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Le tératocarcinome de la souris : origine et relation
avec les cellules embryonnaires précoces

par H. CONDAMINE

Service de Génétique cellulaire du Collége de France
et de I'Institut Pasteur, 25 rue du Dr-Roux, 75015 Paris.

Summary. Murine teratocarcinoma : Origin and relation to early embryonic cells.

This paper reviews the origin and properties of murine teratocarcinoma stem cells
as compared to early multipotential embryonic cells. Spontaneous teratomas are found
in two inbred strains of mice : testicular teratomas in 129 males, ovarian teratomas in LT
females. When male genital ridges or embryos from morula to egg-cylinder stages are
grafted into ectopic sites, teratomas are also produced. The influence of various parame-
ters (e.g. developmental time, site, murine strain) on the success of such grafts is described.
The karyological, ultrastructural, biochemical, surface antigen and virus susceptibility
properties of embryonal carcinoma cells and multipotential embryonic cells are compared.
The ability of various teratocarcinoma stem cells to participate in normal embryogenesis
is also compared.

This data is used to discuss the unsolved problem of identifying the cells which give
rise to embryonal carcinoma and ot determining the exact nature of this transformation.
Two main problems are reviewed :

a) Although the various embryonal carcinoma stem cell lines isolated so far all have for
instance, ultrastructural, biochemical, immunological properties in common, it is quite
clear that they may, in fact, be very different from each other as to, e.g. karyotype, ability
to differentiate in vitro or undergo « normalization » upon reinjection into a blastocyst.
The question then is : do these differences reflect a drift among the cell lines, independently
isolated from a unique embryonic cell type swiiched to a tumorigenic state, or are they
at least partly due to different teratocarcinoma cell lines which may derive from different
primitive embryonic cells ? The latter hypothesis assumes that some teratocarcinoma cell
lines would be more similar to inner cell mass cells, while others would be equivalent to
6 or 7-day embryonic ectoderm cells. These similarities could be checked by determining
the ability of embryonal carcinoma cells to interact with various multipotential embryonic
cells.

b) The mechanism by which a normal embryonic cell is transformed into an embryonal
carcinoma cell is quite obscure. The event(s) responsible for such a transformation may be
merely epigenetic or could imply some permanent DNA modification. Although prima
facie evidence does not seem to favor the latter hypothesis, it is emphasized that what is
presently known of both the origin and the in vivo « normalization » ot teratocarcinoma
still appears to be compatible with a mutational hypothesis.

Introduction.

Les tératocarcinomes sont des tumeurs malignes que caractérise la présence, &
c6té d’un composant de type embryonnaire indifférencié (responsable de la malignité),
de tissus différenciés éventuellement trés variés, que rien ne distingue des tissus d’un
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embryon ou d’un adulte normal, si ce n’est leur disposition apparemment anarchique.
Ces dérivés différenciés ne sont en général pas tumorigénes. En revanche, I'injection
d’une unique cellule indifférenciée peut aboutir & la formation d’une tumeur multi-
différenciée (Kleinsmith et Pierce, 1964 ; lami et Ritz, 1974), ce qui montre son carac-
tére de cellule souche multipotentielle, analogue d’une cellule embryonnaire primi-
tive. De telles tumeurs sont généralement rares chez les Mammiféres. Toutefois, deux
souches « inbred » de Souris ont une haute incidence de tératocarcinomes spontanés
et la greffe d’'un embryon hors de I'utérus, dans certaines conditions, en provoque
aussi 'apparition. A partir de ces fumeurs, des lignées cellulaires indifférenciées (car-
cinome embryonnaire) peuvent &tre isolées et entretenues in vifro. Réinjectées dans
I’animal, ces lignées forment des tumeurs solides ou ascitiques. Dans ce dernier cas,
on voit se développer dans la cavité péritonéale des « corps embryonnaires » typi-
quement composés d’un noyau de cellules indifférenciées tumorigénes entouré d’une
couche de cellules identiques & celles de I'endoderme primitif (Martin, 1975). Les
tumeurs solides sont soit multidifférenciées s’il s’agit de lignées multipotentielles, soit
composées de carcinome embryonnaire indifférencié exclusivement : on a alors
affaire & une lignée multipotentielle, qui a perdu toute aptitude & se différencier tout
en gardant son pouvoir tumorigéne. La différenciation de certaines lignées multipo-
tentielles s’observe aussi in vitro (Martin et Evans, 1975 ; Nicolas et al., 1975). Enfin
les cellules de certaines lignées multipotentielles peuvent &tre injectées dans la cavité
d’un blastocyste, perdre leur caractére fumorigéne et participer d une embryogenése
normale. L’ensemble de ces propriétés témoigne d'une parenté profonde entre les
cellules de carcinome embryonnaire et les cellules embryonnaires multipotentielles
et a incité un assez grand nombre de chercheurs, au cours de la derniére décennie,
a étudier ce matériel tumoral, avec I'espoir d’en retirer des connaissances nouvelles
sur les mécanismes de la détermination et de la différenciation cellulaires.

Une revue de I'ensemble des données expérimentales sur le tératocarcinome de la
Souris qui se sont accumulées ne serait-ce qu’au cours des huit derniéres années dépas-
serait de beaucoup I'ambition de ce travail pour lequel un point de vue particulier
a été adopté, celui de la comparaison entre une celiule souche indifférenciée de téra-
tocarcinome et une cellule embryonnaire précoce multipotentielle, telle qu’on en
trouve dans la masse celivlaire interne du blastocyste ou dans i’ectoderme embryon-
naire de ['ceuf-cylindre. Fondamentalement, une cellule de tératocarcinome est-elle
une cellule embryonnaire multipotentielle placée hors de son environnement normal
et qui acquiert, ipso facto, ses caractéristiques tumorigénes, ou bien, pour devenir
tératocarcinomateuse, une cellule embryonnaire mullipotentielle doit-elle subir une
ou plusieurs mutations, suivies ou non d’un processus épigénétique plus ou moins
complexe ? A cette alternative, dont la formulation ici n'est pas originale (voir, par
exemple, Hofnung, 1978}, il ne sera pas apporté de réponse mais on a essayé de ras-
sembler, sous trois rubriques distinctes, des faits qui peuvent aider & la solution du
probléme ainsi posé.

3 7

1. Une premiére partie concerne I'origine du tératocarcinome et vise & préciser
quelle(s) cellule(s) embryonnaire(s) peut (ou peuvent) lui donner naissance.

2. Une deuxiéme partie rassemble des données comparatives sur la cellule de téra-
tocarcinome et les cellules embryonnaires précoces multipotentielles, pour voir s'il
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est possible d'identifier une cellule embryonnaire dont la cellule souche de tératocar-
cinome se trouverait la plus proche parente.

3. Une troisiéme partie traite du retour de la cellule de tératocarcinome & I'embryo-
Y
genése normale.

Chacune de ces trois partfies ne fait, pour I'essentiel, que rassembler des données
expérimentales. Les conclusions qu’on en peut tirer, et les problémes qu’elles posent,
seront énoncés dans une quatriéme et derniére partie.

Le lecteur désireux de compléter les informations groupées ici pourra se repor-
ter & diverses revues (Damjanov et Solter, 1974 ; Martin, 1975 ; Gachelin, 1976 ;
Graham, 1977 ; Hogan, 1977 ; Jacob, 1977 ; Gachelin, 1978).

Il ne sera pas fait de rappel descriptif des premiers stades de I’embryogenése de
la Souris. Le lecteur non familiarisé avec ces questions pourra consulter Theiler (1972)
ou, pour un résumé succinct, la revue de Hogan (1977).

Le terme « tératocarcinome » désigne, comme il a été dit, des tumeurs composées
de tissus différenciés non tumoraux et de carcinome embryonnaire indifférencié. Le
terme « tératome » désigne des fumeurs bénignes composées de tissus différenciés
exclusivement. Un tératome dérive d'un tératocarcinome par différenciation compléte
du carcinome embryonnaire. Le terme «tératocarcinome » sera parfois ulilisé comme
synonyme de « carcinome embryonnaire ».

