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RESUME

L’autorenouvellement des cellules embryonnaires
souches (cellules ES) est contrdlé par la voie de signa-
lisation LIFRB/gp130 qui active le facteur de trans-
cription STAT3 et inhibe la différenciation. Les cel-
lules ES possédent des caractéristiques de croissance
qui les différencient fondamentalement de tous les
autres types cellulaires constituant I’organisme
embryonnaire, feetal ou adulte. Il semble que le
contrdle de leur cycle mitotique ne repose ni sur la
voie de signalisation passant par les MAPKinases, ni
sur la régulation de la phosphorylation de la protéine

du rétinoblastome par les complexes cycline D:CDKA4.
Cette régulation dépendante des MAPKinases et des
cyclines D est vraisemblablement acquise lors de la
différenciation. Nous proposons ’existence d’une
interaction fonctionnelle entre la voie LIFRB/gp130 et
la machinerie de régulation de la transition G1/S.
Cette interaction permettrait a la cellule souche de
s’affranchir des signaux mitogenes extracellulaires et
lui permettrait d’obéir 2 un mécanisme intrinsé¢que
de contrdle du cycle mitotique favorisant sa prolifé-
ration et son autorenouvellement.

SUMMARY Cell cycle control and self-renewal of pluripotent embryonic stem cells

On one hand, self-renewal of mouse embryonic
stem (ES) cells rely exclusively upon the LIFRJ/
gp130-signaling pathway and the subsequent activa-
tion of the STAT3 transcription factor. On the other
hand, the much-studied cellular machinery, that is
organized to collect extracellular signals, transduce
them via tyrosine kinase receptors and the SOS-RAS-
RAF-MEK-MAPK pathway, ultimately leading to
regulation of D-type cyclin expression, while regula-

INTRODUCTION

Les cellules embryonnaires souches (cellules ES) déri-
vent du bouton embryonnaire qui, avec le trophoblaste,
forme le blastocyste pré-implantatoire. Les cellules ES
possédent trois caractéristiques qui les différencient fon-
damentalement de tous les autres types cellulaires de
I’organisme embryonnaire, feetal ou adulte : i) elles sont
pluripotentes, c’est-a-dire qu’elles sont capables de se
différencier dans tous les types cellulaires composant
I’organisme adulte, et elles contribuent également a la
formation de certains tissus extra-embryonnaires (méso-
derme amniotique, viscéral et allantoidien, ectoderme
amniotique) (Beddington & Robertson, 1989); ii) elles
possédent une activité télomérase élevée et peuvent pro-

tion of the retinoblastoma (RB) protein phosphoryla-
tion is likely not to be operative in ES cells. We hypo-
thetize that ES cells are blinkered by the lack of RB-
dependent control of the G1/S transition, and that
commitment into differentiation triggers the birth of
a regulatable G1 phase. We discuss how the LIFRp/
gp130-signaling pathway and the ES cell-cycle machi-
nery may functionally interact to promote self-rene-
wal.

liférer de fagon infinie sans perdre leurs potentialités de
différenciation (Pera et al., 2000); iii) elles possedent un
caractére tumoral, c’est-a-dire qu’clles sont capables de
former des tératocarcinomes lorsqu’elles sont isolées du
contexte embryonnaire. Cette capacit¢ des cellules ES a
générer des tératocarcinomes est unc propriété intrin-
seque des cellules souches embryonnaires puisque les
cellules du bouton embryonnaire et les cellules de I’épi-
blaste de I’embryon post-implantatoire peuvent aussi
geénérer des tératocarcinomes expérimentaux (Stevens,
1970). Cette propriété cst surprenante dans la mesure ou
les cellules ES, contrairement a toutes les autres ccllules
néoplasiques, ne possédent pas de mutations dans les
genes de controle de la prolifération. L’origine de cette
propriété se situe probablement dans les mécanismes de
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controle du cycle cellulaire, en particulier ceux régulant
la phase G1 et la transition G1/S.

