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RESUME
Le rat (Rattus norvegicus) est une espéce d’importance majeure en recherche biomédicale.
Malgré des efforts soutenus, le développement de la technologie du ciblage de genes n’est
‘pas encore achevé chez cette espéce. A cette fin, la premicre étape consiste a générer des
lignées de cellules souches embryonnaires (ES) pluripotentes capables de contribuer aux
tissus lors du développement embryonnaire, y compris aux cellules germinales. Dans ce
contexte, une compréhension des mécanismes régissant 1e destin cellulaire et I’état
pluﬁpotent durant les premiers stades de la dérivation de cellules ES a partir de blastocystes
est essentielle. L.’ objectif pﬁncipal de cette étude est de dénver une lignée de cellules ES
chez le rat capable de contribuer aux tissus de I’embryon lors du développement

embryonnaire.

Le premier objectif consiste a dériver une lignée de cellules ES chez le rat, et a examiner la
capacité de développement de ces cellules. Nous déterminons pour la premiére fois qu’une
lignée de cellules de type ES chez le rat (RESL) posséde plusieurs caractéristiqueé de
cellules pluripoteﬁtes a I’aide de caractérisation de marqueurs in vitro, et ciue cés cel!ules
peuvent contribuer de manitre normale aux tissus extraembryonnaires durant le

développement.

Le deuxiéme objectif est d’identifier les causes de I’exclusion de cellules RESL aux tissus

embryonnaires. Leur capacité de développement est évaluée en utilisant diverses approches
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~in vitro et in vivo. Nous déterminons que les cellules RESL possédent non seulement une
capacité pluripotente in vitro, mais aussi une capacité multipotente in vivo, démontrée par
leur contribution a de multiples lignages extraembryonnaires lors du développement. De
plus, les ceilules RESL constituent une population hétérogeéne, expliquant leur exclusion

des lignages embryonnaires in vivo.

Le troisiéme objectif est d’identifier le role joué par les conditions de culture et par des
véies de signalisation dans la détermination du destin cellulaire et le maintien de 1’état
pluripotent, a la fois dans les embryons et durant le processus de dérivation de cellules ES
chez le rat. Nous définissons des conditions de culture qui permettent le maintien de
cellules pluripotentes tout en inhibant la formation d’endoderme primitif (PrE) lors de la

dérivation de cellules ES a partir d’embrYons.

En résumé, nous démontrons la contribution in vivo de cellules RESL et leur caractere
hétérogene, ainsi que les condiﬁons de cultures requises pour les maintenir dans un état
indifférencié. Ces résultats augmentent noé. connaissances en matiére du maintien de l’é‘tat
pluripotent chez le rat et aideront au développement de conditions dé culture permettant la
croissance sélective de cellules ES pluripotentes capables de contribuer de maniére efficace
~aux tissus embryonnaires et germinaux, un pré-requis pour la production de rats mo‘diﬁés

génétiquement de maniére ciblée.



Mots-clés : Cellules souches embryonnaires, blastocyste, capacit¢ de développement,

destin cellulaire, hétérogénéité, développement embryonnaire, culture in vitro, rat.
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ABSTRACT
The rat (Rattus norvegicus) is a species of major importance to biomedical research.
Despite repeated efforts, the development of gene-targeting technology has not yet been
achieved in this species. To this end, the first step consists in generating pluripotent
embryonic gtem (ES) cell lines capable of contributing to tissues during development,
including the germline. In this context, comprehension of the mechanisms regulating cell
fate and the pluripotent state during the first stages of derivation of ES cells from
blastobysts is essential. The overall objective of this study is to derive a rat ES cell line

capable of contributing to tissues of the developing embryo.

The first objective consists in deriving a rat ES cell line, and to examine the developmental
capacity of these cells. We determine for the first time that a rat ES-like (RESL) cell line
displaying multiple characteristics of pluripotent cells, as shown by in vitro marker

characterization, can contribute normally to developing extraembryonic tissues.

The second objective is to identify the causes for exclusion of RESL cells from embryonic
contribution. Their developmental capacity is evaluated using a variety of in lvitro and in
vivo approaches. We determine that RESL cells not only display pluripotent capacity in
vitro, but also multipotent capacity in vivo, as demonstrated by theirl contribution to
- multiple extraembryonic lineages during development. In addition, RESL cells are a

heterogeneous population, which explains their exclusion from embryonic lineages in vivo.
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The third objective is to identify the role played by culture conditions and signalling
pathways in cell fate determination and pluripotency maintenance in embryos as well as ‘
during the ES cell derivation process in the rat. We dcﬁne culture conditions that permit the
maintenance of pluripotent cells while inhibiting the formation of primitive endoderm

during the derivation of ES cells from blastocysts.

In sumniary, we demonstrate the in vivo- contribution of RESL cells and their
heterogeneous nature, as well as the culture conditions required for their maintenance in the
undifferentiated state. These results extend our understanding of the culture conditions
required for pluripotency maintenance in the rat and will help in the development of culture
conditions permitting the selective growth of pluripotent ES cells capablle of contributing
efficiently to embryonic and germline tissues, a pre-requisite for the prodﬁction of gene-

targeted rats.

Keywords: Embryonic stem cells, blastocyst, developmental capacity, cell fate,

heterogeneity, embryonic development, in vitro culture, rat.
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1.0 INTRODUCTION

Le rat est une espéce de grande importance en recherche biomédicale. La quantité
impressionnante de données disponibles concernant la physiologie de cette espéce, dans des
: _domaines aussi variés que le comportement, la toxicologie, le cancer, les maladies
cardiovasculaires pour en nommer quelques-uns, a déja contribué a améliorer nos
connaissances de ce qui constitue 1’état normal et pathologique chez les mammiféres et
chez I’humain en particulier. Par contre, ces données accumulégs pourraient €tre-exploitées
de maniére beaucoup plus efficace si la technologie du ciblage de génes était disponii)le

~ chez cette espéce.

Actuellement, la souris est devenue le modéle d’étude courant préféré pour de nombreuses
¢tudes génétiques, grice en majeure partie & la disponibilit¢ des cellules souches
embryonnaires (ES) murines et d'une technologie associe_’ae, le ciblage de genes. Ces cellules
aux propriétés et utilités diverses sont tout a fait fascinantes. Leur capacité a étre cultivées
in vitro et manip:ulées génétiquement tout en demeurant indifférenciées et en conservant
leur état pluripotent est unique. Mais ce qui les distingue avant tout est leur capacité a se
réintégrer a I’environnement embryonnaire d’une maniére tout a fait compléete, méme apres
avoir subi de multiples manipulations in vitro. La cellule souche embryonnaire peut
s’intégrer a un embryon au stade pré-implantatoire et, forte du soutien de ce nouvel
environnement et de ses capacités pluripotentes, peut générer a elle seule tous les types

cellulaires du feetus, y compris les cellules germinales. De cette maniére, des modifications .




génétiques ciblées peuvent étre apportées aux cellules ES en culture, les cellules désirées
peuvent étre sélectionnées et servir de véhicules pour transporter ces modifications aux

générations subséquentes.

L’usage de cette technologie est devenu tellement re'pandu qu’il arrive parfois .que les
cellules ES soient en quelque sorte prisés pour acquis. En effet, les ;connaissances
fondamentales entourant le rpaintien de I’état pluripotent ont tardé a voir le jour, et ce sont
les applications des cellules ES en recombinaison homologue pour générer des modeles de
souris qui ont occupé les esprits et les ressources durant de nombreuses années. Suite a la
reconnaissance de la valeur de cette technologie, et des avantages a ce qu’elle soit
disponible chez d’autres espéces d’importance en recherche biomédicale, un intérét
particulier s’est manifesté pour développer cette technologie chez le rat. C’est dans ce

contexte que s’inscrivent nos études.

Les cellules ES proviennent des tissus pluripotents de I’embryon. Suite a une explantation
in vitro, les tissus pluripotents éont soigneusement cultivés et sélectionnés jusqu’a la
production d’une lignée. L’expression de marqueurs connus de cellules pluripotentes aide a
la sélection des types recherchés, et agit comme sorte d’outil diagnostique. Toutefois, avant
de pouvoir affirmer qu’une lignée de cellules embryonnaires soit pluripotente, elle doit
démontrer la capacité de contribuer in vivo aux tissus en développement. Plus précisément,

elle doit pouvoir contribuer particuliérement aux cellules germinales. La meilleure maniére



de tester la capacité de développement de cellules embryonnaires est d’introduire ces
cellules dans des embryons au stade pré-implantatoire et d’analyser sa contribution aux -

tissus in vivo.

Notre premier objectif était de tenter la dérivation de cellules ES chez le rat en utilisant les
conditions de culture décrites chez la souris. Quelques essais antérieurs avaient été menés et
publiés dans la littérature. En général, les lignées de cellules de type ES décrites ne
'correspondaienfpas entierement aux lignées de cellules ES disponibles‘ chez la souris, mais
» les différences biologiques entre le rat et la souris étaient insoupgonnées. De plus, dans la
plupart des cas, la capacité de développement ﬁ’était pas évaluée. Une de nos premiéres
expériences a donc été de vérifier la capacité de développement des cellules obtenues lors

des premiers essais de dérivation en les injectant dans des blastocystes.

L’intérét pour le domaine des cellules ES a par la suite pris beaucoup d’expansion en peu
de temps, et des techniques de plus en plus sophistiquées devenaient rapidement
disponibles pour caractériser et analyser le comportement des cellules ES in vivo. Notre
deuxiéme objectif a donc été de tenter de mieux cerner la natﬁre des cellules obtenues dans
le contexte des premieres études, et d’exploiter les nouvelles approches et techniques
développées chez la souris en les appliquant au rat. Notre hypothése était que 1’embryon
héte jouait un réle clé dans la déterrninatioﬁ du destin cellulaire des cellules de rat. En

raffinant les méthodes développées au courant de I’étude précédente, nous avons été en



mesure de proposer une nouvelle approche pour générer des chiméres embryonnaires chez

le rat et d’analyser la contribution des cellules aux tissus in vivo.

Les résultats obtenus suite a ’achévement de ces deux premiers objectifs nous ont mené a
tenter de mieux comprendre 1’état pluripotent chez le rat. Une meilleure compréhension du
développement embryonnaire permettrait de mieuyl( contrdler le destin cellulaire in vitro
lors de la dérivation de cellules ES chez le rat, ée -qui permettrait de maintenir de grandes
quantités de ces cellules dans un état pluripotent et indifférencié. Par le fait méme, la
contribution efficace de ces cellules aux tissus de ’embryon en développement ainsi qu’aux
cellules germinales se verrait améliorée et permettrait peut-étre éventuellement de générer
efficacement des rats génétiquement modiﬁés de manieére ciblée. L’objéctif de la troisieme
étude était donc d’identifier de maniere systématique et de comprendré le role des voies de
signalisation et des conditions de culture impliquées dans le maintien de 1’état pluripotent

dans ’embryon du rat lors de la dérivation de cellules ES.



2.0 RECENSION DE LA LITTERATURE
2.1 Les cellules souches pluripotentes

2.1.1 Historique de I’étude des cellules souches pluripotentes

Les domaines des cellules ES- et des cellules pluripotentes attirent beaucoup d’attention
depuis quelques années. D’un cofé, la promesse d’un immense potentiel bénefique et de
’autre, des perceptions éthiques et rﬁorales réelles et pergues, tout ceci combiné a une
couverture médiatique considérable. Le tout a su attiser 1’intérét autant des chercheurs que
du public pour ces fascinantes cellules. 11 ést important de se rappeler que les connaissances
qui ont permis le développement de ce domaine au niveau ou il est rendu aujourd’hui ont
été acquises suite 4 de nombreuses années d’études (Yu and Thomson 2008). En effet, nos
connaissances.en matiére de cellules ES reposent sur des assiées solidement baties a travers
des années de recherche (Solter 2006). Les premiers balbutiements de recherche
expérimentale portant sur les cellules souches'pluripotentes apparentées aux cellules ES
| peuvent étre tracés aux études menées par Leroy Stevens il y a de ¢a plus de 50 ans. Ce
dernier a observé un taux relativement élevé de tumeurs tesficulaireé des cellules
germinales (TGCT) spontanées chez les souris males de la souche 129 (Stevens and Little
1954), un cancer qui se manifestait par la présence d’une tumeur testiculaire, un tératome,
composée de plusieurs types cellulaires trés variés et différenciés. Peu aprés, Stevens
remarqua qu’une transplantation de crétes génitales provenant de feetus de souris de
diverses sduches aux testicules de souris adultes donnait également lieu a dés tératomes, ce

qui a permis d’établir que les cellules germinales primordiales (PGC) étaient a la source de



ces tumeurs (Stevens 1964). Certaines des tumeurs, nommées tératocarcinomes,
possédaient une capacité régénératrice et ont mené é I'hypothése qu’il existait une sorte de
~cellule souche du tératome (Andrews 2002). Des études menées par Kleinsmith et Pierce
ont démontré I’existence d’un compartiment sbuche des tumeurs composé de cellules de
carcinome embryonnaire (EC) (Kleinsmith and Pierce 1964). Ces cellules EC, suite vé des
transplantations en série a des hotes successifs, pouvaient récapituler a chaque fdis tous les
tissus du tératocarcinome (Kleinsmith and Pierce 1964). C’était en quelque sorte
'événement fondateur du concept d’une cellule souche pluripotente (Yu and Thomson

2008).

Les cellules EC n;ont cependant pas seulement été étudiées dans le contexte de
transplantations. Leur explantation en culture in vitro fut une étape importante vers
~ I’établissement des conditions de culture pour les cellules souches pluripotentes, et des
méthodes plus raffinées furent .déVeloppées pour permettre leur amplification en vue
d;études de différenciation in vitro (Kahan and Ephrussi 1970; Martin and Evans 1974).
Une de ces méthodes consistait a utiliser une monocouche de cellules nourriciéres, souvent
composée de fibroblastes d’origine foetale, comme source de facteurs solubles et comme
soutien physique (Smith 2001; Solter 2006). Cﬁltivées de cette manicre, des lignées
clonales de cellules EC ont pu &tre établies et pouvaient proliférer indéfiniment en culture.
Leur pluripotentialité a pu étre démontrée autant in’vitfo qu’in vivo, car elles pouvaient se
différencier in vitro en structures semblables a des embryons, les corps embryoides (EB); et

pouvaient également former des tératocarcinomes lorsqu’injectées de maniére sous-cutanée
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7 (Martin and Evans 1975; Solter 2006). Le test ultime de capacité de différenciation étaitr
d’introduire ces cellules EC dans les embryons en développement, et des expériences en ce

sens menées par Brinster ont démontré que certaines lignées pouvaient contribuer a

plusieurs tissus lors du dévéloppement embryonnaire (Brinster 1974; Smith 2001). Par

contre, la plupart des lignées de cellules EC ont un potentiel beaucoup plus‘ restreint et ne

peuvent contribuer aux tissus de I’embryon in vivo, ceci étant attribué au fait que ces

cellules sont souvent aneuploides (Atkin, Baker et al. 1974).

Une autre importante série d’expériences connexés a contribué a 1’élucidation de 1’identité
embryonnaire des cellules EC. Des tératocarcinomes étaient aussi obtenus lorsque des
embryons a différents stades précédant la gastrulation étaient transplantés a des sites autres
que 1’utérus (Solter, Skreb et al. 1970; Stevens 1970). Ces études ont donc démontré que
non seulement les cellules souches pouvant générer des tératocarcinomes étaient présentes
aussi bien dans les embryons que dans les crétes génitales foetales, mais aussi que ces
cellules pluripotentes provenaient de ’épiblaste et non pas d'autres parties de I’embryon
(Diwan and Stevens 1976, Smith 2001; Chambers and Smith 2004). D’autres études
séulignent qu'il existe de fortes similitudes entre les marqueurs exprimeés par les cellules EC
et les marqueurs exprimés par les cellules souches de I’embryon (Gachelin, Kemler et al.

1977, Solter and Knowles 1978; Martin 1980).




2.1.2 Dérivation et culture in vitro de cellules ES

Indéniablement, les pratiques et rpéthodes acquises avec la culture in vitro des cellules EC
ont été trés utiles pour établir des lignées ES a partir d'embryons, notamment le concept de
la co-culture avec les cellules fibroblastes nourriciéres qui permettait la culture de lignées
EC ayant le plus de potentiel pour le développement (Smith 2001). Une limitation
importante avec la culture de lignées EC était que ces lignées, dérivées d'une tumeur ou
bien d’un embryon transplanté, possédaient des lésions génétiques attribuées a leur
transformation oncogénique a l’intérieur de la tumeur (prus and Boheler 2005). La‘
prochaine étape fut donc de tenter d’isoler des cellules souches directement de I’embryon,
sans passer par I’intermédiaire du tératocarcinome. Deux équipes de chercheurs, ayant
précédemment identifi¢ I’importance de la co-culture avec des fibroblastes émbryonnaires
murins (MEF) inactivées mitotiquement, ont dérivé pour la premiére fois et de manieére
indépendante des lignees de cellules ES directement & partir de I’embryon murin de stade
blastocyste (Evans and Kaufman 1981; Martin 1981). Ces études ont permis d’identifier la’
masse cellulaire interne (ICM) du blastocyste comme étant la source des cellules ES dans

I’embryon (Brook and Gardner 1997).

Le processus d’explantation de ’embryon et de dérivation d’une lignée de cellules ES est
pergu en quelque sorte comme la capture et l'immortalisation d’un événement transitoire se
déroulant in vivo (Rossant 2001). Dans ’embryon de stade blastocyste, la population de

cellules pluripotentes précurseure de I’épiblaste, conservant la capacité de se différencier en
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tous types cellulaires de 1’embryon, n’est présente que pendant une courte période (Smith

2001).

Les méthodes de déri\}ation de lignées de cellules ES chez la souris ont peu changé depuis
ces études séminales, du moins chez les quelques souches dites permissives 2 la dérivation
(Smith 2001). Les blastocystes sont récoltés au jour 3.5 post-coitum (dpc) et placés dans un
milieu de culture contenant du sérum bovin feetal (FBS), du 2-mercaptoéthanol, ainsi que
du facteur inhibiteur de¢ la leucémie (LIF), sur une monocouche de MEF préalablement
préparée. Ils sont ensuite cultivés in vitro dans un incubateur humidifié et chauffé a 37
degrés Celsius (Nagy 2003). Apres 4 a 5 jours ‘de culture, les blastocyst.es se sont bien
attachés au Pétri et I'excroissance de I'ICM est bien entamée et visible - c’est alors que
" ’ICM est sélectivement aspiré a I’aide de pipettes Pasteur allongées pour I’isoler des autre
types cellulaire présents a proximité (Nagy 2003). L’ICM est ensuite délicatement
désagrégé en petites masses 4 ’aide d’un traitement enzymatique a la trypsine et de
dissociation mécanique. Ces masses sont placées dans de nouveaux Pétris pour débuter la
culture. Dans les jours qui suivent, les colonies de cellules ES sont identifiées par leur
morphologie indifférenciée, et sont soumises a une expansion en culture sur une période de
plusieurs semaines. La morphologie recherchée est celle de colonies composées de petites
cellules ayant un gros noyau et plusieurs nucléoles ainsi qu’un petit cytoplasme, souveht
fonce et ﬁeu granuleux (Solter 2006; Keefer, Pant et al. 2007). Ces ;:ellules sont souvent
collées ensemble, et les frontieres les séparant sont difficilement distinguables (Hogan

1994). De plus, les bordures des colonies sont nettes et la morphologie indifférenciée se
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maintient pourvu que des passages suffisamment fréquents soient effectués pour
remplacer lesznutryiments et réduire la densité cellulaire. Les cellules ES murines sont
normalement dissociées compléteme;lt a I’aide de traitement a la trypsine, et chacune de ces
cellules peut reformer une nouvelle colonie a elle seule (Hogan 1994). Cette propﬁété, la
clonalité, est une des caractéristiques de l’étaf pluripotent (Smith 2001). Cultivées de cette
manicre, et probablement parce qu’elles sont retirées de leur environnement, les cellules ES
peuvent étre maintenues indifférenciées indéfiniment, démontrant aihsi une caractéristique

de cellules immortelles (Andrews 2002).

2.2 Propriétés des cellules ES: Origine et caractérisation

2.2.1 Propriétés des cellules ES

Les lignées ES sont cultivées pendant de longues périodes de temps, tout en demeurant
indifférenciées et en conservant la capacité d’auto-renouvellement et de pluripotentialité
(Nagy 2003). En culture, ces lignées ES sont immortelles et possédent un caryotype
normal, et elles demeurent capables de s’intégrer normalement a leur nouvel environnement
suite 4 leur réintroduction dans un blastocyste (Solter 2006). Elles possédent et
maintiennent un céryotype diploide stable, sont clonogeéniques, facilement amplifiables,

peuvent coloniser tous les tissus et les cellules germinales, et peuvent transmettre leur
génome a la génération suivante par gamé_togénése (Boiani and Scholer 2005). Les cellules

ES murines se divisent de maniére symétrique environ toutes les 12 heures (Burdon, Smith
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- et al. 2002). En phase exponentielle d'auto-renouvellement, la pllfs grande proportion de
cellules se retrouve dans la phase de synthése d’ADN du’ cycle cellulaire, alors qu'une

faible proportion de cellules se retrouve dans la premiére phase de croissance (Burdon,

Smith et al. 2002).

D’autres propriétés importantes caractérisant I’état pluripotent sont un haut ratio noyau-
cytoplasme, une activité élevée de phosphatase alcaline (AP),Y l’expréssion d’antigénes de
surface tels que l'antigéne de stade spécifique-1 _(SSEA-I), et I’expression de marqueurs
moléculaires de pluripotentialité tels que Nanog et Octameére-4 (Oci4) (Wobus, HolzhausenA
et al. 1984; Palmqvist, Glover et al. 2005). Une démonstration des propriétés fonctionnelles
des cellules souches, e.g. 1a capacité de différentiatjon in Qitro et in vivo, est essentielle

pour caractériser 1’état pluripotent (Nagy 2003; Boiani and Scholer 2005).

5
i

2.2.2 L’état pluripotent

La pluripotentialité est une caractéristique fondamentale des cellules ES. Mais en quoi
consiste 1’état pluripotent? Un nombre grandissant de chercheurs s’entendent pour ciire
qu’une cellule pluripotente est une cellule qui posséde la capacité de donner iieu aux trois
- feuillets germinatifs, donc a tous les types céllulaireé de I’embryon et de I’adulte (Niwa
2001; Solter 2006). En ce sens, les cellules ES murines sont I’exemple parfait de cellules

pluripotentes, car lorsqu’elles sont réintroduites dans un embryon, elles contribuent a tous
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les types cellulaires de 1’organisme, y compris aux cellules germinales (Bradley, Evans et
al. 1984). En guise de comparaison, la cellule totipotente par excellence est le zygote, car
celuifci est capable de générer non seulement tous les tissus embryonnaires, mais
également le placenta et tous les annexes extraembryonnaires (Yu and Thomson 2008). Les
blastomeres provenant d"embr‘yons de stade deux cellules sont aussi réputés totipotent pour
la méme raison (Jaenisch and Young 2008). Les cellules ES ne peuvent cependant pés a
elles seules soutenir le développement’ complet d’un organisme car elles ne peuvent pas

fournir tous les tissus extraembryonnaires, du moins chez la souris (Lovell-Badge 2007).

2.2.3 Les marqueurs de I’état pluripotent

Historiquement,‘les‘ premiers marqueurs a étre utilisés pour identifier et étudier les cellules
pluripotentes étaient des marqueurs de surface cellulaires, ou d’activité enzymatique. Ces
marqueurs devaient d’abord étre spécifiques aux cellules pluripotentes, et devaient
également étre silencés lors de la différenciation (Solter 2006). Par exemple, SSEA-1 est un
anticorps monoclonal réagissant de maniére spécifique avec des antigenes présents sur les
- cellules EC murines (Solter and Knowles 1978). L'utilité de ces types d'anticorps a été
établie dans la caractérisation des tissus embryonnaires, des tératocarcinomes et des lignées
EC (Solter and Knowles 1978). Eventuellement, [’utilité de ces marqueurs a été reconnue

pour la caractérisation des cellules ES (Artzt, Dubois et al. 1973).
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L'AP a aussi longtemps été utilisée comme marqueur de cellules bluripotentes (Wobus,
Holzhausen et al. 1984). Les études initiales sur l'utilit¢ de AP dans ce contexte étaient
basées sur son expression dans les tératomes de souris et d’humains, et plus tard dans
l’iCM du blastocyste et dans les PGC murines (Berstine, Hooper et al. 1973; Benham,
Andrews et al. 1981; MacGregor, Zambrowicz et al. 1995; Chazaud,” Yamanaka et al.
2006). Malgré le fait qu’un rdle spécifique aux maintien de 1’état pluripotent n’ait pas
encore été identifié bour AP, une corrélation claire entre 1’état pluripotent des cellules ES
humaines et l'expression de AP par celles-ci a tout récemment été établie (O'Connor,

Kardel et al. 2008). .

Avec l’avénemenf de méthodes moléculaires plus sophistiquées et une meilleure
compréhension du réle des génes impliqués dans le maintien de 1’état pluripotent, les
marqueurs moléculaires on prouvé leur utilité dans la caractérisation de lignées
pluripotentes (Brivanlou, Gage et al. 2003). Pour certains marqueurs, comme dans le cas
d'AP, aucune fonction particuliere ne leur est associée, mais pour d’autres, un role

fonctionnel dans le maintien de I'état pluripotent a clairement été démontré.

