique des rapports entre le nombre de cellules comptées dans les embryons mutants (Dkk1”"
Noggn**et Dkk17- Noggin™") et le nombre de cellules comptées en embryon sauvage WT pour chaque
lignage. Les écart-types sont indiqués pour les phénotypes pour lesquels plusieurs embryons ont été
obtenus.

C. Graphique des rapports entre le nombre de cellules comptées dans les autres embryons mutants et
le nombre de cellules comptées en embryon sauvage WT pour chaque lignage.Les écart-types sont
indiqués pour les phénotypes pour lesquels plusieurs embryons ont été obtenus.



Résultats — Projet 2

I Le nombre de cellules exprimant OCT4 est augmenté lorsque Dkk1 est déplété

On peut constater qu’au stade E4.5, les embryons doubles homozygotes mutants Dkk1”-
Noggin’- présentent un nombre de cellules du TE similaire au nombre de cellules obtenu pour les
embryons sauvages (Figure 82A et 82B). De plus, le nombre de cellules de la MCl est augmenté (x1,5
fois) comparé aux embryons sauvages d{ au fait que les populations OCT4+SOX17- et OCT4+SOX17+
sont augmentées. En effet, on observe que les embryons doubles homozygotes mutants Dkk1”-
Noggin’- montrent deux fois plus de cellules OCT4+SOX17- et trois fois plus de cellules co-marquées
OCT4+S0OX17+ que les embryons sauvages (Figure 82A et 82B). Néanmoins, les marqueurs utilisés ne
permettent pas de déterminer si la population OCT4+SOX17+ correspond a une population de cellules
précurseurs ou s'il s’agit d’une population de cellules spécifiées en EPr mais non différenciées puisque
exprimant encore OCT4. Ainsi, des immunomarquages avec des marqueurs de cellules progénitrices
au sein de la MCI tels que SOX2 ou spécifique de I'Epi tel que NANOG seront a utiliser afin de
caractériser les cellules de cette population.

Au stade E4.5, 'augmentation de ces deux sous-populations exprimant OCT4 suggere deux
hypotheses: (hypothése 1) les cellules OCT4+SOX17- ou OCT4+SOX17+ proliférent plus, ou (hypothese
2) la perte de DKK1 empéche les embryons de réprimer OCT4 au sein de la population OCT4+SOX17+
spécifiée et destinée a se différencier en EPr. Dans les deux cas, un surplus de cellules exprimant OCT4
apparait (Figure 82A et 82B).

L’observation du seul mutant Dkk17- Noggin*" obtenu a E4.75, montre que I'on augmente les
rapports concernant les populations SOX17+0CT4- et OCT4+SOX17- en diminuant la population co-
exprimant OCT4+SOX17+. Cela pourrait suggérer que la spécification et la différenciation des lignages
a bien lieu (Figure 82A et 82B).

Les simples homozygotes mutants Dkk17" présentent un rapport plus élevé de cellules
OCT4+S0OX17- et de cellules co-marquées OCT4+SOX17+ par rapport aux embryons sauvages (Figure
82A et 81B). Ce phénotype est similaire, mais moindre, par rapport aux embryons doubles
homozygotes mutants puisque deux fois plus de cellules OCT4+SOX17- et de cellules co-marquées
OCT4+SOX17+ sont présentes dans ces embryons doubles homozygotes mutants par rapport aux
embryons simples homozygotes mutants Dkk1” (Figure 81A et 81B). Un seul embryon Dkki1” a
cependant été analysé pour chaque stade E4.5 et E4.75 et on constate qu’au stade E4.75 I'embryon
serait pluté6t mourant (Figure 81, 82 et 83).

Ainsi, si la perte de DKK1 entraine un blocage de I'inhibition d’OCT4, on peut penser que DKK1
serait un répresseur d’OCT4 et que cela passerait par l'inhibition de la voie WNT.

L'observation des autres phénotypes obtenus n’est pour le moment pas suffisamment claire.

En effet, des variations phénotypiques sont constatées mais le faible nombre d’embryon par génotype
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Nombre Co-expression
Génotypage d’embryon | Sox17+ seul |Sox17+ totale| Oct4+ seul | Octd+ totales |Octd+ Sox17+ DAPI ICM TE déduit
Dkk1+/+ Noggin +/+ (WT) 4 8 17 22,5 315 9 145 39,5 105,75
Dkk+/- Noggin +/- 3 16 22,66 16,66 23,33 6,66 131,66 39,33 90,66
Dkk+/- Noggin +/+ 3 23 27,8 20,2 25 4,8 158,6 48 110,6
1 3 11 35 43 8 138 46 92
1 21 23 40 42 2 166 63 103
1 1 7 6 12 6 41 13 38
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Figure 83 : Phénotype observé pour chaque génotype pour chaque lignage au stade E4.75.

A. Tableau récapitulatif des comptages du nombre de cellules pour chaque lignage
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B. Graphique des rapports entre le nombre de cellules comptées dans les embryons mutants et le
nombre de cellules comptées en embryon sauvage WT pour chaque lignage. Les écart-types sont
indiqués pour les phénotypes pour lesquels plusieurs embryons ont été obtenus.



Résultats — Projet 2

ne permet pas de conclure pour le moment et nécessite d’augmenter le nombre d’embryon (Figure
82B et 82C).

Il semble se dégager le fait que DKK1 pourrait étre impliqué dans le contréle et notamment la
répression, de I'expression d’OCT4, avec un potentiel effet dose finement régulé a la fois par chacun

de ses deux alléles et renforcé par la perte de Noggin, au stade E4.5.

Il La déplétion de Dkk1 entrainerait-elle un effet sur la migration des cellules d’EPr ?

On peut aussi observer que certaines cellules exprimant SOX17+ OCT4- au sein des embryons
sauvages WT débutent leur migration le long du TE au stade E4.5 et E4.75 (Figure 84). Or il est observé
qgue DKK1 est exprimé du coté apical des cellules d’EPr et du coté du front de migration de ces cellules
(Figure 84). Au sein des embryons mutants pour Dkk1, comme les embryons Dkk1”- Noggin**, Dkk1"
Noggin™ ou Dkk1*- Noggin*/* ; on peut noter que I'on n’observe pas ou peu de cellules migrantes le
long du TE (Figure 84). Cela pourrait suggérer que DKK1 soit un acteur contrélant ou déclenchant cette
migration et que son absence bloque celle-ci. Cependant, cette hypotheése reste a vérifier car trop peu

d’embryons a été obtenu pour le moment.
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Noggin +/+

Figure 84 : Phénotype sur la migration des cellules d’EPr des embryons simple mutant Dkk1”/- et doubles
mutants Dkk1”/- Noggin- en fond C57BI6 pur au stade E4.5.

L'expression des marqueurs de I'Epi OCT4 (bleu), d’EPr SOX17 (rouge) et la molécule d’adhésion
membranaire E-CADHERINE ( ) est visualisée.

Les cellules qui ont débutées leur migration le long du TE sont indiquées avec des fleches jaunes; celles qui
n’ont pas débuté leur migration sont indiquées par des tétes de fleches jaunes.
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Conclusion - Projet 2

L’étude des doubles homozygotes mutants, obtenus en fond C57/BI6 pur, montre que DKK1
pourrait réprimer Oct4. De plus, ces embryons présentent un phénotype similaire mais plus sévere que
I’embryon simple homozygote mutant Dkk1”- suggérant que la perte de NOGGIN renforce les défauts
induits par la perte de DKK1.

Il a été montré que la voie WNT joue un role en faveur de la pluripotence et que le ligand
WNT3a est capable d’induire I'expression d’Oct4 (Thomson et al., 2011). DKK1 est un antagoniste de
la voie WNT donc la répression de DKK1 entraine une activation de la voie WNT. Ainsi, mes résultats
semblent indiquer que DKK1 contrdlerait négativement I'expression d’Oct4 au travers de la voie WNT.
De plus, les résultats obtenus semblent indiquer que la voie WNT devrait étre inhibée pour induire la
différenciation en EPr.

En revanche, le role de NOGGIN reste moindre et semble devoir étre combiné a celui de DKK1.
De ce fait, on pourrait avoir un phénotype graduel avec un phénotype visible avec la perte seule de
DKK1 ou la perte seule de NOGGIN. La perte additionnelle des deux facteurs viendrait alors augmenter
la sévérité du phénotype. Différents niveaux de sévérités seraient donc constatés suivant le nombre
d’alleles délétés pour chaque gene mais cela reste, bien entendu, a quantifier en augmentant le
nombre d’embryons par phénotypes. Le mécanisme de coopération entre DKK1 et NOGGIN n’est donc

pour le moment pas défini.
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Discussion et Perspectives — Projet 2

Ce second projet porte sur I'implication des voies WNT et BMP lors de la différenciation des

cellules d’EPr. Ainsi, nous nous sommes intéressés a deux régulateurs de ces voies : DKK et NOGGIN.

| Importance du fond génétique

Aucun phénotype préimplantatoire n’a été décrit au sein de la littérature, concernant la perte
d’expression de DKK1 ce qui suggére une compensation par un autre facteur. La coopération des
signalisations WNT et BMP ont permis d’émettre I’"hypothése que I'inhibiteur de la voie BMP, Noggin,
serait ce facteur compensateur.

Différentes études ont été réalisées sur simples mutants Dkk1 ou Noggin et sur doubles
mutants. Or, il a été montré que la sévérité du phénotype dépend du fond génétique des souris, que
cela soit pour Noggin ou pour Dkk1. En effet, la premiére étude menée sur Noggin a été faite en fond
génétique mixte entre des souris 129/Sv et C57/BI6 (McMahon et al., 1998). L’étude réalisée sur Dkk1
a été faite en fond C57/BI6 (del Barco Barrantes, 2003). Les doubles mutants ont été réalisés en
croisant ces deux lignées murines et leur fond génétique a été purifié en fond C57/Bl6 (del Barco
Barrantes, 2003).

L’étude de Del Barco Barrantes et al, réalisée a partir du stade E6.0/ E6.5, a montré que la
sévérité du phénotype observée au stade E10.5 dépend du fond génétique. Aucun embryon Dkk1™”-
Noggin’ n’a été obtenu au stade E6.5. De plus, des différences ont été observées entre les phénotypes
constatés dans les études précédentes de McMahon et al et Mudkopadhyay et al et dans I’étude de
Del barco Barrantes et al. Pour exemple, les mutants Dkk1”- Noggin*/- de chez Del Barco Barrantes et
al montrent le méme phénotype que les embryons simples homozygotes Dkk1”- de chez
Mudkopadhyay et al (del Barco Barrantes, 2003; Mukhopadhyay et al., 2001). Cependant, les
embryons Dkk1*/- Noggin™- de chez Del Barco Barrantes et al présentent un phénotype beaucoup plus
sévére de défauts de structures antérieures que le simple mutant Noggin”- de chez McMahon et al
(del Barco Barrantes, 2003; Mukhopadhyay et al., 2001). Cela met en évidence un effet dose de la perte
d’un ou plusieurs alléle de ces génes Dkk1 et Noggin.

Dans notre équipe, avant mon arrivée au laboratoire, les souris doubles hétérozygotes Dkk1*-
Noggin*" étaient en fond génétique mixte. Seulement deux embryons Dkk1”- Noggin™ ont été isolés
au stade E4.5, et la faible pénétrance n’a pas permis de conclure quant a la coopération potentielle de
DKK1 et NOGGIN a ces stades embryonnaires. Ainsi, j'ai purifié les lignées murines mixtes en fond

C57/BI6 pur afin d’obtenir des résultats plus clairs.
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Il Phénotype des embryons Dkk1”/- Noggin™

Jai observé que les deux embryons doubles homozygotes mutants Dkk1”- Noggin” obtenus
en fond C57/BI6 pur présentent le méme phénotype : le nombre de cellules des sous-populations co-
marquées OCT4+SOX17+ et OCT4+S0OX17- est augmenté comparé aux embryons sauvages.

La double délétion semble affecter I'expression d’OCT4 qui pourrait étre controlée par les
facteurs DKK1 et NOGGIN. La sévérité du phénotype de ces embryons doubles homozygotes mutants
Dkk1’- Noggin”~ est plus importante que celle observée pour l'unique embryon isolé simple
homozygote mutant Dkk17". Cela suggére que la perte de NOGGIN ajoute un degré de sévérité
supplémentaire au phénotype comparé a celui provoqué par la perte de DKK1 seul. Ainsi, la perte de
DKK1 ou NOGGIN seuls refléterait un niveau de sévérité du phénotype qui serait augmenté a un niveau
supérieur lorsque ceux-ci sont déplétés ensemble. Désormais, il est nécessaire d’augmenter le nombre

d’embryons mutants pour chaque génotype afin de confirmer cela.

Il Identité des cellules qui expriment OCT4

Deux hypothéses sont envisagées pour expliquer le nombre plus élevé de cellules exprimant
OCT4 au sein de la MCI des embryons doubles homozygotes mutants Dkk17- Noggin™".

La premiere hypothése est que les cellules exprimant OCT4 sont soit des cellules précurseurs
de la MClI soit des cellules spécifiées correctement en Epi présentant une prolifération augmentée, ce
qui, par conséquent, augmente leur nombre. La seconde hypothése est que la perte de DKK1 retarde
la répression OCT4. Dans les deux cas, un surplus de cellules exprimant OCT4 apparait. S’il on est en
présence d’'une augmentation de la prolifération des cellules (hypothése 1), on devrait voir une
augmentation de la sous-population OCT4+SOX17- uniquement. Or, s’il s’agit d’'un blocage de Ila
répression d’OCT4 (hypothése 2), les cellules vont se diriger vers un destin Epi avec une augmentation
a la fois des populations OCT4+SOX17+ et OCT4+SOX17-. Cette seconde hypothése semble étre
privilégiée puisque ces deux sous-populations sont sur-représentées suggérant plutot un effet sur la
répression d’OCT4.