I. — L’origine des tératocarcinomes murins

A. — Les tératocarcinomes spontanés.

Chez la Souris, deux souches « inbred » ont été trouvées porteuses de tératocar-
cinomes avec une haute fréquence. Dans la souche 129, 1 p. 100 des madles ont une
tumeur testiculaire (Stevens et Little, 1954). Dans la souche LT, la moitié des femelles
portait un tératome ovarien (Stevens et Varnum, 1974). Dans aucun de ces deux cas
le déterminisme génétique responsable de cette haute incidence tumorale n’est connu.
Toutefois parmi 15 lignées recombinantes « inbred » formées a partir des lignées 129
et C57 BL/6, une lignée a été retrouvée porteuse de ce caractére. Ce taux de ségréga-
tion est compatible avec un déterminisme génétique assez simple, dans lequel 3 ou
4 génes au plus gouverneraient I’apparition des tumeurs (J. L. Guénet, communica-
tion personnelle). Par dilleurs certaines mutations introduites dans la souche 129
modifient le taux spontané de tératomes, soit pour I'abaisser (cas de I'alléle « yellow »
de la série A, Stevens 1967a) ou pour I'élever (cas de la mutation Steel, Stevens et
Mackensen, 1961). 1l est & noter que la mutation Steel est connue pour modifier I'en-
vironnement nécessaire au développement normal de la lignée érythropoiétique
(Mintz et Cronmiller, 1978). On peut supposer, mais il n’est pas prouvé, qu’elle contri-
bue de méme & modifier ’environnement nécessaire au développement normal de la
lignée germinale, cible de la transformation tératocarcinomateuse (voir plus bas). En
outre, & partir de la lignée 129, une sous-lignée, différente de la précédente par un
petit nombre de génes, peut-&tre un seul, a été établie, chez laquelle prés de 30 p. 100
des mdles portent un tératome testiculaire spontané (souche 129/ter Sv ; Stevens, 1973).

Reproduction, nutriticn, développement 35
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L’origine des tératomes dans la souche 129 peut étre ramenée & un événement
qui affecte I'’embryon vers le deuxiéme tiers de la vie embryonnaire. En effet, I'inci-
dence de tératocarcinomes est aussi élevée chez les feetus que chez les adultes de la
souche 129 (Stevens, 1959) et des tumeurs, composées alors de petits agrégats de cel-
lules indifférenciées enclos a I'intérieur des tubes séminiféres des testicules embryon-
naires, sont repérables dés le jour 15 de la gestation (Stevens, 1962).

L'origine des tératomes ovariens dans la souche LT sera examinée aprés I'ex-
posé de techniques qui permettent I'obtention de tératomes provoqués.

B. — Tératocarcinomes provoqués par la greffe de crétes génitales mdles.

La courbe qui retrace I'évolution de la taille des tératomes (déterminée par le
nombre de coupes histologiques sériées sur lesquelles un tératome est visible) en
fonction de I’dge de I’embryon s’extrapole, pour une taille nulle, vers le jour 12 de
I’embryogenése (Stevens, 1962). C’est donc @ ce moment qu’on doit supposer quelque
événement critique qui déclenche la tumorigenése. Ceci a conduit Stevens a tenter la
greffe de crétes génitales d’embryons dgés de 12 jours en divers organes d'un receveur
adulte. 82 p. 100 des crétes génitales mdles de foetus 129 de 12 jours greffés dans un
testicule développent des tumeurs. L’examen histologique du greffon pratiqué au
bout d'une dizaine de jours révéle la présence de nombreux foyers (10 a 20) térato-
mateux indépendants (Stevens, 1964). Des crétes génitales mdles de 13 jours greffées
dans les mé&mes conditions ne fournissent plus que 9 p. 100 de tératomes. La greffe
pratiquée au jour 12 mais ailleurs que dans le testicule (foie, rein, rate, ...) s’avére
inefficace : le greffon s’organise en testicule normal, dépourvu de tumeur (de méme,
les crétes génitales femelles évoluent en un tissu ovarien normal, quels que soient le
moment et le site de la greffe). Pourtant, I’environnement testiculaire n’est pas indis-
pensable & 'apparition de tératomes dans une greffe mdle de 12 jours : il suffit que
la greffe soit effectuée dans un organe apte & descendre dans le scrotum (épididyme,
coussin graisseux de |’épididyme) d’un animal qui peut avoir été castré sans que le
succés de la tératogenése soit compromis : les hormones testiculaires ne sont donc
pas nécessaires. || semble bien que la température relativement basse du scrotum
soit le facteur décisif qui déclenche la prolifération tumorale dans les crétes génitales
mdles de 12 jours. Cette prolifération affecte spécifiquement les cellules germinales
primordiales, non les cellules somaliques de la créte génitale : des crétes madles
d’embryons 129 de 12 jours, mais homozygotes pour la mutation Steel, et par consé-
quent dépourvues de cellules germinales, ne fournissent pas de térafomes, alors que
les tissus somatiques de ces gonades sont normaux (Stevens, 1967b). L’aptitude a
donner des tératomes chez des crétes génitales provenant d’embryons de souches
variées a été quelque peu explorée. Des greffes de crétes génitales de la souche A/He
sont tératogénes (Stevens, 1970a) au contraire de greffes de crétes génitales C3H ou
DBA/1 (Stevens, 1964). Dans chacune de ces 3 souches, I'incidence de tératomes spon-
tanés est a peu prés nulle. Par ailleurs, a la différence de la souche 129, c’est dans un
embryon A/He dgé de 13 jours qu’on trouve I'aptitude maximale d la tératogenése.
Des greffes de crétes génitales hybrides A x 129 fournissent aussi des tératomes, avec
une efficacité voisine de 100 p. 100, que la greffe soit pratiquée au jour 12 ou au jour 13
de I'embryogenése. Il semble que les greffes (non tératogénes) de crétes C3H ou DBA/1



Tératocarcinome de la souris 503

aient été pratiquées au seul jour 12. On peut donc se demander si, pratiquées d un
autre moment, elles n’auraient pas eu la méme efficacité que des greffes de crétes
génitales 129 de 12 jours ou A/He de 13 jours.

On a vu plus haut que dans une greffe de créte génitale d’embryon 129 dgé de
12 jours, 10 & 20 foyers tératomateux pouvaient &tre repérés. Le nombre de cellules
germinales primordiales dans des embryons C57BL/6 du méme dge s’éléve a quelques
milliers (Minfz et Russell, 1957). On peut donc estimer & 1 p. 100 environ la fréquence
cellulaire de I’événement qui, dans une lelle greffe, aboutit a faire d’une cellule ger-
minale primordiale une cellule de carcinome embryonnaire. Il se peut que la stimu-
lation (li€ée apparemment & un abaissement de la température) apportée par la greffe
ne soit efficace que sur des cellules de génotypes particuliers (A ou 129). Mais cela ne
parait pas vraiment démontré ef peut-&tre toute cellule germinale primordiale de
souris traverse-t-elle une phase critique aux environs du jour 12 de I’embryogenése,
au cours de laquelle elle peut étre transformée en cellule tumorale. Rien n’est actuelle-
ment connu du mécanisme de cette rransformation.

C. — Tératocarcinomes provoqués par la greffe d’embryons.

Une autre maniére d’obtenir des tératomes consiste a greffer des embryons, pris
a des stades précoces du développement, en différents sites extra-utérins, sous la
capsule testiculaire ou rénale ou dans la chambre antérieure de I'ceil (voir la revue
de Damjanov et Solter, 1974). Des expériences réalisées par divers auteurs au cours
des 10 derniéres années, les principales conclusions tirées sont les suivantes.

