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Différences d’incorporation des CSE
dans un blastocyste hote chez la souris
ou le singe : quelles hypothéses ?

Si ces résultats confirment la différence
entre les systémes du singe Rhésus (et
probablement de I’homme) et de souris,
I’histoire ne dit pas pourquoi les CSE de
Rhésus ne contribuent pas au dévelop-
pement embryonnaire : incompétence
des CSE, non-permissivité de I’embryon
hote ou autre facteur de restriction sans
aucun rapport avec le potentiel des cel-
lules et qui, il était identifié, pourrait
étre contourné. Les auteurs formulent au
moins deux hypotheses :

Les blastocystes hdotes, comme les
CSE injectées, sont peut-étre au-dela
de la fenétre de permissivité propice
a I’établissement du chimérisme. La
compétence des CSE de primates (et
d’homme) refléte en effet I’état de
maturation de la masse interne dont
elles sont issues. Or, I"analyse fine des
masses internes des blastocystes hotes
a révelé qu’a ce stade, une organisation
en deux feuillets distincts, épiblaste
et endoderme primitif, est déja déce-
lable. Cette ségrégation en 2 feuillets
s’oppose peut-étre a 'incorporation de
CSE€ immatures étrangeres. Rappelons
que chez la souris, cette ségrégation

apparaft au jour 4,5, mais que la greffe
de CSE est faite au jour 3,5 ; plus tard,
elle est inefficace.

D’autre part, les auteurs démontrent,
en suivant grace a un traceur les CSE
injectées dans les embryons 4-cellules,
qu’elles se différencient trés rapide-
ment et certainement avant d’avoir pu
s'intégrer sous une forme encore imma-
ture pluripotente dans les embryons
4-cellules.

[l faut cependant remarquer que les CSE
de singes Rhésus ont tous les autres
attributs de la pluripotence : forma-
tion de tératomes, production de cel-
lules différenciées fonctionnelles de
multiples tissus in vitro (comme nous
I’avons décrit a propos des travaux de
M. Pucéat et P. Ménasché [7]), signature
moléculaire. Est-ce que des CSE dérivées
non pas de la masse interne, mais de
blastoméres (embryons 4-8 cellules)
d’embryons de singes pourraient, elles,
contribuer in vivo a des chiméres ? Cela
vaut peut-étre d’étre testé. Pourrait-on
aussi, par un artifice de culture, induire
un état plus « naif » dans ces CSE qui
élargirait leur potentiel in vivo, comme
cela a été décrit pour les €piSC de la
souris que I"on peut convertir en CSE
naives [8] ?
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Le contrdle de la pluripotence

des cellules souches

Les cellules souches embryonnaires
(CSE) sont issues du blastocyste et sont
capables de s’autorenouveler théorique-
ment indéfiniment sous forme indiffé-
renciée. €n outre, les CSE sont pluripo-
tentes, ce qui signifie qu’elles peuvent
se différencier en n’importe quel type
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Comme dans beaucoup de domaines, la
souris - modele d’étude « extra-ordi-
naire » - ne refléte que treés mal la réa-
lité de "’embryologie et de la physiologie
humaines ou des primates non humains.
Important, a I’heure des discussions
éthiques et de la thérapie cellulaire. ¢
€S cells and postnatal chimeric

Rhesus monkeys
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cellulaire composant les tissus embryon-
naires et que, en interaction étroite avec
le placenta, elles ont la capacité de
former un organisme viable et fertile. Les
CSE possédent un programme d’expres-
sion génique unique favorisant a la fois
leur autorenouvellement et le maintien
de leur pluripotence. Ce programme est
minutieusement contr6lé a différentes

