(Figure 3). Ces génes sont exprimés
asymétriquement dans la frontiere des
folioles ou ils répriment localement la
croissance cellulaire. Ils induisent éga-
lement la croissance des folioles par un
mécanisme qui n’est pas intrinséque a la
cellule et sont impliqués dans une boucle
de régulation positive des génes méristé-
matiques KNOX et LFY. Apres avoir iden-
tifié ces acteurs conservés de la découpe
et de la croissance des folioles, il reste a
présent a découvrir les éléments régulant
leur activité et ainsi a mieux compren-
dre I'origine des nombreuses formes de
feuilles observées dans la nature. ¢

A conserved mechanism

at the base of leaf dissection
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Le représentant de la lignée verte a déja
vu beaucoup de choses avant qu’un
stage d’été a I'INRA ne le fasse rencon-
trer les plantes, ayant d’abord parcouru
la classe préparatoire de vétérinaire,
la faculté et ’INA P-G devenue depuis
AgroParisTech qu’il termine avec un
Master en biologie végétale. Son travail
de these qui explore le contréle des
genes du méristeme et de la découpe
des feuilles sous la direction de Patrick
Laufs a Plnstitut Jean-Pierre Bourgin
a I"INRA de Versailles. Maintenant en
stage postdoctoral dans le département
de botanique de I’institut de biologie Il
de université Albert-Ludwig a Fribourg
(Allemagne) aupres du professeur Klaus
Palme, il reste fidele a la végétation en
s'intéressant désormais a la croissance
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Des progéniteurs transplantés
peuvent générer des cellules

souches germinales

Vilma Barroca, Bruno Lassalle, Isabelle Allemand,

Lydia Riou, Pierre Fouchet

> La spermatogenése est I’ensemble
des divisions et différenciations cellu-
laires conduisant, a partir des cellules
souches germinales (CSG), a la forma-
tion des spermatozoides dans le testi-
cule adulte. La préservation d’un stock
de cellules souches fonctionnelles est
indispensable pour le maintien de I’ho-
méostasie et de la fonction tissulaire,
mais également pour la régénération
du tissu aprés une lésion. Ces CSG se
multiplient soit pour s’autorenouveler
soit pour entrer dans le processus de
différenciation et donner naissance a
des progéniteurs, qui seront a 'origine
de la production des cellules spéciali-
sées. Le processus d’engagement d’une
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cellule souche dans le processus de
différenciation est considéré comme
irréversible. Ainsi, ces progéniteurs per-
dent la capacité de régénérer le tissu
a long terme. Cependant des études
récentes notamment dans le modéle du
tissu germinal chez la drosophile, sou-
lignent la capacité qu’ont des progéni-
teurs déja engagés a se reprogrammer
et a acquérir a nouveau le potentiel de
régénération a long terme des cellules
souches [1, 2]. Deux mécanismes pour-
raient ainsi coexister au sein de cer-
tains tissus afin de maintenir le pool de
cellules souches : I"autorenouvellement
des cellules souches et la reprogram-
mation des progéniteurs.

Les progéniteurs murins

transplantés peuvent régénérer

une spermatogenése d long terme
Dans le testicule murin, les CSG ou
spermatogonies A, (single) débutent
le processus de différenciation pour
donner une premiere série de progéni-
teurs, les spermatogonies A, (paired)
et Ay (aligned) dites indifférenciées.
Les spermatogonies Ay se différencie-
ront en une seconde série de progé-
niteurs dits différenciés, les sperma-
togonies A, Ay, Az, Ay, Int et B dans
lesquelles se produira par la suite le
processus méiotique (Figure 1). Chez la
souris, nous disposons d’un test fonc-
tionnel identifiant les CSG: I"analyse

Atrticle disponible sur le site http://www.medecinesciences.org ou http://dx.doi.org/10.1051/medsci/20092511893
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Dédifférenciation

Figure 1. Mise en évidence de la dédifférenciation des progéniteurs spermatogoniaux. les spermato-

gonies « différenciées » se dédifférencient en cellules souches germinales (CSG) et régénerent une

spermatogenése a long terme apres leur transplantation testiculaire. Cette figure schématise les pre-

mieres étapes de la spermatogenese. Uexpression des marqueurs utilisés pour la caractérisation des

progéniteurs transplantés est indiquée : I'intégrine aL-6 (06), le récepteur a activité tyrosine kinase

c-KIT et la side population (SP). Le phénotype side population est basé sur I'efflux du fluorochrome

Hoechst 33342 hors des cellules par le transporteur ABCG2 (transporteurs a ATP binding cassette).

du potentiel de régénération tissulaire
a long terme aprés la transplantation
de ces cellules dans des testicules de
souris stériles.