La greffe d’embryons trés jeunes (stade 2 cellules) donne surtout naissance a des
dérivés trophoblastiques. En revanche, pris au stade blastocyste (embryons de 3 jours)
ou, aprés leur implantation dans I'utérus, au stade de Pceuf-cylindre (embryons de 6
et 7 jours), mais pas au-deld, les embryons greffés donnent avec une haute efficacité
des tumeurs oU des dérivés différenciés trés variés voisinent éventuellement avec des
cellules indifférenciées, que rien ne distingue des carcinomes embryonnaires d’origine
spontanée, et d partir desquelles des souches de tératocarcinomes transplantables
ont pu &étre obtenues. L’aptitude des embryons greffés & donner des tumeurs différen-
ciées ne semble pas dépendre de leur génotype. Les principales souches utilisées sont
les souches 129 ou A/He (Stevens, 1970b), C3H (Solter, Skreb et Damjanov, 1970),
C57BL/6, AKR (Solter, Damjanov et Koprowski, 1975) et parfois des souches hybrides
(F1 Rb7 x 129) (Kelly, Guénet et Condamine, 1979). En revanche, la présence d’un
composant tératocarcinomateux (malin) au sein des tumeurs différenciées dépend
beaucoup du systéme expérimental utilisé : des embryons C3H greffés dans un héte
C3H fournissent des tumeurs a haute fréquence de carcinome embryonnaire. Des
embryons C57BL/6 greffés dans un héte C57BL/6 donnent des tumeurs presque exclu-
sivement bénignes, dépourvues de carcinome embryonnaire. Les causes de cette
différence ne sont pas connues avec précision, mais on peut soupgonner que le sys-
téme immunitaire y joue quelque réle. D’une part, la splénectomie élimine & peu prés
la formation de tumeurs dans la souche C57BL/6 et inhibe fortement la croissance des
tumeurs C3H. D’autre part, des embryons C57BL/6 greffés dans un hybride C3H x
C57BL/6 fournissent des tumeurs tératocarcinomateuses retransplantables dans le
méme hybride mais non dans le parent C57BL/6é (Solter, Damjanov et Koprowski,
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1975), et ceci montre que dans une souche qui ne donne pas de carcinome embryon-
naire dans les conditions usuelles (greffe syngénique d’'un embryon), I'embryon lui-
méme n’est pas en cause mais plutét son environnement. En outre, la greffe d’un
embryon C3H dans une souris C3H thymectomisée ou dans une souris nude donne
aussi des tumeurs réduites et dépourvues de tératocarcinome dans la majorité des
cas (Solter et Damjanov, 1979). L’'importance du systéme immunitaire dans la faci-
litation ou I'inhibition de la croissance du tératocarcinome est enfin illustrée par des
expériences effectuées cette fois sur des lignées établies in vitro. L'intervention d’un
petit nombre de facteurs génétiques récessifs qui contrdlent la croissance du térato-
carcinome dans des hdtes allogéniques a été établie par Avner et al. (1978). Par
ailleurs, 'emploi de mutagénes a permis I’obtention de variants de lignées tératocar-
cinomateuses incapables de croitre dans un héte syngénique, & moins que celui-ci
n’ait été irradié. Les fumeurs formées dans ce dernier cas offrent une variété de tissus
différenciés qui montrent que les variants n’ont rien perdu de leur caractére multi-
potentiel (Boon et Kellermann, 1977 ; Boon et Van Pel, 1978). Rapprochés des obser-
vations de Solter, Damjanov et Koprowski citées plus haut, ces faits constituent une
bonne illustration de la théorie de Prehn (1977) qui postule un équilibre complexe entre
stimulation et inhibition de la croissance des cellules tumorales sous I'action du sys-
téme immunitaire.

Une différence critique sépare, du point de vue qui nous occupe, un embryon
de 7 jours d’un embryon de 8 jours : le premier peut donner des tumeurs tératocar-
cinomateuses, le second ne donne jamais que des tumeurs bénignes complétement
différenciées. Il parait assez clair que cette différence tient a la présence dans 'em-
bryon de 7 jours d’un feuillet improprement appelé eciloderme embryonnaire, en fait
indifférencié (peut-étre totipotent) et qui n’existe plus dans I’embryon de 8 jours ou
il @ donné naissance a 'ectoderme proprement dit et au mésoderme. Chez ’embryon
de 6 ou 7 jours, ce fevillet peut &tre séparé de I'endoderme et il est seul capable de
donner naissance, aprés greffe dans un testicule, a des tératocarcinomes multidiffé-
renciés. L’endoderme, greffé, ne se développe pas. L’ectoderme extra-embryonnaire
ne fournit, lui, que des dérivés trophoblastiques (Diwan et Stevens, 1976).

Rien ne permet de dire a I’heure actuelle si dans un embryon de 6 ou 7 jours toutes
les cellules de « I'ectoderme embryonnaire» ont la méme probabilité de subir la
transition vers I’état t€ratocarcinomateux aprés que I'embryon a été greffé en un
site extra-utérin. Il ne semble pas qu’on ait jamais décrit des différenciations qui oppo-
seraient certains fypes de cellules a d’autres a l'intérieur de ce feuillet, plutét considéré
comme totipotent dans son ensemble. En particulier, les cellules germinales primor-
diales ne commencent a étre repérées que dans un embryon de 9 jours, au niveau du
sac vitellin (Mintz et Russell, 1957). En fait, il est avéré que des embryons de 6 jours,
homozygotes pour les mutations Steel ou W qui empéchent I'une et I'autre le dévelop-
pement des cellules germinales, fournissent, aprés greffe, des tératocarcinomes avec
une efficacité comparable a celle d’embryons témoins, non mutants (Mintz, Cron-
miller et Custer, 1978). Ceci indique peut-&tre que dans I'ceuf-cylindre, la distinction
entre cellules germinales et somatiques n’est pas encore opérée, ou bien on peut faire
I'hypothése, retenue par Mintz et ses collaborateurs, que les tératocarcinomes ont
dans I’embryon une origine exclusivement somatique.

Il convient de mentionner ici le cas de la souche LT dont on a vu plus haut qu’elle
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comportait une haute incidence de tératomes ovariens spontanés. Toutefois, la carac-
téristique premiére de cette souche semble la haute fréquence d’activation spontanée
de ses ovocytes. Il en résulte le développement de nombreux embryons parthénogé-
nétiques dont certains évoluent en blastocystes, voire en ceufs-cylindres typiques
(Stevens et Varnum, 1974). Cela constitue une expérience naturelle de greffe d'em-
bryons, et c’est & partir de ceux-ci que se développent des tératomes doni un petit
nombre comporte du carcinome embryonnaire. Il a éé montré que I'aciivation par-
thénogénétique qui précéde la formation des tératomes LT affecte des cellules qui ont
subi la réduction méiotique. En effet, dans un héte hétérozygote pour un marqueur
enzymatique donné, les tumeurs trouvées sont homozygotes pour I'un ou I’auvtre alléle
du marqueur considéré (Eppig ef al., 1977). Le mécanisme par lequel les cellules par-
thénogénétiques se rediploidisent ensuite n’est pas connu, mais ce point distingue les
tératomes LT des tératomes testiculaires spontanés ou de ceux provoqués par la greffe
d’embryons : dans ces deux cas, on peut obtenir des tératomes madles de constitution
XY qui, par conséquent, ne sauraient provenir d’une lignée ayant subi la réduction
chromatique.

D. — Conclusions.

Le tableau 1 résume I'ensemble des données qui viennent d'ére exposées. |
existe a I'heure actuelle 4 fagons d’obtenir des tumeurs tératomateuses d’origine soit
spontanée, soit expérimentale. La proportion de carcinome embryonnaire présent
dans ces fumeurs varie selon les cas. Plus cette proportion est élevée, et plus il y a de
chance d’extraire de la tumeur une lignée indifférenciée retransplantable in vivo et

TABLEAU 1

Modes d'obtention du tératocarcinome chez la Souris

Cellules (ou tissu) cibles de la

Présence de

Origine Organe transformation carcinome
tératocarcinomateuse embryonnaire
Testicule
souche 129/Sv (10 p. 100) Cellules germinales de I'em- fréquente
Spontanée souche 129/Ter (30 p. 100) bryon de 12 jours
Ovaire
souche LT (50 p. 100) Ectoderme embryonnaire d’em- assez rare
bryons parthénogénétiques
Provoquée
a) par greffe intra- Crétes génitales d’embryons mé-
testiculaire les
de 12 jours (souche 129/Sv) Cellules germinales fréquente
de 13 jours (souche A/He) Cellules germinales fréquente
de 12 ou 13 jours (F; 129 X A)  Cellules germinales fréquente
b) par greffe intra- Embryons de 3 a 7 jours
testiculaire ou souche 129 Ectoderme embryonnaire fréquente
sous la capsule — C3H Ectoderme embryonnaire fréquente
rénale — C57BL/6 Ectoderme embryonnaire trés rare
~— AKR Ectoderme embryonnaire trés rare
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qu’on puisse entretenir in vitro. Des 4 modes d’obtention de tératomes murins, aucun
ne fait appel a un systéme expérimental qui se déroulerait purement in vitro. La mise
au point d’un tel systéme serait certainement d’'un grand intérét et devrait permettre
de préciser les facteurs qui influent sur la transition d’une cellule embryonnaire a une
cellule tératocarcinomateuse. A premiére vue, I’examen du tableau 1 fait penser que
le tératocarcinome a plusieurs origines possible (cellule germinale méle de 12 ou
13 jours, cellule d’ectoderme embryonnaire de 6 jours...). La question de savoir si

cette apparente diversité ne masque pas un uvnique type d’événement cellulaire sera
discutée plus loin.