étapes de I'expression des genes et
conserve le génome dans une configura-
tion dynamique qui favorise une activa-
tion rapide des génes impliqués dans la
différenciation en réponse a des signaux
développementaux. La régulation de ce
programme intervient tout d’abord au
niveau de la chromatine, par le biais de
la méthylation de ’ADN, du remodelage
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des nucléosomes et de modifications
post-traductionnelles des histones. De
nombreuses études ont également établi
qu’un nombre limité de facteurs, dont
Oct4/POUSFL (POU class 5 homeobox),
Sox2 (SRY [sex determining region Y]-
box 2) et Nanog, constitue un réseau
de régulateurs de la transcription qui
joue un role clé dans le maintien des
propriétés des cellules souches ou dans
leur réacquisition dans le modéle des
cellules pluripotentes induites ou iPSC
(induced pluripotent stem cells) [1]. €n
effet, ces facteurs de transcription pos-
sédent une double fonction dans les CSE
indifférenciées : d’une part, ils stimulent
leur propre expression par le biais de
boucles autorégulatrices et celle de
genes nécessaires au maintien de la
pluripotence et, d’autre part, ils répri-
ment la transcription de génes impliqués
dans les programmes de différencia-
tion cellulaire [2]. Ce réseau contrdle
également I’expression de nombreux
microARN qui contribuent au main-
tien des CSE, et répriment, avec 'aide
de protéines du complexe Polycomb,

I’expression de microARN normalement
exprimés au cours de la différenciation
[2]. Au cours des cinq derniéres années,
un mécanisme supplémentaire de régu-
lation du destin des CSE a été mis en
évidence, I’épissage alternatif, dont
Ilimportance reste encore a définir.

L’épissage alternatif : un mécanisme
clé de I’expression des génes

’épissage alternatif est une étape cru-
ciale de la maturation des ARNm chez les
eucaryotes. Elle permet I'inclusion dif-
férentielle de séquences exoniques dans
les ARNm matures et favorise ainsi la
synthese de plusieurs isoformes d’ARNm
a partir d’'un gene unique. Uépissage
alternatif est régulé au cours du dévelop-
pement et permet d’accroftre la diversité
du transcriptome et du protéome expri-
més dans chaque type cellulaire [3]. Chez
I’lhomme, des analyses de séquencage
ARN @ haut débit (RNA-seq) ont montré
que I'épissage alternatif concerne plus
de 95 % des génes multi-exons, et que
les genes dont I’expression est régulée
au niveau transcriptionel sont essen-

tiellement différents des genes régulés
par cette voie [4, 5]. Lépissage alter-
natif constitue donc un mécanisme de
régulation de I’expression des génes a
part entiére, au méme titre que la régu-
lation de la transcription, par exemple.
Les technologies des puces a ADN, et
plus récemment du RNA-seq, ont per-
mis I'identification de nombreuses iso-
formes d’ARNm dont I’épissage alternatif
est régulé de fagon différente entre les
CSE et des populations de cellules dif-
férenciées qui dérivent de ces cellules
souches. Cependant, a I’exception de
quelques événements d’épissage alter-
natif qui affectent I'activité de fac-
teurs de transcription importants pour
le maintien de la pluripotence, tels que
Oct4, Tef3 (transcription factor 3), Sall4
(Sal[Drosophila]-like 4) et Nanog [6, 71,
la fonction de la quasi-totalité de ces
isoformes reste inconnue a ce jour.

Lépissage des ARNm du gene FOXPI :

un interrupteur de la pluripotence

Afin de déterminer la contribution de

I’épissage alternatif dans la régulation
des CSE humaines, nous avons

Cellules souches, iPSC

FOXP1-€S

régulant

contrélant

cellulaire

Cellules différenciées

Figure 1. Modéle de la régulation de I’épissage et de la fonction des isoformes FOXP1-ES et FOXPI dans
les cellules souches pluripotentes ou différenciées, respectivement. Les exons 16 a 20 du gene FOXPI sont
représentés. La spécificité de liaison a I’ADN de FOXP1 et FOXP1-€S est indiquée sous forme de séquences

consensus dont la taille des lettres représente la fréquence observée des différents nucléotides a chaque

position dans les motifs ADN.
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Réseaux de genes

la pluripotence et
I’autorenouvellement

Réseaux de génes

la différenciation

utilisé des puces a ADN qui per-
mettent de détecter simultané-
ment plus de 5 000 événements
d’épissage. Cette approche a
identifié plus de 240 exons dont
I’épissage est différentiellement
régulé entre les CSE pluripotentes
et leurs dérivés au cours de leur
différenciation en endoderme,
mésoderme, et ectoderme [8].

