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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-

Thorsteinsdottir U, Eaves
(), et al. Overexpression of
HOXB4 in hematopoietic
cells causes the selective
expansion of more
primitive populations in
vitro and in vivo. Genes Dev
1995; 9 : 1753-65.

8. Schleinitz N, Lopez F, Vivier
€, Vely F. Les cellules
natural killer : tuer ou ne
pas tuer ? Med Sci 2001 ;
17:504-9.

9. Mazurier F, Fontanellas A,
Salesse S, et al. A novel
immunodeficient mouse
model-RAG2 x common
cytokine receptor gamma
chain double mutants-
requiring exogenous
cytokine administration for
human hematopoietic stem
cell engraftment. J
Interferon Cytokine Res
1999 ;19 : 533-41.
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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

Article disponible sur le site http://www.medecinesciences.org ou http://dx.doi.org/10.1051/medsci/20021867654
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ventricule est visible des J11,5 et aug-
mente ensuite (Figure 1). Par ailleurs, la
méthode TUNEL révele une apoptose
importante dans différentes couches de
cellules nerveuses y compris dans le cor-
tex des J10,5. A cet dage, les feetus ne
présentent pas encore de signe d’anémie
due au blocage de I'érythropoiese défi-
nitive ou aux malformations cardiaques,
ce qui suggere trés fortement que cette
apoptose est bien une conséquence
directe de I’absence d’expression de
I’EpoR. De plus, les zones présentant une
apoptose chez les souris EpoR™~ corres-
pondent parfaitement aux zones qui
expriment I’EpoR dans les souris sau-
vages (Figure 1).

Les auteurs disséquent ensuite les zones
corticales cérébrales de souris EpoR™”,
EpoR*’~ et EpoR™~ aux jours 9,5, 10 et
10,5 de gestation. A cette période, cette
zone se présente sous la forme d’une
seule couche de cellules germinales
neuro-épithéliales exprimant la nestine.
Si, au jour 9,5, il n’y a pas de différences
entre les trois types de souris, au jour
10,5 le nombre de cellules exprimant la
nestine obtenues a partir des embryons
EpoR™" est inférieur de 50 % a celui qui
est obtenu a partir d’embryons sauvages
EpoR*’*, ou hétérozygotes EpoR*’,
confirmant ainsi les observations histo-
logiques (Figure 1). De plus, la capacité
de ces cellules germinatives €poR™~ a se

différencier in vitro en neurones est
significativement diminuée. €n présence
de 20 % d’oxygeéne et de facteurs de
croissance neuronaux, la survie des cel-
lules est identique, qu’elles expriment
ou non I’€poR. €n revanche, en condi-
tions hypoxiques (2 % d’oxygene) et en
I’absence de facteurs de croissance,
I"apoptose est fortement retardée dans
les neurones exprimant I’€poR. Notons
toutefois que les conditions de sevrage
utilisées par ces auteurs sont particulie-
rement drastiques puisque le milieu de
culture utilisé est exclusivement un
milieu salin glucosé sans ajout des co-
facteurs indispensables a un bon fonc-
tionnement cellulaire comme des acides

