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L’octamanie
continue
Le double jeu de OCT4

Sonia Stefanovic, Michel Pucéat

>0CT4 est un des facteurs de transcription les
plus anciens et les plus précocement exprimés au
cours du développement embryonnaire. Il a été
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ges cellulaires. Comment peut-il exercer cette
double fonction dans la pluripotence et la diffé-
renciation ? Il s’agit avant tout d’'une affaire de POU une certaine versatilité dans sa fonction de régu-
dosage. < lation de la transcription [9]. Des études récentes de
ChIP-chip et ChIP-PET! (Paired end tags) [7, 10] ont
N $I e [ ] identifié plus de 1000 promoteurs cibles pour 0(T4,
un chiffre que nous avons confirmé au laboratoire par
une étude de ChIP-chip. Cela suggére que d’une part,
0CT4, un parent dans la famille POU nous avons encore beaucoup a découvrir sur le réseau
transcriptionnel de pluripotence et que d’autre part,
€n 1989, le géne POUSfI codant pour le facteur de I’octamanie va pouvoir se prolonger.
transcription 0CT4 (ou 0CT3/4) a été identifié chez Chez I’homme, le géne POUSFI code pour deux isofor-
la souris, dans les cellules souches embryonnaires mes protéiques, 0CT4-1A et OCT4-IB [11] présentes
et de tératocarcinome [1-4]. OCT4 est un facteur de dans les lignées de cellules souches embryonnaires
transcription appartenant a la classe V de la famille et le blastocyste [12]. Ces deux protéines, générées
POU (PIT, OCT, UNC). Les membres de la famille POU  par épissage alternatif, possédent les mémes domai-
sont des protéines de liaison a I’ADN. lls se lient @ nes POU et carboxy-terminal (CTD) mais différent
un motif octamérique localisé dans la région promo-  par leur région amino-terminale (NTD). La séquence
trice ou régulatrice (enhancer) de leurs génes cibles. amino-terminale responsable de Iactivité trans-
Le domaine POU fut identifié des 1988 comme une criptionnelle d’0CT4-IA est absente dans OCT4-1B.
séquence de 156 acides aminés présente dans les L’ARNm d’0CT4-IB est a I'origine de trois isoformes
protéines PIT-L, OCT1, OCT2 et UNC86 [5]. Le motif protéiques car il est traduit via une initiation alter-
octamérique canonique reconnu par les facteurs POU  native aux codons start AUG et CUG. Cette isoforme
est la séquence ATGC (A/T) AAT [6] bien que cette aurait une fonction anti-apoptotique (Figure 1)
séquence puisse beaucoup varier [7]. Le domaine POU  [13]. Les diverses isoformes d’0CT4 humain n’ont
est constitué de deux parties : le sous-domaine spé- donc pas livré tous leurs secrets.
cifique (POU,) reconnaissant ATGC et I’homéodomaine
(POUyp) reconnaissant AAAT. Ces deux parties SONt pans Fexpérience appelée «ChIP on chip », tous les fragments ADN co-immu-
connectées par une région flexible de longueur variq- ~ noPrécipités avec la protéine d'intérét sont amplifiés puis hybridés & une puce
ADN (ADN microarray) portant les sondes appropriées — fragments d’ADN géno-
ble [8]. Cette flexibilité entre les deux sous-domaines  miue voire oligonucléotides correspondant & des séquences promotrices. Dans le
leur permet de se fixer sur des sites de liaison indé- ~ CMP-PET, la technique est améliorée par utilisation de PET (Paired end tags). Les
extrémités de chaque fragment obtenu par ChIP sont séquencés afin d’avoir une
pendamment I'un de I’autre. Ceci confére @ la protéine  signature parfaite de chaque fragment.
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Figure 1. Représentation schématique des iso-
formes humaines codées par le géne POU5Sf1.
3' Chez I’lhomme, le géne POUSfI code pour
deux isoformes, OCT4-1A et OCT4-IB. Ces deux
protéines, générées par épissage alternatif,
possedent le méme domaine POU, domaine de
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Expression d’0CT4 au cours du développement embryonnaire