Un des premiers génes a étre utilisé a cet effet est Octd, car il est exprimé non seulement de -
maniere spécifique dans les embryons, les cellules germinales et les tissus pluripotents,
mais de maniére plus importante, il est essentiel a la dérivation et au maintien de cellules
ES murines (Scholer, Balling et al. 1989; Pesce, Gross et al. 1998). L¢ géne Oct4 murin

code pour une protéine a homéodomaine composée de deux sous-domaines, le domaine
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spécifique Pit-Oct-Unc (POUs) et I’homéodomaine (POUpyp), qui peuvent tous deux se
lier a ’ADN de maniére indépendante, ce qui confere a cette protéine une flexibilité de
transactivation exceptionnelle (Pesce and Scholer 2001; Boiani and Scholer 2005). Lorsque
ce gene est inactivé par recombinaison homologue, _ia formation du blastocyste est
compromise a un tel point qu"aucun ICM n'est formé (Nichols, Zevnik et al. 1998). La
dérivation de cellules ES possédant cette mutation n’est donc pas possible (Boiani and
Scholer 2005.). Dans les blastocystes, 1’expression d’Oct4 se restreint a I'ICM a mesure que
le développement progresse, et avant I’implantation, Oct4 devient rapidement exprimé dans
les cellules en migration de I’endoderme primitif (PrE) naissant (Palmieri, Peter et al.
1994). Par ailleurs, lorsque le niveau d’Oct4 est réprimé dans les cellules ES, ces dernieres
se différencient en trophectoderme (TE), tandis qu’une augmentation d’Oct4 résulte en une
différenciation en PrE, démontrant ainsi un role impoftant de ce géne dans la détermination

du destin cellulaire chez la souris.

Le géne Nanog a été découvert de manicre indépendante en 2003 par deux groupes
(Chambers, Colby et al. 2003; Mitsui, Tokuzawa et al. 2003). Le géne Nanog code pour
une protéine a trois domaines: un domaine N-terminal et un domaine C-terminal, qui tous
deux possédent une activité de transactivation, et un homéodomaine (Pan and Pei 2003). Ce
facte;ur de transcription a d’abord été réputé maintenir 1’état pluripotent de éellules ES
indépendamment de la voie du LIF (Chambers, Colby et al. 2003). L’expression de I’ARN
messager de Nanog débuté dans les cellules situées a I’intérieur de la morula. Au cours du

développement embryonnaire murin, I'expression de Nanog devient confinée & I’'ICM du
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blastocyste et est éteinte dans le TE (Pan and Thomson 2007). Par la suite, son
expression est restreinte a 1’épiblaste, mais est exclue du PrE, menant certains chercheurs a
croire qu’un de ses roles serait d’agir comme répresseur de ce lignage (Ralston and Rossant
2005). Suite A I’implantation du blastocyste, 1’expression de Nanog disparait et réapparait
plus tard dans le développement, dans les cellules - germinales de la créte génitale
(Chambers, Colby. et al. 2003). Le développement d’embryons possédant une mutation
d’inactivation de Nanog se déroule normalement jusqu’au stade blastocyste, mais ils ne
forment pas d’épiblaste (Mitsui, Tokuzawa et al. 2003). A la différence des embryons
mutés ﬁour Oct4, des lignées de cellules ES peuvent quand méme étre dérivées en I'absence
de Nanog, mais ces cellules ont tendance a se différencier en cellules du PtE in vitro
(Mitsui, Tokuzawa et al. 2003). Une diminution du niveau d'expression de Nanog dans les
lignées de cellules ES rhurines et humaines induit leur différenciation en lignages

extraembryonnaires (Hyslop, Stojkovic et al. 2005; Hough, Clements et al. 2006).

Un autre géne d’importance pour le maintien de 1’état pluripotent est nommé région
déterminante du sexe-Y-domaine-2 (Sox2). Celui-ci code pour un facteur de transcription
ayant un domaine de liaison & I’ADN du groupe a haute mobilit¢ (HMG) (Fong,
Hohenstein et al. 2008). Des expériences d’inactivation (ie Sox2 ont démontré que ce gene.
est requis pour le maintien de 1"épib1aste (Avilion, Nicolis et al. 2003). Son expression
débute au stade morula et est maintenue dans 1’épiblaste, mais est aussi présente dans
’ectodeme extraembryonnaire, et devient ensuite res'treinte aux précurseurs de cellules

neurales et germinales (Graham, Khudyakov et al. 2003). Lorsque la dérivation de cellules
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ES est tentée a partir d'embryons dont le géne Sox2 a été inactivé, il en résulte des
cellules du TE et du PrE plutot que des cellules ES (Avilion, Nicolis et al. 2003). Sox2 est
fortement exprimé dans les cellules ES murines et hhmaines, et une réduction de son niveau
d’expression résulte en une plus grande propensité pour la différenciation (Chew, Loh et al.
2005). De plus, dans les cellules ES humaines, une réduction de Sox2 engendre une
augmentation de marqueurs du TE, et une réduction des niveaux d’expression de Nanog et
d'Oct4, indiquant un réseau de maintien de pluripotentialité entre ces trois facteurs (Fong,
Hohenstein et al. '2008). En effet, une autre étude a démontré que ces trois facteurs de
transcription peuvent activer ou réprimer 1’expression d’un nombre considérable de génes y
compris plusieurs génes codant pour des facteurs de transcription impliqués dans .la |

régulation du développement (Boyer, Lee et al. 2005; Yu and Thomson 2008).

2.3 Les voies de signalisation impliquées dans le maintien de I’état pluripotent

2.3.1 Les fibroblastes embryonnaires murins (MEF) et le facteur inhibiteur de la
leucemie (LIF)

L’état pluripotent ne dépend pas seulement des facteurs intrinséques énumeérés ci-haut, il
est aussi fonction de facteurs extrinséques. Les études initiales portant sur les conditions de
culture de cellules EC et ES murines favorisant 1'état pluripotent avaient laissé entendre que
les MEF jouaient‘un role important (Martin and Evans 1975; Martin, Wiley et al. 1977,

Evans and Kaufman 1981; Martin 1981). Ce n’est qu’en 1987 que le rble précis de ces
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cellules a cémmencé a étre élucidé, suite & une étude démontrant que ies MEF pouvaient
| étfe remplacées par un milieu de culture conditionné sur des cellules de foie de rat Buffalo
(Smith and Hooper 1987), ou par le LIF en absence de MEF (Smith, Heath et al. 1988;
Williams, Hilton et al. 1988). Le maintien de 1’état pluripotent par les MEF est attribué en
grande partie a la signalisation intracellulaire par la voie du LIF (Stewart, Kaspar et al.
1992; Chambers and Smith 2004). Lorsque le LIF se lie a son récepteur (LIFR), ce |
complexe recrute le récepteu; traﬂsmembranaire'glycoprotéine 130 (gp130), formant ainsi
un compléxe trimérique (Zhang, Owczarek | et al. 1997). Ceci mene .é une série
d‘événements. se dérouiént en aval, incluant la phosphorylation de résidus tyrosine et une
dimérisation et translocation au noyau du transducteur de signal et activateur dek
transcription 3 (STAT3) (Chambers 2004). La présencé de FBS de concert avec I’activation
de STAT3 procurent les sign;clux nécessaires a I’auto-renouvellement dans I'stat pluripotent
de cellules ES murines (Ying, Nichols et al. 2003). La récente découverte que STAT3 se lie
en amont du géne Nanog pourrait suggérer un lien entre I’activation de la voie du LIF et le
maintien de l’étét pluripotent par 1’augmentation des niveaux .de Nanog, mais ceci reste a

confirmer (Suzuki, Raya et al. 2006).

2.3.2 La voie des MAPK

La voie des kinases activées par des mitogenes (MAPK) est impliquée dans bon nombre de
fonctions c}ellulaires dont la prolifération, la différenciation, la régulation du cycle cellulaire

et ’apoptose (Saba-El-Leil, Vella et al. 2003). Il a été remarqué que ’inhibition de
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I’enzyme MAPK kinase (MAPKK ou MEK) promeut 1’auto-renouvellement des cellules
ES, ce qui suggere que I’activation des kinases 1 et 2 régulées par signaux extracellulaires
(ERK1/2) impliquées dans cette voie pousse les cellules ES vers la différenciation (Burdon,
Stracey et al. 1999; Smith 2001). Plus récemmént, I’activation de la voie des MAPK et
subséquemment de ERK1/2 par le facteur de croissance de fibroblastes 4 (FGF4) ;:1 été
identifiée comme étant impliquée dans la sortie de 13état d’auto-renouvellement et le début
de la différenciation dans les cellules ES murines (Kunath, Saba-El-Leil et al. 2007).
L’inhibition de la voie des MAPI((Apar le composé chimique PD98059 empéche la
répression de Nanog ef empéche la différenciation de cellules ES en PrE, ce qui indique que
la voie des MAPK est impliquée dans les mécanismes du maintien de 1’auto-
renouvellement (Hamazaki, Kehoe et al. 2006). De plus, I’inhibition de ERK1/2 dans
I’embryon murin pousse I’'ICM a se différencier exc.lusivement en épiblaste et empéche la

formation du PrE (Chazaud, Yamanaka et al. 2006; Silva and Smith 2008).

2.3.3 La voie des Wnt

Chez les vertébrés, la famille des Wnt, nommée d’aprés deux génes homologues chez la
Drosophile, wg et int, est associée a I’embryogénese ainsi qu'a la carcinogénése (Schugar,
Robbins et al. 2008). C'etteA famille de protéines hautement conservées est auési impliquée
* dans la communication intercellulaire, la détermination du destin cellulaire, la

morphogenése et la différenciation (Wodarz and Nusse 1998; Yamaguchi 2001). La béta-
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caténine est un des effecteurs agissant en aval de la voie dite canonique des Wnt qui, une
fois activée, résulte en une translocation de la béta-caténine au noyau, ce qui entraine son
interaction avec les facteurs de transcription facteur de cellules T/ Facteur promoteur des
lymphoides i(ch/Lef) pour activer la transcription de genes cibles (Hecht and Kemler
2000). La kinase glycogéne syﬁthéase 3 (GSK3) est un inhibiteur de cette voie, et
I’activation de la voie des Wnt résulte en une inhibition de la GSK3 (Anneren 2008). Ceci a
pour effet de maintenir I’éat pluripotent autant ‘des cellules ES humaines que murines
(Sato, Meijer et al. 2004; Hao, Li et al. 2006; Ogawa, Nishinakamura et al. 2006). En effet,
une étude indique que ’inhibition de l'enzyme GSK3 par le 6-bromoindirubin-3'-oxime
(BIO) favorise I’expression soutenue des facteurs de transcription Oct4 et Nanog, et que le
phénotype indifférencié est maintenu en présence de FBS, indépendamment de la voie
LIF/STAT3 (Sato, Meijer et al. 2004). La voie de Wnt/béta-caténine est aussi importante
dans le développement pour li’initiation de la ligne prirﬂitive au début de la gastrulation
(Beddington and Robertson 1999). De plus, les embryon; murins dont les génes Wnt3 ou
béta-caténine sont inactivés ne forment pas d’endoderme ou de mésoderme, n’établissent
pas d’axe antéro-postérieure et subissent un arrét de développement avant la gastrulation

(Haegel, Larue et al. 1995; Liu, Wakamiya et al. 1999; Huelsken, Vogel et al. 2000).

2.4 Embryologie et identité des différents types de cellules souches dans I’embryon
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2.4.1 Embryologie et cellules souches de I'embryon

Le développement embryonnaire chez les mammiferes débute lors de la fécondation de
I’ovule, ce qui méne a la formation du zygote qui est I’ultime cellule totipotente. Une
succession de clivages a pour effet de segmenter 1’embryon en blastomeéres, et le stade huit
cellules chez la souris marque le début de la compaction (Dard, Breuer et al. 2008). A partir
de ce stade, les blastomeres se retrouvant a 1’intérieur de I’embryon sont destinés a devenir
I'ICM, tandis que les cellules séquestrées a 1’extérieur sont destinées a devenir le
trophoblaste (Johnson and Ziomek 1981). Une fois arrivé au stade de 32 cellules, une cavité
remplie de fluide, le blastoccele, comménce a se former, annongant le début de la cavitation
et de la formation de 'ICM (Nagy 2003). S'ensuit ’expansion du blastoccele durant
laquelle s’établit une polarité. A une extrémité de I'embryon on retrouve I’ICM recouverte
de TE poiaire et a l'autre extrémité, le TE mural compbsant la majeure partie de I'embryon
(Nagy 2003). Au jour 4 dpc, les cellules de I’'ICM sé trouvant en contact avec le blastoccele
commencent a former le PrE (aussi appelé hypoblaste), et les autres cellules de I'ICM
forment I’épiblaste (aussi appelé ectoderme embryonnaire), de sorte qu’a l’implantation du
blastocyste dans 1’utérus, I’embryon est déjé composé de trois lignages distincts possédant
des destins cellulaires bien différents et mutuellement exclusifs (Rossant 2007). Ces trois
lignages, le TE, le PrE et ’épiblaste/ICM sont aussi des sources de trois types de cellules

souches de 1’embryon (Rossant 2007).
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Le TE, qui donnera lieu aux portions feetales du placenta, fournit des signaux qui
influencent le développemerit de ’embryon jusqu'a la gastrulation (Rossant 2007). Par
exemple, le descendant direct des cellules du TE polaire, I’ectoderme eXtraembryormaire,
est impliqué dans le modelage de I’axe proximo-distale de 1’épiblaste (Beck, Le Good et al.
2002). Un des genes fréquemment utilis€ comme marqueur, mais exergant aussivune\
fonction majeure dans les cellules du TE, es.t I'homéodomaine de type caudal 2 (Cdx2)
(Beck, Erler et al. 1995). En son absence, la formation d’un blastocoele est rarement
observée, et les embryons murins dont Cdx2 est inactivé ne peuvent s’implanter
(Chawengsaksophak, James et al. 1997). Le TE est aussi une source de cellﬁles souches du
trophoblaste (TS) (Tanaka, Kunath et al. 1998). Lorsque les cellules TS sont réintroduites
dans l'embryon, elles contribuent exclﬁsivement aux lignages trophoblastiques du placeﬁta,

mais pas aux tissus de ’embryon (Tanaka, Kunath et al. 1998).

Le PrE est le deuxiéme type cellulaire de I’embryon qui donnera lieu aux tissus
extraembryo_nﬁaires. Déja au jour 5 dpc chez la souris, le PrE a débuté sa différenciation en
deux sous-types: L'endoderme viscéral et pariétal (Enders, Given et al. 1978). En début de
gestation, ces deux tissus remplissent le r6le transitoire de placenta avant que ce dernier ne
soit complétement formé (Dickson 1979; Kunath, Arnaud et al. ‘2005). L’endoderme
viscéral joue un réle non seﬁlement dans la nutrition de ’embryon, mais aussi dans le
modelage antérieur de I’embryon et la formation des il6ts sanguins. (Lloyd, Beckman et al.
1998; Bielinska, Narita et al. 1999). Parmi les génes marqueurs du PrE le§ plus utilisés pour

la caractérisation, on retrouve Gata4 et Gata6 (Bielinska, Narita et al. 1999). L’inactivation
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de Gatad chéz la souris entraine une mortalité embryonnaire avaht 9.5 dpc, et la mortalité
embryonnaire survient entre les jours .5.5 et 7.5 dpc dans le cas de l'inactivation de Gata6.
Chez les souris mutantes pour Gatad, le défaut est attribué 3 une malfbnction du PrE
(Molkentin, Lin et al. 1997), tandis que chez les souris mutantes pour Gata6, un retard du
développement et un niveau d’apoptose €lévé dans 1’épiblaste sont observés (Morrisey,
: Tang et al. 1998; Koutsourakis, Langeveld et al. 1999). Une récente étude a décrit la
dérivation d’un nouveau type de cellules souches, celles de I’endoderme extraembryonnaire
(XEN) (Kunath, Armaud et al. 2005). Lorsqu’injectées dans un blastdcyste, les cellules
XEN contribuent exclusivement a l'endodeme extraembryonnaire de chirﬁéres, en .

particulier a I'endoderme pariétal (Kunath, Amaud et al. 2005).

L’ICM du blastocyste donne directement lieu & deux lignages, celui du PrE et celui de
I’épiblaste (Niwa 2007). L’épiblaste et I’ICM sont tous deux considérés pluripotents gréée
a leur capacité de donner lieu a toutes les cellules de I’embryon, mais ces deux.tissus sont
bien distincts (Gardner and Rossant 1979). Par exembie, chez .la souris, I’épiblaste ne peut
pas se différencier en TE, ni en PrE. Sa morphologie est épithéliale, contrairement 4 1’ICM |
(Gardner. and R(_)ssarllt 1979). Si on compare le potentiel de développement de ces deux
tissus, I’épiblaste exhibe une pluripotentialité plus restreinte que celle de I'ICM, puisqu.’il a

perdu la capacité de donner lieu aux tissus extraembryonnaires (Niwa 2007).
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24.2La provenahce des cellules ES dans I’embryon

Les cellules ES ont longtemps €té considérées comme le penchant in vitro de 1’épiblaste
(Smith 2001). D’autres se sont interrogés sur la possibilité qh’elles constitueraient plutot
une sorte _d’artéfact de la culture in vitro; un type cellulaire équivalent dans l’emBryon
n’existerait peut-étre pas (Zwaka and Thomson 2005). De récentes €tudes tres intéressantes
ont commencé a apporter quelques réponses quarit a l’identité possible dés ce11u1¢s ES.
Pour examiner la possibilit¢é que les cellules ES soient en fait le penchant in vitro de
I’épiblaste, deux équipes ont dérive des lignees de cellules pluripotentes directement a
partir de I’épiblaste murin en utilisant des conditions de culture normalement réservées aux
cellules ES humaines (Brons, Smithers et al. 2007;‘ Tesar, Chenoweth et al. 2007). Une de
ces équipes a aussi utilisé et examiné les épiblastes de rat (Brons, Smithers et al. 2007).
Outre le fait qu’elles proviennent de tissus de rongeurs, les lignées de cellules souches de .
I’épiblaste (EpiSC) ont plusieurs caractéristiques en' commun avec les cellules ES de souris
qui proviennent de I’'ICM du blastocyste. Elles ont une capacité de différenciation in vitro
vers les trois feuillets germinatifs et en EB, et peuvent également former des tératomes in
vivo lorsqu’introduites sous la peau de souris immunodéficientes (Brons, Smithers et al.
2007; Tesar, Chenoweth et al. 2007). Par contre, les cellules EpiSC ont aussi plusieurs
caractéristiqties en commun avec les cellules ES humaineé; elles ne dépendent pas du LIF
mais requiérent plutdt 'l’activine comme facteur de croissance pour maintenir 1’état |
pluripotent, et ont une morphologie s’apparentant aux .cellules ES humaines (Eggan 2007).

Un fait a noter est que lors d’injection ou d’agrégation avec des embryons de stade pré-
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implantation, les cellules EpiSC ne contribuent pas aux tissus de 1’embryon (Brons,
Smithers et al. 2007; Tesar, Chenoweth et al. 2007). Ces études ont tout de méme mené
certains chercheurs & se demander si ce sont les conditions de cultures ou bien le tissu a
l'origine des lignées établies qui contribue au phénotype observé. Lorsque des lignées ont
été établies cette fois a partir de I’ICM murin, mais en utilisant les mémes conditions de
culture que les cellules EpiSC et cellules ES humaines, ces cellules souches exprimaient
des marqueurs de pluripotentialité tels qu'Oct4, Nanog et Sox2, mais ne pouvaient se
différencier in vitro ni in vivo, sauf si élles étaient stimulées avec du LIF et avec d’autres
facteurs retr_ouvés dans le FBS (Chou, Chen et él. 2008). Tous ces indices ménent a crbire
que I’identité exacte des cellules ES, non seulement chez la souris mais aussi chez les
autres espéces, ainsi que leur prévenance in vivo, demeurent encore des questions ouvertes

et sans réponses définitives pour 1’instant.

h

243 Equivalence des tissus de Pembryon et des lignées établies

Il est important de noter que le potentiel de développement des cellules provenant
directement de I’embryon et celui des cellules provenant de lignées établies-n’est pas
nécessairement toujours équivalent. Des études ayant pour but de comparer le potentiel de
développement de cellules d’ICM et de cellules ES ont démontré que les cellules d’ ICM
demeuraient exclues du TE suite a une injection dans les embryons de stade huit cellules ou

blastocyste, mais que les cellules ES pouvaient parfois contribuer au PrE et au TE
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(Beddington and Robertson 1989). 11 est connu que I’interconversion des precurseurs du’
TE et de I'ICM est encore possible au stade morula avancée et. de jeune blastocyste
(Rossant and Vijh 1980; Gardner 1985). De plus, les cellules ES peuvent elles agssi générer
du TE sous des conditions spéciﬁques (Niwa, Miyazaki et al. 2000; Niwa, Toyooka et al.
' 2005). Mais a toutes fins pratiques, les cellules ES murines ne sont pas réputées contribuer
au trophoblaste in vivo (Ralston and Rossant 2005). Les cellules de I’épiblaste,
lorsqu’isolées a partir de ’embryon murin au jour 6 dpc, ne peuvent plus coloniser le
blastocyste ni contribuer aux tissus embryonnaires, malgré le fait que I’épiblaste lui-méme
-soit & I’origine de tous les tissus embryonnaires (Gardner and Brook 1997). Dans ce
contexte, le comportement in vivo des cellules isolées de I”épiblaste ressemble a celui des
lignées de cellules EpiSC, et non pas a celui des cellules de 1’épiblaste in situ. Quoique des
expériences équivalentes n’aient jamais été effectuées chez 1’humain pour des raisons
évidentes d’éthique, le fait que les cellules ES maines génerent spontanément et facilement

du TE in vitro est bien connu (Thomson, Itskovitz-Eldor et al. 1998; Xu, Peck et al. 2005).

2.5 Méthodes d’évaluation de la capacité de développement

Ce qui distingue les cellules ES des autre types de cellules souches est non seulement leur
origine dans 1’embryon, mais surtout leur capacité de développement, la pluripotentialité,

qui est évaluée de plusieurs fagons.
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/

2.5.1 Différenciation in vitro

Les cellules ES possédent une étonnante capacité de se différencier en tous les types
cellulaires en culture in vitro (Keller 1995; Smith .2001). Différents protocoles ont été
élaborés au courant des 20 derniéres années.pour induire la différenciation des cellules ES
en cellules représentatives des trois feuillets germinatifs in vitro (Keller 2005). Trois fagons
de procéder sont généralement utilisées pour induire la différenciation des cellules ES. Les
trois méthodes impliquent la culture en l'absence des facteurs permettant le maihtien de
I'état indifférencié (cellules nourricieéres, LIF ou. autre facteurs). La premiére méthodel
consiste a cultiver les cellules en suspension et permettre leur agrégation pour former des
colonies hétérogénes de cellules différenciées, appelées cellules EB (Martin and Evans
1975; Martin, Wiley et al. 1977). La culture en agrégation permet aux cellules ES de
récapituler leur programme de développement, mais de fagon désordonnée, puisqu’il n'y a
pas d'organisation axiale (Doetschman, Eistetter et al. 1985). La différenciation in vitro et
l'expansion des cellules différenciées est complétée en permettant aux EB de s'attacher et de
proliférer a la surface d'un Pétri. L'addition d'acide rétinoique peut étre utilisée pour induire
un biais dans la diréction de la différenciation, notamment vers les cellules neuronaies
(Rohwedel, Guan et al. 1999; Andrews 2002). Une autré approche cpnsiste a cultiver les
cellules ES en contact avec des cellules stromales (Nakano, Kodama et al. 1994), ou avec
différentes protéines de la matrice extracellulaire (Nishikawa, Nishikawa et al. 1998), ce

qui induit leur différenciation. Des protocoles visant a induire la différenciation in vitro en
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types cellulaires spécifiques ont été développés par pluéieurs groupes, principalement
chez la souris. 1l est maintenant possible d'induire de fagon dirigée la différenciation en
ajoutant des facteurs de croissance ou cytokines spécifiques pour générer des cellules
hématopoiétiques, cardiaques et hepatiques (Keller 2005). Pour plusiéurs autres types
‘cellulaires cependant, on ne peut qu'obtenir des phénotypes immatures qui ne peuvent pas
€tre utilises tels quels en médecine régénératrice (Keller 2005). Non seulement ces tests de
différenciation in vitro sont utiles pour évaluer le potentiel de développement des cellules
ES, mais ils sont a la base de la médecine régénératrice, peuvent contribuer a évaluer de
nouvelles substances thérapeutiques, et peuvent contribuer a élargir nos Comnnaissances.
fondamentales en biologie du développement, spécialement chez les espéces ou les

embryons ne sont peu ou pas accessibles pour la recherche, notamment chez 'humain.

