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Résumé

Apres la fécondation, I’embryon de souris effectue deux phases de différenciation avant
I’implantation. La premicere permet la formation de cellules externes qui donnent le
Trophectoderme (TE) et de cellules internes qui donnent la Masse Cellulaire Interne (MCI). La
deuxiéme se déroule dans la MCI produisant les cellules de I’Epiblaste (Epi) et I’Endoderme
Primitif (EPr) disposées en « poivre et sel » au sein de la MCI. Des études récentes montrent
que le facteur NANOG est nécessaire pour la spécification des cellules EPI, mais qu’il n’est
pas suffisant, suggérant alors que d’autres facteurs sont impliqués dans I’initiation de cette
différenciation.

Mon objectif a été d’identifier d’autres facteurs qui pourraient étre impliqués, comme
NANOG, dans I’initiation de cette spécification en Epi. Je me suis intéressé au gene Figf4, connu
comme étant un marqueur de I’Epi ainsi qu'un gene cible de NANOG, pour identifier in silico
plusieurs facteurs potentiellement impliqués : TEAD4, SOX2, SOX21 et OCT4. L’étude de
leurs expressions a mis en avant 1’hétérogénéité de ces facteurs a différents stades, ainsi qu'une
expression inversement corrélée entre SOX2 et SOX21 au cours du développement. Ces
résultats, en plus d’une veille bibliographique, m’a fait émettre I’hypothése que TEAD4 et
SOX21 seraient des répresseurs alors que NANOG et SOX2 seraient des activateurs de
I’expression de Fgf4 et de la spécification en Epi. Il y aurait alors des mécanismes de
compétition entre ces facteurs. Mais a ce jour, mes travaux sur I’étude de la surexpression de
SOX21 dans I’embryon ne m’ont pas permis de valider cette hypothése. En paralléle j’ai
commencé a développer des cellules souches embryonnaires permettant une surexpression de
SOX21 ou de TEADA4. Grace a ces cellules, nous pourrons étudier les mécanismes de liaisons
a I’ADN de ces facteurs et leur impact sur les geénes cibles, ainsi que la potentielle compétition

entre eux.






Abstract

After fertilization the mouse embryo performs two rounds of differentiation before
implantation. The first allows the formation of outer cells, which give the Trophectoderm (TE)
and the inner cells, which give the Inner Cell Mass (ICM). The second step takes place within
the ICM by producing the Epiblast (Epi) and the Primitive Endoderm (PrE) cells positioning in
a “salt and pepper” pattern in the ICM. Recent studies show that NANOG is necessary for Epi
specification, but not sufficient, suggesting that other factors may be involved in the initiation
of this differentiation.

My goal was to identify other factors that could be involved, as NANOG, in the
initiation of Epi specification. I focused on the Fgf4 gene, which is a known Epi marker and a
target gene of NANOG, to identify in-silico several potentially implicated factors: TEADA4,
SOX2, SOX21 and OCT4. Analysis of their expressions highlighted the heterogeneity of those
factors at different stages and an inverted correlation between SOX2 and SOX21 expressions
during the development. Those results and data from literature made me hypothesize that
TEAD4 and SOX21 would be repressors while NANOG and SOX2 would be activators of Fgf4
expression and Epi specification. There would be then a competition between those factors. But
nowadays, my work on the analysis of SOX21 overexpression in the embryo didn’t allow me
to validate this hypothesis. In parallel, I started to develop embryonic stem cells allowing an
overexpression of SOX21 or TEADA4. Thanks to these cells, we will be able to study the DNA
binding mechanisms of those factors and the impact on the target genes, and also the putative

competition between them.
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file://///Users/vicnowak/Desktop/Thèse%20Victor/Manuscrit/Now%20we're%20here,%20VF%20+%20Remerciements.docx%23_Toc136876369
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file://///Users/vicnowak/Desktop/Thèse%20Victor/Manuscrit/Now%20we're%20here,%20VF%20+%20Remerciements.docx%23_Toc136876377
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Figure 1: Développement de I’embrvon préimplantatoire de souris (Adapté de Saiz &
Hadjantonakis 2020)
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. Développement pré-implantatoire de ’embryon murin

La période de développement pré-implantatoire de 1’embryon murin va de la fécondation
au jour 0 (EO) jusqu’a I’implantation de ’embryon dans la corne utérine 4,5 jours plus tard
(E4,5).

Au cours de cette période, I’embryon effectue trois vagues de divisions cellulaires, se
développant ainsi du stade 1 cellule, ou zygote, au stade 8-cellules. Lors de la transition du
stade 8-cellules au stade 16-cellules, I’embryon effectue une premiére différenciation cellulaire.
Cette premicre différenciation donne deux types cellulaires : les cellules internes, qui forment
la Masse Cellulaire Interne (MCI) et les cellules externes, qui vont alimenter en cellules la MCI
pendant les deux vagues de divisions cellulaire suivantes, et deviendront plus tard le
Trophectoderme (TE). Le développement se poursuit avec la formation d’une cavité et
I’embryon effectue alors une deuxieme différenciation qui se produit au sein de la MCI jusqu’au
stade 90-cellules. Cette différenciation donne deux types de cellules, suivant un patron dit en
poivre et sel : I’Epiblaste (Epi) et I’Endoderme Primitif (EPr) (Figure 1).

Juste avant I’implantation, I’embryon est composé de trois tissus distincts avec des
devenirs différents. Le TE participera entre autres a la formation du placenta. L’Epi formera le
feetus dans son ensemble, et participera également a 1’élaboration des annexes extra-
embryonnaires. Enfin, I’EPr, tissu extra-embryonnaire, formera une partie du sac vitellin.

Malgré sa simplicité apparente de par sa taille et le faible nombre de cellule, I’embryon
présente un grand nombre de mécanismes complexes. On y retrouve des processus mécaniques
comme la compaction, ou les cellules augmentent leurs contacts inter-cellulaires, ou bien
moléculaires tels que la spécification cellulaire, avec notamment la différenciation en Epi ou en
EPr. Bien qu’étudiée depuis longtemps, encore beaucoup d’aspects de cette différenciation

restent méconnus, notamment du point de vue de la différenciation de 1I’Epi.
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Figure 2: Activation du génome zyqgotigue (Adapté de Schultz & Harrison 2019)

La quantité d’ARNm déposés maternellement diminue au cours du développement aprés la
formation du zvgote en méme temps que ’embryon active la transcription de son génome.
La ZGA se fait en deux vagues, une mineure avant le stade 2-cellules, et une majeure au

stade 2-cellules.
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A. Du stade zygote au stade 16-cellules

Apres la fécondation, I’embryon effectue trois vagues de divisions asynchrones, passant
alors de 1-cellule a 2-cellules, 4-cellules et 8-cellules. C’est pendant cette période que
I’embryon procede a ’activation du génome zygotique (ZGA) (Flach et al. 1982). Une fois au
stade 8-cellules, I’embryon est composé de huit cellules sphériques, appelées blastomeres. Ces
blastomeres sont dits totipotents car ils peuvent participer a la formation de n’importe quel type
cellulaire de I’embryon (Kelly 1977). Il y a un mécanisme de compaction de I’embryon et

s’engage alors la premiére différenciation qui donnera le TE et la MCI (Sasaki 2010).

1. LaZGA

Au début de son développement, I’embryon n’est pas transcriptionnellement actif. Il
survit graice aux ARN messagers (ARNm) et protéines déposés maternellement lors de la
formation de I’ovocyte (Braude 1979). L’embryon procéde ensuite a I’activation de son propre
génome, ou ZGA. Cette ZGA se fait en deux vagues. Une vague dite mineure qui a lieu peu de
temps avant le stade 2-cellules, ou I’embryon commence a exprimer une centaine de génes de
son génome (Hamatani et al. 2004). Une deuxiéme vague dite majeure qui a lieu pendant le
stade 2-cellules, et majoritairement au stade 2-cellules tardif, ou I’embryon active I’expression
de plusieurs milliers de ses propres génes (Figure 2) (Xue et al. 2013). Mais les mécanismes a
I’origine de cette ZGA restent encore trés peu connus. Cependant, de manicre intéressante, la
ZGA pourrait se faire de maniere hétérogene entre les blastomeres. En effet, de manicre
concomitante a la mise en place de la ZGA, on observe 1’apparition d’une hétérogénéité

transcriptomique entre les blastomeres au stade 2-cellules (Piras, Tomita, et Selvarajoo 2014).

2. Lacompaction

La compaction est la premicre étape de la différenciation en TE et MCI. Pendant ce
processus, les blastoméres qui étaient alors sphériques augmentent leurs contacts inter-

cellulaires et réduisent leur surface de contact avec le milieu environnant. L’augmentation
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Figure 3: Mécanismes de compaction des blastomeres (Adapté de Chazaud & Yamanaka 2016)
(A) Augmentation des contacts inter-cellulaires entre les blastomeres (fleches vertes).

(B) Redirection des forces de contraction (fleches noires) au niveau du domaine apical suite a
I’augmentation des contacts inter-cellulaires (fléches grises).
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@ @
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& @
Figure 4 : Internalisation des cellules en fonction du fuseau mitotigue (Adapté de

Cockburn &Rossant 2010)
Représentation d’une division symétrique (A) ou asymétrique (B) d’un blastomere au stade

8-cellules.
. : .

Figure 5: Internalisation des cellules par constriction apicale (Adapté de Samarage et al. 2015)
Apres une division symétrique, une des cellules filles (cellule rouge) peut étre internalisée par des
constrictions apicales (fléche blanche).
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des contacts inter-cellulaires est dépendante de la molécule d’adhésion E-cadhérine (Cdhl)
(Figure 3A) (Shirayoshi, Okada, et Takeichi 1983). En plus de cette augmentation des contacts
cellulaires, il y a aussi une augmentation de la contractilit¢ qui est dépendante du cortex
d’actomyosine (Maitre et al. 2015). Du fait de la présence de I’E-cadhérine, les tensions
corticales sont redirigées au domaine apical, ce qui a pour conséquence d’aplatir la membrane
en contact avec I’environnement et donc de faciliter la compaction (Figure 3B) (Maitre et al.
2015). De manieére concomitante, les blastomeéres se polarisent. Une réorganisation des
protéines a la membrane permet la formation d’une région polaire au domaine apical des
cellules, composée entre autres des protéines Ezrin, aPKC (atypical Protein Kinase C) et
PARDG6 (Par-6 family cell polarity regulator alpha) (Louvet et al. 1996; Pauken et Capco 2000;

Vinot et al. 2005).

3. Polarisation et internalisation

La mise en place de cette polarisation a un impact direct sur la suite du développement.
En effet, en fonction de I’axe du fuseau mitotique, deux résultats peuvent étre obtenus. Si le
fuseau est paralléle a I’axe apico-basal, alors les deux cellules filles sont des cellules externes,
héritant chacune d’une partie du domaine apical. Cette division est dite symétrique (Figure
4A). Si le fuseau est perpendiculaire a 1’axe apico-basal, alors une des cellules filles est apolaire
et est internalisée tandis que I’autre, qui aura hérit¢ du domaine apical, reste a la surface et
devient une cellule externe. Cette division est dite asymétrique (Figure 4B) (Johnson et
McConnell 2004). La cellule fille apolaire, en plus d’étre internalisée lors de la division,
présente une différence de contractilité suite a la distribution asymétrique du domaine apical,
ce qui lui permet de rester activement au sein de I’embryon (Anani et al. 2014).

Cependant il arrive aussi qu’une cellule externe soit internalisée aprés une division
symétrique. C’est alors une différence de force de contraction au niveau apical entre cette

cellule et les cellules voisines qui engendre I’internalisation (Figure 5) (Samarage et al. 2015).
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Figure 6: Role de la signalisation HIPPO dans la premiere différenciation (Adapté de
Wicklow et al. 2014)

Dans les cellules externes la voie HIPPO est inactivée. La polarité inhibe la protéine LATS qui ne
peut donc pas phosphoryler YAP. YAP transloque alors dans le noyau pour activer la transcription
des geénes du TE avec TEAD4 et inhiber des génes de la MCI comme SOX2. A I’inverse dans les
cellules internes, la voie HIPPO est activée. YAP est alors phosphorylé par LATS. Il ne peut pas
transloquer dans le noyau et donc il n’y a pas d’activation des geénes du TE ni d’inhibition des genes
de la MCI.

A SOX2 ECAD SOX2 DNA B
n=10

Tead4 +/+ Cdx2 +/+

Tead4 -/- Cdx2 -/-

Figure 7: Impacte de la déletion des génes Tead4 ou Cdx2 sur I'expression de SOX2 dans le
blastocyste (Issu de Wicklow et al. 2014)

Immunomarquage de SOX2 dans des embryons Tead4 et Tead4” (A) ou Cdx2"" et Cdx2™" (B)
au stade 64-cellules. L expression ectopique de SOX2 est indiquée par des astérisques.
L’E-cadhérine marque les membranes. n = nombre d’embryon, bar = 20 pm.
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4. Implication de la voie HIPPO et de la voie Notch

Apres ce processus d’internalisation, la cellule acquiert son identité de cellule de la MCI
ou du TE en fonction de sa position. C’est la voie HIPPO qui a un role déterminant dans cette
différenciation. Elle est régulée par les contacts inter-cellulaires et par la polarité (Anani et al.
2014; Cockburn et al. 2013; Hirate et al. 2015). Dans les cellules externes, qui n’ont des contacts
cellulaires qu’en baso-latéral et un domaine apical, la voie HIPPO est inactive. De ce fait, le
co-activateur YAP (Yes-Associated Protein) n’est pas phosphorylé par la protéine LATS (Large
Tumor Supressor). YAP peut alors transloquer dans le noyau, et, avec 1’aide du facteur de
transcription TEAD4 (TEA Domain family member 4), activer ’expression de geénes
spécifiques au TE comme Cdx2 (Caudal type homeobox 2) ou Gata3 (GATA binding protein
3) (Nishioka et al. 2009; Ralston et al. 2010). En plus d’activer des génes spécifiques au TE,
YAP/TEAD4 inhibe I’expression de genes tels que Sox2 (Figure 6) (Wicklow et al. 2014).
Dans des embryons mutants pour Tead4, SOX2 est exprimé de manicre ectopique dans les
cellules externes, c’est-a-dire que SOX2 n’est pas restreint a la MCI (Figure 7A). Cependant
les embryons mutants pour Cdx2 ne montrent pas d’expression ectopique de SOX2 (Figure
7B) (Wicklow et al. 2014). Cette inhibition ne se fait donc pas par I’intermédiaire de CDX2.

A I’inverse dans les cellules internes, qui sont totalement entourées par d’autres cellules
et qui sont apolaires, la voie HIPPO est active. Ainsi, la protéine LATS phosphoryle YAP qui
ne peut plus transloquer dans le noyau et est alors dégradé (Figure 6). Il n’y alors pas la
formation du complexe YAP/TEAD4 et donc pas d’expression de CDX2 et GATA3 ni
d’inhibition de SOX2 (Nishioka et al. 2009; Wicklow et al. 2014). De fagon intéressante, la
voie HIPPO n’est pas la seule voie impliquée dans cette différenciation. L’utilisation d’un
enhancer de Cdx2 spécifique au TE a permis de mettre en évidence que TEAD4 n’est pas le
seul a se fixer et a réguler ’expression de Cdx2. La découverte sur cet enhancer d’un site de

fixation pour RBPJK (Recombination signal binding protein for immunoglobulin kappa J
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Cdx2

N1ICD

Figure 8: R6le de la signalisation Notch dans la premiére différenciation (Issu de Rayon et

al. 2014)

Dans les cellules externes la voie Notch est active. N1ICD active I’effecteur transcriptionnel de la
voie, RPBJK. RBPJK, en parallele de YAP/TEADA4, active la transcription des génes du TE comme
Cdx2. A ’inverse dans les cellules internes, la voie Notch est inactive. RPBJK n’est alors pas activé

par N1ICD.
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region), I’effecteur transcriptionnel de la voie Notch, ainsi que I’inactivation de ce géne dans
des embryons ont montré alors I’implication de la voie Notch dans cette différenciation (Rayon
etal. 2014). Ainsi, dans les cellules externes, la voie Notch est active, ce qui a pour conséquence
I’activation de RBPJK par I’intermédiaire de N1ICD (NOTCH]1 intracellular domain). RBPJK
se fixe alors en coopération avec TEAD4 sur ’enhancer de CDX2 pour activer son expression

(Figure 8) (Rayon et al. 2014).

5. Prédétermination de la premiére différenciation

Bien qu’il ait été¢ montré le role majeur de la voie HIPPO ainsi que la voie Notch lors
de la différenciation entre TE et MCI, d’autres études présentent un autre aspect de cette
différenciation. Des données de single cell RNAseq ont montré qu’il existe de I’hétérogénéité
entre les blastomeres, que ce soit au stade 4-cellules ou au stade 8-cellules (Piras et al. 2014;
Shi et al. 2015). En plus du transcriptome, certains marqueurs sont eux aussi retrouvés
hétérogenes, comme par exemple des facteurs de transcription, comme SOX21 ou bien des
facteurs épigénétiques ainsi que leurs marques, comme CARMI (Coactivator-associated
Arginine Methyltransferase 1) et H3R26me (Goolam et al. 2016; Torres-Padilla et al. 2007).
De plus, il a été montré qu’il y a des différences de cinétiques de liaison a ’ADN de certains
facteurs entre les blastomeres. En effet, selon le blastomere, un méme facteur se lie plus ou
moins longtemps a I’ADN comme c’est notamment le cas pour les facteurs OCT4 (Octamer-
binding transcription factor 4) et SOX2 (Plachta et al. 2011; White et al. 2016).

Le point commun de toutes ces €tudes sur I’hétérogénéité entre les blastomeres, que ce
soit a 2-cellules (Piotrowska-Nitsche et al. 2005), 4-cellules ou 8-cellules, est qu’elles montrent
une implication de cette hétérogénéité dans la différenciation entre TE et MCI. Il a été montré
par lignage cellulaire que les blastomeéres avec une plus forte quantité de H3R26me participent
plus souvent a la MCI (Torres-Padilla et al. 2007), de méme que ceux qui expriment moins de

SOX21 tendent a donner plus souvent du TE (Goolam et al. 2016) et que ceux qui ont un
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temps plus long de liaison du dimere OCT4-SOX2 sur I’ADN se différencient
préférentiellement en cellules de la MCI (White et al. 2016).

Cependant, il est intéressant de noter que, méme si certaines études ont ét€¢ menées avant
qu’il ait ét¢ montré I’implication de la voie HIPPO, elles ne font pas de lien entre I’hétérogénéité
observée et les mécanismes qui conduisent a la premiere différenciation, comme la compaction
ou l’internalisation. Il serait pourtant intéressant de comprendre comment une différence de
cinétique d’OCT4-SOX2 pourrait impacter la signalisation HIPPO, comment les marques
épigénétiques pourraient avoir un réle dans la contractilité des blastomeres, ou bien comment
les niveaux de SOX21 pourraient réguler la polarisation. Mais des études récentes commencent
arelier certains processus. Par exemple, il a été montré que les facteurs de transcription TEAD4
et TFAP2C (Transcription Factor AP-2, gamma) sont nécessaires dans la mise en place de la

polarité, notamment en induisant I’expression de régulateurs de 1’actine (Zhu et al. 2020).
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B. Du stade 16-cellules au blastocyste

Une fois le stade 16-cellules atteint, I’embryon composé alors de deux types cellulaires,
TE et MCI, continue son développement. La MCI est alimentée en cellules par deux, voire trois
cycles de divisions asymétriques venant des cellules externes (Fleming 1987; Morris et al. 2010;
Pedersen, Wu, et Balakier 1986). De plus une cavité remplie de liquide se forme. De maniére
concomitante, les cellules de la MCI engagent leur différenciation entres cellules de I’EPI et de
I’EPr. A la fin de cette période, I’embryon, appelé alors blastocyste, est composé d’une cavité

et de trois types cellulaires : TE, Epi et EPr.

1. Le blastocéle

Au stade 32-cellules, la symétrie radiale de ’embryon est cassée par la formation d’une
cavité appelée blastocele, qui sépare une partie du TE de la MCI. 11 a été¢ montré qu’initialement
plusieurs micro cavités se forment un peu partout dans I’embryon, mais que subséquemment,
toutes disparaissent, sauf une, qui est toujours localisée entre des cellules de la MCI et du TE.
Cette localisation spécifique est due a des différences de contractilité, mais il se pourrait aussi
que des différences d’adhésion inter-cellulaires médiées par I’E-cadhérine aient un role dans ce
positionnement (Dumortier et al. 2019). Les cellules de la MCI sont alors regroupées a un pole

de I’embryon et il y a la formation d’un nouvel axe, I’axe embryonnaire-abembryonnaire.

2. Les mécanismes de la deuxiéme différenciation

De manieére concomitante a la formation de la cavité, il se produit la deuxiéme
différenciation au sein de la MCI. Elle est médiée par deux facteurs de transcription clés,
NANOG et GATA6 (GATA binding protein 6), qui seront respectivement a I’origine de la
formation de I’Epi et de I’EPr. Initialement ces deux facteurs sont exprimés au stade 8-cellules

et ils sont coexprimés dans tous les blastomeres (Dietrich et Hiiragi 2007; Plusa et al. 2008).
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Figure 9: Impacte de la délétion des genes Nanog ou Gata6 dans le blastocyste
(A) Immunomarquage des protéines NANOG, GATAG6 et CDX2 dans des embryons Nanog+/ " ou
Nanog‘/ " a 90-cellules (Adapté de Frankenberg et al. 2011). (B) Immunomarquage des protéines

NANOG, SOX17, qui est un marqueur de I'EPr, et CDX2 dans des embryons Gata6™" ou Gata6”" a
90-cellules (Adapté de Bessonnard et al. 2014).

