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Résumé &horbar; Afin d’immortaliser des cellules fixées à des stades précoces de fembryogenèse, des
plasmides contenant la région précoce de SV40 ont été introduits dans les carcinomes embryon-
naires (EC) F9 et 1003. Seule la construction PK4 dans laquelle les oncogènes de SV40 sont placés
sous le contrôle du promoteur E1 A de fadénovirus 5, a permis l’expression des oncogènes de SV40
au cours des premiers stades de la différenciation des EC. Des clones correspondant à des précur-
seurs des lignages neuroectodermique, mésodermique ou endodermique ont alors été sélectionnés
avec une fréquence élevée, selon les critères suivants: sélection de cellules immatures : t
- ayant perdu les marqueurs des EC,
- ayant un phénotype stable,
- immortalisées par l’expression des oncogènes de SV40,
- capables de différencier in vivo ou in vitro le long d’un seul lignage.

La description de clones correspondant à des précurseurs des différents lignages de l’embryon
est donnée à titre d’exemple.

tératocarcinome / oncogène 1 immortalisation / détermination / différenciation

Summary &horbar; A strategy to Immortalize, from mouse teratocarcinomas, cell lines committed to
endoderm, neuroectoderm or mesoderm. With the aim of immortalizing embryonic cells fixed at
early embryonic stages, various plasmids carrying the SV40 early region were introduced into the
mouse embryonal carcinomas (EC) F9 and 1003. Only the construction PK4, in which the SV40 on-
cogenes are placed under the control of the adenovirus ElA promoter, led to the immortalization of
the cells at the onset of differentiation. Clones corresponding to committed precursors of each em-
bryonic lineage (neuroectoderm, mesoderm and endoderm) were then selected with high efficiency
according to the following strategy: selection of immature cells which:
- have lost EC cell markers,
- keep a stable phenotype,
- are immortalized by the expression of the SV40 oncogenes and are still able to differentiate along
a restricted lineage in vitro or in vivo.
Examples of an endodermal precursor (H7) which differentiates into extraembryonic and embryonic
endoderm, of a neuroectodermic clone (ICII) committed to a serotoninergic differentiation, and of a
mesodermal osteogenic clone (CI) which gives rise to bone in vivo and in vitro, are given.
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INTRODUCTION

De nombreuses lignées de cellules multi-
potentielles ont été établies in vitro à partir
de tératocarcinomes (carcinome embryon-
naire, EC) (Jakob et Nicolas, 1987) ou di-
rectement à partir d’embryons (embryonal
stem cell, ES) (Evans et Kaufman, 1981 ).
Ces lignées sont capables in vivo et/ou in
vitro de différencier en dérivés des 3

feuillets embryonnaires : neuroectoderme,
mésoderme, endoderme.

Mais au cours de leur différenciation,
les EC ou les cellules d’embryon perdent
la capacité de se diviser et seulement

quelques lignées permettant principale-
ment d’étudier des mécanismes de diffé-
renciation terminale ont pu être établies à

partir des tératocarcinomes (Nicolas et al,
1976). Les expériences de mutagénèse
(Boon et al, 1975) ou de transformation vi-
rale (Knowles et al, 1980) visant à isoler, à
partir des EC multipotentielles ou à partir
d’embryons, des cellules souches res-

treintes dans leurs potentialités à un seul
lignage de l’embryon, se sont avérées né-
gatives. Notre objectif fut donc de cons-
truire des plasmides susceptibles de faire
exprimer des oncogènes dans les pre-
miers stades de la différenciation cellulaire
afin d’immortaliser in vitro des cellules
souches «déterminées» vers 1 des 3

feuillets embryonnaires. Une cellule déter-
minée est une cellule engagée dans une
voie de différenciation, qui n’exprime pas
encore les marqueurs des cellules diffé-

renciées, et qui est capable de différencier
plus avant sous l’effet d’inducteurs spécifi-
ques. De telles lignées, issues du térato-
carcinome ou de l’embryon permettraient
d’analyser les événements impliqués dans
les mécanismes de détermination et de
différenciation cellulaires.

MATÉRIEL ET MÉTHODES

Culture et différenciation des cellules

Les cellules sont cultivées sur des boîtes trai-
tées pour la culture de tissu dans du milieu
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium)
contenant 10% de sérum foetal de veau (FBS).
Les clones ont été obtenus par dilution limite
(0,3 cellule par puits). Pour induire leur différen-
ciation, les cellules 1C11 (2 x 103 cellules par
cm3) sont ensemencées en présence de 10-3
mol/1 dibutyryl cyclic AMP (dbcAMP) et de
0,05% acide carboxylique cyclohexane (CCA).
Pour induire la minéralisation in vitro, les cel-
lules Cl sont cultivées en agrégats sur des
boîtes de Petri non traitées pour la culture.
Après 5-8 j, les agrégats sont induits à différen-
cier en présence de 1% FBS, d’acide ascorbi-
que (50 I1g/ml) et de p-giycérophosphate (7
mmol/I). Les nodules calcifiés apparaissent rapi-
dement (2 j) à partir des agrégats.