2.5.2 Formation de tératomes

Les tératomes sont définis comfne étant des tumeurs non malignes contenant des cellules
originaires des trois feuillets germinatifs embryonnaires (Damjanov and Andrews 2007).
Lorsque xénogrefféeé dans des souris immunodéficientes, les cellules ES ont la capacité de
se différencier en tératomes, ce qui démontre leur pluripotentialité (Solter 2006). L'identité
des types cellulaires est généralement vérifiée en évaluant l'histolégie des tumeurs.
L'habileté de former des tératomes est partagée €également par les cellules EC et les cellules
germinales (Smith 2001). Pour certaines .espéces chez lesquelles on doit évaluer la

pluripotentialité mais ou l'utilisation d'embryons est a proscrire, notamment chez I'humain,
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la formation de tératomes est la méthode de choix pour évaluer le potentiel in vivo de
développement (Thomson, Itskovitz-Eldor et al. 1998). Cependant, la technique de
formation de tératomes ne permet pas d'évaluer précisément la contribution des cellules ES

a la lignée germinale.

i

2.5.3 Le chimérisme embryonnaire et la contribution 2 la lignée germinale

Chez la souris, le test le plus approprié pour évaluer la pluripotentialité des bcellules ES esf |
la transmission par la lignée germinale (Jaenisch and Young 2008). Une méthode
communément utilisée afin d'évaluer la contribution des cellules ES 4 ia lignée genniﬁale in
vivo qonsiste en la création d'une chimére embryonnaire en injectént des cellules ES a
l'intérieur de la cavité d'un blastocyste, en utilisant une vpipette de verre étirée sous le
microscope (Bradley 1987; Nagy 2003). Les cellules ES pluripotentes injectées dans le
blastocyste peuvent se différencier en tous les types cellulaires embryonnaires, incluant les

cellules germinales (Hogan 1994).

L'agrégation de cellules ES avec un embryon héte est une deuxiéme méthode pour produire
des chiméres pour évaluer le potentiel de développement in vivo et la capacité des cellules
ES de contribuer a la lignée germinale. L'embryon héte est mis en contact dans un puits
avec des cellules ES pour qu'une agrégation se produise en l'absence de la zone pellucide.
Un protocole efficace pour créer des agrégats ES-hote est déérite par Nagy (Nagy, Rossant

et al. 1993). Dans ces études, des embryons tétraploides ont été utilisés comme hétes pour
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améliorer l'efficacité de contribution des cellules ES a I'embryon. Les embryons
tétraploides gardent la capacité de s'implanter‘et de former les tissus extraembryonnaires,
mais forment rarement des structures embryonnaires (Snow 1975; Snow 1976; Tarkowski,
Witkowska et al. 1977). Les fcetus obtenus suite a 1'agrégation de cellules ES avec des
embryons tétraploides peuvent ainsi étre entiérement éomposés des cellules ES (Nagy,
Gocza et al. 1990). De cette fagon, il est possible d'évaluer efficacement la contribution des
cellules ES a tous les types de tissus, y compris la lignéé germinale. 1l est ensuite possible
de retracer l'origine des cellules dans les chimeéres grice a la caractérisation par
microsatellites, ou & des marqueurs préalablement insérés dans les cellules ES tels que la

protéine fluorescente verte (GFP) (Tam and Rossant 2003).

2.6 Applications des cellules ES chez les souris

2.6.1 L'inactivation de génes par recombinaison homologue

Bradley et al (Bradley, Evans et al. 1984) fiit le premier groupe a démontrer lg capacité de
colonisation de la lignée germinale par les cellules ES lorsqu'injectées dané un blastocyste
de souris. Cette propriété des cellules souches a ouvert la porte a I'utilisation des cellules
- ES comme outils pour introduire des mutations ciblées dans la lignée germinale. Capecchi
(Thomas and Capecchi 1987) a introduit une mutation ciblée par recombinaison ho'mol'ogue
dans les cellules ES pour la premiére fois, et Thompson (Thompson, Clarké et al. 1989) a

démontré la transmission d'une telle mutation ciblée par recombinaison homologue dans la:
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lignée germinale de chimeéres produites a l'aide de cellules ES. La capacité d'auto-
renouvellement et la rapidité de prolifération des cellules ES en font un outil idéal pour la
transformation génétique ciblée par recombinaison homologue. Pour inactiver un géne par
recombinaison homologue dans les cellules ES, il s'agit d'y insérer un fragment d'ADN qui
correspond a la séquencé mutée du gene d'intérét, flanqué de séquences homologues au
géne d'intérét. Le fragment inséré se pariera a la séquence ciblée d'ADN et la séquence
mutée remplacera la séquence normale par recombinaison homologue dans une cellule-fille
lors de la division des cellules ES. Les cellules ES ainsi modifiées sont injectées dans un
blastocyste de type sauvage pour produire un animal dont la lignée germinale est
chimérique. Suite a d¢s accouplements répétés entre ces chimeres, il est possible d'obtenir
un animal dont les deux alleles d'un géne d'intérét sont inactivés dans toutes les cellules de
l'organisme. Il est & noter qu'il est également possible de produire des souris dont un geéne a

été ajouté ou remplacé par un autre avec.la méme technique.

Il est maintenant possible de produire des animaux dans lesquels un gene peut étre inactivé
sélectivement par recombinaison homologue dans un ou des tissus spécifiques. Un systeme
communément employé pour produire ce genre d'animal est le systéme Cre-loxP (Gu, Zou
et al. 1993). La recombinase Cre excise les sites loxP flanquant une séquence d'ADN
(Kuhn and Schwenk 1997). Pour inactiver un géne de cette fagon, une souris exprimant la
recombinase Cre sous le contréle d'un promoteur exprimé spécifiquement daps le tissu
d'intérét (Orban, Chui et al. 1992) est croisée a une souris dont la séquence du gene d'intérét

est flanquée de séquences loxP par recombinaison homologue. Dans l'animal de la
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génération suivante, la recombinase Cre, exprimée seulement dans le tissu d'intérét,
coupe la séquence aux sites 1oxP pour créer une délétion du géne d'intérét. On peut ainsi
étudier la fonction d'un geéne dans un tissu.donné, sans l'interférence de l'effet de
I'inactivation du géne sur les autres tissus de I'organisme. D'autres systémes d'inactivation |
inductible de genes ont été développés, notamment le systéme inductible par la tétracycline
(Bockamp, Maringer et al. 2002), pour pouvoir choisir le moment ou l'inactivation du géne

sera induite durant le développement.

La technique de mu_tatiOn par recombinaison homologue possede un net avantage sur les
techniques de transgenése conventionnelles étant donné que l'insertion de la séquence dans
I'ADN ne se fait pas au hasard, et que le site d'insertion du g_éne étranger est unique. Les
génes normaux ne sont pas .affectés, et l'intensité d'expression du transgene ne varie pas en
fonction du site d'insertion. De plus, la transgeneése conventionnelle ne permet pas
d'inactiver complétement un gene (Bockamp, Maringer et al. 20023. I1 est envisageable que
la technologie de recombinaison homologue dans les cellules ES pourrait étre utile a la
correction de défauts génétiques dans les cellules souches humaines, qui pourraient ensuite

étre utilisées en therapie cellulaire.

2.6.2 Les modéles murins de maladies humaines

Les animaux dont un ou plusieurs génes sont inactivés par recombinaison homologues ont

été trés utiles pendant les 25 dernicres années pour €lucider la fonction de genes dans
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l'organisme.. Plusieurs domaines de la recherche scientifique ont profité de cette
technologie. La technologie d'inactivation ciblée de géne par recombinaison homologue a
également contribué a la médecine par la création de modéles murins de maladies
humaines. Par exemple, parmis les prerhiers modeles, ont compte celui de la fibrose

kystique et de la dystrophie musculaire (Bockamp, Maringer et al. 2002).

Cependant, seulement que de rares maladies chez I'humain résultent d'une inactivation d'un
seul geéne. La plupart des maladies génétiques résultent d'une mutation qui affecte la
fonction du gene. Il est bossible également de produire des mutations simples avec la
technologie de la recombinaison homologue pour étudier ces maladies (Cohen-Tannoudji

and Babinet 1998; Sauer 1998).

L'inactivation de génes par recombinaison homologue a permis égalemeht des percées dans
le doméine de sélection de nouveaux composés pharmaceutiques. Par exemple, les souris
dont le géne codant pour une enzyme importante du métabolisme a été inactivé par
recombinaison homologue, a pu étre utilisée pour tester 'effet toxique et carcinogéne de

nouveaux composés pharmaceutiques sur l'organisme (Guengerich and Shimada 1991).
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- 2.7 Le rat comme modéle

2.7.1 Avantages que présente le rat comme modéle de recherche

Bien que la souris ait un avantage pour les études génétiques, ellé présente toutefois des
.inconvénients incontournables. Les réponses aux composés pharmacologiques ou
toxicologiques observées. chez les souris sont souvent différentes des réponses observées
chez 'homme, ce qui fait qu'on doit bien évaluer la validité des études :précliniques
conduites chez la souris. Par exemple, une souris dont le géne antigéne de leucocyte
humain-B27 (HLA-B27) associé a des maladies aufo-immunes huméines a été inactivé ne
développe aucune pathologie (Taurog, Lowen et al. 1988). Cependant, les rats
transgéniques pour ce geéne développent une pathoiogie similaire a celle de 1'humain
(Hammer, Maika et al. 1990). Le développement de nouveaux modéles animaux en

recherche biomédicale est de plus en plus attendu.

. Depuis 150 ans, le rat a été un modéle de choix pour la recherche en physiologie,
pharmacologie, toxicologie, nutrition, comportement, immunologie et cancer (Jacob 1999).
Une banque de données exhaustive a été générée dans les domaines du diabéte, des
maladies neurodégénératives, des maladies cardiovasculaires et du comportement. De telles

informations détaillées ne sont pas disponibles chez la souris.
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Le rat, par sa taille et la taille de ses organés, présente un avantage par rapport a la souris
pour I'étude de la physiologie, et des essais de nouveaux composés pharmacologiques ou
toxicologiques (Gill, Smith et al. 1989). Les rats transgéniques sont d'autant plus faciles a

analyser que la souris par la taille et la fréquencé de prélevement des échantillons (Tesson,

Cozzi et al. 2005).

2.7.2 La situation actuelle: exemples et limitations de I'utilisation du rat

Plus de 1000 souches, sous-souche‘s ou fats génetiquement modifiés onf été créées a ce jour
(Aitman, Critser et ai. 2008). Les ressources génomiques accessibles chez le rat sont
impressionnantes, on n'a qu’a penser au Rat Genome Database. Une importante base
d'information concernant les loci de traits quéntitatifs (QTL) et les courts polymorphismes
dé nucléotidés (SNP) de différentes souches chez le rat a été construite a travers des années
de recherche. De plus, la séquence du rat Brown Norway (BN) a été élucidée récemment
avec les technologies de séquengage de génome. De nouveaux outils génétiques se
développent, tels que des plateformes commerciales de micropuces pour les séquences
codantes ou les ARN d'interférence courts (siRNA); une récente revue compréhensive des
ressources disponibles chez le rat est dressée par Aitman et collégues (Aitman, Critser et al.

2008).
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Depuis quelques années, avec le développement des resources génomiques chez le rat, il
est devenu possible d'identifier des génes impliqués dans des traits complexes chez le rat,
ayant une implication dans certaines maladies humaines telles que la neuroinflammation
(Swanberg, Lidman et al. 2005), la glomérulonéphrite (Aitman, Dong et al. 2006;
Behmoaras, Bhangal et al. 2008), le cancer du sein (Samuelson, Hesselson et al. 2007), la
défaillance cardiaque (Monti, Fischer et al. 2008), et la masse ventriculaire gauche
(Petretto, Sarwar et al. 2008). De telles informations sur les traits complexes chez la souris

ne sont encore une fois pas répertoriées.

Les méthodes actuelles utilisées pour modifier le génome des rats incluent la transgenése
traditionnelle qui consiste a injecter la construction géniq'ue dans le zygote au stade
pronoyaux et a transplanter les embryons dans I'oviducte d'une meére porteuse pour obtenir
un animal transgénique (Tesson, Cozzi et al. 2005), le transfert d'ADN dans I'embryon
médié par vecteurs viraux (van den Brandt, Wang et al. 2004), le transfert d'ADN dans les
spermafozo'icies (Dozortsev, Wakaiama et al. 1998; Kato, Ishikawa et al. 2004; Hirabayashi,
Kato et al. 2005) et l'interférence d'ARN, méthode qui permet d'atténuer l'expressioh d'une
protéine en inactivant son ARN par interférence avec un brin d'ARN anti-sens homologue
(Dann 2007; Young-Pearse, Bai et al. 2007). D'autres méthodes plus laborieuses sont aussi
utilisées, telles que la rﬁutagénése chimique par le N-ethyl-N-nitrosouréa (ENU) et la
mutagénése insertionnelle qui fait usage de transposons capturant des genes (Aitman,

Critser et al. 2008).
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Quant aux essais de clonage de cellules génétiquement modifiées chez le rat pour la
création de modeles transgéniques aucun cas de recombinaison homologue n'a encore été
démontré (Hayés, Galea et al. 2001; Roh, Guo et al. 2003; Zhou, Renard et al. 2003;
Popova, Bader et al. 2006; Yoo, Demers et al. 2007). Cette technique est peu efficace, en
partie du a l'activation spontanée des ovocytes du rat. En somme, malgré l'abondance des
ressources sur le génome du rat, il existe un manque criant d'outils pour manipuler le

génome du rat de maniére ciblée.

2.7.3 Etudes antérieures sur les ES chez le rat

J

Malgré les progrés réalisés pour générer des modéles de rat transgéniques, aucune de ces
apbroches n’a ét¢ en mesure d’offrir la possibilit¢ de manipuler le génome du rat de
maniére ciblée. La dérivation de cellules ES suffisamment pluripbtentes pour permettre la
contribution aux gameétes chez le rat est donc souhaitable afin d’exploiter la technologie du
ciblage de génes développée chez la souris. La premiére publication traitant ce sujet en
particulier avait laissé eﬁtendre que des lignées de cellules ES chez le rat avaient été
obtenues, et que ces derniéres étaient pluripotentes car elles pouvaient coﬁtribuer aux
multiples tissus embryonnaires de chiméres (Iannaccone, Taborn et al. 1994). Par contre,
des vérifications subséquentes ont démontré que les cellules pluripotentes ayant contribué
aux chimeéres n’étaient pas des cellules ES de rat, mais bien des cellules ES de souris qui

avaient contaminé les cultures (Brenin, Look et al. 1997). Des lignées de cellules dérivées a
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partir de I’ICM chez le rat et possédant une activité AP ainsi qu’une expression du
marqueur SSEA-1 ont été¢ annoncées peu apres (Ouhibi, Sullivan et al. 1995). Cependant,
leur longévité en culture in vitro était limitée & quatre passages, apres lesquels ces cellules
cessaient de proliférer, limitant ainsi les possibilités de vérifier leur potentiel de
différenciation (Ouhibi, Sullivan et al. 1995). Des lignées pouvant étre cultivées 4 long
terme ont ensuite vu le jour, et des études examinant les effets des cytokines de la faﬁille
du LIF sur leur prolifération ont pu étre menées (Vassilieva, Guan et al. 2000).
L’avenement de marqueurs moléculaires caractérisant 1’état pluripotent comme Oct4 a
permis aﬁx auteurs de démontrer pour la premiére fois I’expression de 'ARN de ce facteur
de transcription dans ‘des lignées dé cellules RESL (Vassilieva, Guan et al. 2000). Le
potentiel de différenciation in vitro et in vivo n’a toutefois pas €t€ examiné. Une autre étude
seﬁblable a fait état d’une lignée de cellules d’endoderme pariétal dont le potentiel de
~ différenciation n’est pas connu, dérivée & partir du blastocyste chez le rat et exprimant
SSEA-1 mais n’ayanf pas d’activit¢ AP (Notarianni and Flechon 2001). Cette lignée
pouvait €tre maintenue en culture sur de longues périodes soit sous forme de monocouche
épithéliale sur MEF ou en agrégats en suspensioh. La culture en suspension induisait‘ la
formation d’une matrice extracellulaire centrale dans les agrégats, qui ressemblaient aux

EB formé par les cellules ES murines différencié¢es (Notarianni and Flechon 2001).

La premiére étude 4 examiner le comportement de cellules RESL in vivo impliquait leur
utilisation comme agent inducteur de tolérance immunologique pour des études de

transplantation, et une caractérisation in vitro limitée a été effectuée (Fandrich, Lin et al.
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2002). Un des concepts a ressortir de cette étude a été 1’observation que 1’efficacité de
dérivation de lignées de cellules RESL dépendait du patrimoine génétique des embryons
(Fandrich, Lin et al. 2002). La capacité de différenciation in vitro de ces cellules a été
examinée par la suite, et a démontré que des cellules RESL n’exprimant pas Oct4 pouvaient
tout de méme se différencier en cellules neuronales, hépatiques, gliales, et endothéliales
(Ruhnke, Ungefroren et al. .2003). Aucune mention de la capacité de développement in vivo
de ces cellules n’a cependant été notée. Une autre €quipe a tenté de comprendre ce qui
arrivait aux embryons de rat explantés eﬁ culture en examinant I’expression du marqueur
Oct4 dans les explants primaires de blastocystes (Buehr, Nichols et al. 2003a). Malgré le
fait que les lignées obtenues n’exprimaient pas Oct4, elles pouvaient étre maintenues en
culture durant de longues périodes. Ces auteurs ont noté¢ une diminution et perte rapide
d'Oct4 dans les explants primaires, et les lignées dérivées pouvaient se différencier in vitro
en cellules extraembryonnaires, mais aucune contribution n’a été démontrée in vivo (Buehr,

Nichols et al. 2003a).

L'information accumulée sur les traits complexes chez le rat combinée a la technologie
d'inactivation de génes par recombinaison homologue dans les cellules ES pourrait ouvrir la
porte & nombre de nouvelles découvertes dans plusieurs domaines de la recherche
biomédicale. Cet ouvrage, dans lequel les trois manuscrits composent les parties
expérimentales, se consacre a I'élaboration de méthodes pour la dérivation et la

caractérisation in vitro et in vivo de lignées de cellules ES chez le rat.
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3.1 ABSTRACT

Despite significant advaﬁces achieved through gene targeting in mouse embryonic
stem (ES) cells, this technology is presently only available in mice. Since the rat is a
species of undeniable importance to biomedical research, atterﬁpts at derivation of rat ES
cell lines have been ongoing for maﬁy years, however the putative rat ES cell lines which
have been reported to date have not yet displayed the ability to contribute in vivo to
developing tissues following embryo injection. In contrast to previous studies, we describe
herein the successful derivation and characterisation of rat ES-like cell lines that not only
express markers of undifferentiated cells, alkaline phosphatase (AP) activity and stage-
spejciﬁc_ embryonic antigen-1 (SSEA-1) cell surface antigen, but also retain expréssion of
Oct4 (also known as Pou5f1 ) a homeodomain transcription factor and molecular marker of
pluripotent cells. Notably, these rat ES-like cells, when injected into blastocysts vtransferredv
to pseudopregnant females, can contribute to developing extraembryonic tissues. This
report demonstrates for the first time that rat ES-like cells can be derived efficiently, can
express a panel of pluripotent cell markers, can be genetically modified in vitro and
cryopreserved, and importantly, are capable of contributing to extraembryonic tissues in

VIivo.
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3.2 INTRODUCTION

The laboratory rat Rattus nofvegicus provides an important model for biomedical
research and its applications in human health and the pathobiology of disease. From
addiction to autoimmune diseases, from behavior to blood diseases, from cardiovascular
diseases to cancer, from physiology to pharmacology, the use of numerous rat strains as
experimental models has contributed significantly to our understanding of the mechanisms
underlying normal and pathological human function (Gill et al., 1989; Jacob, 1999). A
reverse genetics approach, best represented by the ES cell-based mouse knockout model, is
currently unavailable for the rat. Ipdeed, in contrast to its fundamental position in
physiolbgical investigation, at functional genetic studies the rat lags far behind the mouse
due to the absence of functional germline-competent rat ES cells that would allow gene-
targeting as well as access to the germline of this species. There are no published reports of
successful transfection of rat ES-like cells with exogenous DNA, of antibiotic selection of
transfected cells, of transgene expression and appropriate freezing/thawing schemes, all of
which are essential prerequisites for the genetic manipulation of the rat.

Besides the technical cbnsiderations mentioned above, several biol‘ogical hurdles
have yet to be overcome in the development of genuine rat ES cells. There are no reports
that describe in vivo contribution of rat ES-like cells to developing embryonic (nor
extraembryonic) tissues, a feature that is critical for demonstrating the true pluripofent
character of ES cell lines. An overview of the literature of éttempts at ES cell derivation in

the rat and other species, and even ES cell derivation in mouse inbred strains, reveals a
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unanimous lack of information explaining why no ES cell lines, déﬁned by their ability
to colonize the germiine, exist in species other than mice and chicken (Wobus et al., 2005;
Keefer et al., 2007). Perhaps intrinsic biological differences between rats and mice account
for species-to-species variation in derivation of ES cells. For example, the rat epiblast (the
pluripotent descendant of the inner cell mass or ICM) retains the ability to generate
extraembryonic endoderm, a capacity that the mouse epiblast at the equivalent time of
development no longer possesses, at least in vitro (Nichols et al., 1998). Furthermore, a
striking in vivo difference between the mouse and rat is clearly illustrated when isolated rat
epiblasts are transplanted under the kidney capsule of isogenic adult males. These isografts
| result in the formation of benign teratomas which, in nearly half of all cases when allowed
to develop for long periods, dilsplay characteristics not of terétocarcinoma, as is the case
when the exact same experiment is performed in mice, but rather of malignant yolk sac
carcinoma (Kneze\./ic et al., 2005). Incidentally, mouse teratocarcinomas are germ cell
tumors whereas rat yolk sac carcinomas are of extraembryonic origin (Sobis et al., 1993;
Brenin et al., 1997), which may suggest.a bias of rat pluripotent tissues to preferentially
differentiaté into extraembryonic tissues in vivo, at least when grafted ectopically.
Previous attempts at derivation of rat ES-like cells have not shown fully characterised cells
in vitro with respect to ES cell marker expression, including the presence of the POU-
domain germline-specific transcription factor Oct4 (both mRNA and protein) as well as
SSEA-1 cell surface antigen and AP activity. Some authors have observed that rat
blastocysts and blastocyst-derived cell lines rapidly downregulate the expressién of Oct4

soon after being placed in culture conditions that support the derivation of mouse ES cells



43
of the 129 strain (Buehr et al,, 2003a). These authors reported that the lack of
pluripotency of their rat embryonic cell lines .could be due to the fact that they were Oct4-
negative. However, no assessment of the extent of colonization of their cells to developing
tissues in vivo was mentioned except to say that no contributioﬁ to fetal germ layers was
observed. Herein we describe the development of the first rat ES-like cell line that
expresses a panel of pluripotent cell markers and has the capacity to contribute to the
' formétion of extraembryonic tissue. following injection into blastocysté and embryo

transfer.

3.3 MATERIALS AND METHODS

3.3;1 Animals, derivation and .culture of rat ES-like.cell lines.

Rats of Sprague-Dawley (SD), Brown Norway (BN) and Fischer (F344) strains We_,re
purchased from Charles River Canada and kept on a 14 hour light 10 hour dark regime with
food and water ad libitum. All animal procedures were performed according to protocols
approved by the Comité d'éthique dev l'utilisation des animaux, Faculté de médecine
vétérinaire, Université de Montréal. Vaginal smears were carried out. to determine the
estrous cycle‘stage of females. The presence of spermatozoa in the vaginal smears at noon
the day after mating was designated 0.5 days post-coitum (dpc). The genetic background
was véried by mating males of SD, BN or F344 background with females of SD, SD/F344,
or F344 background, as indicated in Table 1. Derivation of rat.ES-like cell-lines was carried

out according to the procedures used in mouse ES cell line derivation as described (Hogan,
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1994). In all cases, a mitomycin C-treated mouse embryonic fibroblast (MEF) monolayer
was used for both derivation and long-term culture. Rat blastocysts were collected by
uterine flushing using DMEM supplemented with 10% charcoal-treated FBS (Gibco,
Burlington, ON) and 25mM hepes buffer between 4 and 5 dpc and cultured 4 to 6 days
before disagreggation of the inner cell mass (ICM). Resulting outgrowths were passaged
mechanically every three days without trypsin, since trypsin was foundl to result in
extensive differentiation of rat ICM-derived cells. The culture medium used is very similar
to that used in the culture of mouse ES cells and has been described previously (Bagqir et al.,
2003), with the following slight modifications: Briefly, it cbmprises Knockout DMEM
supplemenfed with 10% v/v Knockout Serum Replacement and 10% charcoal treated FBS,
0.5% penicillin-streptomycin, 1% each of nucleosides, L-glutamine, and non-essential
amino acids (all from Gibco), 0.1mM B—mercaptoethanol (Sigma) and 2,000 U/mL ESGRO

(Chemicon International).

3.3.2 In vitro characterisation, vector construction, transfection and selection of rat

ES-like cells.