B 32C 16C
Nanog vs Rho p-value Rho  p-value

A Kif4 0.78 0.000002 nd nd

Kif2 069 000005 nd nd

Fgf4 Tdgfl 0.69 0.00006 -0.17 0.51
(log 2) 14+ 23+ 14+ Sox2 0.69 0.00006 0.16 0.387

10 Fgf4 0.64 0.0003 na. na.
0 Pous5fl 0.62 0.0004 052 0.028
-10 Pecaml 0.62 0.0004 027 0.282
ol Prdmi4 059 00008 030 0219
i : : L Sox21 0.59 0.0009 -031 0.209

16C 32C 64C 90C Etvs 052 0.003 nd. nd.

Fgfr2 045 0.01481 n.a. n.a.

Figure 10: Expression coordonnée des marqueurs de ’Epi entre les stades 16 et 32-cellules
(Adapté de Allégre et al. 2022)

(A) Violin plot de I’expression de Fgf4 dans des cellules uniques de MCI a différent stade. Les
valeurs indiquées en rouge représentent les cellules exprimant Fgf4 a chaque stade. (B) Corrélation
de Spearman entre 1’expression de Nanog et I’expression de génes Epi a 16 et 32-cellules. n.d : non
déterminé. n.a : non analysé
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Entre les stades 16 et 32-cellules, il y a une différenciation asynchrone entre les cellules de I’Epi
et les cellules de I’EPr, jusqu’au stade 90-cellules ou I’on retrouve deux populations bien
distinctes, suivant un patron dit en poivre et sel. Les facteurs de transcription NANOG et
GATAG sont alors restreints a un type cellulaire : NANOG est exprimé exclusivement dans les
cellules de I’Epi et GATAG exclusivement dans les cellules de I’EPr. En plus de cette expression
exclusive, des expériences d’invalidation génique ont montré le role clé de ces deux facteurs
dans leur lignage respectif. Dans les embryons mutants pour Nanog, les cellules de la MCI au
stade blastocyste sont uniquement des cellules exprimant GATA6, donc de I’EPr (Figure 9A)
(Frankenberg et al. 2011). A I’inverse dans les embryons mutants pour Gata®6, les cellules de la
MCI expriment uniquement NANOG, ce sont donc des cellules de I’Epi (Figure 9B)
(Bessonnard et al. 2014).

Des modeles mathématiques et des expériences dans I’embryon ont montré que les
cellules de I’Epi sont les premicres a se différencier (Bessonnard et al. 2014; Tosenberger et al.
2017). Une fois différenciées, les cellules de I’Epi expriment et sécrétent un facteur de
croissance, le FGF4 (Fibroblast Growth Factor 4) (Frankenberg et al. 2011). FGF4 n’est pas
exprimé au stade 16-cellules mais 1’est au stade 32-cellules (Figure 10A) (Allegre et al. 2022).
Il a aussi été montré aussi que plusieurs genes épiblastiques sont exprimés a ce stade-1a, et qu’en
plus, leurs expressions sont corrélées entre elles et avec I’expression de Fgf4 (Alleégre et al.
2022). La corrélation de I’expression des geénes et 1I’expression de Fgf4 donnent leur identité
¢épiblastique a ces cellules. Certains de ces génes épiblastiques sont déja exprimés au stade 16-
cellules mais ne présentent pas d’expressions corrélées entre elles (Figure 10B) (Allegre et al.
2022). Ceci indique une absence d’identité épiblastique, et donc que la spécification de cellules

de la MCI en cellules Epi se fait entre les stades 16 et 32-cellules.
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Figure 11: Modele de différenciation de la MCI en Epi et EPr

Les cellules précurseuses (cellule grise) ont la possibilité de devenir soit des cellules Epi (cellule
rouge) soit de I’EPr (cellule bleue). Les cellules Epi se différencient en premier. Une fois
différenciées, les cellules Epi répriment I’expression de GATAG6 et expriment et sécrétent FGF4.
FGF4 agit sur les cellules adjacentes encore indifférenciées. Par le récepteur FGFR1, FGF4 induit
alors la différenciation de ces cellules en EPr.
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Une fois I’Epi différencié et le FGF4 sécrété, celui-ci agit sur les cellules adjacentes via
ses récepteurs. Deux récepteurs au FGF, les FGFR (Fibroblast Growth Factor Recpetor), sont
exprimés dans ’embryon, FGFR1 et FGFR2. FGFR1 est exprimé de maniére homogene entre
les cellules de la MCI alors que FGFR2 est exprimé majoritairement dans les cellules de I’EPr.
Mais c’est FGFR1 qui a un role prédominant pour la spécification en EPr, alors que FGFR2 a
un rdle dans le renforcement de cette spécification (Figure 11) (Kang, Garg, et Hadjantonakis
2017; Molotkov et al. 2017). Il a été montré que le FGF4 est nécessaire a I’induction de la
spécification en EPr. Si la signalisation FGF4 est bloquée, que ce soit par des inhibiteurs de la
voie ou par des mutations sur des acteurs de cette voie, les cellules de la MCI se différencient
alors toutes en Epi (Chazaud et al. 2006; Kang et al. 2013, 2017; Molotkov et al. 2017; Nichols
et al. 2009; Yamanaka, Lanner, et Rossant 2010). Et a I’opposé, si des embryons sont traités
avec du FGF4 recombinant, alors ces embryons présentent une MCI composée uniquement de

cellules de I’EPr (Yamanaka et al. 2010).

3. Origines de la spécification en Epi

Certains processus de différenciation, comme par exemple dans le lignage
hématopoiétique (Kimmel 2014), se font de manicre stochastique, c’est-a-dire que le destin de
la cellule dépend de la variation transcriptionnelle aléatoire d’un ou de plusieurs facteurs. Des
variations aléatoires de la transcription entraineraient une expression préférentielle de NANOG
dans une ou plusieurs cellules. Cette différence serait ensuite amplifiée par un réseau de
régulation entre NANOG, GATA6 et FGF4. Cependant des modeles mathématiques montrent
que la variation des niveaux de NANOG et GATAG6 seuls de maniére stochastique ne suffit pas
a reproduire ce qui est observé in vivo (De Mot et al. 2016). Par conséquent, soit les bruits de
fond transcriptionnels de NANOG et de GATAG6 ne sont pas impliqués dans 1’initiation de la

spécification en Epi, soit d’autres facteurs sont a prendre en compte dans ce modele. De plus,
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il reste toujours a comprendre d’ou provient cette variation aléatoire de la transcription.

Une autre hypothese est que la spécification est liée au passé de la cellule. Par exemple
entre les stades 8 et 32-cellules, 1a MCI est alimentée en cellule par deux vagues successives de
divisions asymétriques. Il a alors été proposé que la spécification était en lien avec le fait que
la cellule venait de la premiere ou de la deuxieme vague de division. Des expériences de tragcage
cellulaire dans I’embryon ont montré que les cellules issues de la premiére vague participent en
plus grande proportion a I’Epi, alors que des cellules issues de la deuxiéme division deviennent
majoritairement de ’EPr (Morris et al. 2010). L’idée est alors que les cellules issues de la
premicre division hériteraient de facteurs non présents dans les cellules de la deuxiéme vague,
ou inversement, ce qui crée une différence entre les cellules de la premicre division et celles de
la deuxieme. Néanmoins, d’autres expériences de tragage cellulaire ne montrent aucune relation
entre la vague d’origine de la cellule et sa participation en Epi ou EPr (Yamanaka et al. 2010).
De plus, des expériences d’agrégations de cellules issues de la premiére vague de division ou
de la seconde ne montrent pas de lien entre 1’origine des cellules et leur devenir en tant que
cellules Epi ou EPr (Krupa et al. 2014). Les auteurs supposent que les résultats observés par
Morris et al. 2010 sont diis a un nombre faible de cellules internalisées durant la premicre
vague de divisions asymétriques. Le faible nombre de cellules présentes ne suffit pas a atteindre
des niveaux d’expression de FGF4 suffisant pour initier la spécification en EPr. Ainsi, les
cellules issues de la premiére vague deviennent majoritairement des cellules Epi.

Une autre fagon dont le passé de la cellule peut impacter son devenir, c’est si certains
facteurs sont exprimés de maniere hétérogene au cours des stades précédent. Il existe parfois
une hétérogénéité entre les blastomeres au stade 4 ou 8-cellules, comme par exemple pour
SOX21 (Goolam et al. 2016). Cette hétérogénéité peut étre conservée lors de la formation de la
MCI créant alors une différence entre les cellules de la MCI, ce qui leur permet, ou non, de

s’engager en cellule Epi.
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Figure 12: Impacte de la délétion de Nanog et Gata6b sur la deuxiéme différenciation (Adapté

sl n
oxo{

wril
N-/-
G-/-

Cc
WT DKO

Rho p-value Rho p-value
Sox2 vs Sox21 0.71 0.0001 0.78 1.31E-05
Sox2 vs Tdgfl 0.54 0.007 023 0272
Nanog vs Sox2 054 0.007 0.17 0411
Sox2 vs PouSfl 0.53 0.009 0.20 0.358
Sox2 vs Pecaml 0.51 0.012 0.53 0.007
Fgf4 vs Tdgfl 049 0.016 0066 0.759
Nanog vs Pecaml 049 0.016 0.30 0.151
Nanog vs Sox21 048 0.018 0.21 0.326
Nanog vs Fgf4 043 0.035 0.04 0.865
Fgf4 vs Nanog 043 0.036 0036 0.866
Sox2 vs Zfp42 042 0.044 04 0.054
Nanog vs Tdgf1 041 0.045 0.34 0.107
Fgf4 vs Zfp42 040 0.055 -0.019 093
Fgf4 vs Pecaml 0.39 0.056 0341 0.103

de Allégre et al. 2022)

(A) Niveau d’expression d’ARNm de marqueurs de I’EPI ou de I’EPr dans des embryons sauvages
(WT), mutants pour Nanog (N 5 7), mutants pour Gatab (G'/ ) ou doubles mutants (DKO) au stade
90-cellules. * p<0,05 ; ** p<0,01. (B) HCR-RNA-FISH pour Fgf4 et immunomarquage de la -
Catenin dans des embryons sauvages ou DKO au stade 90-cellules. Bar = 10um (C) Corrélation de

Spearman de I’expression de marqueurs de I’Epi dans des embryons sauvages ou DKO.
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En plus de ces deux hypotheses, une autre possibilité serait que le mécanisme de
I’induction épiblastique soit un mécanisme passif. Plutot qu'un mécanisme actif d’activation,
ce serait alors la levée d’une répression qui permettrait a la cellule de se différencier. 11y a
notamment I’exemple de KIf5 (Kriippel Like Factor 5) qui lorsqu’il est délété, induit une forte
augmentation de l'expression de FGF4 dans I’embryon au stade 32-cellules (Azami et al. 2017).
Dans cette hypothese, la présence de KLF5 au stade 16-cellules empécherait une expression
précoce de FGF4, et lors du passage au stade 32-cellules il y aurait une levée de cette répression

par KLF5, ce qui laisserait a la cellule la possibilité de se spécifier en Epi.

4. Meécanismes de la spécification en Epi

Nanog est le géne clé pour la spécification en Epi, puisque sans lui les cellules de la
MCI ne se différencient pas en Epi (Frankenberg et al. 2011). Cependant 1’étude de son role
dans D’initiation de celle-ci est rendue difficile a cause du facteur GATAG6. En effet lorsque
Nanog est muté, la présence de GATAG6 force alors les cellules de la MCI a se spécifier en EPr
et apporte donc un biais (Figure 9A). Ainsi, I’absence d’Epi, serait peut-étre due a la présence
de Gata6 et non a I’absence de Nanog (Allegre et al. 2022). Dans les embryons DKO, mutants
Nanog et Gata6, au stade 90-cellules, les cellules de la MCI ne présentent pas de marqueurs
d’EPr et aussi certains marqueurs d’Epi ne sont pas présent, ce qui indique que ces cellules ne
se différencient ni en Epi, ni en EPr, et qu’elles restent au stade précurseur (Figure 12A)
(Allegre et al. 2022). Notamment il a été montré qu’au stade 90-cellules, il y a une forte
réduction de I’expression de Figf4 dans les embryons DKO (Figure 12B). De plus, les génes
Epi qui ont normalement leurs expressions corrélées entre elles a ce stade, n’ont plus leurs
expressions corrélées dans les embryons DKO, comme au stade 16-cellules (Figure 12C). Dans
ces embryons il y a donc bien une absence de I’identité épiblastique (Alleégre et al. 2022). Ces

données montrent alors que NANOG est nécessaire pour I’initiation de la spécification en Epi.
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Figure 13: Co-expression de Nanog et Fgf4 en cellules unigues a différents stades du
developpement (Adapté de Allegre et al. 2022)

(A) PCA de données de RT-qPCR sur cellules uniques issues de MCI d’embryons a différents
stades. Les stades sont représentés par les différentes couleurs. (B) Méme PCA qu’en (A) avec un
gradient de couleur pour les niveaux d’expression de Nanog et Fgf4. Les fleches indiquent des
cellules ou Nanog est exprimé mais pas Fgf4.
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Cependant, NANOG ne semble pas suffisant pour cette initiation. En effet, au stade 16-
cellules, malgré les niveaux d’expression de NANOG, il n’y pas d’expression de Fgf4. De
meéme au stade 32-cellules ou certaines cellules expriment NANOG sans exprimer Fgf4 (Figure
13) (Allegre et al. 2022). La seule présence de NANOG n’est donc pas suffisante pour initier
I’expression de Fgf4 et donc la spécification en Epi. D’autres facteurs seraient alors impliqués

dans ce processus, que ce soit des partenaires de NANOG ou bien des facteurs répresseurs.

5. Aprés la deuxiéme différenciation

Une fois la seconde différenciation finie et que I’Epi est I’EPr sont tous les deux formés,
la MCI se trie. Les cellules non différenciées sont ¢liminées par un processus impliquant entre
autres le complexe YAP/TEAD1 (Hashimoto et Sasaki 2019) et de maniére simultanée, les
cellules de I’Epi et de I’EPr se trient. Les cellules de I’Epi sont internalisées au coeur de la MCI
alors que les cellules de ’EPr forment un épithélium qui sépare I’Epi de la cavité. Les
mécanismes de ce tri restent encore trés peu connus, mais des études récentes montrent
I’importance de la variation de la fluidité des membranes cellulaire dans la MCI (Yanagida et
al. 2022). Cependant, les mécanismes impliqués dans ces différences de propriété membranaire

restent inconnus.
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C. Modele In vitro de I’épiblaste

Bien que I’embryon soit treés étudié pour un grand nombre d’aspects, beaucoup de
mécanismes restent encore incompris, et il en incombe au modele lui-méme. Le faible nombre
de cellules pour chaque tissu, et donc la faible quantité de matériel, fait qu’il est parfois tres
compliqué d’étudier des mécanismes tres précis. Pour aider alors a mieux comprendre comment
se déroule certains processus dans I’embryon, d’autres modéles issus de I’embryon ont été mis
en place. Ainsi, on peut utiliser des cellules souches trophoblastiques (TS) ou des cellules
souches de I’endoderme (XEN) si I’on veut étudier les dérivés du TE ou I’EPr respectivement.
Il existe aussi différents types de cellules souches qui présentent des caractéristiques communes
a I’Epi, les cellules Souches Embryonnaires (ES), les Cellules Souches Epiblastiques (EpiSC)
ou encore les Cellules Souches Pluripotentes induites (iPSC). Les cellules ES et les EpiSC sont
toutes issues de I’Epi d’embryons aux stade E4,5 et E6,5-E8,0 respectivement . Les iPSC sont
issues de la reprogrammation de cellules somatiques en cellules pluripotentes (Takahashi et
Yamanaka 2006)

Les cellules ES, les EpiSC et iPS sont notamment définies par deux critéres : leur
pluripotence et leur nature de cellules souches. La pluripotence est la capacité a former les trois
feuillets embryonnaires a 1’origine de n’importe quel tissu de I’individu : I’ectoderme, le
mésoderme, 1’endoderme ainsi que les cellules germinales. En tant que cellules souches, ces
cellules ont la capacité de s’auto-renouveler, c’est a dire de se multiplier a I’infini tout en
gardant leur état indifférencié.

Cependant méme si ces cellules peuvent aider a comprendre beaucoup de mécanismes
dans ces tissus, ce ne sont pas les mémes cellules que dans I’embryon, in vivo. Malgré de fortes
similitudes elles présentent aussi des différences qu’il faut prendre en compte lors des

expériences.
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Figure 14: Effets des différents milieux de culture sur les cellules ES

(A) Le LIF active la signalisation médiée par STAT3. Une fois phosphorylé, celui-ci active la transcription
de geéne de pluripotence. En parallele, BMP4 active la voie des SMAD qui a leur tour activent la
transcription des genes /d qui régulent positivement les geénes de pluripotence.

(B) Le CHIR99021 est un inhibiteur de GSK3f qui inhibe la B-Catenin. Une fois libérée, la B-Catenin
transloque dans le noyau pour lever I’inhibition de TCF3 sur les geénes de pluripotence. En parall¢le,
PD0325901 inhibe MEK qui active ERK en le phosphorylant. Sans p-ERK il n’y a alors pas d’inhibition de
la pluripotence. CHIR99021 et PD0325901 forment ensemble le cocktail « 2i ».
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1. Les cellules ES

La propriété principale des cellules ES est leur capacité a former des individus chiméres
lorsque ces cellules sont implantées dans un embryon pré-implantatoire. C’est ce qui est appelé
une pluripotence dite « naive ». Elles ont initialement été isolées de MCI de blastocystes mises
en culture sur des fibroblastes embryonnaires et dans du milieu avec du sérum (Evans et
Kaufman 1981; Martin 1981). Mais de nos jours, les fibroblastes sont remplacés par la
supplémentation du milieu avec du LIF (Leukemia Inhibitory Factor) qui permet de maintenir
les cellules ES indifférenciées (Smith et al. 1988; Stewart et al. 1992). De plus, le LIF permet
aussi I’isolation des cellules ES depuis les embryons sans fibroblastes (Nichols, Evans, et Smith
1990). L’activation conditionnelle de STAT3 (Signal Transducer and Activator of
Transcription 3), un acteur de la voie JAK/STAT, permet un maintien des cellules ES méme en
I’absence de LIF (Matsuda et al. 1999). A I’inverse, I’inhibition de la voie bloque I’action du
LIF et alors les cellules ES se différencient (Figure 13A) (Niwa et al. 1998). Ainsi, le role du
LIF se fait par I’intermédiaire de la voie JAK/STAT. Dans les embryons mutants pour les
récepteurs du LIF, il n’y a pas de défauts de développement de I’Epi, ce qui indique que la voie
LIF n’est pas requise in vivo pour le maintien des cellules pluripotentes (Li, Sendtner, et Smith
1995; Yoshida et al. 1996).

De la méme facon que le LIF permet de remplacer les fibroblastes, le sérum peut lui
aussi etre remplacé par du BMP4 (Bone Morphogenetic Protein 4) (Ying et al. 2003). De plus,
des expériences avec SMAD 6 et 7 qui sont des inhibiteurs des autres protéines SMAD, ainsi
qu’une activation constitutive de geénes cibles de la signalisation BMP, les genes Id (Inhibitor
of DNA binding, HLH protein) ont montré que 1’action du BMP4 se fait par I’intermédiaire de
ces différents acteurs (Figure 14A) (Ying et al. 2003).

En plus des signalisations LIF/STAT3 et BMP/SMAD/Id, d’autres signalisations ont

aussi été montrées comme impliquées dans le maintien des cellules ES. L’activation de la voie
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WNT et I’inhibition de MAPK/p-ERK permettent chacune un maintien de la pluripotence
(Kunath et al. 2007; Sato et al. 2004; Stavridis et al. 2007; Wray et al. 2011). Ainsi, la
combinaison d’inhibiteurs, le CHIR99021 et le PD184352, appelée le cocktail « 2i », permet
d’activer la voie WNT et d’inhiber la voie MAPK/p-ERK en méme temps. Le cocktail « 21 »
est suffisant pour maintenir les cellules ES en culture, méme sans LIF et sans sérum ou BMP4
(Figure 14B) (Ying et al. 2008). De plus, le cocktail « 2i », seul ou couplé avec le LIF, permet
un meilleur maintien de la pluripotence (Marks et al. 2012).

Il est possible de dériver des cellules uniques issues de MCI d’embryons au stade E4,5
(Boroviak et al. 2014). Ainsi, il semblerait que la capacité a donner des cellules pluripotentes
soit meilleure avec les cellules Epi au stade E4,5. En effet les cellules ES et Epi au stade E4,5
montrent un profil d’expression de genes trés similaire (Boroviak et al. 2014, 2015).

Parmi ces geénes en commun, certains sont caractérisés par leur importance dans le
maintien de 1’auto-renouvellement et de I’état indifférencié, ils sont alors appelés genes de
pluripotence. Le facteur de transcription OCT4 est I’'un des genes indispensables dans la
pluripotence des cellules ES. Sa délétion dans les cellules ES conduit a une perte de I’auto-
renouvellement ainsi qu’a la différenciation des cellules (Niwa, Miyazaki, et Smith 2000).