€n tirant parti de ce test fonction-
nel, notre équipe a récemment mis en
évidence la capacité de progéniteurs
germinaux a régénérer une sperma-
togenése a long terme apres trans-
plantation [3]. Nous avons purifié la
population de spermatogonies dif-
férenciées sur I’expression de trois
caractéristiques : I’expression du
récepteur a activité tyrosine kinase
c-KIT et de I’intégrine a-6 et I'ef-
flux du colorant vital Hoechst 33342
définissant une population appelée
side population (SP). Les spermato-
gonies différenciées SP/a-6"/c-KIT"
transplantées régénerent une sperma-
togenese normale, et leur capacité de
régénération est cinq fois supérieure
a celle de la fraction totale non puri-
fiée. Cette spermatogenése normale
issue des cellules transplantées per-
siste jusqu’a un an apres transplanta-
tion. Cette population de progéniteurs
présente donc un potentiel de régéné-
ration a long terme, dont I’efficacité
reste toutefois inférieure a celle de la
fraction contenant les CSG.
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Les progéniteurs se dédifférencient

in vivo en cellules souches et cette
reprogrammation est possible in vitro
Nous avons étudié les spermatogonies
dérivées des progéniteurs transplantés
dans les testicules receveurs. 'analyse
de I'expression de marqueurs des CSG
couplée a des expériences de transplan-
tation secondaire a montré que des sper-
matogonies dérivées des progéniteurs
transplantés acquéraient un phénotype
de CSG. Les spermatogonies différenciées
présentent donc la capacité de se dédif-
férencier en CSG apres transplantation. Le
microenvironnement tissulaire ou niche,
qui joue un rdle crucial dans le destin
des CSG, peut également étre impliqué
dans la régulation de la plasticité cel-
lulaire. Nous avons ainsi observé que les
spermatogonies différenciées pouvaient
également étre reprogrammées en cel-
lules souches in vitro, en présence des
facteurs de croissance GDNF (glial cell
line-derived neurotrophic factor) et FGF2
(fibroblast growth factor), tous deux
produits par la niche testiculaire.

La reprogrammation des progéniteurs :
quelles perspectives ?

Les cellules germinales présentent une
grande plasticité. Outre la dédifféren-

ciation des progéniteurs germinaux en
CSG [3, 4], les cellules souches ger-
minales sont en effet capables in vitro
de générer des cellules souches pluri-
potentes, donc en amont dans "onto-
génie [5, 6]. Cette plasticité sponta-
née des CSG et de leurs progéniteurs
semble donc les distinguer des cellules
souches et progéniteurs somatiques
adultes. Toutefois la reprogrammation
de progéniteurs somatiques en cellules
souches pluripotentes, les iPS (induced
pluripotent stem cells) est également
induite par I'expression forcée d’une
combinaison de facteurs de transcrip-
tion [7, 8]. Le rdle de ces facteurs dans
la reprogrammation des progéniteurs
germinaux reste a étudier. De plus,
il est intéressant de constater que
les progéniteurs hématopoiétiques de
souris invalidées simultanément pour
les trois genes suppresseurs de tumeur
plgink4a p194T et Trp53 acquiérent la
capacité a régénérer a long terme I’hé-
matopoiese, une propriété caracté-
ristique des cellules souches hémato-
poiétiques [9]. Certains processus de
cancérisation pourraient ainsi résul-
ter d’une activation incontrdlée de
ces mécanismes de reprogrammation
cellulaire.