All ES cell markers used in this study were ﬁr.st' tested on and found to react
positively with mouse R1 ES cells (Nagy et al., 1993). Alkaline phosphatase staining and
SSEA-1 (Chemicon, 1:50) immunostaining were carried out according to the
manufacturer’s instructions with minor modifications. Briefly, cells were fixed with 100%
ice-cold methanol for 10 minutes instead -of 4% paraformaldehyde/PBS, and the first

antibody was incubated overnight at 4°C instead of one hour at room temperature. All other
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steps followed were identical to the manufacturer’s protocol. All immunocytochemical
stainings were carried out with simultaneous negative control stainings under identical
conditions, with the exception that the first antibody was omitted in the negative controls.
Oct4 immunostaining was performed using a mouse monoclonal antibody (Santa Cruz
Biotechnology, 1:50) using the same protocol as described above. For reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR) énalysis, total RNA was isolated using the RNeasy
Micro kit (Qiagen, Mississauga, ON, Canada) and treated with DNase prior to reverse-
transcription with Superscript 1I RNase H (Invitrogen Canada) according to lthe
manufacturer’s instructions. One twentieth of the reverse transcription product was used in-
each PCR reaction to detect the presence of glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(Gapd) and octamer-binding transcription factor 4 (Oct4) transcripts. The primers used
were as follows: Gapd (forward: 5’-GTCCATGCCATCACTGCCAC-3’ and reverse: 5’-
CCTGCTTCACCACCTTCTTG-3’, 261bp). Oct4 (forward: | 5’-
CGAGGAGTCCCAGGACATGAAA-3’ ~ and reverse: 5’-
TGGGGGCAGAGGAAAGGATACA-3’, 4550bp)..The suitability of these primers for
amplifying transcripts of both mouse and rat origin was verified by using pésitive control
cDNAs from R1 mouse ES cells and rat blastocysts, respectively. The,pCMV/Béctin/EYFP-
Nuc vector was constructed as follows: Enhanced yellow fluorescent protein plasmid
(pEYFP-Nuc) was purchased (BD Biosciences — Clontech, Palo Alto, California, USA).
Restriction digestion of the plasmid was performed to excise the entire existing
cytomegalovirus (CMV) enhancer element and promoter. The CMV-ierr_lediate early (IE)

enhancer was amplified by polymerase chain reaction (PCR) from pEYFP-Nuc and ligated
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into the Pst I site of ppolllIBactinGFP (obtained from Dr. M.-A. Sirard, Université
Laval, Québec, Canada). The resulting hybrid CAG (CMV enhancer/chicken beta-actin

promoter) fragment was ligated into the blunted Vsp I (Ase I) and Nhe I sites of pEYFP-
Nuc to obtain the final pCMV/Bactin/EYFP-Nuc vector, which Was verified both by
restriction digestion and sequencing. Transfection of the rat ICM17 cell line with the
pCMV/Bacti/EYFP-Nuc vector was carried out using Lipofectamine 2000 (Invitrogen
Canada) as described in the manufacturer’s instructions with the exception that cells were
not trypsinized but passaged mechanically. Selection of transfected cells was carried out

using G418 at a concentration of 100 ug/ml and applied over a period of 30 days.

3.3.3 Blastocyst injection and embryo transfer.

The procedure used for blastocyst injection was as described (Eggan et al., 2001)
with the following modifications: The manipulation medium was the same as that used for
the culture of rat ES-like cell lines, rat diploid host blastocysts from F344 x SD/F344
matings were injected with 10-15 ICM17 cells each usirig a flat tip microinjection pipette
with an internal diameter of 15-20 pum fitted to a Piezo micromanipulator (Primetech,
Ibaraki, AJapan). Six embryos were transferred to each uterine hom of 4,5 dpc
pseudopregnant SD/F344 recipient females previously mated to vasectomised males.
Pregnancies were allowed to proceed either to midgestation (15 dpc) or to term as indicated
in Table 3. Implantation sites were detected using alkaline solutibn according to methods

described by Yamada et al. (Yamada et al., 1988)
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3.3.4 DNA isolation and microsatellite analysis.

DNA was isolated from carefully dissected midgestation (15 dpc) and term
extraembryonic tissues and fetuses separately using the DNeasy DNA Extraction Kit
(Qiagen) and 100 nanograms of total DNA were used per PCR reaction in a final reaction
volume of 50 ul per tube under the following conditions: 3 minutes at 94° followed by 35
cycles of 1 minute at 94°, 1 minute at 55° and 30 secqndé at 72°, with a final elongation step
of 5 minutes at 72°. The resulting PCR products were subjected tov electrophoresis on

agarose gels ranging between 3 and 4%, and visualised using ethidium bromide staining.

3.3.5 Statistical analysis.

The data in tables 1 and 3 were analyzed with the chi-square exact test using the SAS

program, version 9.1 (Cary, NC).

3.4 RESULTS

3.4.1 Rat inner cell mass (ICM)-derived cell lines express markers typical of ES cells

and are amenable to genetic modification.

Four days after being placed in culture on a monolayer of mitotically inactivated mouse
embryonic feeders (MEFs), rat blastocysts have attached and a prominent central maés of
célls is apparent and distinct from the undeflying trophoblast (Fig.1A). When standard
mouse ES cell derivation protocols are performed on. these blastocysts, a strain-dependent
efficiency of cell line derivation is observed, as judged both by survival of ICM-derived

cells past the seventh passage and positive alkaline phosphatase activity, a common marker
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for undifferentiated cells (Table 1). There is a significant difference between strains with
respect to the efficiency of derivation of cell lines from blastOCySts (Table 1, p<0.0001).
Indeed, as the contribution of the Fischer (F344) genetic background increases, so too does
the efficiency of derivation. The contribution of BN strain rats in generating F1 hybrid cell
lines is also important as it provides a coat colour marker. ’fhe typical morphology of these
cell lines is depicted in figure 1B, where a large aggregate of rat ICM-derived cells is seen
growing on top of cuboidal or cobblestone-shaped cells. The aggregate ig composed of a
qentral core of trypsin-resistant extracellular matrix and multiple layers of tightly packed
cells having a high nucleus-to-cytoplasm ratio, the latter feature being characteristic of ES
cells. This morphology was consistently observed upon passaging over a period of more
than six and a half consecutive months of culture, indicating a capacity for long-term
culture. In addition, this saine morphology wés maintained after thawing and culturing for
another three m;)nths. The AP activity of the ICM-derived cell lines was assessed and
scored as positive only in the case of intense staining, such as depicted in figure 1C.
Another marker of undifferentiated cells, SSEA-1 (Fig. 1D), was also found to be
uniformly positive on the AP-positive céli lines. Cell lines that were positive for AP at
passage 7 (P7) were also positive at later passages, P20 and P23. SSEA-] positive cell lines
at P10 were also positive at P15 and P23. No obvious change was noted upon repeating the
stainings at higher passage numbers. Analysis of the expression of Oct4, a POU domain
fraﬁscription factor found in pluripotent cell populations, was also ‘carried out at both low -
(P9) and high (P55) passage numbers (Fig. 2A and Table 2). Oct4 mRNA was detected by —

RT-PCR in the mouse R1 ES cell line as well as in rat blastocysts, both of which are
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positive controls chosen to test the suitability of our primers in assessing the presence of -
transcripts ot; both mouse and rat origin. Importantly, Oct4 mRNA was also detected in our
rat ICM17 ES-like cell line (Fig. 2A) at both low and high passage numbers, but not in
negati\,/e controls, mouse embryonic fibroblasts (MEF) and without template (H2.O).
Karyotype analysis was also carried out on ICM17 cells and rgsults indicated that a
majority (65%) of twenty metaphase plates analyzed contained .the normal diploid
‘complement for the rat, i.e. 42 chromosomes (Fig. 2B). The combined results from
morphological criteria, undifferentiated cell marker expression and RT-PCR analysis of
Oct4 in the ICM17 cell line prompted 'ué to assess its capacity to undergo genetic
modification, antibiotic seléction and cryopreservation, siriqe these characteristics are
essential if ES-like cells are to be used in eventual gene-targeting experimenfs. A vector
was designed and constructed to allow the-expression of nuclear-localised EYFP under the
control of the CAG promoter (pCMV/Bactin/EYFP-Nuc) and to confer neoﬁycin resistance
to transfected cells. This vector was transfe;:ted into ICM17 cells and a 30 day G418
(neomycin analogue) selection was applied, after which time nuclear-localised EYFP
transgene expression in transfected cells was confirmed by fluorescence microscopy (Fig.
2C, right panel). Under G418 selection, transfected cells continued to proliferate normally,
while the untransfected cells under the same antibiotic selection conditions died within two
weeks (data not shown). To validate the Oct4 mRNA expression regults obtained by RT-
PCR on untransfected cells and to ensure that this important pluripotency marker was
preserved following genetic manipulation in vitro, the ICM17 cell line was fﬁrther

characterised by immunostaining for Oct4 protein using a monoclonal antibody (Fig. 2D
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and Table 2). A strong nuclear-localised signal was 6bserved in both untransfected and
transfected ICM17 cells, despite the fact that both of these had been subjected not only to
long-term culture (over 58 passages, corresponding to over six and a half consecutive
months in culture), but also transfection, antibiotic selection and cryopreservation, then
thawing and further culture prior to Oct4 immunostaining. Further validation bf Oct4
expression was carried out by flow cytometric analysis and a significant Oct4-positive
population was identified using the same monoclonal antibody. Indeed, when a mixed
population of differentiated cuboidal cells and small aggregated round cells (both of the
- ICM17 cell line) were examined for expression of Oct4 protein by flow cytometry, no less
than 11.5% of total cells were found to be positive, suggesting that in a fully
undifferentiated population, that proportion would likely be much higher. Together, the
data from RT-PCR, immunostaining and flow cytometry suggest not only that our culture
system supports the growth of rat ES-like cells that retain Oct4 mRNA and protein
expression over long term-culture, but also that genetic; modifications and associated in
vitro ma;nipulations do not adversely affect the expression of Oct4. Although from a BN x
SD génetic background, the ICM17 cell line was not aloﬁe in its expression of pluripotent
markers (Table 2). Indeed, cell lines of SD x SD and BN x F344 genetic backgrounds also
showed positive AP activity, as well as SSEA-1 and Oct4 mRNA expression or
combinations thereof, suggesting that even thOughv there is a strain-dependent efﬁciéncy of
derivation, cell lines possessing numerous ES cell characteristics can be derived efficiently.

In addition, the cell lines that survive for over seven passages while retaining AP activity
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are similar to each other with respect to their in vitro morphology and in their expression

of pluripotent markers, despite the differences in genetic background.

3.4.2 Blastocyst injection of rat ES-like cells and embryo transfer.

Incor_‘poration | of ES cells into blastocysts and subsequent contribution to tissues is
considered the principal functional assay .for verifying the developmental capacity and‘
pluripotency of ES cell lines in the mouse. Therefore blastocyst injections and embryo
transfers were carried out to investigate the éontribution of the rat ES-like cell line ICM17
to embryos during development in vivo. Approximately 10 to 15 ICM17 cells were injected
into each F344 x SD/F344 host blastocyst. The injected blastocysts were then cultured prior
to embryo trans’fe;r, and full re-expansion of the blastocoelic cavity was observed in a
majority (79%) of injected bla‘stocysts_ within two to three hours, suggesting that the
injected cells had integrated into the embryos (Fig. 3A). The injected blastocysts were then
transferred to the uteri of pseudopregnant recipient females of SD/F344 background. A
contfol (non-injected) embryo transfer experiment was. carried out simultaneously to
monitor the effectiveness of the technique. Of 15 control blastocysts transferred, 10
implantation sites (67%) were found and 7 live births were obtained by nafural delivery,
with all 7 pups surviving well into adulthood (Table 3). These results confirmed that the
embryo transfer techﬁique used was appropriate for assessing the developmental capacity
of rat ES-like cells. No significant differences were found between the implantation rates of
control and injected midgestation or injected term. embryos (Téble 3, p=0.96). A total of 9

live births were obtained from experiments using injected blastocysts, and 6 of these pups
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survived well into adulthood and are fertile, showing that the presence of ICM17 ce‘lls in
host blastocysts did not hinder the normal development of. the injected embryos that
implaﬁted and survived to term. An analysis of midgestation fetuses was also carried out to
determihe whether loss of fetuses derived from ES-like cell injection of blastocysts during
pregnancy had occurred by this earlier developmental stage (15 dpc). A total of 7
midgestation fetuses of normal appearance were recovered, along with their placentae and
associatéd extraembryonic membranes (Fig. 3B). A significant difference was found
between the control and term gestation groups in total offspring number when compared to
the number of implantation sites (Table 3, p=0.0006), indicating postimplantation,
- preparturition mortality [i.e. 7 fetuses out of 10 implantation sites at midgestation (70%),
compared tc.) only 9 fetuses out of 62 implantation sites (15%) at tem]. None of the
surviving rats having developed from injected embryos showed any sign of coat colour
chimerism (Fig. 3C), the albino coat colour originating from the host F344 x SD/F344

embryos.

3.4.3 Rat ES-like cells can contribute to extraembryonic tissues in vivo.

In\ordcr to ascertain the provenance c;f tissues resulting from the injected embryos, a
microsatellite assay was adapted from a previously published report (Serikawa et al., 1992)
to distjnguish the different alleles corresponding to different strains of rat uvsed (ICM17 cell
line: BN x SD, recipient females: SD x F344, host blastocysts: F344 x SD/F344).
Specifically, tissues originating from the ICM17 cell line can be clearly discerned from

other strains of origin using this PCR-based assay by specific amplification of the tyrosine
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aminotransferase (TAT) allele from BN rat strain DNA as previously shown, sinée the
BN allele can only come from ICM17 cells in those samples. In other words, tissue samples
where a BN specific band is amplified indicates that the ICM17 cell line has contributed at
least in part to those tissues. Using this assay, it was determined that all extraembryonic
tissues examined revealed the presence of BN, whereas recipient and non-injected controls
did not (Fig. 4A-C). Note that no BN contribution to embryonic tissues was detected,

neither from midgestation nor term samples (Fig. 4C and D).

3.5 DISCUSSION

Although the physiological characteristics and function of eﬁbryonic stem cells are
poorly described (Joseph et al., 2005), their in vitro maintenance and characterisation, and
more importantly, their use as an enabling technology in generating knockout mice, has
Become an unparalleled tool in mammalian genetics for deciphering gene function at an
organismal level (Downing et al., 2004). Given the undeniable importance of the laboratory
rat in biomedical research, it is not surprising that there have Bcen several attempts
worldwide at derivation of ES célls from this species (Mullins et al., 2004; Tesson et al.,
2005). To date none of the published cell lines, including our own, have proven to be
genuine ES cells, as defined by contribution to the three embryonic germ layers aﬁd the
germline, hence they have been terméd "rat ES-like cells" throughout this work.

Comprehension of the biol_ogical causes underlying this recurrent failure in the rat remains

to be elucidated.
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Herein several lines of evidence suggest that the cell lines derived in this ‘'study

are indeed rat ES-like cells. To begin, they are derived from the ICM of the blastocyst and,
as such, they share a number of in vitro growth characteristics with mouse and human ES °
cells’, including high nucleus-to-cytoplasm ratio and growth as tightly pack¢d aggregates,
| “both hallmarks of undifferentiated cells (Wobus et al., 2005). Besides satisfying the ES cell
morphological.criteria described above, the rat ES-like cell lines we describe express
several markers of undifferentiated and pluripotent cells. They can be derived reproducibly
and at reasonably efficient rates, although clearly this efficiency s strain-dependent. Most
likely this strain-dependent efficiency is due to differences in genetic background. Perhaps
the gehetic and epigenetic regulation of a given genetic background is what confers the
ability of some strains to maintain a more pluripotent and undifferentiated population of
cells in vitro. Other attempts at fat ES cell derivation have also noted strain-dépendent
efficiency of derivation (Brenin et al., 1997; Fandrich et al., 2002; Buehr et al., 2003a). Our
most'extensively characterised cell line, ICM17, in addition to expressing pluripotency
markers, displays a normal diploid complement of rat chromosorhes and also expresses
Oct4 protein, as determined by immunofluorescence and flow cytometry, even aﬂér
transfection, selection, cryopreservation and thawing. This is the first published report of
Oct4 protein expression in rat ES-like cells, both untransfected aﬁd transfected, and as such
is in sharp contrast to previous reports of a lack of Oct4 expression in similar cell lines.
Incidentally, this is also the ﬁrst{publi;hed report of successful genetic modification and
~ transgene expression in rat ES-like cells. A previous report indicated’ that their Oct4-

negative cells were transfectable, however no data supporting this was shown (Buehr et al.,
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2003a). Our results are significant since they demonstrate that although long-term culture
and extensive in vitro manipulations quite similar to those used in gene-targeting
experiments were carried out using our ES-like cells in or&er to introduce an exogenous
DNA construct and select positive cells with G418, these manipulations did not adversely
affect either the morphology, in vitro growth characteristics, nor the e;xpression of a key
marker of pluripotency. Most importantly, and to our knowledge for the first time, our rat
ES-like cells of the ICM17 cell line were able to contribute in vivo to functional
extraembryonic tissues during development.

Morphologically similar cell lines have been reported both in the rat and the mouse,
for example in the rat at least two reports describe the vgrowth of their cells as tightly
packed aggregates and also note their sensitivity to trSrpsin (Vassilieva et al., 2000; Ruhnke
et al.,, 2003). In thé case of the mouse, Kunath et al. (Kunath et al., 2005) describe the
derivation of a novel type of extraembryonic stem cell (terxﬁed XEN cell lines) which
displays interchangeable epithelioid and endodermal cell types. While XEN and rat ICM-
derived cells (Vassilieva et al., 2000; Ruhnke et al., 2003) are morphologically similar to
cells in our cultures,‘crucial differences exist in both when compared to our cell lines.
Microarray gene expression analysis showed that pluripotent ES cell markers (including -
Oct4) were notably absent from mouse XEN cell lines (Kunath et al., 2005). In the case of
other rat blastocyst-derived cell lines, either inability to culture thé cells in vitro over
sufficient periods of time (Ouhibi et al., 1995), variability in pluripotent marker expression
(Notarianni et al., 2001; Fandrich et al., 2002; Ruhnke et al., 2003; Buehr et al., 2003a) or

lack pf complete in vivo characterisation (Vassilieva et al., 2000; Buehr et al., 2003a) and in
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some cases combinations of these factors have rendered their ES identity inconclusive.
Iannaccone et al. (Iannaccone et al., 1994) claimed to. have derived pluripotent cells from
the rat that were capable of contributing to chimeras, however microsatellite analysis later
revealed that their cultures were in fact contaminated with mouse ES cells (Brenin et al.,
1997). Other reports of rat ES-like cell lines focused exclusively on an in vitro
characterisation, leaving the issue of the developméntal capacity and pluripotency of their
cell lines open to debate (Ouhibi et al., 1995; Vaséilieva et al., 2000; Notarianni et al.,
2001). Vassilieva et al. (Vassilieva et al., 2000) noted that their cells were AP, SSEA-1 and
Oct4 positive as determined by RT-PCR, however no mention was made of Oct4 protein
nor Sf in vivo developmental capacity or coﬁtribution to an embryo, fetus or postnatal rat,
nor to any extraembryonic tissues. The only two reports where morphologically similar
cells were tested in vivo by injection either into 8-cell rat embryos or intraportally into adult
rats, the cell lines used were described by the authors as Oct4-negative, which implies that
they may represent cells mofe differentiated than those described here (Fandrich et él.,
12002; Buehr et al., 2003a). |

The reasons for the exclusion of our cells from contribution to embryonic germ
layers at p;esent are ~unclear, given the pluripotent marker expression of the ICM17 cell line
as determined from the in vitro cﬁaracterisation and the fact that following their injection
into host blastocysts full re-expansion of the blastocoelic cavity had occurred. It is clear
from the results that many enﬁbryos injected with the ICM17 cells experienced
postimplantation, preparturition mortality. It may be that in these embryos, the injected rat

ES-like cells integrated the ICM, but were unable to undergo the normal developmental
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program of embryogenesis. Therefore, these enibryos, perhaps due to abnormalities in
gene expression brought on by prolonged in vitro culture of the injected ICM17 cells, were
not able to proceed normally through embryogeneéis. In such a éase, only the embryos in
which the ICM17 cells were capable of complying to the normal developmental program
survived. The iﬁjected cells, relegated to the primitive endoderm and/or trophoblast
~ lineages, contributed to a functional placenta capable of supporting development of the
embryo. A possible biological explanation for exclusion from embryonic contribution may
be that rat( and mouse epiblasts exhibit a difference in their pluripotent characteristics and
developmental‘potential in vivo, a fact that has been observed in several reports (Sobis et
al.,, 1993; Nichols et al., 1998; Knezevic et al., 2005), and that this difference is carried over
during in vitro propagation and reintroduction into 'embryos. Perhaps the in vitro
countefpaﬂg of rat epiblasts (such as the ES-like cell line ICM17) represent cell populations
that are intermediate in phenotype between pluripotent epiblast and slightly> more
differentiated primitive endoderm. This could explain our observation of abundant
extracellular matrix material secretion by the cell lines in culture (characteristic of parietal
endoderm) along with simultaneous pluripotent marker expression characteristic of
epiblast. However, it appears unlikely that the ébsence of Oct4 alone accounts for the lack
of contribution of ES-like cells to fetal tissues, as has been hypothesized either for the rat
(Biuehr et al., 2003a) or for non-permissive mouse strains (Buehr et al.', 2003b). Rather,
from the results presented here, it appears as though rat ES-like cells can, under .cértain_
conditions, maintain expression of Oct4 o;/er long-term culture, even though this alone does

not appear to be sufficient for embryonic contribution. This may not be surprising after all
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in light of other publications that poiﬁt to the existence of complex combinatorial
regulatory networks in human ES cell cultures, networks in which Oct4 certainly pléys a
vital role, however most likely in cooperation with other factors such as Nanog and Sox2
(Boiani et al., 2005; Boyer et al.,, 2005). It is also conceivable that an optimization of
embryo injection or aggregation techniques at different developmental stages may help in
deciphering the full potential of rat ES-like cells such as the ICM17 line (Lallemand et al.,
1990; Kunath et al., 2005).