L’autre facteur indispensable dans la pluripotence des cellules ES est le facteur de
transcription SOX2. Sa délétion dans les cellules ES induit le méme phénotype que les cellules
ES délétées pour OCT4 (Masui et al. 2007). De plus, SOX2 et OCT4 sont des partenaires, ¢’est-
a-dire qu’ils se dimérisent pour se lier ensemble sur I’ADN et réguler la transcription des geénes
cibles (Ambrosetti et al. 2000; van den Berg et al. 2010). Enfin, et bien qu’il ne soit pas
strictement nécessaire, le facteur NANOG permet lui aussi de promouvoir un état de
pluripotence (Chambers et al. 2003; Mitsui et al. 2003). De plus NANOG cooccupe la plupart

des sites de fixation du dimére OCT4-SOX2 dans les cellules ES.
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Figure 15: Exemple d'une partie du réseau de génes impliqués dans la pluripotence

Le noyau de pluripotence constitué¢ de NANOG, OCT4 et SOX2 s’autorégule, mais régule aussi
I’expression d’autres facteurs du réseau, comme ESRRB et KLF4. Ces facteurs, seuls ou en
coopération avec d’autres facteurs, régulent a leur tour les autres membres du réseau. Il y a aussi
I’implication des voies de signalisation, comme par exemple avec la voie LIF/STAT3 qui agit sur
les facteurs NANOG et KLF4.
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NANOG, OCT4 et SOX2 forment a eux trois le noyau principal qui régule la
pluripotence dans les cellules ES (Chen et al. 2008; Kim et al. 2008).

Le réseau des facteurs impliqués dans le maintien de la pluripotence est un réseau tres
étendu et complexe. On peut noter un premier niveau de complexité avec les trois facteurs
NANOG, OCT4 et SOX2. Ces facteurs se régulent les uns les autres pour maintenir la
pluripotence (Figure 15) (Boyer et al. 2005; Kuroda et al. 2005; Loh et al. 2006; Masui et al.
2007; Rodda et al. 2005). Ensuite, il y a un deuxiéme niveau de complexité. Chacun de ces trois
facteurs régule et est régulé par d’autres geénes de la pluripotence, créant alors un vaste réseau
de facteurs interagissant les uns avec les autres, comme par exemple le facteur ESRRB
(Estrogen Related Receptor, Beta) qui est impliqué dans la pluripotence, et notamment 1’auto-
renouvellement (Ivanova et al. 2006). Il a été montré que ESRRB interagit avec NANOG,
OCT4 mais aussi SOX2 (van den Berg et al. 2010; Hutchins et al. 2013; Zhang et al. 2008). En
plus de se lier avec ces facteurs, ESRRB est aussi impliqué dans la régulation de leur expression,
comme par exemple OCT4 ou NANOG (Figure 15) (van den Berg et al. 2008; Zhang et al.
2008). Enfin, on peut ajouter un troisiéme niveau de complexité. Ces facteurs interagissent entre
eux mais peuvent aussi €tre impactés par des voies de signalisation impliquées dans le maintien
de la pluripotence. Par exemple, il a ét¢ montré que le facteur de transcription KLF4 (Kriippel
Like Factor 4) est en aval de la signalisation LIF/STAT3, et qu’il régule positivement
I’expression de SOX2 (Niwa et al. 2009). De plus, KLF4 peut se fixer sur les génes codant pour
NANOG et OCT4, et peut également former un complexe avec OCT4 et SOX2 pour
promouvoir la pluripotence (Jiang et al. 2008; Wei et al. 2009). Enfin, K/f4 est lui-méme régulé,
entre autres, par le complexe ESRRB-SOX2 (Figure 15) (Hutchins et al. 2013).

Ce réseau de pluripotence, et notamment 1’impact de ces facteurs de transcription, est
tellement important, que certains de ces facteurs peuvent a eux seuls induire la pluripotence

dans une cellule différenciée. La surexpression d’OCT4, SOX2, KLF4 ainsi qu’un autre facteur
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de transcription, c-MYC (Myelocytomatosis oncogene), suffit a elle seule a reprogrammer des
fibroblastes en cellules pluripotentes (Takahashi et Yamanaka 2006). Une fois reprogrammeées,
ces cellules présentent un profil treés similaire aux cellules ES. Elles expriment les genes de
pluripotence, et leur transcriptome est identique aux cellules ES (Stadtfeld et al. 2010). De plus
les iPSC sont elles aussi des cellules pluripotentes naives car elles ont aussi la capacité de
former des individus a part entiére lorsqu’elles sont intégrées dans un blastocyste (Boland et al.

2009; Kang et al. 2009; Zhao et al. 2009).
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Il. Facteurs de transcription impligués dans les premiéres
différenciations cellulaires

A plusieurs étapes du développement les cellules opérent un choix dans leur devenir au
sein de I’embryon. Lors des deux premiéres différenciations, elles se spécifient soit en cellules
du TE soit de la MCI, puis ensuite, au sein de cette MCI, soit en Epi soit en EPr. Bien que les
facteurs de transcription ne soient pas les seuls acteurs impliqués, ils jouent un roéle majeur lors
de ces étapes de différenciation. Ces facteurs forment souvent un réseau dans lequel ils se
régulent les uns les autres afin de promouvoir et de maintenir la nouvelle identité de la cellule.
Il est rare qu’un facteur fonctionne seul dans la régulation de la spécification, cependant certains

présentent un rdle prépondérant durant ces processus.

A. 1¢¢ Différenciation

La différenciation des cellules du TE est principalement médiée par la voie Notch et la
voie HIPPO avec le facteur de transcription en aval, TEAD4. Lorsque la voie HIPPO est
inactive, TEAD4 induit la transcription des genes spécifiques du TE, dont les facteurs de
transcription CDX2 et GATA3 (Ralston et al. 2010; Yagi et al. 2007). 1Is sont les trois facteurs
clé de la différenciation en TE. Cependant, d’autres facteurs pourraient étre impliqués dans la
différenciation entre TE et MCI, comme par exemple SOX21 (Goolam et al. 2016; Kuzmichev

etal. 2012).

1. TEAD4

TEADA4 est un des facteurs de transcription clé de la spécification du TE. Son ARNm
est détecté des le stade 2 ou 4-cellules selon les études. La protéine commence a étre exprimée
au stade 4-cellules et est exprimée au stade 8-cellules dans tous les blastomeres. Lors de la
formation du blastocyste, TEAD4 est restreint dans les cellules du TE et son expression diminue

dans les cellules de la MCI (Home et al. 2012; Nishioka et al. 2008; Yagi et al. 2007).
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Les embryons mutants pour 7ead4 présentent un défaut de différenciation du TE, il y a
une perte de ’expression de CDX2 et de GATAS3. De plus il y a un défaut de formation de la

cavité et les embryons meurent au stade E6,5 (Figure 16) (Nishioka et al. 2008; Ralston et al.
2010; Yagi et al. 2007). Au stade 8-cellules, des expériences dans les embryons Tead4”” ont

montré 1’expression de SOX2, alors qu’il est absent dans les embryons controles. TEAD4
régule donc négativement 1’expression de SOX2 a ce stade. De plus, TEAD4 peut se lier
directement sur le promoter de SOX2, cette inhibition pourrait alors se faire de maniére directe
(Frum, Watts, et Ralston 2019). De plus, lorsque I’expression de TEAD4 est inhibée, il y a un
défaut de la régulation de I’actine ainsi que de la mise en place de la polarité dans les
blastomeres au stade 8-cellules (Zhu et al. 2020). Or la polarité régule, entre autres, la voie
HIPPO au stade suivant lors de la différenciation entre TE et MCI (Anani et al. 2014), et cette
voie HIPPO régule I’activité transcriptionnelle de TEAD4. Dans les cellules externes, la voie
HIPPO est inactive et le cofacteur YAP transloque dans le noyau pour activer, avec TEADA4,
I’expression des génes du TE (Figure 6). YAP et TEAD4 sont dépendants 1’un de I’autre pour
cette activité transcriptionnelle (Nishioka et al. 2009; Zhao et al. 2008).

Il semblerait donc que TEAD4 inhibe I’expression SOX2 au stade 8-cellules, et que lors
de la différenciation entre TE et MCI, les cellules externes, via I’inactivation de la voie HIPPO,
maintiennent cette inhibition. En revanche, dans les cellules internes, il y a une levée de cette
inhibition de SOX2. Cependant les mécanismes de cette dérépression sont encore inconnus.
L’inhibition de I’expression de TEAD4 dans certains blastomeéres, aux stades 2 ou 8-cellules,
montre que les cellules de la MCI issues de ces blastomeres se spécifient plus souvent en Epi
que les cellules issues des autres blastoméres (Mihajlovi¢, Thamodaran, et Bruce 2015). Bien
que les auteurs ne formulent pas cette hypothése, il se pourrait que la levée de I’inhibition
médiée par TEAD4 n’impacte pas que SOX2, mais qu’elle jouerait aussi un role dans la

spécification en Epi.
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Figure 17: Modéle de I’altération de la localisation nucléaire de TEAD4 dans les cellules de
la MCI

Dans les cellules externes, la forte concentration de TEAD4 facilite sa localisation nucléaire. Dans
le noyau, TEAD4 se fixe sur ses genes cibles avec YAP qui n’est pas inhibé par la voie HIPPO, et
active la transcription des geénes du TE et I’inhibition de SOX2. Dans les cellules internes, la faible
concentration de TEAD4 ne permet pas sa translocation dans le noyau. De plus, YAP est inhibé par
la voie HIPPO. Il n’y a alors pas de transcription des génes du TE et pas d’inhibition de SOX2.
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Figure 18: Altération de la localisation nucléaire de TEADA4 dans les cellules ES (Adapté de
Home et al. 2012)

(A) Immunofluorescence de TEAD4 et YAP sur cellules ES. (B) Analyse quantitative de
I’occupation de TEAD4 sur ses genes cibles par ChIP dans des cellules ES non différenciées.
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Dans les cellules externes, TEAD4 est exprimé et localisé dans le noyau, mais bien qu’il
soit toujours exprimé dans les cellules internes, sa localisation subcellulaire est incertaine.
Selon certaines études, TEAD4 serait localisé dans le noyau des cellules internes (Nishioka et
al. 2008). Mais I’activation de la voie HIPPO dans ces cellules bloque la translocation de YAP
dans le noyau. Selon ce modéle, si TEAD4 est dans le noyau, et méme s’il est fixé sur le
promoter de Sox2, I’absence de YAP empécherait la répression transcriptionnelle médiée par
TEAD4 dans ces cellules (Figure 17). Selon une autre étude, TEAD4 serait localisé dans le
cytoplasme des cellules internes. Cette exclusion de TEAD4 du noyau serait accompagnée par
une baisse de la fixation de TEAD4 sur ses geénes cibles dans les cellules internes comparée aux
cellules externes (Figure 17) (Home et al. 2012). Dans ce cas, la non-activation des génes du
TE et la dérépression de SOX2 seraient expliquées par I’absence de TEAD4 dans le noyau et
donc I’absence de TEAD4 sur I’ADN. De maniere intéressante, si TEAD4 est surexprimé dans
les cellules de la MCI, il est observé une expression ectopique de CDX2 dans ces cellules
(Home et al. 2012). Il se pourrait alors qu’au-dela de la localisation subcellulaire de TEAD4 et
de I’activité co-transcriptionnelle de YAP, les niveaux d’expression de ce facteur soit le
véritable ¢lément influencant son activité.

Il est a noter que dans cette méme étude, les auteurs observent aussi une localisation
cytoplasmique de TEAD4 dans les cellules ES (Figure 18A). De plus, comme dans les cellules
de la MCI, TEAD4 est faiblement li¢ a ses genes cibles tels que Cdx2 et Gata3 (Figure 18B)
(Home et al. 2012). En revanche, I’induction de 1’expression de TEAD4 dans les cellules ES
entraine une relocalisation nucléaire de TEAD4 et une forte augmentation de la fixation de
celui-ci sur ses geénes cibles (Home et al. 2012). Ainsi, les niveaux de TEAD4 sont importants
pour sa localisation subcellulaire et pour sa fixation sur I’ADN. Méme si ces résultats semblent
étre en accord avec ceux de la surexpression de TEAD4 dans la MCI, il n’a pas été étudié si

I’augmentation de la fixation de TEAD4 sur ses genes cibles était suivie d’une augmentation
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ou d’une répression de I’expression de ceux-ci.

Contrairement aux cellules ES, TEAD4 est fortement exprimé dans cellules TS. Les
embryons 7 ead4”" ne permettent pas la dérivation de ces cellules, TEAD4 est donc nécessaire

dans ce processus (Nishioka et al. 2008; Yagi et al. 2007). Dans les cellules TS, TEAD4 est
localisé dans le noyau et se fixe sur les promoters de ses génes cibles comme Cdx2 et Gata3 et
régule leur expression. TEAD4 peut se fixer aussi sur le promoter des génes de pluripotence
comme Nanog et Pou5f1 (POU domain, class 5, transcription factor 1), qui code pour le facteur
OCT4, mais I'impact de cette fixation n’a pas été étudié (Tomikawa et al. 2020). Il est
intéressant de noter que les sites de fixation de TEAD4 sont souvent situés a proximité de sites
de fixation de certains de ces facteurs de pluripotence et notamment des facteurs comme
NANOG et SOX2 (Home et al. 2012). Il est donc possible que certains genes régulés par
NANOG et SOX2 soient aussi régulés par TEADA4.

TEAD4 est un des facteurs de transcription clé de la différenciation entre le TE et la
MCI. Dans le TE, il régule positivement 1’expression des facteurs CDX2 et GATA3 et il régule
négativement 1’expression de SOX2. A I’inverse dans la MCI, la voie HIPPO bloque ’activité
de TEAD4, les genes du TE ne sont pas exprimés et SOX2 n’est pas réprimé. Cependant,
certaines données montrent un lien entre TEAD4 et la pluripotence, voir potentiellement avec
la spécification en Epi. Il se pourrait donc que TEAD4 ait un rdle dans la deuxieme

différenciation.

2. SOX21

SOX21 estun répresseur transcriptionnel et il a surtout été étudié¢ dans la différenciation
neuronale (Matsuda et al. 2012; Sandberg, Kéllstrom, et Muhr 2005; Uchikawa, Kamachi, et
Kondoh 1999; Whittington et al. 2015). Mais il a trés peu été étudi¢ dans I’embryon

préimplantatoire. Il commence a étre exprimé au niveau ARNm et protéine a partir du stade 4-
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Figure 19: Impacte de I'inhibition de I'expression de SOX21 dans le blastocyste (Issu de
Goolam et al. 2016)

(A) Contribution aux différents lignages de blastomeéres injectés avec un siRNA contre Sox2/
comparés a des blastomeres injectés avec un siRNA controle. (B) Expression de Cdx2 et Sox21 dans
des blastomeres injectés avec un siRNA contre Sox2/ comparés a des blastomeres contrdles.
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Figure 20: Effet de I’inhibition de SOX21 lors de la surexpression de SOX2 dans les cellules
ES ou d’OSKM dans les iPSC (Issu de Kuzmichev et al. 2012)

(A) Pourcentage de cellules CDX2 positives dans des cellules ES traitées au BMP4 pendant 4 jours,
sans (-DOX) ou avec (+DOX) surexpression de SOX2. (B) Méme graphique qu’en (A) mais dans
des cellules +DOX traitées avec un siRNA contrdle ou contre Sox2/. (C) Nombre de colonies
positives pour SSEAT1 dans des iPSC traitées avec un siRNA controle ou contre Sox21. SSEAT1 est
un marqueur de pluripotence.
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cellules. 11 est exprimé de maniere hétérogeéne aux stades 4 et 8-cellules et son expression au
niveau ARNm diminue a partir de 4-cellules jusqu’au stade 32-cellules ou il est exprimé tres
faiblement (Goolam et al. 2016).

Les embryons mutants pour Sox2/ survivent pendant le développement mais les souris
issues de ces embryons naissent avec des défauts au niveau de la peau et des follicules pileux
entre autres (Kiso et al. 2009). Les blastomeres dans lesquels 1’expression de SOX21 a été
inhibée participent majoritairement au TE (Figure 19A). Ces cellules effectuent moins de
divisions asymétriques et elles expriment plus souvent et plus fortement CDX2 (Figure 19B)
(Goolam et al. 2016). Il semblerait donc que SOX21 joue un role lors de la différenciation entre
TE et MCI, et que son action inhibe la spécification du TE. Mais on connait treés peu le role de
SOX21 dans la deuxieme différenciation. SOX21 n’est pas exprimé dans les embryons
sauvages au stade 90-cellules, mais il est exprimé dans les embryons DKO. De plus, il a été
montré que les cellules de la MCI de ces embryons ne se différencient pas (Alleégre et al. 2022).
Il se pourrait alors que SOX21 ait un role dans le maintien de cet état indifférencié.

Des ¢études sur les cellules souches nous ont permis d’étudier un peu plus les liens entre
SOX21 et des geénes exprimés pendant le développement embryonnaire. Notamment, il a été
montré que SOX21 était en aval de SOX2 pour I’inhibition de CDX2 dans les cellules ES et
pour la reprogrammation en iPSC (Figure 20) (Kuzmichev et al. 2012).

De manicre intéressante, SOX21 est fortement exprim¢ dans les cellules TS. Sa
surexpression induit majoritairement une différenciation en neuroectoderme, mais aussi
I’expression de genes du TE, ce qui confirme le lien entre SOX21 et le lignage du TE. (Figure
21) (Chakravarthy et al. 2011; Kuales et al. 2015; Moretto Zita et al. 2015; Ralston et al. 2010).
Cependant, ces résultats contrastent avec son role dans 1’inhibition de CDX2 et montrent que
la fonction de SOX21 semble étre différente selon le contexte dans lequel il est exprimé. Enfin,

la surexpression de SOX21 dans les cellules ES est accompagnée par la baisse de
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Figure 21: Effet de la surexpression de SOX21 dans les cellules ES (Issu de Mallanna et al.
2010)

Analyse quantitative par RT-qPCR de génes impliqués dans différents lignages suite a la
surexpression de SOX21 dans des cellules ES pendant 48 heures. Les résultats sont montrés en
valeur moyenne de la différence de la valeur du Ct (Cycle seuil) entre des cellules non induites et
des cellules induites.
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I’expression de genes de pluripotence comme Nanog ou Fgf4 (Figure 21) (Mallanna et al.
2010). Il est a noter que SOX21 est un répresseur transcriptionnel, mais aussi qu’il peut se fixer
sur les enhancers de Fgf4 et Nanog (Ng et al. 2012). 11 se pourrait donc que la répression de ces
genes se fasse de maniere directe par SOX21.

Les quelques études sur SOX21 semblent indiquer qu’il joue un rdle dans le lignage du
TE, que ce soit lors de sa spécification ou dans ses dérivés. Dans la différenciation neuronale,
SOX21 est un facteur qui permet le maintien de 1’état progéniteur et inhibe la différenciation
(Whittington et al. 2015). Dans les cellules ES, SOX21 peut influer sur I’expression de Nanog
et Fgf4, et dans les embryons DKO, I’expression de SOX21 est maintenue. Il se pourrait donc
qu’il ait un réle similaire dans I’embryon en bloquant la spécification en Epi et en maintenant

donc un état indifférencié des cellules de 1la MCI.
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Figure 22: Impacte de la délétion de Nanog sur la formation du TE et la maturation de I'EPr
(Adapté de Messerschmidt et al. 2010)

Immunofluorescence de NANOG et CDX2 (A) ou GATA4 et OCT4 (B) dans des blastocystes
contréles ou mutants pour Nanog. Les lignes en pointillé délimitent la MCI. Les fleches
jaunes indiguent les cellules positives pour NANOG et les blanches les futures cellules de
PEPr. Bar = 50um.
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B. 2°™ différenciation

Lors de la seconde phase de différenciation, les cellules de la MCI se spécifient soit en
EPr soit en Epi. Les facteurs de transcription NANOG, SOX2 et OCT4 sont les acteurs majeurs
de la spécification en Epi, NANOG étant strictement nécessaire pour ’initiation de celle-ci
(Allegre et al. 2022; Avilion et al. 2003; Frankenberg et al. 2011; Le Bin et al. 2014; Mitsui et
al. 2003; Nichols et al. 1998; Wicklow et al. 2014). Ces trois facteurs sont aussi impliqués dans
la régulation de la pluripotence dans les cellules ES qui sont issues des cellules Epi (Chambers

et al. 2003; Masui et al. 2007; Nichols et al. 1998).

