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INTRODUCTION

L’obtention de cellules souches embryonnaires
pluripotentes (cellules ES) chez le lapin est un
objectif important pour le développement
biotechnologique de la transgenése dans les
domaines de 1’¢levage et de la médecine. Seules
des cellules «ES like» qui expriment les
marqueurs d’auto renouvellement Oct4, Nanog et
SSEA-1 ont été récemment dérivées chez le lapin
en cultivant des blastocystes entiers en présence
de bFGF et de LIF avec un rendement de 10%
(Honda et coll., 2008). Cependant, les cellules ES
de lapin obtenues ne sont pas capables de former
des chimeéres par colonisation du bouton
embryonnaire d’un blastocyste. L’objectif de
notre projet est d’obtenir des cellules souches
pluripotentes de lapin modifiables génétiquement
et qui sont capables de former des chimeéres
somatiques et germinales.

MATERIEL ET METHODES

Trois jours apreés fécondation, les
embryons de lapin New Zeland au stade morula
ont été récoltés. Apres 24h de culture (38°C, 5%
CO2) les manteaux muqueux des embryons au
stade blastocyste ont été éliminés par une
digestion protéolytique (Pronase). Les boutons
embryonnaires séparés du trophectoderme par
immunochirurgie ont été mis en culture sur des
tapis de fibroblastes de souris en milieu
DMEM/F12 + 20% KO-SR en présence de bFGF
(12 ng/ml) seul ou avec et sans LIF. Aprés 5 a 6
jours de culture (37°C et 5% CO02), les colonies
obtenues ont été traitées a la collagénase II
(Img/ml, Imin), disséquées mécaniquement puis
cultivées sur de nouveaux tapis de cellules
nourricieres. Le repiquage des colonies est réalisé
tous les 3 ou 4 jours. Les lignées de cellules ES de
lapin sont considérées comme établies apres 10
passages  successifs. Les  marqueurs de
pluripotence ont été analysés par
immunofluorescence indirecte sur des cellules ES
fixées a la paraformadehyde 2% a 1’aide
d’anticorps spécifiques dirigés contre les protéines
Oct4, Nanog et SSEA-1. La capacité de cellules
embryonnaires isolées a reformer des colonies de
cellules a été testée apres trypsination et remise en

culture des cellules individualisées sur des tapis
de cellules nourriciéres.

RESULTATS

Le pourcentage de lignées de cellules souches
embryonnaires de lapin dérivées a partir de la
mise en culture des boutons embryonnaires de
blastocyste est supérieur a 50%. Douze lignées
ont été sélectionnées sur leur aspect de cellules
souches et amplifiées. Les cellules ES de lapin
obtenues expriment fortement la phosphatase
alcaline ainsi que les marqueurs de pluripotence
Oct4, Nanog et SSEA-1. Les cellules ES ont été
cultivées jusqu’au quinziéme passage sans perte
de leur morphologie, ni de leur capacité a s’auto
renouveler. Les cellules ES isolées ont la capacité
de reformer des colonies avec un rendement
proche de 5%.

Caractérisation des cellules ES de lapin au
passage 10.
DISCUSSION ET CONCLUSION
Contrairement aux résultats présentés par
Honda et coll., 2008, la mise en culture du bouton

embryonnaire  seul, malgré le traitement
enzymatique, favorise la dérivation des cellules
souches embryonnaires dépendante du bFGF. De
plus, en conditions de culture similaires, le LIF
n’apparait pas comme nécessaire a la dérivation
de cellules embryonnaires chez le lapin.
L’expression de la phosphatase alcaline et des
marqueurs Oct4, Nanog et SSEA-1 ainsi que la
capacité des cellules obtenues a étre clonées
souligne le caractére pluripotent des cellules « ES
like » obtenues. La caractérisation compléte des
lignées obtenues est en cours de réalisation.
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