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INTRODUCTION

Les cellules souches embryonnaires ou cellules
ES dérivent des cellules du bouton embryonnaire
de  blastocystes et sont capables de
s’autorenouveller, c'est-a-dire de se muitiplier
indéfiniment en culture sans perdre leur
pluripotence. Jusqu'a présent, des lignées de
cellules ES ont été isolées uniquement chez les
rongeurs et les primates. Les nombreuses
tentatives d'isolement de lignées de cellules ES
chez les espéces d'intérét agronomique ont abouti
a [lobtention de cellules "ES-like” qui se
différencient spontanément en culture aprés
plusicurs jours. Cet échec semble dii aux
problemes d’adaptation des cellules souches
blastocytaires aux conditions de culture qui sont
insuffisantes pour permettre leur maintien en
autorenouvellement. Trois facteurs de transcrip-
tion indispensables & [I'autorenouvellement des
cellules ES ont été caractérisés chez la souris et
les primates: les facteurs Oct-4, Nanog et Sox-2.
Notre strategie vise donc a swexprimer ces
facteurs d’autorenouvellement dans les cellules
blastocytaires mises en culture, afin de faciliter
I’isolement de lignées de cellules ES chez le lapin.
Pour cela, nous développons une technique basée
sur la transduction protéique via la protéine TAT
du virus HIV. Afin d’analyser Peffet de ces
protéines "TAT-fusions”, nous nous proposons de
comparer les signatures transcriptomiques des
cellules naturellement pluripotentes du bouton
embryonnaire de blastocystes de lapin, des
cellules blastocytaires mises en culture et des
celtules blastocytaires transduites i vitro, ¢est-a-
dire cultivées en présence des protéines fusions
"TAT-Oct-4", "TAT-Nanog” et/ou "TAT-Sox-2".

RESULTATS

Dans un premier temps, nous avons mis au point
les conditions d’isclement et de culture des
boutons embryonnaires de lapin, afin d’obtenir de
fagon reproductible des colonies de celiules
blastocytaires morphologiquement identi-ques aux
cellules ES humaines. Ces cellules sont positives
pour l'activité phosphatase alcaline et expriment
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le géne d autorenouvellement Oct-4, deux
caractéristiques des cellules ES. Elles se divisent
tres rapidement et doivent étre dissocides
mécaniquement et réensemencées tous les deux
jours. Elles commencent & se différencier
spontanément 4 partir du 5éme passage et cette
différenciation  s’accompagne de la  perte
d’expression du géne Qct-4.

Nous analysons maintenant le transcrip-tome de
ces cellules "ES-Tike” obtenues au second passage,
¢’est-a-dire avant tous signes morpho-logiques ou
moléculaires de différenciation. Pour cela, nous
utilisons un réseau dédié a I’étude de I'embryon
préimplantatoire de lapin. Ce réseau comporte
2000 séquences correspondant i des contigs
uniques, exprimées au cours de la période qui
s’etend de [Dactivation transcriptionnelle du
génome embryonnaire A I’apparition des premié-
res cellules différencies au stade blastocyste. A
ce stade, I'embryon de lapin comporte deux
catégories de cellules : les cellules naturellement
pluripotentes du bouton embryonnaire et les
premiéres cellules différenciées du trophecto-
derme. Ce réseau est criblé par des cibles
complexes. correspondant aux transcrits des
cellules blastocytaires "ES-like” d’une part, des
boutons embryonnaires isolés a partir de
blastocystes de lapin et des blastocystes de lapin
entiers d’autre part. Les criblages différenticls
sont réalisés selon des procédures établies au
laboratoire et destinées 4 optimiser les conditions
d’obtention de résultats fiables a partir d’un
nombre limité d’échantilions de matériel rare.

CONCLUSION

Ces premiers criblages nous procureront une
signature  transcriptomique comparative  des
cellules biastocytaires "ES-like” de lapin ot des
cellules naturellement pluripotentes du bouton
embryonmaire. Cette signature sera ensuite
comparé¢e 4 celle de ces mémes cellules "ES-like”
transduites in virro, afin d’érudier 'effet de
différentes  molécules fusions “TAT-protéine
d’autorencuvellement” sur le maintien de leur
pluripotence.
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