Ces trois propriétés constituent une carte d’identité
physiologique des cellules ES de Souris, mais les méca-
nismes moléculaires sous-jacents sont encore mal
connus. Nous ferons le point sur les connaissances
actuclles concernant la régulation de la croissance des
cellules ES et nous tenterons d’établir un lien entre la
régulation du cycle cellulaire et le controle de leur auto-
renouvellement.

LA VOIE DE SIGNALISATION LIF/gp130
CONTROLE L’EQUILIBRE )
AUTORENOUVELLEMENT-DIFFERENCIATION
DES CELLULES ES

Les cellules ES de Souris requierent une cytokine, le
LIF (Leukemia Inhibitory Factor) pour se maintenir en
autorenouvellement in vitro (Nichols et al., 1990). La
fixation du LIF provoque I’hétérodimérisation du récep-
teur LIFR avec le transducteur gpl30, puis le recrute-
ment de kinases de type JAK qui phosphorylent et acti-
vent le facteur de transcription STAT3 (Burdon et al.,
1999a). L inhibition de STAT3 grice a un mutant domi-
nant négatif, induit la différenciation des cellules ES
(Niwa et al., 1998). A I'inverse, ’expression d’un mutant
STAT3 constitutivement actif contraint la cellule ES a
s autorenouveler et cela méme en "absence de LIF exo-
gene (Matsuda et al., 1999). Ainsi, activation du facteur
STAT3 est nécessaire et suffisante pour assurer 1’auto-
renouvellement des cellules ES de Souris.

L hétérodimérisation du récepteur LIFRP avec le
transducteur gp130 induit également le recrutement de la
tyrosinc-phosphatase SHP-2, la phosphorylation par les
kinases JAK et I'activation des protéines ERK1 et ERK2
(Fukada et al., 1996 ; Burdon et al., 1999b). Cependant,
cette deuxiéme voie de transduction dépendante de
gpl30 n’est pas nécessaire a la croissance et a I’autore-
nouvellement des cellules ES. Au contraire, 1’activation
des protéines ERK dépendante de I’interaction gpl30-
SHP-2 stimule leur différenciation (Burdon et al., 1999b).

Ainsi, la signalisation dépendante de gp130 stimule a
la fois la prolifération (via STAT3) et la différenciation
{via ERK1.2). Une régulation tres fine de ces deux voies
effectrices permet aux cellules ES de contréler 1’équilibre
autorenouvellement-différenciation (Burdon ef a/., 1999a)
(Fig. 1).

LA SIGNALISATION DEPENDANTE

DE LA VOIE RAS — RAF —» MEK — ERK

NE CONTROLE PAS
L’AUTORENOUVELLEMENT DES CELLULES ES

La voie Grb2-SOS — Ras — Rat - MEK— ERK
joue un rdle clé dans la régulation de la croissance des
cellules non transformées. En réponse aux signaux mito-
genes extracellulaires, elle régule la synthése des cyclines
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FiG. 1. — Représentation schématique
de la voie de transduction LIFR/gp130 dans les cellules ES.

de la phase Gl (Kerkhoff & Rapp, 1997), leur assem-
blage avec les sous-unités catalytiques, les Kinases
Dépendantes des Cyclines (CDK), et I’activité des com-
plexes cycline-CDK ainsi formés (Cheng er al., 1998a).
L’inhibition de I’interaction gpl30-SHP-2 bloque tota-
lement I’activation des protéines ERK mais n’a aucun
effet sur la croissance cellulaire (Burdon et al., 1999b).
L’élimination de la protéine SHP-2 des cellules ES,
grace a |'inactivation des deux alléles du géne, n’affecte
pas leur prolifération mais inhibe partiellement leur dif-
férenciation (Qu & Feng, 1998). De méme, 1’élimination
de la protéine adaptatrice Grb2 n’a aucun effet sur la
croissance mais bloque totalement la différenciation
(Cheng et al., 1998b). Enfin, les cellules ES sont insen-
sibles a I’inhibition pharmacologique des protéines MEK
(Jirmanova ef al., soumis).