1. NANOG

Dans I’embryon, NANOG est un facteur nécessaire pour la formation de I’Epi. Son
ARNmM est détecté des le stade 4-cellules ( Guo et al. 2010). Au stade 16-cellules, NANOG est
exprimé dans tous les blastomeres, internes et externes, et de facon hétérogeéne, mais a partir
des stades 16 et 32-cellules, il commence a étre restreint aux cellules de la MCI (Chambers et

al. 2003; Dietrich et Hiiragi 2007; Guo et al. 2010; Mitsui et al. 2003). Il est exprim¢ dans les

embryons Oct4”" et les embryons Sox2”", sa mise en place n’est donc pas dépendante de ces

facteurs (Chambers et al. 2003; Wicklow et al. 2014). Dans les blastocystes Cdx2”", NANOG

est exprimé de maniére ectopique dans les cellules externes (Strumpf et al. 2005). La restriction
de NANOG dans la MCI est donc dépendante de CDX2, méme si au stade 8-cellules le profil
d’expression de NANOG est indépendant de celui de CDX2 (Dietrich et Hiiragi 2007). Mais
dans les embryons Nanog”, le blastocyste se forme correctement, et CDX2 est restreint aux
cellules du TE (Figure 22A). De plus, il y a autant de cellules dans la MCI des embryons
mutants que dans les embryons contréles (Frankenberg et al. 2011; Messerschmidt et Kemler
2010). NANOG n’a donc pas de role dans la formation du blastocyste ni dans la premiere

différenciation.
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Aux stade 16-cellules NANOG et GATAG6 sont coexprimés. Lors de la deuxiéme
différenciation ils sont restreints de manicre exclusive dans I’Epi et I’EPr, respectivement,
suivant un patron dit en « poivre & sel » (Chazaud et al. 2006; Guo et al. 2010; Plusa et al.
2008). NANOG est strictement nécessaire pour I’initiation de la spécification en Epi, mais pas

suffisant (Figure 13) (Allegre et al. 2022). Dans les embryons Nanog'/ ", toutes les cellules de

la MCI expriment GATAG6, mais peu de cellules expriment SOX17, GATA4 ou PDGFRA, ce
qui indique un défaut de maturation de I’EPr (Figure 22B) (Frankenberg et al. 2011;
Messerschmidt et Kemler 2010). L’injection de cellules ES dans le blastocyste d’embryons
Nanog'/ " permet un sauvetage phénotypique de I’Epi mais aussi de I’EPr (Messerschmidt et
Kemler 2010). De plus, les cellules de I’EPr expriment SOX7 et GATA4 méme lorsque
I’expression de Nanog est inhibée de fagon mosaique (Frankenberg et al. 2011). Ces résultats
montrent que NANOG est aussi nécessaire de maniere non-autonome a la cellule pour la
maturation de I’EPr. La formation et la maturation de I’EPr sont dépendantes de la signalisation

FGF (Chazaud et al. 2006; Kang et al. 2017; Krawchuk et al. 2013; Nichols et al. 2009;

Yamanaka et al. 2010). Dans les embryons Nanog'/ ",1l y aune absence de I’expression de Fgf4

(Frankenberg et al. 2011). Enfin, le traitement d’embryons Nanog - avec du FGF4 permet de

rétablir la maturation de I’EPr, avec I’expression de SOX17 ou GATA4 (Frankenberg et al.
2011). Le role non autonome a la cellule de NANOG sur I’EPr se fait donc par I’expression et
la sécrétion de FGF4.

Dans les cellules ES, NANOG est impliqué dans le maintien de la pluripotence (Mitsui
et al. 2003). Il se fixe sur les promoters de plusieurs génes de pluripotence pour réguler
positivement leur expression, comme Rex/, Sox2 ou Esrrb (Loh et al. 2006; Shi et al. 2006).
Mais NANOG réprime aussi I’expression de genes de différenciation tels que Gata6 ou Cdx2
(Chen et al. 2009; Singh et al. 2007). 11 a ét¢ montré que NANOG peut se dimériser, que ce soit

pour former des homodimeéres, ou bien des hétérodimeéres, comme avec les facteurs OCT4,
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SOX2, DAXI1 ou ZFP281 (Gagliardi et al. 2013; Wang et al. 2006). De plus, la mutation de la
séquence codant pour la région de la protéine impliquée dans cette dimérisation entraine une
perte de I’activité transcriptionnelle de NANOG. Cette capacité de formation d’homodimere ou
d’hétérodimere est donc nécessaire a ’activité de NANOG (Gagliardi et al. 2013; Mullin et al.
2008; Wang, Levasseur, et Orkin 2008).

La délétion de Nanog dans les cellules ES entraine une différenciation de ces cellules
principalement en endoderme avec l’expression de GATA6 et GATA4, mais aussi en
trophectoderme avec I’expression de CDX2, en mésoderme avec 1’expression T (Brachyury, T-
box transcription factor T), ou en neuroectoderme avec I’expression de NRP2 (Neuropilin 2)

(Chambers et al. 2007; Chen et al. 2009; Loh et al. 2006; Mitsui et al. 2003; Singh et al. 2007).
De plus, les cellules de la MCI d’embryons Nanog'/' donnent des cellules endodermiques

lorsqu’elles sont mises en culture (Frankenberg et al. 2011; Mitsui et al. 2003). Cependant il
est important de noter que la délétion de Nanog n’entraine pas toujours la différenciation.
Certaines cellules ES Nanog‘/ " maintiennent un état de pluripotence malgré I’absence de
NANOG. Bien que ces cellules présentent une baisse de la capacité d’auto-renouvellement,
elles sont capables de coloniser les blastocystes et de participer a la formation des trois feuillets
embryonnaires, mais pas des PGCs (Progéniteurs des Cellules Germinales) (Chambers et al.
2007; Silva et al. 2009). Ainsi, bien qu’il soit impliqué dans le maintien de la pluripotence,

NANOG n’est pas strictement nécessaire pour celle-ci. Néanmoins, les cellules ES Nanog” i

ont une pluripotence instable et se différencient plus souvent comparées a des cellules Nanog+/ -

(Hatano et al. 2005). La surexpression de NANOG dans ces cellules ES permet le maintien de
la pluripotence méme en I’absence de LIF dans le milieu de culture et méme lors d’une
différenciation forcée avec un traitement a 1’acide rétinoique. Cependant elle n’est pas
suffisante pour maintenir un état indifférencié dans les cellules ES si le facteur OCT4 est déplété

(Chambers et al. 2003; Loh et al. 2006; Mitsui et al. 2003).
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Figure 23 : Expression hétérogéne de NANOG dans les cellules ES

(A) Immunofluorescence de NANOG et OCT4 sur cellules ES Nanog+/GFP ou un des all¢les
codant pour Nanog a été remplacé par la séquence codante de la GFP (Issu de Chambers et al.
2007). (B) RT-qPCR sur les populations de cellules ES Nanog®W et NanogH!'H (Adapté de Singh
et al. 2007).
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Figure 24: Expression allélique de Nanog dans les cellules ES et I'embryon (Adapte de
Miyanari et al. 2012)

RNA-FISH de I’ARNm naissant de Nanog et Oct4 sur cellules ES cultivées en Serum/LIF ou 2i/LIF
(A) ou sur blastoméres d’embryons a différents stades (B). Les proportions de I’expression allélique
de Nanog dans les cellules ES et les blastomeres sont présentées en A’ et B’, respectivement.

EBL et LBL signifient Blastocyste précoce et Blastocyste tardif respectivement. *, p = 8.8x107 ;
*k p < 3.1x1073 ; *** p = 1.0x10"%. Les lignes en pointillé délimitent le noyau, n = nombre
d’embryon et bar = 2um.
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I1 a été montré que la surexpression de NANOG est suivie d’une augmentation de 1’expression
d’OCT4, ESRRB et NROB1 (Nuclear receptor subfamily 0, group B, member 1), qui est un
autre facteur impliqué dans le maintien de la pluripotence. Cette surexpression est aussi
accompagnée de la répression de GATAG6, mais les facteurs de pluripotence SOX2 et REST
(RET1-silencing transcription factor) ne sont pas impactés (Loh et al. 2006; Singh et al. 2007).
Il est intéressant de remarquer que NANOG est exprimé de maniere hétérogeéne entre
les cellules dans une colonie de cellule ES cultivée en Serum /LIF (Figure 23A) (Chambers et
al. 2007; Kalmar et al. 2009; Miyanari et Torres-Padilla 2010; Ochiai et al. 2014; Singh et al.
2007). 11 existe alors deux populations, des cellules exprimant fortement NANOG, appelées
NanogH'CH, et des cellules exprimant des niveaux faibles de NANOG, appelées Nanogt oW
(Singh et al. 2007). Ces deux populations ne présentent pas le méme profil d’expression de
génes. Les cellules NanogSH expriment aussi OCT4, SOX2 et REX1, mais pas GATAG®, alors
que les cellules Nanog"©V expriment GATA6 et OCT4, mais pas SOX2 ni REX1 (Figure 23B).
De plus, ces différentes populations n’ont pas le méme potentiel de différenciation. Les cellules

HIGH neyvent se différencier en endoderme, mésoderme ou ectoderme, alors que les

Nanog
cellules Nanog"©®W ne se différencient qu’en endoderme (Singh et al. 2007). 11 a été proposé un
modéle ou les cellules Nanog"'H transitionnent en cellules Nanog"©WV de maniére stochastique,
mais que cet état Nanog©VW est un état instable et que le réseau de pluripotence redirige alors la
cellule vers 1’état NanogH'oH (Kalmar et al. 2009).

Il a été¢ montré que 1’expression de Nanog était principalement mono-allélique dans les
cellules ES (Miyanari et Torres-Padilla 2012). Cependant, lorsque les cellules sont mises en
culture avec du « 2i », la plupart des cellules expriment Nanog de maniére bi-allélique (Figure
24A) et NANOG est exprimé de maniere plus homogene entres les cellules (Miyanari et Torres-

Padilla 2012). L’expression mono-allélique de NANOG est donc un facteur a 1’origine de son

expression hétérogene. Cependant, méme si I’expression de NANOG est plus homogene,
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il existe toujours des fluctuations (Abranches et al. 2014). Il a été montré par RNA-FISH de
I’ARN naissant qu’aux stades 2, 4 et 8-cellules I’expression de Nanog est mono-allélique et
qu’elle est hétérogene entre les blastomeres, mais lors de la spécification en Epi, elle devient

bi-allélique (Figure 24B). Il y a donc un profil similaire entre I’embryon et les cellules ES. De
plus, dans les embryons Nanog” " il est observé un retard dans la formation de I’EPr et moins

de cellules dans la MCI des blastocystes tardifs (Miyanari et Torres-Padilla 2012). Une
expression bi-allélique de Nanog est nécessaire pour la bonne mise en place de I’Epi dans
I’embryon, mais permet aussi un meilleur maintien de la pluripotence dans les cellules ES.

Les niveaux d’expression de NANOG ont un impact sur son rdle dans les cellules ES,
c’est pourquoi il est étroitement régulé par d’autres facteurs de pluripotence comme ESRRB,
KLF4, TCF3 (van den Berg et al. 2008; Pereira, Yi, et Merrill 2006; Zhang et al. 2010). La voie
FGF régule négativement I’expression de NANOG et la signalisation LIF, via le facteur TBX3,
la régule positivement (Hamazaki et al. 2006; Niwa et al. 2009; Silva et al. 2009). De maniére
intéressante NANOG effectue un rétrocontrdle négatif sur sa propre expression (Navarro et al.
2012).

NANOG joue un role majeur dans les cellules ES et le développement de I’embryon. 11
n’est pas strictement indispensable dans les cellules ES. Cependant, dans 1’embryon, il n’est
pas suffisant pour initier la spécification de I’Epi, et les facteurs qui agissent autour de lui sont

encore inconnus (Allégre et al. 2022).

2. SOX2

SOX2 est impliqué dans le maintien de la pluripotence a la fois dans I’embryon et dans
les cellules ES. 1l fait partie de la méme famille que SOX21, mais contrairement a ce dernier,
SOX2 est un activateur de la transcription (Uchikawa et al. 1999). Les embryons mutants pour

Sox2 forment un blastocyste mais meurent peu de temps aprés I’implantation au stade E6,5.
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Figure 25: Mise en place de I'expression de SOX2 au cours du développement
Immunofluorescence de SOX2 aux stades 2-cellules (A, Issu de Pan & Schultz, 2011) et 4-cellules
(B, Issu de White et al. 2016).
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Figure 26: Effet de la voie HIPPO sur la restriction de SOX2 dans le blastocyste

(A) Immunofluorescence sur embryons dans lesquels il a été injecté, dans un des deux blastomeres
au stade 2-cellules, de ’ARNm d’une forme de YAP1 constitutivement active et d’ARNm pour une
GFP localisée dans le noyau (NLS-GFP). Le NLS-GFP permet de suivre les cellules issues du
blastomére injecté. Les fleches indiquent les cellules injectées dans lesquels SOX2 n’est pas
exprimé (Adapté de Frum et al. 2018). (B) Immunofluorescence de YAP, SOX2 et E-Cadhérine au
stade 64-cellules dans des embryons injectés au stade 2-cellules avec de I’ARNm de $-Globin ou
Lats2. Lats2 permet d’activer la voie HIPPO et B-Globin sert de controle a I’injection. Les
astérisques indiquent une expression ectopique de SOX2. Bar = 20um (Adapté de Wicklow et al.
2014).
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L’injection de cellules ES dans des blastocystes mutants pour Sox2 permet de réaliser un
sauvetage phénotypique de ces embryons, ce qui montre que les embryons Sox2”" présentent

un défaut de formation de I’Epi (Avilion et al. 2003). SOX2 est détecté des le stade 2-cellules
(Figure 25A) (Pan et Schultz 2011), et ensuite aux stades 4-cellules, 8-cellules et 16-cellules
(Figure 25B) (Avilion et al. 2003; Frum et al. 2019; Mistri et al. 2018; White et al. 2016).

SOX2 est présent au stade 2-cellules, cependant, la délétion maternelle et zygotique de
Sox2 n’impacte pas les premiers stades du développement (Wicklow et al. 2014). Au stade 4-
cellules, il se lie a I’ADN de maniere hétérogene entre les blastomeres. Les blastoméres avec
un plus long temps de liaison de SOX2 a ’ADN participent majoritairement a la MCI (White
et al. 2016).

SOX2 est exprimé au stade 16-cellules, stade auquel il est restreint aux cellules de la
MCI. La délétion de Tead4 induit une expression ectopique de SOX2 (Figure 7A) (Wicklow
et al. 2014) et la surexpression d’une forme constitutivement active de YAP dans les cellules
internes entraine une inhibition de SOX2 (Figure 26A) (Frum, Murphy, et Ralston 2018). De
plus I’activation forcée de la voie HIPPO dans les cellules externes, par surexpression de
LATS2, induit une expression ectopique de SOX2 (Figure 26B) (Wicklow et al. 2014). La
restriction de SOX2 dans les cellules internes est donc, entre autres, régulée par la voie HIPPO
et le complexe TEAD4/Y AP.

La présence d’une cavité et I’absence d’expression ectopique de geénes du TE dans la
MCI des embryons mutants pour Sox2 montrent qu’il n’est pas nécessaire ni pour la formation
du blastocyste ni pour la différenciation entre TE et MCI (Avilion et al. 2003; Wicklow et al.
2014). L’expression de I’ARNm de Sox2 augmente fortement a partir du stade 16-cellules ainsi
que I’expression de la protéine (Guo et al. 2010; White et al. 2016). Il est d’abord exprimé dans
toutes les cellules de la MCI et il est ensuite restreint aux cellules exprimant uniquement

NANOG, mais plus tardivement que celui-ci (Wicklow et al. 2014).
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Comme pour NANOG, dans les embryons traités au FGF4, il n’y a pas d’expression de
SOX2, et a I'inverse, dans les embryons traités avec des inhibiteurs de cette voie, SOX2 est
exprimé dans toute la MCI (Wicklow et al. 2014). SOX2 est donc un marqueur de I’Epi. SOX2
est exprimé dans les embryons mutants pour Nanog mais aussi de maniere hétérogeéne dans les
embryons DKO au stade 64-cellules (Allegre et al. 2022; Frum et al. 2019), ce qui montre que

NANOG n’est pas nécessaire pour la mise en place de son expression. Cependant, dans les
embryons Nanog’/ °, la quantité de protéine SOX2 est fortement réduite au stade E4,25. Le
maintien de I’expression de SOX2 est donc dépendant de NANOG. Les mémes résultats ont

été observés avec des embryons Oct4”. Mais il est observé un phénotype encore plus sévére

dans les embryons Nanog'/ " et Oct4”. Ces embryons présentent une forte réduction de

I’expression de SOX2 des le stade 64-cellules (Frum et al. 2019), montrant une redondance ou
une complémentarité entre NANOG et OCT4 dans la régulation de SOX2 a ce stade du
développement.

De la méme fagon, dans les embryons mutants pour Sox2, les expressions de NANOG
et d’OCT4 ne sont pas impactées au stade 64-cellules, mais SOX2 est nécessaire pour le
maintien de I’Epi au stade E4,5 (Mistri et al. 2018; Wicklow et al. 2014). En revanche, la
délétion de Sox2 induit une diminution de 1’expression de Fgf# ainsi que le nombre de cellules
positives pour SOX17 de maniére non autonome a la cellule, alors que le nombre de cellules de
la MCI reste inchangé (Mistri et al. 2018; Wicklow et al. 2014). Ces résultats suggerent alors
que SOX2 est impliqué dans la deuxieme différenciation, cependant il n’a pas été étudié s’il
impacte seulement 1’expression de FGF4 ou s’il a un impact plus général sur la spécification en
Epi.

Comme NANOG, SOX2 est exprimé dans les cellules ES dans lesquelles il est
nécessaire pour le maintien de la pluripotence et de 1’auto-renouvellement. De plus, les

embryons mutants pour Sox2 ne permettent pas de dériver les cellules ES (Avilion et al. 2003).
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Il a notamment été montré qu’il se lie avec OCT4 et que cette liaison nécessite la présence
d’ADN avec le motif de fixation du dimere, Oct:Sox (Ambrosetti et al. 2000; Mistri et al. 2018).

Le complexe SOX2-OCT4 régule un grand nombre de geénes impliqués dans la
pluripotence comme Fgf4, Nanog, Utfl (Undifferentiated embryonic cell transcription factor 1)
mais aussi Sox2 et Oct4 eux méme (Chen et al. 2008; Chew et al. 2005; Kuroda et al. 2005;
Nishimoto et al. 1999; Okumura-Nakanishi et al. 2005; Rodda et al. 2005; Tomioka et al. 2002).
La mutation de son site de fixation sur le promoter de Nanog induit une baisse de 1’activité¢ du
promoter (Mistri et al. 2018). De plus, la liaison a I’ADN du dimére SOX2/OCT4 peut dépendre
du niveau d’expression de SOX2. En effet il a été montré que la formation du complexe SOX2-
OCT4 sur I’enhancer de Fgf4 nécessite une plus forte concentration de SOX2 comparée a la
formation du complexe sur les génes Nanog ou Utfl (Mistri et al. 2018).

L’interaction de SOX2 avec ses différents partenaires a aussi un role dans la régulation
des genes par SOX2. Par exemple, SOX2 peut se fixer seul mais ne peut pas activer seul la
transcription de Fgf4, il a besoin d’OCT4 (Yuan et al. 1995). De la méme fagon, SOX2 peut
interagir physiquement avec NANOG, mais la mutation sur SOX2 du site de liaison entre les
deux protéines induit une baisse de I’expression de genes de pluripotence tels que Rex/
(Gagliardi et al. 2013). Enfin, en plus de NANOG et d’OCT4, SOX2 peut agir avec d’autres
facteurs de pluripotence comme ESRRB, avec lequel il active I’expression de Nr0b1 qui permet
le maintien de I’état naif des cellules ES (Hutchins et al. 2013).

En plus d’impacter sa liaison avec OCT4, les niveaux d’expression de SOX2 sont
importants dans le maintien de la pluripotence des cellules ES. L’augmentation de I’expression
de SOX2 induit une différenciation des cellules ES en neuroectoderme avec entre autres
I’expression de génes tels que Six6 (Sine oculis-related homeobox 6) et Neuropilin (Kopp et al.
2008; Zhao et al. 2004). En plus de cette différenciation, il est aussi observé une baisse de

I’expression des geénes de pluripotence comme Nanog, Fgf4 mais aussi Sox2 lui- méme
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Figure 27: Impacte de la déplétion de Sox2 dans les cellules ES (Adapté de Adachi et al.
2013)

Changement des niveaux d’expression de marqueurs de différents lignages aprés déplétion de Sox2
dans des cellules ES comparé a des cellules ES controles.
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(Boer et al. 2007; Kopp et al. 2008).

SOX2 fait partie du groupe de facteurs de transcription impliqués dans la
reprogrammation en iPSC, OSKM (OCT4, SOX2, KLF4 et c-MYC) (Takahashi et Yamanaka
2006). 11 est intéressant de noter que la surexpression d’OSKM dans les cellules ES induit une
inhibition du géne Sox2 endogene, et que cette inhibition se fait par I’inhibition de I’effecteur
de la voie PI3K/AKT, FOXO1 (Forkhead box O1) (Ormsbee Golden, Wuebben, et Rizzino
2013).

La déplétion de Sox2 dans les cellules ES induit principalement une différenciation en
trophectoderme avec ’expression de marqueur comme Cdh3 ou Krt7 (Keratin 7), en
mésoderme avec I’expression de 7, ou en endoderme avec I’expression de Sox/7 (Figure 27)
(Adachi et al. 2013; Masui et al. 2007). De maniére intéressante, les génes de pluripotence sont
maintenus dans les premiers temps de la différenciation suite a la déplétion de SOX2. La

surexpression d’OCT4 dans ces cellules ES Sox2"" permet un maintien de la pluripotence, ce

qui indique alors qu’il y a une redondance entre 1’activité¢ de SOX2 et celle d’OCT4 (Masui et
al. 2007). Il est intéressant de remarquer que suite a la déplétion de Sox2 il est observé une
augmentation de I’expression de Nr2f2 (Nuclear receptor subfamily 2, group F, member 2) et
une diminution de Nr5a2 (Nuclear receptor subfamily 5, group A, member 2) (Masui et al.
2007). NR2F2 et NR5A2 régulent Oct4 négativement et positivement respectivement. Les
auteurs émettent I’hypothése que SOX2 régule Oct4, entre autres, en réprimant 1’expression de
Nr2f2 et en activant I’expression NriaZ.