Il. — Propriétés comparées des cellules embryonnaires
multipotentielles et des cellules de tératocarcinome

Dans cette deuxiéme partie, les cellules embryonnaires et les cellules de térato-
carcinome seront comparées, du point de vue de leurs propriétés structurales, bio-
chimiques, immunologiques ou physiologiques.

A. — Caryologie.

Un caractére frappant des lignées de tératocarcinome est leur constitution caryo-
logique toujours trés voisine de la diploidie normale. A I'examen détaillé la diploidie
vraie est toutefois trés rare (Cronmiller et Mintz, 1978) et des trisomies ou de petites
délétions sont communes (McBurney, 1976 ; Nicolas ef al., 1976 ; lles et Evans, 1977).
Ces anomalies mineures semblent se produire au hasard et aucune ne parait liée ni &
Iétat tératocarcinomateux, ni aux propriétés de différenciation des lignées. En
revanche, la différenciation s’accompagne souvent de l'acquisition de la quasi-
tétraploidie (Swartzendruber, Scott Cram et Lehmann, 1976).

On sait que dans les cellules femelles de Mammiféres, I'un des deux chromosomes
X est inactivé trés tdt au cours de I'embryogenése (voir la revue de Gartler et Andina,
1976), & peuv prés au moment de I'implantation du blastocyste dans la paroi de I'utérus.
Il était donc intéressant de rechercher ce qu'il en était dans le cas des lignées de téra-
tocarcinome femelle. Une étude de McBurney et Adamson (1976) sur de telle lignées
indique que, selon plusieurs critéres, I'inactivation a déjd eu lieu (& I’exception possible
d’une lignée ol I'inactivation serait partielle). En revanche, des indications trés con-
vaincantes que, dans d’autres souches provenant d’'une tumeur LT spontanée, les
deux chromosomes X sont fonctionnels ont été fournies par Martin et al. (1978). Dans
ce dernier cas, la différenciation in vitro des cellules souches s’accompagne de
I'inactivation de 'un des deux chromosomes X, comme au cours de I'embryogenése
normale.

On voit donc par ces résultats opposés qu’il convient de ne pas envisager la
cellule de tératocarcinome comme une entité unique et immuable. Des lignées térato-
carcinomateuses différentes, qu’elles aient été isolées & partir de la méme tumeur
initiale ou non, ont chacune leur histoire au cours de laquelle, sans perdre leur carac-
tére de cellule souche indifférenciée et multipotentielle, elles ont pu acquérir chacune
leurs caractéristiques propres.
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Les souches de tératocarcinome femelle ob les deux chromosomes X sont actifs
apparaissent, de par ce caractére, proches de cellules embryonnaires trés précoces,
par exemple celles de la masse celluiaire interne.

B. — Ultrastructure.

Le tableau 2 résume les principaux résultats concernant I'ultrastruciure des cel-
lules germinales primordiales, des cellules embryonnaires précoces et des cellules
souches de tératocarcinome (Pierce et Beals, 1964 ; Calarco et Brown, 1969 ; Spiegel-
man et Bennett, 1973 ; Solter et al., 1974, Damjanov, Katic et Stevens, 1975 ;
Damjanov et Solter, 1975). Toutes ces cellules paraissent posséder une grande quan-
tité de ribosomes libres éventuellement groupés en polysomes, mais trés peu de réti-
culum endoplasmique organisé. De méme, la relative pauvreté en structures de Golgi
bien développées, la présence de particules de type A sont des traits communs. Les
différences les plus saillantes portent sur des inclusions cytoplasmiques (matériel
cristalloide associé aux mitochondries) ou nucléaires (« intranuclear annulate lamel-
lae ») présentes, les unes et les autres, dans les cellules de morulas ou blastocystes mais
non dans le tératocarcinome, I’ectoderme embryonnaire, ou les cellules germinales
primordiales. La similitude ultrastructurale de ces trois derniers types cellulaires a
donc été soulignée (Damjanov et Solter, 1974, 1975).

TABLEAU 2

Ultrastructure des cellules embryonnaires précoces et du carcinome embryonnaire

Noyau
Ribosomes Reticulum . . Parti-
Cellule libres endo- ledorc'zon- (QPPGQT'! Rapport cules
(polysomes)  plasmique tes og! nucléo- IAL (%) virales
plasmique
Cellules germi-
nales (gona-
des embryon- Petites,
naires) ...... + 4+ + Ovales ++ Eleve —_ —_
Morula ....... +++ + Cylindriques + — Fréquentes type A
vacuolisées
Blastocyste
(Masse cellu- + 4+ + Cylindriques + — Occasion- —_
laire interne) . vacuolisées nelles
Ectoderme em-
bryonnaire .. +++ + Rares Rare Elevé Absentes  type A
Carcinome em- Petites,
bryonnaire .. +++ + rondes + Elevé Absentes  type A
ou ovales

(%) «Intranuclear annulate lamellae » ; cf. Calarco et Brown (1969).
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Des techniques d’immunofluorescence indirecte ont permis récemment |'étude
du cytosquelette de certaines lignées de tératocarcinomes (Paulin et al., 1978). L’ac-
tine y a été trouvée dispersée a I'état monomérique, alors que, dans des cellules diffé-
renciées dérivées de tératocarcinome, elle est disposée en « cdbles » havtement poly-
mérisés. Un résultat semblable a été obtenu avec 'embryon de 3 jours (stade blas-
tocyste) : I'actine est & I'état monomérique dans les cellules (totipotentielles) de la
masse cellulaire inferne, et hautement polymérisée dans les cellules (différenciées)
du trophectoderme (D. Paulin, communication personnelle).

C. — Marqueurs biochimiques.

Un trés grand nombre d’études consacrées au tératocarcinome au cours des
derniéres années consistent & suivre I'évolution d’un ou plusieurs marqueurs biochi-
miques au fur et & mesure de la différenciation in vivo ou in vifro, de la lignée multi-
potentielle. On ne s’atfachera ici qu’'d la considération des travaux en nombre
beaucoup plus réduit, qui s’efforcent de retrouver dans I'embryogenése normale la
situation observée chez le #ératocarcinome (ou I'inverse). Des références complémen-
taires pourront étre trouvées dans les revues citées au début de cet article.

1) Protéines totales de I'embryon et du tératocarcinome.

La technique d’électrophorése & deux dimensions des protéines, due a O’Farrell
(1975), a permis, depuis quelques années, la recherche de différences entre diverses
lignées cellulaires, portant sur un nombre de protéines considérablement accru.
En outre, la sensibilité des techniques de marquage radioactif permet de rechercher
ces différences sur un matériel cellulaire relativement réduit, en sorte qu‘un poo! de
quelques dizaines d’embryons pris & un stade antérieur & I'implantation peut per-
metire d’effectuer une expérience. Une des premiéres applications de cette technique
a I'étude de la différenciation de la morula de la souris en blastocystes est due @ Van
Blerkom, Barton et Johnson (1976), qui ont pu repérer des polypeptides spécifiques du
trophoblaste ou de la masse cellulaire interne. De m&me, Handyside et Johnson (1978)
et Levinson ef al. (1978) se sont attachés & déceler des protéines spécifiques de cer-
tains stades de I'embryogenése entre la formation de 'ceuf et celle du blastocyste. La
comparaison effective entre embryons précoces et cellules de tératocarcinome a été
réalisée par Dewey, Filler et Mintz (1978). Aucun des stades embryonnaires (tous
antérieurs a I'implantation) examinés par ces auteurs n’a livré une grille de protéines
strictement identique a la grille obtenue & partir de corps embryonnaires de térato-
carcinome. Les différences observées, minimes, n’étaient pourtant pas nécessaire-
ment le signe d’étars distincts de différenciation : des embryons pris au mé&me stade
mais préparés de fagons différentes fournissent éventuellement quelques taches diffé-
rentes. Il est clair que des comparaisons supplémentaires (avec des embryons déja
implaniés par exemple) sont nécessaires mais ce résultat, énigmatique, indique aussi
la prudence qu’on doit y apporter. |l serait intéressant également de reprendre par
cette technique une étude de Martin, Smith et Epstein (1978) ou les protéines du térato-
carcinome et de I'embryon avaient été comparées aprés électrophorése a une dimen-
sion. Pour I'essentiel, aucune différence n’était observée entre le tératocarcinome et
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I’ectoderme embryonnaire du blastocyste, défini comme le massif cellulaire obtenu
par traitement immunochirurgical (qui dissout la couche périphérique d’endoderme)
de la masse cellulaire interne.

