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Titre : Caractérisation de la voie de signalisation NODAL lors de la différenciation des cellules
souches embryonnaire

Résumé :

Lors du développement d'un organisme, les cellules se différencient et les fissus s'auto-organisent
spatialement pour former un étre vivant complet. Ces phénomenes sont contrélés par des signaux chimiques
que l'on appelle des « morphogenesy» qui sont des molécules diffusibles, secrétées dans le milieu
extracellulaire et capables d'influencer la différenciation d'une cellule. Il a été montré que différentes
concentrations de morphogéne peuvent induire différente identité cellulaire et que la concentration de
morphogene dans un fissu n'est pas homogene spatialement. Pour comprendre comment un tissu en cours
de développement s'organise, I est donc nécessaire de savoir comment les cellules en cours de
différenciation décodent I'information portée par les morphogénes. Parmi ces morphogenes, on s'intéresse
plus particulierement au morphogéne Nodal, Nodal est un facteur important lors du développement précoce
de I'embryon, car il intervient dans la spécification de I'identité cellulaire dans les lignées embryonnaires et
extra-embryonnaire. Comme il est difficile d'étudier dans un embryon de maniére quantitative, I'influence du
profil temporel d'une stimulation d'un morphogene sur la différenciation, nous avons choisi comme systéme
modéle les cellules souches embryonnaires de souris (MESC). Le but de ces fravaux a été d'étudier I'influence
de la stimulation temporelle de différent morphogenes sur I'expression du locus "Nodal" et sur la différentiation
des cellules souches. Pour contréler le profil temporel de la concentration de morphogéne envoyée aux
cellules, nous utilisons une puce microfluidique automatisée de culture cellulaire qui nous permet d'observer
les réponses de cellules individuelles en temps réel avec le microscope a fluorescence. Cet outil nous permet
de mesurer directement la dynamique de I'expression du géne Nodal grdce a différentes lignées mESC
modifiées pour exprimer des rapporteurs fluorescent de I'expression de Nodal. Ce tfravail a permis de mettre
en avant un profil de NODAL inédit en sorti de pluripotence et une forte influence de temps de stimulation sur
I'activité de la voie de signalisation Nodal et sur la différenciation. Ce travail est €galement un premier pas
vers la mise en évidence de l'influence de la densité cellulaire sur I'expression du géne Nodal, mais aussi sur la
différenciation cellulaire in vitro.

Mots clefs : Nodal, mESC, pluripotence, différenciation, Imagerie quantitative, Microfluidique, Dynamique
de signalisation, TGF-p

Title : Characterization of the NODAL signaling pathway during embryonic stem cell
differentiation

Abstract :

During the development of an organism, cells differenfiate and fissues self-organize spatially to form a
complete living being. These phenomena are controlled by chemical signals called "morphogens" which are
diffusible molecules, secreted in the extracellular medium and able to influence the differentiation of a cell. It
has been shown that different concentrations of morphogen can induce different cellular identity and that
the concentration of morphogen in a fissue is not spatially homogeneous. To understand how a developing
fissue is organized, it is therefore necessary to know how differentiating cells decode information carried by
morphogens. Among these morphogens, Nodal morphogen is of particular interest, Nodal is an important
factor in the early development of the embryo, since it is involved in the specification of cell identity in
embryonic and extraembryonic lineages. As it is difficult o study in an embryo quantitatively, the influence of
the temporal profile of a morphogen stimulation on differentiation, we have chosen as a model system the
mouse embryonic stem cells (mESC). The aim of this work was to study the influence of the temporal
stimulation of different morphogens on the expression of the "Nodal" locus and on the differentiation of stem
cells. To control the temporal profile of the morphogen concentration sent to cells, we use an automated
microfluidic cell culture chip that allows us to observe individual cell responses in real time with the
fluorescence microscope. This tool allows us to directly measure the dynamics of Nodal gene expression
through different mESC lines modified to express fluorescent reporters of Nodal expression. This work made it
possible to put forward an unprecedented NODAL profile out of pluripotency and a strong influence of
stimulation time on the activity of the Nodal signaling pathway and on differentiation. This work is also a first
step fowards demonstrating the influence of cell density on the expression of the Nodal gene, but also on cell
differentiation in vitro.

