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> La totipotence est la capacité d’une cellule a
générer un organisme entier, une propriété qui
caractérise les premiéres cellules embryonnaires,
comme le zygote et les blastoméres. Dans
cette revue, nous proposons une rétrospective
des avancées réalisées au cours de la derniere
décennie concernant I’étude de la totipotence
avec, notamment, la découverte des cellules
€S murines exprimant des marqueurs du stade
2-cellules (2CLC). Ce modéle a considérablement
contribué a la meilleure compréhension des
mécanismes moléculaires impliqués dans la
totipotence (facteurs pionniers, régulation
épigénétique, épissage, maturation nucléaire).
Les cellules 2CLC ont aussi ouvert la voie au
développement de nouveaux modeles cellulaires
de totipotence humaine. <

La formation d’un organisme complexe a partir d’une
seule cellule repose sur la propriété de totipotence
qui caractérise les premieres cellules embryonnaires.
La totipotence est un concept qui désigne la capacité
pour une cellule a initier et a orchestrer la génération
d’un nouvel organisme de maniére autonome (voir [1]
pour revue). Par définition, le zygote et les blastoméres
sont totipotents, puisque chacune de ces cellules, prise
isolément, est capable de contribuer au développement
complet d’un individu.

La fécondation a I'origine du zygote implique la fusion
non seulement du matériel génétique mais aussi de
I’ensemble du contenu intracellulaire des deux gametes.
En effet, le zygote recoit principalement les transcrits
et les protéines accumulés par 'ovocyte au cours de sa
maturation, de telle sorte qu’une transition materno-
zygotique est nécessaire pour que se manifeste pleine-
ment I’identité embryonnaire. Ce processus est consti-
tué de deux événements simultanés : d’une part, la
dégradation des transcrits maternels et, d’autre part,
I’activation du génome zygotique (ou ZGA). La ZGA se
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compose elle-méme de deux phases: une activation diffuse, dite
mineure, @ méme d’effacer I'organisation génomique héritée des
gameétes, et une activation, dite majeure, véritable premiere étape
de Pindividualisation du zygote [2]. Uactivation majeure de la ZGA
est un événement stéréotypé au sein d’une espéce, mais avec un délai
d’apparition variable entre les espéces. Par exemple, la ZGA murine a
lieu juste aprés la premiére division zygotique (au stade embryonnaire
« 2-cellules »), tandis que la ZGA humaine se produit plus tardivement
(au stade « 8-cellules ») [3].

Seules les cellules issues des premieres divisions embryonnaires sont
totipotentes, tandis que les cellules des structures embryonnaires
ultérieures sont pluripotentes (voir [4] pour revue). Il est important
de distinguer ces deux états successifs : les cellules pluripotentes
embryonnaires sont capables de se différencier dans n’importe quel
type cellulaire de I’embryon, mais ne peuvent assurer seules le déve-
loppement, notamment car elles ne sont pas a I'origine des tissus
extra-embryonnaires, pourtant indispensables, comme le placenta
(Figure 1).

U'étude expérimentale de la pluripotence a été rendue possible depuis
les années 1970 grdce a plusieurs modeéles cellulaires qui ont abouti
a Pétablissement de lignées de cellules souches embryonnaires (ou
cellules €S) murines, puis humaines. €n revanche, I’étude in vitro du
zygote et de ses facultés propres a été difficile, jusqu’aux dévelop-
pements récents de cellules « quasi-totipotentes » (totipotent-like).
Dans cette revue, nous présentons les avancées de la recherche
concernant la totipotence et son identification parmi les cellules €S
murines il y a une dizaine d’années, jusqu’a la création des premiers
modeles de cellules totipotentes humaines.
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Figure 1. Transition
de la totipotence a la
pluripotence : récapi-
tulation in vitro par les
cellules &S et les cel-
lules 2C-like. In vitro, la
- - pluripotence peut étre
Embryon reproduite par les cel-
lules souches embryon-
naires (cellules « €S »),

L des cellules issues de la
& -9

Cellules €S

masse cellulaire interne

du blastocyste. Ces

cellules possedent des
MERVL - marqueurs spécifiques,
Zscan4 - mais n’expriment plus

les marqueurs de toti-

potence, tels que MERVL et Zscan4. Cependant, ces cellules peuvent sporadiquement réexprimer ces marqueurs ainsi que d’autres, spécifiques de

I’embryon au stade 2 cellules, pour donner des cellules « 2 cell-like » (2C-like). Cependant, les mécanismes de reprogrammation des cellules €S en

cellules 2C-like sont encore mal connus.

