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>’émergence de cellules souches germinales est
une décision cellulaire fondamentale pour la perpé-
tuation de I'espece. Les processus de spécification
et de différenciation de la lignée germinale restent
cependant mal caractérisés chez les mammiferes
en raison du nombre tres limité des cellules fon-
datrices et de leur apparition précoce au cours
du développement embryonnaire. Leur acces est
de plus restreint dans I"espece humaine pour des
raisons éthiques évidentes. Le développement d’un
systéme de dérivation in vitro de cellules souches
germinales a partir de cellules €S est une priorité
pour I’analyse fondamentale des mécanismes sous-
jacents a la spécification et a la mise en place de
I'identité épigénétique de ces cellules. La disponi-
bilité de ce modele cellulaire permettrait de plus
I’évaluation in vitro des effets génotoxiques de
certains agents environnementaux et médicamen-
teux sur le développement gamétique. Cet outil pro-
met enfin des avancées importantes en médecine
reproductive, avec la perspective de recoloniser les
gonades d’hommes stériles ou de produire in vitro
des ovocytes compétents pour la fécondation ou le
transfert nucléaire. La dérivation de cellules sou-
ches germinales males a partir de cellules €S et leur
différenciation in vitro ont récemment été réalisées
chez la souris. Les défauts d’identité cellulaire et
épigénétiques que présentent ces gametes synthé-
tiques mettent en évidence les contraintes spatiales
et temporelles requises pour la spécification ger-
minale et devraient permettre aux spécialistes de
développer des protocoles plus adaptés. <
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embryonnaires (€SC) de la masse cellulaire interne
ont la capacité de donner naissance a tous les types
cellulaires spécialisés, a I'exception des tissus extra-
embryonnaires. Elles sont dites pluripotentes. Une
sous-population de ces £SC donne naissance aux cellu-
les germinales primordiales (PGC), qui sont des cellules
souches germinales (GSC) seulement présentes pendant
la vie feetale. Chez les mdles, une deuxieme population
de GSC réside dans les gonades apres la naissance, ce
sont les cellules souches spermatogoniales (SSC) qui
alimentent la voie de la spermatogenese chez 'adulte.
Les GSC ne sont pas totipotentes per se, mais perpé-
tuent la totipotence de génération en génération : elles
sont a I'origine de la production de gameétes qui, aprés
fécondation, permettent la différenciation de tous les
tissus sans exception dans I"individu en développement.
Les dérivés in vitro des €SC, des PGC et des SSC sont res-
pectivement les cellules €S, les cellules €G et les cellules
GS (Figure 1). Ces modéles cellulaires conservent leur
pluripotence, comme I’indique leur capacité a former
les trois feuillets embryonnaires [1-3]. Uefficacité de
dérivation des €G et des GS est cependant limitée par
la rareté et les difficultés d’identification et d’acces
de leurs précurseurs biologiques. De plus, leur différen-

Des cellules souches embryonnaires aux cellules
souches germinales, in vivo et in vitro

Uovocyte fécondé est a I’origine du développement d’un
organisme entier et représente a cet égard la cellule
totipotente par excellence. Aprés quelques divisions
cellulaires, au stade blastocyste, les cellules souches
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ciation in vitro en gametes matures et la manipulation
de leur matériel génétique ne sont pas encore réalisées
en routine [4]. Le développement d’un protocole de
dérivation et de différenciation in vitro de cellules ger-
minales a partir de cellules €S est une priorité.

Les €SC peuvent se spécialiser en PGC au cours du déve-
loppement [5,6]. Les cellules €S dérivées in vitro sont
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aussi capables de coloniser la lignée germinale in vivo aprés injection
dans un blastocyste. Plusieurs laboratoires ont récemment réussi a
imposer un destin germinal a des cellules €S dans une boite de culture
[7-11]. Ces GSC dérivées de cellules €S peuvent étre différenciées
apres culture en spermatides ou en ovocytes, suivant la composition
chromosomique XY ou XX des cellules €S d’origine. Cependant, ces
modeles cellulaires de différenciation germinale ne reproduisent
pas les caractéristiques spatiales et temporelles du développement
gamétique in vivo, et se pose légitimement la question de I'intégrité
génétique et épigénétique des cellules germinales dérivées des cellu-
les €S et de leur utilisation potentielle en médecine reproductive. Les
contraintes d’environnement et de cinétique sont notamment crucia-
les pour la reprogrammation des profils de méthylation de I’ADN qui
accompagnent la différenciation germinale male [12].

