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> Les cellules souches embryonnaires 
(ES) font l’objet d’une large couverture 
médiatique en raison de leurs poten-
tialités thérapeutiques mais aussi des 
questions éthiques qu’elles soulèvent 
chez l’homme. Mais bien avant que ces 
promesses et ces débats n’occupent le 
devant de la scène, ces cellules ont 
d’abord joué un rôle moins médiatisé et 
pourtant central en biologie moderne, 
comme outil pour la création des sou-
ris « knock-out » (KO) et transgéni-
ques. C’est en effet par la manipula-
tion génétique des cellules ES de souris 
et leur injection dans un embryon au 
stade de blastocyste, ou leur agrégation 
à un embryon au stade plus précoce 
de morula, que l’on obtient des souris 
chimères dont une partie des cellules, y 
compris germinales, est porteuse de la 
mutation génétique. Le croisement des 
souris chimères entre elles peut abou-
tir à des souris homozygotes pour la 
modification génétique, c’est-à-dire 
que chaque cellule porte alors l’alté-
ration génétique désirée. Celle-ci peut 
être soit l’invalidation d’un gène par 
recombinaison homologue (souris KO) 
soit l’addition d’un gène supplémentaire 
(souris transgéniques). Cette techni-
que a révolutionné la biologie en per-
mettant de comprendre la fonction des 
gènes au cours du développement et 
ensuite dans le fonctionnement d’un 
mammifère adulte. Elle a également 
permis la création de nombreux modèles 
murins de pathologies humaines. Plus de 
11 000 gènes ont déjà été invalidés chez 
la souris, et des programmes internatio-
naux sont en cours pour arriver à disposer 
des animaux KO pour chacun des gènes 

de la souris [1, 2]. En 2007, le prix Nobel 
de médecine a été attribué à Martin 
Evans, Mario Capecchi et Oliver Smithies 
pour récompenser leurs travaux sur les 
cellules souches embryonnaires de souris 
et la recombinaison homologue, deux 
techniques dont le mariage avait abouti 
aux premières souris KO [3].

Le truc pour réussir 
des cellules ES de rat 
Mais jusqu’à présent, la technique ne 
s’appliquait qu’à la souris. En effet, l’im-
possibilité de dériver de véritables cel-
lules ES chez le rat avait fait échouer 
les tentatives de création d’animaux KO 
chez cette espèce. Deux publications 
viennent de changer la donne et rap-
portent la dérivation de cellules souches 
embryonnaires de rat et montrent la 
possibilité d’obtenir des rats chiméri-
ques avec transmission germinale du 
patrimoine des ES. C’est l’équipe d’Austin 
Smith qui a apporté la solution du pro-
blème en établissant début 2008 de nou-
velles conditions de culture des cellules 
ES murines, basées sur la combinaison 
de trois inhibiteurs 
chimiques1 appelée 
« 3i » [4, 5] (➜). Alors 
que les conditions de dérivation « classi-
ques » des ES de souris utilisant un fee-
der de fibroblastes embryonnaires et le 
facteur de croissance LIF (leukemia inhi-
biting factor) n’avaient pas permis l’ob-
tention d’ES de rat, les 3i se sont avérés 
plus efficaces, entraînant l’expansion en 
culture de la masse cellulaire interne des 

1 Inhibiteurs de la voie GSK3/β-caténine, de ERK  phosphorylée 
et du récepteur de FGF4.

 blastocystes de rat et la dérivation de 
lignées de cellules souches embryonnai-
res de rat [6, 7]. Cette application de la 
technologie des ES à une autre espèce 
de rongeur est une avancée considérable 
pour le développement de futures appro-
ches thérapeutiques humaines car elle 
ouvre la porte à l’obtention de rats KO 
et transgéniques. Or le rat est, pour de 
nombreuses maladies humaines, un bien 
meilleur modèle préclinique que la sou-
ris, en particulier pour la compréhension 
des pathologies comportementales et 
des pathologies multifactorielles.