La découverte des 2CLC, des cellules semblables
a ’embryon 2-cellules

Le premier modele de cellules « quasi-totipotentes » trouve ses ori-
gines dans la détection de 'expression de deux marqueurs de I’acti-
vation du génome zygotique (ZGA) au sein d’une sous-population de
cellules souches embryonnaires (€S). La détection de ces marqueurs de
la ZGA dans les cellules €S a établi une connexion inattendue entre des
lignées cellulaires pluripotentes et les blastomeres totipotents, deux
entités pourtant tres distinctes d’un point de vue développemental.
Le premier de ces marqueurs est un rétrotransposon de la famille
MERVL (murine endogenous retrovirus-L) dont I’expression est spéci-
fique de la ZGA chez la souris (Figure I). A I’image de leur orthologue
humain, HERVL, les transposons MERVL sont présents en centaines
de copies, flanquées par de longues répétitions terminales (LTR), qui
servent de promoteurs alternatifs aux génes exprimés a occasion
de la ZGA. Ils représentent ainsi un ensemble d’éléments régulateurs
d’origine virale cooptés par les génomes hotes pour coordonner I’ex-
pression de transcrits chimériques éphémeéres [5].

LUautre marqueur identifié est aussi commun aux ZGA murines et
humaines : ZSCAN4 (zinc finger and SCAN domain-containing 4)
(Figure 1) [6]. De maniére surprenante, cette protéine a doigts-de-
zinc est également exprimée, bien que sporadiquement, par une frac-
tion (environ 5 %) de cellules €S murines en culture. Uimportance de
cette activation a été explorée par une cartographie de destinée (ou
lineage tracing) [7]. Cette méthode utilise le systéme Cre/loxP pour
rendre fluorescentes les cellules €S de maniére conditionnelle, c’est-
a-dire au moment ou la recombinase Cre, placée en aval du promoteur
du gene Zscan4, est exprimée. Cette fluorescence persistante a servi
de cicatrice indélébile qui a fini par marquer ’ensemble de la popu-
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lation €S, montrant que chaque cellule pluripotente
a connu cet événement apres quelques semaines en
culture. Loscillation entre les états ZSCAN4* et ZSCAN4-,
bien que temporaire et minoritaire a un instant donné,
semble toutefois nécessaire a I"auto-renouvellement
des cellules €S in vitro, sans doute par I’implication de
ZSCAN4 dans I’élongation des télomeres [7].

€n 2012, cette sous-population de cellules €S exprimant
des marqueurs de ZGA a été formellement identifiée par
Macfarlan et al., en utilisant une élégante méthode de
génie génétique permettant de suivre I'expression de
MERVL dans chaque cellule [8]. Le systéme rapporteur,
nommé 2C : tdTomato, a été construit en fusionnant
une portion du géne codant MERVL a une séquence
codant une protéine fluorescente rouge (tdTomato)
en aval d’une LTR (long terminal repeat) de MERVL, de
telle sorte que les cellules exprimant MERVL deviennent
fluorescentes. U'étude de I’activité de ce rapporteur a
prouvé I'existence d’une population rare (moins de 1 %)
de cellules €S ressemblant a I’embryon 2-cellules (ou
2CLC, pour 2C-like cells) (Figure 2A).

Les 2CLC sont donc des cellules €S exprimant les mar-
queurs de ’embryon totipotent (MERVL, ZSCAN4), avec
une chronologie constante : les cellules ZSCAN4* sont
les précurseurs des cellules ZSCAN4*MERVL* (Figure 2B).
La fraction de cellules 2CLC présente en culture nest
pas statique, mais elle résulte d’un équilibre des flux
entrant et sortant de cet état, comme I’a montré la
réversibilité de la fluorescence des cellules 2C: tdTo-
mato” apres tri par cytométrie en flux [8]. Cet équilibre