Mise au point d’un protocole de dérivation
in vitro de GSC males a partir de cellules €S

Spécification des cellules germinales primordiales

La dissection des mécanismes de spécification des cellules germinales
primordiales au cours du développement a été décisive pour I’élabora-
tion des protocoles de dérivation de GSC a partir de cellules €S [5, 6].
Chez la souris, les PGC se développent au sein de Iépiblaste proximal a
6 jours (Figure 1), sous I'impulsion de facteurs de croissance produits

par I'ectoderme extra-embryonnaire avoisinant tels que
Bmp4 (bone morphogenic protein). Les PGC sont identi-
fiables pour la premiere fois a 7,25 jours de développe-
ment a la base de "allantoide par leur propriété a expri-
mer la phosphatase alcaline et divers autres marqueurs
de pluripotence. Les PGC entrent alors en phase de
prolifération et de migration de 8,5 a 9,5 jours et colo-
nisent les ébauches gonadiques entre 10,5 et 11,5 jours.
Les gonades acquierent des signes distinctifs mdles ou
femelles a 12,5 jours, respectivement déterminés par
la présence ou I’absence du géne Sry (chromosome Y).
Le sexe génétique des gonades influence a 13,5 jours la
décision des PGC d’entrer en méiose ou en mitose [13].
Les PGC femelles colonisant les ébauches ovariennes
s’engagent en prophase de méiose I. Il s’agit d’un pro-
cessus par défaut puisque les PGC males positionnées
en dehors des gonades mdles (par migration illégitime
ou par transplantation artificielle) adoptent aussi un
destin méiotique mais dégénérent rapidement. Les PGC
males intégrées dans les gonades males répondent a
des déterminants sécrétés par les cellules de Sertoli
environnantes et conservent leur activité mitotique
jusqu’a 14,5 jours. Elles entrent alors en phase de quies-
cence G0/GIl et prennent le nom de prospermatogo-

nies. Cet arrét mitotique

est levé a la naissance et
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in vitro. Au cours du développement embryonnaire, la masse cellulaire interne (ICM) (vert) du blastocyste est
composée de cellules souches embryonnaires (€SC). Ces cellules peuvent étres dérivées in vitro et sont appelées
cellules €S. Au jour 6 de développement, les cellules germinales primordiales (PGC) (bleu) se développent au sein
de I’épiblaste proximal dérivant de I’ICM. Aprés une phase de prolifération et de migration, les PGC colonisent
les ébauches gonadiques vers J11,5. Chez les males, les PGC proliférent jusqu’a J15,5 ou elles entrent en phase de
quiescence (stade prospermatogonies). Les dérivés in vitro des PGC et des prospermatogonies présentes pendant
la vie prénatale sont les cellules €G. Enfin, un autre type de cellules souches germinales réside dans les gonades

aprés la naissance, ce sont les cellules souches spermatogoniales (SSC) qui alimentent la voie spermatogénéti-

que chez 'adulte et a partir desquelles sont dérivées les cellules GS.
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Figure 1. Ontogénie des différents types de cellules souches embryonnaires et germinales in vivo et leurs dérivés

de cellules précurseurs, et
des cellules s’engageant
dans le processus de dif-
férenciation spermatogé-
nétique pour produire les
spermatozoides [14].

Différenciation

de cellules €S en GSC

de type PGC
Uidentification de voies
génétiques communes et
distinctes entre les cellu-
les souches embryonnaires
et germinales a constitué
la seconde grande avan-
cée dans la quéte du pro-
tocole de dérivation de



GSC & partir de cellules €S (Figure 2) [15]. Les cellules
€S et les GSC partagent les mémes marqueurs molé-
culaires de pluripotence tels que Oct4, SSEAI, Stella,
Nanog et la phosphatase alcaline. Les GSC feetales et
adultes expriment en plus des facteurs liés a la lignée
germinale comme Mvh (mouse vasa homolog) et GCNAL
(germ cell nuclear antigen 1). I est & noter que les PGC
expriment spécifiquement le marqueur c-kit, alors que
les SSC expriment spécifiquement Stra8 (stimulated by
retinoic acid 8). €nfin, la prolifération des GSC est sti-
mulée in vitro par I'acide rétinoique alors que ce méme
agent induit la différenciation et la perte de pluripo-
tence des cellules €S [16].

