944

médecine/sciences 2018 ; 34 : 944-53

m's

médecine/sciences

> Depuis la dérivation des premieres lignées de
cellules souches embryonnaires pluripotentes
chez la souris au début des années 1980, une
pléthore de lignées a été obtenue chez diverses
especes de mammiféres, dont les rongeurs, les
lagomorphes’ et les primates. Ces lignées se dis-
tinguent par leurs caractéristiques moléculaires
et fonctionnelles et correspondent aux différents
états de pluripotence observés chez I’embryon,
entre les stades blastocyste et gastrula. Ces
lignées se répartissent le long d’un gradient, ou
continuum de pluripotence, dont les deux extré-
mités sont symbolisées par les états appelés naif
et amorcé. Les cellules souches pluripotentes
humaines sont dans un état de pluripotence
amorcé (au bas du gradient), une position qui
est sans doute la cause de leur instabilité natu-
relle. Les recherches récentes visent a obtenir des
cellules souches pluripotentes humaines a I’état
naif (en haut du gradient). Uimportance de ces
recherches dans la perspective d’applications
médicales est discutée dans cette revue. <

La pluripotence est définie par la capacité d’une cellule
a se différencier en tous les types cellulaires consti-
tuant un organisme adulte. Dans I"embryon au stade
du blastocyste, les cellules pluripotentes constituent
I’épiblaste, qui est a I'origine de tous les organes du
futur individu ainsi que des tissus hématopoiétiques
du sac vitellin et des tissus vasculaires de I'interface
materno-feetale [1]. Les autres constituants du blas-
tocyste, I’endoderme primitif et le trophoblaste, sont
a l'origine des annexes extra-embryonnaires. Dans le
blastocyste de souris, I’épiblaste nouvellement formé
n’est constitué que de 10 a 15 cellules pluripotentes.
Pendant les trois jours suivant sa formation, période
marquée par I'implantation de "embryon dans la paroi
utérine, les cellules pluripotentes se multiplient acti-
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vement et s’organisent progressivement en une structure d’aspect
épithélial. On compte 600 a 700 cellules pluripotentes dans I’épiblaste
au début de la gastrulation, c’est-a-dire au début de la formation
des premiers grands lignages embryonnaires : 'ectoderme, le méso-
derme et ’endoderme. On en compte jusqu’a environ 10000 lorsqu’il a
atteint sa pleine expansion, trois jours apres I"implantation. Au-delq,
toutes les cellules pluripotentes se sont engagées vers I'une de ces
trois destinées embryonnaires et leur stock est alors irrémédiablement
épuisé. La pluripotence est donc un état transitoire du développement
embryonnaire.

Depuis les travaux précurseurs de Martin Evans, au Royaume-Uni
[2], et de Gail Martin aux €tats-Unis en 1981 [3], il est possible de
capturer cet état de pluripotence transitoire sous la forme de lignées
cellulaires : les cellules souches embryonnaires pluripotentes, ou
cellules €S. Contrairement aux cellules pluripotentes de I’épiblaste
dont elles sont issues, les cellules €S se caractérisent par leur auto-
renouvellement illimité, grace a des conditions de culture appropriées
qui blogquent I'engagement dans la différenciation. Au cours des trois
décennies écoulées, divers protocoles ont été élaborés dans le but
d’accroitre la stabilité de la pluripotence in vitro et de préserver
Pintégrité génétique des cellules ainsi capturées [4]. Les lignées de
cellules souches pluripotentes ainsi fabriquées ont permis des avan-
cées considérables dans notre compréhension des mécanismes molé-
culaires et cellulaires qui sous-tendent la pluripotence chez la souris,
et plus récemment chez "homme. Elles ont aussi conduit @ une vision
plus complexe de la pluripotence. Celle-ci n’apparait plus comme un
état unique et homogene de I'épiblaste pendant toute la durée de son
expansion, mais plutét comme la succession, et parfois la coexistence,
d’états discrets amenant graduellement les cellules pluripotentes aux
abords de la différenciation. Dans cette revue, nous ferons le point des
connaissances sur les différents états de pluripotence in vitro, ainsi
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Figure 1. Etats naif et amorcé de pluripotence chez la souris. €4,5 et £6,5 représentent les stades de développement embryonnaire en jours. €S,

embryonic stem ; €piSC, epiblast stem cell ; LIF, leukemia inhibitory factor ; JAK, janus kinase ; STATS, signal transducer and activator of transcrip-

tion 3 ; GSK3i, inhibiteur pharmacologique de GSK3 (glycogen synthase kinase-3) ; MEKi, inhibiteur pharmacologique de MEK (mitogen-activated

protein kinase kinase) ; SRK, Src-related kinases (Hck et Yes) ; FGF2, fibroblast growth factor 2 ; MAPK, mitogen-activated protein kinase ; P13K,

phosphoinositide 3-kinase ; 2" X, second chromosome X.

que sur leurs corrélats moléculaires et développementaux. Nous dis-
cuterons également des différences entre mammiferes et de I'impact
de ces nouvelles connaissances dans la mise en ceuvre de la thérapie
cellulaire.