Figure 2. Mise en évidence expéri-
mentale d’une sous-population toti-
potente dans les cellules souches
embryonnaires. A. €n suivant |’expres-
sion de MERVL grdce a un rapporteur

fluorescent (tdTomato) et en triant

MERVL Rapporteur 2C::tdTomato g’- ;_‘ par FACS les cellules tdTomato® (donc

i : MERVL"), Macfarlan et al. [8] ont
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dynamique est nécessaire a la persistance de cette sous-population,
puisque les cellules 2CLC sont incapables de proliférer dans les condi-
tions de culture standard. Macfarlan et al. ont aussi évalué le poten-
tiel fonctionnel de ces cellules 2CLC, par des expériences de chimeres
embryonnaires : contrairement a la fraction pluripotente, les cellules
2CLC injectées dans des morula contribuent aussi a la formation de
tissus extra-embryonnaires [8].

La transition entre les cellules €S et les cellules 2CLC a par la suite été
précisée a I'échelle moléculaire, a la fois pour comprendre comment
était levée la répression qui pese sur les deux marqueurs ZSCAN4 et
MERVL, et pour disséquer les conséquences de cette activation. Par
exemple, la reprogrammation chromatinienne, qui permet d’augmenter
I’accessibilité des éléments MERVL, est promue par un ralentissement
de la vitesse de la fourche de réplication de I’ADN des cellules souches
[9]. Le paysage épigénétique des cellules 2CLC est globalement plus
dynamique que celui des cellules €S, avec notamment des niveaux de
méthylation de ’ADN plus bas, a cause de "action du réseau de génes
situés en aval de ZSCAN4/MERVL [10]. Tous ces mécanismes contri-
buent a augmenter la probabilité de I’événement stochastique qu’est
I’apparition du phénotype 2CLC.

La recherche des facteurs régulant I’état 2C-like

(=) Voir la Nouvelle
de J. Dufourt
etal.,m/sn°1l,
novembre 2019,

La découverte des cellules 2CLC a initié la quéte
d’un hypothétique régulateur maitre de la transi-
tion materno-zygotique des mammiferes, a 'ins-

tar de Zelda chez la drosophile [11] (=P). page 821
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Un tel régulateur serait spécifiquement exprimé lors de
la ZGA, et serait capable d’induire I"expression de tout
le programme transcriptionnel embryonnaire. C’est ainsi
qu’en 2017, trois équipes, De laco et al. [12], Hendrick-
son et al. [13], et Whiddon et al. [14], ont indépen-
damment proposé DUX4 (double homeobox 4) comme
candidat potentiel pour ce réle. DUX4 était jusqu’alors
connu pour son role pathogene dans les myopathies
facio-scapulo-humérales, ou son activation ectopique
provoque I'apoptose des myotubes
due a 'expression de genes chimé-
riques associés aux LTR de HERVL
[15] (=).

Plusieurs arguments soutiennent la thése de DUX4
comme étant le régulateur maftre de la ZGA humaine.
Cette protéine est capable de lier PADN et existe
exclusivement chez les mammiferes placentaires.
Elle est codée par un géne dépourvu d’intron (donc
potentiellement plus simple a traduire au début de
la ZGA) et présent en dizaines de copies dans le locus
D474, une région macrosatellitaire sub-télomérique
humaine (Figure 3A). Par nature, cette région répé-
tée fait partie de I’hétérochromatine, sauf dans les
cellules totipotentes. L'orthologue murin Dux a des

(=) Voir la Nouvelle
de H. Gilgenkrantz,
m/s n° 1, janvier 2003,
page 27

caractéristiques génomiques similaires au locus
D474, et est également spécifiquement exprimé pen-
dant la ZGA.
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A Structure du locus Dux

Figure 3. In vitro, DUX régule la transition entre

pluripotence et totipotence. A. Le locus Dux est
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constitué de plusieurs dizaines de copies. B. DUX
est capable d’induire I'expression des facteurs
de totipotence MERVL, Zscan4d, mais aussi celle
des geénes codant les facteurs de transcription
DPPA?2 et DPPA4, eux-mémes capables d’induire
I’expression de Dux. Ensemble, I’expression de
ces facteurs induit un état 2C-like. C. Le dimere
de facteurs de transcription DPPA2/DPPA4 lie
le locus Dux et active son expression dans les
cellules 2C-like. D. Les facteurs KAP1, SETDBI
et le complexe enzymatique non-canonique
PRCL.6 répriment I’expression de Dux dans les

cellules €S.