2) Glycopeptides du tératocarcinome et de 'embryon.

Muramatsu et al. (1978) ont cherché a caractériser les glycopeptides résultant de
la digestion prolongée des cellules de tératocarcinome par la pronase. Chromatogra-
phié sur une colonne de Sephadex G50, I’hydrolysat fournit deux pics d’élution dont
I'un est remarquable en ce qu'il correspond a une famille de composés d’assez haut
poids moléculaire (environ 6 000 daltons) riche en fucose et galactose et qui ne semble
pas avoir d’équivalent connu dans les cellules différenciées. Le deuxiéme pic corres-
pond & un matériel de plus faible poids moléculaire (environ 2000 daltons) riche
en mannose, qui se retrouve dans les cellules adultes différenciées. Le matériel de
haut poids moléculaire est situé en surface au moins pour partie et il a été retrouvé
chez 'embryon, dés le stade morula. Aprés I'implantation, son importance décroit
progressivement et il disparait aux environs du jour 8, moment ot les cellules de
I’ectoderme embryonnaire perdent leur totipotence (Muramatsu ef al., 1979). La fonc-
tion de ces glycopeptides n’est pas connue mais il parait assez clair que leur présence
est liée & I'état indifférencié multipotentiel chez I'embryon comme dans les cellules de
tératocarcinome. Is pourraient faire partie du groupe d’antigénes F9 (Gachelin et
Muramatsu, communication personnelle} dont la chronologie de disparition au
cours de I'’embryogenése est du reste voisine (voir plus bas). Ces résultats sont
en outre & rapprocher de ceux de Gachelin et al. (1976a) qui montrent que la
différenciation des cellules de tératocarcinome s’accompagne de changements dans
la densité de répartition en surface des récepteurs de certaines lectines, celle
extraite du Lotus tetragonolobus notamment, qui reconnait spécifiquement le fucose.
Toutefois, dans ce dernier cas, les données correspondantes pour |'embryon
manquent.

3) Marqueurs enzymatiques.

On connait trés peu d’enzymes caractéristiques des cellules indifférenciées de
tératocarcinome et de I’embryon. L’'une des plus étudiées est la phosphatase alcaline
dont on connailt plusieurs isoenzymes. La présence d’une activité phosphatase alcaline
dans les cellules souches de tératocarcinome, son absence dans les cellules différen-
ciées qui en dérivent, ont é1é vérifiées d plusieurs reprises (Bernstine et al., 1973 ;
Martin et Evans, 1975). Clairement distincte des isoenzymes du foie et de I'infestin,
I'isoenzyme du tératocarcinome se sépare aussi en élecrrophorése sur gel de polya-
crylamide, des isoenzymes du rein et du placenta, dont ses propriétés d’inactivation
thermique la rapprochent pourtant (Wada et al., 1976). Toutefois, une étude récente
de Hass et al. (1979) a révélé que les différences entre phosphatases alcalines du téra-
tocarcinome, du rein et du placenta sont abolies aprés trailement & la neuraminidase
et il apparait qu’il s’agit, dans tous les cas, d’'une méme protéine, glycosylée d'une
fagon spécifique pour chaque tissu. Les isoenzymes responsables de I'activité phos-
phatase alcaline dans I'’embryon précoce n’ont pas été caractérisées d’une fagon
aussi précise. Mais I'histochimie du blastocyste révéie une situation trés semblable &
celle offerte par le tératocarcinome : haute activité dans les cellules totipotentes de la
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masse cellulaire interne, activité faible ou nulle dans fes cellules de I’endoderme pri-
mitif qui en dérive (Damjanov et Solter, 1975).

L’histochimie comparée de deux autres activités enzymatiques a été effectuée
par Damjanov, Cutler et Solter (1977). Dans ce cas, les cellules de tératocarcinome et
d’embryons de 6 & 8 jours présentent des différences marquées. Une intense activité
5’-nucléotidase est présente chez les premiéres, absente chez les secondes. De méme,
les cellules de tératocarcinomes sont riches d’une activité ATPase qu’on ne trouve
qu’occasionnellement chez les embryons de 7 ou 8 jours. On posséde des renseigne-
ments sur les formes d’isoenzymes présentes dans les cellules de tératocarcinome,
pour certaines enzymes oligomériques dont on connait plusieurs types de sous-unités
qui apparaissent de fagon spécifique au cours de la différenciation de certains organes:
I’énolase (Fletcher et al., 1978), la créatine phosphokinase, I'aldolase et la phospho-
glycérate mutase (Adamson, 1976). Dans tous ces cas, la forme présente chez le térato-
carcinome est la forme trouvée de fagon exclusive ou prédominante chez les embryons
les plus précoces examinés, & savoir des embryons de 10 jours. Bien qu'd ce stade il
ne subsiste d’autres cellules totipotentes que celles de la lignée germinale, on peut
supposer qu’aucune transition isoenzymatique n’a encore eu lieu et que I’ectoderme
embryonnaire des jours 6 et 7 aurait par conséquent la mé&me iscenzyme que le téra-
tocarcinome.

Enfin, Soriano et Paulin (1978) ont récemment moniré que les cellules indiffé-
renciées de tératocarcinome sont trés riches en Deoxyribonucléase |, alors que les
lignées différenciées qui en dérivent contiennent 20 & 30 fois moins de cette activité.
Il sera intéressant de voir ce qu’il en est dans les cellules embryonnaires précoces.

D. — Antigénes de surface.

Les lignées de tératocarcinome ont permis I'obtention, au cours des derniéres
années, de toute une série d'antisérums d’origine variée, xénogénique, allogénique
ou syngénique. Ces différents sérums ont des propriétés qui varient en fonction du
producteur d’anticorps mais aussi de I'immunogéne ufilisé. Il n’en sera pas fait ici
une revue détailiée, pour laquelle on se reportera & Jacob (1977) et & Gachelin (1978).
Nous nous bornerons d rappeler les propriétés de deux sérums syngéniques dirigés
contre les lignées F9 et PCC4, celles d’un sérum xénogénique anti-F9 et le probléme
soulevé par les antigénes H-2.

1) Sérum syngénique anti-F9.

La lignée F9 est indifférenciée, tumorigéne dans la souris 129 d’ou elle tire son
origine mais & peu prés nullipotentielle : les tumeurs qu’elle forme sont quasi dépour-
vues de composants différenciés, & I'exception d’un peu d’endoderme (Sherman et
Miller, 1978). L’hyperimmunisation de souris 129 contre cette lignée fournit un sérum
syngénique trés actif, a la fois en cytotoxicité et en immunofluorescence indirecte,
contre foutes les lignées de fératocarcinome testées, qu’elles soient ou non multipo-
tentielles. Aucune autre souche tumorale, transformée ou non par un virus, ne s’est
trouvée réagir avec ce sérum, ni aucun tissu différencié de I’animal adulte, a I'excep-
tion des cellules de la lignée germinale méle qui réagissent d tous les stades de déve-
loppement, du gonocyte au spermatozoide (Arizt et al., 1973 ; Gachelin et al., 1976b).
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En outre, le sérum est actif sur les cellules embryonnaires précoces, avec une inten-
sit€ accrue au cours du clivage, et aprés I'implantation jusqu’au jour 8 de I'embryo-
genése (Buc-Caron, Condamine et Jacob, 1978). Les structures antigéniques ainsi
mises en évidence paraissent donc caractéristiques d’un état embryonnaire indiffé-
rencié. Elles sont présentes dans d’autres espéces de Mammiféres : 'Homme (Fellous
et al., 1974), le Rat, le Lapin, le Porc (R. Kemler, résultats non publiés).