Immunocytochimie

Les marqueurs spécifiques ont été détectés par
immunofluorescence indirecte en utilisant plu-
sieurs antisérums : l’anticorps monoclonal
PAB419 détectant l’antigène T de SV40, les an-
ticorps anti-LCAM et NCAM, antifibronectine et
anticytokératine endo A (Kellermann et al,
1987), les anticorps monoclonaux de rat : SY38
antisynaptophysine (Dr Wiedenmann, Heidel-
berg, RFA), YC5/45 antisérotonine (Dr Milstein,
Cambridge, UK) l’anticorps de lapin anti Met-
enképhaline (Dr Cesselin, Paris). Des seconds
anticorps purifiés par affinité, couplés à la Rho-
damine, ont permis de visualiser les sites de
fixation du premier anticorps. Des contrôles né-
gatifs sans le premier anticorps ont été effec-
tués dans toutes les expériences.

Métabolisme de la sérotonine

La biosynthèse de sérotonine a été mesurée à
partir du tryptophane par radiochromatographie



et par dosage radioenzymatique. Les paramè-
tres de la capture de sérotonine sont mesurés à
37 °C après lavage des cellules dans un milieu
sans sérum. La capture a été inhibée par les
drogues suivantes: clomipramine (10-! moIA),
R04-1284 (10-5 mol/I); paroxetine (10-s molA);
ouabaïne (10! mol/1).

Identification histochlmique
de la phosphatase alcaline

Les coupes de nodules calcifiés (5 wm d’épais-
seur) sont fixés à 4 °C dans l’éthanol 95%, ex-
posées au naphtol ASBI phosphate (30 min,
37 °C, pH 8,6) et observées après contrecolora-
tion par fhématoxyline.

RÉSULTATS

Construction de plasmides
recombinants adéno-SV40

L’expression d’un gène viral dépend des
fonctions cellulaires de l’hôte. Les cellules

multipotentielles de l’embryon ou les cel-
lules EC sont résistantes à l’infection par
de nombreux virus comme polyome, SV40
ou les rétrovirus. SV40 ne s’exprime pas
avant le 9e ou le 10e jour de l’embryogé-
nèse de la souris et, in vitro, seules les cel-
lules différenciées permettent l’expression
virale et sont alors transformées. En re-

vanche, l’adénovirus s’exprime aussi bien
dans les cellules EC que dans les cellules
différenciées (Kelly et Condamine, 1982).

Nous avons donc décidé de faire appel
aux régions promotrices activatrices de
l’adénovirus pour faire exprimer la région
précoce du virus SV40 dans les cellules
embryonnaires précoces. Un plasmide,
PK4, a été construit avec la région précoce
de SV40 en aval de la séquence promo-
trice activatrice du gène E1A de l’adénovi-
rus de type 5. Des plasmides dérivés de

PK4 portant la région activatrice de SV40,
soit à l’intérieur du promoteur E1A, soit en
aval de la région précoce de SV40, ont
également été fabriqués (fig 1).

Expression de PK4 dans les cellules
de carcinome embryonnaire

Des lignées EC, F9 (Bernstine et al, 1973)
et 1003 (McBurney, 1976), ayant intégré le
plasmide PK4, ont été obtenues par co-
transfection de ce plasmide avec le plas-



mide PSVtkneo(3 et sélection des clones
résistants au G418. La permissivité de ces
2 lignées vis-à-vis de l’expression de PK4
s’est révélée très différente. Le promoteur
E1A de l’adénovirus permet une expres-
sion des fonctions précoces de SV40 dans
les clones 1003 PK4 à l’état EC. L’expres-
sion de l’antigène T de SV40 révélée par
immunofluorescence indirecte n’est donc

pas létale pour les cellules EC, n’induit pas
leur différenciation et n’empêche pas les
cellules 1003-PK4 de différencier, après
induction in viho ou in vivo, en dérivés des
3 feuillets embryonnaires.

En revanche, le promoteur E1 A de
l’adénovirus n’est pas suffisant pour per-
mettre une expression de l’antigène T de
SV40 dans les clones F9 transformés.
Cette restriction n’est levée, ni par une

augmentation du nombre de copies inté-

grées, ni par l’adjonction de l’activateur de
SV40 dans le plasmide PK4 en amont ou
en aval des gènes précoces de SV40 (ta-
bleau 1). Par contre l’induction de la diffé-
renciation des clones F9PK4 par l’acide ré-

tinoïque (AR) et le dibutyryl AMPc

(dbAMPc) s’accompagne d’une expression
de l’antigène T de SV40 (Kellermann et
Kelly, 1986).

Stratégie pour sélectionner des clones
précurseurs des lignages cellulaires à
partir des clones F9 K4b2 et 1003 PK4

L’induction de la différenciation des lignées
EC ayant intégré dans leur génome PK4
(F9 K4B2, 1003-PK4) conduit à l’obtention
d’une population immortalisée tumorigène
exprimant l’antigène T de SV40. Cette po-
pulation contient à la fois des dérivés du
neuroectoderme, du mésoderme et de l’en-
doderme ainsi que des cellules immatures.