Le maintien d’expression d’OCT4 vient a poser la question de 'identité de ces cellules OCT4
positives (OCT4+S0OX17- ou OCT4+SOX17+). En effet, OCT4 est un marqueur clé de la pluripotence et il
est connu qu’un niveau précis d’expression d’OCT4 permet le maintien de la pluripotence alors que
une augmentation ou une diminution de ce niveau d’expression, contrdle, via des co-facteurs
différents, I'’engagement des cellules dans un lignage précis (Niwa et al., 2000). In vitro, la répression
d’OCT4 dans les cellules ES conduit a la différenciation des cellules en TE alors qu’une augmentation
d’environ 50% du niveau d’expression d’OCT4 conduit a I'adoption d’un destin d’endoderme primitif

et de mésoderme (Niwa et al., 2000). Par conséquent, les variations du niveau d’expression d’OCT4
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tendent a diriger les cellules vers un programme de différenciation différent suggérant le role d’OCT4
dans le contréle de I'engagement cellulaire.

Au sein des embryons doubles homozygotes mutants Dkk17- Noggin’", 'augmentation des
cellules doubles marquées OCT4+SOX17+ pourrait nous indiquer un probleme dans I’'engagement des
cellules vers un destin Epi ou EPr. Ces cellules pourraient étre restées au stade de précurseurs. Il serait
donc intéressant de réaliser des immuno-marquages avec d’autres marqueurs comme SOX2,
marqueur le plus précoce des précurseurs de la MCI et du destin Epi ; NANOG, marqueur spécifique
des cellules de I'Epi ; GATA6, marqueur précoce de I'EPr et enfin CDX2, marqueur du TE. Cela nous
permettrait de classer les cellules en différentes catégories (comme: SOX2+OCT4+SOX17-;
SOX2+0CT4+ SOX17+; SOX2-OCT4+ SOX17+ ou SOX2-OCT4-SOX17+) et de caractériser I'identité de
ces cellules afin de savoir s’il s’agit de cellules précurseurs qui proliférent ou de cellules spécifiées en
EPr précoce dans lesquelles OCT4 ne serait pas réprimé

La sous-population de cellules Epi OCT4+ seul est elle aussi augmentée. Ainsi, il serait
intéressant de voir si le maintien d’OCT4 produit un biais vers un destin Epi. Cependant, au vu de
I"augmentation du nombre de cellules de la MCI, il sera difficile de déterminer si ce biais existe
vraiment. Si tel est le cas, on pourrait voir diminuer en conséquence le nombre de cellules EPr. Cela
semble étre le cas dans les embryons doubles homozygotes mutants Dkk17- Noggin”-. Cependant, le
seul embryon simple homozygote mutant Dkk1”" ne présentent pas de diminution du nombre de
cellules EPr exprimant SOX17 mais un seul embryon ne permet pas de conclure précisemment quant
a I'existance de ce biais potentiel. Il est donc nécessaire d’observer le devenir de ces cellules OCT4+
afin de voir si elles sont maintenues avec un nombre inchangé ou une prolifération plus forte via des
expériences de marquage avec du Ki67 ou si elles sont éliminées, du fait de leur trop grand nombre,
par apoptose, via des expériences de TUNNEL. Les expériences au stade E4.75 et a des stades plus

précoces pourraient nous aider dans cette analyse.

IV  Synergie entre DKK1 et NOGGIN

Mémes si mes résultats semblent indiquer que la délétion de DKK1 maintient I'expression
d’OCT4 par la voie WNT, le role de NOGGIN et sa coopération potentielle avec DKK1 ne sont pour le
moment pas déterminés. La délétion seule de DKK1 semble avoir un effet mais la délétion combinée
des deux facteurs DKK1 et NOGGIN dans les doubles homozygotes mutants Dkk17- Noggin”- semble
avoir un effet encore plus drastique, sur la population exprimant OCT4, au stade E4.5. Cela suggere
que si I'inhibition de ces deux inhibiteurs des voies WNT et BMP, engendre un effet de blocage de la
répression d’OCT4 ; les deux voies doivent étre actives pour permettre la répression d’OCT4. Les

résultats obtenus avec le BIO/CHIRON et de traitement au NOGGIN recombinant, montrent que pour
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induire la différenciation des cellules en EPr, la voie WNT devrait étre inhibée alors que la voie BMP
serait activée lors de ce processus (Graham et al., 2014). Par conséquent, on aurait potentiellement
deux mécanismes : un mécanisme de coopération des deux voies sur la répression d’OCT4 au sein des
précurseurs et un autre mécanisme permettant I'induction de la différenciation des cellules d’EPr au
sein des cellules spécifiées dans lequel les deux voies s’antagoniseraient.

Ainsi, il pourrait étre envisagé de traiter les embryons Noggin”- avec du BIO ou du CHIRON afin
de voir si 'on observe le méme phénotype qu’au sein des doubles homozygotes mutants Dkk1”-
Noggin™.

Cependant, s’il s’agit d’'un phénotype plus subtil, tel que suggéré et observé pour les mutants
Pdgfra et Sox17 (Artus et al., 2010, 2011), nous devons envisager de retarder le développement des
embryons afin d’observer sur un temps plus long et plus séquentiel des évenements rapides.
L'induction de diapause artificielle peut permettre cela. En effet, I'’événement naturel de diapause se
produit lorsque la femelle est encore en lactation mais il peut étre provoqué artificiellement par
traitement hormonal ce qui permet de bloquer les embryons au moment de I'implantation au stade
E4.5.

Enfin, il est nécessaire et primordial d’analyser un plus grand nombre d’embryons pour

confirmer les résultats obtenus.

V  Devenir des cellules d’EPr ; destin EV et EP

L'effet sur les cellules d’EPr implique d’étudier le devenir de ces cellules et I'impact, a un stade
plus tardif, sur leur différenciation en EP ou EV. Peu de données sont connues a propos de cette
différenciation. Un des processus clé dans cette différenciation est la migration des cellules qui
pourrait influencer le devenir des cellules suivant leur position et leur contact avec les cellules voisines.

Ainsi, il serait envisagé de caractériser les cellules débutant leur migration et constituant la
charniére EV/EP. Cela impliquerait d’étudier, plus en détail, la localisation polarisée de DKK1 afin de
voir si celle-ci perdure au front de migration des cellules d’EP ainsi que le déplacement/position des
cellules d’EP ce qui permettra peut-étre d’étudier I'implication de la voie non canonique WNT/PCP lors
de la migration de ces cellules (LaMonica et al., 2009). Enfin, des expériences d'immunomarquage de
marqueurs de la polarité tels que DAB2, LRP2 ou aPKC pourraient nous permettre de voir si les cellules

sont correctement polarisées et débutent une migration ou pas.
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Expression de SOX17 au sein des cellules transfectées GFP+ en 32h
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B Expression de SOX17 au sein des cellules transfectées GFP+ en 32h
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Figure ANNEXE 1: Pourcentage de cellules exprimant SOX17 parmi la population de cellules ES
Gata6-/- transfectées GFP+ et traitées avec des inhibiteurs de la signalisation RTK-FGF, aprés 32h
de surexpression des différentes formes de Gata6. Une expérience a été réalisée (n=1). Les résultats
ont été représentés suivant la moyenne entre chaque pourcentage de chaque image (n=10
images/conditions) £ SEM. La significativité statistique des résultats a été testée par un T-test et est
indiquée sur le graphique:

(T-Test *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001, ****P<0,0001)).




Moyennes des Intensités NANOG normalisées par rapport au DAPI

ANNEXES PROJET 1
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Figure ANNEXE 2: Intensité de signal pour NANOG au sein des cellules GFP+ transfectées apres 24h

de surexpression des formes Pefla vide, Gata6 WT ou Gata6 3mut en fonction des différents
traitements aux inhibiteurs de la voie RTK-FGF appliqués. La normalisation de I'intensité du signal
NANOG a été réalisée par rapport a l'intensité du signal DAPI. Les résultats ont été représentés
suivant la moyenne entre chaque valeur d’intensité NANOG pour chaque cellule (n=10
images/conditions) + SEM.
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Figure ANNEXE 3: Quantification par RT-qPCR de I'expression des genes de différenciation de I'EPr,
aprées 24h de surexpression des plasmides Pefla vide, Gatab WT et Gatab 3mut.

Un rapport a été réalisé entre ces valeurs normalisées par rapport aux génes de ménage et la valeur
normalisée obtenue pour Gata6 (plasmide) pour chaque condition. Les graphes représentent la
moyenne = SEM. Deux réplicats ont été réalisés (n=2). « Both RTKi » = PD17 + PD032
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Figure ANNEXE 6: Quantification par RT-qPCR de I'expression des génes PDGFRa, Dab2, Foxa2,
Laminine,Dkk1, ColllV, HNF1b et HNF4a aprés 24h de surexpression des plasmides Pefla vide,
Gata6 WT et Gata6 3mut. Les trois groupes ont été classés suivant la similarité des profils
d’expression obtenus. La normalisation a été réalisée classiquement avec la moyenne géométrique
des geénes de ménages Rps17 et Rpl30. Une expérience a été réalisée ici (n=1).
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Figure ANNEXE 7: Nombre de cellules et pourcentage de cellules transfectées obtenus aprés tri
réalisé au cytometre ARIA Il pour I'expérience des Figures 50, 51 et 52 et Figure ANNEXE 6.




ANNEXES PROJET 1

SINGULETS

(x 1,000)
200 250

GFP+ GFP++  GFP+++

150

FSC-H

100

50

GFP-A
([ Réplicat2 |
[ Analyse de I'expression des génes par RT-qPCR (24h) ]
A. B. C.
Gata6é

a
$

GFP ' ' '. Nanog
. 534837 5264 1509 SRk 537 odnanlrvn, & a1 1 m
a1 11 H $34837 5264 TS09  S34A 537 SI64ATSHG,
534 537 5264 T500  SS4A 53T S264N° 1

g @ v
S w00/ ERE 2
) = K w
E 3 s T
= 200 -3 c
o 53 o
k7l L8 . B
0 7] wn 20

L 100 4 W
- s
g - - g 3
w u’j w

"B £ & 1 T T T r T 7 T '

I - I - & i £ i g i £ i

s & & & & s £ ] &

i P 2 f {3 0 S

¢ 3 B 3 i 3 i 3 i 3 I

] <] 3 3 ¢ ] E

o o

Constructions surexprimées de Gatab
D. Sox17 E. Gata4

20+
* a1 1l m a1 1
534 817 5264 T509 S34A 537 S264A 4 5§34 837 5264 T500 S34A 537 5264A' 4

-
]

Expression Relative

Expression Relative

Gataé WT GFP—

Gataé WT GFP+l

Gataé WT GFP

Gataé WT GFPM—I

Gata6 3 MGFFO-F

‘Gata6 3 mut GFP—{
‘Gataé 3 mut GFP-{

Gatab 3 mut GFI’*T

Constructions surexprimées de Gata6

Figure ANNEXE 8: Quantification par RT-qPCR de I'expression, en 24h, des génes GFP (A) et Gata6
(plasmide) (B), Nanog (C), Sox17 (D) et Gata4 (E) apres 24h de surexpression des formes Gata6 WT
et Gatab 3mut La normalisation a été réalisée classiquement avec la moyenne géométrique des
génes de ménages Rps17 et Rp/30. Une expérience a été réalisée ici (n=1).
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Figure ANNEXE 9:

A. Quantification par RT-gPCR de I'expression des génes exprimés dans I'EPr aprés 24h de
surexpression des formes Gata6 WT et Gata6 3mut. La normalisation a été réalisée classiquement
avec la moyenne géométrique des genes de ménages Rps17 et Rpl30. Une expérience a été
réalisée ici (n=1).

ARIA 1l pour I'expérience de la figure ANNEXE 8 et 9A.

Nombre de cellules et pourcentage de cellules transfectées obtenus apres tri réalisé au cytometre
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Figure ANNEXE 10: Quantification par RT-gPCR de I'expression des genes GFP (A) et Gata6
(plasmide) (B), Nanog (C), Sox17 (D) et Gata4 (E) aprés 24h de surexpression de Gata6 WT avec ou
sans traitement aux inhibiteurs de la voie RTK-FGF. La normalisation a été réalisée classiquement
avec la moyenne géométrique des génes de ménages Rps17 et Rp/30. Une expérience a été réalisée
ici (n=1).

124



SINGULETS

50

200

GFP-

GFP+ GFP++ GEP+++

FSC-H (1.000)
150

100

A. RTINS 10’ 10* 10°
GFP-A
r - -
[ Réplicat 1 RTKinh ]
[ Analyse de l'expression des génes par RT-qPCR (24h) ]
PDGFRa Dab2 Foxa2 Laminine
06 0.04 0:20 03
04 0,03 015 02
0.02 040
02 04
0.01 005
0.0 ) 0.00 ! ! : ? 0.00 T T T 1] 0.0
a o a 1 o % o o o o a a a a e §f a2 §f d % o
55 E5¢5¢ 5§ 6§ B E B E B &b & 6 E o6& §igigigi
E O o O = O o O EF Y9 a0 0O 0 g O E %2 o 0 0O 14 T 0 4 0 ~ 0O o O
8§58 ab: 8¢ 8y8qa5:dy Fzggfziz F:2ui:log
§ 2 38 5§ 8 8 6 8 2= 5 8 8 6 8 g 28 8 8 6 8 m e & 2 8
a &a a o N a o N [ & a [ 2
voE Log Log ve
c : ,: =~ = o~ : ,:
2S¢ &2z & 3 & 3 8 3
— =%
i % 2
% 2 Constructions surexprimées de Gata6
w
Dkk1 Collagéne IV Hnf1lb Hnf4a
0.8 3 0.4 w10
.08
06
2 03
106
04 0.2
104
1
0.2 0.4 02
00 L B R A A A N T 100 ! + & t o ¢
a t o * a a t a § o I o § o I a I a o a a a I o a
s s it isd 4545 :8 ¢ S5iE i85 i 5isigisd
_ 5} ~ @ ~ 5} P @ - [T} ~ © ~ O S [T} = [C] ~ O ~ o o o g [c] ~ O ~ [} o o
§ £ % o 53 & 8 g 6§ ¥ 2 90t 8 8 6 E S oD & g 8 E S o0 & g 8
§ g @ & 5 8 6 3 8% 2 2 g °© A g = 92 8 8 °© A g = 2 8 8
£ 8 a o § a o a & a5 o a5 o
+ g F o + o + o
~ o+ ~ 2 5 :. o :.
=~ [a [a
£ 5 23 =38 g
Constructions surexprimées de Gata6
Cellules triées
B, Populations triées
nombre pourcentage GFP- et GFP+(%)
G6 WT Ctrl
G6 WT + PD17

ARN | 24h

G6 WT +PD032

G6 WT +PD17 + PD032

Figure ANNEXE 11:

A. Quantification par RT-gPCR de I'expression des genes exprimés dans I'EPr apres 24h de
surexpression de Gatab \WT avec ou sans traitement aux inhibiteurs de la voie RTK-FGF. La
normalisation a été réalisée classiquement avec la moyenne géométrique des genes de
ménages Rps17 et Rpl30. Une expérience a été réalisée ici (n=1).