La pluripotence ndive : une tabula rasa
La dérivation de lignées de cellules €S a partir de ’embryon pré-

implantatoire de souris au stade blastocyste requiert le LIF (leukemia
inhibitory factor), une cytokine de la famille de IIL(interleukine)-6,
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et du sérum, ce dernier pouvant étre remplacé par le
BMP4 (bone morphogenetic protein 4) [5] (Figure 1).
Le LIF active plusieurs facteurs, dont la kinase JAK2
(Janus kinase), le facteur de transcription STAT3 (signal
transducer and activator of transcription 3) [6], la PI3K
(phosphoinositide 3-kinase) [7], et les kinases de la
famille Src, Hck (hematopietic cell kinase) et Yes [8].
Le BMP4 active la transcription des genes de la famille
Id, via les facteurs de transcription de type Smad [5].
Ensemble, ils stimulent "activité d’un réseau de genes
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caractéristiques de I’épiblaste du blastocyste. Ce réseau comprend les
facteurs de transcription centraux de la pluripotence, Oct4 (octamer-
binding transcription factor 4), Sox2 (SRY-related HMG-box gene 2) et
Nanog, et plusieurs facteurs ancillaires, KIf2 (Kriippel-like factor 2),
KIf4, Tfcp2Il (transcription factor CP2 like 1), Tbx3, Esrrb (estrogen-
related receptor beta), Gbx2, et Sall4 (Spalt-like 4), formant un réseau
élargi [9, 10]. Ce réseau de pluripotence peut étre stabilisé et son
activité renforcée, en bloquant I'activité des kinases ERK1/2 (extra-
cellular regulated kinases 1/2) responsables de I’engagement spon-
tané dans la différenciation, et en stimulant I'activité de la signali-
sation WNT grdce & Iinhibition de la kinase GSK3 (glycogen synthase
kinase 3). Dans ce but, on utilise des inhibiteurs pharmacologiques
et un milieu de culture synthétique [11]. Cette condition de culture,
chimiquement définie, est appelée « 2i/LIF »!. Les cellules €S cultivées
dans cette condition sont capables de s’auto-renouveler de maniere
illimitée en I"absence d’activité des protéines ERK, de sérum et de
BMP4. Le génome est globalement hypo-méthylé, la chromatine est
dans une configuration permissive, et les cellules des lignées dérivées
d’embryons femelles possedent deux chromosomes X actifs, autant de
caractéristiques des cellules pluripotentes du blastocyste. L'ensemble
de ces caractéristiques définit I’état naif, ou état fondamental de
pluripotence. Sur le plan fonctionnel, I’état naif se distingue par la
capacité de chaque cellule €S de souris, une fois réintroduite dans un
blastocyste hote, a s’incorporer dans ’épiblaste et a participer ainsi a
la formation de tous les tissus constituant I’organisme adulte, y com-
pris la lignée germinale [12, 13]. Uentité ainsi obtenue est appelée
« chimére germinale » car tous ses tissus, y compris les gametes, sont
constitués d’un mélange de cellules différenciées dérivant des cellules
pluripotentes de I’embryon héote et de cellules différenciées déri-
vant des cellules €S introduites expérimentalement dans I’embryon.
Les analyses par séquencage de I’ARN (RNA-seq) ont montré que le
transcriptome des cellules €S est tres proche de celui de I’épiblaste du
blastocyste entre la fin du 4° et le 5° jour de développement [14]. Ce
stade du développement est d’ailleurs celui a partir duquel des lignées
de cellules €S de souris peuvent étre dérivées avec la plus grande
efficacité. A partir du 6° jour, cette efficacité chute brutalement. Les
cellules €S de souris en culture peuvent également se différencier en
gameétes males et femelles fonctionnelles [15], ce qui est cohérent
avec le fait que la ségrégation de la lignée germinale ne s’opere qu’au
6¢ jour de développement chez la souris. Ainsi, la combinaison 2i/LIF
permet de capturer in vitro, avec une fidélité quasi parfaite, I’état de
pluripotence qui prévaut dans I"épiblaste de I"’embryon au début du 5¢
jour de son développement.

Le rdle de la signalisation du LIF dans la capture de I’état naif de plu-
ripotence mérite attention. Les études génétiques ont révélé qu’aucun
des composants de la voie de signalisation du LIF (son récepteur LIFR,
son co-récepteur, la glycoprotéine gp130, et STAT3) n’était nécessaire
au développement de I’embryon pré-implantatoire. 'activation de
la voie LIF/STAT3 se révéle néanmoins nécessaire a la survie du blas-
tocyste lors de la diapause, un processus physiologique qui, chez les

!Voir Glossaire.
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rongeurs, retarde I'implantation chez la femelle allai-
tante. Dans cette situation seulement, la voie LIF/STAT3
maintient les cellules de I’épiblaste a I’état pluripotent
[16]. Son activation serait donc la solution adoptée par
la future cellule €S afin d’acquérir I'immortalité.