Ces observations démontrent que la signalisation Ras
— Raf - MEK — ERK n’est pas nécessaire a |’autore-
nouvellement des cellules ES mais qu’en revanche, elle
est requise pour leur différenciation (Fig. 1).

LE CONTROLE DE LA TRANSITION G1/S
DANS LES CELLULES ES

N'EST PAS DEPENDANT

DE LA VOIE “CYCLINE D-CDK4 — RB-E2F"

La protéine du rétinoblastome (RB) joue un réle clé
dans le controle de la transition G1/S du cycle cellu-
laire. Durant la premiére partie de la phase GI, la pro-
téine RB hypophosphorylée inhibe I’expression de génes
nécessaires a I’entrée en phase S en s’associant aux fac-
teurs de transcription de la famille E2F et en les inacti-
vant. A ["approche du point de restriction, la protéine RB
est phosphorylée de facon séquentielle, d’abord par les
complexes cycline D-CDK4 ou cycline D-CDK®6, puis
par les complexes cycline E1-CDK2 ou cycline E2-
CDK2. Cette phosphorylation conduit a la libération des
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facteurs E2F et 'activation des génes de la phase S
(Weinberg, 1995 ; Dyson, 1998 ; Harbour & Dean, 2000).
L’activité des complexes cycline-CDK peut étre atté-
nuée, voire inhibée, par les inhibiteurs de kinases en
réponse a I’endommagement de I’ADN (p21¢®'), Iinhi-
bition de contact (p27**') ou a la sénescence réplicative
(ple™ta p21er! et p19ARF) (Sherr & Roberts, 1999)
(Fig. 2). Les geénes codant pour les divers composants de
la voie cycline D-CDK4 — RB-E2F sont ’objet de
mutations dans divers types de tumeurs comme les réti-
noblastomes, les ostéosarcomes, les cancers du sein, de
la prostate et du poumon a petites cellules (Hall & Peters,
1996 ; Sherr, 1996 ; Bartek et al., 1997 ; Bartkova et al.,
1997), ce qui atteste de I'importance de cette voie de
régulation dans le contrdle du cycle mitotique. Dans cer-
taines tumeurs ne comportant pas de mutation du gene
Rb, on observe une expression constitutive des cyclines
D ou de la cycline E, induisant une phosphorylation
constitutive de la protéine RB (Motokura et al., 1991;
Wang et al., 1994 ; Hall & Peters, 1996).

Plusieurs observations suggerent que la voie “cycline
D-CDK4 — RB-E2F” n’est pas fonctionnelle dans les
cellules ES :

— i) nous avons montré que les cellules ES sont résis-
tantes a I’effet inhibiteur de croissance de la protéine
inhibitrice de kinase, pl6™ (qui inactive spcécifique-
ment les kinases CDK4 et CDK6) (Savatier ¢t al., 1996).
La résistance a ’effet antiprolifératit de p16™ est une
proprié¢té cardinale des ccllules tumorales dont la voie
“cycline D-CDK4 — RB-E2F” est inactivée par des
mutations (Medema et al., 1995 ; Lukas er al., 1995). Les
cellules ES acquierent la sensibilité a I’effet inhibiteur de
croissance de pl6™* aprés induction de la différencia-
tion (Savatier ef al., 1996);