B. Nombre de cellules et pourcentage de cellules transfectées obtenues aprés tri pour
I'expérience de la figure ANNEXE 10 et 11A.
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Figure ANNEXE 12: Quantification par RT-qPCR de I'expression des genes GFP (A) et Gata6
(plasmide) (B), Nanog (C), Sox17 (D) et Gata4 (E) apres 24h de surexpression des plasmides Pefla
vide et de Gatab6 WT avec ou sans traitement aux inhibiteurs de la voie RTK-FGF. La normalisation
a été réalisée classiquement avec la moyenne géométrique des genes de ménages Rps17 et Rpl/30.
Une expérience a été réalisée ici (n=1).
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Figure ANNEXE 14:

Nombre de cellules et pourcentage de cellules transfectées obtenues apres tri pour I'expérience
de la figure ANNEXE 12 et 13.
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Figure ANNEXE 15: Quantification par RT-qPCR de I’expression des genes GFP (A) et Gata6

(plasmide) (B), Nanog (C), Sox17 (D) et Gata4 (E) apres 24h de surexpression des plasmides Pefla

vide et de Gata6 WT avec ou sans traitement aux inhibiteurs de la voie RTK-FGF. La normalisation

a été réalisée classiquement avec la moyenne g

trique des genes de ménages Rps17 et Rpl30.
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Figure ANNEXE 16:
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Figure ANNEXE 17:

Nombre de cellules et pourcentage de cellules transfectées obtenues apres tri pour I'expérience
de la figure ANNEXE 15 et 16.
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Figure ANNEXE 18: Analyse de I'expression protéique de Gata6 au sein des cellules ES WT avec ou

sans traitement aux inhibiteurs PD17 + PD032, apres 48h de surexpression des constructions Pefla

vide,

et Gata6 3mut.
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Arrétde la culture
(cinétique T(=temps en heure) post transfection)
Puis Western blot

Traitement au MG132

Passage ES Gata6-/- Transfection T=0h t=0h +4h
T=+10h T=+14h
Pefla Gatab WT Pefla Gatab WT

Contrble Pefla Gatab 3mut Pef ab 3mut

PD17 +PD032 Pefla Gata6 4mut Pefla Gatab 4mut
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+15%FBS

B. [ +14h ]
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Figure 59 Pas de GFP

Figure ANNEXE 19: Expression protéique de GATAG6 au sein des cellules ES Gata6-/-
A. Stratégie expérimentale avec ou sans traitement aux inhibiteurs PD17 + PD032 appliqué
simultanément au traitement MG132 (t=3h) aprés 14h de surexpression des constructions
Gatab WT et Gatab 3mut, Gata6 4mut.
B. Western Blot
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A.
Arrétde laculture
(cinétique T(=temps en heure) post transfection)
Puis Western blot
Traitement au MG132
Passage ES Gata6-/- Transfection T=0h t=0h +2h  +3h +4h
T=+10h T=+14h
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Figure ANNEXE 20: Expression protéique de GATA6 au sein des cellules ES Gata6-/- avec/sans MG132,
avec/sans les inhibiteurs PD17+ PD032
A. Stratégie expérimentale avec ou sans traitement aux inhibiteurs PD17 + PD032 appliqué au
cours du traitement MG132 et cinétique réalisée apres surexpression des constructions Gata6
WT et Gata6 3mut, Gatab 4mut.
B. Western Blot
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Genes Primers Programme PCR Taille du produit
Cre Forward : 2min95°C
5’- GGAAATGGTTTCCCGCAGAACCTG - 3’ 30x (10 sec 95 °C
Cre Cre Reverse : 30sec62°C | 499 bp
5’- ACGGAAATCCATCGCTCGACCAGT - 3’ 30sec72°C)
7 min 72 °C
D20 (KOVpneo) : 2min94°C D20 (KOVpneo)- D214
5’- GGGAACAAACGGATTGACCG - 3’ 40x (10 sec 94 °C (nog LacZ F): allele WT
Noggin | D214 (noglacZF): 30sec62°C | 372 bp
5’ — GGGGGAATTGCGACCAACTC -3’ 45sec72°C) | D214 D215: allele
10 min 72 °C mutant 550 bp
KEOS: 2 min 94 °C .
5’-AGAACTAACCCAGCCCCACAGCAGA — 3’ 30x (10 sec 94 °c | KEOBKE2S = allele
KE24: 30sec62°c | Mutant 250 bp
Dkk1 B , i KE24-KE25 : allele WT
5" — CCCGGGAACTACTGCAAAAATGGTG -3 30sec 72 °C) 185 bp
KE25: 10 min 72 °C
5’ — GTGCTCAAACACAAGCCAGTGACGA -3’

Tableau 1 : Amorces utilisées pour le génotypage des embryons étudiés
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| Prélevement et Isolement des embryons

Les femelles sont mises en présence des males. Si I'accouplement a eu lieu, on observe, apres
la mise en contact, la présence d’un bouchon vaginal, de couleur blanche et d’aspect visqueux, a |'aide
d’une sonde que I'on insere délicatement dans le vagin de la femelle. La présence de ce bouchon
indique qu’un accouplement a eu lieu la nuit précédente, soit environ 6h apres la mise en contact entre
le male et la femelle souris correspondant a un stade embryonnaire de 0.5j aprés fécondation (EQ.5).
De ce fait, le lendemain du bouchon vaginal, a midi, on sera a 1.5j (E1.5) aprés fécondation. Les stades
sont ainsi calculés pour les jours suivants ; ce qui nous permet de prélever les embryons au stade
souhaité. Ainsi, les oviductes sont prélevés et flushés avec du PBS 1X afin de récolter les embryons des
stades EO.5 a E2.5. Les cornes utérines sont prélevées et flushées avec du PBS 1X pour les embryons
des stades E3.0 a E4.25. Les cornes sont disséquées, immergées en PBS 1X en boite de Pétri, pour les
embryons des stades E4.5 ou plus.

Ensuite, les embryons peuvent soit étre mis en culture suivant le stade, soit subir des
expériences d'immunomarquage ou d’hybridation in situ suivies, d’'un génotypage par PCR pour les
embryons issus de portées/croisements « mutant(e)s ».

2) Génotypage des embryons et des souris pour I’entretien des lignées murines

Le génotypage des souris est réalisé suite au prélevement de la phalange distale des souriceaux
agés de 9 a 11 jours. Ces « doigts » sont ensuite lysés dans 300uL de tampon de lyse (Tris HCL pH=9,0
100mM ; EDTA 5mM ; 0,2% SDS ; NaCl 20mM) dans lequel est diluée de la Protéinase K (100 pg/mL,
P6556, Sigma Aldrich) sans agitation sur une nuit a 55°C. Puis les échantillons sont ensuite centrifugés
10 minutes a 13000 rpm afin de collecter le surnageant. L’ADN est précipité avec 1 mL d’éthanol absolu
froid et isolé par centrifugation 1 minute a 13000 rpm. Le culot est enfin séché et repris dans 100 plL
de TE (Tris 10mM ; EDTA 1mM).

Le génotypage des embryons frais ou en culture a lieu aprées une expérience
d’immunomarquage ou d’hybridation in situ. L'ADN des embryons est extrait dans 10uL de tampon de
lyse froid (KCL 50mM ; Tris pH=8,3 10mM ; MgCI2 2mM ; Gélatine 0,1 mg/mL ; NP-40 0,45% ; Tween-
20 0,45%) supplémenté extemporanément de Protéinase K 100ug/mL et incubé pendant 2 heures a
55°C sans agitation. Puis, la Protéinase K est inactivée pendant 10 minutes a 94°C.

Les ADNs extraits des doigts ou des embryons sont génotypés par PCR, réalisées avec de la Taq
polymérase (Invitrogen) en utilisant le Tampon 10X fournit par Invitrogen et selon les
recommandations du fournisseur pour les alleles Cre, Dkk1 et Noggin (Tableaul). Les produits PCR
sont ensuite déposés sur gel d’agarose 2% supplémenté en BET.

3) Entretien des lignées de cellules souches embryonnaires ES

e (Caractérisation des lignées de cellules souches embryonnaires ES
Les cellules souches utilisées sont des cellules souches embryonnaires murines (mES) soit
sauvages mES CK35, appelées ES WT, soit mutantes mES Gata6”" car déplétées dans I'expression du
Gatab6 endogeéne, données par de J. Artus (Morrisey et al, 1998).

Condition de culture des cellules souches embryonnaires ES WT et Gata6”"

Les cellules souches ES ont été cultivées en milieu DMEM, high glucose, GlutaMAX™
Supplement, pyruvate (Gibco, réf : 31966021) supplémenté par du ESGRO® mLIF Medium Supplement
(Merck Milipore, ref : ESG1107, 10° unités), du sérum de veau fcetal FBS 15% décomplémenté (GE
HealthCare lot: A10111-1536) et du B-mercapto-éthanol (Sigma, ref: M3145, 100uM) pour leur
amplification. Les cellules sont cultivées sur support plastique, en boites de Pétri de 6 cm de diameétre
enduites au préalablement, 1h minimum, avec de la Gélatine (Gélatine Porcine Skin 0,1%, diluée dans
de I'eau, G1890- 500mG Type A). Si les cellules sont destinées a étre observées au microscope, elles
seront déposées sur lames de plastique gélatinées (Thermanox Nunc, 174950) ou sur lames de verre
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prétraitées a la gélatine 0,1 % puis incubées pendant 30 minutes avec de la glutaraldéhyde 0,5% (stock
25%) afin de fixer la gélatine sur le verre et ensuite, lavées en D-PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline) no calcium, no magnesium 1X (Gibco, réf : 14190136) ; afin d’éliminer toute traces résiduelles
de glutaraldéhyde toxique pour les cellules.

Pour I'amplification, les cellules sont ensemencées a 500 000 cellules ou 1.1076 cellules par
boites de 6 cm de diameétre pour arriver a environ 80% de confluence au prochain passage. Pour les
expériences de traitements avec ou sans inhibiteurs RTK, les cellules sont ensemencées a environ
200 000 cellules par puits dans des plaques 24 puits (Falcon Polystyrene Microplates Corning Inc
353226) ou 1 a 2millions de cellules par boites B60, si un western blot est envisagé par la suite et
suivant le temps de I'expérience (24h a 48h). Lors des passages, les cellules sont décollées avec de la
Trypsine-EDTA, 0,25%, phénol red (Gibco ThermoFisher Scientific 2520006) et la trypsine est inhibée
avec du milieu de culture.

4) Entretien des lignées de cellules de carcinome embryonnaire F9

Les cellules F9 présentent des conditions de culture similaires aux cellules ES. Elles sont elles
aussi cultivées sur boites de Pétri, au préalablement gélatinées (Gélatine 0,1%, diluée dans de I'eau) et
cultivées en milieu DMEM-Glutamax, sans antibiotiques, et avec du sérum de veau feoetal FBS 10%
décomplémenté.

5) Inhibition de la voie RTK :

Pour les traitements aux inhibiteurs de la voie RTK: I'inhibition des récepteurs FGFR est
réalisée avec l'inhibiteur PD173074 (P2499, Sigma Aldrich) a la concentration de 100 nM et I'inhibition
de la protéine MEK1-2 est réalisée avec l'inhibiteur PD0325901 (PZ0162 Sigma Aldrich) a la
concentration de 500 nM (Nichols et al, 2009 ; Yamanaka, Lanner et Rossant, 2010 ; Frankenberg et al,
2011). L'inhibition de la branche PI3K a été réalisée avec du LY294002 a la concentration de 1uM.

6) Traitement a l’acide rétinoique RA

Le traitement a I’ATRA a été réalisé durant 48h, a la concentration de 1 UM (pour une concentration
physiologique de 0,1 uM). La dilution du RA, a partir de la solution mere, a été faite dans du DMSO
(« Diméthylsulfoxyde »). Les conditions « controle » (sans traitement au RA) correspondent a une
culture en DMSO a la méme concentration que le RA lors du traitement.