La pluripotence amorcée : un état fragile
a la lisiere de la différenciation

[l est impossible de dériver des lignées de cellules €S a
partir de I’épiblaste de I’embryon de souris au-dela du
5¢ jour de développement [17]. Néanmoins, les cellules
de I’épiblaste sont encore pluripotentes, et ce jusqu’au
début du 9¢ jour. A partir du 6¢ jour, les cellules de I’épi-
blaste ont simplement perdu la capacité de répondre au
LIF. €n revanche, elles ont acquis la capacité de s’auto-
renouveler in vitro sous Iaction du FGF2 (fibroblast
growth factor 2) et de I’Activine A (ActA). Les lignées
de cellules ainsi obtenues sont appelées €piSC (epiblast
stem cells) [18, 19]. Les cellules €piSC sont capables
de se différencier in vitro en cellules représentatives
des trois feuillets embryonnaires, attestant de la pré-
servation de leur caractére pluripotent. Contrairement
au milieu de culture des cellules €S, celui des EpiSC est
enrichi en facteurs sériques, reflétant la relative com-
plexité des voies de signalisation impliquées dans le
contréle de leur auto-renouvellement. Le transcriptome
des cellules EpiSC est tres proche de celui de I’épiblaste
de ’embryon post-implantatoire dont elles sont issues
et différe de celui des cellules €S [18, 19]. Singuliére-
ment, les cellules EpiSC ont un transcriptome similaire a
celui de I’épiblaste de I’embryon au stade de la gastrula
tardive (correspondant au 8¢ jour de développement),
et ce quel que soit le stade embryonnaire (entre le 6¢
et le 8¢ jour) utilisé comme source de Iépiblaste [20]
(Figure 1). Les voies de signalisation FGF2 et Activine A
ont donc la capacité de conduire les cellules de I’épi-
blaste vers un état unique, temporellement restreint,
propice a leur auto-renouvellement. Une particularité
du transcriptome des cellules €piSC est la présence
d’ARN messagers (ARNm) caractéristiques des tous
premiers stades de la différenciation en ectoderme
(Fgf5 [fibroblast growth factor 5], Soxl), en méso-
derme (Brachyury) et en endoderme (Foxa2 [forkhead
box protein A2], Sox17, Cerl [Cereberus]), qui conduit a
I'idée que les cellules €piSC, bien que fonctionnellement
pluripotentes, sont pré-instruites pour la différencia-
tion. La notion de pluripotence amorcée a été proposée
pour rendre compte de I’état des cellules €piSC, un état
plus proche de I’engagement dans la différenciation
que I’état naif [13]. Les cellules EpiSC expriment les
régulateurs canoniques de la pluripotence, Oct4, Sox?
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€S : cellule souche embryonnaire

LIF : leukemia inhibitory factor

IL : interleukine

BMP : bone morphogenetic protein

JAK : janus kinase

STAT3 : signal transducer and activator of transcription 3
PI3K : phosphoinositide 3-kinase

Hck : hematopoietic cell kinase

Oct4 : octamer-binding transcription factor 4
Sox2 : SRY-related HMG-box gen 2

KIf : Kriippel-like factor

Tfep2ll : transcription factor CP2-like 1

Esrrb : estrogen-related receptor beta

Sall4 : Splat-like 4

€RK : extracellular regulated kinase

GSK3 : glycogen synthase kinase 3

LIFR : récepteur du LIF

gpl30 : co-récepteur du LIF

FGF2,4,5 : fibroblast growth factor 2,4,5
Foxa2 : forkhead box protein A2

Cerl : Cereberus

rs€piSC : region-specific epiblast stem cells
INTPSC : intermediate pluripotent stem cell
EPL : primitive ectoderm-like cell

1€SC : intermediate embryonic stem cell

0tx2 : orthodenticle homeobox 2

Lefl : [ymphoid enhancer binding factor 1
ROCK : Rho-associated protein kinase

HNES : human naive embryonic stem

MAPK : mitogen-activated protein kinase
MEK : mitogen-activated protein kinase kinase
PKA : protein kinase A

PKC: protein kinase C

JNK : c-Jun N-terminal kinase

HDAC : histone deacetylase

HPATS : human pluripotency-associated transcripts 5
TFAP2C : transcription factor AP-2 gamma

2i : inhibiteur de GSK3 + inhibiteur de MEK

et Nanog, mais n’expriment pas les facteurs de transcription ancil-
laires KIf2, KIf4, Tfcp2I1, Esrrb, Gbx2, et Sall4 [18, 19]. Le réseau de
pluripotence des cellules €piSC serait donc moins stable. Les états
naif et amorcé de pluripotence different également par les facteurs
de signalisation qui gouvernent leur état, en tout premier lieu la
stricte dépendance des cellules €piSC aux kinases ERK [13]. Sur le plan
épigénétique, les cellules €piSC se distinguent des cellules €S par une
relative hyper-méthylation du génome [21] et par I'inactivation de
I’'un des chromosomes X dans les lignées dérivées d’embryons femelles
[22]. Ces différences sont cohérentes avec celles décrites entre I’épi-
blaste précoce de ’embryon pré-implantatoire et I’épiblaste tardif de
I’embryon post-implantatoire.