Grace a ces connaissances, comment a-t-il été possible
d’imposer un destin germinal a des cellules €S dans une
boite de culture ? Les groupes de T.Noce et G.Q. Daley
ont eu recours a des stratégies expérimentales similaires,
fondées sur la reconnaissance d’une population émer-
gente de cellules germinales dans des corps embryoides,
qui sont des structures cellulaires tridimensionnelles
issues de la différenciation d’agrégats de cellules €S
en réponse A un traitement par I'acide rétinoique (RA)
(Figure 3A) [7, 91. Ce protocole a également été appli-
qué avec succes a des cellules €S humaines [10]. Trois
a 7 jours de différenciation sont suffisants pour voir
apparaitre spontanément et fréquemment des GSC,
reconnaissables par I'expression conjointe de marqueurs
de pluripotence et de «germinalité » (respectivement
SSEA1/0ct4 et Mvh). Uadjonction de déterminants molé-

culaires de spécification des PGC comme Bmp4 améliore le rendement
de cette méthode. Les corps embryoides reproduisent une organisation
tissulaire remarquablement similaire aux ébauches gonadiques feetales.
U'expression du récepteur de ’hormone lutéinisante et du facteur anti-
miillerien dans ces corps embryoides révele la présence respective de
cellules de Leydig et de cellules de Sertoli. Ces cellules constituent le
compartiment somatique des gonades et assurent la fonction endocrine
et la différenciation sexuelle mdle de cet organe, et en conséquence
I’orientation vers un destin mitotique des PGC madles. Dans ces struc-
tures, les cellules germinales émergentes sont localisées a proximité
de cellules hématopoiétiques, comme au cours du développement
embryonnaire normal. Les corps embryoides constitueraient donc un
microenvironnement favorable au développement in vitro d’une niche
germinale de type PGC. Ces cellules peuvent étre isolées par cytométrie
de flux et maintenues en culture a I'état pluripotent, puis leur diffé-
renciation induite soit en spermatozoides aprés transplantation dans
un testicule donneur [7], ou in vitro en spermatides aprés 10 jours de
culture [9]. Les génes requis pour les étapes-clés de la spermatogenése
liées a la méiose et a la maturation spermatidique sont bien exprimés au
cours de la différenciation in vitro. Enfin, le pouvoir fécondant des sper-
matides in vitro a été démontré par I'obtention de blastocystes aprés
injection intracytoplasmique dans des ovocytes (ICSI), mais il nexiste
pas de données quant a leur capacité a promouvoir le développement
embryonnaire au-dela de I'implantation.

Différenciation de cellules €S en GSC de type SSC

Plus récemment, le groupe de W. Engel a développé une technique
permettant d’obtenir des GSC toujours par traitement de cellules €S
par I'acide rétinoique mais dans un systéme en deux dimensions [11].
Contrairement aux groupes précédents

esc PGC prospermatogonie
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Figure 2. Déterminants moléculaires associés aux cellules €S, aux GSC mdles et aux différentes
phases de la spermatogenése. Les marqueurs de pluripotence (jaune) sont communs aux cellules
€S, PGC, prospermatogonies et SSC. Les marqueurs liés a la lignée germinale (vert) sont expri-
més a partir des PGC et tout au long de la spermatogenése. Des déterminants spécifiques sont
exprimés a des stades clés au cours de la différenciation gamétique mdle : c-kit (gris) dans les
PGC et dans une moindre mesure dans les prospermatogonies. C-kit n’est pas exprimé dans les
SSC mais réapparait dans les spermatogonies en phase de multiplication [15]; Stra8 (rose) est
exprimé au cours de la vie post-natale dans les SSC et se maintient dans les spermatogonies.