7) Surexpression de différentes formes WT ou mutées de GATA6 par lipo-transfection des

cellules mES

e Agent transfectant : Lipofectamine 2000 ou 3000

Les expériences de transfection ont été réalisées sur des cellules mES WT ou mES Gata6-/- en utilisant,
en respectant les conditions du fournisseur (dilution dans de I'Opti-MEM TM Reduced Serum Medium
1X Thermo Fisher Scientifc 31985062), la lipofectamine 2000 puis 3000 comme agent transfectant
(Invitrogen). Afin d’avoir une efficacité de transfection optimale (entre 50 a 80% des cellules
transfectées), il est a noter que la transfection est optimale lorsque la solution de ADN + lipofectamine
(ratio ADN/lipofectamine de 1ug/2,5uL - Nowling et al 2002) est mise en contact avec des cellules qui
sont en pleine division, soit lors du cycle cellulaire. Je n’ai cependant pas déterminé quelle phase du
cycle cellulaire était la plus idéale (potentiellement la phase S). De plus, il est aussi a noter que la durée
de l'incubation préalable de la lipofectamine seule diluée dans de I'Opti-MEM ainsi que du plasmide
seul (ADN) dilué dans I'Opti-MEM également, puis du mélange entre I’ADN et la lipofectamine n’est
pas déterminante. En effet, aprés plusieurs tests (TEST1 : 5 min des solutions lipofectamine/ Opti-
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Protéine ciblée Espéce hote | Dilution référence
En immunomarquage
Sur embryons Sur cellules
Cdx2 Souris 1/1 ABCAM, ab86949
E-cadhérine Rat 1/400 Sigma-Aldrich U3254
Gatab chevre 1/50 1/100 R&D systems, AF1700
Gatab Lapin 1/100 1/100 Santa Cruz, sc-9055
Gata4d Lapin 1/50 1/100 Santa Cruz, sc-9053
Nanog Lapin 1/50 1/100 ABCAM, ab80892
Oct4 Lapin 1/400 1/400 Santa Cruz, sc-9081
Dkk1 Chévre 1/10 R&D systems, AF1765
Sox17 Chevre 1/50 1/100 R&D systems, AF1924
Sox2 Souris 1/150 1/300 R&D systems, MAB2018
En Western Blot
B-actine | souris | 1/10 000

Tableau 2 : Anticorps primaires utilisés en immunofluorescence

Fluorochromes | Espéce hote | Dilution | référence
En imunomarquage
Sur embryons Sur cellules

Cyanine 3 Souris, rat, lapin, | 1/300 1/300 Jackson

chévre Immunoresearch
Cyanine 5 Souris, rat, lapin, | 1/300 1/300 Jackson

chevre Immunoresearch
Alexa 488 Souris, rat, lapin, | 1/300 1/300 Jackson

chevre Immunoresearch
Chromeo 494 1/50 1/100
Streptavidine

En Western Blot

Ac HRP Dkk anti-

Santa Cruz Sc-2314

lapin

. 1/5000

souris

Ac 'HRP Dkk anti- 1/5000 Santa Cruz Sc-2313
Lapin

Ac H.RP Chevre anti- 1/5000 Santa Cruz Sc-2005
souris

Ac HRP Chévre anti- 1/5000 Santa Cruz Sc-2428
poulet

Ac HRP Chévre anti- 1/5000 Santa cruz Sc-2004

Tableau 3 : Anticorps secondaires utilisés en immunofluorescence et Western Blot
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MEM et ADN/Opti-MEM ; puis 20min lipofectamine/ADN/ Opti-MEM ou TEST2 : 5 min des solutions
lipofectamine/ Opti-MEM et ADN/ Opti-MEM ; puis 5min lipofectamine/ADN/ Opti-MEM), il s’est
avéré que l'efficacité de transfection ne variait pas outre mesure si I'on était au moment de la division
cellulaire.

o Plasmides des formes WT et mutées de GATA6

Les différentes formes plasmidiques de Gata6 utilisées et transfectées ont été décrites en
début de partie Résultats Projet 1. Les constructions S34A, S37A et T509A ont été réalisées a I'aide des
primers indiqués dans le Tableau 4 (Tableau 4). Le programme PCR utlisé pour la mutagenése dirigée
pour les formes S34A et S37A est le suivant : 98°C pendant 30 secondes puis 25 cycles de 98°C pendant
10 secondes, 68°C pendant 6 minutes. Le programme PCR utlisé pour la mutagenese dirigée pour les
formes T509A est le suivant : 98°C pendant 30 secondes puis 25 cycles de 98°C pendant 10 secondes,
63.1°C pendant 1 minute, 72°C pendant 6minutes et enfin une étape a 72°C pendant 10minutes. Les
constructions ont été ensuite digérées avec I'enzyme Dpn1 afin d’éliminer le plasmide maternel non
muté méthylé et de garder le plasmide fille muté non méthylé. Puis les constructions ont été amplifiées
en bactéries C600 et vérifiées par séquencage avec les amorces indiquées dans le Tableau 5 (Tableau
5).

8) Immunofluorescence

e Sur embryons
Une fois les embryons prélevés, ils sont fixés en paraformaldéhyde 4% (PFA diluée dans du
PBS 1X) pendant 30 minutes a température ambiante, sous agitation, ou sur la nuit a 4°C.
Puis, 3 lavages successifs de 10 minutes en PBS 1X Triton 0,1% (Triton X-100), sous
agitation, sont effectués. Une perméabilisation peut étre réalisée en PBS 1X Triton 0,5%
lorsque les embryons sont au stade E4.5 ou suivant les anticorps. On procéde ensuite a
une saturation des sites aspécifiques en PBS 1X Triton 0,1% Sérum de voeu foetal 10%, sous
agitation, pendant 30 minutes. Enfin, les embryons sont déposés dans un puit en plaque
Terasaki, en atmosphére humide, contenant la solution d’anticorps primaires (Tableau 2).
lIs incuberont ainsi une nuit entiere a 4°C.
Le jour suivant, nous procédons a des lavages successifs en PBS 1X Triton 0,1% pendant 5,
10, 15 et 2 fois 20 minutes. Puis, deux possibilités de protocoles sont réalisées :
¢ Protocole classique sans amplification du marquage: les embryons sont
déposés et incubés, durant 1h30 sous agitation, en plaque 4 puits dans un
volume de 300 uL de solution d’anticorps secondaires couplés a des
fluorochromes dilués au 1/300 (488, Cy3 et Cy5 Jackson Immunoreasearch)
(Tableau 3) et de DAPI au 1/1000 (Sigma-Aldrich D8417-1MG) dans du PBS 1X
Triton 0,1% FBS 10%. Enfin, 3 lavages successifs de 10 minutes en PBS 1X Triton
0,1% sont réalisés et les embryons sont montés en PBS 1X Triton 0,1% entre
lame et lamelle (52uL) ou en plaque Ibidi (25uL/puits) avant I'observation des
embryons au microscope confocal Leica SPE et leur analyse a I'aide des
logiciels Imagel (NIH) et Imaris (Bitplane).
¢+ Protocole avec amplification du marquage (utilisé pour le marquage DKK1
notamment) : Les embryons ont été au préalablement perméabilisés pendant
15min dans du PBS 1X Triton 0,5% avant I'étape de saturation des sites
aspécifiques. Aprées incubation avec I'anticorps primaire sur la nuit (Tableau 2)
et les lavages, les embryons sont incubés avec un anticorps secondaire couplé
a la horseradish peroxydase (HRP) dilué au 1/200 (Tableau 3) durant 1h30 sous
agitation, en plaque 4 puits dans un volume de 300 pL de solution. Ensuite, 3
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Primers

Séq uence ”Off” uonu
F(orward)
et (mise en valeur du résidu a muter) Ser > Ala Ser > Glu
R(everse)
S34F GCG CGG GAG CCCTCCTCG CCG CTT TCC CCCATC GCC GAG
S34R GAT GGG GGA AAG CGG CGA GGA GGG CTC CCG CGC GGC CTC
S37F CCCTCCTCG CCG CTTTCC CCC ATCTCG TCT TCG GCC GAG
S37R CGA AGA CGA GAT GGG GGA AAG CGG CGA GGA GGG GGC CTC
S264 F GCA CGC TTT CCC TAC TCG CCC AGC CCG CCCATG GCC GAG
S264 R CAT GGG CGG GCT GGG CGA GTA GGG AAA GCG TGC GGC CTC
T509 F GGCTCT GTC CCT ATG ACT CCT ACTTCC TCTTCT GCC GAG
T509R AGA AGA GGA AGT AGG AGT CAT AGG GAC AGA GCC GGC CTC
S34S37F GCG CGG GAG CCCTCCTCG CCG CTTTCC CCC ATC TCG TCTTCG GCC GAG
S$34S37R CGA AGA CGA GAT GGG GGA AAG CGG CGA GGA GGG CTC CCG CGC GGC CTC

Tableau 4 : Séquences des primers ayant servi a la mutagenése dirigée des résidus d’intéréts de

Gataé.

Primers de séquencgage ST

(F(orward) et R(everse))
SéqiR AGTAAGAGCAACAGGTCCTC
Séq2R TGATTGCTGGGCCCGCTG
Ség4F CACTACCTTATGGCGTAGAAA
Séqg5F CTCTACAGCAAGATGAATG
Ség5R CCATTCATCTTGCTGTAGAG
Séq6F TCCGGCTGGCCTACCTCA
Séq7R CCCATGGAGTTTCATATAGA
Séq8F GGAGGAAATGTACCAGAC

H2B-GFP GCCGACAAGCAGAAGAAC

Tableau 5 : Séquences des primers ayant servi lors du séquengage des différentes formes mutées
crées de Gatab
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¢+ lavages successifs de 20 minutes en PBS 1X Triton 0,1% sont réalisés puis la
réaction de révélation est faite en incubant tout d’abord dans la solution
« d’amplification diluent » du kit TSA Cyanin system (Kit TSA Perkin Elmer)
durant 5 minutes. Puis la suite de la réaction s’effectue dans le noir en incubant
les embryons dans la solution de TSA couplé a un fluorochrome (Cy-5 ou Cy-3

¢+ dilués au 1/100 dans la solution d’Amplification Diluent, Perkin Elmer) durant
7 minutes pour des embryons entre E3.5 et E4.5 et 10 minutes pour des stades
plus tardifs ou des marquages plus fiables. Enfin, 3 lavages successifs de 10
minutes en PBS 1X Triton 0,1% sont réalisés. Pour un double marquage DKK1
et marqueur de I'EPr (tels que GATA6, SOX17 et GATA4) les embryons sont
fixés dans le la PFA 4% aprés le marquage DKK1 puis aprés lavages en PBS 1X
Triton 0,1%, les embryons sont incubés avec I'anticorps primaire dirigé contre
le marqueur de I’EPr sur la nuit et la suite du protocole expliqué ci-dessus est
effectué. Enfin, les embryons sont montés en PBS 1X Triton 0,1% entre lame
et lamelle (52uL) ou en plaque Ibidi (25uL/puits) avant I'observation des
embryons au microscope confocal Leica SPE et leur analyse a l'aide des
logiciels ImagelJ (NIH) et Imaris (Bitplane).

e Surcellules ES

Les cellules, adhérentes, sont cultivées sur lames de verre ou de plastique afin de réaliser
facilement 'immunomarquage. Pour procéder a celui-ci, il faut au préalable préparer des
boites en plastique recouvertes par du parafilm sur lequel sera déposé, en goutte, les
différentes solutions d’incubation. L'immunomarquage se déroule comme suit: les
cellules, sur lames, sont fixées, directement dans les puits des boites de culture, en PFA 4%
pendant 30 minutes a température ambiante. Il est aussi possible de fixer les cellules sur
la nuit a 4°C. Puis, 3 lavages successifs de 10 minutes en PBS 1X Triton 0,1%, 500pL, sont
effectués. On procede ensuite a une saturation des sites aspécifiques en PBS 1X Triton
0,1% FBS 10%, 500uL, pendant 30 minutes. Enfin, les lames sont retournées, la face
« cellules » au contact de la goutte de 20uL de solution contenant les anticorps primaires
dilués (Tableau 1). Les lames sont laissées ainsi pendant 1h a température ambiante ou a
4°C sur la nuit en atmosphére humide.

Puis, les lames sont lavées, toujours la face « cellules » contre les gouttes, en PBS 1X Triton
0,1% pendant 3 fois 10 minutes. Les lames sont ensuite mises en contact, durant 1h, avec
des gouttes de 20uL de solution d’anticorps secondaires (Tableau 2) couplés a des
fluorochromes. Enfin, 3 lavages successifs de 10 minutes en PBS 1X Triton 0,1% sont
réalisés et les lame sont montées sur grande lamelle (Thermanox TM Nunc TM
ThermoFisher Scientific 150067) face « cellules » en contact avec du liquide de montage
Fluoromount G ® (Southern Biotech Clinisciences 0100-01) et laissées a 4°C une nuit
minimum avant |’observation des lames au microscope confocal Leica SPE et leur analyse
a I'aide des logiciels ImagelJ (NIH) et Imaris (Bitplane).

9) Comptages cellulaires

Les comptages cellulaires ont été réalisés manuellement et de maniére semi-automatique sur
le logiciel Imaris afin de déterminer :
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- Pourles embryons : le nombre de cellules de chaque lignage (Epi : OCT4+; PrE : SOX17+).
Le nombre total de cellules au sein de I'embryon est déterminé par le comptage des
cellules marquées par le DAPI. Le nombre de cellule de la MCl est calculé via la soustraction
DAPI - (OCT4+4SOX17- + OCT4+SOX17+ + SOX17+0CT4-). Le nombre de cellules du TE a
aussi été déduit par DAPI -MCI.

- Pour les cultures cellulaires mES Gata6-/- ou mES WT : Détermination du nombre de
cellules transfectées GFP+ exprimant Gata6 et comptages au sein de cette population
transfectée du nombre de cellules exprimant SOX17 (GFP+ SOX17+) et exprimant GATA4
(GFP+ GATA4+).

10) Analyses Statistiques

La significativité des données obtenues a été testée grace au logiciel Prism6 (Graphpad). Les
résultats ont été analysés par un test non paramétrique de Mann-whitney ou par un T-test. Les
variations sont considérées comme statistiquement significatives donc différentes lorsqu’elles
dépassent un seuil de 5% (p<0,05).

11) Western Blot

Les cellules mES ont été lysées avec du RIPA en présence d’un cocktail d’inhibiteur de
phosphatases et protéases diluées dans de I'eau 1X (Complete, Mini, EDTA-Free 4693159001 30
tablettes, 7X, MC2 Roche). Les protéines totales extraites, ont été quantifiées par la méthode de
Bradford (Bradford Reagent, B6916, 500mL, MC2 —Sigma). Aprés dosage, les protéines ont été
conservées a -80°C avant la réalisation des Western Blot.