Sur le plan fonctionnel, les cellules EpiSC sont capables de coloniser
I’épiblaste d’embryons post-implantatoires et de participer a la for-
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mation des trois feuillets embryonnaires [20, 23]. On ne
sait pas si elles sont capables de former tous les tissus
différenciés de I'organisme adulte car ces expériences
ont été réalisées sur des embryons post-implantatoires
cultivés in vitro pendant 48 heures, au-dela desquelles
ils dégénerent. €n revanche, contrairement aux cel-
lules €S, les cellules EpiSC sont incapables de coloniser
I’épiblaste de I’embryon pré-implantatoire et former
des chimeéres germinales. Elles ont également perdu
la capacité de se différencier en gameétes, ce qui est
cohérent avec la ségrégation de la lignée germinale lors
du 6° jour de gestation chez la souris.

Une nouvelle classe de lignées €piSC, appelée rs€piSC
(region-selective epiblast stem cells), a été dérivée
de I’épiblaste d’embryons au stade gastrula (8¢ jour
de développement) en utilisant un inhibiteur de la
signalisation WNT, la molécule IWR1? [24]. Les cellules
rs€piSC expriment des marqueurs transcriptomiques
caractéristiques de la région postérieure de I’épiblaste.
De plus, elles colonisent préférentiellement cette région
lorsqu’elles sont réintroduites dans I’embryon au stade
gastrula, alors que les cellules €piSC conventionnelles
présentent les caractéristiques transcriptomiques et
fonctionnelles propres a la région antérieure de I’épi-
blaste [20]. La dérivation des lignées de cellules €piSC
conduit donc a une restriction spatiale des caractéris-
tiques des cellules souches pluripotentes.

Pour conclure, la combinaison FGF2/Activine A permet
de capturer in vitro, avec une fidélité quasi parfaite,
I’état de pluripotence qui prévaut dans les derniéres
cellules pluripotentes de I’embryon, et plus particulie-
rement des cellules localisées dans la partie antérieure
ou la partie postérieure de I’épiblaste de la gastrula
tardive, a la lisiere de la différenciation.

Vers une modélisation du continuum
de pluripotence

Les états naifs et amorcés incarnent les deux extrémités
d’un continuum de pluripotence allant de I’épiblaste
précoce du blastocyste a I’épiblaste tardif de la gas-
trula. Grace aux cellules €S et €piSC, il devient possible
de modéliser ce continuum in vitro. Les cellules €S
peuvent étre facilement converties en cellules de type
EpiSC en les cultivant dans un milieu contenant les
facteurs de remplacement sérique, le FGF2 et I’Activine
A [22]. La transition s’accompagne de 'acquisition par
les cellules de leur dépendance aux voies de signalisa-
tion FGF2/€RK et Activine A/Smad, de la disparition des

? 4-(1,3,3q, 4,7, Ta-Hexahydro-1,3-dioxo-4,7-methano-2H-isoindol-2-yl)-N-
8-quinolinyl-Benzamide.
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Figure 2. Le continuum de pluripotence chez la souris. €3,5 a €7,5 représentent les stades de développement embryonnaire en jours. Les fleches
pointillées indiquent la dérivation de lignées de cellules souches pluripotentes a partir de I’épiblaste embryonnaire a différents stades de son
développement. Les triangles bleus indiquent la correspondance entre cellules souches pluripotentes et stades embryonnaires. Les fleches pleines
indiquent : (i) la conversion antérograde des cellules €S en cellules plus immatures appelées €piSC (epiblast stem cell), EpilC (epiblast-like cell),
INTPSC (intermediate pluripotent stem cell), EPL (primitive ectoderm-like cell), et 1€SC (intermediate embryonic stem cell) ; (ii) la conversion
rétrograde des cellules EpiSC. FBS : sérum de beeuf feetal ; GSK3i : inhibiteur pharmacologique de la kinase GSK3 (glycogen synthase 3 beta) ;
MEDII : milieu conditionné de la lignée HepG2 ; rs€piSC : region-specific epiblast stem cell ; TANKi : inhibiteur pharmacologique de la tankyrase ;
WNTi : inhibiteur pharmacologique de la voie de signalisation WNT ; 2iLIF : GSK3i (inhibiteur de la glycogen synthase 3 beta) + MEKi (inhibiteur de
la mitogen-activated protein kinase kinase) + LIF (leukemia inhibitory factor).

