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apreés I'introduction d’un ballonnet dans
la carotide du rat. Il en est de méme dans
la néo-intima a partir du quatorzieme
jour. Le réle de DDR1 dans la progression
des lésions est démontré par la moindre
épaisseur de la neointima dans des caro-
tides de souris DDRI™~ par rapport aux
carotides de souris DDRI*/* aprés abra-
sion de "endothélium [10]. Ces observa-
tions sont en accord avec la diminution
des capacités de prolifération, migration
et adhérence au collagéne des cellules
musculaires lisses vasculaires DDRI™~
observées in vitro [6]. DDR2 est surex-
primé dans les cellules étoilées du foie
de rat aprés intoxication par le chlorure
de carbone ou ligature du cholédoque
[9], résultats a rapprocher du réle mito-
gene de ce récepteur sur ces mémes cel-
lules in vitro [8].

Les DDRinterviennent ainsi dans la répa-
ration des lésions artérielles et proba-
blement dans les remaniements secon-
daires a la formation des plaques
d’athérosclérose. De plus, I’ensemble

des résultats expérimentaux peut faire
considérer les DDR comme des détec-
teurs de la masse de collagéne dont I'ac-
tivation entraine un processus correc-
teur pour la destruction de la MEC par

7. Olaso €, Labrador JP, Wang
LH, et al. Discoidin domain
receptor 2 regulates
fibroblast proliferation and
migration through the

activation des MMP. ¢
Collagen receptors:
discoidin domain family
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Les cellules souches

de la lignée germinale male:
de approche fondamentale
aux nouvelles technologies
de transgenese

Frangois Cuzin, Minoo Rassoulzadegan

> Au cours des 20 derniéres années, les
recherches en génétique moléculaire des
mammiféres, et bon nombre de leurs
applications, ont développé et utilisé des
technologies pour manipuler le génome
des organismes supérieurs en général et
de la souris en particulier. Il s’agit d’ins-
crire une modification du génome dans la
lignée germinale, par une intervention a
une étape tres précoce du développe-
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ment, avant la premiére mise en place
des précurseurs de la gamétogenese.
Trois voies sont utilisées, la microinjec-
tion d’ADN dans un ceuf fécondé, le
transfert dans
embryonnaires (lignées €S), et plus
récemment, le « clonage reproductif »

les cellules souches

par reprogrammation du noyau d’une cel-
lule somatique injecté dans un ceuf énu-
cléé. Un nouvel accés au génome de I'em-

Inserm U.470,
Université de Nice,

Parc Valrose, 06108 Nice
Cedex 2, France.

fcuzin@unice.fr

bryon tres précoce est aujourd’hui ouvert
par les progres de nos connaissances sur
les cellules germinales, en particulier les
cellules germinales males plus facilement
accessibles. Modifier de maniéere perma-
nente les gametes, cellules a vie courte
constamment renouvelées, exige une
intervention sur les cellules souches dont
ils dérivent. Or, jusqu’a une date récente,
peu de choses était connu de la biologie
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de la cellule souche germinale. €n tres
petit nombre (20-30000 par testicule
adulte), ces cellules pendant toute la vie
adulte produisent, a des intervalles
rigoureusement définis, une cellule fille
engagée dans la voie de différenciation
menant a la méiose, puis a la formation
du spermatozoide (spermiogenése) [1].
Des progres significatifs récents ouvrent
des voies nouvelles tant pour la
recherche fondamentale que pour les
biotechnologies.

Apres une premiére caractérisation cyto-
logique et histologique fine [2], ’étude
fonctionnelle des cellules souches germi-
nales n’est devenue possible que depuis
les travaux récents du laboratoire de
R. Brinster & Philadelphie [3] (Figure 1).
[l a été montré que les cellules germinales
extraites d’un testicule (donneur) peu-
vent étre implantées dans un testicule
receveur d’'un mdle stérile. Uarrét, tem-
poraire ou permanent, de la spermatoge-
nese du receveur peut étre le fait d’une
mutation du récepteur Kit
(récepteur du stem cell

rent la fonction de support de la différen-
ciation germinale (cellules de Sertoli). Il
est a noter qu’une telle restitution com-
plete d’un tissu adulte par transplanta-
tion de cellules souches n’a été possible
jusqu’a présent que dans un autre cas,
celui des cellules hématopoiétiques,
capables de reconstituer tout le réper-
toire des cellules sanguines.