SOX2 est un facteur de pluripotence nécessaire dans les cellules ES. Il interagit entre
autres avec NANOG et OCT4 pour le maintien d’un état indifférencié. Dans I’embryon, SOX2
est nécessaire pour le maintien de 1’Epi, mais ne semble pas étre nécessaire pour I’initiation de
sa spécification, mais son réle dans ce processus reste a étre étudié. Sans étre nécessaire, SOX2

pourrait agir au c6té de NANOG pour réguler la bonne mise en place de cette spécification.
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3. OCT4

Avec NANOG et SOX2, OCT4 est le troisieme facteur qui forme le noyau principal du
réseau de la pluripotence (Chen et al. 2008; Kim et al. 2008). Les embryons mutants pour Oct4
se développent jusqu’au stade blastocyste mais meurent en période péri-implantatoire et ces
embryons ne permettent pas la dérivation de cellules ES (Nichols et al. 1998). OCT4 commence
a étre exprimé des le stade 2-cellules (Guo et al. 2010; White et al. 2016). Comme pour SOX2,
la dynamique de fixation d’OCT4 sur ’ADN au stade 4-cellules joue un rdle sur le devenir des
blastomeres. De la méme maniére que SOX2, les blastomeres qui présentent une plus longue
fixation d’OCT4 sur ’ADN donnent majoritairement des cellules de la MCI (Plachta et al.
2011; White et al. 2016).

Aux stades 8-cellules et 16-cellules OCT4 est exprimé dans tous les blastomeéres, mais
son expression est restreinte aux cellules de la MCI au fur et a mesure du développement
(Nichols et al. 2009; Palmieri et al. 1994). Aux stades 32 et 64-cellules, OCT4 est encore
exprimé dans le TE, mais a partir du stade 90-cellules, il est exprimé uniquement dans la MCI
(Dietrich et Hiiragi 2007; Guo et al. 2010; Wicklow et al. 2014).

Dans les embryons mutants pour Oct4, le blastocyste se forme correctement et
I’expression de CDX2 est restreinte aux cellules du TE au stade 64-cellules (Frum et al. 2013;

Nichols et al. 1998; Ralston et al. 2010). Cependant, au stade E4,5, les cellules de la MCI des

embryons Octd™”" présentent une identit¢ de TE avec notamment I’expression de CDX2 et

GATA3 (Nichols et al. 1998; Ralston et al. 2010). Les embryons Oct4”" au stade E4,5 ont moins

de cellules du TE et de la MCI comparés a des embryons sauvages. De plus, les proportions
entre TE et MCI sont aussi impactées, au détriment de la MCI (Frum et al. 2013). Ces résultats
indiquent qu’OCT4 n’est donc pas impliqué pour la formation du blastocyste et la
différenciation entre TE et MCI, cependant il est nécessaire pour le maintien de 1’identité de la

MCI ainsi que le maintien de la prolifération.
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Figure 28: Effet de la délétion d'Oct4 sur I'expression de NANOG et GATAG dans le

blastocyste (Adapté de Le Bin et al. 2014)
Projection d’immunofluorescence d’OCT4 et NANOG ou OCT4 et GATA6 dans des embryons

Oct4™ ou Oct4™au stade 64-cellules.
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OCT4 n’est pas nécessaire pour la mise en place de I’expression de NANOG ou de
GATAG6, mais sa déplétion entraine une augmentation et une baisse des niveaux d’expression
de NANOG et GATAG, respectivement (Figure 28) (Frum et. al. 2013; Le Bin et al. 2014). De
plus, il y a moins de cellules exprimant GATAG6 au stade 90-cellules, alors qu’il y a le méme

nombre de cellules exprimant NANOG dans les embryons Oct4”. 1l est & noter qu’il est observeé

aussi une augmentation du nombre de cellules sans expression ni de NANOG ni de GATAG, ce
qui indique que les cellules censées se différencier en EPr ne se sont pas différenciées en
cellules Epi (Frum et al. 2013).

L’augmentation des niveaux d’expression de NANOG dans les embryons mutants pour
Oct4 suggere qu’il joue un role dans la spécification en Epi en régulant 1’expression de

NANOG. Cependant, dans les embryons Oct4™", alors que I’expression de NANOG augmente,

I’expression de Fgf4 est diminuée (Frum et al. 2013; Le Bin et al. 2014; Nichols et al. 1998;
Stirparo et al. 2021). Bien que certains marqueurs de I’Epi, comme SOX2, ne sont pas impactés
dans les embryons mutants, d’autres marqueurs sont dérégulés, comme par exemple les
facteursUtf1 ou Rex! (Frum et al. 2013; Stirparo et al. 2021). Dans les embryons mutants pour
Oct4 il est donc observé une baisse de 1’expression de Figf4 mais aussi d’autres facteurs induits
lors de la spécification en Epi comme UtfI. 1l serait alors intéressant d’étudier si dans les
embryons Octd”", en plus des faibles niveaux d’expression, on observe aussi une perte de la
corrélation entre les expressions des genes Epi. 11 est intéressant de noter que dans les embryons
Oct4”" traités avec des inhibiteurs de la voie FGF, NANOG est exprimé dans toute la MCI,
comme dans les embryons sauvages, mais que I’expression de GATAG est elle aussi maintenue
(Frum et al. 2013). La répression de GATA6 par NANOG lors de I’inhibition de la FGF est
donc dépendante de la présence d’OCT4.

Au stade 64-cellules, les embryons mutants pour Oct4 présentent de manicre

significative moins de cellules exprimant SOX17 et GATAA4, avec en plus des niveaux plus
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Fiqure 29 : Traitement d'embryons controles et Oct4”" avec du FGF4

(A) Immunofluorescence de SOX17 sur des embryons controles ou Oct4”" traités avec du FGF4 a
partir du stade 16-cellules et pendant 48 heures. Bar = 20pum (Adapté de Frum et al. 2013).

(B) Immunofluorescence d’OCT4 et SOX17 sur des embryons contrdles ou Oct4”" traités avec du
FGF4 a partir du stade 8-cellules et nendant 48 heures (Adanté de Le Bin et al. 2014).
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faibles que dans les embryons controles (Frum et al. 2013; Le Bin et al. 2014). Lorsque des
embryons non mutants sont traités avec du FGF4, toutes les cellules de la MCI expriment
GATAG ainsi que SOX17. Dans les embryons mutants pour Oct4, le traitement au FGF4
n’induit qu’une faible expression de SOX17 (Figure 30A) (Frum et al. 2013). Une autre étude
montre des niveaux d’expression de SOX17 similaires entre des embryons controles et des
embryons délétés pour Oct4 et traités au FGF4 (Figure 30B) (Le Bin et al. 2014). Mais dans
cette étude, Oct4 a été délété a partir du stade 8-cellules, et il est possible que la protéine déja
présente a ce stade suffise pour le maintien de I’expression de SOX17. Cependant, les cellules
EPr issues de ces embryons ne permettent pas la dérivation de cellules endodermiques (Le Bin
et al. 2014). OCT4 est donc nécessaire pour la maturation de I’EPr. De plus, I’injection de
cellules ES non mutantes pour Oct4 ne permet pas un sauvetage phénotypique de I’EPr (Frum
et al. 2013; Le Bin et al. 2014), ce qui indique qu’OCT4 est nécessaire de maniére autonome a
la cellule pour la maturation de I’EPr.

OCT4 reste exprimé dans toutes les cellules la MCI a 90-cellules. Il est impliqué de
maniere autonome a la cellule dans la différenciation des cellules Epi et EPr. De maniére
intéressante, SOX2 et SOX17, qui sont des marqueurs de I’Epi et de I’EPr respectivement,
peuvent tous les deux interagir avec OCT4 (Ng et al. 2012). De plus, il a été montré dans les
cellules ES que le complexe OCT4/SOX2 se fixe principalement sur les promoters de génes de
pluripotence alors que le complexe OCT4/SOX17 principalement sur celui de geénes de
I’endoderme (Aksoy et al. 2013). L’hypothese a alors été émise que dans les cellules Epi, au
coté de NANOG, le complexe OCT4/SOX2 active ’expression et la sécrétion de FGF4. Ce
dernier induit la spécification en EPr sur les cellules adjacentes, qui expriment alors SOX17 et
ne maintiennent pas I’expression de SOX2. Dans ces cellules, OCT4 change de partenaire, il se
dimérise alors avec SOX17, et ce complexe se fixe et active I’expression des genes nécessaire

a la maturation de I’EPr (Aksoy et al. 2013).
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OCT4 est exprimé dans les cellules ES dans lesquels il est nécessaire pour le maintien
de la pluripotence (Nichols et al. 1998; Rosner et al. 1990). Dans les cellules ES, OCT4 agit
principalement en liaison avec SOX2 avec lequel il régule un grand nombre de génes
(Ambrosetti et al. 2000; Chew et al. 2005; Kuroda et al. 2005; Nishimoto et al. 2005; Okumura-
Nakanishi et al. 2005; Rodda et al. 2005; Tomioka et al. 2002; Yuan et al. 1995). En plus de se
lier avec SOX2, OCT4 peut aussi se dimériser avec d’autres facteurs de transcription pour
réguler la pluripotence, comme par exemple KLF4 ou ESRRB (van den Berg et al. 2008; Wei
et al. 2009). Il peut également se fixer seul sur les promoters de certains génes comme par
exemple celui de Nanog ou celui de Fgf4 (Ng et al. 2012), méme si pour ce dernier, OCT4 seul
ne suffit pas pour induire son expression (Yuan et al. 1995). Bien qu’OCT#4 soit indispensable
pour le maintien des cellules ES, ’augmentation des niveaux d’expression d’OCT4 ne suffit
pas a maintenir 1’auto-renouvellement lorsque 1’expression de Nanog est inhibée (Pan et al.
20006).

L’augmentation des niveaux d’expression d’OCT4 en fait une différenciation des
cellules ES en endoderme avec entre autres 1’expression de GATA4 (Niwa et al. 2000; Pan et
al. 2006). Cette surexpression d’OCT4 est accompagnée d’une baisse de 1’expression de

NANOG, suggérant alors que I’induction en endoderme se fait notamment par la répression de
I’expression de ce facteur (Pan et al. 2006). Dans les cellules Oct4™”", il est observé une
surexpression de marqueurs du TE comme CDX2, CLDN4 (Claudin 4) ou HAND1 (Heart and
neural crest derivatives expressed 1) (Loh et al. 2006; Niwa et al. 2000). La perte d’OCT4 induit

donc une différenciation en cellules TS. Il est intéressant de remarquer que ces résultats sur
cellules ES sont en accord avec les résultats obtenus dans les embryons Oct4”" ou des genes du

TE sont exprimés dans les cellules de la MCI au stade E4,5 (Nichols et al. 1998; Ralston et al.
2010). Que ce soit in vitro ou in vivo, OCT4 maintient la pluripotence et réprime la

différenciation en TE.
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Figure 30: Différence de pluripotence entre les cellules ES Octd*’* et Oct4™" (Adapté de
Karwacki-Neisius et al. 2013)

(A) Immunofluorescence d’OCT4 et NANOG sur cellules ES Oct4™" ou Oct4™. Analyse
quantitative par RT-qPCR des marqueurs de pluripotence sur cellules ES Oct4 7t ou Octd™” apres
retrait du LIF du milieu de culture (B) ou aprés induction de différenciation neurale (C).
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Comme pour NANOG, I’expression d’OCT4 dans les cellules ES est hétérogene

(Thomson et al. 2011). Les cellules ES Oct4™ ont des niveaux d’expression plus faibles

d’OCT4 comparées a des cellules ES Octd™™, cependant, elles présentent une expression plus

homogéne d’OCT4 entre cellules (Figure 30A) (Karwacki-Neisius et al. 2013). Ces cellules
expriment aussi NANOG de manicre plus homogene et plus forte (Karwacki-Neisius et al.
2013). Lorsque des cellules avec des niveaux plus faibles d’OCT4, comparées a des cellules ES

contrdles, sont cultivées dans un milieu déplété en LIF, elles se différencient moins vite que

des cellules ES Oct4™* (Figure 30B) (Karwacki-Neisius et al. 2013; Radzisheuskaya et al.
2013a). A I’inverse, lorsqu’une différenciation neurale est induite dans les cellules Oct4 - ces

cellules maintiennent un état indifférencié plus longtemps que les cellules Octd™* (Figure
30C) (Karwacki-Neisius et al. 2013).

De plus, les cellules Oct4™ ont une capacité d’auto-renouvellement plus importante

que les cellules Oct4 */*. Enfin, il y a une augmentation de la fixation des facteurs OCT4 et

NANOG sur les promoters des génes de pluripotence, tels que Esrrb et Thx3, ce qui est
accompagnée par une surexpression de ces génes (Karwacki-Neisius et al. 2013). Ces résultats
suggerent qu’une baisse des niveaux d’expression d’OCT4 dans les cellules ES permet un état
de pluripotence plus stable. Karwacki-Neisius et al. 2013 suggerent que ce maintien de la
pluripotence est permis grace a I’expression plus forte et plus homogeéne de NANOG. Cette
hypothese est en accord avec le fait que la surexpression de NANOG permet de maintenir les

cellules ES en culture méme sans LIF ou lors d’une différenciation induite. Dans les cellules
ES Oct4"" il est observé une phosphorylation plus importante de STAT3. Les auteurs émettent

alors I’hypothése que I’augmentation de STAT3 phosphorylée permet cette expression
homogeéne de NANOG (Karwacki-Neisius et al. 2013). Cependant, il reste encore & comprendre

comment les niveaux d’expression d’OCT4 régulent la phosphorylation de STAT3.

90



91



INTRODUCTION

OCT4 est régulé par les génes impliqués dans la pluripotence comme Nanog, Esrrb ou
Sox2 (Masui et al. 2007; Zhang et al. 2008), par la voie de signalisation LIF/STAT3 (Do et al.
2013), et par OCT4 lui-méme en effectuant un rétrocontrdle négatif sur sa propre expression
(Pan et al. 2006). OCT4 permet aussi le maintien de la pluripotence entre autres en régulant
négativement I’expression de facteurs de différenciation comme CDX2 (Niwa et al. 2005). La
surexpression de CDX2 induit une différenciation des cellules ES en cellules TS, et cette
différenciation est accompagnée d’une baisse de I’expression d’OCT4. Il est intéressant de
remarquer que lors de cette répression, CDX2 et OCT4 se fixent ensemble sur le promoter
d’Oct4, formant alors un complexe répresseur (Niwa et al. 2005).

OCTH4 est un facteur nécessaire au maintien de la pluripotence. Dans les cellules ES et
dans les cellules de 1a MCI il prévient I’acquisition d’une identité TE. De plus, dans la MCI il
est impliqué dans la deuxiéme différenciation. Dans I’EPr, il permet la bonne expression des
genes nécessaire a la maturation de manicre autonome et non autonome a la cellule. Cependant,
son role dans la spécification en Epi reste encore incertain. OCT4 semble important pour
I’expression correcte de certains marqueurs Epi, mais il n'est pas encore connu s’il est
nécessaire pour I’expression coordonnée de ces marqueurs, et donc pour I’initiation de la

spécification en Epi.
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PROJET

Caractérisation de I’expression de facteurs potentiellement impliqués dans la
spécification en épiblaste dans embryon de souris préimplantatoire

Au stade 16-cellules, les cellules de la MCI coexpriment NANOG et GATAG. Lors de
la seconde différenciation, entre le stade 16 et 32-cellules, les cellules Epi commencent a se
différencier en premier. Ces cellules répriment I’expression de GATA6 et continuent
d’exprimer NANOG et activent I’expression de FGF4. Ce dernier agit alors sur les cellules
adjacentes encore indifférenciées pour induire la spécification en EPr dans ces cellules. Dans
les embryons mutants pour Nanog, toutes les cellules de la MCI expriment GATAG et se
spécifient en EPr. A I’inverse, dans les embryons mutants pour Gata6, toutes les cellules de la
MCI expriment NANOG et se spécifient en Epi. Ainsi, pour étudier le role de NANOG dans
I’initiation de la spécification de I’Epi, 1’équipe a étudié des embryons double mutants, pour
Nanog et Gata6. 1ls ont alors montré que NANOG était nécessaire pour cette initiation, mais
que cependant, il n’était pas suffisant.

Initialement, mon projet était de caractériser des facteurs qui agiraient en coopération
avec NANOG dans cette initiation. Mais une étude in silico du géne Fgf4 a mis en avant, en
plus de partenaires potentiels de NANOG, des facteurs potentiellement répresseurs de
I’expression de Fgf4. Mon projet a alors été d’étudier 1’expression de certains de ces facteurs
au cours du développement en parallele de I’expression de NANOG par immunofluorescence.
J’ai aussi réalisé des expériences de surexpression d’un de ces facteurs dans I’embryon pour
¢tudier son implication dans la deuxiéme différenciation. Enfin, j’ai commencé a développer
deux lignées de cellules ES pour surexprimer deux facteurs d’intérét. Il sera alors possible
d’analyser leur liaison a I’ADN et notamment sur les promoters des genes Epi, et d’étudier

comment ces facteurs régulent les genes Epi.
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RESULTATS

Initiation of epiblast specification is independent of SOX21 activity
and of coordinated expression of NANOG and SOX?2 proteins

Victor Nowak, Nicolas Allegre, Pierre Pouchin and Claire Chazaud*

Université Clermont Auvergne, CNRS, INSERM, GReD Institute, Facult¢ de Médecine, F-
63000 Clermont-Ferrand, France.

* Corresponding author: claire.chazaud@uca.fr

The epiblast is the source of all embryonic tissues and embryonic stem cells. Its specification
is regulated by the pluripotency factor NANOG, that has been shown to be necessary to initiate
epiblast specification, however NANOG 1is not sufficient. Here, we identified several
transcription factors that could regulate Figf4 expression, an epiblast marker, alongside NANOG
during epiblast specification. Among these transcription factors there are two SOX family
proteins, SOX2 and SOX21. We show that SOX2 expression increases during development
meanwhile SOX21 expression decreases. We also found also that SOX2 and NANOG are not
expressed in a coordinated manner to induce epiblast specification. Finally, we show that
SOX21 ectopic expression neither impairs epiblast specification nor Fgf4 expression.
Altogether our results reinforce the hypothesis that epiblast specification is stochastic and

indicate that SOX21 does not play a role in this specification.
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Introduction

During preimplantation development, the mouse embryo performs two rounds of
differentiation before implantation. The first round takes place at the 16-cell stage by
differentiating the inner cells, which form the Inner Cell Mass (ICM), and the outer cells, which
will form the Trophectoderm (TE). Then, the second differentiation occurs within the ICM,
producing the Epiblast (Epi) and the Primitive Endoderm (PrE). The Epi is the source of all
embryonic tissues and embryonic stem (ES) cells, while the PrE is an extraembryonic tissue,
which participates to the formation of the yolk sac.

At the 16-cell stage, the transcription factors NANOG and GATAG6 are co-expressed in
ICM cells (Dietrich et Hiiragi 2007; Plusa et al. 2008). From the 16-cell stage there is an
asynchronous differentiation between Epi and PrE until the 90-cell stage where there are two
distinct population following a salt and pepper pattern (Chazaud et al. 2006; Saiz et al. 2016).
NANOG is then expressed only in Epi, while GATAG6 is only expressed in PrE cells. Once
specified, Epi cells express and secrete FGF4 which acts on undifferentiated neighboring cells
to promote PrE differentiation (Chazaud et al. 2006; Frankenberg et al. 2011; Kang et al. 2013;
Krawchuk et al. 2013; Nichols et al. 2009; Yamanaka et al. 2010).

Because all ICM cells become PrE cells in Nanog mutant embryos (Frankenberg et al.
2011), how NANOG is implicated in Epi lineage initiation has long been an unanswered
question. However, it has been shown that in double mutant embryos (DKO), for Nanog and
Gatab, there is a loss of the coordinated expression of Epi markers which define the Epi state
and also a loss of the Figf4 proper expression. This demonstrates that NANOG is necessary for
Epi specification (Allegre et al. 2022). However, NANOG does not seem to be sufficient for
this specification. Indeed, some cells express Nanog but not Fgf4 at the 16 and 32-cell stages,

implying that one or more partners are involved.
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Here, we aim to explore which factors could act with NANOG to regulate initiation of
Epi specification. We focus on the regulation of Figf4 expression because it is an Epi marker
and is also not expressed before Epi specification (Guo et al. 2010; Ohnishi et al. 2014). We
identify other transcription factors that could regulate Fgf4 expression during Epi specification.
Among them, SOX21, which has been shown to repress Fgf4 expression in the ES cells
(Mallanna et al. 2010) and OCT4 and SOX2 which have both been independently showed to
be involved in Fgf4 expression during Epi specification (Le Bin et al. 2014; Wicklow et al.
2014). However, how those transcription factors are expressed together with NANOG has never
been studied.