Dux DPPA4 DPPA?2 Dux

DUX est un facteur indispensable a I'apparition des cellules 2CLC dans
une culture de cellules €S murines : sa surexpression suffit a induire
une plus grande proportion de cellules 2CLC, tandis que son inhibition
supprime la rare population naturellement présente. Fonctionnel-
lement, le motif de liaison de DUX se trouve dans le promoteur des
marqueurs de la ZGA. Il semble que DUX active directement I’expression
de ses cibles en agissant comme un facteur pionnier, rendant la chro-
matine permissive a la transcription. DUX interagit avec plusieurs par-
tenaires, protéines comme ARN non-codants, pour activer directement
la cascade du programme transcriptionnel totipotent, a commencer
par ceux concernant MERVL et ZSCAN4 (Figure 3B) [16, 17]. Remonter la
chaine de causalité menant a la transition €S/2C-like a permis d’iden-
tifier les facteurs de transcription en amont de DUX : DPPA2 et DPPA4
[18]. Ce dimere, exprimé dans I'ovocyte, le zygote et les cellules pluri-
potentes, est nécessaire a la formation spontanée de cellules 2CLC en
activant directement Dux lorsque le locus est décompacté (Figure 3C).
Cet événement initial est ensuite amplifié par les multiples boucles de
rétroaction positive.

DUX étant un régulateur essentiel pour I’apparition de I’état 2C-like in
vitro, il est attendu que sa présence soit nécessaire a la ZGA in vivo.
Ce n’est cependant pas le cas, en effet, I'absence de DUX ou DPPA2/4,
au stade 2C (deux cellules), n’empéche pas la poursuite du développe-
ment chez la souris [19, 20]. Il est possible que DUX promeuve plutét
I’expression de génes spécifiques des mammiferes impliqués dans la
formation du placenta, puisque les embryons dont le gene Dux est

m/s n®° 2, vol. 40, février 2024

inactivé subissent des défauts pré- et post-implanta-
toires (retards de segmentation, échecs de gastrula-
tion, etc.).

Plusieurs voies de répression redondantes maintiennent
I’identité pluripotente des cellules €S en inhibant le
programme transcriptionnel 2C. Ces barriéres a la
conversion ont été identifiées par des stratégies de cri-
blage par siARN (small interfering RNA) ou par délétion
via le systéme CRISPR, en utilisant des lignées rappor-
trices devenant fluorescentes lorsqu’un marqueur de
la ZGA est exprimé. Les cellules 2CLC pouvaient ainsi
étre isolées par cytométrie en flux, puis séquencées
afin de déterminer quelle barriére avait été levée [21,
22]. Les complexes protéiques en question regroupent
souvent des facteurs de transcription interagissant
avec des facteurs chromatiniens, comme le couple
KAP1 (KRAB-associated protein 1, ou TRIM28 [tripartite
motif containing 28]) / SETDBL (SET domain bifurcated
histone lysine methyltransferase 1), ou le complexe
enzymatique non canonique Polycomb 1.6 (Figure 3D).
Ces approches ont été complétées par des études indi-
viduelles rapportant plus d’une dizaine de répresseurs
de I’état 2C-like, généralement des répresseurs chro-
matiniens dont la perte active les génes de la ZGA (voir
[23] pour revue). Le développement récent d’analyses
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du transcriptome au niveau de la cellule unique (ou scRNA-seq pour
single-cell RNA sequencing,) a permis d’accéder aux dynamiques de
transition €S/2CLC. Des états intermédiaires, inaccessibles avec les
modeéles rapporteurs fluorescents, ont ainsi pu étre capturés. Par
exemple, les genes associés a la pluripotence sont sous-exprimés
avant I’activation du programme transcriptionnel 2C. Les étapes de
rétro-conversion (de I"état 2C-like & I’état €S) ont aussi été mises en
évidence, avec le rdle de facteurs protégeant ’ARNm de Dux [24, 25].

Deux modéles complémentaires pour expliquer la sortie
de I’état totipotent

Modéliser la reprogrammation des cellules €S en cellules 2CLC in vitro
peut aider a expliquer la transition de la totipotence vers la pluripo-
tence. Deux hypothéses non-exclusives sont actuellement considérées
afin d’expliquer comment I"expression de Dux peut étre réprimée a la
fin de la ZGA: la réparation des dommages a I’ADN et la maturation
nucléolaire.