Uefficacité de la reconstruction dépend
pour une large part de la préparation des
cellules germinales du testicule donneur,
que 'on s’attachera a enrichir en cellules
souches par des moyens physiologiques
ou moléculaires. L'utilisation du testicule
dit cryptorchide (stérilité induite par la
température) permet un enrichissement
significatif. On sait que le maintien,
pathologique ou expérimental, du testi-
cule dans la cavité abdominale (a 37 °C
alors qu’en position externe, il est nor-
malement & 30-32 °C) aboutit & la dispa-
rition des cellules germinales en voie de
différenciation, alors que les stades ger-

minaux précoces survivent. Les fractions
germinales cryptorchides montrent ainsi
une augmentation de I'ordre de 25 fois de
la proportion des cellules capables de
coloniser les tubes séminiferes du rece-
veur. Un second moyen a été d’utiliser des
marqueurs de surface des cellules
souches pour un fractionnement immu-
nologique. Ainsi, les anticorps dirigés
contre les intégrines o1 caractéris-
tiques de la cellule germinale souche ont
été utilisés pour une purification, qui
cependant demeure limitée (25 %) [4, 5].
Nous-mémes avons pu obtenir des frac-
tions trés enrichies a partir de madles
transgéniques exprimant un marqueur de
surface hétérologue a la surface des cel-
lules souches. Lefficacité de colonisa-
tion du tube séminifére devient alors tres
élevée [6] (Figure 2). Les critéres cytolo-
giques ou moléculaires pour I'identifica-
tion et la purification de ces cellules sont
encore fragiles. Cependant, les tech-
niques performantes aujourd’hui dispo-

factor) chez le mutant W-,
d’une irradiation ou d’un
traitement pharmacolo-
gique. Toutes les étapes
de la différenciation ger-
minale sont reconstituées
a partir des cellules
implantées. La spermato-
genese est rétablie a long
terme, avec ses cycles
réguliers caractéristiques,
montrant bien que dans la
fraction germinale trans-
férée, relativement hété-
rogene, existait bien une
fraction de  cellules
souches, minoritaire mais
essentielle. Ces résultats
impliquent, mais on le
savait par ailleurs, que ni
les traitements utilisés
pour stériliser le testicule
receveur, ni la mutation
W=, n’affectent les cellules
somatiques de I’épithé-
lium séminifére qui assu-
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Figure 1. Stratégie de transplantation testiculaire. Une suspension cellulaire est obtenue a partir du testicule d’un
donneur fertile (A). Les cellules peuvent étre cultivées (B) avant leur microinjection dans la lumiere de tubes
séminiféres d’une souris receveuse stérile (€). Seule une cellule souche pourra &tre & I’origine d’un processus de
spermiogenese efficace dans le testicule du receveur. Si les cellules testiculaires greffées expriment un transgene
marqueur (lacz) dont I’expression est symbolisée par la couleur bleue, on peut facilement détecter les clones de
cellules germinales chez le receveur sous forme de bandes tubulaires bleues (D). 'accouplement du mdle rece-
veur & une femelle sauvage (€) engendre une descendance qui porte le géne du donneur (F). Une modification

génétique peut étre introduite dans les cellules germinales pendant le temps de culture (B) (d’apres [3]).



nibles pour I’analyse des « protéomes »
et « transcriptomes », appliquées aux
fractions purifiées et couplées avec le
test de transplantation, ouvrent un vaste
champ d’investigation pour identifier les
marqueurs adéquats afin de les utiliser
pour purifier les cellules souches dans
différentes espéces.