Enfin, divers marqueurs associés a la différenciation terminale (bleu) sont exprimés dans les

spermatocytes et spermatides.
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spermatogonie spermatocyte

qui avaient isolé des GSC de type PGC,
les auteurs ont ici dérivé des GSC de type
SSC, définies par I'utilisation du mar-

spermatide

queur spécifique Strad dans leur straté-
gie de sélection et confirmées par 'ab-
sence d’expression de c-kit (Figures 2
et 3B) [15]. Leffervescence médiatique
suscitée par ce travail est liée au fait

Scp1/Scp3 que les auteurs ont pu ensuite différen-

— -"Fll cier in vitro des spermatides en 3 jours

Reroive (contre 10 jours précédemment) et que
la fonctionnalité de ces gametes in vitro
a été démontrée au-dela du développe-
ment préimplantatoire par la naissance
d’animaux viables aprés ICSI (intracyto-
plasmic sperm injection). Cette prouesse
technique s’accompagne cependant de
nombreuses questions quant a la validité
d’une telle méthode car peu d’animaux
dérivés de ces gameétes synthétiques se
développent jusqu’a la naissance, et

les quelques animaux nés présentent

o>

621

REVUES

SYNTHESE



622

des anomalies de croissance et meurent prématurément. Plusieurs
arguments développés ci-dessous laissent penser que les spermatides
dérivés de cellules €S ont des anomalies d’identité cellulaire, ce qui
a des répercussions sur leur intégrité génétique et épigénétique. Le
choix d’une méthode accélérée de dérivation in vitro bidimensionnelle
et la stratégie de sélection de cellules souches germinales de type SSC
plut6t que PGC accentueraient de plus ces anomalies.

Cinétique perturbée :
effet sur I’identité cellulaire et I'intégrité génétique

Le cycle spermatogénétique (de la SSC au spermatozoide) requiert 35
jours chez la souris (Figure 4) [17]. La spermatogenése implique une
étape de multiplication des spermatogonies, une phase d’échange
de matériel génétique et de réduction chromosomique dans les
spermatocytes en méiose | et I, et une phase de maturation finale
aboutissant a la formation des spermatides et enfin des spermatozoi-
des. La progression de ces phases est-elle respectée en 10 jours ou 3
jours ? La phase de multiplication des spermatogonies consiste en un
enchainement de 6 divisions mitotiques (spermatogonies Al, A2, A3,
A4, intermédiaires et B), aboutissant a une production de 64 cellules
a partir d’une cellule SSC [14]. Aucune donnée n’est disponible quant
au rendement des procédures de différenciation in vitro et il est donc
difficile d’estimer si cette phase d’amplification est respectée. Le
marqueur de prolifération des spermatogonies, c-kit, est bien exprimé
apres 'induction de la différenciation attestant de I"entrée des cellu-
les dans le cycle spermatogénétique (Figure 2), mais cette expression

coexiste avec I’expression de marqueurs spécifiques des
phases suivantes de la spermatogenése, méiotique et
post-méiotique. Deux interprétations sont possibles:
(1) la différenciation in vitro produit dés 3 jours une
population hétérogéne de cellules a différents stades
de différenciation malgré une induction simultanée, ou
(2) chacune de ces cellules exprime simultanément des
marqueurs pré-méiotiques, méiotiques et post-méioti-
ques, traduisant un programme anarchique de différen-
ciation sans respect de I"enchainement séquentiel des
différentes phases de la spermatogenese.
La méiose pourrait étre particulierement sensible a
cette compaction du temps de spermatogenése, en rai-
son de sa durée (10 jours), mais également des contrd-
les de qualité du matériel génétique qui operent pen-
dant cette période. Un point de contrdle (check-point)
tres strict existe au stade pachyténe de prophase de
méiose |, contr6lant "appariement de tous les autoso-
mes homologues et induisant une réponse apoptotique
en cas de non-conformité afin de prévenir la production
de cellules avec un nombre aberrant de chromosomes
[18]. Les spermatides dérivés de cellules €S ont bien
un contenu d’ADN égal a 1n déterminé par cytométrie
de flux, suggérant que la réduction méiotique a bien
eu lieu. On ne peut cependant pas exclure des pertes
ou des gains de 1 ou 2 chromosomes, attendus en cas
d’un défaut d'activation du check-point. Les forts taux
d’échec d’implantation des embryons
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Figure 3. Deux stratégies expérimentales différentes pour I"obtention in vitro de GSC a partir de
cellules S et leur différenciation en spermatides. A. Selon les groupes de T. Noce et G.Q. Daley,
la différenciation d’agrégats de cellules €S (vert) par I’acide rétinoique (RA) permet I"obtention
d’une population de cellules germinale GSC (bleu) au sein des corps embryoides. La sélection
de ces cellules par les marqueurs SSEA1/Mvh et leur stimulation par Bmp4 indique une identité
de type PGC. Les corps embryoides abritent de plus des cellules somatiques gonadiques qui
synthétisent des déterminants (fléches) requis pour la spécification sexuelle des PGC in vivo. La
différenciation in vitro de ces GSC en spermatides se fait aprés 10 jours de culture. B. Le groupe
de W. Engel utilise une méthode en deux dimensions sur bofte de Pétri pour dériver des GSC apres
induction de cellules €S par I’acide rétinoique (RA). Le recours & Stra8 comme marqueur oriente