Keywords: Nodal, mESC, pluripotency, differentiation, Quantitative live-cell imaging, Microfluidics,
signaling dynamics, TGF-B
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Ma Thése pour tous

Tout au long de ma thése, on m'a souvent posé la question « C'est sur quoi ta thése 2 ». A
cette question, je réponds généralement que je travaille sur les mécanismes de différenciation
des cellules souches. Efrangement, cette réponse semble étre suffisante pour justifier que je
sois encore étudiant a 28 ans, mais souvent, ces discussions m'ont amené a réfléchir sur mon
propre sujet de thése, voire d trouver des moyens d'expliquer ma thése plus simplement. Donc

quoi de mieux que ma these pour retranscrire toutes ces discussions 2

Je vais donc tenter ici d'expliquer ma theése de facon & ce qu’elle soit accessible pour le plus
grand nombre. Si vous étes déja confirmé dans le domaine, ou que vous souhaitez rentrer
dans le vif du sujet, vous pouvez passer cette partie, je vais expliquer des concepts « avec les

mains ».

1. De I'ceuf 4 la naissance.

Pour commencer simplement, qu'est-ce qu'une cellule ¢ Si on regarde la définition sur le
dictionnaire libre « wiktionary », la premiére qui nous vient correspond d une petite piece
d'habitation, un espace clos... ce n'est pas tout a fait ce que j'étudie. Il n'est donc pas si
évident qu'une cellule corresponde dans mon cas d I'unité structurale et fonctionnelle qui
constitue les organismes vivants, ou dit plus simplement : la « brique de base » de tous les
animaux, plantes, champignons et j'en passe. D'un cbté, c'est normal, les cellules ne sont pas
vraiment des choses que I'on peut voir a I'ceil nu, méme si elles composent vos bras, vos
cheveux... en fait, vous, tout simplement. Elles sont beaucoup trop petites (~50 um), trop
proches les unes des autres et frop nombreuses (~100 000 milliards) pour que I'on puisse se
douter gu’elles sont Id. Rien ne nous dit naturellement qu'on est composé d'un assemblage

de cellule.
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Division cellulaire Embryon = Foetus Organisme :
(cellule) (tissus) (organes)

llustration 1: Histoire du développement de la vie. lllustration récupérée de I'encyclopédie libre
Wikipédia. A gauche, les premiéres étapes du développement apres la fécondation de I'ovule par
un spermatozoide. Au centre, un embryon, premiéres grandes structures d'un étre vivant. A droite,
un jeune singe.

Pourtant, tout le monde, sans exception, a vécu l'expérience de n'étre qu'une seule et
unigue cellule & un moment de sa vie, et oui je parle bien de la fusion d'un spermatozoide et
d'un ovule, et je suis sUr que ca vous parle. Mais alors comment cette simple cellule a-t-elle pu
ensuite donner vous, moi et tous les autres 2 Comment peut-on passer d'une seule cellule a
des centaines de milliers de milliards 2 Et aussi comment les cellules finissent par étre différentes
les unes des autres 2 Voild autant de questions auxquelles on peut répondre a I'aide de deux

concepts : la division et la différenciation cellulaire.

La division et la différenciation cellulaire sont des mécanismes qu'on ne retrouve que chez les
organismes vivants et qui ne sont pas si intuitifs que cela & comprendre. Pensez que la division,
c'est un processus qui va faire que la cellule va se couper en deux, puis, chacune des deux
cellules va reprendre sa taille initiale, un peu comme si vous coupiez un gateau au chocolat
en deux puis, si I'on attend un peu, ces deux parts vont pousser et donner deux nouveaux
gdateaux, c'est un peu surprenant, n'est-ce pas ¢ Pour ce qui est de la différenciation, il faut
imaginer que c'est un processus qui va spécialiser la cellule. Au début du développement, il y
a des cellules qui sont a I'origine de toutes les autres et qui peuvent donner n'importe quel
type cellulaire. On appelle ces cellules : « les cellules souches pluripotentes ». Puis, au cours du
développement, ces cellules suivant leur environnement, vont donner des cellules de peau,
d'os, de muscle... Presque comme un étudiant qui suit une formation et qui, & I'issue de son

parcours, est devenu spécialiste de son domaine.
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4 constructions (fissus)

(ex : toiture, facade, intérieur, fondation)

“division

Plan "partie haute" cellulaire

(ex: maison)

Plan "partie basse"
(ex : fondation)

Nouvelle différenciation cellulaire

— futur type de tissu

e
C(o'\SsoﬁC

Division cellulaire Embryon Organisme :

llustration 2: Les grands concepts du développement revisité par la construction de LEGO. A
gauche, les premieres divisions ou les cellules commencent déja a se partager les tGches. Au
centre, I'embryon & des stades plus avancés, on peut voir apparaitre quatre structures et un
nouveau type de cellules apparaitre : celui-ci a méme changé de forme. A droite, la fin du
développement avec la naissance de I'organisme.