Figure 1. Production du récepteur de ’éry-
thropoiétine dans le cerveau. A-G. Localisa-
tion par immunohistochimie du récepteur de
I’€po dans le cerveau normal de souris a 10,5
(A), 11,5 (B-F), et 12,5 (G)jours de dévelop-
pement. Uencadré montre I’expression d’un
transgeéne rapporteur époR-Lacz qui permet
I’expression de Lacz dans les régions ou le
geéne EpoR s’exprime normalement a £10,5 (A)
et €12,5 (G). Les illustrations C a F sont des
agrandissements des encadrés de la figure B.
J-0. Analyse de I"apoptose tissulaire par la
technique TUNEL chez les souris EpoR™~ (J-M,
K, N, 0) et €po-R** (L, M, P, Q). Les embryons
analysés sont dgés de 10,5 jours de dévelop-
pement (J, K, N, 0) et 12,5 (L, M, P, 0). Une
apoptose accrue est détectable des €10,5
dans la couche neuro-épithéliale (J, K) du
cerveau antérieur, et caudal (L, M) a 12,5.
K, M, 0, 0 sont des agrandissements des
encadrés J, L, N, P respectivement. GE : gan-
glionic eminence ; IV : fourth ventricule ; VZ :
ventricular zone ; |7 : intermediate zone ;
barres: 1 mm (B, G) ; 0,4 mm (A, G, H-J, L, N,
P); 0,2mm (K, 0) et 0,005 mm (C-F, M, 0, Q).
(Reproduit de Development [5], avec la per-

mission de I’éditeur).
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aminés ou des vitamines. Outre ces pré-
curseurs corticaux issus d’embryons trés
précoces (J10,5), les auteurs utilisent
des cellules d’embryons normaux de rats
plus dgés (J18) et la lignée neuronale
humaine NT2 pour tenter de comprendre
les mécanismes de cette protection par
Epo. Leurs résultats sont assez prélimi-
naires et leurs conclusions reposent plus
sur des corrélations que sur des rela-
tions causales clairement établies. ’hy-
poxie entraine a la fois une production
d’Epo et d’€poR dans ces différentes
cellules. Le facteur de transcription
GATA3 pourrait participer a 'activation
transcriptionnelle du géne codant pour
I’€EpoR. Cependant, I"activation de
I’EpoR semble également contrdler I'ex-
pression du gene GATA3. En effet, I'ac-
cumulation des ARN messagers GATA3
est fortement diminuée dans les neu-
rones de foetus EpoR™ et est augmen-
tée par I’Epo dans les neurones de feetus
EpoR */*. Ces données suggerent I’exis-
tence d’une boucle d’amplification entre
GATA3 et I’EpoR. L'effet anti-apopto-
tique pourrait étre dd a une accumula-
tion, via STAT5, de la protéine Bcl-X|, de
la famille Bcl-2, et associée, dans les
précurseurs érythroides, a la protection
anti-apoptotique conférée par I’€po. Il
est a noter que le méme mécanisme
contribue au contrdle de la survie des
progéniteurs érythroides.
Un autre article récemment publié par le
groupe de S. Weiss suggére que le role de
I’Epo sur les neurones pourrait étre plus
complexe [6]. Ces auteurs montrent,
également par immunohistochimie, la
présence d’€poR dans les couches germi-
nales du cerveau du feetus de souris a
J14. lls réalisent ensuite des cultures de
cellules souches neuronales (CSN) soit a
partir de cerveaux de feetus, soit a partir
de cellules isolées de la zone sous-ven-
triculaire de cerveaux de