Pour les Western Blot, 20ug de protéines ont été généralement utilisés pour chaque condition
et ont été dénaturés avant migration sur gel pendant 10min a 96°C dans un mélange, a volume
équivalent entre chaque échantillon de protéines (volume maximum entre 20 et 30uL), avec du
Laemmli 1X (Laemmli Sample buffer 4X, Biorad, 1610747) et eau. Une centrifugation a été réalisée
ensuite pour récupérer I'ensemble de la solution de protéines chauffée.

Deux gels ont été fait ensuite. Un gel de séparation SDS-PAGE d’acrylamide/bisacrylamide a
12% dilué dans de l'eau a tout d’abord été réalisé (pour un volume total de 10mL: 4mL de
Acrylamide/bisacrylamide (EUROMEDEX, 40%, EU0078-C), 2,5mL de Tris-HCI (1.5M, pH 8,8), 100uL de
SDS 10%, 80uL de APS 10% et 4ulL de TEMED (EUROMEDEX, 50406) et 3,3mL d’eau). Une fois la solution
déposée dans des cassettes Biorad, de I'isopropanol a été ajouté immédiatement pour tasser le gel et
pour permettre une polymérisation « horizontale droite » du haut du gel. La cassette contenant le gel
est alors laissée a la verticale en attendant la polymérisation du gel puis I'isopropanol est ensuite
enlever et la cassette séchée afin de couler le second gel « de concentration » au-dessus.

Ainsi, un gel de concentration SDS-PAGE d’acrylamide/bisacrylamide a été réalisé et dilué dans
de I'eau (pour un volume total de 3,72 mL: 500uL d’acrylamide/bisacrylamide (EUROMEDEX, 40%,
EU0078-C), 940uL de Tris-HCI (0,5M, pH6,8), 38 uL de SDS 10%, 38uL d’APS 10% et 4uL de TEMED
(EUROMEDEX, 50406) et 2,2mL d’eau). Ce gel est coulé par-dessus le premier gel de séparation et le
peigne formant les puits est inséré immédiatement aprés le coulage du second gel. La cassette est
alors laissée a la verticale en attendant la polymérisation du gel de concentration.

Une fois la polymérisation totale de ce second gel, il est nécessaire d’enlever le scotch au bas
de la cassette pour permettre la migration des échantillons a I'intérieur du gel. La cassette est ensuite
insérée au sein de I'appareil SDS-PAGE comme indiqué par le fournisseur et les chambres ainsi que les
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Genes Nom des amorces Séquence (F: forward — R: | Références
reverse)

Rps17 Rps17_F_qgPCR ATGACTTCCACACCAACAAGC Stephanie Maupetit-Mehouas
Rps17_R_qgPCR GCCAACTGTAGGCTGAGTGAC

Rpl30 RPL30_tr_F AGTCTCTGGAGTCGATCAACT Stephanie Maupetit-Mehouas
RPL30_tr_R AGCCAGTGTGCATACTCTGTAG Cynthia Denis

Sox17 Sox17_F_qgPCR CTTTATGGTGTGGGCCAAAG N. Allegre
Sox17_R_gPCR GCTTCTCTGCCAAGGTCAAC

Gata4 Gatad_F_gPCR GAGATGGGACGGGACACTAC N. Allegre
Gata4_R_qgPCR TAGTCTGGCAGTTGGCACAG

Gata6 Gata6_F_gPCR AGGGGCACCTTTCTTAGGAG N. Allegre

(plasmide) GatabWT_R_qPCR AGTCAAGGCCATCCACTGTC

Dab2 Dab2_F_qPCR2 AGTCGTCGATCTTAAAGACCTTT N. Allegre
Dab2_R_gPCR2 CTCTTCTGCTTTGTTGGCTTCT

Foxa2 Foxa2_F_qPCR CATCCGACTGGAGCAGCTA N. Allegre
Foxa2_R_qPCR TGTGTTCATGCCATTCATCC

Colllv Col4al_F_gPCR CCATCTCTGGGGACAACATC N. Allegre
Col4al_R_gPCR GAAGGAATAGCCGATCCACA

Lamininel Lamal_F_qgPCR CACATCAGCGCCAATGCTAC N. Allegre
Lamal_R_qPCR TTGTTGGTGCCATCGATTGC

HNF4a HNF4a_F_qPCR GGTGCCAACCTCAATTCATC N. Allegre
HNF4a_R_qPCR CCACACATTGTCGGCTAAAC

HNF18 HNF1b_F_qPCR CTCCTCTCCACCCAACAAGA N. Allegre
HNF1b_R_qPCR GCTGGGGAGACTTGCTGTAA

PDGFRa PDGFra_F_qPCR1 AGCTCCTGGTTCATGGAAGC N. Allegre
PDGFra_R_qPCR1 ACTCAAAAGCCTCCTCCAGC

Dkk1 Dkk1_F_qgPCR1 TCTCTATGAGGGCGGGAACA N. Allegre
Dkk1_R_gPCR1 TTTCGGCAAGCCAGACAGAT

Noggin Noggin_F_gPCR CCATCCAAGTCTGTGCACCT N. Allegre
Noggin_R_qPCR ATCCATCAAGTGTCTGGGCG

Nanog NanogWT_F_qPCR ATGCCTGCAGTTTTTCATCC N. Allegre
NanogWT_R_qPCR GGCAGGTCTTCAGAGGAAGG

Tableau 6 : Amorces utilisées en q-PCR
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puits sont pré-remplies avec du tampon de migration Laemmli 1X. Les échantillons sont ensuite
déposés dans chaque puits a I'aide d’une seringue de Hamilton et un marqueur de taille est aussi
déposé dans une position bien définie pour orienter les dépots sur le gel (S5uL — PageRuler TM
Prestained Protein Ladder 10 to 180 kDa 26616 ThermoFisher Scientific). La migration est effectuée a
110V jusqu’a ce que le marqueur atteigne le bas du gel.

Le transfert est alors préparé en utilisant un systéme de buvard (papier Whatman) a réservoir
humide dans du tampon de transfert 1X. Le montage en « sandwich » est réalisé comme suit : coté
noir de la cassette — éponge — papier Whatman — gel - membrane— Papier Whatman — éponge — coté
blanc de la cassette. Les membranes utilisées sont des membranes PVDF, elles sont découpées a la
dimension du gel et sont activées au méthanol 100% pendant 30 secondes et lavées ensuite dans du
tampon de transfert 1X. Une fois le montage en « sandwich » réalisé, le transfert s’effectue, avec la
cuve mise dans de la glace, pendant 1h a 90V.

Le transfert fini, la membrane PVDF est récupérée et incubée, sous agitation et protéines vers
le « haut », pendant 1h au minimum avec une solution saturante TBST 1X, 5% Régilait (solution faite a
partir de 100mL de TBST 10X (soit 24g de Tris HCl dont poids moléculaire : 157,6g ; 5,6g Tris base dont
poids moléculaire : 121,1g; 88g de NaCl dont poids moléculaire : 58,4g ; dilué dans 900mL d’eau
distillée puis ajuster le pH a 7,6 avec du 12N HCI et ajuster jusqu’a 1L d’eau distillée), 900mL d’eau
distillée et 1mL de Tween 20. Puis la membrane est incubée avec les anticorps primaires durant la nuit
a 4°C sous agitation dans du TBST 1X (Ajout de Régilait suivant les recommandations des anticorps
primaires) (Tableau 2 et Figure 62). Les anticorps primaires sont ensuite colectés pour étre réutilisés
ultérieurement et 3 lavages de 20 minutes sont effectués en TBST 1X avant d’incuber la membrane,
durant 1h30, a température ambiante, avec les anticorps secondaires HRP dilués en TBST 1X dans un
volume total minimum de 5mL (Tableau 3). Puis, 3 lavages sont réalisés sous agitation a température
ambiante en TBST 1X et la révélation est ensuite faite avec un Kit ECL (Enhanced Chemiuminescence —
Pierce TM Western Blotting Substrate, ThermoFisher Scientific, 32106).

La normalisation des niveaux protéiques a été faite soit avec la GFP si celle-ci était détectable
soit grace a I’ACTINE.

12) Analyse transcriptomique (ARN) par RT-qPCR

L’ARN total a été isolé en utilisant un protocole classique d’extraction au Trizol avec traitement a la
DNAse | (Invitrogen).

Les échantillons d’ADN complémentaires de la RT positive ont été produit a partir des échantillons
d’ARN extraits, traités a la DNAse |, en utilisant une Superscipt® Ill Reverse Trancriptase (P/N 56575,
Invitrogen) en suivant les instructions du fournisseur. La RT négative est réalisée a I'aide de 1uL d’eau
a la place des 1 pL Superscipt® lll. Les ADNc ainsi produits sont analysés par RT-qPCR a |'aide de la
technique Sigma Jumpstart SYBRgreen. Les séquences des primers utilisés, ciblant les genes cibles
d’intérét, sont référencés (Tableau 4). La réaction de gPCR a lieu dans un volume de 10l final (5uL
master mix 2X Roche, 1uL de primer F+R 5uM, 2uL d’ADNc dilué au 1/5e ou 1/25e) en utilisant le
LightCycler®480 SYBR Green | Master (2X, Roche), utilisé dans les conditions préconisées par le
fournisseur. Le programme de gPCR utilisé est le suivant : pré-incubation S5minutes a 95°C, puis 45
cycles d’amplification comportant 3 phases : 12 secondes a 95°C, 12 secondes a 62°C et 12 secondes a
72°C, et enfin un cycle de 5 secondes a 95°C et 1 minute a 60°C et pour finir 5 acquisitions par seconde
a97°C.

Les RT-gPCR réalisées ici sont semi-quantitatives : nous avons rapporté I'expression de chaque
transcrit et par conséquent de chaque géne par rapport a la moyenne géométrique des genes de
référence Rps17 et Rpl30.
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Figure 85 : Représentation schématique des plasmides utilisés pour la réalisation des lignées
stables inductibles a la Doxycycline

A. Carte des sites de restriction du Plasmide PGK-ATG-FRT
B. Carte des sites de restriction du Plasmide PCAGGS- Flpe-Puro
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13) Test de stabilité protéique : traitement au MG132

Les cellules mES ont été ensemencées a 2millions de cellules par boites B60 ou 200 000 cellules par
puits en plaque 24 puits. Le jour suivant les cellules ont été traitées avec du MG132 10nM (Sigma)
pendant 4h puis une analyse par Western Blot a été réalisée.

14) Tri cellulaire par cytométrie en flux (FACs)

Les cellules mES transfectées avec les différentes constructions de Gataé6 et traitées ou non avec des
inhibiteurs de la voie RTK ont été détachées via I'action de la trypsine puis centrifugées en PBS 1X
Sérum de veau foetal 2% et isolées mécaniquement a la pipette. Les cellules sont ensuite filtrées (filtre
70uM) et récoltées en tubes FACS. L'analyse a été réalisée sur FACS ARIA DIVA7.0 au CHU d’Estaing
dans I'équipe du Dr RAPATEL.

15) Réalisation des lignées stables Gatab6 inductibles par traitement a la Doxycycline

La stratégie expérimentale pour réaliser les lignées stables a été détaillée en partie « Résultats-
Projet 1 ». Ainsi, le plasmide PGK-AGT-FRT utilisé est représenté schématiquement en Figure 85
(Figure 85). Dans ce plasmide a été inséré les séquences ADNc de Gata6 WT ou muté. Le plasmide
pCAGGS-Flpe-Puro sera utilisé lors de la transfection du plamside PGK-Gata6 pour l'insertion de
Gatab au sein du locus Colla.
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Publication scientifique

Au cours de mon doctorat, j’ai publié un article de revue « Primitive endoderm differentiation:
from specification to epithelium formation » en premiere auteure détaillant I'état de I'art et les
hypotheses des différents mécanismes moléculaires potentiels contrdlant les processus de

spécification entre les lignages Epi et EPr au sein de la MCl et de différenciation qui en découlent.
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In amniotes, primitive endoderm (PrE} plays important roles not only for nutri-
ent support but also as an inductive tissue required for embryo patterning. PrE
is an epithelial monolayer that is visible shortly before embryo implantation
and is one of the first three cell lineages produced by the embryo. We review
here the molecular mechanisms that have been uncovered during the past
10 years on PrE and epiblast cell lineage specification within the inner cell
mass of the blastocyst and on their subsequent steps of differentiation.

1. Introduction

In mammals, extraembryonic tissues differentiate first to prepare a nutrient
support as early as possible. During these steps of differentiation, subsets of
cells keep the ability to give rise to all embryonic and adult tissues. These epiblast
(Epi) pluripotent cells segregate from two differentiation events during blastocyst
formation: first, during the frophoblast versus inner cell mass (ICM) differen-
tiation and second, during Epi versus primitive endoderm (PrE) specification
within the ICM. The trophoblasts will participate in the formation of the placenta,
whereas PrE cell derivatives will be a major constituent of the yolk sac. Several
reports have shown the importance of extraembryonic tissues not only for nutri-
ent supply but also to induce the adjacent embryonic tissue, notably for the
proper establishment of the anterior—posterior axis [1]. Moreover, it was shown
recently that some cells of the visceral endodermm, a PrE derivative, could integrate
the definitive endoderm, revealing a potential role in gut development [2].

Here, we review the recent discoveries regarding the molecular characterization
of PrE differentiation.

2. The core molecular requlatory network for primitive
endoderm versus epiblast cell spedification

After fertilization, the cells (blastomeres) of the mouse embryo divide and reach
the 8-cell stage (at embryonic day (E) 2.5), the time of compaction. During this
process, adhesion increases between blastomeres that concomitantly polarize.
During the following two to three rounds of division, inner, unpolarized cells
are produced through asymmetric division or internalization [3-7]. Sub-
sequently, inner and outer cells are fated to the ICM and the trophectoderm,
respectively (figure 1). It has been known for a long time that the ICM gives
rise to Epi and PrE cells around E4.5 [8], but the exclusive expression pattern
of Nanog and Gataé in a ‘salt and pepper” organization indicated for the first
time that the ICM is already heterogeneous at E3.5 [9,10]. These intermingled
ICM cells were further characterized by cell lineage tracing and cell grafting,
which showed that most of them are engaged towards an Epi or a PrE identity
from the mid-blastocyst stage [10-12]. Altogether, these experiments revealed
that Epi and PrE cells specify within the ICM in an apparent random salt
and pepper pattern.