Using quantitative immunofluorescence at the single cell level, we show that NANOG,
SOX2, SOX21 and OCT4 are dynamically expressed during preimplantation stages. The
presence of these factors is not or poorly coordinated before the 90-cell stage; this reinforces
the hypothesis of a stochastic mechanism for Epi cells differentiation. We also show that

SOX21 is not involved in Epi/PrE differentiation.
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Results

I) SOX, KLF, NANOG, TEAD4, OCT4 binding sites are clustered in a Fgf4 enhancer

In order to find putative NANOG partners involved for the initiation of Epi specification
we looked at transcription factor binding sites close to NANOG ones on Fgf4 locus. As Fgf4
starts to be expressed upon Epi differentiation, to narrow the study, we focused on the
transcription factors which have a correlated expression with that of Fgf4 at the 32-cells stage
in mouse and human embryos (Allégre et al. 2022). To this list, we also added transcription
factors that are expressed before Epi specification and those expressed in DKO embryos, as
their expression is not regulated by NANOG. Finally, we added transcription factors that could
negatively regulate Fgf4 expression, such as TE markers (Fig 1A). By using the online software
Genomatix, we mapped the transcription factor binding sites of these factors on Figf4 sequence
in several species, mainly mammals but also chicken, zebrafish and xenopus.

We first focused on NANOG binding sites. A comparison between species (Mouse, Rat,
Human and Chimpanzee) highlights that there is a NANOG binding site conserved in the same
region among those species (Fig 1B). This site is located in the 3’UTR region (1427bp after the
STOP codon), in a previously reported enhancer, Hom3b (Curatola et Basilico 1990; Dailey,
Yuan, et Basilico 1994). An in-silico motif analysis shows that close to this NANOG binding
site, there are putative binding sites for SOX2, TEAD4, which overlap with NANOG binding
site and for OCT4 and KLF4. Moreover, ChIP-seq experiments indicate that KLF5 can also
bind to this region, on the same site as KLF4 (Azami et al. 2017). SOX2 has been shown to
bind the Hom3b enhancer (Yuan et al. 1995). SOX2 shares the same motif with SOX21, and a
competition can occur between those two factors on enhancers (Matsuda et al. 2012). In
addition, SOX2 and SOX21 regulate positively and negatively Figf4, respectively (Mallanna et
al. 2010; Yuan et al. 1995). TEAD4 activity is downstream of the HIPPO pathway to induce

TE differentiation (Nishioka et al. 2009). OCT4 can bind to SOX2 and SOX21, and it has been
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shown that there can be a competition between SOX proteins to bind to OCT4 (Aksoy et al.
2013). And finally, KLF4 is a pluripotency factor, such as NANOG and SOX2, and is
expressed in early embryo before Epi specification (Dhaliwal, Abatti, et Mitchell 2019;
Morgani et Brickman 2015). KLF5, which can bind to the same site as KLF4, can prevent
precocious Fgf4 expression in the blastocyst (Azami et al. 2017). By the presence of all these
factors, we decided to name this site “STONK?”, for SOX-TEAD4-OCT4-NANOG-KLF.

A BLAST analysis of the STONK site reveals a high sequence homology between the
mouse and the other eutherian mammals. However no homology was found when compared to
the chicken, zebrafish or xenopus (Fig 2). This is very interesting since TE/ICM differentiation
is a process conserved through the mammals but absent in the other analyzed species. Thus, the
STONK site is potentially only dedicated to TE/ICM differentiation. However, is has been
shown by additive transgenesis that the Hom3b enhancer is sufficient for Figf4 expression in
the blastocyst and that the SOX2/OCT4 binding site in this region is necessary (Fraidenraich,
Lang, et Basilico 1998).

All these data combined together indicate that the STONK site and the factors that are
predicted to bind to this region are most likely involved in the regulation of Figf4 expression

during the Epi specification.

II) NANOG., SOX2 and SOX21 display a dynamic expression profile during

preimplantation development

To explore the potential implication of those factors alongside NANOG for the
induction of Fgf4 expression and Epi specification, we have performed single-cell protein
quantification by immunofluorescence on embryos from the 4-cell stage to the 90-cell stage.
For each stage embryos were co-labelled for SOX2, SOX21 and NANOG or SOX2, SOX21

and OCT4 to assess correlation(s) of expression(s) (Fig 3A) and we quantified their expression
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levels (Fig 3B, C). Due to cell-to-cell heterogeneities of these factors, we ranked the cells for
their level of expression to be able to compare within the embryo and between stages. The four
factors are already expressed at the 4-cell stage. The quantification of the most expressing cells
shows that there is a high increase in NANOG expression between 4-cell stage and
uncompacted 8-cell stage, then the levels remain relatively stable until the 90-cell stage.
SOX2 expression gradually increases until the 90-cell stage. Interestingly, as for
NANOG, there is a little burst in SOX2 expression at 16-cell stage. As for NANOG, SOX2 is
heterogeneously expressed within the same embryo. Conversely, SOX21 is highly expressed at
the 8-cell stages and then decreases until the 32-cell stage where it is no longer detectable.
Finally, OCT4 is highly heterogeneously expressed between the stages. It is highly
expressed at the 8-cell stages and then severely decreases at the 32 and 64-cell stages, to finally
increase at the 90-cell stage. Interestingly, OCT4 is homogeneously expressed within the same
stages, but its expression varies between the stages. To our knowledge, this expression variation
between stages has never been shown previously. To sum up, NANOG, SOX2, SOX21 and
OCT4 are already expressed at the 4-cell stage. Until the 90-cell stage, SOX2 expression,

globally increases meanwhile SOX21 expression decreases.

III) NANOG and SOX2 protein levels are not correlated during early preimplantation

stages

Thanks to the co-labelling of SOX2, SOX21 and NANOG, we were able to calculate
the cell-to-cell correlation of expressions throughout stages (Fig 4). We took cells with highest
levels of NANOG because this factor is required for Epi specification. In those cells we looked
at the correlation between NANOG expression and SOX2 or SOX21 expressions. We did the
same in cells with highest levels of SOX2, in which we calculated the correlation between

SOX2 and SOX21 expressions. There is no correlation between NANOG and SOX2
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expressions until the 90-cell stage, even at the 16-cell stage where they both show a little peak
(Fig 4A, B). Surprisingly, expressions of NANOG and SOX2 are both strongly correlated with
SOX21 expression at the 16-cell stage (Fig 4A, C) but not between them. Thus, these results
indicate that NANOG and SOX2 expressions are not coordinated at the time of Epi specification
i.e around the 32-cell stage.

Considering our results from the in-silico study and quantification of NANOG, SOX2
and SOX21 in the embryo, together with published data, we hypothesized the mechanism
regulating Fgf4 expression at the STONK site. At the 16-cell stage, TEAD4 and SOX21 would
bind to the STONK site and block Fgf4 expression. From the 16 to the 32-cell stage, due to the
decrease of TEAD4 and SOX21 levels with the increase of NANOG and SOX2 levels in the
inner cells, there would be an exchange of factors on the STONK site, and NANOG with SOX2

would activate Figf4 expression (Fig 5).

1V) SOX21 does not play a role in ICM formation

To explore the hypothesis that SOX21 prevents Epi specification, we used a
doxycycline-inducible Sox21 transgene (iSox21, Eenjes et al. 2021) associated to a ROSA26-
driven rtTA transgene (rtTA, Beard et al. 2006). Different timings of induction at different
stages were carried out to test the role of SOX21 ectopic expression on Epi specification. We
treated the embryos from the 8-cell stage to maintain high SOX21 expression levels and from

the 16-cell stage when SOX21 expression levels are already strongly decreased. From the

crosses between rtTA and iSox21 heterozygotes males (itTA*""; iSox21"") with CD1 females

only the embryos with the two transgenes (rtTAH ", iSox21™ ) show an overexpression of

SOX21 when treated with doxycycline (SOX21 OE) (Fig S1A). We confirmed this
overexpression for the three treatment windows by quantification (Fig S1B). However,

surprisingly, there is a high heterogeneity in SOX21 induced expression between the cells
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within the same embryo (Fig S1A, B). Finally, treated littermate embryos, i.e embryos with
none or only one of the transgenes, show no developmental differences compare to CDI
embryos (Fig S1C). Thus, those embryos were used as the control group.

We first checked if SOX21 ectopic expression has an impact on TE/ICM differentiation.
When embryos are treated from the 8 to the 32-cell stage, SOX21 overexpression neither
impacts the total number of cells in the embryo nor the number of TE or ICM cells (Fig 6A).
The same results are observed when embryos are treated from the 8 to the 64-cell stage (Fig
6B). When embryos are treated from the 16 to the 64-cell stage, no difference is observed in
the total number of cells between the two groups. Surprisingly, SOX21 OE embryos show more
TE cells and less ICM cells compare to control embryos (Fig 6C). However, even if this
difference is statistically significant, this represents only 15% of difference for both populations
i.e around 5 more cells out of 40 in TE and around 3 less cells out of 23 in ICM. Thus, SOX21
ectopic expression has a moderate impact on TE/ICM differentiation when embryos are treated
from 16 to 64-cell stage. All these results indicate that when SOX21 is maintained at high level,

it does not play a major role on the number of TE or ICM cells.

V) SOX21 overexpression has no impact on EPI/PRE differentiation

We then aimed to analyze if the second differentiation is impaired by SOX21 ectopic
expression. If our hypothesis is true (Fig 5), then SOX21 overexpression would prevent Epi
and PrE differentiation. We classified ICM cells into four populations using a thresholding
approach on NANOG and GATAG6 fluorescence intensity: EPI (cells expressing only NANOG),
PRE (cells expressing only GATAG6), DP (Double Positive, expressing both NANOG and
GATAG6) and DN (Double Negative, expressing none of the markers) (Saiz et al. 2016) (Fig
7A, D, G). There is no significant difference in the proportions of each population between

ICM of control and SOX21 OE embryos (Fig 7B, E, H). There is also no difference in the mean
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number of cells for each population per ICM between control and SOX21 OE embryos (Fig
7C, F, I). Furthermore, there is a minor effect of SOX21 overexpression on NANOG and
GATAG6 expressions levels, either in the whole ICM or in each population (Fig S2). It only
seems that SOX21 overexpression prevents extreme expression values for both factors, and
thus, tends to homogenize their expression. Altogether, those results indicate that SOX21
overexpression does not have a major impact on Epi/PrE differentiation.

However, SOX21 is induced heterogeneously with this transgenic system (Fig S1), thus,
it is possible that the lack of effect is due to too low number of SOX21 overexpressing cells.
We selected the cells that overexpress SOX21 the most, to analyze their relative contribution
to the four populations in each embryo. When embryos are treated from the 8 to the 32-cell
stage, SOX21 overexpressing cells are more biased to become Epi cells (Fig 8A, B).
Furthermore, NANOG is expressed at slightly higher levels in those cells while GATAG6 is
slightly underexpressed (Fig 8C). However, no bias is observed in the four populations when
embryos are treated from the 8 to the 64-cell stage or from the 16 to the 64-cell stage (Fig 8D,
E, G, H). Thus, if SOX21 overexpression biases cells to become Epi at the 32-cell stage, this
overexpression is not sufficient to impair Epi1/PrE balance over the development. Interestingly,
there is no correlation between NANOG and GATAG6 expression and SOX21 expression (Fig
9). Those results indicate that SOX21 overexpression has a minor effect on NANOG and

GATAG expression levels and on Epi/PrE differentiation.

VI) SOX21 overexpression does not inhibit Fof4 expression

To further explore the role of SOX21 on Epi specification, we looked at Figf4 expression
levels to identify Epi cells. According to our initial hypothesis (Fig 5), an overexpression of
SOX21 would lead to a reduced expression of Fgf4. Embryos were treated from the 8 to the 64-

cell stage and then Fgf4 expression was observed by RNA-FISH with co-labelling for SOX21.
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Both control and SOX21 OE embryos express Fgf4 (Fig 10). Moreover, in SOX21 OE

embryos, ectopically SOX21 expressing cells express also Figf4. Thus, SOX21 does not inhibit

Fefd.
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Discussion

This work highlights a possible common mechanism between mammals for Fgf4
regulation during Epi differentiation. The characterization of the STONK site and expression
pattern analysis of specific transcription factors through the development led us to hypothesize
that Fgf4 could be regulated by an exchange between repressing and activating factors upon
Epi specification.

It has already been shown that most of these factors can physically bind to the STONK
site in ES cells, supporting both our results and hypothesis. Our work focused on Fgf4 locus as
it is an Epi marker and NANOG target gene. Thus, a deeper analysis of other genes correlated
to Fgf4 at the 32-cell stage, such as Tdgf1 or Utfl, will be necessary to better understand their
regulation during the Epi specification.

Eutherian mammals have in common the TE/ICM differentiation in which TEAD4 is
implicated. Furthermore, in those species, TEAD4 is preferentially expressed in TE cells during
blastocyst formation (Home et al. 2012). Increase of TEAD4 expression in outer cells is
therefore required for TE differentiation. Thus, it is possible that those species also share a
common mechanism within the ICM cell, requiring low levels of TEADA4.

Our work shows that NANOG, SOX2, OCT4 and SOX21 are dynamically expressed
during preimplantation stages. It is noteworthy that those results agree with what has been
shown at the mRNA level and protein level (Allegre et al. 2022; Blakeley et al. 2015; Dietrich
et Hiiragi 2007; Goolam et al. 2016; Guo et al. 2010; White et al. 2016). The co-labelling of
factors and their quantification enables to compare expressions within and in between stages.
After inner cell production, NANOG levels are relatively constant while SOX?2 levels gradually
increase. Surprisingly, OCT4 levels are highly reduced at the 32 and 64-cell stages. In ES cells,
high expression levels of OCT4 induce endoderm differentiation while low expression levels

enhance the maintenance an undifferentiated state (Karwacki-Neisius et al. 2013; Niwa et al.
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2000; Pan et al. 2006; Radzisheuskaya et al. 2013b). Thus, it is possible that OCT4 expression
levels are decreased in ICM cells to prevent fortuitous differentiation.

Furthermore, we show that NANOG, SOX2 and SOX21 are heterogeneously expressed
during the development. To explore cell-to-cell heterogeneity, we analyzed gene expression
correlation. Unexpectedly, SOX21 expression is correlated to both NANOG and SOX2
expression at the 16-cell stage, while NANOG and SOX2 expressions being not correlated.
Importantly, NANOG and SOX2 expressions are not correlated until the 90-cell stage. Absence
of correlation between NANOG and SOX2 expressions at the 16, 32 and 64-cell stages implies
that their co-expression occurs randomly within the ICM at the time of Epi specification. Those
results fit with the model proposed by Alleégre et al. 2022. Indeed, in this model, Epi markers
are heterogeneously and randomly expressed between ICM cells at the 16-cell stage and
stochastic coexpression of some of those Epi markers with NANOG initiate the Epi
specification. Correlation between SOX2 and NANOG at the protein level occurs later than at
the mRNA level due to translation delays.

SOX21 ectopic expression shows only minor effect on the embryonic development.
First of all, when this overexpression is induced from the 8-cell stage to the 32 or 64-cell stage,
there number of TE and ICM cells is no affected. However, there are more TE cells and less
ICM cells when the embryos are treated from the 16 to the 64-cell stage. This result disagrees
with study where Sox2/ inhibition, with siRNA injection at the 2-cell stage, promotes TE
differentiation over ICM (Goolam et al. 2016). However, SOX21 was inhibited at an earlier
stage. Furthermore, in both studies, the difference of cells impacted is low (around 15%) Thus,
SOX21 role during TE/ICM differentiation is still unclear and needs to be more thorough.

SOX21 ectopic induction is highly heterogeneous within the ICM possibly diluting an
eventual effect. In the subpopulation of SOX21 most expressing cells, there is an effect when

embryos are treated with dox from 8 to 32-cell stage compared to control. These cells are biased
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to become Epi cells. Moreover, an increase of NANOG expression and a decrease of GATA6
expression levels can be observed in those cells. However, if those cells were Epi cells, we
would expect to have also this bias at the 64-cell stage, which is not the case. Thus, this
imbalance is probably due to stronger NANOG expression levels and if those cells were truly
Epi cells remains to be determined. And indeed, Fgf4 expression, a robust Epi marker, is neither
activated nor inhibited in cells overexpressing SOX21. Altogether, these results indicate that
SOX21 is not implicated in Epi specification. It is interesting to note that our results are
different than what has been found with ES cells, as SOX21 overexpression is followed by a
reduced expression of Nanog and Fgf4 also by an increased expression of Gata6 (Mallanna et
al. 2010).

To conclude, this work highlights novel putative factors implicated in the Fgf4
regulation via the STONK site. SOX2 is heterogeneously expressed and is coexpressed with
NANOG in a stochastic manner. On the other side, SOX21 is neither involved in Fgf4

expression nor in epiblast specification.
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Material & Methods

Mice and embryos

Experiments were performed in accordance with the French and EU guidelines for the
care and use of laboratory animals (Ethical Committee C2EA-02, file #26479-
2020100111292271). Animals were housed in a pathogen-free facility under a 12-hour light
cycle and had access to standard food and water. Males homozygous for Sox2/-inducible

transgene (iSox2 / o

, Eenjes etal. 2021) were kindly donated by Robert J Rottier, from Erasmus
Medical Center, Rotterdam, Netherlands. Females homozygous for 774 transgene and for

OSKM-inducible transgene (rtTA+/ T OSKM™'™, Carey et al. 2010) were kindly donated by
Fabrice Lavial, from CRCL, France. Females 7tTA""; OSKM"" were crossed with iSox21""*

males to obtain 774" 1Sox21 - males.
All embryos used in this study were produced by natural mating. WT embryos were

from the CD1 strain (Charles River or Janvier Labs) and r¢T. A" iSox21™ embryos were from

CD1 females mated with 774" ; iSox21"" males. Embryos were staged according to the date

of the vaginal plug (E0.5) at noon. Embryos were collected at the 4, 8, 16, 32, 64, and 90-cell
stage, corresponding to 2.0, 2.5, 2.75, 3.25, 3.5 and 3.75 days of embryonic development
respectively. Embryos were collected by flushing the oviducts or the uteris with M2 media
(Sigma Aldrich).

Embryos were cultured in KSOM (Milipore) at 37°C, 5% CO2. Doxycycline (D9891,
Sigma) was used at the final concentration 1pug/ml. Embryos were cultured until the wanted

stage based on their morphology.

Immunostaining
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For immunostaining, embryos were fixed in 4% paraformaldehyde (PFA) for 10
minutes. Embryos were rinsed three times in PBS-Triton 0.1% for at least 5 minutes each time.
Permeabilization were done in PBS-Triton 0.5%, 5 min. Embryos were rinsed again in PBS-
Triton 0.1% and were blocked in PBS-Triton 0.1%, FBS 10% for at least 30 minutes. Embryos
were incubated at 4°C overnight with primary antibody (Table 1). After washes with PBS-
Triton 0.1%, embryos were incubated with secondary antibody (Table2) and DAPI (1/1000,
Sigma Aldrich) for at least 1h. Images were acquired by using Leica SP8 confocal microscope

(40X objective, z-steps = 2um).

HCR RNA-FISH

For hybridization chain reaction (HCR) fluorescent in situ hybridization (FISH), the
Fgf4 probe set was designed and purchased from Molecular Instruments. Briefly the embryos
were fixed in 4% PFA for 10 minutes. After PBS-Tween20 0.1% (Sigma Aldrich) washes, they
were dehydrated in graded series of Methanol/PBS-Tween20 0.1%. Embryos were rehydrated
in degraded series of Methanol/PBS-Tween20 0.1% and postfixed in 4% PFA.
Prehybridization, hybridization, amplification steps were carried out according to Molecular
Instruments protocol. Immunostaining with beta-Catenin and p-ERM was performed to label
cell membrane and to allow cell segmentation. Images were acquired by using Zeiss LSM980

confocal microscope (40X objective, z-steps = 0.35um).

Fluorescence quantification
Images were analyzed with Imaris (Bitplane). Cells were counted in a semiautomated
manner with Imaris (Bessonnard et al. 2014). The total number of cells was counted with DAPI

staining, TE cells were counted with CDX2 staining, and ICM cells were counted by subtraction
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of TE cells number to total cell number. In embryos without CDX2 staining, ICM and TE cells
were counted with DAPI staining according to their shape and their position in the embryo.
Fluorescence intensity in nuclei was quantified with the “Spots” tool from Imaris. Spots
were created in each nucleus (spots N). Then three spots were created outside of the nucleus,
each 8um in the z axis (spots C). Spots C were used to quantify the background according to
the position on the z-axis. The intensity of for each channel in spots N was then retrieved, and
divided by background intensity corresponding on the z-axis. Another normalization was
performed with the mean intensity of the corresponding embryo, and then with the mean of all
embryos at the same stage to be able to compare fluorescence intensity between stages.
Fluorescence quantification from experiments with SOX21 OE embryos was carried out

according to Saiz et al. 2016. The threshold is determined with a k-means of 2.

In silico analysis

Fgf4 sequence from different species were analyzed with the Matlnspector tool from
the Genomatix online software. Sequences and transcription factor matrices were extracted
from Genomatix databases. Only sites with a score between 0.8 and 1 (1 is maximum) were
analyzed. Genomatix considers that a score of 0.8 is the minimum above which predicted site
is potentially bound by the transcription factor. Sequence homology were assessed with BLAST

tool from NCBI.