— ii) les caractéristiques de croissance et d’autorenou-
vellement des cellules ES Rb -, pl07 . pi130 (cellules
ES “Triple Knock-Out” dans lesquelles les genes codant
pour les trois membres de la famille RI3 ont ét¢ inacti-
vés par recombinaison homologue) sont identiques a
celles des cellules ES non mutantes. En revanche, les cel-
lules ES “Triple Knock-Out” sont altérées dans leur
capacité de différenciation. Elles géncrent des tératocar-
cinomes expérimentaux dans lesquels la fréquence des
cellules neuronales et musculaires est fortement dimi-
nuée au profit des cellules souches indifférenciées (Dan-
nenberg et ul., 2000 ; Sage et al., 2000);
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- iii) le cycle mitotique des cellules ES présente des
analogies frappantes avec celui de fibroblastes embryon-
naires dont les génes codant pour les trois membres de
la famille RB (RB, p107 et p130) ont été inactivés par
recombinaison homologue (fibroblastes Rb -, pl07-,
p130~ ou “Triple Knock-Out”). Tout d’abord, la crois-
sance des cellules ES — comme celle des fibroblastes
“Triple Knock-Out” — n’est pas sensible a I’inhibition de
contact (Dannenberg et al., 2000, Sage et al., 2000).
Dans les fibroblastes normaux, ’inhibition de contact
repose sur I’inactivation de la kinase CDK4 par I’inhi-
biteur p27*"!, I"accumulation de la protéine RB hypo-
phosphorylée et I’arrét des cellules en G1 (Polyak er al.,
1994 ; St. Croix ef al., 1998). L’inhibition de contact est
donc dépendante d’une voie “cycline D-CDK4 — RB-
E2F” fonctionnelle. D’autre part, les cellules ES — comme
les fibroblastes embryonnaires “Triple Knock-Out” — ne
subissent pas de sénescence réplicative et sont donc
immortelles (Pera et al., 2000 ; Dannenberg ef al., 2000 ;
Sage et al., 2000). Dans les fibroblastes normaux, I’acti-
vation de I'expression des protéines pl6enc, p21er! et
p19ARF inhibe I’activité des kinases CDK2 et CDK4,
induit I’accumulation de la protéine RB hypophospho-
rylée et I'arrét en G1 qui caractérisent la sénescence
réplicative (Stein & Dulic, 1998). Enfin les cellules ES,
comme les fibroblastes embryonnaires “Triple Knock-
Out”, sont incapables d’arréter le cycle mitotique en
phase GI aprés endommagement de I’ADN par des
agents génotoxiques (Aladjem et al., 1998 ; Prost et al.,
1998 ; Dannenberg et al., 2000 ; Sage et al., 2000). Dans
les fibroblastes normaux, I’activation de la voie p53
consécutive 8 un endommagement du génome inhibe
I’activité des complexes cycline E-CDK2, et permet
’accumulation de la protéine RB hypophosphorylée et
I’arrét du cycle mitotique en phase G1 {Agarwal ef al.,
1995 ; Harrington et al., 1998). Ce point de contrdle,
dépendant d’une voie RB-E2F fonctionnelle, est donc
absent dans les cellules ES. En revanche, le point de
contréle en phase G2 — qui n’est pas dépendant de la voie
RB-E2F - est conserveé aussi bien dans les cellules ES
que dans les fibroblastes “Triple Knock-Out” (Aladjem
et al., 1998 ; Prost ef ¢l., 1998 ; Dannenberg ef al., 2000;
Sage et al., 2000).

En conclusion, les cellules ES présentent au moins
quatre propriétés cardinales de cellules dont le contrdle
du cycle mitotique n’est pas sous la dépendance de la
voie “cycline D-CDK4 — RB-E2F” : i) insensibilité
aux inhibiteurs de CDK4, ii) absence d’inhibition de
contact, /ii) absence de sénescence réplicative, et
iv) absence de point de contréle dépendant de pS3 en
phase G1.

LA PROTEINE RB
EST-ELLE CONSTITUTIVEMENT
PHOSPHORYLEE DANS LES CELLULES ES ?

Les cellules ES sont caractérisées par une phase Gl
trés courte (< 1,5 hr). Elles expriment la protéine RB

mais ’isoforme non phosphorylée est indétectable lors de
la transition M — G1 — S. Ainsi, dés I’entrée en phase
G, la protéine RB est rephosphorylée et la cellule ES
s’engage immeédiatement dans un nouveau cycle mito-
tique (Savatier et al., 1994). Cette observation suggere
que, dans la cellule ES, la protéine RB est inactivée de
fagon permanente par un processus de phosphorylation
constitutive.