Un événement d’épissage a
retenu notre attention, car il
implique un exon non annoté
dans le gene FOXPI codant pour
un facteur de transcription de
la famille Forkhead. Nous avons
démontré que cet exon 18b est
spécifiquement inclus dans les
CSE humaines (FOXP1-€S) et
progressivement remplacé au
cours de la différenciation cel-
lulaire par I’exon 18 qui, lui, est
détecté dans la quasi-totalité
des tissus adultes (Figure 1). De
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fagon remarquable, le profil d’épis-
sage alternatif de I’exon 18b est
conservé au cours de I’évolution, en
particulier dans les CSE murines, mais
également dans le géne ancestral FoxP
chez les invertébrés [9], ce qui sug-
gere qu’il joue un réle important au
cours du développement. €n effet,
les exons 18 et 18b codent pour une
partie du domaine de liaison a I’ADN
des isoformes FOXP1 et FOXP1-€S, res-
pectivement, et modifient la spécifi-
cité d’interaction a "ADN de ces deux
isoformes. Une analyse, réalisée grace
a des puces ADN de type PBM (pro-
tein binding microarray) représen-
tant toutes les combinaisons possibles
de séquences de huit nucléotides,
a confirmé que la protéine FOXPI
reconnaft un motif GTAAACA, alors
que FOXPL-€S s’associe préférentiel-
lement a des motifs CGATACA et des
motifs riches en A/C (Figure 1), ce
qui suggere que ces deux isoformes
contrdlent des programmes génétiques
distincts. Lutilisation de siARN (small
interfering) dirigés spécifiquement
contre les exons 18 et 18b, couplée a
une analyse par RNA-seq, a révélé que
chaque isoforme de FOXP1 régule des
réseaux de génes différents dans les
CSE€ humaines. €n particulier, FOXP1-
€S réprime I'expression de nombreux
genes impliqués dans la différencia-
tion cellulaire et stimule I"expression
de 0CT4, NANOG et NR5A2 (nuclear
receptor subfamily 5, group A, member
2), trois facteurs de transcription clés
pour les propriétés de pluripotence.

Enfin, nous avons démontré que I'iso-
forme Foxpl-€S, mais pas Foxpl, est
requise pour le maintien de la pluripo-
tence et de I'autorenouvellement des
CSE murines, ainsi que pour la repro-
grammation de fibroblastes embryon-
naires murins en cellules iPSC. U'en-
semble de ces données démontre qu’un
événement d’épissage alternatif dans
le géne FOXPI se positionne en amont
du réseau de facteurs de transcription
qui contrdle les programmes génétiques
spécifiques des CSE, et se comporte
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comme un interrupteur qui régule le
maintien des propriétés des cellules
souches ou leur différenciation.

L’épissage alternatif :

un régulateur clé du transcriptome

et du devenir des cellules souches ?
Les études réalisées au cours des trois
dernieres années grdce au RNA-seq ont
permis de mettre en évidence que les
cellules pluripotentes, et en particulier
les CSE, possedent un transcriptome trés
diversifié, et expriment de nombreux ARN
qui different des modeles de transcrits
ou d’ADNc actuellement établis [10].
Ces résultats impliquent également que
la diversité du protéome des CSE et la
fonction de la vaste majorité de ces ARN
restent encore a définir. €n effet, les
rares exemples d’événements d’épissage
alternatif décrits pour des facteurs de
transcription tels que Nanog, Oct4, Tcf3
et Foxpl démontrent clairement que des
variations subtiles de domaines fonc-
tionnels jouent un rdle déterminant pour
reprogrammer la fonction de ces genes,
indépendamment de la régulation de leur
transcription. Ces exemples soulignent
limportance d’étudier la diversité du
transcriptome des CSE d’un point de vue
non seulement descriptif, mais aussi
fonctionnel, et suggerent que les modéles
actuellement établis de réseaux de génes
assurant le controle des capacités de
pluripotence et d’autorenouvellement des
CSE€ vont étre profondément remaniés.
Ces études suscitent également un
intérét important pour identifier les
mécanismes qui définissent la diversité
du protéome des CSE et contribuent a
maintenir I'identité pluripotente des
cellules souches. Enfin, elles soulignent
I’importance de caractériser les facteurs
qui régulent le transcriptome en réponse
a des cascades de signalisation lors de
la différenciation cellulaire. ¢
Alternative splicing: a new mechanism
controlling stem cell pluripotency
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