Chez la souris, les transcrits maternels et les protéines 0CT4 prove-
nant des ovocytes sont faiblement exprimés dans le zygote et dans les
blastoméres issus des premiéres divisions de clivage (2 et 4 cellules)
(Figure 2). Au stade 4 cellules, I"expression zygotique du géne POUSFI
est activée. Par conséquent, le niveau d’expression de la protéine
0CT4 augmente dans tous les blastomeéres jusqu’a la compaction de la
morula [14]. Aprés la formation du blastoccele, "expression d’0CT4 ne
perdure que dans la masse cellulaire interne (MCI) du blastocyste, elle
nest plus présente dans le trophectoderme [3]. Une fois le blastocyste
implanté dans 'utérus, 'expression d’0CT4 est restreinte a I'épiblaste,
ce qui suggere qu’il exerce une fonction autre que le maintien de la plu-
ripotence [6]. Au moment de la gastrulation, qui débute chez la souris
entre le jour 6 et 6,5, I'expression d’0CT4 dans I’épiblaste commence
a diminuer parallélement a la spécification des différentes lignées
cellulaires [6]. Cependant, une étude récente réalisée chez la souris
montre un continuum du profil d’expression d’0CT4 pendant et apres la
gastrulation : schématiquement, au stade 6,5 jours, 0CT4 est présent
dans le mésoderme et I"endoderme mais pas dans 'ectoderme; au
stade 7,5 jours, le neuroectoderme est marqué par la sonde 0CT4 tandis
que le mésoderme et ’endoderme ne le sont plus; au stade 9,5 jours,
les tissus dérivant de ces trois feuillets sont négatifs pour ce mar-
queur, et seules les cellules germinales primordiales (PGC) expriment
0CT4 [15]. Au-delq, ce facteur reste exprimé dans les PGC précurseurs
des gametes [16]. A la différence de son profil d’expression chez la
souris, 0CT4 humain est présent dans 'oocyte au stade de méiose I,
une observation qui n’est cependant pas constante. Cette localisation
persiste dans I’embryon jusqu’au stade 8 blastomeres bien que toutes
les cellules n’expriment pas le facteur. 0CT4 se localise ensuite dans le
noyau des cellules de la masse interne du blastocyste. Cette variabilité
caractéristique des premiers stades de clivage s’explique par I'origine
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maternelle des transcrits et de la protéine. Des que la
transition maternelle-embryonnaire de la transcription
s’opere, au moment de la compaction, I’expression
d’0CT4 devient permanente (Figure 2) [17].

Une seule étude distingue I'expression des différentes
isoformes humaines au cours du développement préim-
plantatoire [12]. Dans cette étude, 0CT4-1B est décrite
comme une protéine cytoplasmique contrairement a
0CT4-1A qui est nucléaire. U'expression d’0CT4-IB est
restreinte aux cellules du trophectoderme et la protéine
n’est pas détectable dans la masse cellulaire interne
du blastocyste. Derniérement, une troisiéme isoforme,
0CT4-1B1, issue de I'épissage alternatif de POU5f1, a été
décrite chez ’homme. Ce nouveau variant est présent
in vitro dans les cellules €S (embryonic stem) puis son
expression s’éteint au cours de la différenciation [18].
In vitro, les protéines 0CT4 murines et humaines sont
exclusivement exprimées dans les cellules souches
embryonnaires (€S), les cellules de carcinome embryon-
naire (EC) et les cellules germinales embryonnaires (€G)
a I'état indifférencié. Lors de la différenciation de ces
cellules, 'expression d’0CT4 est réprimée [1-3, 19-21].
Deux éléments enhancer distincts dirigent I’expression
d’0CT4 selon le type cellulaire et le stade du dévelop-
pement embryonnaire : I'enhancer distal et I’enhancer
proximal désignés respectivement par DE et PE [22]. Le
DE est localisé a 5 Kb environ en amont du promoteur.
Il régule I'expression d’0CT4 dans la morula, la MCI et
les cellules germinales. In vitro, il est actif dans les
cellules €S, €C et €G. En revanche, le PE est localisé a
1,2 Kb environ du promoteur d’0CT4 et il est requis pour
I’expression d’0CT4 dans I’épiblaste.