Il reste également a déterminer le
role du processus de reprogrammation
des progéniteurs dans le maintien du
stock de CSG. Est-il primordial dans la
régénération tissulaire apres lésion du
tissu ? Une étude récente chez la dro-
sophile montre en effet que la dédif-
férenciation des progéniteurs participe
a la régénération des CSG en réponse a
une irradiation ou au cours du vieillis-
sement [10]. Les progéniteurs germi-
naux pourraient ainsi constituer une
réserve de « cellules souches potentiel-
les », qui, apres leur reprogrammation,
permettraient de produire de nouvelles
CSG [4]. Cette capacité des progéni-
teurs a se reprogrammer ouvre de nou-
velles perspectives dans les recherches
en thérapie cellulaire. ¢

Transplanted progenitors

can generate germinal stem cells



Vilma Barroca, 25 ans

Larticle présenté résulte d’un travail
engagé durant le stage de DEA de Vilma
Barroca, qui vient de soutenir brillam-
ment en juillet sa theése sur ’anémie de
Fanconi, les cellules souches germina-
les et hématopoiétiques de la souris
au CEA de Fontenay-aux-Roses ou elle
faisait partie de I’équipe gamétoge-
nese, apoptose et génotoxicité sous la
direction de Pierre Fouchet. Dans un
futur proche, la jeune chercheuse vise
un postdoctorat a I’étranger et espére
devenir chargée de recherche.
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Instabilité dynamique de la
communication neuronale :

nouveau regard sur le trafic
des récepteurs de surface

Laurent Groc, Daniel Choquet

> La recherche des voies et mécanismes
par lesquels les neurones communiquent
est un enjeu central des neurosciences. €n
effet, le fonctionnement cérébral repose a
la fois sur un transfert rapide et reproduc-
tible des informations et sur une capacité
de plasticité et d’adaptation. La com-
munication neuronale a principalement
lieu au niveau des synapses, ou la libé-
ration d’un neuromédiateur active des
récepteurs situés dans la membrane post-
synaptique (neurone receveur). Parce que
les capacités d’adaptation de la synapse
impliquent entre autres des modifications
du nombre de récepteurs post-synap-
tiques, notre travail de recherche, dont
une partie a été présentée le 9 juin 2009
devant ’Académie des Sciences, s’est
focalisé sur le trafic dynamique de ces
récepteurs membranaires. Pour ce faire,
des techniques d’imagerie a haute réso-
lution ont été développées a Iinterface
physique-biologie en collaboration avec
I’équipe de Brahim Lounis du Centre de
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physique moléculaire optique et hert-
zienne (Bordeaux) afin de visualiser le
mouvement de molécules individuelles a
I’échelle du milliardieme de metre (nano-
metre). Appliquée a nos modeles expéri-
mentaux, qu’est-ce que I'étude du trafic
des récepteurs de surface nous a appris
sur la communication neuronale ?

La dynamique des récepteurs
glutamatergiques dans la synapse
Nous avons donc étudié la transmission
synaptique excitatrice et, tout particu-
lierement, celle qui implique le gluta-
mate comme neuromédiateur (80 % des
synapses du cerveau). Depuis le début des
années 2000, nous avons participé avec
d’autres laboratoires (dont celui dirigé
par Antoine Triller & I"école normale supé-
rieure de Paris) a la démonstration du fait,
jusque la improbable, que les récepteurs
sont mobiles a la surface des neurones
[1, 2]. €n se focalisant sur les récepteurs
glutamatergiques, nous avons montré que
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ces récepteurs sont tres dynamiques a la
surface des neurones et que des interac-
tions moléculaires régulent leur trafic. €n
2008, dans un article publié dans le journal
scientifique Science [3], une étape impor-
tante dans la compréhension de la fonc-
tion du mouvement de ces récepteurs a été
franchie. €n effet, nous avons démontré
que la mobilité des récepteurs glutama-
tergiques a un impact considérable sur
I’adaptation des synapses suite a des
stimulations appliquées a des fréquences
entre 10 et 200 Hz (fréquences commu-
nément rencontrées dans le cerveau). De
facon remarquable, la mobilité des récep-
teurs glutamatergiques dans la synapse
est suffisante pour permettre le rem-
placement en quelques millisecondes de
récepteurs exposés au glutamate, et donc
désensibilisés, par des récepteurs « naifs »
non exposés. Ce phénomene permet de
réduire la dépression synaptique induite
par des stimulations répétées et facilite
donc I'adaptation des synapses a I'activité
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