les cellules dérivées des cellules €S a per-
mis I’émergence d’une CSH dotée de la
potentialité de reconstituer I"hémato-
poiése adulte. On ne sait pas aujourd’hui
si HoxB4 détermine I’acquisition de cette
potentialité chez I"embryon. De méme,
compte tenu de la redondance des genes,
il est possible que d’autres genes de la
famille Hox, notamment HoxA4, soient
capables de provoquer I’émergence de la
CSH définitive. Néanmoins, les résultats
convaincants que décrit cet article sont de

premiére importance dans le

()ms  ontexte de I’aptitude des
2002, n°6-7, NN )
0. 651 cellules €S humaines a se dif-

férencier en cellules hémato-

poiétiques [12] et de I’intérét
croissant pour la thérapie cellulaire en
médecine réparatrice. Il faut enfin signa-
ler que ce modéle a permis la correction
d’une anomalie génétique de la souris en
combinant transplantation nucléaire,
thérapie génique et cellulaire [13] (=). ¢
HOXB4 triggers long term reconstitu-
ting capability to €S cells and yolk
sac-derived cells
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NOUVELLE

<« Clonage thérapeutique > :

de la théorie a la pratique

Laure Coulombel

> Larticle publié par le groupe de R.
Jaenish dans Cell [1] est remarquable a
plus d’un titre : c’est le premier essai
expérimental grandeur nature de répara-
tion génétique chez la souris a partir de
cellules €S (embryonic stem cells) obte-
nues par transfert de noyaux somatiques.
Succes oui, mais partiel en raison de la
survenue de problémes inattendus... Ce
qui frappe aussi a la lecture de cet
article, c’est que le travail tire parti de
toutes les technologies de manipulation
du génome développées au cours de ces
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Article disponible sur le site http://www.medecinesciences.org ou

8, rue du Général Sarrail,
94010 Créteil, France.

10 derniéres années, recombinaison
homologue dans les cellules €S, excision
génétique par le systeme Cre/lox, trans-
fert nucléaire, et, a ce titre, montre
’ampleur du chemin parcouru et la maf-
trise acquise.

Les auteurs ont choisi de « réparer » le
déficit immunitaire des souris Rag2™".
Ces animaux, dont la mutation a été
créée par recombinaison homologue, sont
dépourvus de la recombinase permettant
le réarrangement des genes d’immuno-
globulines formant les récepteurs TCR et

Inserm U.421,
Faculté de médecine,

BCR. Il en résulte un pro-
fond déficit immunitaire.
La lignée NK (natural
killer), dont la différen-
ciation ne comprend
aucune étape de réarrangement génique,
est épargnée, ce qui a son importance
pour la suite de ’histoire [2].

Premiere étape, obtenir une lignée de
cellules €S « autologue » a partir d’une
cellule somatique de ces souris par
transfert nucléaire [3, 4] (Figure 1). Les
noyaux de cellules de souris Rag2™’"
mdles ont été transférés dans des ovo-
cytes énucléés bloqués au stade de
métaphase Il (202 ovocytes injectés), et
ces cellules ont progressé jusqu’au stade
de blastocystes « artificiellement »

http://dx.doi.org/10.1051/medsci/20021867651
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(c’est-a-dire en I’ab-
sence de fécondation).
Sur les 202 ovocytes, 27
se sont développés jus-
qu’au stade de blasto-
cystes, mais une seule
lignée de cellules €S
Rag2~~ (que I’on nomme
nt€S, pour nuclear trans-
fer) a pu étre dérivée de
la masse interne de ces
blastocystes. Avant de
«réparer ces cellules €S »
encore fallait-il s’assurer
de leur « pluripotence »,
c’est-a-dire de leur
capacité a contribuer in
vivo a la constitution de
tous les tissus embryon-
naires. Or, les cellules €S
ayant perdu la capacité
de donner les annexes
(placenta) requises pour
le développement d’un
embryon viable, elles doi-
vent étre « complémen-
tées », ce qui est fait par
leur agrégation a des cel-
lules  embryonnaires
tétraploides (obtenues
par électrofusion de cel-
lules embryonnaires au
stade deux cellules) [5].
Dans ces conditions, tous
les tissus des embryons
dérivent des cellules €S et
les annexes des cellules
tétraploides. Des 14
embryons tétraploides
injectés avec des cellules
nt€S, 4 ont donné des sou-
riceaux viables (Figure 1).
Seconde étape, réparer
au moins un des alléles
Rag mutés dans ces cel-
lules €S. Cela a été réalisé
par recombinaison homo-
logue, le gene de sélec-
tion (un géne de fusion
entre le gene de résis-
tance a I"hygromycine et
le géne thymidine kinase)