0CT4 veille sur la pluripotence
des cellules souches

0CT4 est connu avant tout pour son role déterminant
dans le maintien des cellules souches pluripotentes
dans ’embryon des mammiféres [23]. Les travaux de
Cauffman et al. ont montré que des deux isoformes
humaines d’0CT4, seule I'isoforme A est importante
pour le maintien de la pluripotence [12]. Le rdle de
I’isoforme B reste encore mal connu. La localisation
cytoplasmique d’0CT4-1B suggére que cette iso-
forme n’est pas un activateur transcriptionnel. Son
expression exclusive dans les cellules du trophecto-
derme ne plaide pas pour son réle dans le maintien
de la pluripotence. 0CT4, murin ou humain, n’est pas
le seul facteur essentiel pour le maintien des cellu-
les €S dans un état de pluripotence. Il est associé
aux facteurs SOX2, NANOG et TCF3, découverts plus
récemment [24]. Ces quatre facteurs forment, par
des mécanismes de corégulation et d’autorégula-
tion, une boucle de régulation de la pluripotence. €n
particulier, 0CT4 et SOX2 forment un hétérodimere
qui permet de réguler d’autres genes de pluripo-
tence ainsi que leurs propres génes en ciblant les
motifs oct-sox de leurs enhancer. Ces facteurs acti-
vent, en collaboration avec I’ARN polymérase Il, des
genes indispensables au maintien des cellules sou-
ches a I’état indifférencié alors qu’ils répriment - en
association avec les protéines du groupe polycomb
(PRC) - I’expression de génes identifiés comme
importants pour la différenciation des différents
tissus [25, 26]. 0CT4 se lie en effet aux promoteurs
occupés par SUZ12, un composant du complexe PRC2

[27], suggérant qu’il recrute les protéines polycomb pour inhiber
la transcription de génes spécifiques de lignages cellulaires. Il
peut de plus réguler ’expression méme des composants des com-
plexes polycomb PRC1 et PRC2 [28]. 0CT4 joue donc un réle majeur
dans la régulation épigénétique de la transcription génique. Ces
processus se déroulent dans le cadre du maintien d’un niveau
stable d’0CT4 en conditions de pluripotence cellulaire.

La fonction indispensable d’0CT4 dans le processus de repro-
grammation des cellules somatiques en iPS (induced pluripotent
stem) lui a valu récemment d’atteindre son heure de gloire. Mais
le mystere demeure quant aux mécanismes moléculaires fonda-
mentaux par lesquels les quatre facteurs dits « de Yamanaka »
ou «de Thomson », dont OCT4, orchestrent ce ballet de repro-
grammation. De maniere hypothétique, OCT4 et SOX2 entraine-
raient lors du processus de reprogrammation I’expression et/ou
le recrutement des protéines polycomb, éteignant I’expression
des genes codant pour les facteurs de spécification cellulaire.
En effet, les modifications de la chromatine - dont la triméthy-
lation de la lysine 27 sur I’histone 3 (H3K27me3) - catalysées par
le complexe PRC2 et qui sont absentes dans les cellules adultes
sont rétablies dans les « pseudo » cellules souches iPS [29, 30].
Un autre mécanisme pourrait faire intervenir le processus d’inac-
tivation du chromosome X. €n effet, dans les cellules €S et iPS
femelles, les deux chromosomes X sont actifs, comme en témoi-
gne "expression bi-allélique de genes liés a I’X et la régulation
appropriée des trois ARN non codants contrélant réciproquement
I’inactivation/activation de I’X : une expression de xist, et I’ab-
sence de tsix et xite [31]. Une étude trés récente montre que,
dans la cellule €S, 0CT4 se lie aux régions régulatrices des genes
codant pour tsix et xite pour maintenir "activation des deux
chromosomes X [32] laissant suggérer qu’au cours de la repro-
grammation, la réactivation du chromosome X est induite par le
méme processus moléculaire [50].
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faiblement exprimé jusqu’au stade 8 cellules.
Le géne oct4-iA endogene est ensuite activé,
0CT4-IA est exprimé uniformément dans tous
les blastomeres jusqu’a la compaction de la
morula. 0CT4-IB est exprimé dans les cellules
du trophectoderme. Par la suite, I’expression
de I'isoforme A est restreinte a la masse cel-
lulaire interne (MCI), et aprés I'implantation,
potentiellement & I’épiblaste (-1A). Les cel-
lules germinales expriment potentiellement
I'isoforme A (-IA).
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0CT4, un inducteur de la différenciation cellulaire :
effet de « dosage génique »