vers une sélection de GSC type SSC (voir Figure 2). La différenciation en spermatides est achevée

en 3 jours.
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dérivés des spermatides synthétiques
et de mortalité prénatale pourraient
refléter des aberrations de nombre des
chromosomes portés par ces spermatides
et transmises a la descendance.

PGC ou SSC: effet sur I'identité
épigénétique parentale

% La gamétogenése n’est pas seulement

responsable de la création d’un état de
totipotence et de la mise en place de I’hé-
rédité génétique. Elle permet également
I’acquisition de marques de distinction
parentale reconnues sous le terme d’em-
preinte génomique et qui déterminent
le profil d’expression parent-spécifique
d’une centaine de genes avec des effets
prépondérants sur le développement
embryonnaire et post-natal [12, 19]. La
mise en place de ’empreinte correspond
a un marquage par méthylation de I’ADN
des génes soumis @ empreinte paternelle
et maternelle, respectivement dans les



gametes mdles et femelles. Cette fonction fait inter-
venir ’ADN méthyltransférase de novo DNMT3A, dont
I’activité est stimulée par I’homologue d’ADN méthyl-
transférase DNMT3L [20]. DNMT3L est catalytiquement
inactive mais orchestre la mise en place des profils de
méthylation dans la lignée germinale [21-23].

€n ce qui concerne I’empreinte paternelle, les marques
de méthylation sont acquises dans les prosperma-
togonies, cellules intermédiaires entre les PGC et les
SSC, présentes dans les gonades males de 14,5 jours
de développement a quelques jours apres la naissance
(Figure 4) [24]. Cette fenétre précise coincide avec
I’expression spécifique de Dnmt3L au cours de la sper-
matogenese, alors que Dnmt3A a un profil d’expression
plus large [22, 25]. Les marques d’empreinte sont

ensuite maintenues au cours des stades suivants de la spermatoge-
nése et apres fécondation dans I'individu en développement. Les PGC
pré-migratoires et en phase de migration ont une empreinte biparen-
tale de type somatique, comme toutes les cellules de I"embryon. Ces
marques doivent étre effacées, afin de permettre le rétablissement de
’empreinte en fonction du sexe de I’individu [26, 27]. Uentrée dans
les gonades déclenche aux alentours de 11,5 jours un effacement des
marques de méthylation somatiques. L'environnement gonadique male
détermine ensuite non seulement I"engagement des PGC vers un des-
tin mitotique male, mais aussi I’acquisition subséquente de marques
d’empreinte paternelle [28].
Dériver des GSC madles matures a partir de cellules €S implique qu’il
faille : (1) effacer les marques d’empreinte somatique des cellules €S,
comme cela se produit in vivo dans les PGC qui colonisent les gonades,
puis (2) établir un profil d’empreinte paternelle dans ces cellules au
cours de leur différenciation in vitro.