La nature des déterminants antigéniques F9 et des structures moléculaires qui les
portent n’est pas encore connue. Un début de caractérisation a été effectué par
Vitetta et al. (1975) : a partir d’'un extrait de cellules F9 radiomarquées, on peut, par
action du sérum anti-F9 syngénique, obtenir un précipité dont les composants, soumis
a une électrophorése sur gel d’acrylamide dans des conditions dissociantes, ont des
caractéristiques de migration qui rappellent celles des molécules H2. L’homologie
F9-H2 que Vitetta et al. ont suggérée n’a cependant pas été vérifiée par la suvite. En
particulier, un sérum anti-H2 de Lapin qui réagit avec des antigénes H2 de n’importe
quel haplotype, et avec les antigénes majeurs de fransplantation d’autres Mammiféres,
I’lHomme compris, ne réagit pas avec les cellules de tératocarcinome. S’il y a une
homologie entre F9 et H2, il faut donc admettre qu’elle est plus lointaine que I’homo-
logie entre, par exemple, les antigénes H2 et HLA (Morello ef al., 1978). Des résultats
susceptibles d’une inferprétation comparable ont été obtenus par Vitetta ef al. (1978).

Il a été montré récemment que le sérum syngénique anti-F9 est complexe et
comporte plusieurs classes d’immunoglobulines IgM, 1gG,; et IgG, (Damonneville
et al., 1979). Ces différentes classes reconnaissent probablement, non seulement des
motifs antigéniques distincts, mais méme des molécules différentes. En effet, certaines
cellules (les spermatozoides par exemple) réagissent avec une classe d’immunoglo-
bulines (les IgM) et non les autres. Il semble donc clair que « ’antigéne F9 » constitue
en fait une famille composite dont le degré de complexité n’est cependant pas connu
avec précision.

Une propriété de I'antigéne F9 a retenu I'atrention : son absence apparente a la
surface de cellules porteuses de certains haplotypes t. On sait que le locus T est un
segment du chromosome 17 pour lequel les souris sauvages présentent un haut degré
de polymorphisme (Bennett, 1975 ; Lyon et al., 1979). Les haplotypes sauvages ont un
ensemble complexe de propriétés, en particulier des effets récessifs létaux répartis
dans I'embryogenése précoce (depuis le stade morula jusqu’a la formation du tube
neural) et ifs gouvernent, d la surface des spermaftozoides, la présence d’antigénes
spécifiques (Artzt et Bennelt, 1977). A la suite d’une observation d’Artzt, Bennett et
Jacob (1974) selon laquelle les spermatozoides porteurs de I'haplotype 1%32 (qui bloque
le développement de I'embryon au stade morula) se comportent, dans des tests d’ab-
sorption, comme dépourvus d’antigéne F9, la méme propriété a été retrouvée par
Kemler et al. pour les morulae homozygotes t#32/tw32 : parmi les morulae issues d’un
croisement qui ségrége de tels homozygotes, une fraction ne réagit pas, dans des tests
d’'immunofluorescence indirecte avec le sérum syngénique anti-F9. En revanche, ces
mémes morulae réagissent avec le sérum anti-t"32, Formellemenr, les antigénes F9
et %32 se comportent comme des produits de génes alléles, mais d’autres interprétations
sont possibles : défaut de membranes causé par I'haplotype 1732 et empéchant I'inté-
gration de F9, mutations de génes régulateurs portées par I'haplotype 173 et interfé-
rant avec la synthése de F9. Ces ambiguités ne pourront sans doute pas &tre levées
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avant que de nouveaux matériels cellulaires (des tératocarcinomes par exemple),
porteurs d’haplotypes t, rendent possible I'obtention de sérums anti-t d’'un maniement
plus commode que ceux actuellement disponibles, tous obtenus par immunisation
anti-sperme. L’isolement, par Kelly, Guénet et Condamine (1979) de lignées transfor-
mées par SV40 et homozygotes pour I'haplotype t¥32 (qui empéche la différenciation
normale du mésoderme dans ’'embryon de 7 jours) peut étre un pas dans cette direction.

2) Sérum syngénique anti-PCC4.

PCC4 est une lignée de tératocarcinome provenant de la souris 129, entretenue
in vitro, qui réinjectée & I’animal, forme des tumeurs pluridifférenciées. C’est donc
une souche multipotentietle. Par hyperimmunisation de la souris 129, un sérum syn-
génique anti-PCC4 a été obtenu (Gachelin ef al., 1977) qui réagit avec les lignées multi-
potentielles et nullipotentielles (F9). Aprés absorption par les cellules F9, le sérum
continue & réagir avec PCC4, ce qui définit un nouvel antigéne (ou groupe d’anti-
génes) propre & cefte lignée. Recherché sur I'embryon précoce, cet antigéne PCC4 n’a
été trouvé qu’d partir de I'implantation du blastocyste sur les seules cellules de la
masse cellulaire interne. Ce résultat illustre le fait que différentes lignées de tératocar-
cinome sont dans des états différents auxquels correspondent éventuellement des
antigénes de surface différents. La chronologie d’apparition de I'antigéne PCC4 est
par ailleurs intéressante et peut &re rapprochée de celle qui caractérise un antigéne
de type Forssman, trouvé sur les cellules de tératocarcinome et sur les blastocystes &
I’aide d’un anticorps monoclonal anti-tératocarcinome (Stern et al., 1978 ; Willison
et Stern, 1978).

3) Sérum xénogénique anti-F9.

A partir des immunoglobulines d’'un sérum de Lapin anti-F9, des fragments
monovalents ont été préparés dont I’action sur des embryons précoces de souris mis
en culture est remarquable (Babinet ef al., 1977 ; Kemler ef ai., 1977) : les divisions
de clivage se poursuivent normalement mais au lieu que la morula forme une masse
compacte a pariir du stade 8 cellules, ses blastoméres s’associent en une grappe lache
et la différenciation en blastocyste n’a pas liev. L’effet est réversible : débarrassées
des anticorps monovalents par lavage, les structures en grappe forment des morulas
compactes puis des blastocystes qui, réimplantés dans I'utérus, se développent nor-
malement. Les structures reconnues a la surface des blastoméres par ces anticorps
xénogéniques ne sont pas identifiées. Mais leur contrepartie existe aussi a la surface
des cellules de tératocarcinome : la souche PCC3 (multipotentielle et capable de se
différencier in vitro lorsque les cellules arrivent a confluence, Nicolas et al., 1976) voit
ses cellules se dissocier sous I’effet des anticorps monovalents (J. F. Nicolas, commu-
nication personnelle).

4) Absence d’antigéne H-2 d la surface des cellules de tératocarcinome.

On a mentionné plus haut qu’un sérum xénogénique de Lapin anti-H-2 ne réa-
gissait pas avec les cellules de tératocarcinome (Morello et al., 1978). Plus générale-
ment, toutes les tentatives pour mettre en évidence la présence de H-2 d la surface du
tératocarcinome se sont soldées par la négative (Artzi et Jacob, 1974 ; Nicolas ef al.,
1975 ; Stern, Martin et Evans, 1976 ; Isa, 1976 ; revue dans Gachelin, 1978).
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Le probléme de savoir si les antigénes H-2 sont présents a la surface des cellules
embryonnaires précoces a suscité beaucoup de travaux qui n’ont pas débouché sur
une solution claire (voir Klein, 1975, pp. 333 & 337). Les ambiguités tiennent a la nature
des réactifs sérologiques employés, aux techniques utilisées et & leurs différents degrés
de sensibilité. Une source supplémentaire de confusion, moins remarquée en général,
tient @ ce que les embryons, a partir du stade blastocyste, sont des objets composites,
dont tous les constituants n’ont peut-étre pas les mémes propriétés, en particulier pour
ce qui est de H-2. La question : les cellules totipotentielles de I’embryon, entre le
stade blastocyste et la gastrulation, ont-elles les antigénes H-2, n'a en général pas été
spécifiquement posée. Toutefois, une expérience de Webb, Gall et Edelman (1977)
conclut a la présence de H-2 dans les cellules de la masse interne du blastocyste. Si,
dans ce dernier cas, la spécificité anti-H2 des réactifs utilisés ne vient pas a étre remise
en question, il faudrait alors admettre une différence importante entre cellules de téra-
tocarcinome et cellules embryonnaires totipotentielles. Une telle conclusion semble
tout de méme prématurée.