Dans les cellules non transformées, les signaux mito-
geénes transduits par les voies de signalisation dépen-
dantes de ERK et de la PI3-Kinase activent ) la trans-
cription du gene de la cycline D1 (Kerkhoff & Rapp,
1997 ; Takuwa et al., 1999), ii) la traduction des ARNm
de la cycline D1 (Muise-Helmericks ef al., 1998) et iii) la
formation des complexes cycline D1-CDK4 (Cheng et
al., 1998a). L’expression ectopique des cyclines D1 ou
D2 stimule la phosphorylation de la protéine RB et accé-
lere ’entrée en phase S (Baldin et al., 1993 ; Resnitzky
& Reed, 1995 ; Herzinger & Reed, 1998). L expression
constitutive de la cycline D1 peut induire une phospho-
rylation constitutive de la protéine RB dans certaines
cellules tumorales d’origine cancéreuse (Motokura et al.,
1991 ; Wang et al., 1994 ; Hall & Peters, 1996). La
cycline D1 (ou D2 ou D3) joue-t-elle un réle similaire
dans les cellules ES? Cette hypothése parait peu vrai-
semblable. En effet, nous avons montré que les cellules
ES sont insensibles a I’effet inhibiteur de croissance de
la protéine pl6™* qui inhibe spécifiquement I’activité
des complexes cycline D-CDK4 (ou cycline D-CDK6)
(Savatier et al., 1996). De plus, dans les cellules ES,
lactivité de la kinase CDK4 est extrémement faible.
Cette faible activité résulte de 1’absence des cyclines D2
et D3 et d’un tres faible niveau d’expression de la cycline
DI. Cette cycline D1 résiduelle ne semble étre détectée
que dans le cytoplasme, ce qui exclut a priori un role
dans la régulation de la phophorylation de la protéine RB
qui a lieu dans le noyau de la cellule en phase G1 (Sava-
tier et al., 1996).

Il faut alors envisager une autre hypothése, celle
selon laquelle la phosphorylation constitutive de la pro-
téine RB dans les cellules ES résulterait d’une expres-
sion constitutive de la cycline E (El ou E2). Dans les
cellules non tumorales, ’expression forcée de la
cycline E est suffisante pour liberer la cellule d’un blo-
cage du cycle mitotique imposé par la surexpression de
I’inhibiteur pl6™# (spécifique de CDK4 et CDKG6).
Ceci démontre que ’activité des complexes cycline D-
CDK4,6 n’est pas nécessaire pour la progression dans
le cycle mitotique lorsque la cycline E est exprimée de
fagon constitutive (Lukas et al., 1997). Cette conclu-
sion est confortée par les résultats d’un “knock-1n” de
la séquence codante de la cycline E dans le locus du
geéne de la cycline D1, qui montrent que |’expression
de la cycline E sous le contrdle des éléments régula-
teurs du géne de la cycline DI permet de corriger le
phénotype mutant des souris D1- (Geng ef al., 1999).
On en conclut que la fonction majeure, sinon exclu-
sive, des complexes cycline D-CDK4 est d’activer
I’expression du géne de la cycline E. Dans les cellules
ES, I'expression constitutive de la cycline E permet-
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trait de s’affranchir de la voie “cycline D-CDK4 —
RB-E2F” et d’assurer la phosphorylation constitutive
de la protéine RB.

LE CONTROLE DE LA PHOSPHORYLATION
DE LA PROTEINE RB ET L'EQUILIBRE
AUTORENOUVELLEMENT-DIFFERENCIATION
DES CELLULES ES (Fig. 3)

L’absence de controle de la transition G1/S par la voie
“cycline D-CDK4 — RB-E2F” joue-t-elle un réle dans
le maintien des cellules ES en état d’autorenouvelle-
ment? Deux arguments indirects viennent étayer cette
hypothese :

—des cellules ES dont les trois genes de la famille RB
(RB, pl07 et p130) ont été inactivés par recombinaison
homologue ont des potentialités de différenciation forte-
ment diminuces. Elles générent des tératocarcinomes
experimentaux au sein desquels la différenciation necu-
ronale et la différenciation musculaire sont quasiment
abolies. En revanche, la proportion de cellules souches
en prolifération est 15 fois supérieure a celle observée
dans les tératocarcinomes de génotype non mutant (Dan-