Spermatide Spermutozo'l'de

Spermatocyte /v
Méiose Il
Spermatocyte @
Méiose |

Spermatogonies
(A1, A2, A3, A4

intermédiaire et B) \ naissance i
@ ! DNMT3L

SsC
Prospermatogonie
J 15,5

Etablissement
empreinte paternelle

Figure 4. Cycle de ’empreinte parentale au cours de la gamétogenese mdle chez la souris. 'em-
preinte parentale est établie au cours de la gamétogenése. Au moment de la fécondation, les
spermatozoides sont porteurs d’une empreinte paternelle (bleu) et les ovocytes d’une empreinte
maternelle (rouge). Les cellules germinales primordiales (PGC) émergent a J6,5 et sont retrou-
vées & la base de Iallantoide &8,5. A ce stade I’empreinte parentale est toujours de type bipa-
rentale somatique (bleu + rouge). Entre J8,5 et 11,5, les PGC migrent pour rejoindre les ébauches
gonadiques. Leffacement de I"empreinte parentale s’effectue dans ces PGC post-migration a
J12,5. Les PGC intégrés dans les ébauches gonadiques madles proliférent jusqu’a J15,5 ou elles
entrent en phase de quiescence (stade prospermatogonies). A ce stade, I’empreinte paternelle
(bleu) est établie par méthylation de I’ADN sous I'action de I’homologue d’ADN-méthyltrans-
férase DNMT3L. A la naissance les prospermatogonies se différencient en SSC mitotiquement
actives. Les SSC ont une capacité d’auto-renouvellement alimentant le pool de cellules souches,
et de différenciation passant par divers intermédiaires (spermatogonies, spermatocytes et sper-

matides) pour produire des gaméte haploides males matures (spermatozoides) porteurs d’une

empreinte paternelle.
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fecondm -

Les corps embryoides utilisés par les
groupes de Daley et Noce reproduisent

/ .-::1. Ovocyte un environnement gonadique propice a
la formation de GSC de type PGC [7, 9]
et qui pourrait également stimuler la

s i --Tp.l Zygote reprogrammation de I’empreinte dans
’-_'* J0,5 ces cellules. Les profils de méthylation
biparentaux sont effectivement effacés,

\ - s a condition cependant que les cellules
F\ el soient maintenues pendant une semaine

PGC en migration

I a P’état indifférencié [9]. On ne sait pas

si ces cellules acquiérent ensuite des
marques de méthylation paternelles au

/

| cours de leur différenciation. Le groupe
|

de Engel utilise une méthode de culture

PGC post-migration
J12,5

Effacement
empreinte parentale

bidimensionnelle qui ne reproduit pas
une architecture tissulaire analogue a
des ébauches gonadiques et sélectionne
de plus des GSC de type SSC [11]. Cela
implique que les types cellulaires cor-
respondant aux phases d’effacement
(PGC) et d’acquisition (prospermato-
gonies) des marques de méthylation
paternelles ont été court-circuités lors
de cette dérivation. Les GSC de type SSC
et les spermatides issus de leur diffé-
renciation montrent effectivement des
aberrations de méthylation des genes
soumis @ empreinte paternelle tels que
HI19, et soumis a empreinte maternelle
tels que Snrpn et Igf2R. Les anomalies
de méthylation semblent completement
aléatoires et ne permettent pas de dis-
cerner des défauts d’effacement des
marques d’empreinte somatiques, d’éta-
blissement de I"empreinte paternelle
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€SC: embryonic stem cells ou cellules souches embryonnaires de la
masse cellulaire interne du blastocyste. Elles ont la capacité de former
tous les feuillets embryonnaires, y compris la lignée germinale.

GSC: germ stem cells ou cellules souches germinales.

PGC: primordial germ cells ou cellules germinales primordiales. Elles
constituent la réserve de cellules souches germinales pendant la vie
feetale.

SSC: spermatogonial stem cells ou cellules souches spermatogoniales.
Population de cellules souches germinales présentes apres la naissance
dans les gonades males.

€S : embryonic stem cells. Cellules dérivées in vitro a partir des €SC.

€G : embryonic germ cells. Cellules dérivées in vitro a partir de GSC issues
de gonades prénatales (PGC et prospermatogonies chez les males).

GS : germ line stem cells. Cellules dérivées in vitro a partir des SSC.
Bmp4 : bone morphogenic protein. Facteur de croissance sécrété au
cours du développement embryonnaire par I’ectoderme extra-embryon-
naire et induisant la spécification des PGC.

Mvh : mouse vasa homologue. ARN hélicase ATP-dépendante, essentielle
pour la spécification et le maintien des cellules germinales.