The mechanism leading to the exclusive expression of Nanog and Gata6 isnot
entirely clear, but such a pattern suggests that these transcription factors inhibit
each other. This is the case at least for Nanog as it can directly bind to Gata6 regu-
latory sequences [13] and repress its expression. However, the regulation of
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Figure 1. Schematic of cell lineages differentiation during mouse preimplantation. After fertilization, the embryo reaches the 8-cell stage and undergoes compaction.
Duiing the next two rounds of division, cells divide either symmetrically (puiple arrow and cell} or asymmetrically (brown arrow and cell) to give rise to two outer
cells or to one outer cell and one inner cell, respectively. Cells can also be intemalized. From E3.0 fo E3.25 inner cells start to adopt Epi or PrE signatures. At E3.75, a
high majority of cells have specified into Epi or PiE. At E4.0, Epi and PrE cells have sorted to form two distinct tissues and have lost their plasticity. By E4.75, PrE
cells have formed an epithefium and started fo produce parietal endoderm cells that migrate along the trophectoderm. ExE, extraembryonic ectoderm

{trophectoderm derivative); PE, parietal endoderm; TE, trophectodem.

Nanog and Gatab expression is more complex, because these
proteins are co-expressed in all blastomeres at least from the
8-cell stage [14], and their RNAs can be detected as early as
the 2-cell stage [15,16]. Thus, the early ICM progenitors co-
express Nanog and Gata6 before acquiring distinct identifies
cell by cell. This is reminiscent of other cell specification
events, as coexpression of prodifferentiation factors in progeni-
tor cells has been described duringhaematopoiesis or pituitary
development [17,18].

(a) High or low Erk activity drives lineage specification
Several experiments showed that the switch from a common
to an exclusive expression of Nanog and Gata6 depends on
FGF4 expression. It was first shown genetically and then
with pharmacological inhibitors that blocking the Erk path-
way inhibits PrE specification while promoting Epi
identity, visualized by Nanog expression in all ICM cells
[3,10,19]. On the reverse, FGF4 administration induces PrE
cells, at the expense of the Epi cells [3]. Altogether, these
experiments indicated that the ICM precursor has a binary
fate choice, which is dependent on low or high Erk activity
leading either to an Epi or to a PrE identity, respectively.
Recently, expression and/or role of Nanog, Gataté and
active Erk were converted into differential equations, setting
up a mathematical model reproducing in vivo cell behaviours
[20]. Importantly, this series of embryo culture experiments

also demonstrated the high plasticity of ICM cells, as cell
identity can be reversed by artificially applying low or
high levels of active Erk. This ability to change identity
upon exogenous treatments ceases around E4.0, and cell
lineages are thus considered as determined [3]. Using chi-
maera essays with donor cells of different stages (from the
early blastocyst stage to E4.5), Grabarek et al. [12] showed
that plasticity is lost in all [CM cells only after the late blas-
tocyst stage. These results also suggest that the expression of
Nanog and Gatab in an exclusive manner is not sufficient to
lock the cell identity [12], a hypothesis substantiated by the
mathematical model [20]. While the levels of Nanog and
Gatab proteins in the donor cells would need to be quanti-
fied, this might indicate that other factors could be
required for the loss of cell plasticity.

Genetic analyses demonstrated that FGF4 is the RTK
ligand required to induce the PrE identity, as Fgﬁ_/ -
embryos express Nanog in all ICM cells at the late blastocyst
stage [21-23], phenocopying Grb2 mutants [10]. Strikingly,
Gatab is expressed in Fgfd [ embryos until E325, the
time of the salt and pepper set-up, but cannot be main-
tained afterwards [21-23]. This means that Gatat pre-
blastocyst expression is independent of the early 2-cell
stage expression of FGF4 [15]. Thus, another signalling path-
way is required to induce Gata6 expression. The factors
required for Nanog onset of expression before the 8-cell
stage also remain unknown.
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(b} Nanog requirements for epiblast specfication
Several groups have analysed Nanogil ~ embryos [24-27], and
showed that the first role of Nanog is to specify Epi. Indeed, in
Nanag ™'~ embryos, all ICM cells express Gataé. This also con-
firms that Nanog represses Gata6 expression in vivo. The ICM
marker Octd and the trophectoderm marker Cdx2 are correctly
expressed in these mutants, demonstrating that cell specification
between ICM and trophectoderm occurs properly. Through
single-cell quantitative realtime PCR (RTqPCR), Fgft was
shown to be expressed specifically in Epi precursor cells of
wild-type embryos [15,28]. Fluorescent in situ hybridization ana-
lyses showed that this specific Epi expression disappears in
Nanog rmutants, strongly suggesting that Fgfd expression is
induced by Nanog [27]. This regulation is probably direct as
Nanog binds to Fgf4 regulatory sequences during chromatin
frmmunoprecipitation (ChIP) experiments in embryonic stem
(ES) cells [29]. Conversely to Fgfd '~ embryos, Nanog~ '~
embryos—that also lack FGFi—maintain Gata6 expression
until at least 4.5 [27]. This indicates that in Fgft ™/~ embryos,
the decay of Gatab expression is not directly due to the absence
of FGF4, but is rather the consequence of Nanog high expression
that inhibits that of Gata6.

While Gatab induction of expression is not impaired before
the 8-cell stage in the absence of FGF4, it is inhibited when
FGFR and Mek activities are blocked at an early time point
(before compaction) in a Nanog mutant context [27]. These results
suggest that another RTK ligand is active early on to induce
Gatab expression, even if Fgff is expressed at these early stages
[15]. Thus, ancther RTK must be active to induce Gata6
expression. Interestingly, once Gatab has been induced, the
RTK pathway is not required anymore to maintain its expression.
Indeed, in Nanog mutant embryos treated with FGFR and Mek
inhibitors around E3.25, Gatab expression is not downregulated
[27]. These results could be interpreted in twoways: (i) during the
salt and pepper set-up in wild-type embryos, FGF4 promotes
Gatab expression only through Nanog downregulation or
(il) in Nanog mutant embryos, ICM cells specify rapidly into
PrE as Nanog is absent, and go beyond the stages of plasticity
that normally occur around E4.0. In any case, there are two con-
secutive phases of Gata6 expression, first induced through an
unknown RTK activation and then maintained independently
of the direct RTK/FGF4 signalling.

(¢} Gata6 requirements for primitive endoderm
specification

Invitro, Gatab ectopic expression in ES cells is sufficient to trans-
differentiate them into PrE cells [30,31], whereas it is not the
case via RNA injections into [CM cells during embryo cultures
[5,11]. Moreover, Gata6 mutant ES cells are unable to differen-
tiate into PrE, even in the presence of retinoic acid that
normally drives them towards a PrE identity [32,33].

After several reports on the requirement of Gata6 only after
implantation, it is now clear that Gafa6 is necessary for PrE epi-
thelium formation in vivo [20,32,34-36]. Two recent reports
reveal that Gafa6 is necessary to specify PrE cellsand is an impor-
tant component of the binary Epi/PrE cell fate decision as all [CM
cells express the Epi markers Nanog and Sox2 in Gata6 '~
embryos [20,36]. Administration of FGF4 cannot rescue PrE spe-
cification [20,36], suggesting that Gata6 is downstream of the
FGF4/FGFR2 pathway. However, Gatab early expression does
not depend on the presence of FGF4 as was shown with Fgfd

and Nanog mutant analyses [21,22,27]. One explanation could [}

be that Gata6~’~ ICM cells do not respond to FGF4 because,
becoming Epi cells, they have lost FGFR2 expression. Indeed,
Fgfr2 is repressed in Epi cells only from E3.5 in wild-type embryos
as shown by single-cell RTqPCR [15,23,28]. In Gata6 mutants, the
loss could be due either to Nanog repression or to the absence of
Gatab activation. Unfortunately, the expression of FGFR2 was not
examined in Gata6 mutant ICMs.

Using complementary time-windows treatments, the two
studies analysed the effect of an RTK activation on Nanog
expression [20,36]. Administration of FGF4 to Gata6 mutants at
the 8-cell stage prevents Nanog expression [20]. This means
that Nanog can be repressed by the RTK pathway indepen-
dently of Gata6. Higher levels of Nanog expression are indeed
released by Erk inhibition independently of the genotype [36].
Moreover, ectopic active FGFR2 expression in ES cells indicates
that this repression is direct [37]. A later FGF4 treatment does not
impair Nanog expression [20,36]. The switch into an nsensitive
state is very rapid as it occurs arcund the 8/16-cell stage [36],
whereas it takes place from E3.75 in wild-type embryos [3].
The mathematical model, indeed, predicts a two-phase state of
Nanog expression and explains that Nanog (or the network of
pluripotency activity) levels need to become high to counteract
the direct inhibitory effect FGF4/FGFR2 activation [20].

(d) Modulation of cell fate choice and timing by gene
dosage

In Gata6 heterozygous mutant embryos, less PrE cells are
specified compared with their wild-type littermates. As a
consequence, there are more Epi cells within the same size
ICM [20,36]. Such imbalanced proportions of Epi and PrE
cells can be found in Fgf#*/~ embryos [21]. Under a different
genetic background, this effect is unmasked by deleting
maternal Fgfit (MFgfd™/ ™) [22]. Altogether, these studies on
heterozygous embryos show that the dosage of FGF4 and
Gatab is important to balance PrE and Epi identities.

Single-cell quantification i situ at different stages enabled
the demonstration that Epi cells are specified earlier in
Gata6™ '~ embryos than that in their wild-type littermates
[20,36]. This result was strengthened by an earlier expression
of Fgf4 [20], used there as an Epi marker [15,27]. Thus, the
relative levels of Nanog and Gata6 not only modulate Epi/
PrE ratios, but also control the timing of specification.
Using FGF4 treatments, it was shown that cell plasticity is
also lost earlier in Gata6™’~ embryos. Indeed, by E3.25, Epi
cells are already insensitive to FGF4 as Nanog and PrE cell
number are the same in treated and untreated Gata6®’~
embryos recovered at E3.75 [20]. Conversely, PrE cells still
require RTK activation as administration of FGFR2 and Erk
inhibitors can push the cells towards an Epi identity as late
as E4.0 [20]. Different results were found by Schrode et al.
[36], who showed that PrE cells are insensitive to Erk inhi-
bition as early as E3.5. This result is puzzling, as about
one-third of ICM cells are not specified at the 64-128 stage
in Gata6™/~ ICMs [36]. It remains to be known whether an
FGFR2 activity other than Erk can explain such a difference.

Interestingly, PrE cell numbers are restored in Gata6™ '~
and MFgfd*/~ embryos at 4.5 [20,22]. As Epi cells lose their
plasticity early in Gata6"’~ embryos [20], it is unlikely that
the recovery of PrE cell number is due to a conversion of Epi
cells into PrE cells. Although it was not examined, this increase
in PrE cells could be due to a higher cell proliferation.
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Recently, it was shown that Nanog is first expressed mono-
allelically until the late blastocyst stage and then switches to a
biallelic expression [16]. The results were disputed [38,39], but
a recent single-cell allelic sequencing analysis confirms the
monoallelic expression [40]. As the levels of Nanog, Gatab
and active Brk seem to balance cell fate in the ICM, it was sur-
prising that Epi/PrE specification occurs properly in Nanog
heterozygous early blastocysts [16,27]. This could be explained
by an absence of difference in Nanog levels between wild-type
and heterozygous embryos, as it is monoallelically expres-
sed. This could imply that Nanog must be monoallelically
expressed to maintain the proper balance with Gata6 and the
FGF signalling pathway during lineage specification.

{e) Other factors implicated in epiblast/primitive

endoderm specification

So far, no other transcription factors or signalling pathways
have been found to clearly modulate Epi versus PrE specifica-
tion. Despite Oct4 impact on ES cell pluripotency, Octd
mutant embryos produce Epi and PrE cells in correct pro-
portions [41,42]. This suggests that Oct4 is dispensable for
Epi versus PrE specification. However, these embryos do
not respond to artificially strong variations of the Erk pathway
like their wild-type littermates. Indeed, in Octd™ ™ embryos,
Gatab expression is not downregulated by FGFR/Mek inhibi-
tor treatment, with some cells co-expressing both Nanog and
Gatab. In addition, Nanog is still present upon FGF4 adminis-
tration [41]. Thus, some of the artificially high and low Erk
activities seem to be transduced through Oct4, revealing an
invelvement of Octd in cell plasticity. The physiological rel-
evance of these interesting results is not clear as yet, and
additional experiments will be needed to understand the
interactions between Oct4 and the RTK pathway.

The RTK pathway does not impact ICM cell specification
in human embryos, whereas salt and pepper expression of
Nanog and Gata6 is present [4344]. This striking feature
shows that Nanog and Gatab are the conserved factors,
while a pathway other than RTK must be regulating them.
Their antagonism seems to be conserved as shown by
Nanog siRNA experiments in human ES cells. Indeed, despite
their mature Epi identity compared with mouse ES cells [45],
these human ES cells induce PrE and trophectoderm markers
upon Nanog knockdown [46]. Bovine embryos are influenced
by variations in RTK pathway activity but are less sensitive
than mouse or rat embryos [43,44]. Thus, other signals must
reinforce the FGF pathway in the bovine embryo and replace
it in human ones. For example, the Wnt and Bmp pathways
are good candidates as they have been reported to be involved
in mouse ES cell maintenance or differentiation [47-49].
Bmpd is indeed specifically expressed in Epi precursors at
E3.5 [15] and plays a role in extraembryonic endoderm lineage
differentiation, possibly as early as PrE formation, in embryoid
bodies [50].