In suﬁmary, for the first time, we have shown that rat ES-like cells expressing a
panel of pluripotent cell markers are able to contribute to developing extraembryonic
tissues in vivo. These results are significant since they confirm that although at present, rat
ES-like cells appear incapable of contributing to the fetal germ layers and germline of
chimeras, they still possess the noteworthy capacity to contribute to - developing
extraembryonic tissues under physiological conditions. The cell lines described here may
therefore represent a valuable tool to study early dévelopmental events involved in cell
lineage» decisions between pluripotent epiblast and primitive endodeﬁn in the early rat

embryo.
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3.8 FIGURES AND TABLES

TABLE 3.1 Strain-dependent efficiency of rat ES-like cell line derivation

Strain . Blastocysts (n) Cell lines (%)* AP-positive lines
SD x SD 14 1(7) ‘ 1
BN x SD 20 2 (10) 2
BN x SD/F344 10 4 (40) 2

BN x F344 10 - 8 (80) 6

*Surviving past 7" passage, p<0.0001
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TABLE 3.2 Characterisation of rat ES-like cell lines

Cell line  Strain AP SSEA-1 Oct4  Oct4  Passage

mRNA protein number*

Bl16 Y - Y - 18
SD x SD ,

D_l2 BN x SD Y Y - - 18

ICM17 BN x SD Y Y Y Y 58

R18.04 BNxF344 Y Y - - 19

Y: Yes/positive signal, -: Not investigated

*Highest reached before cryopreservation
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TABLE 3.3 Extraembryonic contribution of rat ES-like cell line ICM17

Group Embryos  Embryos Total offspring Extra-

Embryonic
transferred implanted (% impl.) ** embryonic
contribution
(% transf.)* contribution

Control 15 10 (67) 7 (70) n/a . n/a

Term 93 62 (67) 9 (15) 0/2 4/4

Midgestation . 24 15 (63) n/a 0/7 7/7

n/a: Not applicable
*: p=0.96

**: p=0.0006
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FIG 3.1 Rat ICM-deriv_ed cell lines exhibit morphological and molecular markers of
undifferentiated cells. (A) Attached rat blastocyst after 4 days of culture. Note the ICM
clearly rising above the underlying sheét of trophoblast cells. (B) Typical morphology of
cell lines. Note the large dense central core and tightly packed aggregates of cells. (C)
Alkaline phosphatase (AP) staining of the ICM17 cell line showi‘ng‘ positive activity
throughout but especially in cells at the periphery. (D) SSEA-1 immunostaining of ICM17
cell line. A strong uniform positive signal can be seen at the cell surface. (Scale bar, 200

pum in A-C and 60 pm in D.)
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FIG 3.2 Oct4 expression, normal diploid karyotype and EYFP t-ransgene expression of
ICM17 rat ES-like cell line. (A) RT-PCR analysis of embryonic tissues. Oct4 mRNA was
detected in R1 mouse ES cells (R1-ES), rat blastocysts (Rat Blast.), and rat ES-like cells
(Rat ICM17), but.not in the negative controls, mousé embryonic ﬁbfoblast_s (Fibr.) and no
template (H,0). Gapd (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) served as an internal
control. (B) Karyotyping of ICM17 cell line. Distributioﬁ of chromosome number showing
a sharp mode at 42 chromosomes, the normal diploid complement for the rat. (C) EYFP
transgene expression in ICM17 cell line. As expected from the vector used, EYFP
transgene expression is locali;ed to the nucleus i_n transfected cells viewed under blue light
illumination. Hoechst nuclear staining is included as a control (magﬁiﬁcation, 400X). (D)
'Oct4 immunostaining of untransfected and transfected ICM17 cell line. A strong positive
signal is localised to the nucleus in both céses, whereas no signal is detected when the Oct4

antibody is omitted (magnification, 400X).
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FIG 3.3 In vivo pluripotency assay for rat ES-like cells. (A) Blastocyst injection and re-
expansion of the blastocoelic cavity three hours later. Note that most of the injected rat ES-
like ICM17 cells have integrated into the embryo (right panel). (B) Rat midgestation fetus
along with all its associated extraembryonic membranes. (C) Rats born following embryo
transfer of injected blastocysts to a pseudopregnant female. The coat colour seen here

(albino) appears to represent exclusively that derived from host blastocysts.
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FIG 3.4 In vivo contribution of rat ES-like cells to extraembryonic tissues. Microsatellite
analysis of midgestation and term tissues using tyrosine aminotransferase (TAT) alleles.
(A) Controls used in the expeniments (L: Molecular weight ladder, 17: ICM17 DNA, BN:
Brown Norway strain DNA, M: DNA frpm two different fecipient mothers, H: DNA from
two different non-injected hosts). (B) ICM17 contribution to the extraembryonic tissues of
four different term pups (X:;Extraer.r.ibr‘yonic tissues 1-4). (C) ICM17 contribution to the
extraembryonic tissues of seven different midgestation fetuses (X: Extraembryonic tissues,
E: Embryonic tissues). (D) Lack of detectable ICM17 contribution in ten tissues (1-10)
taken from two different neonates. Note that the lower bands in (A-D) indicate cohtribution
of BN (from the injected ICM17 cell line) to developing tissues in all extraembfyonic

tissues examined. ryonic tissues examined.
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4.1 ABSTRACT

Despite recent advances in the derivation of rat embryonic stem (ES) cells, gene-targeting
technology is still not available in this species of vital importance to Biomedical research.
Full comprehension of mechanisms underlying the absence or infrequency of contribution
of rat ES cells to>tissues of the embryo and the germline is lacking. We have previously
shown the in vivo contribution of rat ES-like (RESL) cells to developing tisgues. To
elucidate possible mechanisms governing the behavior of RESL cells, we evaluated their
developmental capacity using several approaches. First, marker analysis demonstrated the
robust expression_proﬁle of génes characterizing pluripotency of RESL cells. In vitro
differentiation through embryoid body formation showed in vitro pluripotent capacity
through differentiation into derivatives of all three embryonic germ layers. Blastocyst
injection, and'diploid (2n) and tetraploid (4n) aggregation, coupled with in vivo cell fate
analysis, demonstrated in vivo multipoténcy through RESL cell contribution to multiple
~ developmentally distinét extraembryonic lineages. We hypothesized that RESL cells
constitute heterogeneous populaﬁons, composed of multiple subseté of cells displaying
varying capacities for differentiation. Hallmark features of heterogeneity were revealed
following quantitative analysis of pluripotent marker é*pression in Vundifferentiated and
- differentiated RESL cells by ﬂow.cytometry. Together, these results provide new ihsight

into exclusion of RESL cells - from contributing to embryonic tissues in vivo via
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demonstration of the presence of heterogeneity within undifferentiasted RESL
populations, and will accelerate discovery of conditions allowing efficient embryonic and

germline contribution of rat ES cells, a prerequisite to the generation of knockout rats.
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4.2 INTRODUCTION

The development and application of gene-targeting technology using embryonic
stem (ES) cells in the rat is long-awaited, not only because the larger size of thié species
simplifies manipulation and repeatéd sampling, but because the rat is the model of choice
for an important number of biomedical research fields [1—3].lDue to the extensive
information currently available on rat and its physiology [4, 5], the analysis of specific
knockout rat phenotypes relevant to human disease will expand our understanding of the
human condition and allow development of treatments to improve health and quality of life.
Before this can be achieved, it is essential to conclusively demonstrate germline
transmission of gene-targeted rat ES cells, a feat not yet reported. InAtum, accomplishment
of efficient rat ES cell contribution to ernbryonic tissues and the germline requires
improved knowledge of the nature of the starting population of rat ES cells and of the
conditions required to maintain large numbers of such cells in the undifferentiated and
pluripotent state.

Some recent progress has been made through demonstration of germline
transmission of rat ES cells maintained under specialized culture conditions requiring
chemical inhibitors [6, 7]. However, in these studies, the culture conditions .were not
optimized to allow efficient germline transmission. Further, it is not known whether ge;ne—
targeting procedures, which require long-term culture and drug selection regimes, will
maintain rat ES cells in a sufficiently pluripotent state to allow germline transmission of

gene-targeted tat ES cells. Cell lines derived from rat blastocysts under conventional ES
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cell culture conditions, including culture with leukemia inhibitory factor (LIF),. fetal
bovine serum (FBS) and mouse embryonic fibroblasts (MEFs), either lose expression of the
pluripotency marker, Oct4 (also known as Pou5f1), within a few days [6, 8], or do not have
the capacity to contribute to the germline [9]. Rat embryonic stem-like (RESL) cells
recently developed in our laboratory maintain higli levels of Oct4 expression over long-
term‘ culture, and, as recently demonstrated for the first time, can contribute to developing
extraembryonic tissues in vivo [10].

In previous reports we suggested that RESL cells are intermediate in plienotype
between pluripotent epiblast and primitive endoderm [10, 11]. Evidence for heterogeneity
of ES cells in both the mouse and human has accumulated recently [12-17] and suggests
that different subsets of cells within undifferentiated ES cell populations display a bias in
differentiation potential. The purpose of current investigations was to test the hypothesis
that RESL cell populations are phenotypically heterogeneous, containing multiple subsets
with varying differentiation capacities.

The developmental capacity'of RESL cells was rigorously evaluated using a variety
of approaches, combining multiple embryo injection and aggregation techniques with in
vivo cell fate analysis, in vitro differentiation and marker expression analysis. We extend
existing knowledge by demonstrating that RESL cells maintain expression of multiple
pluiipotency ‘markers under conventional ES culture conditions without the use of chemical
. inhibitors, and are able to differentiate in vitro as ernbryoid bodies into derivatives of all

three primary embryonic germ layers, all the while displaying robust in vivo multipotency.
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Most importantly, we provide evidence that RESL cells are heterogeneous populations

and provide important clues as to culture requirements of RESL cells.
4.3 MATERIALS AND METHODS

4.3.1 Cell Culture

The culture medium, Rat ES medium, as well as the derivation, culture and
characterization of RESL cells have Been described previously [10, 11]. For in vitro
differentiation, aggregates of RESL cells were triturated gently and resuspended in Rat ES
.medium in the absence of LIF and of MEFs and plated in non-adherent bacteriological
dishes at a density of .1.3 x 10* cells/mL. The medium was changed after 4 days of culture,
and following further culture in non-aﬂherent conditioﬁs for another 3 days, embryoid
bddy—derived RESL cells (EB cells) were transferred to 35 mm dishes for attachr_nent
(Nalge Nunc International, Rochester, NY, USA). EB cellé were fhen passaged with
trypsin, plated at a density of 3.0 x 10* cells/mL, and expanded for further cultﬁre and

analysis.

4.3.2 Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction and Genomic DNA Analysis

Total, RNA was isolated using a RNeasy Micro kit (Qiagen, Mississauga, ON,
Canada). Reverse transcription was carried out using Superscript II reverse transcriptase
(Invitrogen, Burlington, ON, Canada) after DNase treatments to eliminate genomic DNA
contamination. As an additional precaution and whenever possible, primers were designed

to span different exons. The following primers and annealing temperatures in degrees
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Celsius (Ta) were used: Oct4 forward 5’-CGAGGAGTCCCAGGACATGAAA-3’;
reverse 5’-TGGGGGCAGAGGAAAGGATACA-3’; Ta = 57, Nanog forward 5°-
TGCCTGCCGTTCATCTTCCTG-3’; reverse 5’- AGGTCTGACTGCCCCATACTG-3’;
Ta = ‘57; Sox2 forwafd 5’-GGCGGCAACCAGAAGAACAG-3’; reverse 5'-
AGAAGAGGTAACCACGGGGG-3’;, Ta = 57, ﬁex] : forward  5°-
CGATGCTGGAGTGTCCTCAA-3’; reverse 5’-CTCGCAGCCATCAAAAGGAC-3’; Ta
= 58; Tdgfl forwar& ,‘5’-TCCTTTTGTGCCTGCCCTCC-3’; reverse  S’-
- KGGAACACTTCYTGGGCTGC-3’; . Ta = 58  Gdf3i fprward 5-
GACCTGGGTTGGCACAAGTG-3’; reverse 5’—ATKGGMGASAGCTTGGTGGG—3’; Ta
= 58, Gapdh : forward 5’-GTCCATGCCATCACTGCCAC-3’; reverse 5'-
'CCTGCTTCACCACCTTCTTG-3’; Ta = 55, Foxa2 : forward 5'-
CCTGAGTCCGAGTCTGAGCCJ 'y reverse 5'-CGAGATGTACGAGTAGGGAGG-3’;
Ta = 55; Sparc : forward 5’-CGAGGAGGTGGTGGCTGAAA-3’; reverse 5’-
| GTTGTTGCCCTCATCTICTCTC3; Ta = 60; Gatad : forward 5
GCAGCAGCAGCAGTGAAGAGA-3 ’; reverse 5’-ATGTCCCCATGACTGTCAGCC-3*;
Ta = 55; Runx2 : forward 5;-ACAGCCTCTTCAGCACAGTGQ’; reverse  5’-
AACTCTTGCCTCGTCCACTC-3’; Ta = 57, * Nodal o forward  5-
GCAGACATCATCCGCAGCCT-3’; reverse 5’—GTAGATGATCCAGGAGCCCC-B’; Ta
= 57, Gatab : forward 5’-AACGGGACGTACCACCACCA-;’;’; reverse  5’-
GCACAGGACAATCCAAGCCG3; Ta = 57, Eomes : forward 5
CCACCGCCACCAAACTGAGATG-3; reverse 5-

CAGTATTAGGAGACTCTGGGTGAA-3’; Ta = 57. Genomic DNA was isolated and
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analyzed as described [10], with the exception that PCR products were subjected to

electrophoresis on agarose gels ranging between 1 % and 2 %.

4.3.3 Immunofluorescence and Flow Cytometry

RESL and EB cells were grown on Lab-Tek II CC2 chamber slides (Nalge Nunc
International) and fixed with methanol at —20°C for 5 min, washed twice with phosphate-
buffered saline (PBS), washed twicé with 0.05 % Tween/PBS (TPBS) for 5 min at room
temperature (RT), permeabilized with 0.1 % Triton X-100/PBS for 10 min at RT, washed
twice with TPBS for 5 min at RT, blocked with 4 % normal goat serum/PBS for 60 min at
RT, and incubated With primary antibody diluted in 4 % NGS/PBS overnight at 4°C. Then
cells were washed three times with TPBS for 10 min at RT, incubated with secondary
antibody diluted in 4 % NGS/PBS for 90 min at 4°C, washed three times with TPBS for 10
min at RT, and mounted with DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole) - Slow-Fade Gold
mounting medium (Invitrogen) and a coverslip prior to image acquisition. For negative
controls, cells were incubated with corresponding isotype antibodies instead of primary
antibodies. Images were acquired using an Olympus FV1000 laser-scanning confocal
microscope (Olympus Canada, Markham, ON, Canada). Image acquisition and export as
.TIFF files was conducted using Olympus Fluoview software FV10-ASW. Antibody
sources and dilutioﬁs: Oct4 (1/50, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA),
Nestin (1/100, Chemicon International, Temecula, CA, USA), Sox1 (1/100, R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA), Tubb3 (also known as Betalll-tubulin) (1/25, Chemicon), Sox17

(1725, Santa Cruz), Brachyury (1/25, Santa Cruz). Alexa-fluor (Santa Cruz) secondary
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antibodies were used at a dilution of 1/1000. For fluorescence-activated cell sorting
(FACS) analysis, the above protocol was used, with the exception that RESL and EB cells
were grown on tissue culture-treated dishes, fixed with methanol at —20°C overnight,
centrifugation carried out at 1000 x g, an(i secondary antibody incubated for 45 min at 4°C.
Antibody sources .and dilutions: Nestin (1/50), Sox1 (1/50), Sox17 (1/50), Brachyury
(1/50), Nanog (1/50, Chemicon), Sox2 (1/50,Chemicon), ch4 (1/50). FACS analysis was
carried out with a FACSVantage SE (Becton Dickinson, Missisaug.é, ON, Canada). Gates
were set relative to isotype controls. Collected data were analyzed using Cellquest Pro

software (Becton Dickinson).

4.3.4 Animals, Embryos and Procedures

All procedures using animals were conducted according to protocols approved by the
institutional animal care and use committee in accordance with Canadian Council on
Animal Care regulations. Rats of Sprague-Dawley (SD), Fischer (F344) and Brown
Norway (BN) strains were purchased from Charles River Canada (St-Constant,‘ QC,
Canada). Wistar-TgNCAG-GFP184Ys rats (RRRC line 259 Wistar, Rat Resource &
Research Center, Columbia, MO, USA) were used for diploid (2n) and tetraploid (4n)
aggregation experiments. Host embryos were obtained by mating SD/F344 females with
F344 males. The presence of spermatozoa in vaginal smears at noon the day following
copulation was taken as embryonic day (E) 0.5 of gestation. Blastocyst injections and
embryo transfers were carried out as described [10]. Embryo aggregation procedures were

adapted from the mouse and from earlier studies on rat embryos [18, 19] with the exception
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that the culture medium for embryo culture and aggregation was mR1ECM [20]. 4n

embryos were generated as described [18].

4.3.5. Inmunohistochemistry

Immunohistochemistry was conducted -according to the protocol described by Desmarais
and colleagues [21], with the following modifications: A primary rabbit polyclonal
antibody recognizing GFP and its variants was used at 1:10 dilution (Clontech, Palo Alto,
CA, USA). A biotiﬁylated anti-rabbit IgG (H+L) secondary antibody (lug/ml; Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA) was used to detect GFP and EYFP proteins. No
signal was obtained whe{n both primary and secondary antibodies were tested together on
wild type tissues. Negative control sectfons were submitted to the same procedures, except

that the first antibody was replaced with 10 % NGS/TPBS.

4.3.6. Statistical analysis

The chi-square exact test was used to analyze the data in Table 1, using the SAS prbgram

(Cary, NC, USA).
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4.4 RESULTS

4.4.1 RESL Cells Express Multiple Pluripotency Markers

We previously reported the isolation and both in vitro and in vivo characterization of novel
RESL cells that maintain Oct4 IﬁRNA and protein expression after multiple in vitro
manipulations and long-term culture [10]. T‘hese cells possess a normal 2n karyotype and
are also positive for alkaiine phosphatase and stage-specific embryonic antigen-1 [10]. In
an attempt to expand on these results and interrogate the pluripotent marker status of these
cells, RT-PCR was used to assess the presence of transcripts known to be expressed in b’oth'
mouse and human ES cells. Transcripts coding for numerous pluripotency markers
includiﬁg Oct4, Nanog, Sox2, Rex] (also known as Zfp42), Tdgfl, and Gdf3 were found to
be expressed in undifferentiated RESL cells (Fig. 1A). Positive control cDNA from rat
blastocysts was used to ensure suitability of the primers for é.mplifying rat transcrijJts.
Using immunofluorescence, expression of QOct4 protein was found to localize to the nucleus
as expected, while no signal was detected busing the isotype control (Fig. IB). Together,
these results confirmed the ES-like identity of our cells with respecf to pluripotent marker |

expression.

4.4.2 Cell Fate Analysis Reveals In Vivo Multipotency of RESL Cells Following

Blastocyst Injection and Embryo Transfer

In vivo assessment of developrhental capacity is essential to determine the functionality of

ES cells. In our previous studies, we demonstrated that RESL contribute in vivo to
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developing extraembrybnic tissues after blastocyst injection and embryo transfer [10]. To
determine whether RESL cells were able to contribute to multiple tissues and the germline
of rats in vivo, this method of blastocyst injection followed by embryo transfer was
performed, rather than teratoma formation. An enhanced yellow fluorescent ﬁrotein (EYFP)
transgene was used as an intracellular marker to track the cell fate and developmental
potential of RESL cells in vivo, to better determine their exact tissue distribution. The
majority (over 58.6 %) of transfected cells were shown to express the transgene (Fig. 2A).
A total of 51 2n rat blastocysts were injected with transgenic cells and transferred to the
uteri of pseudopregnant recipients. The injected c-élls were seen to fluoresce brightly\ after
blastocyst injection (Fig. 2B), indicating the suitability of the transgene for tracking céll_
fate in vivo. At E17.5, uteri were recovered and implantation sites and fetuses were counted
and analyzed. A total of 31 implantétion sites were found (61 % of transferred embryos),
anci 11 fetuses were recovered (37 % of implanted embryos), indicating successful embryo
transfer procedures. A PCR assay on genomic DNA isolated separately from’embryonic
and extraembryonic tissues of recovered fetuses was used to detect the présence of the
transgene in these tissues (Fig. 2C). Using this assay, the éxtraembryonic tissues of six
fetuses were found to contain the transgene, indicating that the ES-like cells had
contributed to these tissues during development, validating the results of our previous stﬁdy
[10]. Next, to determine the cell fate of the injected transgenic RESL cells in vivo, their
precise tissue distribution was tracked using immunohistochemistry. Duplicate samples of
extréembryonic tissues found to be positive for the EYFP transgene by PCR were subjected

to immunohistochemistry for detection of EYFP protein in tissue sections. As can be seen
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in Fig. 2D, EYFP-positive cells were found in multiple developmentally .distinct
extraembryonic lineages, notably in trophoblast, visceral yolk sac, and pariétal yolk sac
tissues, clearly demonstrat‘ing that thesevcells' are multipotent and can: contribute to
functional and developmentally distinct extraembryonic tissues during development.
Despite this wide developmental potential, however, their in vivo contribution was still

restricted to extraembryonic tissues, and not found in embryonic tissues.

4.4.3 Embryo Aggregation and Transfer Assays Also Reveal In Vivo Multipotency of

RESL Cells

We surmised that the host blastocyst stage embryo restricts the developmental potential of
RESL cells by hampering their vphysical integration into the inner cell mass (ICM). Our
hypothesis was that RESL cells could contribute to a wider range of tissues if host embryos
at an earlier developmental Stage than the blastocyst were used to carry out the in vivo
developmental capacity assays. To test this hypothesis, we adapted an embryo aggrggation
assay frequently used in mice to determine the developmental potential of ES cells and to
generate embryonic chimeras [22]. 2n eight-cell stége rat embryos were collected and used
to generate aggregafes with transgenic RESL cells as shown in Figure 3A. 4n embryos were
successfully generated by electrofusion of two-cell stage embryos (Fig. 3B, left panel) at a
highly efficient rate of 97 % (137/141). Confirmation of corhplete fusion was carried out by
visual observation of blastomere membrane unification 30 minutes later (Fig. 3B, right
panel), and all unfused two-cell stage embryos were set aside from fused embryos at this

time. After 48 hours of in vitro culture to the four-cell stage, pairs of 4n embryos were then
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used to generate aggregates with RESL cells by co-culture as for 2n aggregates (Figure
3A). To exclude the possibility that RESL cells are simply unable to integrate into the ICM,
their cell fate in chimeric blastocysts following aggregation was observed by fluorescence
microscopy. Thus, after 36 hours of in vitro culture, the resulting blastocysts were
examined to determine the contribution 6f fluorescent RESL cells to various compartments.
Transgene-expressing ceﬂs were found throughout resulting blastocysts, illustrating their
capacity to contribute to both the ICM and the trophectoderm compartments in chimeric

blastocysts (Fig. 3C).

The in vitro culture system proved to be very efficient, since most of the control 2n
embryos successfully reached the morula/blastocyst stage (Table 1). In addition, no
significant difference was found in terms of in vitro development rate between the control,
2n aggregafion, and 4n aggregation groups (p=0.30). Embryos from all three groups were
transferred to the uteri of pseudopregnant dams to assess their developmental capacity. At
E14, uteri were recovered and implantation. sites and fetuses were counted. No significant /
difference was found in the implantation rate, nor in the i_n vivo development rate of fetuses
to midgestation (Table 1; p=1 and p=0.17 respectively). The results from both in vitro and
in vivo development suggest that the presence of RESL cells in aggregates did not
adversely affect either implantation rate or in vivo development. As in the blastocyst
injection ’experiment, a PCR assay on genomic DNA was carried out to detect the transgene
in extraembryonic versus embryonic tissues (Fig. 4A). In the 2n aggregation group, the .

transgene was once again detected in the extraembryonic tissues (Fig. 4A and Table 1).
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Interestingly, in the 4n aggregation group, although no fetuses were recovered, tissues
similar in appearance to teratomas were found to have developed in the uteri of two females
(Table 1). During dissection it was noted that these teratoma-like tissues contained
cartilaginous structures. Further, the transgene was detected by PCR in these tissues, and
upon immunohistochemical staining, transgene-positive cells were found to have
contributed to a wide variety of cell types, including tissues resembling endothelium and
cartilage (Fig. 4A and data nof shown). More precise tissue distribution of the transgenig
RESL cells iﬁ the 2n aggregation group was then determined using immunohistoche‘mistry-
(Fig. 4B). RESL cells were found to have contributed to trophoblast giant cells and to
tissues of the parietal yolk sac (left panel), visceral yolk sac (éentral panel), and -
. labyrinthine zone of the placenta (right panel), suggesting early and persistent contribution
of RESL cells to the primitive endoderm and trophectoderm lineages of the blastocyst
following aggregation. Together, these results clearly demonstrate the in vivo multipotency
of our RESL cells using embryo aggrggation methods, and confirm similar resuits obtained
u;%ing blastocyst injections (Fig. 2C ;md 2D). Moreover, they demonstrate, for the first time,
that the embryo/ES-like cell aggregation method described here for the rat is suitable to
generate viable 2n embryo aggregates that can implant énd develop normally to
midgestation. This is a valuable new tool to track thé cell fate and tissue contribution of

putative rat ES cells in vivo.
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4.4.4 RESL Cells Display Pluripotent Capacity Via In Vitro Differentiation Into the

Three Primary Germ Layers of the Embryo Proper

We hypothesized that the bias of our RESL cells towards extraembryonic tissue
~ contribution in vivo could be due to their intrinsic inability to differentiate into tissues of
the three primary germ layers of the embryo proper. To test this hypothesis, the
developmental capacity of RESL cells was evaluated using an in vitro assay. of
pluripotency, in vitro differentiation through embryoid body formation [23] (Fig. 5A). The
expression of ectoderm, endoderm. and mesoderm markers in the resulting differentiated
cells was then analyzed. Tubb3, a neurectoderm marker, was found to be expressed in rat
EB-derived cells, and important proportions of cells expressed the ectoderm markers Nestin
and SoxI (Fig. 5B). Endoderm markers including Sox17 and Foxa2 were also expressed,
indicating a capacity for RESL cells to differentiate into this embryonic lineage in vitro
(Fig. 5C). Finally, mesoderm differentiation was also observed, with a large proportion of
cells expfessing Brachyury, and multiple other mesodermal markers were also expressed,
including Sparc, Gata4, and Runx2 (Fig. 5D). Therefore, in addition to their in vivo
multipotency, RESL cells were also able to robustly differentiate into derivatives of all
three primary germ layers of the embryo in vitro, as demonstrated by flow cytometry,
immunofluorescence and confocal microscopy, and RT-PCR. Taken together, these results
suggest that RESL cells possess a much wider developmental potential than previously
thought. Further, it indicates that RESL cells -are not biased intrinsically to give rise

exclusively to extraembryonic tissues.
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4.4.5 The Expression Profile of RESL Cells Before and After Differentiation

Reveals Similarities to Mouse Epiblast Stem Cells and Human ES Cells

The intriguing inalbility of our cells to contﬁbute to tissues of the embryo proper in vivo,
coupled with their caﬁacity to robustly diffe_rentiate into deri&atives of all three germ layers
in vitro and théir persistent tendency to contribute to extraerhbryonic tissues in vivo,
prompted us to investigate their nature in greater detail. Recent reports of mouse epiblast
stem cells (mEpiSCs) suggested that, similar to RESL cells, these pluripotent cells cannot
efficiently colonize tissues of the embryo proper following blastocyst injection or embryo
aggregation and embryo transfer [24, 25]. These cells can alsd differentiate in vitro to all
germ layers and can be induced to develop toward extraembryonic cell fates in vitro,
pointing to functional similarities between mEpiSCs and RESL cells [25]. In addition,
human ES (hES) cells are also known to differentiate into extraembryonic cell types in vitro
[26, 27]. Incidentally, mEpiSCs and hES cells also share multiple characteristics including
similar marker expression, and.are distinct from mouse ES cells [24, 25]. We therefore
examined both undifferentiated RESL cells and EB-derived cells for expression of mEpiSC
and hES marker genes (Fig. 6A). Surprisingly, markers of both mEpiSCs and hES cells,
including Nodal, Foxa2, Gata6, and Eomes, were found to be vexpressed not only in
undifferentiated RESL cells, but also in differentiated EB cells, showing similar marker_
expression between these mouse, human and rat embryonic cell populations. These results,

combined with comparable pluripotent cell marker expression profile (Fig.1), suggest some
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level of similarity between ES cells derived from rat and human blastocysts and mEpiSC

derived from mouse epiblasts.
)