1]

marqueurs transcriptomiques de I’épiblaste précoce et de I'acquisition  sérique, amorce la différenciation et conduit a la for-
des marqueurs de I’épiblaste tardif [25]. La question de I’identifi- mation de cellules appelées EpilC (epiblast-like cells)
cation d’éventuels états intermédiaires susceptibles de modéliser [26]. Ces cellules ont un transcriptome similaire a celui
I’épiblaste entre le 5° et le 8° jour de développement est plus difficile.  de I’épiblaste de "embryon post-implantatoire avant la
Néanmoins, quelques travaux apportent des premiers éléments de gastrulation (6 jour de développement) mais différent
réponse (Figure 2). Plusieurs méthodes permettant de sortir les cel- de celui des cellules €piSC. Comme les cellules €S, et
lules €S hors de leur état naif originel ont été décrites. Par exemple, le  contrairement aux cellules €piSC, elles sont capables
traitement des cellules €S par le FGF2 et I’Activine A pendant 2 jours, de se différencier dans la lignée germinale. Les cellules
en présence d’une faible concentration de facteurs de remplacement  €pilC semblent donc occuper une position intermédiaire
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entre état naif et état amorcé, tant sur le plan transcriptomique que
sur le plan fonctionnel. Un autre protocole utilise le FGF2, I’Activine A
et un inhibiteur chimique de la kinase GSK3 afin de convertir les cel-
lules €S naives en cellules appelées INTPSC (intermediate pluripotent
stem cells), un état décrit comme intermédiaire entre état naif et
état amorcé sur la base de ’analyse du transcriptome [27]. Les cel-
lules INTPSC sont capables de produire des chimeéres germinales aprés
injection dans un blastocyste, suggérant une proximité fonctionnelle
avec les cellules EpilC. Uinactivation de la signalisation WNT semble
aider les cellules €piSC a sortir de I’état amorcé, a acquérir les carac-
téristiques transcriptomiques d’un épiblaste plus immature, distinc-
tives de ’embryon avant le début de la gastrulation, mais néanmoins
différentes de celles des cellules €S [28, 29]. Le FGF4 exercerait un
effet similaire en permettant aux cellules EpiSC de coloniser le blas-
tocyste, comme le font les cellules €S, sans néanmoins contribuer a
la formation de la lignée germinale [30]. D’autres types cellulaires
ont été créés a partir de cellules €S, comme les cellules €PL (primi-
tive ectoderm-like cell) et les cellules 1ESC (intermediate embryonic
stem cell), mais leur relevance pour la modélisation du continuum de
pluripotence est moins claire. Enfin, un nouvel état dit formatif, situé
entre ’état naif et I’état amorcé, a récemment été proposé [31]. A
I’état formatif, les cellules pluripotentes n’expriment plus les genes
du noyau de la pluripotence naive (KIf2, KIf4, Tfcp2l1, Tbx3, Esrrb,
Gbx2, et Sall4) et pas encore les génes de I’ectoderme (Fgf5, Sox1), du
mésoderme (Brachyury) et de "endoderme (Foxa2, Cerl, Sox17). Elles
expriment d’autres régulateurs présomptifs de la pluripotence tels que
Octé (Pou3fl), Otx2 (orthodenticle homeobox 2) et Lefl (lymphoid
enhancer binding factor 1), dont I"expression est également observée
dans I’épiblaste au 6° jour de développement, c’est-a-dire au moment
de la ségrégation de la lignée germinale. L’état formatif représenterait
un état intermédiaire au sein du continuum de pluripotence pendant
lequel les cellules ne constituent plus une tabula rasa (cellules €S),
mais ne sont pas encore des cellules pré-instruites a se différencier
en I'un des trois feuillets embryonnaires (cellules €piSC). Cette phase
intermédiaire permettrait de déclencher le reformatage du transcrip-
tome, de I"épigénome, et des réseaux de signalisation, conférant ainsi
aux cellules pluripotentes la compétence pour répondre aux signaux de
différenciation lors de la gastrulation [32].

Ces travaux révelent divers états intermédiaires de pluripotence dans
les cultures cellulaires. Tous ne sont cependant pas des états stables.
Les cellules €piLC, par exemple, n’existent que de maniére transitoire
sur le chemin menant les cellule €S vers la différenciation germinale
[26]. état formatif est, lui aussi, observé de maniére transitoire 16 h
apres la sortie des cellules €S de I’état naif. On ne connait pas encore
les voies de signalisation dont I'activation permettrait de stabiliser
ces états fugaces. Une autre difficulté est la coexistence de différents
états au sein d’une population cellulaire a priori homogéne, un phé-
nomene observé aussi bien dans les populations de cellules €S que de
cellules €piSC [33]. Par ailleurs, aucun de ces protocoles n’est encore
capable de simuler I'intégralité de I’évolution de la pluripotence par-
tant de la tabula rasa (cellules €S) jusqu’a la lisiére de la différencia-
tion (cellules EpiSC).
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Les cellules « €S » et le continuum
de pluripotence chez ’homme

