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Controle somatique des cellules souches
de la lignée germinale chez Drosophila melanogaster

L'équilibre entre le renouvellement et la différenciation des
cellules souches est controlé par des mécanismes
intrinséques et extrinséques. Chez Drosophila
melanogaster, les cellules souches de la lignée germinale
et les cellules somatiques environnantes sont génétiquement
modifiables, permettant une étude in vivo de ces
mécanismes. Ainsi, il a été récemment montré qu’au cours

ne cellule souche est définie
U par sa double capacité de se

renouveler et de produire des
cellules qui peuvent se différencier.
Chez I’homme, de telles cellules
sont, par exemple, capables de pro-
duire tous les différents types cellu-
laires de la lignée hématopoiétique
ou bien du systéme nerveux. Ainsi, la
compréhension des mécanismes qui
contrblent les cellules souches peut
avoir des applications thérapeutiques
directes si I’on veut régénérer des tis-
sus disparus ou malades. Malheureu-
sement, ces cellules sont rares, diffici-
lement identifiables et se trouvent
dans des environnements cellulaires
complexes, ce qui rend leur étude in
vivo difficile. Au contraire, chez la
drosophile, les cellules souches de la
lignée germinale, males ou femelles,
sont bien caractérisées, leur environ-
nement cellulaire est simple, et elles
sont facilement observables et mani-
pulables. 1l est de plus possible d’uti-
liser tous les outils génétiques dispo-
nibles chez la drosophile pour
étudier ces cellules souches in vivo au
niveau moléculaire et cellulaire.
Le renouvellement des cellules
souches peut étre contrdlé par deux
types de mécanismes non exclusifs,
des signaux extrinseques provenant
de leur environnement cellulaire et
des mécanismes intracellulaires
(intrinseques) gouvernant la ségréga-
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cellulaires. Chez les vertébrés, I’étude
des cellules souches a surtout souli-
gné I'importance des signaux extrin-
seques [1, 2], alors que, chez la dro-
sophile, les récentes avancées
concernant les divisions asymétriques
des neuroblastes (cellules souches du
systeme nerveux central) ont focalisé
I"attention sur les mécanismes intrin-
seques ([3] et m/s 2000, n° 10,
p.1092). De maniére surprenante,
trois articles réecemment publiés
démontrent comment des cellules
somatiques contrdlent les cellules
souches de la lignée germinale chez
la drosophile, tant chez le male que
chez la femelle [4-6].

Une «niche» moléculaire
est nécessaire au maintien
de la lignée germinale

au cours de I'ovogenése

Chez Drosophila melanogaster, I’ovaire
est constitué de 16 a 20 «ovarioles* »
comportant chacune une succession
de chambres ovariennes. L’ovoge-
nése débute dans une structure spé-
cialisée appelée le «germarium »,
située au podle antérieur de chaque
ovariole (figure 1A). A I'apex du ger-
marium se trouvent 2 a 3 cellules

* Les termes «germarium, ovarioles, cystoblastes... »
issus de la littérature anglo-saxonne et qui désignent
des structures cellulaires précises ont été gardes.

de I'ovogeneése, les cellules somatiques sécrétent la molécule
DPP, créant une «niche» moléculaire nécessaire au
renouvellement des cellules souches qui sy trouvent.
Inversement, au cours de la spermatogenése, apres
activation de la voie EGF, les cellules somatiques émettent
un signal limitant le renouvellement des cellules souches et
induisant leur différenciation.