Une série de questions importantes peu-
vent maintenant étre abordées, qui
seront utiles en biologie fondamentale ou
pour des applications médicales et bio-
technologiques. Ainsi, les régulations qui
permettent, a des intervalles rigoureuse-
ment définis, le démarrage de chaque
cycle spermatogénique sont encore mal
comprises. L'identification des signaux
impliqués peut avoir des conséquences
sur notre compréhension des mécanismes
encore obscurs des stérilités males. Une
autre application médicale envisagée est
de pouvoir reconstituer la spermatoge-
nése apres les traitements anticancéreux
appliqués avant la puberté. Cependant,
les apports les plus importants a court
terme sont dans le domaine de la bio-

technologie. Bien que seulement pour une
période limitée (pour le moment), il est
possible de maintenir les cellules germi-
nales en culture avant de les réimplanter.
La perspective d’une intervention géné-
tique pendant cette période est alors
tentante. €n 2001, Nagano, Brinster et
leurs collaborateurs ont réussi une expé-
rience pilote de transfert génétique par
un vecteur rétroviral dans des cellules
germinales [7]. Lefficacité de « prise »
de la greffe des cellules génétiquement
modifiées est encore variable.
Cependant, dans les meilleurs cas, de 1 a
8 % des descendants des males receveurs
ont été trouvés porteurs du transgene et
capables d’une transmission mendé-
lienne stable. Ce résultat est d’un grand
intérét en transgenese, d’abord parce que
la méthode est rapide et relativement
simple techniquement. Mais aussi et sur-
tout parce que le site d’intégration du
transgene est différent dans chaque cel-
lule souche transplantée, et donc dans
chacune des familles qui seront établies a
partir de la premiére génération des des-

cendants. On pourra ainsi

Figure 2. Reconstitution de I’épithélium séminifére apreés injec-
tion de cellules souches purifiées dans les tubes séminiferes
[6]. Les cellules souches germinales purifiées & partir du testi-
cule d’'un mdle adulte portant un transgeéne a expression ubi-
quitaire codant pour la B-galactosidase d’Escherichia coli
(Rosa26) ont été injectées dans les tubes séminiféres d’un
receveur préalablement stérilisé par irradiation. A. Apres 13
semaines, les tubes séminiféres d’un testicule entier sont colo-
rés (X-Gal) pour la détection de I’enzyme marqueur des cellules
injectées. B. Coupe colorée montrant les cellules B-galactosi-
dase-positives a tous les stades de différenciation. Le fait que
plusieurs cycles de différenciation se sont déroulés pendant

ces 13 semaines démontre une reconstitution compléte a par-

tir des cellules souches.
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d’emblée étudier I’expres-
sion des genes intégrés
indépendamment des
effets
séquences environnantes

éventuels des
- probleme récurrent de la
transgeneése classique.

Il a été également montre,
toujours par le laboratoire
de Brinster, que des cel-
lules souches d’autres
rongeurs, notamment de
rat, pouvaient poursuivre
leur maturation apres leur
transplantation dans le
testicule de la souris [8],
et les transplantations
croisées entre especes
seront intéressantes pour
analyser les systémes de
reconnaissance tissulaire.
Un travail récent a main-
tenant étendu au rat la
transgenese par trans-
plantation germinale [9].

Alors que la souris reste le premier maté-
riel expérimental pour le généticien, le
rat est particulierement favorable pour le
physiologiste. C’est sur le rat, en particu-
lier du fait d’une plus grande taille, que
beaucoup d’observations de référence
ont été faites. Toutefois, une limitation
importante est I’absence des puissants
outils génétiques disponibles pour la
souris — la microinjection d’ADN dans
I’embryon précoce est peu efficace, il
n’existe pas de lignées de cellules
souches embryonnaires (€S). La tech-
nique aujourd’hui proposée pour la modi-
fication du génome du rat aura donc un
impact certain en physiologie. Au-delg,
’amélioration par transgenése devient
possible pour tous les animaux d’intérét
économique pour lesquels les techniques
classiques de modification du génome
établies chez la souris s’étaient révélées
impraticables. €n plus de 'amélioration
proprement dite du bétail, de nombreuses
applications ont été envisagées, des
xénogreffes a la production de protéines
d’intérét médical. Mais les recherches
sont encore peu avancées, du fait des
mémes limitations que celles rencontrées
pour le rat, ajoutées au colt d’essais qui
doivent étre pratiqués chez des animaux
de grande taille. C’est au demeurant pour
cette raison que I"approche surmédiati-
sée, laborieuse et colteuse du clonage
reproductif avait été mise en ceuvre. La
stratégie serait de modifier d’abord le
génome d’une cellule somatique en cul-
ture (ce que I'on sait faire, en principe),
puis d’obtenir la « reprogrammation » du
noyau modifié, ramené a I’état embryon-
naire aprés son injection dans un ovo-
cyte. Cette opération est affectée
aujourd’hui d’un taux d’échec considé-
rable, méme si les premiers résultats ont
pu étre annoncés [10]. Lexploration de
voies alternatives est donc d’un intérét
certain, l'intervention sur les cellules
germinales, encore balbutiante, sera
peut étre une des voies de I’avenir. £t la
recherche, imprévisible, ouvrira encore
de nouvelles perspectives. ¢