Les premieres tentatives visant a créer des lignées de
cellules €S naives a partir de blastocystes humains en
utilisant les protocoles développés chez la souris ont
échoué, suggérant que, chez ’homme, le LIF est inca-
pable d’enclencher le processus d’immortalisation des
cellules de I’épiblaste et que I’inhibition de ERK n’est
pas suffisante pour bloquer leur différenciation. Néan-
moins, des lignées de cellules souches pluripotentes
humaines ont été obtenues en utilisant le FGF2 (ou la
combinaison FGF2/Activine A) et des facteurs de rem-
placement sérique [34, 35]. Les lignées ainsi obtenues
sont souvent appelées « €S » mais elles ne présentent
en réalité aucune des caractéristiques cardinales de
la pluripotence naive telles que définies chez la souris.
Outre I'absence de réponse a la signalisation LIF/STAT3
[36], elles requiérent I’activité des kinases ERK pour
se diviser, elles n’expriment aucun des facteurs de plu-
ripotence ancillaires décrits chez la souris [37, 381, la
respiration mitochondriale est réduite [39], le génome
est hyper-méthylé [37], la chromatine est enrichie en
marques répressives des histones [40] et elles ne pos-
sedent qu’un seul chromosome X actif dans les lignées
dérivées d’embryons humains XX [37]. La comparaison
de leur transcriptome a celui de I’épiblaste de singe
macaque cynomolgus (ou macaque crabier), entre le
6¢ (blastocyste) et le 17¢ jour de développement (gas-
trula), montre que les cellules « €S » humaines ont un
profil d’expression génique plus proche de celui de I’épi-
blaste tardif de la gastrula que de I’épiblaste précoce du
blastocyste [41]. Enfin, lorsqu’elles sont injectées dans
des embryons de souris au 8% jour de développement,
pour former des chimeres dites « inter-especes », elles
colonisent I’épiblaste tardif de I’embryon [42] comme
le font les cellules €piSC de souris [23]. €n revanche,
lorsqu’elles sont injectées dans des blastocystes de sou-
ris, elles sont alors incapables de coloniser I"épiblaste
précoce comme le feraient les cellules €S naives [43].
Ainsi, selon tous les criteres communément utilisés pour
positionner les cellules le long du continuum de pluripo-
tence, les cellules « €S » humaines s’auto-renouvellent
dans un état de pluripotence proche, voire identique a
celui de I'état amorcé décrit pour les cellules €piSC de
souris (Figure 3). Uusage des guillemets pour décrire ces
cellules « €S » s’impose donc afin de les distinguer des
véritables cellules €S a I’état naif.

La raison pour laquelle les cellules « €S » humaines ne
s’auto-renouvellent pas a I’état naif est une question
fondamentale. Selon I’hypothése la plus couramment
proposée, I’absence de diapause aurait conduit au
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Figure 3. Le continuum de pluripotence chez I’homme. €5 a €16 représentent les stades de développement (en jours). Les fleches pointillées

indiquent la dérivation de lignées de cellules souches pluripotentes a partir de I’épiblaste embryonnaire a différents stades de son développement.

Les fleches pleines indiquent la conversion rétrograde des cellules « €S » humaines en cellules plus immatures, appelées NHSM (naive human stem

medium), 3i, 2iF, NHSM-v (naive human stem medium + vitamine C), 5iLA, Reset, et TL2i. HNES : human naive embryonic stem) ; FCS : sérum de veau

feetal ; 2i : GSK3i (inhibiteur de la glycogen synthase 3 beta) + MEKi (inhibiteur de la mitogen-activated protein kinase kinase) ; LIF : leukemia

inhibitory factor.

démantélement de la voie de signalisation du LIF chez les primates.
Ainsi, lorsqu’elles sont mises en culture, les cellules de I’épiblaste
précoce humain continuent de progresser spontanément le long du
continuum de pluripotence jusqu’a atteindre un état amorcé ou elles
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se stabilise sous I"action du FGF2 et de I’Activine A.
Cette dérive spontanée des cellules de I’épiblaste naif
vers I’état amorcé s’observe d’ailleurs aussi chez la
souris, lorsque I’épiblaste précoce du blastocyste est



cultivé en I'absence de LIF et en présence de FGF2 et d’Activine A. On
obtient alors des cellules €piSC, méme si I’épiblaste originel était de
nature intrinséquement naive.

La situation que nous venons de décrire chez I’lhomme n’a rien d’excep-
tionnelle. Au contraire, les cellules « €S » dérivées de blastocystes
chez d’autres primates (macaque, marmouset, babouin), mais aussi
chez le lapin, le vison, le chien et le bovin, présentent les caractéris-
tiques cardinales de I’état amorcé [4, 41]. La souris fait donc figure
d’exception, soulignant la nécessité d’étudier le continuum de pluripo-
tence dans les embryons de primates, humains et non-humains.

Comment obtenir des cellules €S humaines naive ?