(=) mss souris adultes. |l existe en
2002, n°4, effet dans cette zone,
p- 401

chez I'adulte, une source
de cellules souches neu-
rales assurant le renouvellement perma-
nent des neurones du bulbe olfactif (=).
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In vitro, ces cellules proliferent en culture
en présence d’€GF (epidermal growth
factor) sous forme de neurospheres, et
peuvent engendrer des cellules gliales
(astrocytes, oligodendrocytes), des neu-
rones, et des cellules a nouveau capables
d’engendrer des neurospheres secon-
daires, témoignant d’un autorenouvelle-
ment. Si on soumet ces cultures a un sti-
mulus hypoxique, il se produit une
augmentation de la formation des neu-
rones aux dépens de I'autorenouvelle-
ment des CSN. Ces effets sont reproduits
par de I’Epo exogene et bloqués par des
anticorps anti-€po, ou par des inhibi-
teurs de NF-KB. Un traitement de 24 h par
I’Epo se traduit par une augmentation de
2 fois des neurones et une diminution des
CSN secondaires apres 14 jours de cul-
ture. U'Epo semble donc induire la diffé-
renciation des CSN vers la voie neuronale.
Les auteurs ne notent aucune modifica-
tion de I"apoptose dans les cellules expo-
sées ou non a I’€po. Cependant, contrai-
rement a celles qui étaient utilisées dans
le travail précédent, les conditions de
culture utilisées ici ne sont pas suscep-
tibles d’induire une forte apoptose. In
vivo, 'effet de I’€po injectée directement
dans les ventricules latéraux est le méme
qu’in vitro : diminution, dans la zone sous
ventriculaire, du nombre de CSN et aug-
mentation de précurseurs neuronaux
destinés au bulbe olfactif
avec une augmentation de
la prolifération cellulaire.
Selon ces auteurs, I’Epo
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muté et fortement tronqué a la place du
récepteur normal. Dans des conditions
physiologiques normales, ce récepteur
permet de maintenir une érythropoiése
efficace et les souris sont viables [11].
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Les inhibiteurs de la protéase
virale du VIH affectent
le facteur de transcription

SREBP-1

Martine Caron, Jean-Philippe Bastard, Corinne Vigouroux,

Véronique Jan, Mustapha Maachi,
Martine Auclair, Jacqueline Capeau

> Les traitements anti-rétroviraux se
compliquent fréquemment d’effets
secondaires de type lipodystrophie, ou
altération de la répartition du tissu adi-
peux, et/ou troubles métaboliques [1].
Le tissu adipeux est la cible de ces traite-
ments qui modifient sa répartition et est
en partie responsable des altérations
métaboliques présentes, insulino-résis-
tance, dyslipidémie et plus rarement
troubles de la tolérance au glucose, voire
diabete.

Les lipodystrophies ont une origine mul-
tifactorielle et impliquent des facteurs
liés a 'infection, au patient (dge, sexe,
facteurs nutritionnels, sédentarité) et
au traitement. Les deux classes de molé-
cules antirétrovirales les plus utilisées
ont été incriminées : analogues nucléo-
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cessus de différenciation adipocytaire

[4]. Nous avons ainsi mis en évidence,
dans les cellules 3T3-F442A, un blocage
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par les IP, au niveau de la
membrane nucléaire, du
facteur de transcription
SREBP-1 (sterol regula-
tory binding protein) qui
participe a la différencia-
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sidiques (NRTI) et inhibi-
teurs de la protéase
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tion adipocytaire, ce qui
aboutit @ un défaut de
différenciation, a une

virale (IP) avec un poids

important de la durée de traitement et
des molécules individuelles [2].

Pour essayer d’analyser le role des diffé-
rentes molécules, plusieurs équipes ont
privilégié I’étude de lignées de cellules
adipocytaires capables de se différen-
cier in vitro, le plus souvent 3T3-L1 ou
3T3-F442A. Les études a court terme ont
montré que les adipocytes différenciés
sont sensibles aux IP et en particulier a
I"indinavir, qui induit une résistance
transitoire en inhibant directement le
transporteur de glucose GLUT4, spéci-
fique de I'adipocyte et du muscle [3].
Les études a long terme ont montré, pour
la plupart, que les IP empéchent le pro-

résistance a I’insuline
[5], puis & une mort cellulaire par apop-
tose [6]. Les différents IP testés affec-
tent de fagon variable ces fonctions :
indinavir a plus d’effet que le nelfina-
vir, alors que I'amprénavir est, dans ces
conditions, quasiment dénué d’effets.
€n outre, dans certains adipocytes trai-
tés par IP, ’enveloppe nucléaire présente
une altération de la structure du réseau
filamentaire tapissant la membrane
nucléaire, la « lamina », formée des
deux types de lamines présentes dans les
cellules différenciées, la lamine A/C et
les lamines B [6]. Il est intéressant de
noter que des altérations semblables de
la « lamina » sont observées dans les
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