GCNAL : germ cell nuclear antigen 1. Marqueur de la lignée germinale
male et femelle. De fonction encore inconnue, cet antigéne est détecté
depuis les PGC post-migratoires jusqu’aux spermatides.

SSEAL : stage specific embryonic antigen-1. Marqueur de cellules pluri-
potentes, c’est un oligosaccharide de surface impliqué dans la compac-
tion cellulaire au cours du développement.

OCT4 : octamer binding transcription factor 4. Facteur de transcription
déterminant de pluripotence. Il contrdle I’équilibre entre auto-renou-
vellement et différenciation des cellules souches.

Stra8 : stimulated by retinoic acid 8. Stimulé par I’acide rétinoique, ce
facteur semble requis pour ’entrée en méiose des PGC femelles pendant
la vie feetale. Chez les mdles, il est exprimé dans les cellules souches
spermatogoniales apres la naissance.

RA: retinoic acid ou acide rétinoique. Dérivé actif de la vitamine A,
qui, en se liant a ses récepteurs nucléaires, induit I’expression de genes
cibles impliqués dans le développement embryonnaire et la différencia-
tion cellulaire.

ICSI = intracytoplasmic sperm injection. Technique de fécondation in
vitro par injection de tétes de spermatozoides dans le cytoplasme d’un
ovocyte.

DNMT: ADN méthyltransférases, enzymes responsables de la méthy-
lation de L’ADN. L’enzyme DNMT3A en association avec son homologue
inactif DNMT3L sont notamment impliquées dans la mise en place au
cours de la gamétogenese des marques de méthylation spécifiques du
sexe, liées aux génes soumis a empreinte génomique.

ou d’acquisition illégitime d’empreinte maternelle dans les gametes
males dérivés in vitro. La dérivation de cellules type SSC plutdot que
PGC n’est donc pas adéquate pour la reprogrammation de "empreinte,
et la différenciation in vitro n’est pas non plus suffisante pour stimuler
des mécanismes de correction d’empreinte défectueuse. Une analyse
du profil d’expression de DNMT3A et DNMT3L dans chacun des modéles
permettrait de révéler si la machinerie d’acquisition de I’empreinte
est bien présente et dans quel type cellulaire. Cette étude serait par-
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ticulierement informative pour DNMT3L, dont le profil
d’expression spatial et temporel coincide parfaitement
avec la cinétique d’acquisition de I"empreinte dans la
lignée germinale madle et femelle [21, 22].

Des anomalies de méthylation des génes soumis a
empreinte sont retrouvées chez les animaux nés de I’in-
jection ovocytaire intracytoplasmique de ces spermati-
des dérivés de cellules €S. Le phénotype de croissance
et de létalité précoce des quelques animaux nés de
cette procédure montre des similarités flagrantes avec
les animaux issus de clonage par transfert de noyau
somatique ou des aberrations de méthylation et de
régulation des génes soumis a empreinte sont égale-
ment documentées [29]. Le débat quant a I'utilisation
potentielle de la technique de clonage a des fins thé-
rapeutiques, et stimulé par ces anomalies d’empreinte
[30], est finalement transférable a P'utilisation poten-
tielle en médecine reproductive de gametes issus de
méthodes de dérivation et différenciation in vitro. ¢

SUMMARY

In vitro methods of male germ cell

specification and differentiation

Germ line specification is an early cell fate decision
essential for the transmission of totipotency over gene-
rations. Two types of germ line stem cells populate the
male gonads in mammals. Primordial germ cells (PGCs)
are the germ line founders only present during prenatal
life. Spermatogonial stem cells (SSCs) appear a few days
after birth and divide asymmetrically to give rise to one
stem cell and one spermatogonia that initiates differen-
tiation to produce spermatozoa. Germ cell specification
and differentiation involve specific environmental stimuli
and a sequential order of maturating phases required
for gamete function. Spatio-temporal controls similarly
dictate the erasure of somatic methylation marks and the
subsequent acquisition of sex-specific marks at imprin-
ted genes in gametes. We review here the recent advan-
cements in male germ cell derivation from €S cells and
discuss the limits of these in vitro methods in providing
a kinetics and a microenvironment suitable for the pro-
gramming of a proper gametic and parental identity. ¢
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