Animaux knock-out 
via la technologie iPS
Le développement d’une autre technolo-
gie, celle des cellules souches pluripoten-
tes induites (iPS) [8] pourrait également 
aboutir à la création de rats KO. Deux 
équipes viennent en effet d’établir des 
lignées de cellules iPS de rat qui présen-
tent (presque) toutes les caractéristiques 
des cellules souches embryonnaires : une 
signature d’expression génique de pluri-
potence, un caryotype normal, une proli-
fération prolongée - voire illimitée, mais 
un recul supplémentaire est requis - et 
une capacité de différenciation in vivo en 
cellules différenciées composant les tis-
sus issus des trois feuillets embryonnaires 
[9-11]. Lorsqu’elles sont injectées dans 
des souris NOD/SCID (non-obese diabe-
tic severe combined immunodeficient), 
ces iPS de rat forment des tératomes. Et 
l’injection d’iPS de rat dans des blasto-
cystes de rat implantés dans l’utérus de 
femelles gravides a abouti à la naissance 
de rats dont le chimérisme est démontré 
par la couleur de la fourrure des animaux 
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obtenus. Malheureusement, au cours 
de ces premières expériences, aucune 
transmission à la lignée germinale n’a 
été observée. Mais, compte tenu des 
résultats obtenus à partir des cellules ES 
de rat d’une part, et de la possibilité de 
générer à partir d’iPS de souris des ani-
maux chimères transmettant à leurs cel-
lules germinales le patrimoine génétique 
des iPS d’autre part, il est vraisemblable 
qu’il soit possible à court terme de géné-
rer des rats KO ou transgéniques grâce à 
la technologie des iPS.

Une ménagerie d’animaux knock-out ? 
Ces résultats permettent d’envisager la 
création d’animaux génétiquement modi-
fiés par la technologie des iPS dès lors que 
la reprogrammation sera accessible pour 
une espèce animale donnée. La transge-
nèse chez les animaux n’était jusque-là 
possible que par manipulation génétique 
d’embryons par l’intermédiaire de vec-
teurs rétroviraux ; c’est le cas du poisson 
Glofish, rendu fluorescent par l’expres-
sion de la protéine GFP (green fluorescent 
protein) issue de la méduse Aequorea 
victoria, et commercialisé aujourd’hui 
pour l’aquariophilie [12]. Mais la techno-

logie des iPS permettra d’utiliser d’autres 
méthodes de manipulation génétique, en 
particulier la recombinaison homologue, 
et de créer des animaux KO différents de 
la souris. Pour cela, il faudra montrer qu’il 
est possible d’élargir la liste des animaux 
dont les cellules sont reprogrammables ; 
cette liste inclut aujourd’hui la souris, le 
rat, le primate non humain et l’homme 
[9]. Il sera aussi nécessaire de contourner 
l’utilisation des rétro- et lentivirus pour 
la reprogrammation, dont l’intégration 
dans l’ADN engendre une altération non 
contrôlée du génome de la cellule cible. 
Ces obstacles franchis, des iPS issues 
d’animaux tels que le chien, le mouton 
ou le porc - pour lesquels des lignées ES 
indiscutables n’ont pas encore été éta-
blies - pourraient faciliter la création de 
KO de grands animaux, qui seraient de 
meilleurs modèles précliniques que les 
rongeurs. ‡
Rat embryonic stem cells. So what ?
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Figure 1. La dérivation de lignées de cellules ES 
de rat est maintenant possible grâce à l’utili-
sation d’une combinaison de trois inhibiteurs 
chimiques « 3i ». Après manipulation géné-
tique (recombinaison homologue ou autre), 
l’introduction des cellules pluripotentes (ES 
ou iPS, induced pluripotent stem cells) dans 
le blastocyste aboutit à des rats chimères 
dont certaines cellules, y compris germina-
les, peuvent être porteuses de la manipulation 
génétique. Après reproduction des rats chimè-
res entre eux, certains animaux de seconde 
génération peuvent être homozygotes pour la 
modification génétique. Grâce aux iPS, il est 
concevable que cette technologie se décline 
dans l’avenir à d’autres animaux tels que 
chien, mouton ou porc, permettant la mise au 
point de modèles de pathologies humaines à 
partir de gros animaux. MCI : masse cellulaire 
interne.
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