-

nenberg et al., 2000). Les protéines de la famille I 3

LIFR _ -
. ; 3
, 1~ gpl30
membrane l {
AKY )
/ <

5 | SHP-2 RAS

;

RAF

! |

"\ fo

ALTO- S
RENOUVELLEMENT l_ ERK

/ /

?
st E |cdk2
2 * Ph Ph

Ph Ph
M [ > S
phase G1 |

F1G. 3. — Hypotheses de régulation de la phosphorylation de la
protéine RB et d’interaction fonctionnelle avec la voie LIF-gp130
dans les cellules ES. Les fleches pointillées indiquent les voies de
régulation non cxistantes dans les cellules ES. Les cadres en poin-
tillé correspondent a des protéines peu ou pas exprimées dans les
ccllules ES.

sont donc impliquées indirectement dans le contréle de
I'équilibre autorcnouvellement-diftérenciation des cel-
lules ES. L'isoforme non phosphorylée de RB, grice a
sa capacité a sc lier et a activer des facteurs de transcrip-
tion, joue vraisemblablement un réle ¢l¢ dans I'induction
de la différenciation. A I'inverse, il est vraisemblable
que 'absence de I'isoforme non phosphorylée de RB
lors de la transition M — G1 — S favorise I'autorenou-
vellement des cellules ES;

— le faible niveau d’expression de la cyeline DI
pourrait également jouer un réle direct dans le maintien
des cellules ES en autorenouvellement. En effet, la
cycline D1 est capable de se lier au facteur STAT3 et
d’inhiber son activité transcriptionnelle dans la lignée
de cellules hépatocytaires HepG2. Cet effet est indé-
pendant de I’association de la cycline D1 avec la kinase
CDK4 et de la régulation de la phosphorylation de la
protéine RB (Bienvenu e af., 2001). De plus, on sait
que I’activation du facteur STAT3 stimule la trans-
cription du géne codant pour le facteur de transcription
junB (Matsuda et al., 1999 ; Sjin et al., 1999). JunB ¢st
lui-méme un répresseur transcriptionnel de la cycline
D1 (Bakiri et «f., 2000). On peut donc postuler I'exis-
tence d’une boucle d’auto-inactivation dans laquelle
STAT3 inhibe ’expression de la cycline D1 (via junB)
qui elle-méme a un effet antagoniste sur ["activité de
STAT3. Bien que Iinteraction STAT3-cycline DI n’ait
pas encore ¢té mise en évidence dans les cellules ES,
on peut en postuler I’existence ¢t en anticiper I'impor-
tance dans le contréle de I’¢équilibre autorenouvelle-
ment-différenciation.

CONCLUSION

I apparait clairement que les mécanismes qui contro-
lent le cycle mitotique des cellules ES sont fondamen-
talement différents de ceux identifiés dans les autres
types cellulaires. En particulier, il est maintenant acquis
que la machinerie cellulaire qui permet 'intégration
des signaux mitogeénes par les récepteurs a activité tyro-
sine kinase, puis leur transduction, via la voic Grb2-
SOS — Ras — Rat - MEK — ERK pour aboutir a la
régulation de la synthese de la cycline DI et la phos-
phorylation de la protéine RB, n’est pas opérationnelle
dans les cellules ES. Cette voie de contréle est mise en
route lors de la différenciation. On peut imaginer gue
’absence d’un contréle du cycle cellulaire dépendant de
la voic Ras - MAPK — cycline D-CDK4 — RB-E2I
permet a la cellule ES de se soustraire aux signaux anti-
mitotiques et aux signaux de différenciation et d’assu-
rer ainsi leur autorenouvellement avec une efficacité
maximale. Dans cette hypothese, il convient mainte-
nant 7) d’¢lucider le mécanisme qui contrdle la transi-
tion G1/S dans les cellules ES, en particulier le méca-
nisme régulant ’expression de la cycline k, et ii) de
comprendre comment il est remplacé par le mécanisme
dépendant de la voic Ras - MAPK — cycline D-
CDK4 — RB-E2F lors de I’engagement dans la diffe-
renciation.
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