€n 2016, I’équipe de Austin Smith, a Cambridge (Royaume-Uni), a
réussi a obtenir des lignées de cellules €S humaines dans un état
proche de I’état naif en utilisant un milieu de culture similaire a celui
utilisé pour la culture des cellules €S de souris, mais dans lequel ont
été ajoutés des inhibiteurs de la protéine kinase C (le G56983) et de la
kinase ROCK (Rho-associated protein kinase, le Y-27632), ainsi que de
la vitamine C (milieu t2iLG&Y). Les lignées de cellules ainsi obtenues,
appelées HNES (human naive embryonic stem), expriment les facteurs
de transcription accessoires spécifiques de la pluripotence naive telle
que définie chez la souris. Elles présentent un profil global d’expression
génique et un niveau de méthylation du génome différents de celui des
cellules « €S » dérivées en milieu FGF2/Activine A, et compatibles avec
des caractéristiques de pluripotence naive [44]. Les cellules HNES ne
sont pour autant pas de véritables cellules €S naives car elles sont
incapables de coloniser ’embryon animal pour former des chimeres,
une marque des véritables cellules €S naives chez le souris. D’ailleurs,
les analyses a I’échelle unicellulaire ont révélé que le transcriptome
des cellules HNES est sensiblement différent de celui des cellules de
I’épiblaste précoce dont elles sont issues, laissant penser que le sys-
téme de culture t2iLGGY est capable de bloquer la dérive des cellules
en direction de la pluripotence amorcée, mais ne réussit pas a vérita-
blement capturer I’état de pluripotence qui caractérise les cellules de
I’épiblaste du blastocyste humain (Figure 3).

Une étude systématique des facteurs de croissance, cytokines et
molécules capables de promouvoir 'immortalisation des cellules
de I’épiblaste précoce et la dérivation de véritables lignées de cel-
lules €S humaines naives est donc nécessaire. La difficulté d’acces
aux embryons humains rend cependant cette approche difficile. Une
autre approche consiste a reprogrammer les cellules « €S » humaines
conventionnelles en cellules exprimant les caractéristiques épigéné-
tiques et fonctionnelles de cellules €S naives. Plusieurs protocoles ont
été ainsi élaborés visant a repousser les cellules « €S » de primates,
humain et non-humain, vers le haut du continuum de pluripotence, en
utilisant des facteurs de transcription associés a la pluripotence naive
chez la souris (0CT4, KLF2, KLF4, NANOG et STAT3), des facteurs de
croissance (LIF, Activine A, FGF2), ainsi que des inhibiteurs de kinases
(ROCK, BRAF, p38/MAPK [mitogen-activated protein kinase], GSK3,
MEK [mitogen-activated protein kinase kinase] 1 & 2, SRC, PKA (pro-
tein kinase A), PKC (protein kinase C), RAF et JNK [c-Jun N-terminal

m/s n® 11, vol. 34, novembre 2018

kinase]), d’histones déacétylases (HDAC1/2), ou de
voies de signalisation (BMP et HIPPQ). Les cellules ainsi
obtenues présentent des caractéristiques de I’état naif
de pluripotence, tel qu’il est défini chez la souris, avec
une reconfiguration du transcriptome et de I’épigénome
les rapprochant de I’épiblaste précoce du blastocyste
[38, 41, 45]. On observe également la perte de la
dépendance a la signalisation FGF2/€ERK, I'acquisition
de la dépendance a la signalisation LIF/JAK/STAT3, la
stimulation de la respiration mitochondriale, et la réac-
tivation du second chromosome X. Notons cependant
qu’aucune des lignées de cellules €S humaines ainsi
reprogrammeées ne présente toutes les caractéristiques
de I’état naif de pluripotence tel qu’il est défini chez la
souris [46-49]. Par ailleurs, aucune de ces cellules ne
semble capable de former des chimeres aprés injection
dans un embryon animal, une prérogative des véritables
cellules €S naives. La véritable cellule €S humaine naive
semble donc ne pas encore exister.

Conclusions

Quelle est la signification de cette pléthore de lignées ?
Il est possible que les cellules de ces lignées se posi-
tionnent a différents niveaux le long du continuum de
pluripotence, mais qu’aucune n'ait encore atteint I’état
naif tel qu’il est défini chez la souris. Il est également
possible que certaines de ces lignées représentent des
artéfacts, sans correspondance avec un quelconque
stade de développement de I’épiblaste humain. Singu-
lierement, toutes ces lignées ont en commun la réacti-
vation de la signalisation LIF/JAK/STAT3 et la perte de
la dépendance a la voie MEK/ERK qui sont les premiers
critéres moléculaires de I’état naif chez la souris, alors
qu’il n’existe aucune preuve tangible de I'implication de
ces voies dans le développement du blastocyste humain.
Il semble donc vraisemblable que les mécanismes molé-
culaires qui controlent I’émergence et la multiplication
des cellules pluripotentes dans le blastocyste humain
soient partiellement différents de ceux décrits chez les
rongeurs. Un long ARN non codant, HPATS (human plu-
ripotency-associated transcripts 5), ainsi qu’un facteur
de transcription, TFAP2C (transcription factor AP-2
gamma), spécifiques de I’état naif de la pluripotence
humaine ont déja été identifiés. La capture de I'état
naif dans les cellules souches pluripotentes humaines
requiert maintenant I'identification des voies de signali-
sations qui régulent cet état dans I’embryon de primates
[50]. Les études récentes du transcriptome de I’embryon
humain ouvrent la voie a cette connaissance [51].