4.4.6 RESL Cells Display Features of Heterogeneity While Maintaining Expression of

Multiple Pluripotency Markers Under Conditions Favoring Differentiation

Little is known about the specific culture requirements fOeraintenance of pluripotency in
rat ES cells. To determine whether LIF signaling and MEFs are required for fhe
maintenance of pluripotency markers in RESL cells, the expression of Oct4, Nanog and |
Sox2 proteins in undifferentiated RESL cells was compared to that in differentiated EB-
derived cells by flow cytometry (Fig. 6B). The majority (71.3 %) of undifferentiated cells
were found to be Oct4-positive, whereas lower proportions were positive for Nanog (17.2
%) and Sox2 (30.0 %), signifying heterogeneity within RESL cell cultures. In contrast, the |
proportion of cells expressing Oct4 in the differentiated EB-derived cells was greatly
reduced, with 8.6 % of cells staining positive for this transcription factor. Surprisingly, the
differentiated EB-derived cells not only continued to express Oct4, Nanog and Sox2
proteins after over 45 days of culture in the absence of LIF and MEFs, but ihe proportion of
Nahog-positive ‘cells nearly doubled (29.7 %). These resuits suggest that in addition to their
inherent heterogeneity, RESL cells do not require LIF nor MEFs to maintain expressien of |
pluripotency markers, revealiﬂg another important difference from moese ES cells and

further similarity with mEpiSCs and hES cells.
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4.5 DISCUSSION

We previously postulated that RESL cells may represent cell populations having an
intermediate phenotype between pluripotent epiblast and primitive endoderm [10]. Here we -
have tested and extended this idea by evaluating the developmental capacity of RESL cells
and by demonstrating their heterogeneous ﬁature. Indeed, when undifferentiated aggregates
of RESL cells were analyzed by flow cytometry for expression of the pluripotency markers
Nanog, Sox2 and Oct4, it was found that even though the majority of cells were positive for
Oct4, the proportioﬁs of cells staining positive for Nanog and Sox2 were much lower
(Fig.6B). Moreover, we have previously shown that wﬁen morphologically differentiated
cells are selected within undifferentiated cultures of RESL cells, only about 11.5 % of these
differentiated cells stain as Oct4-po§itive, [10] whereas here we show that the
morphologically undifferentiated cells are 71.3 % Oct4-positive7 This differential
expression of pluripotency markers within morphologically undifferentiated RESL cells
suggests firstly - that undifferentiated morphology is not necessarily equivalent to
undifferentiated marker expression pattern. Secondly it suggests that there exists a
gradation or hierarchy of cells within RESL cell cultures, with multiple subsets of cells
having different differentiation abilities. Importantly, these results demonstrate that RESL
are heterogeneous popdlations of cells, with various subsets differing in markers expressed
and proportions of cells expressing those markers. Further, this heterogeneity varies
‘according to their growth factor environment and differentiation state. The fact that a

minority of cells express Nanog or- Sox2, concomitant with epiblast marker expression,
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suggests the presence of a pluripotent epiblaét-like compai'tment within undifferentiated
RESL aggregates undergoing constant self-renewal, as well as yielding slightly more
differentiated Oct4-positive primitive endoderm-like cells. This appears to be the' best
interpretation of the very stable ES-like phenotype of RESL cells observed under long-term
in vitro culture (more than 6.5 consecutive months of culture) [10]. Similar cell lines from
the rat epiblast have been reported in terms of in vitro differentiation capacity, sensitivity to
single-cell passaging, and gt_owth factor dependence [25]. However, in addition to their
different developmental origin, the flattened, compact colony morphology of these cells
and their near-homogeneous éxpression of pluripotency markers differs from RESL cells,
and their in vivo dévelopmental capacity is not yet known '[25]. Perhaps the heterogeneous
aggregates of RESL cells more accurately reflect the compleﬁ( in vivo environmenf that rat
ICM cells are subjected to in the blastocyst stage embryo, pfoviding the appropriate cellular
microenvironment to allow a small but fixed number of pluripotent cells, represented by the
Nanog/Sox2-positive fraction, to survive over long-term- culture. In this regard, our RESL
cells provide a valuable in vitro model of rat epiblast differentiation and early rat embryo

lineage segregation.

RESL cells resemble other pluripotent cell types in terms of their heterogeneoqs
composition. In the literature there is increasing evidence of heterogeneity within mouse
and human ES cell cultures [12-17]. Depending on their individual transcription factor
expression profiles, some cells are more prone to displaying differentiation biases [28]. At

present, it is not clear whether this heterogeneity of RESL cells could be due to the
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coexistence of distinct subsets having mutually exclusive marker expression and
developmental capacities, as has been reported for Nanog and Gata6 pﬁpulétions [17, 29],
or to the labile and interchangeable nature of ES cells, with different sﬁbsets capable of

converting into each other [14, 15].

Although others have reported the generation of 4n rat embryos [30, 31] and another group
has attempted rat embryo/ES aggregation [9], no in vivo development has been reported so
far. The developmental capacity of RESL cells was successfully analyzed using 2n aﬁd 4n
embryo/RESL cell ag‘gregation for the first time in the rat. RESL cells were found
throughout the resulting‘ blastocysts, including in the ICM, excluding the possibility that
lack of integration of RESL cells into the ICM could explain absence of contribution to
embryonic tissues later on during gestation. Further, following embryo transfer, it was
found that RESL cells had contributed to multiple developmentally distinct extraembryonic
lineages. We have therefore demonstrated the validity and utility of é novel approach in the
rat which simultaneously allows the evaluation of the role played by the host embryo
developmental stage, the in vivo developmental capacity of RESL cells, and the subsequent

tracking of cell fate and tissue contribution of putative rat ES cells in vivo.

It is clear that the RESL cells described here express multiple markers of pluripotency
(Fig.1 and Fig. 6B), similar to other pluripotent cell types such as mouse and human ES
cells. Other groups have also recently derived rat ES or RESL cells that display pluripotent

marker expression, and these reports h’ave helped elucidate possible signaling pathways
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involved in plu.l;ipotency maintenance of rat ES cells [6, 7, 9, 32, 33]. It seems likely that
failure to select the appropriate minority of pluripotent cells within our RESL cultures
explains the lack of embryonic contribution in vivo after reintroduction into host embryos,
yet the retained ability to differentiate into all three embryonic germ layers. Perhaps slightly
more differentiated cells, rather than the pluripotent cells within undifferentiated RESL
cultures, were selected. Although it is currently unknown whether the rat ES or RESL cells
obtained by other groups are also heterogeneous, it may be that their absence Vor low
efficiency of contribution to embryonic tissues and particularly the germline in chimeras
may be due to their heterogeneous composition and to selection of slightly less pluripotent
cells within their populations before reintroduction into embryos [6, 7, 9]. It is also possible
that even though the selected RESL cells descﬁbed herein had integrated into the ICM,
perhaps they had not yet had time to segregate into primitive endoderm and early epiblast
components at the time they wefe examined, and that the RESL cells were subsequently

excluded from the epiblast and resultant embryonic tissues [29].

The role of signaling pathways involved in maintenance of pluripotency in RESL cells is
currently unclear. Upon in vitro differentiation of RESL cells into EB-derived cells, and
following prolonged culture in the absence of LIF and MEFs, the expression of
pluripotency and epiblast stem cell markers was not abolished. This points to important
differences in signaling pathways involved in pluripotency mainténance in RESL cells
when compared to mouse ES cells, and reveals further similarities to human ES cells and

mEpiSCs, which require fibroblast growth factor and activin rather than LIF signaling to
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self-renew [24, 25, 27, 34]. Our results open a door to deciphering the role of signaling
pathways involved in pluripotency maintenance of RESL cells. An interesting approach
would be to evaluate whether RESL cells can be reprogrammed by the growth faétor

environment to full pluripotency, as has been shown recently in the mouse [35].

4.6 CONCLUSION

Our results provide new insight into the nature of RESL cells and their in vivo function by
defnonstrating their | inherent -heterogeneity, and provide important clues as to why
émbryonic and germline contribution of rat ES cells has been so difficult to achieve. The
knowledge gainea through this study has important implications for the elucidation of the
precise mechanisms governing RESL cell pluripotency. It will accelerate our understanding
of culture conditions required to obtain and maintain undifferentiated pluripc;tent rat ES

cells that are able to efficiently colonize not only embryonic tissues but also the germline, a

prérequisite to the generation of knockout rats.
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TABLE 4.1 In vitro and in vivo development of rat 2n and 4n embryo aggregates

Group Total | Embryos In ’vitro Implanted |In vivo | Tissue
embryb developed to developmen embryos |developmen |contributio
s morula/blastocy |t rate (%)]|per tto El4 perin | of rat
cultured | st stage (p=0.30)* transferre implanted | embryonic
|d embryos stem-like
embryos |(p=0.17)" | cells to
(p=1)* E14 fetuses
Control 51 49 96 7/16 177 Not
applicable
2n 137 131 . 96 51/108 2/51 1/2
aggregatio |
n
4n 58 58 100 22/48 0722 Teratoma
aggregatio
n

% chi-square exact test

Abbreviations: 2n, dip]oid; 4n, tetraploid; E, embryonic day.
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Figure 4.1 Undifferentiated RESL cells express multiple pluripotent cell markers. (A): RT-
PCR analysis showing that transcripts found in pluripotent human and mouse embryonic
stem cells are also expressed in RESL cells. Left column: RESL cells. Right column: rat
blastocysts. (B): Nuclear localization of Oct4 protein in RESL cells, with corresponding
DAPI nuclear staining and isotype control. Magnification, X400. Abbreviations: RESL, rat
embryonic stem-like; -RT, reaction without reverse transcriptase; DAPI, 4’ 6-diamidino-2-

phenylindole.
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Figure 4.2 Cell fate analysis reveals in vivo multipotency of RESL cells. (A): Flow
cytometric analysis of transgene expression in RESL EYFP cells. Thin line, non-transgenic
cells; Bold line, RESL EYFP cells. (B): RESL EYFP cells ﬂuorescing immediately
following blastocyst injection. Magnification, X100. (C): PCR assay on genomic DNA ‘for
detection of EYFP in tissues at E17.5 following embryo transfer. (D):
Immunohistochemistry for analysis of tissue distribution reveals contribution of RESL
EYFP cells to multiple developmentally distinct lineages in vivo. Magnification, X200.
Abbreviations: EYFP, enhanced yellow fluorescent protein; H,O, no template; RESL, rat.
embryonic stem-like; E, embryonic tissues; X, extraembryonic tissues; Neg., wild-type

negative control fetus.
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Figure 4.3 Generation of diploid (2n) and tetraploid (4n) embryo aggregates with
RESL éells. (A): View within a culture micro-well showing 2n aggregation using a
denuded rat eight-cell embryo and a clump of RESL cells (left panel). Blaétocyst formed
after 36h of in vitro culture (right panel). Magnification, X200. (B): Rat 2n two-cell
embryos before (left panel) and 30 minutes after electrofusion to produce 4n one-cell
embryos (right panel). Magnification, X100. (C): Tranégene-expressing RESL cells are
found throughout blastocysts derived from 2n and 4n aggregates. Arrows denote the inner
cell mass. Magnification, X400. Abbreviations: _RESL, rat embryonic stem-like; GFP,

green fluorescent protein.
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Figure 4.4 In vivo multipotency of RESL cells .following aggregation and embryo
transfer. (A): PCR assay on genomic DNA for detection of GFP in tissues at E14. (B):
Immunohistochemistry for analysis of tissue distribution reveals contribution of RESL GFP
cells to multiple developmentally distinct . lineages in vivo. Magnification, X400. |
Abbreviations: GFP, green fluorescent protein; H,O, no template; RESL, rat ES-like; E,
embryonic tissues; X, extraembryonic tissues; Neg., wild-type negative control fetus; 2n,
Tissues derived from diploid host embryo aggregate; 4n, Tissues derived from tetraploid

host embryo aggregate.
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Figure 4.5 In vitro pluripotency of RESL cells via differentiation into the three primary
embryonic germ layers. (A): Embryoid bodies formed from RESL cells. Magnification,
X200. (B): Immunofluorescence analysis (green, top) and flow cytometry (bottom)
showing expression of multiple ectoderm markers using anti-Nestin, anti-Sox1, and anti-
Tubb3 prima.ry antibodies. (C): Immunofluorescence analysis (green, top), flow cytometry
(middle), and RT-PCR (bottom) showing expression of endoderm markers Sox17 and
Foxa2. (D): Immunofluorescence analysis (green, top), flow cytometry (middle), and RT-
PCR (bottom) showing expression of mesoderm markers Brachyury, Sparc, Gata4, and
Runx2. Magnification, X400. Abbreviations: RESL, rat embrydnic stem—like; EB,

embryoid body; H>O, no template.
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Figure 4.6 Epiblast and pluripotent marker expression profile of RESL cells under
differentiation-inducing conditions reveals their cuiture requirements and heterogeneity.
(A): RT-PCR analysis shoWing expreséion' of a panel of markers of mouse epiblast stem
cells and human embryonic stem cells in undifferentiated RESL cells (left). EB cells (right)
continue to express marker transcripts despite 45 days of culture in the absence of leukemia
inhibitory factor and mouse embryonic fibroblasts. (B): Heterogeneity of_ undifferentiated
RESL cells (left) shown by differential expression of pluripotency markers by flow
cytometry, with small proportions of celis expressing Nanog and Sox2, and a large
proportion expressing Oct4. Sustained expression of these pluripotency markers in EB cells
_after 45 days of culture under differentiation-inducing’ conditions (right). Abbreviations:
RESL, rat embrybnic stem-like; -RT, reaction without rev'erse transcriptase; EB, embryoid

body-derived RESL cells.
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5.1 ABSTRACT

Background: Access to germline-competent embryonic stém (ES) cells and to efficient
gene-targeting technologies in the rat would greatly improve our understanding of a number
of complex diseases shared by rats and humans aﬁd faciiitate the development of therapies.
Improved understanding of fundamental characteristics defining early developmental
events in the rat embryo in vivo would help in deciphering the role of specific éignalling
pathways involved in pluripotency maintenance in this species.. The application of this
knowledge to the process of ES cell derivation would allow the manipulation of cell fate in
vitro and permit the culture and expansion of pluripotent, germline-competent rat ES cells.
‘ Results: Using systematic verification of individual parameters influencing pluripotent cell
survival in rat blastocyst primary outgrowths, we demonstrate f§r the first time the retention
of pluripotent cells under conventional culture conditions used for ES derivation, in
combination with MEK and GSK3 inhibitors, and the localization of these pluripotent cells
within primary outgrowfhs. Further, we delineate the individual roles played by these two
inhibitors in early lineage decisions during the process of rat ES cell derivation.
Conclusions: The examination of the role of thesé pathways in early lineage decisions both
in the rat embryo and during pﬁmary outgrowth formation offers a unique approach to
deciphering molecular events involved in lineage choice in this species. Together, these
results will help in the development of conditions that favor the proliferation and culture of

pluripotent rat ES cells for use in gene-targeting procedures.
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5.2 BACKGROUND

Access to germline-competent embryonic stem (ES) cells and to efficient gene-
targeting technologies in the rat would greatly improve our understanding of a number of
complex diseases shared by rats and humans and facilitate the development of therapies [1,
2]. Recent developments in rat ES cell derivation have opened a door to this-possibility (3,
4]. In turn, achievement of gene-targeting through the use of rat ES cells will rely on é. clear
identification of the factors involved in the maintenance of their in vitro and in vivo
pluripotency. Enhanced appreciation of the roles played by these factors during embryonic
development in the rat, a species of major importance to biomedical research, would be
helpful in this regard.

Currently, there is very limited knowledge of molecular events involved in the
development of the rat pre-implantation embryo and of the timing and mechanisms of early
lineage segregation. Improved understanding of fundaméntal characteristics defining early
developmental events in the rat embryo in vivo would help in deciphering the role of
specific signalling pathways involved in pluripotency maintenance in this species. The
abplication of this knowledge to the process of ES cell derivation would allow the
manipulation of cell fate in vitro and permit the culture and expansion of pluripotent,
germline-competent rat ES cells.

Recent experiments in the mouse have implicated the MAPK signalling pathway as
being required for pre-implantation development [5] and as promoting trophectoderm (TE)

formation in mouse embryos and ES cells [6]. Previous experiments in the mouse and
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human have also implicated the MAPK and Wnt signalling pathways in the
maintenance of self-renewal and pluripotency of ES cells [7-9]. Recent reports in both the
mouse and the rat have suggested that inhibition of the MAPK pathway using MEK
inhibitors, concomitant with activation of the Wnt pathway using GSK3 inhibitors may aid
in blocking differentiation of ES cells[3, 4, 10]. However, at present, the role of the MAPK
and Wnt pathways in maintaining pluripotency during the initial phases of derivation of ES
cells from rat blastocysts has not been reported.

We have recently reported that rat embryonic stem-like (RESL) cells can contribute
t’o multiple developmentally distinct tissues in vivo following blastocyst injection and
embryo aggregation. Further, these cells express multiple pluripotency markers similar to
mouse and human ES cells, can generate embryoid bodies and differentiate into all three
primary embryonic germ layers in vitro, and are heterogeneous populations [11, 12]. This
latter charateristic renders the identification of pluripotent cells within cultures difficult,
- and may be an important contributing factor in the lack of embryonic contribution in vivo.
To test the hypothesis that the inherent heterogeneity of RESL cells could be due to
heterogeneity of the starting population for derivation of rat ES celis, surrogate marker
expression of pluripotent inner cell mass (ICM) and primitive eﬁdoderm (PrE) lineages of |
the blastocyst was examined in primary outgrowths under in vitro culture. Further, we
determined that inhibition of the MAPK pathway and activation of the Wnt pathway
through GSK3 inhibition during.the initial phases of derivation can permit the selective
survival of the pluripotent lineage in vitro and more homogeneous cell populations. The

knowledge géined through these elxperiments will accelerate the development of conditions
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yielding high proportions of pluripotent germline-competent rat ES cells for use in the

efficient generation of knockout rats.

5.3 METHODS

5.3.1 Animals and Embryo Recovery

All protocols using live animals were approved by the Comité d'Ethique de
- I'Utilisation des Animaux de 1'Université de Montréal, and were performed in accordance
with the guidelines of the Canadian Council on Animal Care. Fischer (F344) embryos were
obtained by mating of female and male F344 rats, purchased from Charles River Canada
(St-Constant, QC, Canada). Noo'n the day after mating, when the presence of spermatozoa
in the vaginal smears was detected, was considered to be 0.5 day post-coitum (dpc). At 4.5
dpc, embryos were flushed from the uteri with flushing medium consisting of DMEM, 10%
charcoal-treated FBS, 25mM HEPES buffer, 100 IU/ml penicillin and 50 pg{ml

streptomycin, all from Invitrogen (Burlington, ON, Canada).

5.3.2 RNA Isolation and Reverse Transcription Polymerase IChéin Reaction (RT-

PCR)

RNA from 6 pooled rat blastocysts at 4.5 dpc was isolated using a RNeasy micro kit
(Qiagen, Mississauga, ON, Canada) according to the manufacturer’s instructions. The RT-
PCR protocol and primer sequences used are dqscribéd in Demers et al.[12]. As a control
for genomic DNA contamination, water (H,O) was used in the PCR reaction mix instead of

cDNA. Gapdh was used as a housekeeping gene. PCR products were separated on a 1.5%
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(w/v) agarose gel electrophoresis containing 0.1% (v/v) ethidium bromide to visualize

PCR products.

5.3.3 Embryo Culture and Treatments

Zonae pellucidae of embryos were removed by incubation in 1% acid tyrode (Sigma, St-
.Louis, MO, USA) for a few seconds. Denudgd embryos were placed in culture in 8-well
Lab-Tek II CC2 chamber slides (Nalge Nunc International, Rochester, New York, USA)
previously seeded with mitotically inactivated mouse embryonic fibroblasts (MEFs) as
described in Demers et al. [11]. The culture medium, Rat ES medium, has been described
previously [11, 13]. Serum-free Rét ES medium consisted of Rat ES medium in which the
10% v/v charcoal-treated FBS was replaced by 10% v/v Knockout Serum Replacement.
Leukemia inhibitory factor (LIF) (ESGRO, Chemicon International, Temecula, CA) was
added to each medium at a concentration of 2 Ql/ml (2000 U/ml) just before use. Unless
otherwise stated, all the reagents for cell culture were from Invitrogen. U0126, BIO and its
kinase-inactive analog MeBIO were purshased from C.albiochem (LaJolla, CA), and
PD98059 from Sigma. Outgrowth morphology was evaluated 96h after initiation of
blastocyst bulture, with an inverted Nikon Eclipse TS100 microscope (Nikon Canada,
Mississauga, ON, Canada). Brightfield phase éontrast micrographs were taken with a Nikon
CoolPIX 990 camera (I\fikon Canada). Outgrowth morphology was scored according to
presence or absence of TE, PrE, epithelial cells and internal vesicle within the outgrowth.
Measures of the long diameter of the internal vesicle and of the compact outgrowth were |

calculated for each embryo, when these features were present. For in vitro embryo
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development experiments, intact 8-cell stage embryos were cultured in mR1ECM, a
medium optimized for rat embryo development [14], either in the presence of 20 pM

U0126 or vehicle control (DMSO).

5.3.4 Immunofluorescence

Outgrowths and 4.5 dpc rat blastocysts were fixed in 4% paraformaldehyde (Electron
Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA) for 15 min at room tefnperature (RT). Fixation
was followed by three washes in phospﬁate-buffered saline-tween 0.05% (PBST).
Permeabilization with 0.1% Trifon-PBS was conducted ov_erhight at 4C. Blocking was
carried out for 1h at RT in blocking solution consisting of 4% normal goat serum (Sigma)
in 1X PBS. Double-labelling immunofluorescence was ;:arried- out overnight at 4C in a
humid chamber using a cbcktail of Oct4 mouse monoclonal antibody (C-10, Santa Cruz,
Santa Cruz, CA, USA) 1:50 (4ug/ml) and Gata6 rabbit polyclonal antibody (Santa Cruz, H-
92) 1:50 (4pg/ml). To eliminate the possibility of obtaining signals' from non-specific
binding of the antibodies used in this study, a cocktail of the following isotypes was used as
negative control: mouse IgGyp 1:25 (4 pg/ml) and rabbit IgG 1:500 (4 pg/ml, Upstate',
Temec{lla, CA, USA). Primary antibodies were washc;d three times for 5 min each in PBST.
This was followed by 1 hour iﬂcubation with a cocktail of secondary antibodies prepared

| with anti-mouse Alexa Fluor 488 and anti-rabbit Alexa Fluor‘ 594 at 1:1000 dilution

‘ (Invitrogen). All antibodies were diluted in the blocking. solution. Blastocysts and
outgrowths were washed three times in PBST and placed in Slow-Fade Gold mounting

medium containing 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Invitrogen) before being
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visualized using an Olympus FV 1000 laser-scanning confocal microscope (Olympus
Canada, Markham, ON, Canada), and image analysis was carried out with Olympus

Fluoview software FV-10 ASW (Olympus Canada).

5.3.5 Statistical Analyses

Signiﬁcant‘ differences between mean outgrowth diameters, mean internal vesicle
diameters, and mean ratios of internal vesicle diameter/outgrowth diameter were detected
by least-square ANOVA. When significant differences were found, means were compared
using a student T-test. Significance was considered when the probability (P) > 0.05.
Statistical analysis was carried out using the JMP 5.0.1a software (SAS Institute, Cary,

NC).
5.4 RESULTS

5.4.1 Eariy lineage markers of ICM, TE, and PrE are expressed in the pre-

implantation rat embryo

Little is known about the timing and mechanismé of lineage segregation events in the rat
pre-ifnplantation embryo. To ascertain whether the rat 4.5 dpc blastocyst exprésses markers
of the pluripotent ICM, as well as markers of TE and PrE tissues known to be expressed in
the mouse pre-implantation blastocyst, the presence of Oct;l, Nanog, Cdx2, Gata4, Foxa2
and Sparc transcripts in pooled 4.5 dpc rat blastocysts was examined by RT-PCR. The
pluripotenéy marker genes Oct4 and Nanog were found to be expressed, and transcripts for

Cdx2 and Gata4, markers of TE and PrE respectively, were also present (Fig. 1A). On the
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other hand, the parietal endoderm marker Sparc and the visceral endoderm marker
' Foxa2 were not detected, indicating that at 4.5 dpc the PrE has not yet begun to

differentiate into visceral and parietal endoderm lineages, similar to what is observed in thé
mouse at the equivalent stage of development[15]. Inmunofluorescence was then
conducted to gain more precise insight into the localization of Oct4 protein within 4.75 dpc
rat blastocysts (n=3). While Oct4 protein was seen to fluoresce brightly in the ICM, a weak
signal was a]so detected in the TE (Fig. 1B). No signal was observed in the corresponding

isotype control.