Selon Grow et al, "auto-inhibition de la ZGA repose sur la réponse
aux dommages & I’ADN médiée par la voie impliquant TP53 (tumor
protein 53) [26]. €n effet, I'induction exogéne de stress réplicatif ou
de cassures double-brin de I’ADN produisent la transition des cellules
€S en cellules 2CLC [27, 28]. Puisque TP53 est un activateur direct de
Dux dans les cellules €S, il semble que la signalisation induite par
cette protéine maintienne le programme transcriptionnel 2C tant que
I’intégrité du génome n’est pas rétablie. U'embryon 2-cellules étant
soumis a plusieurs sources de dommages a ’ADN, liées a la réorgani-
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t Nucléole

Figure 4. Les modéles de la régula-

tion transcriptionnelle de DUX. A.

Les dommages a ’ADN induisent la
R — MERVL transition des cellules €S en cel-
lules 2C-like via P'activation de P53,
qui elle-méme induit I'expression
de Dux. Uexpression de Dux entraine
la synthese des facteurs de totipo-
tences ZSCAN4, MERVL, ainsi que celle
du facteur de transcription DPPA2.
ZSCAN4 agirait comme protecteur
contre les dommages a ’ADN. B. Dans
les cellules €S, qui ont un nucléole
mature, un complexe composé de
’ARN de la famille des rétrotrans-
posons LINEL, de la nucléoline et de
KAP1/TRIM28 séquestre le gene Dux

K a la périphérie du nucléole, contri-

buant a maintenir sa répression. A

= &

Nucléole mature

I’inverse, les cellules 2C-like ont un
nucléole immature dans lequel I’ARN
LINEL n’est pas exprimé, ce qui per-

met Iexpression de Dux.

sation du génome et a la ZGA, il serait logique que la
mitose suivante soit repoussée jusqu'a ce que toutes
les réparations aient eu lieu. Dans ce modeéle, 'insta-
bilité génomique induite par les mitoses fréquentes des
cellules €S les convertirait en 2CLC et les maintiendrait
dans cet état aussi longtemps que nécessaire. La rétro-
conversion dépendrait d’une boucle de rétrocontrdle
négatif utilisant ZSCAN4 comme protecteur contre les
dommages a I"ADN (Figure 4A) [29]. Cependant, la
signalisation impliquant TP53 n’est pas un mécanisme
nécessaire a la régulation de la ZGA in vivo, puisque
I’absence de la protéine reste compatible avec un déve-
loppement prénatal complet.

Selon la seconde hypothése, c’est la maturation des
structures nucléaires propres a I’embryon totipotent
qui peut expliquer la sortie de I’état totipotent [30].
Le zygote murin posséde une organisation nucléaire
héritée de I"ovocyte, avec notamment des régions péri-
centromériques entourant le corps précurseur nucléo-
laire. Apres la ZGA, ces régions se détachent du corps
précurseur nucléolaire et se condensent en chromo-
centres répartis dans le nucléoplasme [31]. Une évolu-
tion inverse est observée lors de la transition €S/2CLC :
les chromocentres sont décondensés et relocalisés a la
périphérie nucléolaire. La perte de I'intégrité nucléo-
laire modifie I'organisation tridimensionnelle du
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génome, entrafnant la perte des interactions inhibitrices présentes
dans les cellules €S [32].

Au niveau moléculaire, ces interactions inhibitrices prennent la forme
d’interactions entre protéines et ARN non-codants [33]. La famille
de rétrotransposons autonomes LINEI (long interspersed element-1)
produit des ARN qui interagissent avec la nucléoline, une protéine
importante pour la transcription d’ARN ribosomal dans le nucléole. La
nucléoline recrute a son tour le facteur chromatinien KAP1/TRIM28,
répresseur direct de Dux [34, 35]. Dans les cellules €S, le complexe
LINEL/Nucléoline/KAP1 séquestre le locus Dux dans la périphérie
nucléolaire, ol la synthése d’ARN ribosomal contribue a maintenir sa
répression (Figure 4B). La maturation nucléolaire de I’embryon 2-cel-
lules, consistant en I'activation de 'expression des genes ribosomaux
pendant la ZGA, agit donc comme un mécanisme de rétrocontrdle
négatif qui favorise la répression de Dux par la réorganisation tridi-
mensionnelle de I’hétérochromatine.