souches de la lignée germinale
(CSG), entourées par trois types de
cellules somatiques mitotiquement
inactives: directement au contact des
CSG se trouvent les cellules de la
coiffe (CC), plus antérieurement se
trouvent les cellules du filament ter-
minal (CFT), alors que postérieure-
ment aux cellules de la coiffe se trou-
vent les cellules du manteau intérieur
(CMI) (figure 1B). Chaque CSG se
divise de maniére asymétrique selon
I’axe antéro-postérieur du germa-
rium pour donner deux cellules filles
dont I'une est une nouvelle CSG qui
reste en contact avec les cellules de la
coiffe, et I'autre un cystoblaste situé
plus postérieurement. Deux caracté-
ristiques supplémentaires permettent
de distinguer un cystoblaste d’une
CSG: (1) cette cellule se met a expri-
mer une protéine appelée BAM (bag
of marbles), nécessaire a son dévelop-
pement [7]; et (2) elle n’hérite que
d’un tiers du spectrosome — une struc-
ture cytoplasmique riche en mem-
branes et précurseur du fusome - qui
est la marque la plus visible de I'asy-
métrie d’une telle division [8]. Un
cystoblaste se divise ensuite 4 fois de
maniére incompléte pour donner un
cyste de 16 cellules toutes reliées par
des ponts cytoplasmiques. Ce cyste
poursuit ensuite sa maturation en se
déplacant vers le péle postérieur du
germarium ou il est enveloppé par
des cellules folliculaires pour former
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Figure 1. Maintien des CSG lors des étapes précoces de I'ovogenése. A. Schéma de la partie antérieure d’une ovariole,
représentant les premiers stades de I'ovogenése. B. Agrandissement de la region 1 du germarium ou se situent les
CSG. Les cellules somatiques créent un microenvironnement (une «niche »), en utilisant la voie de signalisation Dpp,
qui permet de maintenir les CSG. Piwi est exprimé dans toutes les cellules du germarium mais est principalement
requis dans les cellules somatiques. Yb est spécifiquement exprimé dans les CFT et CC. Chaque CSG se divise de
maniére asymeétrique par rapport au spectrosome, le CB n’héritant que d’un tiers du spectrosome. Apres division
seule la CSG reste dans la niche, le CB ne contacte que les CMI. C. Modeéle expliquant le remplacement des CSG.
Lorsqu’une CSG non marquée se différencie en CB et quitte la niche, une CSG voisine marquée (rouge) se divise per-
pendiculairement a I'axe du germarium. La cellule fille produite occupe la place laissée vide et contacte les CC, qui
induisent sa différenciation en CSG. CSG: cellule souche de la lignée germinale; CB: cystoblaste; CFT: cellule du fila-

ment terminal ; CC: cellule de la coiffe; CMI: cellule du manteau intérieur; Sp: spectrosome (adapté de [4]).

une chambre ovarienne et continuer
son développement dans le vitella-
rium [9].

L’étude des mutants piwi et fs(1) Yb
(Yb) a démontré que les cellules
somatiques pouvaient influencer les
CSG [10-13]. En effet, des droso-
philes femelles homozygotes pour
I'une de ces mutations ne produisent
que quelques chambres ovariennes
avant de perdre toutes les cellules
germinales. Au stade larvaire, I’étape
de multiplication des cellules germi-
nales est pourtant normale et les
jeunes femelles posseédent un
nombre correct de cellules présen-
tant toutes les caractéristiques molé-
culaires d’une cellule souche [11,
13]. L’hypothése la plus probable est
donc que, chez ces mutants, les CSG
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se sont directement différenciées en
cystoblastes sans reproduire de cel-
lules souches. Dans un second temps,
les auteurs ont recherché dans
guelles cellules ces genes étaient
nécessaires. En utilisant le systéme
FLP/FRT [14, 15], ils ont induit des
clones de cellules homozygotes pour
chacune de ces mutations. Ces clones
sont facilement identifiés par la perte
d’un marqueur ubiquitaire tel que la
[-galactosidase ou la GFP (green fluo-
rescent protein) (figure 2). Cette
meéthode a plusieurs avantages: (1)
elle permet d’étudier des mutations
Iétales, puisque seules les cellules clo-
nales sont homozygotes pour la
mutation; le reste de I’organisme est
hétérozygote donc viable; (2) dans
un méme germarium peuvent exister

I'une a c6té de l'autre des CSG
mutantes et sauvages, ces dernieres
servant de témoins internes; (3) il est
possible de quantifier la durée de vie
des cellules clonales [16]. De
maniére inattendue, les CSG homo-
zygotes pour piwi ou Yb produisent
des cystes normaux et ont une durée
de vie comparable a leur équivalent
hétérozygote. De méme, la présence
de clones homozygotes dans les cel-
lules folliculaires n’induit aucun phé-
notype. Les auteurs en déduisent, par
défaut, que piwi et Yb sont seulement
nécessaires dans les cellules soma-
tiqgues qui entourent les CSG [11,
13]. L’effet non autonome de ces
mutations démontre ainsi I’existence
d’un signal provenant des cellules

somatiques, nécessaire au maintien s
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Figure 2. Le systéme FLP/FRT. La FLP (recombinase de levure) induit une
recombinaison entre deux chromosomes homologues a des séquences spé-
cifiques (FRT) situées pres du centromeére de chaque bras de chromosome.