INJECTION
A TRANSPLANTATION

14 JOURS

(o,,%

CULTURE
AMPLIFICATION CSH

Hoxb4-eGFP O
(rétrovirus) Cellules
épithéliales
de la queue
Corps
embryoides
LIF
6 JOURS
@ ...
®e Rag2 (recomb homologue)
REPARATION /
nt€S-Rag*?/~ Masse
TRANSFERT
(20 % efficacité) interne NUCLEAIRE
oo DANS UN OVOCYTE
C XY ENUCLEE
Cellules nt€S (n=202)
Rag 27~
(1 lignée)
ACTIVATION /-
OBTENTION BLASTOCYSTE Ragaw~ ~—~ 4/l4
(n=27,13%) nt €S-Rag 38/226
=27,13%
B Moelle osseuse
Of— € —~ak - el - c2
Complémentation IMPLANTATION SOURICEAUX l
par embryons UTERINE CHIMERIQUES
tétraploides GUERISON

Figure 1. Représentation schématique des différentes étapes conduisant a la réparation par transfert nucléaire
du déficit des souris Rag2”/". A. Etape 1 : les cellules isolées de la queue des souris sont cultivées in vitro, puis
les noyaux de ces cellules sont transférés dans des ovocytes énucléés. Cette étape conduit a "obtention de blas-
tocystes, et de leur masse interne une lignée de cellules €S (nt€S-Rag2~~) est dérivée. Etape 2 : la mutation
inactivatrice de Rag? est corrigée sur un alléle dans ces cellules nt€S-Rag2™’~ par recombinaison homologue.
Etape 3 : une population de cellules souches hématopoiétiques est obtenue & partir de ces cellules nt€S-
Rag2*®’~. Des corps embryonnaires sont tout d’abord obtenus spontanément & partir des cellules €S par le retrait
du LIF, puis les cellules des corps embryonnaires sont transduites par ’ADNc HoxB4 par I'intermédiaire d’un
rétrovirus murin. L'expression de HoxB4 entraine la conversion des cellules des corps embryonnaires en une popu-
lation de cellules souches hématopoiétiques (CSH) que I’on peut amplifier in vitro. Etape 4 : la transplantation
de ces CSH dérivant des nt€S-Rag2*®~ aux souris Rag2™~ assure en théorie la réparation du déficit immunitaire,
et ne devrait pas poser de problémes de compatibilité immunologique. €n réalité (voir texte), les auteurs se sont
heurtés a un rejet de la greffe parles cellules NK des receveurs, les obligeant a utiliser comme receveurs des sou-
ris Rag2™/~ croisées avec des souris dépourvues de la chaine yc, commune aux récepteurs des interleukines 2, 7,
9, 15, et donc indispensable a la prolifération NK. La partie B du dessin schématise la stratégie utilisée pour

vérifier la fonction pluripotente des cellules nt€S et nt€S-Rag2*™~.
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inséré dans la construction remplacgant
I’exon 3 de Rag?2 et flanqué de la
séquence [oxP étant excisé secondaire-
ment par la recombinase Cre exprimée
par transfection transitoire de I’ADNc. A
nouveau, la fonctionnalité de ces cel-
lules €S « réparées » (ou ntES—Rag*R/’)
a été analysée apres leur complémenta-
tion avec des embryons tétraploides (38
naissances sur 226 embryons tétra-
ploides injectés). ’analyse des para-
metres hématologiques des souriceaux
nés, en particulier du nombre de lym-
phocytes B et T circulants, du taux d’im-
munoglobulines, et de la polyclonalité
des réarrangements des récepteurs T et
B a confirmé la restauration d’un déve-
loppement lymphoide T et B normal. Qui
plus est, la moelle et le sang néonatal
de ces animaux nés de cellules nt€S-
Rag*®~ étaient capables, apres leur
transplantation a des animaux Rag2™”/~
initiaux, de corriger le déficit immuni-
taire, démontrant bien la fonctionnalité
de ces cellules €S « réparées ». Mais,
I’obtention de souris a partir de ces cel-
lules €S réparées, sources de tissus a
greffer, n’étant évidement possible que
dans cette situation expérimentale et
pas chez ’homme, il fallait démontrer
que ces cellules €S pouvaient se diffé-
rencier ex vivo en cellules souches
hématopoiétiques, seules utilisables
comme greffon dans une perspective
d’application clinique. Greffées aux
souris Rag2™", elles corrigeraient alors
les conséquences du déficit des cellules
souches hématopoiétiques endogenes.
Rappelons que "absence de lignées lym-
phoides B et T endogenes confére un
avantage sélectif pour le développe-
ment de lignées lymphoides a partir d’un
greffon normal, et ce méme en absence
de conditionnement (c’est-a-dire de
déplétion de I’hématopoiese endogéne,
nécessaire pour que la greffe prenne).
Ce méme avantage sélectif était présent
chez les patients atteints de XSCID trai-