E. — Sensibilité a I'égard des virus.

Les cellules indifférenciées de tératocarcinome empéchent la multiplication de
certfains virus alors que celle-ci a lieu normalement dans les lignées différenciées qui
dérivent du tératocarcinome. Il en est ainsi pour des virus de type C (Peries ef al.,
1977 ; Teich et al., 1977), des parvovirus (Miller, Ward et Ruddle, 1977), SV40 et le
virus du polyome (Swartzendruber, Friedrich et Lehman, 1977 ; Boccara et Kelly,
1978). Pour d’autres virus, la multiplication a lieu aussi bien dans les cellules souches
indifférenciées que dans les lignées différenciées dérivées. C'est le cas de I'adéno-
virus de type 2 (Kelly et Boccara, 1976), ou des virus de I'encéphalomyocardite, de
Sindbis, de la vaccine et de la stomatite vésiculaire (Teich et al., 1977).

Le mécanisme du blocage qui affecte la multiplication de certains virus n’est pas
connu avec précision mais on sait, dans le cas de SV40, que I’adsorption du virus,
sa pénétration et son transport jusqu’au noyau ont lieu de fagon normale (Swartzen-
druber, Friedrich et Lehmann, 1977). Plus récemment, il a été montré que, dans la
cellule F9, ’ARN messager de SV40 ne subit pas de maturation normale, par défaut
d’épissage (« splicing ») (Segal, Levine et Khoury, 1979). Toutefois, on ne sait rien de
la généralité de ce mécanisme de blocage, dans le cas des autres virus et des autres
lignées de tératocarcinome.

En revanche, les données sont moins claires en ce qui concerne la susceptibilité
des cellules embryonnaires précoces aux virus. Peu de virus ont été examinés, et les
résultats sont parfois contradictoires. Pour laenisch et Berns (1977), les embryons,
avant implantation, n’autorisent pas la réplication de SV40, du virus du polyome, ou
du virus leucémogéne de Moloney. Pour Abramczuk et al. (1978), la culture en présence
de SV40 d’embryons pris au stade 2 aboutit, aprés deux ou trois divisions, & la lyse des
blastoméres, par un mécanisme d’ailieurs inconnu. Quelques embryons survivent
néanmoins jusqu’'au stade blastocyste apreés infection par SV40 ; dans le cas de I’in-
fection par le virus du polyome, beaucoup moins toxique, c’est la majorité. Dans les
2 cas, on peut metire en évidence, dans les noyaux des cellules trophoblastiques, la
présence d’antigénes viraux T et V. Ces antigénes n’apparaissent pas dans les noyaux
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de la masse cellulaire interne, ni lorsque les synthéses protéiques ont été inhibées par
des drogues appropriées. Les cellules de la masse cellulaire interne pourraient donc
avoir des propriétés voisines de celles du tératocarcinome, ev égard a la permissivité
aux virus. Le statut des cellules de la morula, totipotentielles, ne semble pas élucidé
de fagon définitive. Enfin, lorsque des embryons pris au stade ceuf-cylindre sont cul-
tivés in vitro et infectés par SV40, des signes de réplication virale apparaissent dans
diverses catégories de cellules différenciées (cellules du sac vitellin, hématopoiétiques,
ou du tube neural) (Solter, Biczysko et Koprowski, 1974). Bien que le comportement
des cellules multipotentielles d’ectoderme embryonnaire présentes au début de ces
cultures n’ait pas été étudié en détail, I'analogie que présente ce résultat avec I'appa-
rition de la permissivité dans les cellules différenciées issues du tératocarcinome parait
évidente.

11l. — Retour des cellules de tératocarcinome
d ’embryogenése normale

Au cours des quatre derniéres années, la relation entre tératocarcinome et
embryon, le fait que le premier reproduit, de fagon anarchique, des processus de
différenciation identiques & ceux du second, se sonf trouvés illustrés de fagon specta-
culaire par I'obtention de souris chimériques ayant intégré dans leur organisme des
cellules dérivées de tératocarcinome.

La technique utilisée consiste & injecter des cellules tératocarcinomateuses indif-
férenciées (donc tumorigénes) dans la cavité d’un blastocyste. L'opération est effectuée
in vitro & I'aide d’un micromanipulateur. Le blastocyste est ensuite replacé dans un
utérus d’une femelle convenablement préparée ob il pourra continuer son dévelop-
pement. Il s’agit donc de I"adaptation d’une technique de Gardner (1968) qui a montré
qu’on peut fabriquer des souris chimériques en injectant, dans la cavité d’un blas-
tocyste de génotype a, la masse cellulaire interne provenant d’un blastocyste de géno-
type b.

Une premiére tentative due & Brinster (1974) utilisait des cellules dissociées de
corps embryonnaires tératocarcinomateux. Ceux-ci comportent un cceur de cellules
indifférenciées tumorales et une couche périphérique de nature endodermique. Les
cellules injeciées étaient apparemment prises au hasard et appartenaient a I'une ou
I'autre classe. Sur 60 souriceaux provenant de blastocystes ayant regu ce matériel,
un possédait clairement des tissus ayant le génotype du téraiocarcinome. Des résul-
tats beaucoup plus démonstratifs ont été obtenus dans le laboratoire de B. Mintz
(Mintz et llimensee, 1975 ; llimensee et Mintz, 1976). Des corps embryonnaires d’un
tératocarcinome d’origine 129/Sv, on n’injecte cette fois que les cellules internes
(indifférenciées). Dans une expérience ol une seule cellule tumorale était injeciée dans
chaque blastocyste, 30 p. 100 des animaux produits comportaient des cellules de géno-
type 129/Sv dans un éventail trés varié de tissus, y compris, dans quelques rares cas,
dans la lignée germinale. Tous ces tissus chimériques étaient d’apparence normale
et ne comportaient aucun signe de tumeur en voie de développement. Indépendam-
ment de la signification de ces expériences pour ce qui concerne la nature de la cellule
tératocarcinomateuse, elles rendent possibles I’incorporation in vivo de cellules por-
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teuses de mutations variées (obtenues & partir du tératocarcinome) et I'étude in vivo de
I’effet de ces mutations. Deux exemples d’application de ce type ont déja été fournis.
Dans un cas, des souris chimériques porteuses de cellules dépourvues d’hypoxanthine-
phosphoribosyltransférase ont été produites (Dewey et al., 1977). Dans |'auire cas,
des noyaux de cellules tératocarcinomateuses étaient fusionnés avec le cytoplasme
de cellules de mélanome dont I’ADN mitochondrial porte une mutation qui confére la
résistance au chloramphénicol. Les hybrides noyau-cytoplasme {« cybrid ») ainsi
obtenus conservent la propriété du tératocarcinome de former des tumeurs différen-
ciées, aprés injection sous-cutanée. Réinjectés dans des blastocystes, ces « cybrides »
ont donné liev & la naissance de souriceaux mosaiques. |l doit donc étre possible d’étu-
dier, & I'aide de cette technique, I'effet produit chez I'animal par des mutations,
nucléaires ou cytoplasmiques, sélectionnées sur des cellules en culture (Watanabe,
Dewey et Mintz, 1978). Un point de I’expérience de Watanabe doit étre souligné.
Alors que les souris provenant de tératocarcinome injecté dans des blastocystes (dans
les conditions de Mintz et ses collaborateurs) ne forment semble-1-il jamais de tumeurs,
les placentas de certains foetus disséqués au jour 12 ont livré des cellules de tératocar-
cinome que leurs propriétés tumorigénes ne distinguaient pas de la lignée de départ.
Les implications possibles de cette observation seront examinées dans la section
« Conclusions ».

Une autre application a été tentée par llimensee, Hoppe et Croce (1978) qui
consistait a injecter dans des blastocystes des cellules de tératocarcinome ayant intégré
un ou plusieurs chromosomes humains porteurs de marqueurs enzymatiques. L'ex-
pression d’enzymes humaines dans des tissus de souris a été obtenue dans quelques
cas.

