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NOUVELLE

La transition

mésenchymato-épithéliale,
passage obligatoire

pour la reprogrammation
de fibroblastes en iPSC

Laurent David

> Une des limites de la médecine régé-
nérative est la difficulté d’obtenir en
nombre suffisant des cellules différen-
ciées qui pourraient remplacer les cel-
lules d’un tissu défectueux. Les cel-
lules souches pluripotentes, par leur
capacité a se développer en tout type
cellulaire et a proliférer indéfiniment in
vitro, pourraient répondre a cet impé-
ratif. Initialement isolées chez "homme
a partir d’embryons surnuméraires issus
de fécondations in vitro, les cellules
souches embryonnaires (ESC, embryo-
nic stem cells) posent cependant plu-
sieurs problémes, notamment éthiques
et de tolérance immunologique dans une
perspective thérapeutique.

Récemment, plusieurs méthodes per-
mettant de reprogrammer des cellules
adultes différenciées en cellules pluri-
potentes ont vu le jour. La premiere est
le transfert d’un noyau somatique dans
un ovule, méthode qui a abouti a la nais-
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sance de Dolly. La deuxiéme est la fusion
d’une cellule somatique et d’une cellule
souche embryonnaire: dans la cellule
hybride, le noyau de la cellule somatique
est reprogrammé par I’environnement
embryonnaire pluripotent, qui est domi-
nant, et il prend les caractéristiques
d’un noyau de €SC. Les connaissances
acquises grace a ces méthodes et grdce
a I’étude des €SC ont permis de mettre au
point une troisiéme technique en 2006.
Celle-ci consiste a surexprimer des fac-
teurs de transcription - Oct4, KIf4, c-Myc
et Sox2 (0KMS) - dans une cellule soma-
tique, ce qui entraine la reprogramma-
tion du noyau et 'acquisition par cette
cellule somatique de caractéristiques de
cellules souches pluripotentes : on parle
de cellule souche pluripotente induite
(ipsC) [1, 21.

Depuis cette découverte, les méthodes
de production se sont améliorées et
des critéres précis de pluripotence ont
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été définis. Néanmoins, les mécanismes
contrélant le processus de reprogramma-
tion lui-méme n’ont pas pu étre appro-
fondis a cause de la tres faible efficacité
du processus de reprogrammation.

Transition
mésenchymateuse-épithéliale :

une étape nécessaire

L'établissement de modeles murins dits
«secondaires » a permis de mieux appré-
hender les mécanismes de la reprogram-
mation des iPSC. Les systemes secondai-
res sont obtenus par reprogrammation
de cellules somatiques primaires avec
des transgenes inductibles, puis diffé-
renciation des iPSC ainsi obtenues, in
vitro, ou in vivo, par agrégation dans
une morula et création de souris chime-
res a partir desquelles on peut isoler des
fibroblastes (MEF, murine embryo fibro-
blasts) dits secondaires. €n déclenchant
I’expression des transgenes inductibles
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dans ces cellules différenciées secon-
daires, on peut y induire une repro-
grammation et obtenir des iPSC dites
secondaires. €n collaboration avec le
laboratoire d’Andras Nagy, nous avons
mis a profit le systéme secondaire que
ces auteurs avaient établi et qui permet
I’expression d’OKMS sous la dépendance
d’un promoteur Tet-ON activable par
la doxycycline (Dox) [31], pour étu-
dier I’évolution du profil d’expression
génique lors de I'induction de la repro-
grammation de fibroblastes embryon-
naires murins (MEF) [4]. Cela nous a
permis d’identifier plusieurs phases se
distinguant par des signatures molécu-
laires spécifiques lors du processus de
reprogrammation. La premiére phase se
caractérise par une transition mésen-
chymo-épithéliale (MET), la deuxiéme
par I'apparition de marqueurs précoces
de la pluripotence, et la troisieme par
I’arrét de "expression des transgenes et
I’apparition de marqueurs tardifs de la
pluripotence (Figure 1).

Nous avons ensuite couplé cette appro-
che descriptive des changements molé-
culaires qui sont observés lors de la
reprogrammation avec un criblage fonc-
tionnel. Nous avons transfecté une ban-
que de siARN dans des MEF secondaires,
juste avant I'gjout de Dox, et mesuré
I’effet de chaque siARN sur la repro-
grammation. Nous avons obtenu une
liste de facteurs, dont I'inhibition de
I’expression augmente ou diminue I’ef-
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ficacité de la reprogrammation observée
5 jours plus tard par I’analyse morpho-
logique des colonies et un marquage
révélant la phosphatase alcaline, un
marqueur précoce de reprogrammation.
€n croisant cette liste avec celle des
genes dont I'expression est soumise
a une forte régulation au cours des
premiers jours de la reprogrammation,
nous avons identifié deux événements
importants : (1) I'acquisition d’une
signature épithéliale trés intense (par
exemple gain d’expression de la €-cad-
hérine, de Epcam [epithelial cell adhe-
sion molecule], OcIn [occludine], Crb3
[de la familles de protéines crumbs])
parallelement a la perte de la signature
mésenchymateuse des MEF (perte de
Snail, Slug, Zeb1/2, Thyl, N-cadhérine) ;
(2) la voie de signalisation BMP (bone
morphogenetic protein) est nécessaire
a cette transition MET, premiere étape
du processus de reprogrammation des
MEF [4].