Genotyping

Embryos genotyping was performed after confocal microscopy by PCR. Embryos were
lysed in 10ul of DNA solution with proteinase K for 2h at 55°C and then 10 minutes at 94°C
to inactivate proteinase K. 2ul of DNA were used for one reaction. Primers for iSox21

genotyping were 5’-GCAGAAGCTGATCTCGGAGG-3’ with 5’-

115



RESULTATS

GGGTTCGCGAGCAGAGACTC-3’. The PCR program was the following: Smin at 95°C; 40
cycles of 30s at 94°C, 30s at 58°C, Imin at 72°C; Smin at 72°C.
Graphs and statistical analysis

Graphs were made with Prism9 (GraphPad), except for the scatterplots which were

made with RStudio. The edges of the box represent the 25" and 751 quartiles. The median is

represented by the centrer line. The whiskers extend to the Min and Max. Cells are plotted
individually in single-cell experiments. Mann-Whitney test and Spearman correlation were
performed by Prism9 and Chi-square and Chi-square post-hoc tests were performed by RStudio.

p-values less than 0.05 are considered significant.
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Legends

Figure 1: Characterization of the STONK site on the Fgf4 locus

(A) List of TFs analyzed for an in-silico motif analysis on Fgf4 sequence. (B) Localization of
NANOG binding sites on the Fgf4 locus given by the software Genomatix. The red boxe zooms
on the Hom3b locus that displays a NANOG binding site within a 105bp region conserved
between eutherian species. The black box details binding site locations of TEAD4, SOX2, OCT4
and KLF4. Green sequence is the S’UTR region, red sequences represent the exons and the
purple sequence is the 3’UTR.

Figure 2: The STONK site is highly conserved in the mammals

(A) Sequence alignments of the mouse STONK site at Fgf4 locus. The sequences are aligned
with Clustal WS performed by the Jalview software. Each color represents a nucleotide.

(B) Homology percentage and E-values from BLAST analysis of the mouse STONK site with
Fgf4 sequence of each species.

Figure 3: Expression profile of NANOG, SOX2, SOX21 and OCT4 during the development

(A) Immunofluorescence for NANOG, SOX2, SOX21 and OCT4 from the 4-cell stage to the
90-cell stage. One representative embryo per line and per panel. Scale bar = 10um.

(B) Quantification of fluorescence intensity for each marker : each marker was quantified in each
cell for each embryo. For each embryo, cells were ranked according to their intensity. The
heatmap boxes represent the mean fluorescence intensity per rank in all embryos at the same
stage. (C) represent the mean intensity of the 25% most expressing cells for each marker at each
stage. Error bars represent + S.E.M. N = number of embryos

Figure 4: NANOG, SOX2 and SOX?21 expressions correlations

Comparisons of the graphs from Fig3C. Spearman correlation test was between NANOG
expression and SOX2 (A) and SOX21 expressions (B) in the 25% most NANOG expressing
cells or between SOX2 and SOX21 expressions in the 25% most SOX2 expressing cells (C).
Asterisks represent significant correlation between expression of the two factors at the
corresponding stage ( * <0.05, ** < 0.01, *** <0.001). Error bars represent + S.E.M

Figure 5: Hypothesis for Fgf4 regulation by the STONK site

At the 16-cell stage, TEAD4 and SOX21 are bound to the STONK site and inhibit Fgf4
expression. During the transition from the 16 to 32-cell stage, TEAD4 and SOX21 expression
levels decrease and those of NANOG and SOX2 increase. Thus, NANOG and SOX2 replace
TEAD4 and SOX21 on the STONK site and enhance its expression.
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Figure 6: SOX21 overexpression has no major effect on TE/ICM differentiation

Immunofluorescence for NANOG, SOX21 and GATAG on embryos treated with Doxycycline
at 1pug/ml at different window times (A) 8-cell stage to 32-cell stage, 8-cell stage to 64-cell stage
(B) or 16-cell stage to 64-cell stage (C). Scale bar = 10um. B, D et E show the Total, TE and
ICM cell number for each conditions in A, C et E respectively. p.values are from Mann-Whitney
test. N = number of embryos.

Figure 7: SOX21 overexpression does not impair populations distribution in the whole ICM

(A, D, G) Scatter plots for NANOG and GATAG expression levels, represented as logarithm, in
individual ICM cells of control or SOX21 OE embryos treated from 8 to 32-cell stage, 8 to 64-cell
stage and 16 to 64-cell stage, respectively. Cell identity was assigned using a k-means approach.
(B, E, H) Percentage of each population in control or SOX21 embryos from 8 to 32-cell stage, 8 to
64-cell stage and 16 to 64-cell stage respectively. Chi-square test show no significant difference.
(C, F, I) Cell number in each population in ICM of control or SOX21 OE embryos from 8 to 32-
cell stage, 8 to 64-cell stage and 16 to 64-cell stage, respectively. Multiple t-test show no significant
difference. N = number of embryos, n = number of cells

Figure 8: SOX21 overexpression has no effect on cell fate and NANOG or GATA6
expression level

(A-B, D-E, C-E) Relative contribution to the four population for whole ICM cells (ICM) or for
the 25% of cells expressing the most SOX21 (Top25) in SOX21 OE embryos treated from 8 to
32 cell stage, from 8 to 64-cell stage and 16 to 64-cell stage, respectively. Chi-square post-hoc
test shows significant difference between Epi populations in B, p.value < 0,0001. (C, F, I)
NANOG and GATAG6 expression levels in the whole ICM cells (ICM) or in the 25% of cells
expressing the most SOX21 (Top25) in SOX21 OE embryos treated from 8 to 32 cell stage, from
8 to 64-cell stage and 16 to 64-cell stage, respectively.

Figure 9: SOX21, NANOG and GATAG expressions correlations in SOX21 OE embryos

Scatter plot of SOX21 and NANOG or GATAG expression levels, represented as logarithm, in
individual cells from the 25% most SOX21 expressing cells the in SOX21 OE embryos treated from
8 to 32-cell stage (A, B), 8 to 64-cell stage (C, D) or from 16 to 64-cell stage (E, F). Linear
regression line is shown in red. p.values indicate correlation.

Figure 10: Fqf4 is expressed in cells overexpressing SOX21

HCR-RNA-FISH for Fgf4 and immunofluorescence for SOX21 and pERM/B-Cat in control
embryos or SOX21 OE embryos. The red arrows show a cell overexpressing SOX21 but with
no Fgf4 expression, the green arrows show a cell overexpressing SOX21 and expressing Fgf4
and the white arrows show a cell with no SOX21 but with Fgf4 expression. Scale bar = 10um
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Figure S1: SOX21 ectopic expression in preimplantation embryo

(A) Immunofluorescence for SOX21 in rtTA™; iSox21™" embryo (red arrows) and a littermate

embryo (white arrows). Scale bar = 10pm. (B) SOX21 expression levels in rtTA""; iSox21" and
their littermate embryos after treatment with doxycycline from 8 to 32-cell stage (Littermate
embryos; N=27, SOX21 OE embryos; N=15), 8 to 64-cell stage (Littermate embryos; N=27,
SOX21 OE embryos; N=8) or 16 to 64-cell stage (Littermate embryos; N=31, SOX21 OE embryos;
N=12). p.values are from a Mann-Whitney test. (C) Total cell number and TE and ICM cell number
in CD1 embryos and treated rtTA™"; iSox21"" littermate embryos. CD1 embryos; N=8, Littermate
embrvos: N=8. Multiole t test shows no significant difference.

Figure S2: SOX21 overexpression has a minor impact on NANOG and GATAG6 expression
levels in the ICM.

NANOG and GATAG expression levels in whole ICM and in each population of control or SOX21
OE embryos treated from 8 to 32-cell stage (Control embryos; N=27, SOX21 OE embryo; N=15)
(A, B), 8 to 64-cell stage (Control embryos; N=27, SOX21 OE embryo; N=8) (C, D) or from 16 to
64-cell stage (Control embryos; N=31, SOX21 OE embryo; N=12) (E, F). p.values are from Mann-
Withney test.
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Figure 4

32C

B
10 NANOG 10 NANOG v SOX2 /
8 A 8 ,1\ 4 /
6 | 6 |\ A 3
4 / \/\-—*\ 4 I V \I———'\ 2
I | ~N I | ~N
2/ / 2]/ 1
0 0 0
5 6
v SOX2 SOX21 6 SOX21
4 / A AN
3 4 4
2 T\ AR
T T T T 77 7777777 7777777
& & F AL \“9\ @Q@?\ H & & & S LS NS 2 S
\\\ A A% o % \\\S & N SEENEN NN QF as 5\0 SRR
2 & & 2 2 2 @ @ W2 W27 (2T (T @ (@ S & & 2 2 o
¥° o o6 e ¥ e S R Y Y R N
&Q&Q N oY Q" 9 & K S & N 5 O 9
& P °0° ' & 8
\?)o N \\? ,0»\‘ \oo N
0\ Q,O %ﬂe L3 $p¢>\$¢°
Figure 5
[ nanos
16C [ sox2 ]

TEAD4 | sox21 [felg
NI AN I NI VIV I NI NI NI\ I\ Y,
L J

STONK
NANOG, SOX2 )
TEADA4, SOX21 !

S0X21
TEAD4

N

FGF4

I\ elemmo) ¢ OCT4
QAN N NN TN TANRNNRNG
| |

STONK
125



Figure 5
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Table 1: List of primary antibodies

Protein Host Dilution Manufacturer Reference
0CT3/4 (C-10) Mouse 1/300 Santa cruz sc-5279
B CATENIN Rabbit 1/300 Sigma-aldrich C2206
CDX2 Mouse 1/1 Abcam ab86949
GATA6 Rabbit 1/300 Cell signaling #5851
NANOG Rabbit 1/100 Abcam ab80892
NANOG Rat 1/100 Ebioscience 14-5761
SOX2 Mouse 1/100 Millipore MAB4423
SOX21 Goat 1/100 R&d systems AF3538
TEAD4 Mouse 1/100 Abcam ab58310
Table 2: List of secondary antibodies
Target Host Conjugate Dilution Manufacturer Reference
Mouse Donkey Alexa 488 1/300 Life tech A21202
Rat Donkey Alexa 488 1/300 Life tech A21208
Goat Donkey Cy5 1/300 Jackson Immunoresearch 711-165-152
Rabbit Donkey Cy3 1/300 Jackson Immunoresearch 705-175-147
Rat Donkey Cy5 1/300 Jackson Immunoresearch 712-175-153
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Autres resultats
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Voltage

Temps de

Embryons

Référence Répétition V) ey Nb pulse | Uni/Bipolaire Matériel survécus Fluorescence
Peng, Wu, et Zhang 2012 1 33 1 2 Uni Plasmide 17/21 0
Grabarek et al. 2002 1 33 1 4 Uni Plasmide 5/9 0
Hashimoto et Sasaki 2019 2 25 3 5 Bi Plasmide 0 0
Adaptation de Hashimoto et . .
Sasaki 2019 1 25 3 5 Uni Plasmide 8/8 0
Adaptation de Hashimoto et . .
‘Sasaki 2019 2 20 3 5 Bi Plasmide 7/7 0
Kaneko et Mashimo 2015 1 225 30 4 Uni
Plasmide 0 0
2 20 50 5 Bi
Adapltijtu;: de gg-r;;ko et 1 25 ) 4 Uni
EeRty Plasmide 12/23 0
2 7 50 4 Bi
Hashimoto, Yamashita, et .
Takemoto 2016 1 30 3 7 Uni ARNm 9/41 41/41
Adaptation de Hashimoto, 1 25 3 7 Uni ARNM 8/36 36/36

Yamashita, et Takemoto 2016

Tableau 3 : Tableau des différents protocoles d’électroporation expérimentés
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I. Developpement d'outils dans I’étude de la régulation
des genes épiblastigues par TEAD4 et SOX21

A. Tentative de mise au point d’un protocole d’électroporation sur embryons

En parallele de I’impact de la surexpression de SOX21 dans le développement précoce
de I’embryon, il serait intéressant d’étudier 1’effet de la délétion de SOX21 et de TEAD4 sur la
spécification de 1’épiblaste. A ce stade du développement, le réle de SOX21 a seulement été
¢tudié par inhibition de son expression avec un systeme de siARN (Goolam et al. 2016) avec

trés peu de données sur la différenciation Epi/EPr. Quant a TEAD4, les embryons 7 ead4’” ont

permis de comprendre son role dans la différenciation entre TE et MCI (Nishioka et al. 2008;
Yagi et al. 2007). De plus, son inhibition par un systtme de siARN semble impacter la
différenciation Epi/EPr (Mihajlovi¢ et al. 2015), mais ce lien n’a jamais clairement ét¢ établi.

J'ai testé plusieurs protocoles d’électroporation afin de délivrer le systtme CRISPR-
Cas9 et déléter Tead4 ou Sox21 au niveau du zygote. Dans un premier temps, un plasmide
codant pour I’histone H2B couplée a 1a GFP dans des embryons au stade 2-cellules a été choisi,
'équipe l'ayant utilisé auparavant lors d'¢lectroporations au stade 8-cellules. J'ai fait varier
plusieurs parametres (Tableau 3), cependant, soit les embryons ne survivent pas au choc
¢lectrique ou a la mise en culture, soit les embryons ayant survécu ne présentent pas de
fluorescence.

Il est possible alors que le plasmide était de trop grande taille pour étre électroporé dans
I’embryon. Ainsi, il a été choisi d’électroporer de I’ARNm codant pour de la GFP a la place du
plasmide. Bien que tous les embryons ¢électroporés présentent une fluorescence, le taux de
survie des embryons est bas (20%). De plus, méme si ’embryon survit, il arrive fréquemment
qu’un des deux blastomeres soit endommagé durant I’électroporation, créant alors un défaut de

croissance de I’embryon.
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Figure 31: Surexpression de TEAD4 et SOX21 dans les cellules ES

Immunomarquage de TEAD4 et NANOG ou SOX21 et NANOG dans des cellules ES iTead4 (A)
et iISox21 (B). Les cellules ont été cultivées pendant 48h sans (Contréle) ou en présence de
doxycycline (Dox 48h). Echelle = 10um.
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Pour pallier ce probleéme, il a alors été décidé d’électroporer des zygotes. Cependant, il
est connu que le stade 2-cellules est une étape difficile a passer in vitro (« 2-cell bock »
(Biggers, Gwatkin, et Brinster 1962; Whitten 1957)). Utiliser des fonds génétiques différents,
notamment des hybrides F1 B6D2F1 (Chatot et al. 1990) permet de contourner ce probleme.
Des résultats préliminaires montrent que les embryons issus de femelles B6D2F1 présentent de
la fluorescence lorsqu’ils sont électroporés avec de ’ARNm GFP et survivent tous a

I’¢lectroporation et a la culture.

B. Etude de la surexpression de TEAD4 et SOX21 dans les cellules ES

En paralléle de 1’analyse du role de SOX21 et de TEAD4 dans la spécification de
I’épiblaste in vivo, j’ai étudié¢ la fixation de ces facteurs sur I’enhancer de Fgf4.
Malheureusement, il est difficile d’analyser ces mécanismes dans I’embryon a cause du faible
nombre de cellules présentes. J’ai donc utilisé les cellules ES, bien qu’elles soient déja dans un
¢tat d’Epi (Boroviak et al. 2014). Afin d’étudier ces mécanismes, des lignées de cellules ES
avec un transgene Sox2! (iSox21) ou Tead4 (iTead4) inductible a la doxycycline ont été
générées (collaboration avec I. Aksoy, SBRI Lyon) avec le systtme KH2 (Beard et al. 2006).
Lorsque les cellules ES iSox21 et iTead4 sont cultivées sans doxycycline, il n’y pas de
marquage nucléaire pour SOX21 ou TEAD4 respectivement (Figure 33), car les genes
endogenes ne sont pas exprimés dans les cellules ES ou Epi. Cependant, il est observé un
marquage faible et diffus autour du noyau dans les cellules iTead4, ce qui pourrait peut-étre
indiquer une présence cytoplasmique de TEAD4 (Figure 33A) (Home et al. 2012). Lorsque les
deux lignées sont traitées avec de la doxycycline pendant 48h, il est observé un fort marquage
nucléaire, que ce soit dans les cellules iTead4 et iSox21 (Figure 33). Cependant, il est

intéressant de noter que de la méme fagon que dans les embryons rtTA™; iSox21%", les facteurs

TEAD4 et SOX21 sont induits de manicre trés hétérogene entre les cellules.
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Figure 32: Cinétigue de la surexpression de SOX21 et TEADA4 dans les cellules ES
Immunomarquage de SOX21 et NANOG ou TEAD4 et NANOG dans des cellules ES iSox21
(A) et iTead4 (B). Les cellules ont été cultivées pendant 48h sans doxycycline (Oh) ou en

présence de doxycycline pendant le temps indiqué. Echelle = 10um.

137



RESULTATS

Selon notre hypothese, il y a une compétition entre les facteurs de transcription TEAD4
et SOX21 avec NANOG et SOX2, respectivement, pour se fixer sur I’enhancer de Fgf4. Avec
les cellules iTead4 et iSox21 il est possible de suivre I’évolution de la fixation de ces facteurs
au cours du temps lors de I’induction de TEAD4 ou de SOX21. Une cinétique d’induction de
I’expression de TEAD4 et SOX21 a été réalisée afin de déterminer les délais de production des
protéines. Les cellules ES iSox21 et iTead4 ont été traitées avec de la doxycycline pendant
différentes périodes, allant de 2h jusqu’a 48h. Dans les cellules iSox21, SOX21 commence a
étre détecté dans quelques cellules a partir de 4h de traitement. Ensuite, de 8h a 24h, il y a une
augmentation de cellules exprimant SOX21 et aussi avec une plus forte intensité (Figure 34A).
La quantification du nombre de cellules induites ainsi que la quantification de la fluorescence
sont encore a réaliser. Dans les cellules iTead4, I’expression de TEAD4 est induite a partir
de 8h de traitement et atteint un plateau apres 24h de traitement (Figure 34B). Mais comme
pour les cellules iSox21, des quantifications doivent tre réalisées pour confirmer ces résultats.
De plus, que ce soit dans les cellules iSox21 ou iTead4, la surexpression est hétérogeéne a tous
les temps de traitement.

Sur ces lignées, des expériences Cut&Run seront réalisées pour étudier la dynamique
de fixation de ces facteurs ainsi que celles de NANOG et SOX2. Les analyses de cinétiques
indiquent de réaliser ces expériences apres 4h et 16h d’induction pour les cellules iSox21, et 8h
et 16h pour les cellules iTead4, afin d’étudier la compétition potentielle entre ces facteurs. De
plus, mes travaux se sont focalisés sur le géne Fgf4, mais les expériences de Cut&Run
permettront aussi d’étudier les autres génes épiblastiques. Dans les cellules ES, il a déja été
montré pour plusieurs d’entre eux, tels que Prdm 14 (PR domain containing 14), Zscanl0 (Zinc
finger and SCAN domain containing 10) et KIf2, qu’ils pouvaient étre liés par les facteurs de
pluripotence NANOG, SOX2 et OCT4 (Chen et al. 2008; Festuccia et al. 2019; Kim et al. 2008;

Loh et al. 2006). Toutefois, comme pour Fgf4, peu de données montrent la présence de TEAD4
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sur les séquences régulatrices de ces génes. En outre, I’analyse de la liaison de TEAD4 sur ces
genes et de leur expression dans les cellules ES i1Tead4 permettra d’approfondir les
connaissances sur la régulation potentielle de TEAD4 sur la spécification en Epi. Cependant a
cause de I’hétérogénéité observée, il se peut que des expériences faites sur colonies entiéres ne
représentent pas ce qu’il se passe réellement dans les cellules induites. Il sera alors judicieux de
réaliser un tri cellulaire au préalable afin d’étudier uniquement les cellules qui surexpriment

TEAD4 ou SOX21.
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Figure 33: Etude de I'expression de I'ARNm de rtTA

(A) HCR-RNA-FISH contre 774 et inmunomarquage de la B-CAT dans des embryons rtTA"";
iSox21"" au stade 64-cellules. (B) HCR-RNA-FISH contre r¢TA et Nanog et immunomarquage de
B-CAT sur des cellules ES iSox21. Echelle = 10um.
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II. Induction d’une expression hétérogéne avec le systeme
rtTA/Doxycycline

Dans nos expériences in vivo et in vitro, le systétme d’induction a la doxycycline a

montré une forte hétérogénéité dans I’expression des facteurs SOX21 ou TEAD4. Dans les
embryons rtTA™"; iSox2177, les cellules iSox21 et les cellules iTead4 le transgéne rtTA est

inséré au locus ROSA26, réputé pour son expression ubiquitaire. Une hypothése serait que la
surexpression hétérogéne de SOX21 ou de TEAD4 dans ’embryon ou dans les cellules
provienne d’une expression hétérogéne de rtTA.

Pour vérifier cette hypothese, nous avons réalis¢ du HCR-RNA-FISH contre I’ARNm

de 7tTA dans des embryons rtTA™"; iSox21"" ainsi que sur les cellules iTead4 ou iSox21. Les

résultats préliminaires indiquent que 7¢TA est exprimée de maniére hétérogene dans 1I’embryon
au stade 64-cellules (Figure 35). Les expériences sur les cellules iTead4 ou iSox21 montrent
une expression plus faible de 7#74 mais qui semble plus homogene entre les cellules que dans
I’embryon. Cependant, il sera nécessaire de quantifier ces résultats pour savoir plus précisément
comment 7t7A4 est exprimé dans ces cellules.