Le taux d’0CT4 influence la destinée

des cellules souches embryonnaires

0CT4 a toujours été décrit comme un facteur clé du maintien de la plu-
ripotence des cellules souches embryonnaires murines [23]. D’autres
études ont suggéré un role du facteur de transcription 0CT4 [33-35]
dans le choix de la destinée des cellules souches embryonnaires. Niwa
et al. ont montré, grace a un systéme d’expression cellulaire inductible
d’0CT4, qu’un niveau précis d’expression est critique pour le maintien
de I'autorenouvellement des cellules €S. Une diminution du niveau
d’expression d’0CT4 de moitié par rapport au niveau endogene dans
les cellules €S indifférenciées aboutit a la perte de la pluripotence et
a la différenciation des cellules €S en trophectoderme. €n revanche, si
ce taux dépasse de 50 % ou plus le niveau d’expression normal d’0CT4,
les cellules €S s’engagent vers I’endoderme extra-embryonnaire et
le mésoderme. Au contraire, en absence de LIF (leukemia inhibitory
factor) et en présence de facteurs inducteurs de la neurogeneése, la
surexpression d’0CT4 dans les cellules €S murines permet leur dif-
férenciation en neurones [35]. Plus récemment, les travaux d’une
équipe frangaise ont montré que I’expression de marqueurs du lignage
hématopoiétique est augmentée lorsque les cellules €S surexprimant
0CT4 sont différenciées en corps embryoides en présence de facteurs
inducteurs [36]. Dans cette étude, bien que le taux d’induction
protéique ne soit pas révélé, "ARN messager POUSfI est surexprimé
pendant 72 heures par un systéme d’expression viral intégratif. Ces
résultats ont confirmé qu’0CT4 n’est pas simplement un répresseur de
la différenciation trophectodermique. Il est aussi un régulateur de la
spécification des cellules €S vers des types cellulaires différents.
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Figure 3. Evénements moléculaires et cellu-
laires sous-jacents a la surexpression d’0CT4.
HDAC . N

La surexpression d’0CT4 entraine la rupture de
la boucle de pluripotence 0CT4-SOX2 et son
déplacement sur le promoteur du gene codant
pour SOX17. Celui-ci, une fois exprimé, vient
renforcer I’interaction 0CT4/promoteur de
soxI7. A ce phénoméne pourrait s’gjouter le
recrutement d’enzymes de remodelage de la
chromatine sur les promoteurs des deux genes
cibles. Suivant la marque épigénétique du pro-
moteur de soxI7, une usine transcriptionnelle
est ainsi formée. U'expression de SOX17 par la
cellule mésendodermale entraine alors I'ex-
pression puis la sécrétion de molécules car-
diogéniques. Par un effet paracrine, la cellule
€S exprime les marqueurs précoces du phéno-
type cardiaque. H3: histone 3; HAC: histones
acétylases ; HDAC: histones déacétylases; K:
lysine ; Me : méthylé ; miARN : microARN ; PRC:

complexe protéique répresseur.