A. En absence de la FLP,

il N’y a pas de recombinaison. Aprés la mitose,

chaque cellule fille hérite d’'un bras de chaque chromosome homologue et
est ainsi hétérozygote pour la mutation (m) et pour le marqueur (M). B. En
présence de la FLP, une recombinaison a lieu avant la mitose entre deux bras
des chromosomes homologues au niveau des séquences FRT. Apres divi-
sion, une cellule mere a donc 50 % de chances de produire une cellule fille
homozygote pour la mutation et une cellule fille homozygote pour le mar-
queur FRT: séquences spécifiques cibles de la recombinase FLP.

de la lignée germinale. Malheureuse-
ment, il est pour le moment impos-
sible d’induire, de fagcon spécifique,
des clones mutants dans ces cellules
car elles sont mitotiquement inac-
tives. Il est donc, d’une part, difficile
de démontrer un r6le direct de ces
cellules, et d’autre part, de détermi-
ner lesquelles parmi les cellules du
filament terminal, de la coiffe ou du
manteau intérieur, émettent ce
signal somatique. Par ailleurs, le gene
piwi codant pour une protéine
nucléoplasmique et Yb pour une pro-
téine cytoplasmique, il apparait évi-
dent que ces protéines ne sont pas le
signal lui-méme [12, 13]. De plus, on
ne peut prédire leur fonction car
leur séquence ne présente pas de
domaine fonctionnel connu.

Un troisieme acteur, celui-la bien
mieux connu en biologie du dévelop-
pement est impliqué dans le main-
tien des CSG: il s’agit du géne deca-
pentaplegic (dpp) ([16] et m/s 1999,
n°1, p.1279). DPP appartient a la
famille des TGF- et est ’lhomologue
de BMP2/4 (bone morphogenic protein)
chez les vertébrés. DPP est un mor-
phogéne capable de diffuser et
d’induire différentes identités cellu-
laires sur une distance de plusieurs
cellules [17]. La surexpression de dpp

s dans les cellules somatiques du ger-
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marium provoque une prolifération
excessive des CSG qui, aprés plu-
sieurs jours d’exposition, peuvent
atteindre le nombre de 50 ou 60 par
germarium. Cependant, des CSG
mutantes pour dpp ne présentent
aucun phénotype particulier. La voie
de signalisation de dpp étant bien
connue, les auteurs ont ensuite mon-
tré que les récepteurs de DPP tels
gue saxophone (sax), thick veins (tkv) et
punt, et des relais positifs de la voie
tels que mother against dpp (mad) et
Medea (Med) étaient aussi nécessaires
au maintien des CSG, mais étaient
cette fois nécessaires dans la lignée
germinale. En effet, des CSG
mutantes pour I'un de ces génes ont
une demi-vie souvent réduite a moins
d’une semaine, alors que les CSG
hétérozygotes témoins ont en
moyenne une demi-vie de 4,6
semaines. Inversement, des CSG
mutantes pour le gene daughter
against dpp (Dad), un relais négatif de
la voie, ont une demi-vie nettement
allongée, supérieure a 6 semaines.
dpp agit donc directement sur les
CSG sans mécanisme relais intermé-
diaire et cela fait de dpp un bon can-
didat pour étre le signal d’origine
somatique. Malheureusement, de
méme que pour piwi ou Yb, il n’est
pas possible d’obtenir des clones

pour dpp dans les 3 types cellulaires
entourant les CSG. De plus, la rela-
tion entre la voie dpp et piwi ou Yb
n’est pas trés claire, puisqu’une sur-
expression somatique de piwi
n’induit qu’une augmentation
modeste du nombre de CSG contrai-
rement a celle de dpp [12]. Ainsi, il
n’est pas possible de déterminer si
piwi et Yb agissent en amont de dpp
ou en suivant une voie parallele.
Deux autres génes, bam et pumillio
(pum), sont de bons candidats pour
agir en aval de la voie dpp, dans la
lignée germinale. En effet, une sur-
expression de ham dans la lignée ger-
minale provoque la différenciation
des CSG en cystoblastes et donc la
perte de la lignée germinale [18].
Inversement, des CSG mutantes pour
pum disparaissent de maniere préma-
turée [10, 19]. Ainsi, dpp pourrait
régler de maniére positive pum et de
maniére négative ham. Cependant, la
relation entre ces trois genes est pour
I'instant inconnue. Il reste donc a
trouver de nombreux acteurs pour
mieux comprendre I’origine et les
mécanismes d’action de ce signal
somatique.

