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DERIVATION DE CELLULES SOUCHES PLURIPOTENTES CHEZ LE
LAPIN ET LA CHEVRE.
PrimaStem - Groupe dérivation -
Marielle Afanassieff

Groupe derivation : Marielle Afanassieff (CR1 INRA), Murielle Godet {CR1 INRA), Suzy
Markossian (Al INRA), Emeline Fontaine (Al INSERM), Pascal Salvetti (Doctorant), Pierre
Osteil (Etudiant EPHE) et Sophie Voisin (Etudiante ISARA).

Notre projet vise a isoler et & caractériser des lignées de cellules souches
pluripotentes chez des espéces non-murines. Les cellules souches pluripotentes sont des
cellules capables de se différencier dans les trois lignages embryonnaires (mésoderme,
endoderme et ectoderme) et de s'autorenouveller, c’est-a-dire de se multiptier indéfiniment
en culture sans perdre leur caractére pluripotent. Il existe trois sources de cellules souches
pluripotentes chez la souris:

- les_cellules souches embryonnaires ou cellules ES (Embryonic Stem Cells), qui
dérivent de I''CM (Inner Cell Mass) ou bouton embryonnaire d’embryons pré-implantatoires.
Ces celiules sont capables de coloniser un embryon et de participer 4 la formation de tous
ses tissus, y compris sa lignée germinale. Elles sont & la base des techniques de
transgénese permettant des modifications génétiques ciblées et constituent une source de
noyaux inépuisable et génetiquement modifiable pour la technique de clonage par transfert
nucléaire,

- les cellules souches de I'épiblaste ou cellules EpiSC (Epiblast-derived Stem Cells) qui
dérivent de Pépiblaste d'embryons post-implantatoires. L'autorenouvellement des cellules
EpiSC murines et des cellules ES humaines est contrélé par les mémes voies de
signalisation. Ces cellules sont capables de se différencier dans les trois lignages
embryonnaires, mais sont cependant incapables de coloniser un embryon. Elles peuvent
néanmoins constituer une source non négligeable de noyaux pour le clonage par transfert
nucleaire.

- les cellules souches pluripotentes induites ou cellules iPS (induced Pluripotent Stem
Cells) obtenues aprés dédifférenciation de cellules fibroblastiques adultes induites par la
surexpression de trois génes d'autorenouvellement (Oct4, Sox2 et KIf4). Elles présentent les
mémes caractéristiques que les cellules ES et sont ainsi capables de coloniser un embryon
et de participer a la formation de sa lignée germinale. Bien que modifiées génétiqguement,
ces cellules représentent un nouvel espoir pour les thérapies par remplacement cellulaire
chez 'homme, car elles permettraient d’éviter I'étape du clonage thérapeutique.

Les nombreuses tentatives d'isolement de cellules ES chez des animaux dintérét
agronomiqgue n'ont pas abouti. Seules, des cellules "ES-like" ont été isolées chez le bovin, le
mouton, fa chevre, le porc et le lapin, mais sans pour autant parvenir a I'obtention de lignées
de cellules immortalisées et pluripotentes. L'isolement de lignées de cellules ES dépend de
I'adaptation des cellules souches de I'lCM d’embryons précoces & des conditions de culture
in vitro permettant de conserver leur propriété dautorenouvellement. Les difficultés
rencontrées dans ['établissement de lignées de cellules ES chez des espéces d'intérét
agronomique sont notamment liées a la perte d'expression du géne d'autorenouvellement
Oct-4 dans fes cellules blastocytaires mises en culture. Notre but est donc de développer
différentes approches basées sur 'amélioration des conditions de culture et la modification
genétique des cellules blastocytaires, afin d'isoler des celiules souches pluripotentes (ES,
EpiSC ou iPS) chez deux espéces modéles: le lapin et la chévre. Ces deux aspéeces
présentent un interét reconnu pour I'industrie pharmaceutique, avec la possibilité de créer
des [apins transgéniques modeles d’'étude de maladies humaines ou des chévres "réacteurs
biologiques", c’est-a-dire capables de produire des protéines d'intérét médical dans feur lait.
Nous mettons également & profit notre expertise dans la manipulation des embryans et la
culture des cellules souches pour isoler et caractériser différentes lignées de cellules ES
humaines. Ces lignées seront ensuite utilisées dans les projets de diffiérenciation
neuroblastique et de thérapie cellulaire de la maladie de Parkinson de notre unité.