Induction du mésoderme cardiaque

et expression accrue d’0CT4

€n 2006, les travaux de notre équipe ont montré qu’en
présence de LIF et de certains facteurs de la super-
famille du TGFB (transforming growth factor) comme
BMP2 (bone morphogenetic protein) et TGF31, le niveau
d’expression d’0CT4 est augmenté transitoirement
dans les cellules €S murines, induisant I’expression des
genes mésodermiques et cardiaques tels que MESP1/2
(mesoderm posterior 2), MEF2c (MADS box transcription
enhancer factor2) et NKX2.5 [37]. La voie du BMP2
est décrite comme la voie cardiogénique royale aussi
bien in vivo qu’in vitro & partir de cellules €S [38, 39].
Elle induit la surexpression d’0CT4 et I’expression des
facteurs de transcription précoces via I'effecteur intra-
cellulaire SMAD2. Ce phénomene n’est pas restreint aux
cellules €S mais peut étre observé dans le blastocyste
murin se différenciant vers le stade épiblaste [37].
Cette observation est a comparer avec la persistance
d’0CT4 dans les cellules de I’épiblaste déja enga-
gées vers une destinée cardiaque [40]. Cette méme
observation, reproduite dans notre laboratoire avec
des cellules €S humaines, montre que le role d’0CT4
dans la spécification cardiaque est conservé entre les
deux especes [41]. Cette expérience tient évidemment
compte des différences dans les voies de signalisation
impliquées dans le maintien de la pluripotence entre
cellules €S murines et humaines. Contrairement a la
voie FGF2 (fibroblast growth factor 2), la voie LIF/STAT3
(signal transducer and activator of transcription 3)



ne participe pas, ou du moins pas aussi directement,
au maintien de I'autorenouvellement des cellules €S
humaines [42]. Dans les cellules €S humaines, en pré-
sence de FGF2, le BMP2 ou la surexpression de fagon
transitoire d’un transgene POU5f! induit I'expression de
génes du mésoderme et cardiaques [41].

Des cellules €S aux iPS, actualité oblige, les expériences
menées au laboratoire et faites avec les cellules €S ont
été dupliquées en utilisant des cellules iPS. Nos tra-
vaux montrent que la surexpression d’0CT4-IA dans les
cellules iPS humaines entraine également I’expression
des genes mésodermiques et cardiaques. Nos résultats
conduisent donc a penser qu'un niveau d’expression
précis de OCT4 et SOX2, et une stcechiométrie OCT-
SOX respectée sont requis pour la génération d’iPS. Le
dosage relatif de chacun des quatre facteurs utilisés
pour la reprogrammation paralt étre un parametre
essentiel, mais encore mal connu et mal maitrisé.