Lorsgqu'on regarde le développement d'un organisme, on observe plusieurs étapes. La
premiere est la division cellulaire : ici, I'ensemble des cellules n'ont pas vraiment d'apparence
particuliere, mais au fur et & mesure, plusieurs structures se forment dans lesquelles on arrive a
distinguer le haut du bas du corps. Jusqu'alors, on appelle cela un embryon, mais lorsque les
premiers organes apparaissent, et jusqu’'a la naissance, on parle alors de foetus. [lllustration 1

et Infroduction, partie 1]

Mais 1& encore, rien n'expligue comment les cellules, en se divisant, arrivent & donner un
organisme complet 2 Et surtout, quels sont les mécanismes qui conduisent a la différenciation
des cellules 2 Tout d'abord, il faut imaginer que la cellule contient, dés le début du
développement, tous les plans de construction dont elle a besoin pour faire un organisme
complet. Puis, tout au long des divisions, les cellules vont se partager les taches. Lorsque ces
tAches sont partagées, la cellule va «rayer» les tches gu’elle n'a pas a faire. De méme,
lorsque la cellule aura accompli une téche, elle la raye du plan. Ainsi, plus la cellule aura rayé
les plans de construction, plus la cellule sera spécialisée. Les plans correspondent dans notre
cas & I'ADN' de la cellule, et le fait de « rayer» correspond A rendre moins accessible une

certaine région de I’ADN2,

1 ADN est un abus de langage, en réalité on devrait dire « génome ».
2 L'accessibilité de I'ADN correspond a ce qu'on appelle I'épigénétique.
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On peut alors se poser une nouvelle question : « Pourquoi sommes-nous composés d'autant de
cellule 2 ». Une premiére raison est que plus I'on a de cellules différentes, plus on peut se
répartir le travail pour que I'organisme fonctionne, un peu a I'image des sociétés moderne, ou
I'on a besoin de plein de métiers différents pour que I'ensemble fonctionne. Mais une autre
raison est que plus on a de cellules et plus on peut construire des structures complexes comme
des tissus/organes. Imaginez pour cela qu'un LEGO correspondent & une cellule : si I'on ne
dispose que d'une seule pieéce, notre structure est simple, mais si I'on commence a superposer
des LEGO les uns sur les autres, voire a ajouter des LEGO de nouvelle forme, on peut se
retrouver trés vite avec des structures de plus en plus complexes. Finalement, lors du
développement, il se passe presque la méme chose, a la différence qu’on aurait des LEGO

qui s'assemblent, se multiplient et changent de forme tout seuls. [lllustration 2 et Introduction,
partie 1]

2. Comment les cellules savent comment se différencier 2

Poisson "Tetraodon mbu"

-‘ff;a ST ) Les cellules grises sont identiques Ces cellules donnent 3 types cellulaires
2,

et sont organisées !

m S
1
Développement de la souris > \
!
:f

CEuvre non reproduite
Par respect du droit
d'auteur

Hypothése : communication cellulaire

lllustration 3: Les motifs d'organisation des cellules et 'exemple du motif tricolore. A gauche, des
illustrations de motifs que I'on peut observer dans le vivant, avec en haut, les motifs sur la peau d'un
poisson globe (Wikipédia (Turing Alan Mathison, 1952)). En bas, une des étapes du développement

d’'un embryon de souris au 40e jours aprées la fécondation (40hph). A droite, I'illustration du motif de
I'embryon de souris par des LEGO.

On a vu gue les cellules possedent les « plans » pour se différencier en tel ou tel type cellulaire.
Ces plans leur permettent d’avoir une organisation pour se différencier correctement dans un

tissu. Mais dans un méme tissu, toutes les cellules sont les mémes ; comment font-elles alors
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pour se partager les futurs plans si, dans leur environnement, toutes les cellules sont

identiques ¢

Lorsqu'on regarde la formation des tissus, on remarque quelque chose de vraiment
intéressant : on observe des motifs. Ces motifs peuvent étre trés variés, les exemples connus
sont ceux que I'on peut voir sur la peau des animaux, comme les taches des Iéopards ou
encore les zébrures des zébres. Mais dans le vivant, on peut observer d'autres motifs dont celui
qui nous intéresse : le motif & trois bandes, plus communément appelé motif tricolore.