Germ stem cells: from basic knowledge
to their use in gene transfer
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Controle de la détermination
cellulaire par les centrosomes

Régis Giet, Claude Prigent

> Au cours du développement, la réparti-
tion de déterminants spécifiques dans les
cellules est un mécanisme fondamental
de la diversification. €n effet, ce méca-
nisme permet de déterminer un groupe de
cellules a devenir un organe ou une cellule
assurant une fonction bien spécifique. Un
travail remarquable chez le mollusque
aquatique /lyanassa obsoleta a permis de
mettre en évidence récemment un role du
centrosome dans la ségrégation asymé-
trique d’ARNm codant pour des facteurs
essentiels au développement de cet ani-
mal [1]. Ces travaux devraient ouvrir la
voie a la compréhension des rdles essen-
tiels du centrosome dans le développe-
ment et la différenciation.

Les mécanismes de création de la diver-
sité cellulaire qui caractérise les orga-
nismes complexes ont toujours fasciné
bon nombre de chercheurs. Comment, a
partir d’une cellule unique - I'ceuf
fécondé - obtenir la multitude de cellules
différenciées qui composent un embryon
puis un individu? Pour ce faire, la cellule
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doit disposer de moyens de
répartir de fagon asymé-
trique dans sa descen-
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sent de fagon a ce qu’ils
ne se trouvent que dans
une seule des futures cel-
lules filles. Ce premier
mécanisme est utilisé
chez la levure bourgeon-
nante pour piéger cer-
tains ARNm dans le bour-
geon de la cellule fille. Le
deuxieme mécanisme

dance des facteurs spéci-  claude.prigent
fiques pour assurer qu’une
cellule A ne produit pas
deux cellules A, mais une cellule B et une
cellule C. Chaque cellule fille B et C est
alors programmée par les facteurs distri-
bués de fagon asymétrique au cours de la
division cellulaire, permettant a chacune
d’évoluer vers une destinée qui lui est
propre.

L'étude d’organismes eucaryotes inver-
tébrés a permis d’identifier et de com-
prendre certains des mécanismes de
base qui assurent cette distribution asy-
métrique de facteurs de

détermination (=). Avant (=) ms
que la publication de ~ 2000,n°10,
p. 1092

Nature n’implique le cen-
trosome [1] deux méca-
nismes avaient été identifiés. Le premier
fait intervenir des fibres d’actine qui
transportent des ARNm et les répartis-

@univ-rennesl.fr

suggere que des facteurs
protéiques sont piégés de
différentielle
vers le cortex des futures cellules. Cela

maniéere

est le cas, par exemple, au cours des
divisions dans le systéme nerveux de la
drosophile ou des protéines impliquées
dans la détermination des cellules filles
sont sélectivement recrutées vers un
pdle de la cellule (»). Dans les deux cas,
les microfilaments d’actine jouent un
role essentiel et le fuseau mitotique, par
son orientation, et la cytocinése, ache-
vent de sceller la répartition asymé-
trique de ces déterminants dans les cel-
lules filles [4, 8]. Il est néanmoins pos-
sible que ces 2 mécanismes encore mal
caractérisés fassent intervenir des genes
orthologues.

C’est en s’intéressant au comportement
d’ARNm spécifiques impliqués dans la
spécification de 'axe antéro-postérieur