Une double fonction déterminée
par I’échange des facteurs SOX, cibles d’0CT4

0CT4 est donc impliqué, par un effet de dosage génique,
dans le maintien de la pluripotence ou I’engagement
des cellules €S vers une voie tissulaire spécifique.
Plusieurs questions concernant le rle d’0CT4 se sont
alors posées, en particulier : comment la surexpression
de ce facteur régule la spécification cardiaque des
cellules € ? €n 2006, nos résultats avec les cellules €S
murines nous avaient suggéré une hypothése quant au
mécanisme moléculaire sous-jacent a I"action cardio-
génique d’0CT4 : nous avions proposé que, par un effet
steechiométrique, une élévation du niveau d’expression
d’0CT4 pourrait déplacer le complexe PRC2 réprimant les
promoteurs des genes de différenciation et/ou recruter
une déméthylase effacant la marque épigénétique
répressive (H3K27 méthylée) sur ces mémes promoteurs,
voire ajouter la marque activatrice H3K4 méthylée en
recrutant une protéine trithorax. Ce processus serait en
accord avec la théorie de la « modification d’histone
pulsée » Cette théorie prédit que les modifications
des histones associées aux génes du développement
seraient asynchrones permettant une réponse différen-
tielle aux gradients de morphogénes. A ce phénoméne
pourrait s’ajouter une régulation de la transcription
des génes de différenciation par des microARN [43],
voire un recrutement de microARN sur les promoteurs
par complémentarité de séquence [44]. Nos travaux
ont permis de révéler que I’hypothése était valide [41].
Nous avons découvert que le premier événement induit
par I’augmentation transitoire du niveau d’expression
d’0CT4 est son déplacement du promoteur de sox2 vers
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une autre cible appartenant aussi a la famille des facteurs SOX, sox17,
un marqueur de I'endoderme connu pour son role essentiel dans la
formation du mésoderme cardiaque [45]. Cet échange s’accompagne
d’une modification épigénétique des promoteurs de sox2 et soxI7,
ajout de I’histone H3K27 méthylée sur le promoteur de sox2 et de H3K4
méthylée sur celui de sox17. Ces résultats montrent donc qu’0CT4 agit
par un recrutement d’enzymes de remodelage de la chromatine sur
des promoteurs de ses génes cibles. U'échange sox2/sox17 entraine
la rupture de la boucle de pluripotence 0CT4-S0X2 et I’expression du
facteur de transcription SOX17. Uexpression de SOX17 entraine alors,
via la voie de signalisation des WNT, I'activation du facteur de trans-
cription HEX et I’expression de molécules cardiogéniques diffusibles
dont le BMP2. Sous I'effet paracrine, les cellules €S avoisinantes se
spécifient en progéniteurs cardiaques (Figure 3). Dans les €S murines,
nos travaux montrent des événements moléculaires identiques. Chez
le poisson-zeébre, casanova (orthologue de sox17) est également une
cible de SPG (orthologue d’0CT4). Ces données montrent que la voie
0CT4-SOX17 est conservée dans I’évolution.

Conclusion

Pour conclure, un méme facteur peut, dans des conditions particulie-
res (niveau d’expression et cinétique d’expression), étre impliqué dans
des processus biologiques a priori opposés : la pluripotence et la dif-
férenciation cellulaire. Le cas d’0CT4 vient ainsi alimenter le concept
de dosage génique rencontré également au cours du développement
cardiaque pour d’autres facteurs de transcription comme GATA4 [46]
ou TBX5 [47] par exemple. A cela s’ajoute un nouveau mécanisme:
I’échange des facteurs SOX. Un méme facteur au sein d’une usine
transcriptionnelle comprenant des facteurs de transcription, des
enzymes de remodelage chromatinien, des microARN, etc. peut cibler
différents facteurs de transcription au sein d’une méme famille. Com-
ment s’effectue ce ciblage reste une question biologique majeure en
cours d’étude au laboratoire. Selon sa cible, I'effet cellulaire induit
est différent. Un mécanisme d’action similaire a également été décrit
pour la famille des facteurs GATA sans pour autant en avoir énoncé
le mécanisme [48, 49]. Ces deux concepts développent I'idée qu’un
méme geéne peut entrainer des effets cellulaires trés contrastés en
fonction de son niveau d’expression et de ses genes cibles. ¢

SUMMARY

The octamania goes on: 0CT4 a gatekeeper

of pluripotency of both blastocyst and stem

cells plays a dual role in also instructing stem cells fate

0CT4 encoded by pou5f1 is one of the most ancient and early transcrip-
tion factors identified in the embryo. It has been longwise recognized as
a gatekeeper for pluripotency of embryonic stem (€S) cell. Uncovered
twenty years ago, its fame was built up from its key role in maintaining
embryonic stem cell pluripotency in 1998. Since, 0CT4 was reported to
also instruct stem cell fate through a gene dosage effect. It reached
recently a novel glorious hit with its master role in reprogramming
somatic cells. ¢
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