3. Different hypotheses for the induction of the

salt and pepper pattern

Nanog and Gata6 are coexpressed in all ICM cells before the
induction of the salt and pepper pattern around E3.25. Single-
cell quantification in situ of these markers revealed that Epi
cells are specified first [20] through an as yet unknown
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mechanism. Remarkably, the specification into either Epi or
PrE is the consequence of the down- rather than upregulation
of these two factors, both at the RNA and protein level
[15,20,23 36,51]. Another important feature is that the preva-
lence of one of the factors is not synchronous in all ICM cells,
but gradually extend s to reach completion around E3.75 [14,23].

The FGF4/FGFR pathway is required to set up the salt
and pepper pattern [21,22]. Surprisingly, the use of increasing
exogenous doses of recombinant FGF4 cannot rescue a proper
salt and pepper pattern in Fgf4 mutants, the [ICM behaving in a
bimodal fashion with either only Epi or only PrE cells [21,22].
The need for a heterogeneous FGF4 distribution is a likely
interpretation [21] that can be explained mathematically [20].
A few FGF4-expressing cells would induce a PrE identity in
neighbouring cells while further away from the FGF4 source
other cells would adopt an Epi identity. The asynchronous
specification would be thus a consequence of the propaga-
tion of FGF4 and an important component of the cell lineage
specification mechanism.

It is not known whether FGF4 is the induction trigger or
whether it transmits an earlier signal. Indeed, Fgf4 expression
is under the control of Nanog and, as there is a progressive
increase of Nanog protein expression, with cell-to-cell vari-
ations, from compaction to the early blastocyst stage [20,51],
a defined threshold could induce Fgf4 expressior. The math-
ematical model predicts that only one Nanog-expressing cell
would be sufficient to produce enough FGF4 to propagate
the salt and pepper mechanism [20]. However, these few
cells might be difficult to detect as the cell-to-cell variation of
Nanog and Gatab expressions are small at the RNA level
[15,23], even if they seem more obvious at the protein level
[2051]. A slight difference between these factor levels
nevertheless might be sufficient to induce a burst of FGF4
expression. Indeed, FGF4 is one of the first factors to clearly
appear in a salt and pepper pattern [15,23]. Alternatively, a
timely cofactor could help Nanog in inducing FGF4. If is also
possible that Nanog only maintains an earlier FGF4 induction.

Altogether, the results published in the recent years
suggest different scenarios for the induction of the salt and
pepper pattern.

(a) Stochastic cell-to-cell expression heterogeneity

Single-cell transcriptomic analyses reveal that there is no clear
RNA expression pattern in ICM cells at E3.25, as no correla-
tion can be established between expressed genes, even for the
genes that show a segregated pattern at E4.5 [15,23]. These
genes are expressed at different levels, with a random distri-
bution in the ICM population, suggesting a stochastic activity
of their expression. Single-cell quantification in situ supports
this hypothesis as no spatial correlation between specifying
cells can be found [36]. During the subsequent stages, gene
expression correlations can be observed depicting the begin-
ning of an identity acquisition. At E3.5, most of the cells can
be classified with Epi or PrE signatures [15,20,23,28,36].
Thus, when the cells start to specify they gradually acquire
their lineage-related markers while downregulating the ones
from the alternative lineage (figure 2a). This model proposed
by Ohnishi ef al. [23] also takes into account the action of the
secreted FGF4, which reinforces the cell-to-cell segregation.
These studies confirm that lineage identity is only acquired
around E3.5 [14]. However, these acquired identities are the
output of an earlier specification mechanism. Stochastic gene
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Figure 2. Proposed medels for the initiation of the salt and pepper pattern.
(@) Stochasticity. Before E3.25, inner cells expiess some Epi and PrE markers
randemly. From E3.25, cells progressively acquire either an Epi or a PrE signature,
owing fo cell-to-cell stochastic expression reinfoiced by cell interactions. By
E3.75, the two lineages are distinct [23]. {b) Nanog expression gain through
pErk decrease. Cells expiess high levels of active Erk at the two cells stage,
owing to high levels of FGF4. The transeription of fgf4 diminishes subsequently.
From the 8-cell stage, Nanog and Gata6 are coexpressed in all the cells. Around
E3.0—E3.25, the FGF4 protein levels are heterogeneous leading to a lower Erk
activity in some cells. As a consequence, these cells promote Naneg expression,
which in tum re-induces FGF4 expression at high levels. The neighbeuring cells
receive the FGF4 message and differentiate into PrE. The specification of the two
lineages is asynchronous and leads to a progressive cell-to-cell identity acqui-
sition [20]. {c) Inherent differences between In1 and In2 cells. At the
32-cell stage {E3.0), In2 cells inherit FGF2 from their mothers. As a consequence,
In2 cells preferentially hecome PrE cells, whereas In1 cells favour an Epi identity
[52]. InT cells could acquire an Epi identity as soon as they are intemalized or
later, as a default state. (¢} Inside cell accumulation. Inner cells {In1 and In2)
produce FGF4. The accumulation of FQF4-expressing cells leads to high concen-
fration of secreted FGF4 that is sufficient to induce PrE differentiation in some
cells [53]. Epi identity could be acquired as an induced or default state.

activation followed by mutual reinforcement could be one
explanation. Still, the early expression of Fgf4 in a subset of
cells at E3.25 [15,23] clearly designates it as the earliest

identified marker for the salt and pepper set up. How FGF4 “

is produced in a subset of cells is not clear yet, and it remains
to be known whether stochastic activation of FGF4 alone can
be the switch for Epi versus PrE specification.

(b) Diluticn of early FaF4 secretion promotes Nanog

expression

Throughout preimplantation, the expression of Fgf4 is very
dynamic. While being high at the 2-cell stage, it then
decreases until the set-up of the salt and pepper pattern
and is high again in Epi cells only [15]. These dynamic
changes in FGF4 levels could trigger the binary decision.
During cell divisions, the early secretion of FGF4 is certainly
diluted and diffuses, possibly creating the local heterogene-
ities needed to set up the salt and pepper pattern. As Epi
cells are specified first, it would be a decrease—and not an
increase—of FGF4 production that would be the trigger
[20,54]. The lower Erk activity in some cells would promote
Nanog and downregulate Gatab expression (figure 2b).
Nanog-expressing cells would then generate the salt and
pepper pattern by inducing the later FGF4 expression. This
hypothesis is supported by the mathematical model, but
the role of early FGF4 expression, however, will be difficult
to assess as well as the active Erk decrease (predictions indi-
cate that a 15% decrease would be sufficient) [20]. Moreover,
the mathematical model refers to Gata6, Nanog and the
FGF4/FGFR2 pathway activities only, whereas any
additional factor, such as another RTK ligand or a transcrip-
tion factor, promoting Nanog expression could act to switch
on the salt and pepper expression pattern.

(c) History from different rounds of asymmetric division
More than 25 years ago Chisholm & Houliston [55] observed
a difference of cytokeratin expression between cells issued
from the first (Inl) or the second (In2) asymmetric division,
and it was suggested that the round of cell internalization
could influence ICM cell fate [9,55]. More recently, cell-lin-
eage-tracing experiments through microinjection did not
support this hypothesis, showing equal potential fates for
Inl and 2 cells [3]. Conversely, manual cell-tracking ana-
lyses showed that a great majority of Inl cells preferentially
contribute to the Epi while In2 cells rather produce PrE
cells [5,52]. It was suggested that the time spent ocutside
biases cell fate of In2 cells, as cuter cells producing In2
would be less pluripotent, owing to their differentiation
towards trophectoderm. This hypothesis was tested by
enclosing a single §-cell stage blastomere or an outside cell
from the 16-cell stage with 8-cell stage 'host’ blastomeres.
While blastomere size or the number of enclosing cells
were not considered, this experiment showed a different
Epi/PrE ratios contribution between 8- and 16-cell stage
blastomeres [52].

Higher levels of Fgfr2 mRNAs were observed in situ in
outside cells at the 16-cell stage. The authors suggested that
the receptor could be maintained in In2 cells [52]. This differ-
ential expression, initially driven by outside cells, would then
promote a PrE state in In2 cells (figure 2¢). It was thus pro-
posed that Inl and In2 cells are inherently different [52].
This interesting scenario would have to be sustained by
more FGFR2 expression experiments at different stages to
confirm and understand its dynamic pattern. Additionally,
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overexpressing FGFR2 from the 2-cell stage shows that it can
bias cells towards a PrE identity [52]. However, it does not
indicate whether FGFR2 is required already at the 16-cell
stage or only later during the propagation of the salt and
pepper pattern around E3.25-E3.5, as was shown using
FGFR/Mek inhibitors [3,19].

(d} Accumulation of inner FGF4-expressing cells leads to
the initiation of the salt and pepper pattern

The number of Inl cells at the 16-cell stage can vary, accord-
ing to the genetic background and to the method used to
identify them [4-7,52,53,56]. Time-lapse microscopy revealed
a correlation between Inl and Epi fate only if the Inl1/In2
ratio is low [52,56], reconciling the divergent cell tracing
reports [3,5]. To examine the influence of the number of Inl
cells on Epi/PrE specification, different ratios of inner/
oufer cells at the 16-cell stage were analysed to assess cell
potential through blastomere reaggregation [53]. This analy-
sis also concluded that there is a strong bias of Inl for Epi
and In2 for PrE when the number of internalized cells at
the 16-cell stage is low. Thus, from relatively similar results
[52,53,56], two different models were proposed (figure 2c,d).
One favours that the influence is driven by outside cells
resulting in intrinsically molecularly different Inl and In2
cells (figure 2¢) [5,52]. The other model privileges the
number of internalized cells as the biasing factor with no
impact of their origin from the first or second round of asym-
metric divisions (figure 2d). As a differential expression of
Fgf4, although not significant, was found between Inl and
In2 cells, the authors suggested that cell specification depends
on the accumulation of this ligand. During their internaliz-
ation, Inl or In2 cells would have an equal potential and
express low levels of FGF4. The accumulation of these
Fefi-expressing cells would lead to greater levels of extra-
cellular FGF4, which, at a defined level would induce PrE
differentiation (figure 24) [53]. A low number of Inl cells
would secrete low amounts of FGF4, unable to induce any
PrE specification, thus pushing them towards an Epi identity.
In this case, Inl cells would be biased towards an Epi identity.
In the case that the number of Inl cells is high, the pool of
available FGF4 would be sufficient to induce a PrE identity
within Inl cells, erasing any correlation between inner cell gen-
erations and cell fate. Therefore, in this model (figure 24), the
bias would be generated by inside cells.

Thus, each of these models will require additional exper-
iments to be confirmed. The proposed mechanisms are not
exclusive, and a combination of these models might be the final
solution. It will be important to clearly determine the dynamic
expression patterns of FGF4 and FGFR2 and their aetiology.

4. Differentiation of the specified lineages

(a) Epiblast differentiation

Once specified, Epi and PrE lineages rapidly differentiate. Little
is known about Epi lineage maturation. The changes might be
minor as the cells must be kept in a pluripotent state. A down-
regulation of Nanog is observed from E4.5 [57], which is
dependent on the presence of FGF4 [21]. Thus, like in ES cells
[58], the FGF signalling might be preparing Epi cells for their
differentiation into the three germ layers. In Gata6~/ ~ embryos,
Nanog expression diminishes at the same time as in wild-type
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littermates, meaning that this decay does not depend on
the PrE [20]. Thus, despite a precocious specification, these
mutant Epi cells are reset at a normal timing.

Recent reports have shown that Octd and STAT3 are
necessary for the maintenance of both Epi and PrE lineages
as early as E4.5 [41,42,59]. The defects in the Epi are probably
owing to the reactivation of Cdx2 expression [60]. As Oct4 isa
direct target of the STAT3 pathway [59], the phenotype of the
corresponding mutants might be similar.

Some markers, such as Fgf5 [61] or the Nodal enhancer
ASE [62], are upregulated during Epi maturation. Interest-
ingly, the downregulation of Nanog is heterogeneous in the
Epi cells at E45 and corresponds to the appearance of
the ASE-GEP transgene. The two markers are thus expressed
in a complementary and exclusive manner, suggesting a
release of inhibition by Nanog on the ASE [62]. As Nodal is
required to keep the Epi from neural differentiation [63,64],
the results suggest that it might relay Nanog in maintaining
pluripotency [62], prebably with different features.

(b} Primitive endoderm differentiation

PrE cells differentiate fast, as they need to be functional as soon
as possible to sustain the nutritional needs of the embryo. The
analyses of Nanog mutant embryos revealed that Epi cells have
a critical role in PrE differentiation. Indeed, while they express
Gatab, Nanog ™~ /= embryos have very few or any cells expressing
Sox17, Gatad or Pdgfra [25-27]. The lack of Sox17 or Gatad
expressing cells is rescued when wild-type Epi cells are present,
either through ES cells chimaera complementation [26] or
through mosaic inactivation of Nanog [27]. Because Fgf4
is transcribed specifically in Nanog-expressing cells and is
absent in E3.5 Nanog 7~ embryos, it suggested that FGF4
is potentially the non-cell-autonomous facter required for PrE
maturation. Strikingly, the administration of recombinant
FGF4 to Nanog ™/~ embryos rescues the expression of Sox17,
Gatad and Pdgfra expression, confirming the hypothesis [27].
Altogether, experiments with Nanog mutants show that Gatab
alone cannot induce the expression of these maturation genes.
They require an activation by FGF4 that is secreted from Epi
cells under the control of Nanog. As well, FGF4 cannot activate
Sox17 and Gatad in the absence of Gafa6 [20,36] meaning that a
cooperation between Gata6 and FGF4 is needed.