tés par I’équipe de A.

(-)) m/s Fisher (-))
2000, n°5, Mais cette démarche se
p- 681 heurtait a deux écueils
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majeurs : I'un était I'impossibilité jus-
qu’a maintenant de pouvoir reconstituer
le systeme hématopoiétique de souris
irradiées par des cellules €S injectées
par voie intraveineuse (voie habituelle
de la transplantation de cellules médul-
laires). Le second provenait de notre
incapacité d’identifier, ex vivo, a quel
moment les cellules €S s’engagent dans
la voie hématopoiétique, et ce en raison
de I'absence de marqueurs directs,
immunologiques ou autres. C’est la
gu’intervient a point nommé le travail
de I'équipe de Kyba publié simultané-
ment dans Cell [6], s’inspirant proba-
blement des travaux pionniers du groupe
de K. Humphries [7], et identifiant
HoxB4 comme I’élément clé de la res-
triction du potentiel de cellules €S pluri-
potentes vers les lignées somatiques

hématopoiétiques. F.

(=) ms Sainteny nous apprend
2002, n°6-17, .y
0. 649 dans une nouvelle publiée

conjointement (=) en
quoi ce travail est une découverte
majeure.
[l fallait donc ajouter une étape supplé-
mentaire de transduction du géne HoxB4
dans les corps embryoides obtenus a
partir de ces cellules ntéS-Rag2*R/
sevrées de LIF (leukemia inhibiting fac-
tor), ce qui entraine immédiatement
leur différenciation et la perte de leur
pluripotentialité. Les cellules trans-
duites étaient ensuite cultivées pendant
14 jours en présence de cytokines héma-
topoiétiques, puis injectées aux rece-
veurs Rag2™" irradiés. C’est ce qui a été
fait, mais, alors qu’on touchait au but,
une observation inattendue a grippé le
systeme : Iabsence de chimérisme
observée aprés "administration de cel-

2*R~ Hox-B4 » aux sou-

lules « nt€S-Rag.
ris Rag2™/". Les coupables sont les cel-
lules natural killer (NK) des souris
Rag2™", présentes en nombre normal et
tout a fait fonctionnelles. Les cellules
NK repérent tout intrus qui n’exprime
pas les molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH), qu’il soit
autologue ou allogénique, et I’élimine
[8]. A priori, on pouvait espérer, ¢’était

méme sa principale justification, que le
clonage « thérapeutique » par transfert
nucléaire ne modifierait pas le statut
immunologique des cellules puisque le
donneur et le receveur sont une seule et
méme personne. Oui, mais... encore
faut-il que I’expression des molécules
HLA a la surface des cellules ne soit pas
modifiée, surtout diminuée, sous I’effet
de signaux divers, ce qui risquerait de
déclencher I’activation cytotoxique
indésirable des cellules NK. C’est exac-
tement la situation a laquelle a été
confrontée I’équipe de Jaenish : les cel-
lules €S induites en cellules souches
hématopoiétiques par HoxB4 n’expri-
maient plus autant de molécules HLA de
classe | H2-Kb et H2-Db. Il n’y a pas
encore d’explication claire a cette
observation, mais on peut remarquer
que les cellules embryonnaires du sac
vitellin ont, elles aussi, une faible
expression des molécules du CMH. Frus-
trés de ne pouvoir évaluer I'efficacité
thérapeutique éventuelle des cellules
« nt€S-Rag2*®’~ HoxB4 », les auteurs
ont débarrassé les souris Rag2™" de
leurs cellules NK soit par immunodéplé-
tion en les traitant par Ianticorps anti-
NKI1.1, ce qui s’est avéré insuffisant,
soit en les croisant avec des souris
dépourvues de la chane yc du récepteur
de I’IL-2 (entre autres interleu-
kines)[9]. Chez ces souris Rag2™’™ x
Ye/~ greffées avec des cellules « nt€S-
Rag2*®’--HoxB4 », on a pu observer
effectivement une reconstitution poly-
clonale, quoique incomplete, des lignées
B et T, avec la restauration d’un certain
degré de fonctionnalité de la fonction
immune, synthese et sécrétion d’immu-
noglobulines notamment. L'efficacité
était cependant bien inférieure a la
reconstitution observée dans les souri-
ceaux nés de la complémentation des
embryons tétraploides par les cellules
nt€S-Rag™™~. Il semble s’agir surtout
d’une anomalie de la différenciation
terminale, surtout T, et peut-étre d’un
frein au passage des cellules dans la cir-
culation. Les auteurs privilégient I’hypo-
thése d’une interférence de I'expression
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de HoxB4 avec la différenciation lym-
phoide, puisque sa surexpression dans
d’autres circonstances entraine une dif-
férenciation myéloide privilégiée.