5.4.2 Morphological differences in blastocyst primary outgrowths cultured in the

absence of serum

Primary outgrowth of blastocysts is one of the crucial initial steps in the derivation
of ES cell lines. To determine tHe effect of serum on the morphological characteristics of
primary outgrowths, 4.5 dpc rat blastocysts were placed on a feeder layer composed of
MEFs, and following in vitro culture for 96h in the presence of serum (n=12) or the
absence of serum (n=12), the morphology of individual outgrowths was evaluated (Fig. 2).
Primary outgrowths of both groups shared some morphological characteristics; a three-
dimensional dome-shaped outgrowth composed of an internal vesicle enclosed within
extracellular matrix and surrounded by multiple layers of tightly packed cells and an
‘underlying sheet of trophoblast cells (Fig. 2). Although the outgrowths in the serum-free

group were visibly smaller, no significant differences were observed regarding either the
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presence or size of the internal vesicle (data ﬁot shown). However, in the group where
serum was added to the culture medium, the tightly paéked cells surrounding the internal
vesicle formed a prominent dome-like structure, whereas in the ab:sence of serum, growth
of these cells was clearly inhibited. This suggests that the absence of serum does not
interfefe with the growth of cells forming the internal vesicle, but importantly, points to a
role of serum in promoting the growth of the tightly packed cells immediately surrounding

the vesicle and forming the dome-like structure.

5.4.3 MEK inhibition increases the relative size of internal vesicles within primary
blastocyst outgrowths

Serum is known to be a potent activator of the MAPK pathway [16]. To determine
whether the growth of cells immediately surrounding the intermal vesicle in primary
blastocyst outgrowths is modulated By MEK, a pharmacological inhibitor of MEK,
PD9‘8059, was added to serum-cdntaining Rat ES medium at different concentrations (25
and SO nM), and DMSO was used as the vehicle control. As in the previous experiment, the
morphology of primary outgrowths was examined 96h after platjng (Fig. 3A). Although the
size of outgrowths was similar in all groups, a significant and perhaps functionally
important difference was found in the group of embryos treated with 50 uM PDY8059; this
dose yielded a significantly larger ratio of vesicle diameter / outgrowth diameter compared
to DMSO (Fig. 3B). No apparent effect on trophoblast cells was observed, as the

underlying sheet of trophoblast was present in all three groups. This demonstrates that
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inhibition of the MEK pathway in the presence of serum increases the relative size of

the internal vesicles in outgrowths, and does not impair trophoblast maintenance.

'5.4.4 Inhibition of MEK in the absence of serum inhibits the formation of internal

vesicles and the presence of exclusively Oct4-positive cells

Based on this initial set of experiments, we hypothesized that cells localized within the
internal vesicle of outgrowths wcre the most pluripotent cells, and that an increased internal
vesicle size would be beneficial during the initial stages of rat ES cell derivation. Since
MAPK inhibition especially increased the relative size of outgrowths at higher doses, a
more specific pharmacological inhibitor of MEK, U0126, was used from this point on and
its effects on morphological and molecular characteristics of the outgrowths were examined
96h after plating. In the presence of serum, the mean diameter of outgrowths was similar in
the group treated with the control or 20 uM U0126. As in the case of PD98059 treatment
with serum, outgrowths under ZQ pM U0126 treatment with serum displayed larger internal
vesicle size (Fig. 4A). However, in the absence of serum, no internal vesicle formed with
UO0126 treatment (n=4), suggesting that MEK is invol_vedv in the formation and / or
maintenance of cells composing the internal vesicle. Next, immunofluorescence for
detection of Oct4 and Gata6 proteins was used to gain better insight into the lineage
composition of outgrowths and to determine the localization of pluripotent cells within
outgrowths under MEK inhibition without serum (Fig. 4B). In the control group, clusters of
exclusively Octd-positive cells were localized inside the internal vesicle or in the

immediate vicinity, while Gata6-positive cells were found at the periphery of the
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outgrowth. Low levels of Oct4 and Gata6 co-localization in the same cells were
observed in some cells at the periphery of the outgrowth, but in the immediate region of the
internal vesicle, exclusively Oct4-positive cells were‘ found. This indicates that the
precursors of rat ES éclls afe localized to t_he internal vesicle, or within its immediate
proximity, while PrE cells expressing Gata6 are localized to the periphery of the outgrowth.
In the presence of UQ126, cells exclusively positive for Oct4 were not present in any of the
outgrowths examined. Instead, Oct4 and Gata6 co-expression withih the same cells was
observed consistently, indicating that U0126 promotes the proliferation of PrE cells at the
expense of pluripotent cells. Interestingfy, trophoblas/t giant cells were present in all groups,
including under treatment with U0126, further suggesting that MEK is not required for the

maintenance of this lineage during outgrowth formation.

5.4.5 U0126 inhibits-progression of rat embryos to the blastocyst stage during in vitro

development -

To determine whether MEK regulates developmental events during rat pre-implantation
embi'yo development, 8-cell stage rat embryos were collected and cultured for 36h with
U0126 or with vehicle control. At 24 and 36h, embryonic development was observed and
scored (Table 1). At 36h, in the control group, 3 blastocysts (50%, n=6) and '1 morula
(17%, n=6) were observed, whereas in the U0126-treated group, only 1 blastocyst (17%,
n=6) and 4 morulae (67%, n=6) were seen to have developed. These preliminary
observations may suggest that U0126 causes developmental arrest at the morula stage and

inhibits blastocoele formation in the rat pre-implantation embryo.
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5.4.6 Simultaneous inhibition of GSK3 and MAPK acts synergistically to promote
internal vesicle formation, proliferation and retention of exclusively Octd4-positive

cells in the presence of serum

To define the role of GSK3 inhibition during the initial stages of rat ES cell de;'ivation, the
outgrowth morphology, as well as the presence of Oct4 and Gata6 proteins by double-
labelling immunofluorescence, were examined in outgrowths tréated with BIO, a GSK3
inhibitor, and compared-to the negative control, MeBIO. Alone, 5 uM BIO was found to
have no significant positive effect on the retention of Oct4-positive cells ‘within the
outgrowth, and no evident morphological differences .in the outgrowths were observed

~ between the control and the treatment (Fig. 5). In fact, BIO treatment with serum abolished
Oct4 expression. In the serum-free group, BIO treatment increased the number and
intensity of Gata6-positive cells, and reduced that of Oct4-positive cells. Interestingly,
Gata6-positive cells were more evident in the serum-free groups than fhe serum-containing
groups. Therefore, GSK3 inhibition alone, especially in the absence of serum, appears to
promote PrE formation rather than maintenance of pluripotent cells.

Wﬁen thh U0126 and BIO treatments were combined in the presence of serum, the ratio of
internal vesicle diameter / outgrowth diameter was higher than in the DMSO+M‘eBIO

| control (Fig. 6A and data not shown). In the presence of both inhibitors, exclusively Oct4-
positive cells were detected at a higher frequency'in all the outgrowths analyzed when

| compared to the control group, in a pattern approximatihg the outline of the internal vesicle

N

in the majority of outgrowths (67%, n=3) (Fig. 6B). This suggests that in the presence of
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serum, both inhibitors act synergistically to promote the maintenance of the precursors
of rat ES cells situated in the immediate proximity of thé internal vesicle.
In the absencé of serum, a compact outgrowth morphology was observed in the
DMSO+MeBIO control, whereas in the presence of both inhibitors, a flatter and more
dispersed morphology was promoted (Fig. 6A). By immunofluorescence analysis, Oct4-
positive cells were detected in a small internal vesicle of an outgrowth cultured in the
presence of both U0126 and BIO, while no Oct4-positive cells were present in the internal
vesicle of the control, indicating that the two inhibitors act in a similar synergistic fashion
either in the absence or presence of serum in teﬁns of promoting Oct4 retention (Fig. 6B).
However, it is noteworthy that these ch4-positi§e cells also co-expfess Gata6, in contrast

to the exclusively Oct4-positive cells in the serum group.

5.5 DISCUSSION

Little is known of the initial events involved in the derivation of ES cells from rat
blastocysts [13]. Here, using systematic verification of individual parameters influencing
pluripotent cell survival in rat blastocyst primary outgrowths, we.demonstrate for the first
time the retention of pluribotent cells under conventional culture conditions used for ES
derivation, in combination with MEK and GSK3 inhibitors, and the localization of these

pluripotent cells within primary outgrowths. Further, we delineate the individual roles
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played by these two inhibitors in early lineage decisions during the process of rat ES

cell derivation,

- The beneficial effect of using serum-containing medium during the initial phase of rat ES
cell derivation was demonstrated, since it not only promoted a compact outgrowth
morpholong preferred for ES cell derivation [15], but also the retention of exclusively
Oct4-positive cells, i.e pluripotent cells, within outgrowths. Indeed, under conventional
culture conditions commonly used for ES cell derivation in the mouse, including culture in
the combined presence of serum, MEFs and LIF, outgrowths displayed a compact
morpholog& with multiple layers of tightly packed cells and an internal vesicle either
bordered by or containing exclusively Oct4-positive cells, and very low if any PrE marker
expression (Fig. 5 and 6). In contrast, serum-free medium promoted the formation of PrE at
the expense 6f pluripotent cells, as judged by the predominance of Gata6-positive cells.
This difference was accentuated in the combined presence of MEK and GSK3 inhibitors
where pluripotent cells were favoured in the serum-containing group, whereas [CM and
PrE marker co-expression was found in serum-free conditions. Given that rat ICMs and
epiblasts have an innate propensity towards differentiation into éxtraembryonic lineages
such as PrE when placed in culture [11, 17], and that pluripotency is rapidly lost [18],
conditions that limit the appearance of the PrE lineage and promote expansion of

pluripotent cells would be beneficial for rat ES cell derivation.
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The results presented herein also offer insight into the localization of pluripotent cells
within primary outgrowths. It was found that exclusively Oct4-positive cells were generally
located in immediate proximity to the inteméll vesicle within outgrowths, whether in serum-
containing or serum-free conditions, and whether in the presence of both inhibitors or not.
To our knowledge, this is the first report documenting an association of pluripotent rat
embryonic cells with the presence of an internal vesicle in outgrowths. Awareness of the
localization of pluripotent cells within rat blastocyst outgrowths should provide an easily
identifiable morphological indication of the presence of pluripotent cells within a given

outgrowth.

The role played by the individual inhibitors on pluripotent versus PrE lineage decisions has |
not beén examined previously. Here we show that inhibition of MEK alone under serum-

- free conditions not only inhibits the formation of internal vesicles, but also diminishes the
presence of pluripotent cells. In addition to providing support fof the positive association
between Oct4-positve cells and internal vesicles, these results also suggest that in terms of
culture conditions for the derivation of pluripotent rat cells, MEK inhibition alone may not
be ideal [19]. Iﬁétead, MEK inhibition appeared to promote the PrE lineage in outgrowths,
as demonstrated by Oct4 and Gata6 co-expression. Interestingly, no appareﬂt effect on
trophoblast giant cells in outgrowths was noted under MEK inhibition, suggesting that
maintenance of this extraembryonic lineage may not rely on MEK activity, contrary to the
mouse [6]. In addition, when pre-implantation rat embryos were treated with UO1 2‘6 alone,

developmental delay at the morula stage was noted in preliminary experiments. An



132

~ interesting experiment would be to place such delayed embryos in culture to examine '
their capacity to outgrow and form trophoblast giant cells, and to examine their lineage
composition. This would indicate whether tfophectoderm formation from the 8-cell stage is
compromised or inhibited by MEK inhibition. One group recently reported that MAPK
inhibitfon with PD98059 compromises TE function in mouse embryos and during

trophoblast outgrowth in culture [6], whereas another group has noted that U0126 treatment

does not interfere with embryo development to the blastocyst stage [20].

Under GSK3 inhibition alone, outgrowths cultured with serum lost Oct4 expression.
Similar to the results obtained with MEK inhibition alone, GSK3 inhibition alone under
serum-free conditions also promoted the PrE lineage, with reduced numbers of exclusively
Oct4-positive cells. Recently, Li and colleagues reported that culture of rat blastocysts with
BIO permitted Oct4 retention [21]. However, their basic medium did not support the
growth of Oct4-positive cells. This difference may be due to different doses of BIO used (2
UM vs 5 uM in our case) or to the fact that examination of Oct4 retention in outgrowths
was carried out after only 12 hours of culture, whereas we examined Oct4 retention after 96

hours of culture.

Importantly, when both GSK3 and MEK were inhibited in the presence of serum, both
internal vesicle formation and the retention of pluripotent cells were favored. These
conditions appear to constitute a good starting point for future attempts at derivation of
pluripotent rat ES cells. A similar report recently described the combined use of MEFs, LIF

and MEK and GSK3 inhibitors to maintain pluripotency of cells from rat blastocyst
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outgrowths [3]. The authors noted that experiments using conventional culture
conditions with MEFs and LIF, both with and without serum, rgsulted in loss of Oct4
within 3 days. It is not known whether conventional culture conditions combined with the
two inhibitors allow retention of pluripotent cells, and whether the PrE lineage can be
inhibited under these conditions. It should be noted that different MEK and GSK3
inhibitors were used, however, such that the doses and specificities could be different, and
that the inhibitors were only used in the absence of serum. The reasons for improved
retention of pluripotency when combining the use of the two inhibitors which, when used
alone, promote PrE formation are not clear at present, but may have to do with cross-talk of
GSK3 and MEK in other signaling pathways [22, 23]. For example, Sato and colleagues
have noted that pluripotency of mouse ES cells might be affected by other BIO-activated
signaling pathways such as those activated oi repressed by growth factors and insulin,

given the involvement of GSK3 in multiple pathways [9].

5.6 CONCLUSIONS

This report demonstrates for the first time a beneficial role of conventional culture
conditions for ES derivatiori when combined with MEK and GSK3 inhibitors. Culture
conditions are described that favor retention of exclusively Oct4-positive pluripotent cells,
and inhibit the PrE lineage, often found to contaminate rat ES cultures. Further, the
individual roles played by MEK and GSK3 pathways during the initial phases of rat ES cell
derivation, as well as a potential role of MEK inhibition in delaying pre-implantation |

development were delineated. The examination of the role of these pathways in early
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lineage decisions both in the rat emb'ryo and during primary outgrowth formation offers
a unique approach to deciphering molecular events involved in lineage choice in this
species. Together, these results will help in the development of ‘conditions that favor the

proliferation and culture of pluripotent rat ES cells for use in gene-targeting procedures.
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Table 5.1 In vitro development of rat pre-implantation embryos in the presence of MEK

inhibitor U0126 (20 pM).

group Time 8-cell Momla Blastocyst Fragmented
DMSO Oh 6 - - -
DMSO 24h : 3 2 1
DMSO 36h - 1 3 2
U0126 Oh 6 - - -
Uo0126 24h - 4 1 1
U0126 36h - 3 1 2




Demers, Desmarais et al. Figure 1.

Rat B
blastocyst H20

Oct4
Oct4 DNA Composite
Nanog
Cdx2
Gata4
.

Foxa2

Sparc

Gapdh




140
Figure 5.1 Early’ lineage markers of ICM, TE, and PrE are expressed in the p%e—
implantation rat embryo. A) RT-PCR depicting the expression of Oct4, Nanog, Cdx2 and
Gata4 , but not Foxa2 and Sparc in 4.5 dpc rat blastocysts (left lane). Gapdh was used as a
control housekeeping gene. B) Immunofluorescence analysis and visualization by confocal
microscopy of a 4.75 dpc rat blastocyst. In the upper left panel, Oct4 expression was
localized to the ICM bastocyst (green). In the bottom left panel, first antibody was replaced
by the control isotype, no green signal was detected. DAPI stains DNA in blue. Composite

images are represented. Magnification= 400X.
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Figure 5.2 Absence of serum engenders differences in morphology of primary
outgrowths. Brightfield micrographs of outgrowths cultured in Rat ES medium in the
presence or absence of serum. A compact three-dimensional dome-shaped outgrowth with
an internal vesicle can be visualised in the presence of serum, while growth of tightly
packed célls surrounding the internal vesicle is inhibited in the absence of serum, but not

growth of cells located inside the internal vesicle. Bars= 200 pm.
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Figure 5.3 MEK inhibitor PD98059 increases the »relative size of internal vesicles
within primary blastocyst outgrowths at 50 pM. A) Brightfield microgfaphs of outgrowths
treated with 25 or 50 pM PD98059 or vehicle control (DMSO). A dose of 50 uM PD98059
yields a significantly larger ratio of vesicle diameter / outgrowth diameter compared to
DMSO. Bars= 200 pm. B) Mean comparison of ratios (%) of internal vesicle diameter /
outgrowth diameter (P>0,05) for outgrowths treated with 25, 50 pM PD98059 and control

vehicle (DMSO). Different superscripts (a,b) indicate that means are significantly different.
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Figure 5.4 MEK inhibitor U0126 inhibits internal vesicle formation and the presence of
exclusively’ Oct4-positive cells in the absence of serum. A) Brightfield micrographs of
outgrowths treated with 20 uM UO126 in the presence (left column) of absence (right
column) of serum. Bars= 200 um. B) Immunofluorescence analysis and visualization by
confocal microscopy of outgrowths treafed with vehicle control (left panel) or 20 pM
'U0126 (right panel). Oct4 stains in green, Gata6 in red and DNA in blue. A composite
image was represented for each outgrowth. Presence of exclusively Oct4-positive cells can
be found iAn the control group, but not in the group treated with U0126 in the absence of
serum. Note the presence of trc;phoblast giant cells in the control,as well as in U0126-

treated group. Magnification= 200X.



Serum

Serum-free

Serum

MeBIO

BIO

MeBIO

BIO

BIO

Isotype

Demers, Desmarais et al. Figure 5.

Composite




148
Figure 5.5 GSK3 inhibition promotes PrE formation rather than maintenance of
pluripotent cells. Immunofluorescence analysis and visualization by confocal microscopy
of outgrowths treated with 5 uM MeBIO or 5 uM BIO, in the presence or absence of
serum. Oct4 stains in green, Gata6 in red and DNA in blue. A composite image was
represented for each outgrowth. No evident morphological differences in the outgrowths
were observed between the control and the treatment in regards to the presence of
exclusively Oct4-positive cells. Gata6-positive cells were more evident in the serum-free

groups than the serum-containing groups. Magnification= 200X.
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Figlii/re 5.6 U0126 and GSK3 inhibitor BIO act synergistically to maintain exclusivel‘y
Oct4-positive cells in the presence of serum. A) Brightfield micrographs of the outgrowths
treated with vehicle control (DMSO+MeBIO) or both inhibitors (U0126+BIO) in the
presence or in the absence of serum. Bars= 200 um. B) Immunofluorescence analysis and
visualization by confocal microscopy of outgrowths treated with vehicle control (left panel)
or both inhibitors (right panel), in 'the presence or absence of serum. Oct4 stains in green,
Gatab6 in red and DNA in blue. In the U0126+BIO group, exclusively Oct4-positive cells
are detected at hi gher frequency when compared to the control group. Magnification=

200X.
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6.0 DISCUSSION GENERALE

Les études menées ici sur la dérivation de cellules Es~chez le rat apportent de I’importance
a plusieurs notions dont la valeur demeurait peu appréci€ée jusqu’a maintenant. Le
processus de dérivation de cellules ES est loin d’étre banal et implique plusieurs étapes
interdépendantes. Nos études illustrent que la dérivation de cellules ES est non sgulement |
un procédé empirique, mais que des notions fond_amentéles se cacﬁent derricre les
phénotypes cellulaires observés in vitro et in vivo. 1l existe donc un avantage a comprendre
d’ou proviennent les qualités intrinséques de 1’embryon de stade pré-implantatoire du rat
qui dictent le comportement des explants in vitro et qui ménent a la formation de lignées
cellulaires. Les questionnements sur I’identité des cellules ES, leur équivalence in vivo, et
le maintien de I’état pluripotent in vitro ont non seulement des implications importantes sur
la compréhension des événements se déroulant dans 1’embryon, mais permettent aussi
d’identifier et de saisir en quoi consiste la pluripotentialité, cette capacité de génére; tous
leé types cellulaires. L’identification des facteurs et des conditions qui permettent le.
maintien de cellules ES pluripotentes in vitro et in vivo chez le rat permettra non seulement
dé mieux comprendre la Biologie fondamentale du développement, mais surtout
d’augmenter 1’efficacité de contribution de cellules ES aux tissus embryonnaires et aux
cellules germinales. Par le fait méme, la production de modeles de rats possédant des

mutations ciblées par recombinaison homologue deviendra possible.
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6.1 La contribution in vivo des cellules RESL

Nous avons développé un syétéme de dérivation, de culture, et de caractérisation de cellules
RESL qui n’existait pas auparavant chez le rat. Ces cellules RESL ont été dérivées a partir
d’embryons de rats au stade blastocyste, et leur caractérisation in vitro a été effectuée. La
détection de plusieurs marqueurs connus de cellules ES chez la souris, tels que I’activité
AP, SSEA-1, combinéé aux critéres morphologiques tels que la croissance en colonies
composées de multipl_e couches de petites cellules possédant de gros noyaux et de petits
cytoplasmes, constituaient les premiéres indications que des lignées semblables aux cellules
ILZS de souris avaient été obtenues. Cultivées durant de longues périodes de temps, ces
cellules RESL maintenaient a la fois un caryotype normal et I’expression de la protéine
Oct4, et ont méme pu étre soumises a des manipulations génétiques' semblables a celles
effectuées sur les cellules ES murines. La manipulation génétique de cellules ES chez le rat
~ est une étape essentielle a franchir si elles doivent servir a la production de rats dont un ou
plusieurs genes sont inactivés. Cette sorte de manipulation avait déja été tentée, méis
aucune donnée n’avait été présentée (Buehr, Nichols et al. 2003a). Nous avons trouvé que(\
'ARN messager ainsi que la protéine Oct4 étaient tous deux présents, ce qui n’avait pas été
décrit auparavant. Par contre, notre contrdle négatif d’immunofluorescence, puisqu’il
consistait en la présence du deuxiéme anticorps seulement, ne permettait pas d’assurer la
spécificité du signal. Pour cette raison, dans les études subséquentes

d’immunofluorescence, les anticorps des marqueurs pluripotents ont été testés sur une

lignée ES murine (données non publiées) et les isotypes appropriés ont été utilisés. De plus,
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puisqu’il est préférable de faire appel a un plus grand éventail de marqueurs de 1’état
pluripotent, comme Nanog et Sox2 entre autres, ceci a également été effectué dans les

¢tudes subséquentes.

Toutefois, la capacité de développement in vivo des cellules RESL n’était pas connue. Afin |
de (iétenniner si nos cellules RESL étaient pluripotentes, nous avons choisi d’examiner leur
capacité a s’intégrer a des blastocystes et a contribuer au développement de tissus in vivo.
Cette étape cruciale était fonction d’une technique de transfert embryonnaire efficace, ce
que nous avons pu démontrer. Combinée 3 la détection des descendaﬁts des cellules RESL
injectées par analyse de microsatellites, et subséquemment a 1’aide de transgenes come
marqueurs intracellulaires, cette technique de transfert embryonnaire a permis la
constatation que les cellules RESL peuvent soutenir et participer au développement normal
du feetus chez le rat jusqu’a 1’age adulte. Cette publication était la premiére a démontrer la
capacité de développement.in vivo de cellules isolées ciu blastocyste chez le rat, et par le
fait méme constituait une avancée importante vers 1’obtention de cellules ES pluripotentes
chez le rat. Nous avons par la suite ¢largi nos observations en.utilisant cette fois des
cellules RESL marquées avec un transgene. Cet outil nous a permis de mieux cerner
auxquels tissus extraembryonnaires les cellules RESL avaient contribué, et a démontré le
caractére multipotent des cellules RESL in vivo. En effet, ces cellules peuvent contribuer
aux multiples lignages extraembryonnaires-provénant d’origines distinctes. Mélgré le fait
que ces résultats aient confirmé et ajouté a ceux obtenus dans le contexte du premier articlé,

il n’en demeure pas moins que les cellules RESL contribuent, de maniére soutenue et



persistante exclusivement aux tissus eXtraembx yonnaires' et sont exclues d’une
’ ’

contribution aux tissus embryonnaires. : i

Cependanf, des indices sur la capacité de différenciation in vivo des cellules RESL auraient
pu étre obtenus en effectuant des essais de tératomes. 11 aurait été possible de savoir si les
cellules possédaient la capacité de générer des tissus embryonnaires in vivo, en dehors du
contexte de I’embryogéneése. En effet, dans certaines études récentes, les auteurs ont fait
appel a cette méthode d’évaluation in vivo et ont démontré que certaines lignées de cellules
RESL pouvaient générer des tératomes contenant des tissus appartenant a de multiples
lignages embryohnaires (Ueda, Kawamata et al. 2008; Li, Yang et al. 2009). La capacité de
~ contribuer a des gametes fonctionnelleg n’est toutefois pas évaluée avec cétt¢ technique.
Ceci constitue un désavantage lor/sque I’objectif est de générer des chiméres pouvant
transmettre le génome des cellules ES a la générafi,on suivante. Un indicateur supérieur de

1'état pluripotent serait d'examiner leur capacité de développement dans I'embryon in vivo.