Dans un autre groupe d’expériences (Papaioannou ef al., 1975, 1978), I'aptitude
de plusieurs lignées de tératocarcinome (entretenues in vitro pendant de nombreuses
générations) a fournir des chiméres aprés réinjection dans un blastocyste a été testée.
La fréquence des animaux chimériques apparait assez faible, de méme que I'impor-
tance du composant d’origine tératocarcinomateuse dans les souris qui en comportent.
En outre, la plupart des souris chimériques sont porteuses de tumeurs indifférenciées
dés la naissance. Ces résultats sont donc assez différents de ceux obtenus par Mintz
et ses collaborateurs. On peut supposer que le caryotype, jamais strictement normal,
des lignées utilisées par Papaioannou et al. rend compte dans une certaine mesure
de leur moindre aptitude a participer & une embryogenése normale. Il n’est pas exclu
que d’autres facteurs entrent en jeu, qu’il reste d déterminer.

1IV. — Conclusions

H est clair que des lignées indépendantes de tératocarcinome ont des propriétés
différentes les unes des autres. Certaines souches sont multipotentielles, d’autres ont
a peu pres perdu toute aptitude a se différencier. Certaines se différencient in vitro,
d’autres non. Les caryotypes présentent le plus souvent des écarts, particuliers pour
chaque souche, par rapport a la diploidie vraie. Tantét un chromosome X est inactivé,
tantdt non. Des antigénes de surface, comme l'antigéne F9, peuvent étre exprimés
avec plus ou moins d’infensité (G. Gachelin, communication personnelle). Ces diffé-
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rences n’empéchent pas qu’il existe, cependant, une similitude globale avec les cel-
lules embryonnaires multipotentielles qu’on trouve depuis la masse cellulaire interne
du blastocyste jusqu’'d I'ectoderme embryonnaire de I'ceuf-cylindre tardif : méme
ultrastructure simplifiée, mémes marqueurs caractéristiques (antigéne F9, haute
activité en phosphatase alcaline, actine monomérique, etc.) et surtout, méme aptitude
a donner des dérivés différenciés multiples.

Il est sGr que certaines au moins des différences qui séparent les lignées térato-
carcinomateuses entre elles ont été acquises au cours de I'histoire de ces lignées, aprés
qu’ait eu lieu la transformation tumorale. Par exemple, F9, lignée & peu prés nulli-
potentielle et PCC3, lignée multipotentielle qui se différencie in vitro lorsque les cellules
arrivent a confluence, ont toutes les deux été isolées a partir d’'une méme tumeur 129.
Mais on peut se demander si ces différences ne tiennen! pas aussi & ce que différents
tératocarcinomes tirent éventuellement leur origine de cellules embryonnaires diffé-
rentes, foutes situées cependant sur une méme séquence de développement qui va de
la masse cellulaire interne & I’ectoderme embryonnaire. Répondre & cette question
est d’autant moins aisé qu’on ignore & peu prés tout des différences qui séparent les
cellules de ces deux constituants de I’'embryon, ainsi que du nombre d’étapes qui
seraient nécessaires pour aller de I’'un a I'autre. Une étude de Moustafa et Brinster
(1972) indique que des cellules d’'un embryon de 5,5 jours sont capables, aprés injec-
tion dans un blastocyste de 3,5 jours, de participer & la formation d’embryons chimé-
riques avec une efficacité comparable a celle des cellules de la masse interne, trés
supérieure & celle des cellules d’'un embryon de 8 jours. Les celiules embryonnaires
multipotentielles de 5,5 jours paraissent donc capables d'interargir avec celles du
blastocyste, ce qui ne signifie pas, naturellement, qu’elles leur soient identiques. Ce
type d’expérience mériterait d’étre repris pour les cellules de 'ectoderme embryon-
naire de 6 et 7 jours. Quoi qu’il en soit, deux schémas sont @ priori possibles pour
I'origine du tératocarcinome, soit que plusieurs types cellulaires, qui jalonneraient
la progression de la masse cellulaire interne vers I'ectoderme de I'ceuf-cylindre, puis-
sent &re soumis d la transformation tumorale, soit qu’un seul type soit susceptible de
cette transformation. Le cas des cellules de la lignée germinale mdle qui, dans une
ébauche gonadique de 12 ou 13 jours, sont tumorisables n’est pas nécessairement a
part. Deux hypothéses ont été émises a leur sujet :

a) On peut postuler, en s’appuyant notamment sur des similitudes ultrastructu-
rales, que ces cellules sont en fait identiques aux cellules de ’ectoderme embryonnaire
de 6 ou 7 jours (Damjanov et Solter, 1974).

b) Ou bien, on peut imaginer que, dans un premier temps, ces cellules subissent
une activation (par un processus qui pourrait étre analogue & une parthénogenése), ce
qui les ferait s’engager dans une séquence de développement ol elles atteindraient
I'état sensible & la transformation tératocarcinomateuse qui semble caractériser les
cellules de I'ectoderme embryonnaire ou, & tout le moins, une sous-population de ces
cellules (Stevens, 1964 ; Mintz, Cronmiller et Custer, 1978).

Si I'identité de la cellule cible de cette transformarion est encore problématique, il
peut paraitre vain de spéculer sur la nature de cet événement. On peut tout de méme
poser une alternative en termes trés généraux. Ou bien la cellule tératocarcinoma-
teuse dérive d’'une cellule embryonnaire par un processus mutationnel, entendu au
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sens le plus large (pouvant comprendre, par exemple, la transposition d’'un ou plu-
sieurs éléments du génome, telle qu’efle semble avoir été mise en évidence dans cer-
taines cellules eucaryotes (Cameron, Loh et Davis, 1979). Ou bien cette transformation
est un processus purement épigénétique. L'opposition entre ces deux hypothéses n’est
peut-8tre pas absolue. Par exemple, le processus qui aboutit & la formation d’une
chaine d’immunoglobuline implique un réarrangement de certaines séquences
d’ADN et pourrait, par conséquent, &re classé comme événement mutationnel
(Hozumi et Tonegawa, 1976). Pourtant, il s’agit aussi d’un processus de différenciation,
et, bien que son mécanisme soit encore obscur, on peut penser qu'il a toute chance
d’'étre réglé de fagon épigénétique.

On dispose de trés peu d’éléments expérimentaux pour discuter le mécanisme
qui donne naissance au tératocarcinome. La fréquence, estimée dans la premiére
partie, avec laquelle il apparait dans les greffes de crétes génitales (environ 1 p. 100)
fait penser qu’il ne s'agit pas de mutations classiques, & moins d’imaginer un méca-
nisme particulier, telle la mise en action dans les conditions de la greffe, d’enzymes
génératrices d’erreurs dans la réplication de I’ADN. Il serait peut-&tre intéressant, de
ce point de vue, d’étudier I'action éventuelle de divers mutagénes sur les cellules
embryonnaires précoces. De méme, le retour de la cellule tératocarcinomateuse @
I'embryogenése normale semble s’effectuer, dans certaines conditions, avec une
haute efficacité. Ce retour apporte une confirmation éclatante a I'idée que les dérivés
différenciés du tératocarcinome sont identiques aux tissus adultes normaux (Pierce,
1961). Toutefois, I'argument de Kleinsmith et Pierce (1964) selon lequel la produc-
tion de tels dérivés, & partir des cellules souches, implique que celles-ci n’aient pas une
origine mutationnelle, ne parait pas absolument convaincant. On pourrait maintenir
I'hypothése de I'origine mutationnelle en supposant, par exemple, que dans les
expériences de Mintz et llimensee (1975), I'abolition du caractére tumoral provient,
non pas de la réversion de ces mutations, mais de la mise en route d’'un programme
de différenciation au coursduquel le(s) géne(s) porteur(s) de ces mutations ne s’ex-
prime(nt) plus (voir Hofnung, 1978). Un point demeure non éclairci dans ces expé-
riences, celuide savoir si la «normalisation » des cellules tératocarcinomateuses
résulte’ simplement de leur différenciation, telle qu'elle se produirait au cours de
la formation d’une tumeur, ou si elle constitue la réponse & une « induction» du
milieu embryonnaire normal. De ce point de vue, la récupération par Watanabe
et al. (1978) au jour 12 de I'embryogenése, de celiules non « normalisées » au
niveauv du placenta permet de se demander si cette hypothétique «induction» ne
caractérise pas certains tissus embryonnaires seulement. On voit par la que, tout
avtant qu'un modéle pour I'étude de la différenciation, le tératocarcinome offre
d’utiles possibilités pour I'étude de la cancérogenése.
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