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NOUVELLE

Pluripotence : une définition

a géométrie variable

Laure Coulombel

> Affirmer la pluripotence d’une cellule
n’est pas chose simple ; de multiples cri-
teres existent (Tableau 1), qui n’ont pas la
méme valeur, ce qui entretient un certain
«laxisme » dans la définition de cette
propriété [1]. Les puristes n’accorderont
ce label qu’aux cellules capables de
former, a elles seules, un individu entier
viable et fertile, et du bout des lévres a
celles qui contribuent « uniquement» a
la formation de chiméres post-natales
fertiles. Criteres impossibles a valider
chez I’homme, et, de fait, beaucoup se
refusent a qualifier de pluripotentes les
cellules souches embryonnaires (CSE)
humaines ou les cellules reprogrammées
humaines de type iPS (induced pluripo-
tent stem cells). Les moins exigeants se
satisferont de critéres phénotypiques:
pour eux, une cellule qui, dans différen-
tes conditions de culture, exprime des
marqueurs de tissus dérivés des trois
feuillets embryonnaires (ectoderme,
endoderme, mésoderme) sera déclarée
«pluripotente ». Ce n’est évidemment
pas suffisant compte tenu de I’expres-
sion souvent « aberrante » de beaucoup
de protéines en culture; il faudrait au
minimum démontrer que la cellule expri-
mant ces marqueurs phénotypiques d’un
tissu in vitro est capable d’effectuer une
fonction caractéristique de ce tissu dans
un modele in vivo ; chez ’lhomme, on se
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heurte a nouveau aux limites des sys-
temes xénogéniques, la transplantation
de cellules humaines a des souris, aussi
immunodéprimées soient-elles (modéle
le plus fréquemment utilisé), étant loin
de refléter leur fonction physiologique
chez I’humain. Cela pose avec acuité la
question du choix de modeéles préclini-
ques acceptables pour I’évaluation de
cellules pluripotentes humaines dans une
perspective thérapeutique. Actuellement
les essais les plus probants sont faits
chez le singe, en situation allogénique,
avec toutes les contraintes qu’impose le
développement de cellules pluripotentes
dans cette espece [2].

Dans le cas des CSE (ou iPS), murines ou
humaines, la formation de tératomes
chez la souris immunodéficiente est un
compromis acceptable pour définir la
pluripotence d’une population. Mais il
faut que Ianalyse histologique et histo-
chimique reconnaisse dans ces tumeurs
des structures tissulaires caractéristiques
(épithélium, glandes, vaisseaux, etc.)
issues de la différenciation des 3 feuillets
embryonnaires [3]. La capacité de créer
une organisation tissulaire complexe,
méme anarchique, représente en effet un
argument supplémentaire de pluripotence
par rapport a la seule expression cellulaire
d’un potentiel de différenciation dans une
boite de culture.

Une étape supplémentaire, inapplica-
ble aux cellules humaines, exploite la
capacité qu’ont ces CSE et iPS, greffées
dans un blastocyste préimplantatoire,
de contribuer, une fois les blastocystes
«chimeres » réimplantés dans des femel-
les pseudo-gestantes, a I'établissement
d’animaux chimeéres viables et fertiles
(Figure 1) [4-6]. Remises dans leur envi-
ronnement d’origine, la masse interne
des blastocystes, ces CSE reprennent en
quelque sorte le cours de leur histoire
naturelle 1a ou elle s’était arrétée lors-
qu’on avait dissocié ces blastocystes
pour I’établissement des lignées. Dans le
cas des cellules somatiques reprogram-
mées (iPS), beaucoup d’eau a passé sous
les ponts, depuis le stade blastocyste,
et c’est une histoire completement nou-
velle qu’entament ces cellules. Dans ces
chimeres, la plupart des tissus, y compris
les cellules germinales, contiennent des
cellules différenciées issues des CSE (ou
iPS) ; mais cette stratégie ne prouve pas
que ces cellules peuvent assurer, seules,
sans le support des cellules du blasto-
cyste hote, le développement d’animaux
viables, entierement dérivés des CSE ou
iPS. Le croisement de souris chiméres
certes aboutira a des souriceaux entiére-
ment dérivés des CS€ ou iPS, mais dans ce
cas, on analyse le potentiel des gameétes
plus que celui des CSE ou iPS.

Atrticle disponible sur le site http://www.medecinesciences.org ou http://dx.doi.org/10.1051/medsci/20092510798
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Critéres de stringence croissante
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Tableau I. Différents critéres

utilisés pour juger de la plu-

Différenciation
In vitro

mCSE (épiblaste
précoce)

méG (cell germinal
primordiales)
mépiSC (épiblaste
tardif)

hCSE
(masse interne)

Expression
signature
moléculaire*

. Succes . €chec I:‘ Résultat inconstant

Chimere
post-natale

Formation

tératome germinale

220 222

Transmission |Complémentation

ripotence d’une cellule. Les
critéres sont classés dans un
ordre hiérarchique allant du
moins exigeant (& gauche)
au plus rigoureux (a droite).
* Signature moléculaire :
au minimum expression des
Oct4, sox2,
tbx3. mCSE:

souche embryonnaire de sou-

genes nanog,

ronin, cellule

. ris (m) ; mEG : lignées de cel-

lules souches murines déri-

222 222

292 s
vées des embryonal gonad;

mépiSC: lignées de cellules
souches murines dérivées de
I’épiblaste tardif ; hCSE: cel-

lules souches embryonnaires humaines dérivées de la masse interne de blastocystes préimplantatoires; iPS: induced pluripotent stem cells

(généralement dérivées de fibroblastes embryonnaires dans le cas des iPS de souris (m). mSCNT : lignées de cellules souches murines dérivées d’un

transfert de noyau somatique dans des ovocytes (SCNT : somatic cell nuclear transfer).