Le locus ROSA26 dans lequel le transgeéne est inséré est connu pour étre ubiquitaire, ce
qui indique qu’il n’est a priori pas soumis a des régulations par modification de la chromatine
(Chen et al. 2011; Li et al. 2018; Zambrowicz et al. 1997). Il se pourrait alors que cette
hétérogénéité soit simplement expliquée par des variations stochastiques de la transcription de
rtTA (Raj et van Oudenaarden 2008).

Cependant, d’autres hypothéses existent pour expliquer cette induction hétérogeéne, que
ce soit dans les cellules ou dans I’embryon. Dans 1I’embryon, il est observé une induction de
SOX21 plus forte dans les cellules du TE. Il est possible alors que la doxycycline ne soit pas

distribuée de maniére homogene entre toutes les cellules de I’embryon. De plus, la localisation
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de I’insertion du transgeéne inductible pour Sox2/ dans I’embryon n’est pas connue (Eenjes et
al. 2021), et pourrait étre soumise a des modifications de la chromatine. Dans les cellules iTead4
et iSox21, les transgénes sont insérés au locus du géne Colllal (Collagen, type XI, alpha 1)
(Beard et al. 2006). Cependant, il n’est pas connu comment ce locus est régulé dans les cellules
ES. Enfin, méme si la protéine rtTA est exprimée de fagon homogene entre les cellules, son
activité transcriptionnelle sur les transgenes inductibles pourrait se faire de facon stochastique,
ce qui induirait alors une expression discontinue des transgenes et donc de 1’hétérogénéité

(Becskei, Kaufmann, et van Oudenaarden 2005).
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Figure 34: Représentation schématique des plasmides utilisés pour la génération des lignées
de cellule ES iTead4 et iSox21
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MATERIELS & METHODES ADDITIONNELS

Cellules ES
Le plasmide PGK-ATG-Tead4 (Figure 36) a été généré par introduction de I’ADNc de

Tead4, cloné a partir du plasmide pPcDNA3.1-pA83-Tead4 (Riken, Cat N° : RDB12185),

dans le vecteur pgk-ATG-frt (Addgene, Plasmid #20734) au niveau des sites EcoR1. L’ADNc¢
de Tead4 a été introduit a I’aide du NEBuilder HiFi DNA Assembly Cloning Kit (E5520S). Le
plasmide PGK-ATG-Sox21 (Figure 36) a été généré par introduction de I’ADNc de Sox21,

cloné a partir du plasmide pPcDNA3.1-Sox21 (Genscript, Clone ID : OMu58566), dans le

vecteur pgk-ATG-frt (Addgene, Plasmid #20734) au niveau des sites EcCoR1. La génération du
plasmide PGK-ATG-Sox21 a été sous-traité par la société Eurofins Genomics.

Les cellules ES KH2-iTead4 et KH2-iSox21 ont été générées sous la supervision d’Iréne
Aksoy (SBRI, Lyon). Les plasmides PGK-ATG-Tead4 ou PGK-ATG-Sox21 et le plasmide
pCAG-Flpe (Addgene, Plasmid #13787) ont été électroporés dans les cellules ES KH2 (2 pulses
de 20ms a 1300V). Les clones ont ensuite été sélectionnés a I’hygromycine 100ug/ml.

Les cellules ont été maintenues en culture sur boites plastiques de 60mm préalablement
traitées avec de la gélatine porcine diluée dans de I’eau stérile a 0,1% (Sigma Aldrich) avec du
milieu DMEM supplémente avec 15% de FBS décomplémenté, ImM de Sodium Pyruvate,
1mM de Glutamax, 100uM B-mercaptoéthanol et 1000U/ml LIF. Le traitement & la doxycycline
(Doxycycline D9891, Sigma) est réalisé avec une concentration finale de 1ug/ml. Pour les
immunomarquages et 'HCR-RNA-FISH, les cellules ont été cultivées selon les mémes
conditions mais sur lamelles en plastique (SPL, Coverslips #20012) dans des plaques 4 puits.
Avant immunomarquage ou HCR-RNA-FISH, le milieu a été retiré des puits et les cellules ont

été délicatement rincées deux fois avec du PBS, puis fixées dans le PFA.
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Electroporation sur embryons

Les embryons au stade 2-cellules ont été collectés par injection de M2 dans les
oviductes. Les zygotes ont été récupérés en ouvrant I’ampoule. Pour retirer les cellules du
cumulus, les zygotes ont été traités avec de la hyaluronidase diluée a 300pg/ml dans du M2,
puis rincés dans des gouttes successives de M2. Les embryons ont ensuite €té rincés dans 3
gouttes successives d’Opti-MEM, puis déposés entre les électrodes dans Sul d’OptiMEM
contenant le plasmide pCX-H2B-GFP a 50ng/ul ou I’ARNm GFP a 100ng/ul (Miltenyl Biotec,
130-101-114). Apres électroporation (Tableau 3) les embryons sont rincés dans 3 gouttes
successives de M2 puis mis en culture dans du KSOM équilibré a 37°C, 5% CO2. Les embryons
sont cultivés jusqu’au stade blastocyste. Les embryons n’atteignant pas le stade blastocyste

apres 3 jours de culture sont comptés comme morts.

Immunomarquage sur cellules

Les cellules ont été fixées pendant 10 minutes dans de la PFA 4%. Ensuite elles ont été
rincées trois fois avec du PBS-Triton 0,1%. Les cellules ont été perméabilisées dans du PBS-
Triton 0,5% pendant 30 minutes, puis rincées avec du PBS-Triton 0,1%. La saturation a été
faite dans du PBS-Triton 0,1%, FBS 10% pendant au moins 30 minutes. Les cellules ont été
incubées avec les anticorps primaires a 4°C sur la nuit. Aprés ringage avec du PBS-Triton 0,1%,
les cellules ont été incubées avec les anticorps secondaires et le DAPI pendant au moins 1h.
Les lamelles ont ét¢ montées sur lame avec du Vectashield (Eurobio H-1000). Les acquisitions

ont été faites au microscope confocal Leica SP8.
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l. TEADA4 est-il impliqué dans la régulation des genes
épiblastiques ?

Avec la caractérisation du site STONK, mes travaux ont mis en avant une régulation
possible de Fgf4 par le facteur du TE TEAD4. A notre connaissance, il n’a encore jamais été
montré que TEAD4 puisse se fixer sur cette région ou qu’il est impliqué dans la régulation de
Fef4.

Bien que le role de FGF4 ne soit pas précisément défini chez tous les différents
mammiferes, il est exprimé chez la majorité d’entre eux, et spécifiquement dans I’Epi comme
par exemple chez ’Homme, le Cochon, la Vache, ou chez le Lapin (Bouchereau et al. 2022;
Fujii et al. 2013; McLean et al. 2014; Petropoulos et al. 2016). Puisque I’expression de Figf4 est
conservée a travers ces especes, et que son expression reste restreinte aux cellules Epi, il est
possible que ’expression de Fgf4 ainsi que la spécification en Epi soient régulées par un
mécanisme commun chez les mammifeéres.

Le site STONK est hautement conservé chez les mammiferes. La différenciation entre
le TE et la MCI est un processus qui est propre a ces especes et dans lequel TEAD4 est impliqué.
De plus, TEAD4 présente un profil d’expression similaire entre ces especes, comme par
exemple chez I’Homme, la Vache ou le Cochon ou il est aussi restreint aux cellules du TE.
(Berg et al. 2011; EMURA et al. 2019; Gerri et al. 2020; Home et al. 2012). La conservation
de la régulation des niveaux d’expression de TEAD4 au sein de la MCI indique que ces espéces
partagent un mécanisme similaire dans ces cellules et pour lequel il est nécessaire d’avoir des
niveaux d’expression de TEAD4 faible.

Au niveau de I’ADN, les régions fréquemment liées par TEAD4 présentent une forte
abondance de site de fixation pour des facteurs de pluripotence comme NANOG et SOX2, a
I’image du site STONK (Home et al. 2012). Enfin, dans I’embryon, il a été observé que

I’inhibition de TEAD4 semble entrainer une augmentation du nombre de cellules Epi, ce qui
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indique un lien potentiel entre TEAD4 et la spécification en Epi (Mihajlovi¢ et al. 2015). Ainsi,
il est possible que les genes épiblastiques, en plus d’étre régulés positivement par NANOG et
SOX2, soient aussi régulés négativement par TEADA4. Il pourrait avoir une activité répressive
sur la transcription de ces génes ou bien il pourrait prévenir la fixation des facteurs NANOG et
SOX2.

Ensemble, toutes ces données renforcent la prédiction d’une régulation de Fgf4 par

TEAD4 via le site STONK.
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Il. La spécification de I’épiblaste est-elle stochastigue ?

A. Profil d’expression des facteurs du site STONK

Mes travaux ont mis en évidence que certains facteurs pouvant lier le site STONK sont
exprimés de manicre hétérogéne dans la MCI a différents stades du développement. C’est
notamment le cas pour les facteurs NANOG et SOX2 aux stade 16 et 32-cellules. Cette
hétérogénéité peut alors créer une différence d’expression des geénes épiblastiques entre les
cellules, et donc déterminer si la cellule engage ou non la spécification en Epi. A I’inverse, au
stade 16-cellules, OCT4 est exprimé de facon hétérogéne alors qu’aux stades 32 et 64-cellules,
au-dela des niveaux d’expressions qui diminuent, il est exprimé de facon plus homogene. Cette
homogénéite indique que les niveaux seuls d’OCT4 ne créent pas de différence entre les cellules
de la MCI, et donc qu’OCT4 n’est pas déterminant dans la cellule pour initier la spécification
en Epi. Cependant, il peut étre nécessaire a I’activité d’autres facteurs exprimés de fagon
hétérogene, et donc €tre nécessaire a la spécification en Epi.

Mes travaux ont montré comment sont exprimés les facteurs NANOG, SOX2, SOX21
et OCT4, mais il reste encore a déterminer le profil d’expression des facteurs TEAD4, KLF4 et
5.1l n’y a, a ma connaissance, aucune ¢tude sur les niveaux d’expression de TEAD4 a 1’échelle
de la cellule dans I’embryon. Il a été observé que TEAD4 nucléaire est préférentiellement
exprimé dans les cellules du TE. De plus, la localisation de TEAD4 au niveau subcellulaire
dans les cellules de la MCI est encore discutée (Home et al. 2012; Nishioka et al. 2008). Il
faudra alors analyser 1’expression de TEAD4 plus précisément dans la MCI, et notamment si
son expression, bien que diminuée, est hétérogéne ou non.

De la méme fagon que pour TEAD4, il existe peu de données sur les niveaux
d’expression de KLF5. Comme pour TEAD4, KLF5 est préférentiellement exprimé dans les

cellules du TE lors de la formation du blastocyste (Lin et al. 2010). Toutefois, dans les
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embryons mutants pour KLF5, il y a une surexpression de Fgf4, ce qui indique que KLF5 régule
négativement I’expression de Fgf4 (Azami et al. 2017). 1l est possible que KLF5 ne régule que
I’expression de Figf4 et pas des autres génes épiblastiques. Ainsi, la délétion de KI/f5 induirait
une expression précoce de Fgf4 mais sans induire une expression coordonnée des autres génes
épiblastiques. La présence de FGF4 de facon précoce force alors les cellules a se spécifier en
EPr avant de pouvoir initier la spécification en Epi. Il sera alors trés intéressant de savoir si
KLF5 n’agit que sur Fgf4 ou s’il est impliqué aussi dans la régulation d’autres geénes
¢piblastiques.

Enfin, KLF4 est exprimé de facon hétérogene dans la MCI (Morgani et Brickman 2015).
Cependant le role de KLF4 dans la seconde différenciation n’a jamais été précisément étudié.
Les embryons mutants pour K/f4 sont viables, bien qu’ils présentent des défauts a la naissance
(Katz et al. 2002). La présence de KLF4 ne semble alors pas étre nécessaire pour le bon
développement des premiers stades du développement. Ces résultats pourraient s’expliquer par
I’expression d’un autre membre de la famille des KLFs, KLF2, qui a une activité¢ redondante
avec celle de KLF4 (Jiang et al. 2008). Le role de KLF4, et aussi de KLF2, sur la régulation de

I’expression de Figf4 et de la spécification de 1’épiblaste reste encore a étre étudiée.

B. Les expressions des facteurs du site STONK sont-elles corrélées entre elles ?

Il a ét¢ montré qu’au niveau ARNm 32-cellules, I’expressions de Nanog est corrélée
avec celles de certains facteurs du site STONK, comme Sox2, KIf4, KIf2 et Pou5f1, et que cette
corrélation donne I’identité épiblastique aux cellules (Allegre et al. 2022). De plus, NANOG
est nécessaire mais pas suffisant pour cette corrélation et donc pour I’initiation de la
spécification en Epi. Il aurait alors besoin d’un ou de plusieurs partenaires pour cette initiation.
Il a été montré que NANOG peut interagir avec SOX2 dans les cellules Epi (Allegre et al.
2022). Cette interaction pourrait alors étre nécessaire pour I’initiation de la spécification en Epi.

Or, mes travaux montrent que NANOG et SOX2 sont coexprimés de maniere aléatoire aux

153



DISCUSSION

stade 32 et 64-cellules. Donc, la coopération de NANOG et de SOX2 dans I’initiation de la
spécification de 1’épiblaste se ferait de maniere stochastique.

De maniére intéressante, les résultats ne montrent une corrélation entre NANOG et
SOX2 qu’a partir du stade 90-cellules. Il est probable que le délai entre ce qui est observé au
niveau ARNm et protéine est dii au temps de traduction, et que la corrélation de 1’expression
des protéines NANOG et SOX2 au stade 90-cellules refléte la corrélation observée a 32/64-
cellules en ARNm. Il serait alors intéressant d’étudier si I’on observe les mémes résultats pour
les autres facteurs du site STONK. Il a déja été montré que 1’expression de NANOG est corrélée
a celle de KLF4 (Morgani et Brickman 2015), mais il reste a déterminer si I’expression de

NANOG et de KLF2 ou d’OCT4 sont corrélées.
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I11. ROle de SOX?21 dans le développement précoce

Selon notre hypothése, la surexpression de SOX21 aurait di induire une inhibition, au
moins partielle, de I’expression de Fgf4 et potentiellement un délai dans la différenciation des
cellules la MCI en cellules épiblastiques. Or, mes résultats montrent que la surexpression de
SOX21 n’a que peu d’effet sur la spécification en épiblaste et sur ’expression de Fgf4, méme
si certaines analyses complémentaires doivent étre réalisées. Il serait notamment intéressant
d’étudier I’effet de la surexpression de SOX21 sur un autre marqueur Epi que Fgf4, comme
Utfl par exemple. De plus, a cause des limitations techniques de la culture d’embryon, les
embryons n’ont pas pu étre analysés a des stades plus tardifs que 64-cellules. Aussi, il est
possible que le temps de traitement des embryons n’était pas assez long, il faudrait alors traiter
des embryons du stade 4-cellules au stade 90-cellules pour pouvoir définitivement confirmer
ces résultats.

Il est & noter que I’induction de I’expression ectopique SOX21 dans I’embryon ou dans
les cellules ES donne des résultats tres différents. Dans les cellules ES, la surexpression de
SOX21 induit la diminution de I’expression de Fgf4 et de Nanog et une augmentation de
I’expression de Gata6. De plus, les cellules qui surexpriment SOX21 se différencient en
neuroectoderme (Mallanna et al. 2010). Les cellules ES sont issues d’un état plus mature de
I’épiblaste (Boroviak et al. 2014), ce qui pourrait expliquer cette différence de résultat. Cela
pourrait étre vérifié en surexprimant SOX21 a un stade plus tardif, comme par exemple au stade
E4,5, et d’¢étudier si I’on observe des résultats similaires aux cellules ES. De plus, je n’ai pas
analysé les marqueurs de différenciation en neuroectoderme.

Une seule étude a mis en avant un réle de SOX21 dans I’embryon préimplantatoire
(Goolam et al. 2016). Les auteurs ont montré que I’inhibition de SOX21 promeut la
différenciation en TE alors que mes résultats montrent qu’une surexpression de SOX21 favorise

la différenciation du TE. Cependant, dans mes travaux comme dans la littérature, I’effet est
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mineur. Que ce soit avec une inhibition de SOX21 ou une surexpression, 1’augmentation du
nombre de cellules dans le TE n’est que de 15%, soit en moyenne 5 cellules de différences sur
une moyenne de 38-40 cellules (Goolam et al. 2016, Figure 4). Bien que certains de mes
résultats montrent un role de SOX21 dans cette différenciation, de nouveau, ces résultats sont
en contradictions avec la littérature. Méme s’il est intéressant de comprendre pourquoi cette
différence de résultat est observée dans les deux études, SOX21 ne semble pas avoir un effet

majeur sur la différenciation TE/MCI.
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IV. Conclusion

Bien que beaucoup de questions sur I’initiation de la spécification en épiblaste restent
encore non ¢lucidées, mes travaux apportent certains éléments de réponse ainsi que de nouvelles
pistes a explorer. L hétérogénéité de I’expression de NANOG et de SOX2, ainsi que I’absence
de corrélation entre I’expression de ces deux facteurs renforce 1’hypotheése d’une induction
stochastique de la spécification en Epi. De plus, la caractérisation du site STONK comme
séquence régulatrice de Fgf4 met en avant la possibilit¢ d’une répression directe de son
expression dans I’embryon. SOX21 ne semble pas faire partie de ces facteurs répresseurs, mais
le role de TEAD4 reste a étre déterminé et celui de KLF5 précisé.

Ainsi, dans les précurseurs, NANOG et SOX2 sont exprimés de maniere hétérogene et
non coordonnée. La coexpression stochastique de ces deux facteurs permet la formation d’un
complexe d’initiation de la spécification, auquel pourrait s’ajouter OCT4, KLF4 ou KLF2. De
manicre concomitante, la baisse des niveaux d’expression de TEAD4 et de KLF5 libere les
séquences régulatrices des marqueurs Epi. Le complexe d’initiation peut alors se fixer sur ces

séquences, comme le site STONK, et activer I’expression coordonnée des marqueurs de I’Epi.
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Résumé

Apres la fécondation, I’embryon de souris effectue deux phases de différenciation avant
I’implantation. La premiere permet la formation de cellules externes qui donnent le
Trophectoderme (TE) et de cellules internes qui donnent la Masse Cellulaire Interne (MCI). La
deuxiéme se déroule dans la MCI produisant les cellules de I’Epiblaste (Epi) et ’Endoderme
Primitif (EPr) disposées en « poivre et sel » au sein de la MCI. Des études récentes montrent
que le facteur NANOG est nécessaire pour la spécification des cellules EPI, mais qu’il n’est
pas suffisant, suggérant alors que d’autres facteurs sont impliqués dans I’initiation de cette
différenciation.

Mon objectif a été d’identifier d’autres facteurs qui pourraient étre impliqués, comme
NANOG, dans I’initiation de cette spécification en Epi. Je me suis intéressé au géne Figf4, connu
comme étant un marqueur de I’Epi ainsi qu’un gene cible de NANOG, pour identifier in silico
plusieurs facteurs potentiellement impliqués : TEAD4, SOX2, SOX21 et OCT4. L’¢étude de
leurs expressions a mis en avant I’hétérogénéité de ces facteurs a différents stades, ainsi qu’une
expression inversement corrélée entre SOX2 et SOX21 au cours du développement. Ces
résultats, en plus d’une veille bibliographique, m’a fait émettre ’hypothése que TEAD4 et
SOX21 seraient des répresseurs alors que NANOG et SOX2 seraient des activateurs de
I’expression de Fgf4 et de la spécification en Epi. Il y aurait alors des mécanismes de
compétition entre ces facteurs. Mais a ce jour, mes travaux sur I’étude de la surexpression de
SOX21 dans I’embryon ne m’ont pas permis de valider cette hypothése. En parallele j’ai
commencé a développer des cellules souches embryonnaires permettant une surexpression de
SOX21 ou de TEADA4. Grace a ces cellules, nous pourrons étudier les mécanismes de liaisons
a ’ADN de ces facteurs et leur impact sur les geénes cibles, ainsi que la potentielle compétition
entre eux.

Abstract

After fertilization the mouse embryo performs two rounds of differentiation before
implantation. The first allows the formation of outer cells, which give the Trophectoderm (TE)
and the inner cells, which give the Inner Cell Mass (ICM). The second step takes place within
the ICM by producing the Epiblast (Epi) and the Primitive Endoderm (PrE) cells positioning in
a “salt and pepper” pattern in the ICM. Recent studies show that NANOG is necessary for Epi
specification, but not sufficient, suggesting that other factors may be involved in the initiation
of this differentiation.

My goal was to identify other factors that could be involved, as NANOG, in the
initiation of Epi specification. I focused on the Fgf4 gene, which is a known Epi marker and a
target gene of NANOG, to identify in-silico several potentially implicated factors: TEAD4,
SOX2, SOX21 and OCT4. Analysis of their expressions highlighted the heterogeneity of those
factors at different stages and an inverted correlation between SOX2 and SOX21 expressions
during the development. Those results and data from literature made me hypothesize that
TEAD4 and SOX21 would be repressors while NANOG and SOX2 would be activators of Fgf4
expression and Epi specification. There would be then a competition between those factors. But
nowadays, my work on the analysis of SOX21 overexpression in the embryo didn’t allow me
to validate this hypothesis. In parallel, I started to develop embryonic stem cells allowing an
overexpression of SOX21 or TEADA4. Thanks to these cells, we will be able to study the DNA
binding mechanisms of those factors and the impact on the target genes, and also the putative
competition between them.
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