Similar experiments were carried out with Oct4 zygotic
mutant embryos. These embryos specify PrE cells but
cannot maintain them, the number of Gata6 expressing cells
diminishing drastically [41]. FGF4 expression is missing in
Octd-deleted embryos at E3.5 [42]. In these embryos, where
Oct4 is excised from the 8-cell stage, administration of recom-
binant FGF4 can rescue Sox17 expression, but not later
aspects of PrE development. This means that either Oct4
induces another non-cell-autonomous factor from the Epi or
that Oct4 is required cell-autonomously in the PrE. To this
end, chimaera complementation experiments were carried
out with wild-type ES cells. In embryos where Oct4 is deleted
from the 8-cell stage, wild-type ES cells can rescue a PrE
phenotype when injected early (at the 8-cell stage) as
opposed to late (at the blastocyst stage). This shows that in
this case Octd is not required within PrE cells. In addition,
it suggests that the required non-cell-autonomous factor(s)
needs to accumulate or to act early on to be fully efficient.
Another chimaera essay with wild-type ES cells aggregated
to 8-cell stage zygotic mutant embryos failed to rescue
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Sox17 expression. While the role of Cdx2 re-expression in the
ICM needs to be assessed, this result means that Octd is
required cell-autonomously in the PrE [41]. The difference
between the two chimaera assays may reside in the timing
of Oct4 deletion and that in §-cell-stage deleted embryos
the cell-autonomous factor might have acted beforehand.
A difference could also be due to different genetic back-
grounds. It is noteworthy that Oct4 changes target DNA
binding sites due to different partners, from Sox2 to Sox17,
upon PrE differentiation and this reflects a cell-autonomous
requirement within the PrE [65]. Altogether, the three studies
are complementary and suggest that Oct4 activates first an
unknown cell-autonomous factor before the 8-cell stage and
then a non-cell-autonomous factor, which both allow the
later differentiation of PrE-specified cells.

After maturation by FGF4, PrE cells sort from Epi cells to
join the surface of the ICM, in contact with the blastocoel
cavity. Before or during their migration, PrE cells acquire
additional expression markers. Several of these were found at
E3.5 days during the first single-cell RNA analysis of the blas-
tocyst: Sox17, Gatad, Pdgfra, Cubn, Lamal, Foxql, Serpinhl,
Colda? [28]. Expression of many of these and other genes was
confirmed in situ at different stages [23,66-68]. A recent
single-cell RNA analysis led to a ranking of PrE-expressed
genes according to their timing of activation, their preponder-
ance and their coexpression among PrE cells [23]. Collectively,
the data present a hierarchy in the sequence of gene activation.
A first group comprises genes /proteins expressed shortly after
PrE specifies, before the cells have sorted: Gata6, Sox17, Ser-
pinhl, Lamininl, followed by Gatad, Lrp2, Pdgfra, Colda
[14,23,66-68]. Some proteins such as Sox7, Lrp2 or Dab2
initiate their expression or change subcellular localization
when individual cells reach the surface of the ICM [66,68].

Dab2 excepted, all these PrE differentiation genes are
not absolutely required to proceed to the next steps of differen-
tiation towards visceral or parietal endoderm. ChIP analyses
reveal complex interactions between these genes [67], suggest-
ing mutual reinforcement of their expression and possible
redundant activities.

At the time of cell sorting, a high proportion of ICM cells,
about 20%, undergo apoptosis [69]. The reason is unknown as
it is impossible to identify dying cells on fixed embryos. There
are several hypotheses that are not exclusive. Some cells could
not manage to resume either an Epi or a PrE identity and
would die as a consequence. This is supported by the math-
ematical model that also predicts undetermined cells during
ICM cell specification [20]. Interestingly, in Nanog rrutant
embryos in which all ICM cells have chosen to become PrE,
there is no cell death at E3.75, also reinforcing this hypothesis.
Alternatively, some specified cells might die because they do
not manage to reach their final position, which is inside for
an Epi cell or at the surface for a PrE cell. Apoptosis would
thus eliminate misplaced cells to achieve two homogeneous
tissues. However, some rare PrE cells can be found deep in
the ICM as late as E4.75 in wild-type embryos (C. Chazaud
2010, unpublished data) or in sorting impaired embryos [70].
It is not excluded that cells from any compartment, Epi and
PrE, could die. Absence of Pdgfra increases PrE cell death
[71], but this might be unrelated to the observed wild-type
cell death. Indeed, a Z-VAD caspase inhibifor treatment
cannot prevent cell death of wild-type embryos, whereas it
can rescue the number of Pdgfra '~ PrE to wild-type levels
[71], suggesting different mechanisms.

(c) Cell sorting mechanisms and epithelium formation

The cell sorting process became evident when cell lineage tra-
cing and cell grafts revealed that most ICM cells at E3.5 do
not change their identity [10]. The use of the Pdgfra-GFP repor-
ter enabled filming and tracking of PrE cells at the late blastocyst
stage and revealed that the segregation into two layers is com-
pleted around the 100-cell stage ex vivo [14]. The beginning of
these directional movements is difficult to define as the frequent
cell divisions also cause cell displacement [11]. Although it is
possible that PrE cells seek the ICM surface as soon as they
have specified, thus in an asynchronous manner. This would
lead to an increasing bias in finding PrE cells at the surface,
which can already be detected around E3.5 [23]. The mechan-
ism(s) involved in these cell moverments are still not clear, but
mathematical modelization suggests that both cell adhesion
and directional cues are required [72]. Experiments recapitulat-
ing the Steinberg affinity hypothesis [73] were carried out in
embryoid bodies lacking E- or N-cadherir. The authors found
that the difference of adhesiveness can result in the segregation
of Epi and PrE cells. But, surprisingly, removing cadherins did
not prevent cell sorting wher the cells are primarily treated with
retinoic acid, used as a primer for PrE differentiation,
suggesting that other mechanisms are involved [74,75]. Passive
rearrangements after cell division participate in the sorting [11].
In addition, experiments with cytochalasin D show the invol-
vement of actin-dependent movements [11]. Active cell
movements imply polarization of the PrE cells, but so far no
polarized proteins have been found during cell migration
through the ICM. The first polarization cues that are detected
are Lrp2 and Dab2, which are localized on the future apical
side of the epithelium only once the cells have reached the sur-
face. Interestingly, cell polarization occurs in individual cells,
before all the cells have attained the surface [66]. Analyses in
embryoid bodies show that this polarization, once at the sur-
face, seems to be progressive [75], suggesting that the cells are
not polarized beforehand, at least with these markers. While
being involved in many early polarization events and direc-
tional cell migration [76], the atypical protein kinase C (aPKC)
protein is enriched apically in the PrE epithelium only around
E4.5 [77], thus after Lrp2 and Dab2 polarized expression.
Impairment of aPKC function through RINAi or with a pharma-
cological inhibitor during four-dimensional imaging reveals
that cell sorting occurs correctly in these aPKC deficient
embryos, but maintenance of the PrE epithelium is affected
[77]. The endocytic adaptor protein Dab2, which interacts
with LDL receptor complexes such as Lrp2, is required for
PrE cell sorting [70,78]. This is surprising as the protein is
only apparent once the cells are at the ICM surface [66]. This
could be due to undetectable expression at earlier stages or,
as in aPKC-deficient embryos, owing to a failure to maintain
the cells at the surface. Interestingly, the inactivation of Oct4
in embryoid bodies leads to a cell-sorting defect as Dab2 or
a-fetoprotein expressing cells remain inside the clump [79].
This phenotype remain to be checked in embryo live imaging
and could provide novel cues for the cell sorting model.
Formation and maintenance of the PrE epithelium remains
largely unknown with very few experiments reporting poten-
tial mechanisms. Embryoid bodies [80] resulting from ES cell
aggregation have provided a lot of information, notably on
the importance for the laminin/integrin pathway [81]. As men-
tioned above, a deficient aPKC signalling induces defects
in epithelium formation. One of the consequences of this
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inhibition is Gata4 localization in the cytoplasm instead of its
usual expression in the nucleus [77]. Gatad is probably not
the only target of aPKC as Gatad™'~ embryos survive that
stage and die of later postimplantation defects [82,83], despite
a lack of PrE differentiation in mutant ES cells [84]. This Gatad-
mislocalized expression is also observed in integrin-g1 null
embryoid bodies [85]. In these embryoid bodies, which recapi-
tulate the embryonic phenotype [78], specified and sorted
PrE cells detach because of the lack of a proper basement mem-
brane. Thus, potential interactions between aPKC and infegrin
pathways could lead to the set-up or the maintenance of epi-
thelial polarity, as was shown in other systems [56,57]. Sox17
is also implicated in the maintenance of the epithelium as
Sox17-deficient embryos have PrE cells that are scattered on
the mural trophectoderm cells. Whether this defect is linked
to the aPKC/integrin pathway or is a distinct phenotype
remains to be established.
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5. Condusion

The different novel technologies such as single-cell transcrip-
tomics or live imaging have provided considerable help in
understanding the molecular networks driving PrE differen-
tiation. Deciphering how the epithelial structure of the PrE is
set up from scattered progenitors will be of high interest.
Moreover, despite considerable advances in understanding
PrE specification and differentiation, some main questions
remain unanswered. Finding what is triggering the salt
and pepper pattern is definitively a key issue that is highly
debated. A challenge will be alsc to find the mechanism in
human embryos, as they are not sensitive to variations of
the FGE/RTK pathway for Epi and PrE specification.
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Caractérisation de la différenciation de I'’endoderme primitif :
Coopération entre la voie de signalisation RTK-FGF et le facteur de transcription
GATA6

Résumé

A E3.5 jours de développement (E3.5), 'embryon murin se compose d’une monocouche de cellules
externes correspondant au Trophectoderme (TE) et d’une masse cellulaire interne (MCl), hétérogene, constituée
de deux sous populations de cellules précurseurs : les cellules épiblastiques (Epi) et les cellules d’endoderme
primitif (EPr). NANOG, marqueur épiblastique et GATA6, marqueur de I'EPr, sont co-exprimés a E3.5 dans la MCl
puis adoptent une expression exclusive au sein de leur lignage respectif. La différentiation du lignage EPr
nécessite I'expression de GATAG6 et 'activation de la voie Récepteur Tyrosine Kinase (RTK) pour I'induction de
génes cibles de GATAG tels que SOX17 et GATAA4.

Au cours de ma thése, j’ai, dans un premier temps, étudié la relation GATA6/voie RTK-FGF lors de
I'induction de I'expression des genes de différentiation de I'EPr. J'ai utilisé des cellules souches embryonnaires
murines ES sauvages ou mutantes pour Gata6 (ES Gata6-/-), dans lesquelles j'ai surexprimé différentes formes
mutantes de Gata6 inactivées sur les différents résidus identifiés comme potentiellement phosphorylables par
la voie RTK-FGF. Ainsi, j’ai analysé I'expression protéique des génes SOX17 et GATA4 ainsi que des expressions
ARN de ces cibles et d’autres génes caractéristiques exprimés dans I'EPr dans les différentes conditions de
surexpression des formes de Gata6 en absence ou présence d’inhibiteurs de la voie RTK-FGF. Ainsi, j’ai pu mettre
en évidence que la transmission du signal s’effectue au travers de récepteur au FGF et qu’il existe une
compensation entre les branches MEK-ERK et PI3K ciblant le résidu Sérine 37 de GATAG. Enfin, les résidus S34 et
T509 sont nécessaires et les résidus S34, S37 et T509 semblent coopérer, au travers d’'un mécanisme pour le
moment non détaillé, pour I'induction des genes cibles exprimés au sein de I'EPr.

Dans un second temps, j'ai débuté la caractérisation phénotypique du role des facteurs Dickkopfl
(DKK1), un inhibiteur de la voie WNT/beta caténine, et Noggin, un inhibiteur de la voie des Bone Morphogenic
Protein (BMP) lors de la différentiation de I'EPr en endoderme pariétal (EP) et viscéral (EV). A I'aide de modéles
de souris KO pour DKK1 et NOGGIN, croisées en fond C57BI6 pur, j'ai pu observer que I'expression d’OCT4 était
maintenue au sein des embryons homozygotes mutants pour Dkk1 et double homozygotes mutants pour Dkk1
et Noggin. Cependant, le mécanisme potentiel de compensation ou de coopération de ces deux marqueurs n’est
pour le moment pas détaillé précisément et mérite I'analyse d’un plus grand nombre d’embryons mutants.

Abstract

At E3.5 days of development (E3.5), mouse embryo consists of a monolayer of external cells
corresponding to Trophectoderme (TE) and of an intern cell mass (ICM), heterogeneous, constituted by two
subpopulations of precursory cells: epiblastic cells (Epi) and primitive endoderm cells (EPr). NANOG, an Epi
marker and GATA6, a PrE marker, are co-expressed at E3,5 in the MCI and then adopt an exclusive expression
within their respective lineage. EPr differentiation requires both expression of GATA6 and RTK pathway in order
to induce late markers SOX17 and GATA4 expression.

First, | studied the relation GATA6/RTK during this process to understand the mechanism of induction
of these target genes during final EPr differentiation. | used embryonic stem cells ES WT or Gata6 mutants (ES
Gata6-/-), in which | transfected various Gata6 mutant constructions on different residues characterized as
potentially phosphorylable by the RTK pathway. So, | analyzed protein expression of SOX17 and GATA4 target
genes as well as RNA expression of characteristic genes expressed in the EPr in different inhibition conditions of
RTK pathway. So, | was able to highlight that the transmission of the signal is made through the FGF receptor
(FGFR1) and that there is compensation between MEK-ERK and PI3K pathways highlighted by later Gata6
overexpression of certain mutant forms. Finally, residue S34, S37 and T509 seems to cooperate, through a
mechanism not detailed for the moment, for the induction of the EPr target genes.

Then, | was interested to phenotypically characterize the role of Dickkopf1 (DKK1), an inhibitor of the
WNT/beta-catenin pathway, and Noggin, an inhibitor of the Bone Morphogenic Protein (BMP) pathway during
the EPr differentiation in parietal endoderm (EP) and visceral (EV). Using models of mouse KO for Dkk1 and
Noggin, met in pure background C57BI6, | was able to observe that OCT4 expression was maintained within the
Dkk1-/-, and Dkk1-/- Noggin-/- embryos. However, the potential compensation or cooperation mechanism of
these two markers is not understanding well for the moment and deserves the analysis of a largest mutant
embryos number.