La morale de cette superbe histoire est
que la difficulté survient la on ne I'at-
tend pas nécessairement. Cela confirme,

Perry AC, Yanagimachi R,
Mombaerts P. Mice cloned
from embryonic stem cells.
Proc Natl Acad Sci USA
1999 ; 96 :14984-9.

4. Jouneau A, Renard JP.
Cellules souches
embryonnaires et clonage

s’il en était besoin, que
nous avons du pain sur la
planche avant que ne
paraisse dans Cell le pre-
mier article sur I'effica-
cité thérapeutique du
transfert nucléaire chez
I’lhomme. médecine/
sciences 2020 ? ¢
Therapeutic cloning:
illustration in Rag™~
mutant mice
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L’érythropoiétine :

un facteur

de croissance neuronale

Patrick Mayeux

> Lérythropoiétine (Epo) est bien
connue comme facteur de croissance
hématopoiétique contrélant la produc-
tion de globules rouges. L'invalidation
des génes codant pour I’€po [1] ou son
récepteur (EpoR) [1-3] est Iétale chez la
souris. La mort des animaux survient
entre 13 et 14 jours de gestation et est
due a I"absence de globules rouges issus
de I’érythropoiese « définitive » dans le
foie. Au tout début de la gestation, les
érythrocytes, qui sont nucléés, sont pro-
duits dans une annexe extra-embryon-
naire, le sac vitellin, et cette érythro-
poiese, dite primitive, est partiellement
indépendante de I’€po. En revanche, a
partir du 12° jour de gestation chez la
souris, le foie devient le principal site de
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I’érythropoiese. Cette érythropoiese
hépatique est trés comparable a I’éry-
thropoiese médullaire définitive tant par
le type de globules rouges produits -
ceux-ci sont énucléés - que des méca-
nismes de contréle de cette production.
€n particulier, comme c’est le cas pour
I’érythropoiese médullaire, I’érythro-
poiese hépatique est strictement dépen-
dante de I’Epo, hormone indispensable
pour assurer la survie et la prolifération
des progéniteurs érythroides.

La mort précoce par anémie des souris
dont les genes codant pour I"Epo ou pour
son récepteur avaient été invalidés n’avait
pas permis, dans les expériences initiales,
d’identifier d’autres actions importantes
de I'Epo. Un défaut de développement car-
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cells causes the selective
expansion of more
primitive populations in
vitro and in vivo. Genes Dev
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diaque avait été rapporté chez ces souris
en 1999 [4] et, récemment, un article
publié par le groupe de T. Noguchi montre
que I’EpoR est aussi impliqué dans la for-
mation du cortex cérébral [5]. Ces auteurs
montrent d’abord par immunohistochimie
une forte expression de I’€poR, a partir de
10,5 jours de gestation, dans toutes les
couches neuro-épithéliales (zones germi-
natives) du cerveau, dont le cortex. 'ex-
pression du récepteur diminue ensuite gra-
duellement au cours des jours suivants
selon un axe rostro-caudal, et se restreint
d’abord a la zone intermédiaire sous-ven-
triculaire. Le cerveau des souris EpoR™~
présente plusieurs défauts. Une hypoplasie
tissulaire de la couche neuro-épithéliale
dans la région adjacente au quatrieme