Vers I’obtention d’un modéle cellulaire humain
de la totipotence

Au cours de la derniére décennie, la totipotence a été approchée par
la découverte fortuite d’une sous-population de cellules €S exprimant
des marqueurs associés a I’embryon 2-cellules. Ces cellules 2CLC
constituent un modele expérimental reproductible et facile a mani-
puler pour représenter les blastomeres, avec lesquels elles partagent
plusieurs propriétés génomiques, transcriptionnelles et structurales.
Cependant, la totipotence ne pouvant étre réduite a un simple état
transcriptionnel, le suivi de marqueurs spécifiques ne saurait suffire
a caractériser la totipotence. Les expériences de chimeres embryon-
naires ne sont pas exemptes de limitations, puisque les cellules testées
s’inserent dans un processus embryonnaire en cours, au lieu de I’initier
comme le font les blastomeres.

Apres I'identification des cellules 2CLC, les efforts de reprogram-
mation dirigée vers la totipotence se sont concentrés sur I'aug-
mentation du potentiel de différenciation. Des cocktails chimiques
inhibant sélectivement la machinerie responsable de I’épissage
alternatif des ARNm (pour mimer un état pré-ZGA) ou des facteurs
chromatiniens (pour reformer un paysage zygotique) ont ainsi été
mis au point [36]. Ces nouveaux modéles sont transcriptionnelle-
ment plus proches de I’embryon 2-cellules que ne le sont les 2CLC, et
sont méme capables de s’auto-organiser sous forme de blastoides
pour s’implanter dans la paroi utérine (voir [37] pour revue). D’un
point de vue mécanistique, la recherche de facteurs pionniers, rem-
plagant DUX, a conduit a 'identification de la famille de facteurs
de transcription OBOX, nécessaires et suffisants a I’activation du
génome zygotique murin in vivo [38].

Ces derniers développements avec les cellules murines ont inspiré la
recherche d’un modele humain de totipotence, malgré les différences
qui existent entre les deux espéces. A I’image des cellules 2CLC, des
cellules 8CLC humaines, exprimant les marqueurs de la ZGA humaine
(HERVL, ZSCAN4, TPRX1 [tetrapeptide repeat homeobox 1]), ont été
identifiées dans les cultures de cellules €S humaines [39]. €n suivant
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des stratégies similaires de systéme rapporteur fluo-
rescent, et I'utilisation de scRNA-seq, des cocktails
d’inhibiteurs chimiques (ciblant MEK [mitogen-acti-
vated protein (MAP) kinase kinasel, PARP [poly (ADP-
ribose) polymérase], HDAC [histone désacétylase], et
€ZH2 [enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex
2 subunit]) ont trés récemment permis d’induire un état
proche de la totipotence in vitro (voir [40] pour revue).
Il est indéniable que ces efforts visant @ mieux com-
prendre le fonctionnement de Iinitiation du développe-
ment embryonnaire auront des répercussions positives
sur d’autres champs de recherche. Les organoides,
reconstituant les rapports tridimensionnels entre plu-
sieurs types cellulaires a partir de cellules pluripo-
tentes, pourraient étre enrichis et complexifiés par de
nouveaux outils rendant plus malléables 'identité cel-
lulaire. 'étude de la totipotence est aussi intimement
lie aux projets biomédicaux de reprogrammation et
de régénération tissulaire, qui pourraient tirer profit de
I’exploitation du potentiel intrinseque dans le génome
de toute cellule différenciée. ¢

SUMMARY

Using 2C-like cells to understand embryonic
totipotency

Totipotency is the ability of a cell to generate a whole
organism, a property that characterizes the first embryo-
nic cells, such as the zygote and the blastomeres. This
review provides a retrospective on the progress made in
the last decade in the study of totipotency, especially
with the discovery of mouse €S cells expressing markers
of the 2-cell stage (2C-like cells). This model has greatly
contributed to a better understanding of the molecular
mechanisms involved in totipotency (pioneer factors,
epigenetic regulation, splicing, nuclear maturation).
2C-like cells have also paved the way for the develop-
ment of new cellular models of human totipotency. ¢
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