Afin de mieux comprendre pourquoi les cellules RESL étaient portées a ne contribuer
qu’aux tissus extraembryonnaires in vivo, nous avons dépidé d’utiliser une approche
novatrice chez le rat. Des études menées chez la souris ont démontré que 1’efficacité de
contribution de cellules ES aux tissus de chiméres pouvait étre augmentée en introduisant
les cellules dans un embryon de huit cellules plut6t qu’au stade du blastocyste (Schoonjans,
Kreemers et al. 2003; Huang, Deng et al. 2008). Sachant qu’il est possible de produire des

blastocystes chimériques chez le rat en co-cultivant soit deux embryons au stade huit
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cellules (Mayer and Fritz 1974), ou un embryon et une pétite, masse de cellules RESL,
et que la technique d’agrégation 4n était aussi utilisée fréquemment chez la souris pour
augmentc.er' le taux de chimérisme provenant de cellules ES (Nagy 2003), nous avons adapté
ces méthodes pour générer des chimeéres embryonnaires chez le rat et avons analysé la
contribution des cellules RESL a de multiples tissus in vivo. Les résultats ont indiqué que
les cellules RESL ne sont pas exclues de I'ICM au stade blastocyste suite a des agrégations
2n ou 4n. Par contre la contribution a aussi' été notée dans les_ cellules du TE a ce stade, ce
qui pourrait potentiellement expliquer la contribution aux tissus. du trophoblaste tel
qu’observé a la niigestation. Une hypothése aurait été soulevée pour expliquer un tel
phénoméné observé dans quelques instances chez la souris, ou une contribution mineure de
cellules ES au trophoblaste aurait été notée (Beddington and Robertson 1989). L'hypothése
avangait que cette contribution pourrait étre due soit a la croissance ectopique des cellules
ES, ou a une véritable différenciation en cellules du trophoblaste. L’autre possibilité serait
que la population de cellules ES contiendrait déja a I’origine une petite population de
cellules du TE qui contaminerait en quelque sorte les cultures de cellules ES (Gardner and
Brodk 1997). Dans ce dernier cas on s’attendrait a pouvoir détecter des marqueurs du TE
comme Cdx2 dans les cultures, ce que nous n’avons pas détecté (données non publiées).
D’apres les morphologies observées en immunohistochimie dans le deuxiéme article, ilA
semblerait que les cellules RESL se soient véritablement différenciées en plusieurs types de
cellules extraembryonnaires, y compris des types trophoblastiques. Par contre, pour en étre
absolument certain, il faudrait pouvoir démontrer un co-marquage du transgéne avec un

marqueur de cellules trophoblastiques en plus de la morphologie, et méme idéalement
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pouvoir démontrer que ces cellules possédent des fonctions associées exclusivement

aux cellules de ce lignage.

Quant a la croissance ectopique des cellules ES dans leur nouvel environhement, une
~ explication serait que 1’environnement du ‘blastocyste chez le rat constitue un
environnement qui module fortement le comportement et la différenciation des cellules
RESL qui y sont introduites. Cet environnement restrictif dirigerait la différenciation en
lighages différents du comportement in vitro, et ne d.épendrait pas du stade de
développement car aucune contribution aux tissus embryonnaires de feetus n’a été notée
soit par injection ou par agrégation. Il existe une telle situation ch.ez la souris, ou les
cellules ES ne peuvent pas contribuer au lignage de 1’endoderme pariétal dans des
chimeres, tandis qu’in vitro elles le peuvent (Beddington and Robertson 1989). De plus, les
cellules souches de I’endoderme extraembryonnaire, les cellules XEN, sont fortement
biaisées vers le lignage d’endoderme pariétal lorsqu’elles sont introduites dans des
blastocystes, tandié, qu’in vitro elles se différencient a la fois en endoderme viscéral et en
endoderme pariétal (Kunath, Araud et al. 2005). Il se peut donc que les cellules RESL
agissent ainsi comme progénitﬁces Iplun'potentes in 'vitro mais comme progénitrices
multipotentes dans I’embryon. 1l se pourrait aussi que I’environnement de 1I’embryon soit si
influent que les cellules RESL se différencient tres rapidement, tel qu’il a été noté lors
d’essais d’injections de cellules souches neuronales dans des blastocystes murins (Greco,

Low et al. 2004).
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11 est possible que le test d’agrégation 4n soit trop exigeant pour permettre 1’obtention
de chiméres, car il impose aux cellules ES la formation compléte de I’embryon (Jaenisch
and Young 2008). Si ces cellules ne sont pas ﬁarfaitement compétentes, il se peut que le
développement ne procéde pas ﬁomalement. De plus, il existe une différence entre les
lignées ES murines quant & leur capacit¢ de donner lieu a des feetus et nouveau-nés par
agrégation 4n, notamment certaines lignées sont utilisées avec plus de succes que d’autres |
(Nagy, Rossant et al. 1993). Cette propriété pourrait étre attribuée au patrimoine génétique
a la fois des lignées et des embryons hdtes (Li, Wei et al. 2005). Dans cette optique, il serait
intéressant dans le contexte d’études futures de tester de multiples combinaisons de

patrimoines génétiques lors d’essais d’agrégations embryonnaires.

Puisqu’a la fois les injections de blastocystes et les agrégations 2n ont Jdonné des
contributions exclusivement extraembryonnaires, et qué les cellules RESL peuvent de ioute
évidence se différencier assez aisément in vitro en trois feuillets germinatifs embryonnaires,
nous avons conclu que les cel]ules RESL consﬁtuent une population hétérogene, et que des
cellules moins compétentes auraient été choisies au hasard lors des e).(périences
d’évaluation de capacité de développement in vivo. Des étpdes menées chez la souris ont
démontré que lors d’injections de cellules ES murines dans des blastocystes, illy a au plus
trois cellules qui contribuent aux tissus de I’embryon chimérique (Wang and Jaenisch
2004). En général, entre 10 et 15 cellules ES sont injectées (Nagy 2003), ce qui veut dire
que la grande majorité de ces cellules ne contribuent pas a ’embryon. Ceci veut aussi dire

’ que le choix de cellules ultra-compétentes est primordial si un taux de chimérisme élevé est
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souhaité. L’interprétation du caractére hétérogéne des cellules RESL repose sur la
constatation que les cultures indifférenciées étaient composées de sous-types aifférents tel
que démontré par les pourcentéges de cellules exprimant différents marqueurs pluripotents.
Par contre, pour savoir si les sous-types 'possédent véritablement de différents potenﬁels de
différenciation in vivo, il faudrait d’abord identiﬁer et isoler les sous-types séparément, de
maniere a ce que les cellules demeurent viables. Ceci pourrait étre effectué a 1’aide de
geénes rapporteurs composés de promoteurs dirigeant 1’expression de différentes protéines
fluorescentes correspondant chacune a un marqueur pluripotent. Ensuite il serait possible de
procéder aux agrégations ou injections de blastocystes, et de vérifier et comparer 1’étendue

de contributions des différents sous-types in vivo.

6.2 Les similitudes et les différences interespéces

Une explication supplémentaire aux résultats de contribution in vivo obtenus dans le cadre

de nos études serait que les cellules RESL ressembleraient auX cellules EpiSC de souris, et

aux cellules ES humaines, plutdt qu’aux cellules ES murines. Plusieurs indices a cet effet

ont été notés dans le deuxiéme article, par exemple, lorsque la différenciation des cellules
' 5

RESL est effectuée in vitro, des cellules nerveusés, chondrogéniques et endodermiques

entre autres sont obtenues, représentant les trois feuillets germinatifs. Mais cc.>mme. les

EpiSC, leur contribution aux tissus embryonnaires de chimeres est absente. De plus, dans

leur état indifférencié ainsi que lorsqu’elles sont différenciées en cellules EB, elles
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expriment plusieurs marqueurs de 1’épiblaste ainsi que plusieurs marqueufs de cellules
pluripotentes {Brons, Smithers et al. 2007; T eéar, Chenoweth et al, 2007). De plus, elles ne
requiérent pas de stimulation par LIF pour maintenir I’expression des marqueurs de 1’état
pluripotent, tout comme les cellules ES humaines et les EpiSC murines. Une autre étude
avait aussi fait état de résultats semblables quant a lfindépendance des cellules RESL au
LIF pour maintenir I’expression de ' ARN messager d’Oct4, mais les résultats n’avaient pas

été poussés plus loin (Vassilieva, Guan et al. 2000).

Tous ces indices suggerent qu’il existe des similarités fonctionnelles entre les cellules
RESL, EpiSC et ES humaines, et des différences avec les cellules ES murines. Pour la
premiere fois, nous présentons des données expérimentales a 1’effet que le retrait du LIF et
des MEF augmente la proportion de cellules exprimant Nanog, au lieu de causer une
différenciation comme c’est le cas avec les cellules ES de souris. Quoique ces résultats
aient contribué a I’avancement des connaissances en matiére de régulation de 1’état
pluripotent dans les cellules RESL en démontrant I’indépendance au LIF et au MEF,
certaines questions demeurent sans réponse. Les cellules EpiSC requiérent la présence de
I’activine et du facteur de croissance fibroblastique (FGF) pour demeurer pluripotents
(Rossant 2008). Est-ce que les cellules RESL répondent a ces mémes facteurs, ou
dépendent-elles de voies de signalisation alternatives? Sachant qué le LIF et les MEF ne
sont pas requis, il faudrait vérifier quels facteurs de croissance le sont pour le maintien de
I’état indifférencié des cellules RESL. La culture des cellules RESL est grandement

facilitée sans le LIF et les MEF, car elle permet 1’expansion rapide de grands nombres de
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cellules. Ce syst¢tme de culture serait idéal pour identifier les facteurs individuels
régissant leur rﬁaintien indifférencié, en commengant par 1’interro gation‘ du réle joué par le
FBS. En utilisant un milieu déﬁni sans FBS, il serait plus facile d’identifier de maniére
S);stématique les facteurs favorisant le maintien et ’expansion de grandes proportions de
cellules pluripotentes (Smith 2001). Ensuite en utilisant des bloqueurs des voies de
signalisations soupgonnées comme €tant péssiblement impliquées dans la pluripotentialité
chez le rat, il serait possible de vérifier les effets qu'auraient I'inhibition de ces voies sur les
marqueurs exprimeés et la capacité de différenciation des cellules in vitro et in vivo. Comme
exerﬁple de facteurs potentiellement impliqués, une étude a conclu, suite a des analyses
avec micropuces, que les cellules de type ES chez le rat pourraient rébondre a une

stimulation par le FGF et par I’activine comme les ES humaines (Li, Yang et al. 2009).

Les cellules RESL que nous avons dérivées ont une morphologie particuliere. Elles
proliféerent en agrégats composés de multiples couches de cellules poussant aux alentours
d’une masse centrale de matrice extracellulaire. En plus de son caractére hétérogéne, cette
morphologie favorise les interactions intercellulaires et procure un microenvironnement
favorable au maintién du phénotype stable observé in vitro sur de lo{ngues périodes
consécutives de cultﬁre. Chez I’humain la croissance de cellules EC et ES a haute densité
- cellulaire, semblable aux agrégats de cellules RESL, permet d’empécher la différenciation

et de maintenir des lignées stables a long terme (Andrews 2002).
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Nous avons noté que la majorité des cellules RESL possédaient un caryotype normal.
Néanmoins il est possible que les cellules sélectionnées durant les évaluations in vivo ne
fussent pas toutes normales en termes de ﬁombre et structure des chrombsomes. Quelques
lignées de cellules EC murines, qui ont des anomalies caryotypiques, peuvent tout de méme
contribuer a plusieurs types cellulaires aprés injectioﬁ dans des blastocystes, mais la plupart
de ces lignées possédent un potentiel de différenciation limité et contribuent rarement aux
tissus de I’embryon (Fujii and Martin 1983; Yu and Thomson 2008). 11 serait intéressant de
voir si ces cellules EC, ou des cellules ES possédant des anomalies caryotypiques,

démontrent vraiment une contribution préférentielle vers les tissus extraembryonnaires.

6.3 Les particularités de ’embryologie chez le rat

Les connaissances actuelles en matiére d’embryologie chez le rat .sont relativement
limitées. Seules quelques études se sont concentrées sur la caractérisation des tissus
pluripotents retrouvés dans I’embryon de cette espece (Enders, Given et al. 1978; Nichols,
Smith et al. 1998; Knezevic, Poljak et al. 2005; Li, Yang et al. 2009). Etant donné que les
tissus pluripotents sont a la source des cellules ES, il y aurait avantage a mieux comprendre
les caractéristiques qui définissent ces tissus, ainsi que les mécanismes potentiels de
différenciation en lignages t6t durant le développement. Dans cette optique, les résultats
que nous présentons dans le troisiém.e article cadrent bien dans ’objectif global des études

présentées. Des différences entre le rat et la souris dans le maintien du lignage du
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trophoblaste ont été¢ notés dans cette étude lors de traitements d’embryons lors du
développement in vitro. Un fait intéressant est que de telles différences interspécifiques ont
déja été notées par uhe autre équipe qui avait comparé les capacités de I’épiblaste isolé de
souris et de rats a se différencier en endoderme extraembryonnaire iﬁ vitro (Nichols, Smith
et al. 1998). Les épiblastes de rat en culture in vitro poss¢dent la capacité de constamment
générer de ’endoderme extraembryonnaire spontanément, tandis que les épiblastes de
‘ souris_ont perdu cette capacité é.u stade équivalent de développement (Nichols, Smith et al.

1998). D’aprés nos résultats et ceux présentés par d’autres groupes (Buehr, Nichols et al.
2003a; Li, Yang et al. 2009), il semble clair que I'lCM chez le rat a lui aussi une tendance
‘intrinséque a se différencier spontanément en cellules de I’endoderme extraembryonnaire,

comme le démontre la morphologie et les marqueurs.

Nous avons aussi observé une co-expression de marqueurs de lignages pluripotents et du
PrE dans les explants de blastocystes. Il a déja été noté que sous les mémes ponditions
expérimentales, la prolifération de I'I[CM isolé du rat, une fois explanté en culture, était
inhibée avant son implantation in vitro, tandis que chez la souris, la prc;lifération de I'ICM
était stimulée avaﬁt et aprés son implantation, procurant ainsi un autre exemple de

différences entre ces deux espeéces (Spielmann, Jacob-Muller et al. 1980).

Des différences évidentes dans le potentiel de développement in vivo ont également été
notées chez le rat, ainsi |’épiblaste isolé et transplanté a des sites ectopiques ne donnait pas

de tératocarcinome comme chez la souris, mais plutét un carcinome du sac vitellin
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(Knezevic, Poljak et al. 2005). Une autre particularité du rat a été bien illustrée lors
d’études sur le sac vitellin chez le rat, durant lesquelles le retrait chirurgical du feetus
.donnait lieu a la formation de tératomes (Sobis, Verstuyf et al. 1993). Il existerait donc
possiblement des différences dans la restriction des lignages embryonnaires t6t dans le
développement chez.‘le rat. 1l est probablé que de telles différences in vivo entre les espéces
puissent se refléter dans le comportement de tissus explantés in vitro. En effet, -chez
I’humain les cellules ES génerent spontanément du trophoblaste, tandis que ce n’est pas le
cas pour la souris (Rossant 2008). De plus, les cellules ES humaines peuvent également se
différencier en endoderme extraembryonnaire in vitro, tout comme les cellules EpiSC
murines traitées avec le facteur de croissance protéine de morphogénese osseuse 4 (BMP4)
(Brons, Smithers et val. 2007; Rossant 2008). Une autre illustration ‘de différences
interspécifiques est celle chez la souris, ou les cellules EC et ES ne peuvent normalement se
différencier en trophoblaste, tandis qu’a la fois les EC et ES humaines le peuvent (Andrews
2002). Les cellules RESL‘ ressembleraient aux cellules ES humaines a cet égard, en

maintenant la capacité de se différencier en ces deux lignages extraembryonnaires.

Nous démontrons queil’embryon du rat au stade blastocyste a 4.5 dpc n’exprime pas encore
de marqueurs associés a4 ’endoderme viscéral et pariétal, comme la.souris au stade
équivalent de développement (Nagy 2003). Ceci laisse croire que l’expressioni dans nos
lignées RESL de certains de ces marqueurs tels que Forkhead box A2 (Foxa2) et la protéine
sécrétée acidique riche en cystéine (Sparc) indique une sorte de continuation du

développement du PrE en ses deux sous-types in vitro. Ceci semble indiquer que les
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cultureé de cellules RESL imitent en quelque sorte le développement embryonnaire se
déroulant in vivo. De plus, les cellules RESL peuvent se différencier dans les trois feuillets
germinatifs. En ce sens, les cellules RESL constituent un nouveau modéle in vitro de

différenciation de 1’épiblaste du rat.

En développant des traitements in vitro | pour limiter la formation de tissus
extraembryonnaires lors de la dérivation de cellule ES chez le rat, il est fort probable que
leur pluripotentialité en soit augmentée. C’est pourquoi les résultats du troisieme article
sont prometteurs, puisque le traitement avec deux inhibiteurs simultanément favorise le
maintien de cellules pluripotentes et a pour effet de limiter I’apparition du PrE. Avec des
conditions semblables mais dans 1’absence de FBS, deux groupes ont tout récemment
démontré qu’il était possible de dériver des lignées de cellules ES chez le rat (Buehr, Meek
et al. 2008; Li, Tong et al. 2008). Ces lignées sont réputées possréder la capacité de
contribuer: aux cellules germinales. 1l reste cependant a voir si ces lignées peuvent
maintenir l’état pluripotent sur de longues périodes de culture, et surtout, si elles peuvent
étre soﬁmises aux manipulations génétiques comme la recombinaison homologue tout en
préservant la capacité de former des gametes viables. Néanmo.ins, ces résultats sont
encourageants pour le domaine et démontrent, comme les ﬁétres, qu’il est nécessaire de
prévenir ou de bloquer la différenciation de I’'ICM du rat en culture afin de maintenir des
lignées ayant des capacités pluripotentes. Nos résultats examinant le rdle individuel et
combiné d’inhibiteurs de MEK et GSK3 dans les explants primaires de blastocystes et 1e

r6le de MEK durant D’embryogénése chez le rat apportent une compréhension
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suppléméntaire a celle qui existe dans la littératufe. Il sera possible d’appliquer ces
connaissances au maintien de cellules pluripotentes capables de contribuer de manicre
efficace et reproductible aux cellules germinales, en plus de permettre une compréhension

plus compléte des mécanismes impliqués dans le destin cellulaire.

6.4 Directions futures

En vue de mieux comprendre la régulation de 1’état pluripotent des cellules RESL, il serait
intéressant de tester le potentiel de différenciation in vivo aprés 1’étape de différenciation in
vitro en cellules EB, puisque la sous-population de cellules marquées positives pour Nanog
(possiblement ia méme population qui représenté I’épiblaste) s’est vue augmentée.
Idéalement, avant de procédér a I’évaluation in vivo il faudrait sélectionner seulement les
cellules exprimant le plus fortement les marqueurs de pluripotentialité. Cette approche
pourrait mener a des pistes intéressantes, car il a été démontré chez la souris que sous
certaines conditions de culture spécifiques, le potentiel de différenciation de cellules isolées
du blastocyste pouvait étre augmenté par un simple ajout de facteurs de croissance sur une
courte durée de temps (Chou, Chen et al. 2008). Une autre approche serait de dériver des
nouvelles lignées de novo a partir de blastocystes, mais en utilisant les mémes conditions
de culture que celles utilisées pour les cellules ES hﬁmaines. En -comparant les
caractéristiques de ces cellules avec les cellules ES humaines, il serait possible de
déterminer si les cellules d’ICM de rat requiérent les mémes facteurs que ’humain pour la

dérivation directement a partir de I’ICM.
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Une autre expérience avec des applications pratiques intéressantes seraij de tenter ‘
d’empécher la formation des lignages extraembryonnaires directement dans 1’embryon a
I’aide soit de traitements avec inhibiteurs biochimiques combinés de voies de signalisation
comme présenté dans lés expériences du troisiéme article, ou bien a ’aide d’interférenée a
ARN dirigée par vecteurs lentiviraux ciblant les facteurs de transcription Cdx2 et Gata6

pour en diminuer 1’expression.

Chez la souris, I’inhibition de la voie MAPK dans les embryons empéche i’éfnergence du
PrE, et résulte en un développement de I’ICM entiérement en cellules d’épiblaste (Chazaud,
Yamanaka et al. 2006; Silva and Smith 2008). Pour vériﬁe_r I’effet de traitements avec les
inhibiteurs de MEK et GSK3 combinés sur les embryons du rat, dans un premier temps le
développement in vitro pourrait étre observé et les embryons analysés pour lfexpression des
marqueurs des trois lignages du blastocyste, si des blastocystes se sont effectivement
développés. Ces embryons pourraient étre utilisés pour la dérivation de nouvelles lignées.
Pour vérifier si I’effet de traitements aux inhibiteurs est compensé ou annulé de manicre
extrinséque versus ihtrinséque, des agrégations d’embryons de type sauvage avec des
embryons transgéniques traités aux inhibiteurs pourraient étre effectués, et la distribution
des cellules transgéniques tracée dans les blastocystes résultants. Une contribution
préférentielle a ’ICM de cellules provenant de I’'un ou 1’autre deé embryons nous

informerait sur les mécanismes possiblement impliqués dans la ségrégation des lignages du

blastocyste chez le rat. Chez la souris, lorsque I’expression de Gata6 est éliminée dans des
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embryons, toutes les cellules des embryons traités maintiennent I’expression de Nanog
(Chazaud, Yamanaka et al. 2006). Advénant un résultat semblable chez le rat, ces
embryons pourraient ensuite étre utilisés pour.dériver des lignées de cellules ES, diminuant
de la sorte la formation du PrE et du trqphoblaste, et favorisant la survie et le maintien de

cellules exclusivement pluripotentes.

7.0 CONCLUSIONS GENERALES

7.1 La dérivation de cellules RESL et leur contribution in vivo

Lors de cette premiére étude, nous avons démontré la dérivation efficace de cellules RESL.
Ces cellules péssédent plusieurs caractéristiques de ce_llules ES tels qu’un caryotype normal
et I’expression de marqueurs de cellules pluripotentes comme AP, SSEA-1, et le facteur de
transcription Oct4, autant au niveau de 'ARN messager que de la protéine. Suite a de
multiples manipulations in vitro comme la culture & long terme, la modification génétique
et la cryopréservation, le phénofype demeure constant et surtout I’expression de la protéine
Oc4 n’est pas affectée. De maniére plus importante, iorsque ces cellules sont injectées dans
des blastocystes afin de tester leur capacité de développement, elles peuveﬁt contribuer aux
tissus extraembryonnaires de feetus ala migestation et a terme. Ces résultats démontrent
pour la premiére fois que des cellules RESL peuvent contribuer a des tissus en
développerhent, et représente une avancée importante vers 1’obtention de cellules ES

pluripotentes chez le rat.
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7.2 L’évaluation de la capacité de développement des .cellules RESL révéle leur
hétér(;généité

Lors de cette deuxiéme étude, nous avons fait appel a 1’utilisation de plusieurs méthodes
pour évaluer la capacité de développement de cellules RESL. D’abord, pour évaluer le role
joué par le stade de développement de I’embryon hoéte et pbur tester la capacité dés cellules
RESL a contribuer aux tissus lors du développement embryonnaire, des injections de
blastocystes ainsi que des agrégations embryonnaires 2n et 4n ont été utilisées. Les résultats
obtenus ont démontré que les cellules RESL possédent une capacité multipotente in vivo
car elles peuvent contribuer a plusieurs lignages extraembryonnaires. Ensuite, les cellules
RESL ont été différenciées in vitro vers les trois feuillets germinatifs embryonnaires,
démontrant leur pluripotentialité in vitro. Suite & 1’analyse quantitative de marqueurs de
I’état pluripotent dans les populations de cellules RESL indifférenciées et différenciées, des
sous-populations de cellules RESL ont été identifiées, démontrant ainsi leur caractére
hétérogeéne. Finalement des similitudes avec les cellules ES humaines et les cellules EpiSC
murines au niveau fonctionnel et au niveau d’expression de marqueurs ont été¢ démontrées.
Ces résuitats ouvrent la porte 3 un examen systématique des facteurs -et conditions de

culture requis pour le maintien de 1’état pluripotent et la culture de populations homogeénes

de cellules RESL pluripotentes capables de contribuer aux cellules germinales.
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7.3 Le traitement d’embryons et d’explants de blastocystes avec des inhibiteurs de
'MEK et GSK3 maintient la pluripotentialité et perturbe le développement pré-

implantatoire chez le rat

L’analyse des marqueurs des trois lignages du blastocyste chez le rat a dérhontré lors de
cette troisieme étude que la différenciation du PrE en ses deux sous-types n’est pas encore
amorcée 4 ce stade. Le traitement d’embryons avec un inhibiteur de MEK retarde le
développement embryonnaire en empéchant la formation de blastocystes. L’avantage de
I’utilisation de FBS en combinaison avec I’utilisation combinée d’inhibiteurs de MEK et
GSK3 a été démontré grice au maintien de cellules pluripotentes et a I'inhibition de
formation de PrE dans dés éxplants primaires de blastocystes de rats. De plus, la
localisation de cellules pluripotentes dans ces explants a été démontrée pour la premicre
fois. Dans 1’ensemble, ces résultats déﬁnissent pour la premiere fois les conditions de
culture requises pour maintenir des populations de cellules pluripotentes a partir
d’embryons chez le rat. Ces informations serviront 4 mieux compréndre les mécanismes
impliqués dans les décisions de destin cellulaire a la fois dans I’embryon du rat et lors de

dérivation de cellules ES pluripotentes pouvant contribuer aux cellules germinales.
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