La dichotomie entre cellules €S naives et cellules « €S »
amorcées s’applique-t-elle aussi aux cellules souches
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pluripotentes induites (iPS) ? Toutes les études montrent que les cel-
lules iPS obtenues chez les rongeurs s’auto-renouvellent a I’état naif
alors que les cellules iPS obtenues chez les primates s’auto-renou-
vellent a I’état amorcé. Parmi tous les protocoles développés afin de
reprogrammer les cellules « €S » humaines vers I’état naif, certains ont
été appliqués avec succes aux cellules iPS. Il est donc vraisemblable
que les résultats des futures recherches sur les cellules €S naives
humaines pourront étre appliqués a I"obtention de cellules iPS naives.
Pourquoi est-il important d’obtenir des cellules €S et iPS naives chez
I’lhomme ? Les cellules souches pluripotentes a I’état amorcé sont
beaucoup plus instables que les cellules naives tant sur le plan de I'in-
tégrité génétique que celui de 'auto-renouvellement. Contrairement
a la culture des cellules €S de souris, celle des cellules « €S » et iPS
humaines requiert des milieux de culture sophistiqués et un controle
qualité régulier pour s’assurer de I"absence de dérives génétiques dans
les populations cellulaires. Des conditions de culture non optimales
sont d’ailleurs souvent a I'origine de I’accumulation de cellules pos-
sédant des réarrangements chromosomiques car les altérations ainsi
produites leur conférent un avantage de croissance. Elles subissent
alors une sélection positive darwinienne [52], constituant un risque
pour les applications en thérapie cellulaire [53]. Des différences dans
les capacités de différenciation ont également été décrites entre des
lignées de cellules « €S » et des lignées de cellules iPS, différences qui
pourraient s’expliquer par une plus grande hétérogénéité épigénétique.
Toutes ces « faiblesses » tiennent sans doute au fait que les cellules
pluripotentes amorcées sont plus proches de I’engagement dans la dif-
férenciation. Contrairement aux cellules naives dont la fonction pre-
miére, dans I’embryon, est uniquement I"amplification rapide du stock
de cellules pluripotentes avant I'implantation, les cellules amorcées
sont dans une situation d’équilibre précaire car elles sont program-
mées pour répondre rapidement aux signaux de différenciation lors
de la gastrulation. C’est d’ailleurs la raison d’étre du continuum de
pluripotence : celle de permettre aux cellules pluripotentes d’évoluer
graduellement d’une phase de multiplication rapide (phase naive)
d une phase d’engagement imminent dans la différenciation (phase
amorcée). |l est donc vraisemblable que Iinstabilité décrite chez les
cellules « €S » humaines soit consubstantielle de I’état amorcé. L'ob-
tention de cellules €S et iPS humaines naives permettra de s’affranchir
de cette instabilité et facilitera la manipulation des cellules souches
pluripotentes a finalité thérapeutique.

Seules les cellules €S et iPS naives possédent la capacité de coloniser
I’embryon et de former des chimeres. Cette compétence est le fondement
de la technologie utilisée pour I'obtention des souris KO (knockout).
Chez ’lhomme, "obtention de cellules €S et iPS naives est une condition
préalable a la mise en ceuvre d’une nouvelle technologie visant a pro-
duire des organes humains chez ’'animal [54, 55]. Cette technologie, qui
en est encore a ses balbutiements, repose sur I'injection de cellules €S ou
iPS humaines dans I’embryon d’un animal (porc, mouton) dans lequel un
ou plusieurs genes « maitres » de la formation des organes ont été inva-
lidés. Les cellules humaines ainsi injectées pourraient alors complémen-
ter la fonction manquante et créer un organe entierement humain chez
I"animal devenu adulte. Sa mise en ceuvre exigera de disposer de cellules
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humaines, €S ou iPS, a I’état naif de pluripotence afin de
coloniser efficacement I’embryon animal. ¢

SUMMARY

Fifty shades of pluripotency

Since the derivation of the first pluripotent embryonic
stem cell lines in mice in the early 1980s, a plethora of
lines has been obtained from various mammalian spe-
cies including rodents, lagomorphs and primates. These
lines are distinguished by their molecular and functional
characteristics and correspond to the different pluripo-
tency states observed in the developing embryo between
the “blastocyst” and “gastrula” stages. These cell lines
are positioned along a gradient, or continuum of pluri-
potency, the ends of which are epitomized by the naive
and primed states, respectively. Conventional human
pluripotent stem cells self-renew in the primed state
of pluripotency (ie, at the bottom of the gradient), a
position that is undoubtedly the cause of their natural
instability. Recent studies aim to generate naive human
pluripotent stem cells (at the top of the gradient). The
importance of this research in the perspective of medi-
cal applications will be discussed. ¢
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