[lllustration 3 et Infroduction, partie 1 et 2.1]

Lorsque I'on regarde la formation des motifs & trois bandes dans un embryon, on remarque au
début gu'il a deux structures différentes, I'une a coté de I'autre, par exemple : I'une verte &
gauche et I'autre grise & droite. Mais plus tard, dans le développement, la structure grise, va
former 3 nouvelles structures : dans I'ordre et de gauche & droite : « bleu, blanc et rouge ». Ici,
chaque structure correspond & un type spécifique, ou les cellules grise se différencient en 3
types cellulaires différents. Pour expliquer la formation de ce motif, on peut se dire que les
cellules respectent leurs plans d'organisation et que suivant la distance a la frontiere entre les
tissus gris/vert, elles se différencient conformément au plan. Cependant, dans les faits, la
cellule n'a pas d'yeux, comment peut-elle savoir ou elle est dans le tissu pour effectuer la
tGche qui lui revient 2 La solution est la suivante : elle communique avec I'autre tissu par une

information chimique?®. [lllustration 3 et Introduction, partie 2.1]

3 L'information chimique est une molécule, par exemple : une protéine.
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lllustration 4: Modéle du drapeau frangais expliqué avec des biéres dans un bar. Plus les
clients sont éloignés du barman, moins ils ont de chance de boire de bieres, c'est le
phénomene de diffusion. L'état d'alcoolémie des clients est caractérisé par des smileys.

Les cellules du tissu voisin vont envoyer une information chimique qui leur sont propres. Plus les
cellules sont loin et moins elles recoivent I'information, ce qui leur permet d’'estimer leur
position dans leur propre fissu. Mais comment une seule information chimique peut-elle donner

3 types cellulaires différents ¢

Pour illustrer ce phénomeéne, je vous propose d'expliquer cela avec des bieres, en faisant un
petit jeu : Il faut imaginer que vous étes une cellule et que vous alliez dans un bar. Vous avez le
choix de vous mettre n'importe ou dans le bar ; mais une fois que vous avez choisi, votre
place restera la méme pendant toute I'expérience. Le barman est tellement sympa que plus
vous étes proches de lui, plus vous avez de chance d'avoir des bieres, c'est a partir d'ici que

commence le « probléme » : Dans quels états allez-vous étfre d la fin de la soirée 2

On se refrouve avec trois configurations de distance par rapport au barman. Dans le premier
cas, vous étes au fond du bar : 1d vous allez peut-étre prendre qu'une seule biére, vous serez
donc sGrement sobre. Dans le second cas, vous étes a une distance intermédiaire avec le
barman, vous avez beaucoup plus de chance de boire une biere supplémentaire et vous

serez un peu pompette | Dans I'ultime cas, vous serez nez 4 nez avec le barman, vous en
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prendrez 3 voire peut-étre plus | Mais une chose est claire, ce n'est plus sGr que vous puissiez
rentrer chez vous aussi facilement qu'en début d'expérience | Dans notre cas, la biere est
I'information chimique qui va vous faire changer d'états : sobre, pompette et completement

saoul ! Nos 3 types cellulaires sont donc obtenus par une seule information chimique. L'effet

de la distance sur la chance de boire des bieres dans le bar correspond au phénomeéne de
diffusion chimique qu'il y a dans I'embryon. Comme cette information chimique contréle la

formation d'un motif, on I'appelle morphogene. [lllustration 4 et Introduction, partie 2.1]
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lllustration 5: Les limites de mon explication. On ne mesure I'état des clients-cellules qu'd partir de
5h30 apres la premiére tournée.

Pourtant, méme si ce que je viens de vous dire peut sembler cohérent, ce n'est pas tout a fait
la réalité. Rappelez-vous, c'est la quantité de biere qui vous a donné I'état « sobre, pompette,
saoul », pourtant dans votre vie, je suppose que vous avez déjd bu bien plus de 3 bieres, et

pourtant vous n'étes pas constamment saoul 2 [Introduction, partie 2.2]

Pour comprendre ce qu'il se passe, reprenons notre probléme, mais cette fois, on mesurera
votre état qu'd partir de 5nh30 apres la premiere tournée, un peu comme si les cellules ne se
différencicient qu'a partir d'une certaine durée. Supposons deux configurations : pour la
premiere, on va boire une biér