On peut aussi obtenir le développement
complet d’une souris indépendamment
de la transmission germinale via des
expériences dites de « complémenta-
tion d’embryons tétraploides », ce qui
représente le gold standard des tests
de pluripotence. Cela consiste a agréger
les cellules a tester avec des embryons
tétraploides (obtenus par électrofu-
sion d’embryons au stade 2 cellules),
et a réimplanter I’agrégat dans I'utérus
d’une femelle gravide [7]. On peut aussi
injecter les cellules a tester dans I’em-
bryon tétraploide aprés I"avoir cultivé
jusqu’au stade blastocyste in vitro.
A.Nagy a montré il y a vingt ans que les
cellules embryonnaires tétraploides ne
pouvaient pas (ou dans une trés faible
proportion et transitoirement) se déve-
lopper en un embryon et contribuaient
exclusivement aux annexes. Dans ces
conditions, I’embryon est entiéerement
issu des cellules diploides (et seulement
de 2 a 3 sur les 10-15 injectées [8]),
et 'on avait envisagé dans les années
1990 que cette technique pourrait per-
mettre d’analyser les conséquences de
manipulations génétiques des CSE plus
rapidement que par la stratégie des
chiméres transgéniques [9]. Seuls deux
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types de cellules embryonnaires murines
étaient jusqu’a maintenant capables
de complémenter des embryons tétra-
ploides démontrant sans ambiguité leur
complete pluripotence : les CSE dérivées
de la masse interne du blastocyste (épi-
blaste précoce), et les CSE obtenues par
transfert de noyaux somatiques dans
I’ovocyte. Lefficacité était d’environ
20 % de nouveau-nés entierement déri-
vés des CSE injectées dans I’embryon 4n.
€n revanche, les cellules €piSC (epi pour
epiblast) dérivées de I’épiblaste tardif
(et dont les propriétés ont été suggérées
proches mais pas identiques a celles de
CSE humaines [10]) sont incapables de
complémenter un embryon tétraploide,
confirmant probablement déja la perte
d’un certain potentiel, en accord avec le
fait que I'epiblaste tardif in vivo a perdu
le potentiel a générer I'ectoderme.

Dans le cas des cellules iPS, I'inter-
rogation persistait: s’il est mainte-
nant démontré que les iPS (murines)
contribuent bien a des chiméres post-
natales viables et fertiles [11-14], les
essais de complémentation d’embryons
tétraploides avaient toujours échoug,
les embryons ne survivant pas au-dela
du stade €14-€15. Trois articles parus

dans Nature et Cell Stem Cells, issus de
deux équipes chinoises de Pékin [15]
et Shanghai [16] et d’une équipe cali-
fornienne [17], ont maintenant levé
cet obstacle et réussi a faire naitre des
souriceaux dont la totalité des tissus
provient de cellules iPS. Dans les trois
études, les iPS provenaient de fibroblas-
tes embryonnaires (MEF) reprogrammés
«en routine» avec le «cocktail » des
4 facteurs de transcription Oct4/Sox2/
KIf4/cMyc décrit par Yamanaka [11];
dans deux études, les transgenes étaient
insérés dans des lentivirus inductibles
(sytéme Tet-on), et les auteurs califor-
niens y ont ajouté une pincée d’acide
valproique (décrit comme facilitant le
processus de reprogrammation par son
action au niveau épigénétique). Leffi-
cacité de complémentation, jugée sur la
naissance de souriceaux viables, est de
1 a 5% avec des variations trés impor-
tantes entre les expériences: 4 sou-
riceaux nés sur 387 embryons tétra-
ploides transférés dans une étude, 27
pour 1454 embryons transférés dans
la seconde (0 a 3,5% de succes selon
les expériences), et 29 sur 1181 dans
la troisieme (0 & 13 % de succés) ; par
comparaison, 5-10 % des blastocystes
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Embryon
tétraploide 4n

4n 2“’

Injection

Agrégation l

Embryons :

100 % dérivés

des cellules €S/iPS
2n (B)
Trophectoderme :

100 % cellules 4n (

4n
@/ Cellules €S
ou iPS (B)

B,

Embryons (A) stade
deux cellules

2n
Culture in vitro :
premiéres divisions
embryonnaires (chaque
blastomere est diploide)

Masse interne de I’hote

Stade blastocyste
Injection/agrégation
l de cellules mES ou miPS (B) (2n)