Nous avons confirmé I’existence d’une
MET au cours de la reprogrammation.
Une analyse microscopique a démontré
qu'apres 5 jours de traitement par Dox,
qui induit "expression des transgénes
nécessaires a la reprogrammation, le
cytosquelette d’actine n’est plus orga-
nisé en fibres de stress comme dans les
fibroblastes, mais il est localisé dans
les zones corticales. De plus, les cellules
en cours de reprogrammation ont déja
établi un nouveau type de jonctions

Figure 1. La reprogrammation de fibroblas-
tes en iPSC se déroule en 3 phases. La phase
d’initiation se caractérise par une transition
mésenchymo-épithéliale (MET), sans laquelle
les fibroblastes sont incapables d’étre repro-
grammés. Durant la MET, les marqueurs mésen-
chymateux (ex. : Snail) sont perdus au profit
de marqueurs épithéliaux (ex. : Cadhérine-€).
Ceci est régulé par la voie de signalisation BMP
et la famille de micro-ARN miR-200. Aprés la
phase d’initiation, les marqueurs de pluripo-
tence sont exprimés, définissant les phases de
maturation et de stabilisation. Dppa4 : deve-

lopmental pluripotency-associated 4.

adhérentes de type épithélial (faites
de €-cadhérine), similaires a celles qui
sont observées dans les cellules souches
pluripotentes. Une confirmation du role
crucial de cette MET pour la reprogram-
mation des fibroblastes est apportée par
la surexpression de protéines mésenchy-
mateuses (ex. Snail) ou Iinhibition de
I’expression de protéines épithéliales
(ex. E-cadhérine) : dans les deux cas, la
reprogrammation est fortement inhibée
[4, 5]. Cette transition dépend clai-
rement de la présence de BMP: I'ab-
sence de signalisation BMP empéche la
reprogrammation d’avoir lieu. Une des
cibles des BMP impliquée dans la MET
est le cluster de microARN miR-200. La
signalisation BMP induit I'expression de
ces miARN qui, a leur tour, ciblent des
facteurs de transcription mésenchyma-
teux, comme Snail ou Zeb, et inhibent
leur expression.

Un autre groupe a également identifié la
MET comme une premiére étape cruciale
lors de la reprogrammation en utilisant
une autre approche [5]. De plus, la tra-
duction fonctionnelle dans la cellule des
modifications que nous avons décrites
au niveau moléculaire a été démontrée
par microscopie en temps réel, prouvant
que, au cours de leur reprogramma-
tion, les MEF effectuent réellement une
transition MET [6].

Ces résultats, obtenus avec des modéles
murins, sont probablement extrapolables
chez I’homme. €n effet, Wang et al. ont

1031



montré qu’un échec de la reprogramma-
tion de fibroblastes est attribuable a un
défaut d’accomplissement d’une MET [7].

Implications

Nos résultats permettent de proposer
une explication a une observation faite
en 2008 par Maherali et al. qui démon-
traient que les cellules épithéliales sem-
blaient plus faciles a reprogrammer [8].
Ces cellules n’auraient pas besoin de
passer par une MET. Cela apporte égale-
ment une lumiére nouvelle sur I'impor-
tance des jonctions intercellulaires pour
la régulation de la pluripotence.

Ces résultats ont donc une implication
directe sur le choix du type de cellules
utilisées pour établir des iPSC. En effet,
sélectionner des cellules épithéliales
serait plus adapté, ces cellules ayant
déja les caractéristiques épithéliales
similaires a celles de cellules souches
pluripotentes, ce qui pourrait expliquer
la cinétique plus rapide du processus de
reprogrammation [5].

Si ’on souhaite reprogrammer des cel-
lules mésenchymateuses en iPSC, une

premiére étape de MET est indispen-
sable, et nos résultats suggerent que
cette transition peut étre facilitée par
I’ajout de molécules favorisant la MET
lors des premiers jours de reprogram-
mation : il a été proposé que les inhi-
biteurs du récepteur du TGFP (transfor-
ming growth factor [3) puissent jouer ce
réle [9, 10].

Nos résultats soulignent tout I'inté-
rét d’un décryptage précis des étapes
du processus de reprogrammation, une
meilleure connaissance des mécanismes
moléculaires étant le garant d’une amé-
lioration de I'efficacité du processus
mais aussi de la fiabilité des iPSC. ¢
Mesenchymal-to-epithelial transition :
a necessary initial step towards
reprogrammation of fibroblasts
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