Supposant que les cellules immatures si-
tuées au voisinage de cellules différen-
ciées pouvaient correspondre aux précur-
seurs recherchés, nous avons sélectionné,
puis cloné les précurseurs potentiels sur la
base des critères suivants :
- perte des marqueurs des EC, absence
de réversion vers l’état EC;
- expression de l’antigène T de SV40 et
immortalisation;
- phénotype stable à l’état de précurseur
et différenciation reproductible vers un seul
lignage.

L’expression de l’antigène T de SV40
nous a permis d’obtenir des clones avec
une fréquence élevée (efficacité de clo-



nage > 80%). En revanche, la sélection de
lignées de précurseurs s’est révélée parti-
culièrement difficile du fait de l’absence de

marqueurs connus spécifiques des étapes
précoces de l’embryogénèse. L’identité
des clones n’a pu être établie qu’après in-
duction, grâce à l’éventail des différencia-
tions obtenues (fig 2). Nous disposons
maintenant de clones représentatifs de cel-
lules souches de différentes voies de diffé-
renciation (Kellermann et al, 1987).

Caractérisation de clones précurseurs
des voies endodermique,
neuroectodermique ou mésodermique

Tous les clones immortalisés expriment
l’antigène T de SV40, présentent un phé-
notype stable à l’état de précurseur et sont
capables de se différencier in vitro et/ou in
vivo selon un programme cohérent et re-
productible. A titre d’exemple, voici les pro-
priétés de 3 de ces clones.

Précurseurs endodermiques

Le clone F9 K4b2 a été induit à se différen-
cier en agrégats en présence d’AR et de
dbcAMP. Les cellules qui se différencient à
la périphérie des agrégats expriment l’anti-
gène T de SV40. Elles ont le phénotype
des cellules extra-embryonnaires d’endo-
derme viscéral, elles synthétisent l’a-

foetoprotéine (Hogan et al, 1981) et la

villine (Buc-Caron et al, 1989). Des clones
endodermiques immortalisés ont été sélec-
tionnés après remise en culture des cel-
lules bordant les agrégats. ln vitro, le clone
H7 se différencie en cellules d’endoderme
viscéral. ln vivo, H7 a les propriétés d’un
précurseur endodermique multipotentiel.
Les tumeurs induites par l’injection du
clone H7 à des souris syngéniques sont
constituées d’un mélange de dérivés endo-
dermiques extra-embryonnaires (endo-
derme pariétal et viscéral) et embryon-
naires (épithélium intestinal avec des
cellules à mucus) (Kellermann et al, 1987).





Précurseur neuroectodermique

En absence d’inducteur, les cellules ICII
ont un phénotype épithélial (fig 3A) expri-
ment la cytokératine endo A et la protéine
d’adhésion L CAM. En présence de

dbAMPc, plus de 95% des cellules (ICII‘)
développent des extensions bipolaires
(fig 3C) et continuent de se diviser et d’ex-
primer l’antigène T de SV40. Elles expri-
ment la protéine d’adhésion NCAM, la fi-

bronectine, la synaptophysine (marqueur
des vésicules synaptiques) et la Met-

enképhaline. Par des dosages immunochi-
miques et radioenzymatiques, nous avons
montré que ces cellules ICII* synthétisent,
stockent (fig 3D) et captent un neuromé-
diateur, la sérotonine. La capture de séro-
tonine par ICII est abolie par des drogues
qui inhibent son transport membranaire et
granulaire dans les neurones sérotoniner-
giques.

Les cellules présentent donc 2 états
très homogènes: l’état de précurseur ICII
et l’état différencié ICII* de phénotype neu-
ronal ou neuroendocrinien sérotoninergi-
que (Buc-Caron et al, 1990).

Précurseur ostéogénique

Le clone CI a été sélectionné parmi
d’autres clones mésoblastiques car il ex-

prime des phosphatases alcalines de type
osseux. Les cellules CI expriment l’anti-

gène T de SV40 et présentent un phéno-
type stable en absence d’inducteur (fig
3E). ln vivo, les tumeurs induites par l’in-
jection du clone CI sont des ostéosar-

comes. ln vitro, en présence de 13 glycéro-
phosphate et d’acide ascorbique, CI forme
des nodules calcifiés (fig 3F). Les clichés
de microscopie électronique confirment la
minéralisation sur les fibres de collagène.

CI est donc un clone mésoblastique os-
téogénique, capable de former de l’os in
vitro et in vivo (Kellermann et al, 1990).

CONCLUSION

Le promoteur E1A de l’adénovirus permet
l’expression des oncogènes de SV40 au
cours des premiers stades de la différen-
ciation des cellules EC. Ceci nous a per-
mis d’immortaliser, de cloner, et de sélec-
tionner des lignées correspondant à des
cellules souches orientées vers les voies

neuroectodermique, mésodermique et en-
dodermique. Ces clones immortalisés sont
des outils cellulaires permettant d’étudier
les mécanismes de régulation génétique et
épigénique des cellules embryonnaires
précoces.
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