Implantation dans
= des femelles pseudo-gestantes

#
l'

Embryons : chimériques (AB)
Annexes: origine blastocyste
hote (A)

Figure 1. Les deux méthodes utilisées pour
prouver la pluripotence des cellules €S ou iPS
in vivo. A droite, la stratégie classique de for-
mation de chimeéres : les cellules mCSE ou miPS
(vert) sont injectées dans un blastocyste hdte
normal, contenant sa propre masse interne
(rouge). Les cellules CSE/iPS s’integrent dans
le blastocyste, qui est réimplanté dans I'utérus
d’une souris pseudo-gestante. Les embryons
se développent et donnent des souriceaux
nouveau-nés normaux chimériques : les tissus
sont dérivés des celules CSE/iPS (vert) et des
cellules de la masse interne du blastocyste
hote (en rouge). €n revanche, le placenta et les
annexes sont dérivées uniquement du trophec-
toderme du blastocyste hate (gris). A gauche,
un embryon tétraploide est créé par électrofu-
sion d’embryons au stade 2 cellules. La fusion
des blastomeres entraine la formation d’un

embryon 4n. Cette tétraploidie compromet le

développement des tissus intra-embryonnaires (la masse interne anormale 4n n’a pas été représentée) ; les cellules 4n qui se divisent sont seule-

ment capables de se différencier en cellules extra-embryonnaires formant le placenta et les annexes ; les cellules CSE€ ou iPS sont injectées dans cet

embryon 4n (ou agrégées avec Iui) et celui-ci est ensuite réimplanté dans I"utérus d’une femelle pseudo-gestante. Les embryons qui se dévelop-

pent et qui donnent naissance a des animaux viables sont exclusivement dérivés (& 100 %) des cellules CSE ou iPS 2n injectées (couleur verte des

embryons). £n revanche, le placenta et les annexes sont entierement dérivées des embryons hotes tétraploides (gris).

normaux dans lesquels ces mémes iPS
ont été injectées donnent naissance a
des souris chimériques. Cette propor-
tion de naissances dans les expérien-
ces de complémentation d’embryons
tétraploides est inférieure a celle qui est
observée utilisant des CSE murines.

suite logique d’étapes
expérimentales maintenant classiques,
n"ont rien de révolutionnaire, et en

Ces articles,

des temps moins «fast and furious »
[18] n’auraient pas eu les honneurs de
Nature, ce d’autant qu’ils ne nous don-
nent aucune explication sur la raison
de ce succes technique attendu. Simple
pugnacité, comme le suggere Rudolph
Jaenisch, qui par cette méme technique,
n’avait pas dépassé le stade embryon-
naire €15 et n’avait pas obtenu de sou-
riceaux nouveau-né viables ? Tout a fait
plausible. Une autre explication nous
ramene a une discussion trés actuelle
sur les critéres de pluripotence et donc
sur le caractere complet ou incomplet
d’une reprogrammation, question qui
est loin d’étre triviale : on sait, mainte-
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nant que I’on a un peu (3 ans) de recul
dans la connaissance de ces cellules
iPS, que, selon les expériences, I'expres-
sion du cocktail magique aboutit a des
lignées iPS exprimant différents degrés
de pluripotence; il existe notamment
une étape dite de «pré-iPS», défi-
nie initialement par I"équipe de Austin
Smith, que caractérise une reprogram-
mation incompléte [19]. Celle-ci ne se
poursuit pas spontanément, mais un
coup de pouce peut étre donné sous la
forme d’inhibiteurs de voies de signali-
sation (notamment les voies ERK, GSK3
et FGFR2) décrites comme essentielles

au maintien de I"auto-
(=) m/s 2008,

n° 11, p. 934

renouvellement des cel-
lules CSE (=) [20]. Les
pré-iPS sont probablement incapables
de complémenter des embryons tétra-
ploides, comme elles sont incapables
de contribuer au chimérisme post-natal
et/ou aux lignées germinales. On peut
donc imaginer que la reprogrammation
de certaines populations d’iPS est suf-
fisamment « complete » pour qu’elles

re-acquiérent un potentiel proche de
celui de cellules épiblastiques tres
précoces, alors que d’autres s’arréte-
raient en chemin, et seraient capables
«seulement » de contribuer a un cer-
tain chimérisme post-natal, voire sans
transmission germinale. On peut méme
induire une reprogrammation a minima
au sein d’un tissu donné comme I'a
trés bien démontré P Collombat pour
le pancréas dans une derniére heure
parue dans le dernier numéro de méde-
cine/sciences [21]. Reste a identifier la
signature génétique et épigénétique de
ces nouveaux et différents états cellu-
laires chez la souris pour ensuite mieux
classifier les iPS humaines dont nous ne
connaissons pas vraiment le potentiel...
Q’importe toute cette sémantique,
diront certains..., c’est pourtant dans
la précision de ces approches pure-
ment fondamentales aujourd’hui que se
joue la réalité thérapeutique de demain
redonnant a nos tissus I'ivresse de leurs
jeunes années ! Folle chimere... ? ¢

Pluripotency: defining standards
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