Au cours de ces mémes expériences,
les auteurs remarquent que, méme si
les CSG mutantes pour un des récep-
teurs ou un des relais positifs dispa-
raissent rapidement, le germarium
contient un nombre constant de cel-
lules souches. De maniere surpre-
nante, ces nouvelles CSG sont de
génotype sauvage, ce qui démontre
que lorsqu’une cellule souche dispa-
rait, une nouvelle cellule voisine peut
la remplacer: quelle est I’origine de
cette cellule? Les auteurs montrent
que lorsqu’une CSG non marquée
vient juste de se différencier en cysto-
blaste, la CSG voisine se divise tou-
jours de maniére asymétrique par
rapport au spectrosome, mais cette
fois de facon perpendiculaire a I’axe
du germarium [4]. La cellule fille
ainsi produite occupe la place laissée
vide par la précédente CSG et reste
en contact avec les cellules de la
coiffe (figure 1C). L’hypothése est
donc que cette cellule fille est « pro-
grammée» pour devenir une CSG
plutdt qu’un cystoblaste par les cel-
lules environnantes qui formeraient
alors une «niche». Au sens strict,
une niche est un microenvironne-
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ment capable de contr6ler les cel-
lules qui s’y trouvent, et ce indépen-
damment de leur présence ou non.
Ainsi, pour trouver les véritables
constituants de cette niche, les
auteurs étudient si la perte forcée ou
naturelle des CSG entraine des modi-
fications sur un ou plusieurs des
3types cellulaires somatiques. Les cel-
lules du manteau intérieur disparais-
sent avec les cellules germinales et le
nombre de cellules du filament ter-
minal diminue de moitié en un mois.
Seul le nombre des cellules de la
coiffe reste corrélé au nombre de
CSG, avec 2,5 cellules de la coiffe par
CSG. Ceci suggeére que les cellules de
la coiffe sont les véritables consti-
tuants de cette niche. Une démons-
tration plus directe mais technique-
ment difficile serait de transplanter
au niveau de I'apex du germarium
une cellule germinale indifférenciée,
telle qu’une cellule germinale pri-
mordiale, pour voir si elle devient
une CSG. Le renouvellement des
CSG grace a I'existence d’une telle
niche permet enfin d’expliquer com-
ment les femelles peuvent produire
des oeufs pendant plusieurs mois
alors que la demi-vie des CSG n’est
que de 4 a 5 semaines [4].

Au cours de la spermatogeneése,

les cellules somatiques inhibent

la prolifération des cellules souches
de la lignée germinale

Chez la drosophile, les premieres
étapes de la spermatogenése sont tres
similaires a celles de I’ovogenése
[20]. A I'apex du testicule, se trou-
vent 7 a 9 cellules souches de la
lignée germinale qui sont ancrées
aux cellules du hub (CH), des cellules
somatiques quiescentes similaires aux
cellules de la coiffe (figure 3). Chaque
CSG est entourée par deux cellules
souches somatiques, appelées cellules
progénitrices du cyste (CPC) qui sont
elles mémes ancrées aux cellules du
hub. Chaque CSG se divise de
maniére asymétrique selon I'axe
antéro-postérieur du testicule pour
donner une nouvelle CSG qui reste
au contact des cellules du hub, et plus
postérieurement un gonioblaste,
I’équivalent du cystoblaste[21]. Ce
gonioblaste se divisera ensuite 4 fois
de maniere incompléte, pour former
un cyste de 16 spermatogonies toutes
connectées entre elles. Chaque cel-
lule progénitrice du cyste se divise
aussi de maniere asymétrique pour
donner deux cellules somatiques du

cyste (CSC) qui envelopperont le
cyste tout au long de son développe-
ment, sans se rediviser.

Récemment deux équipes ont mon-
tré que chez le male, les cellules
somatiques contrélent aussi les divi-
sions des CSG, I'une en étudiant le
role du récepteur de I’ EGFR (epider-
mal growth factor) et I'autre en étu-
diant le réle de raf, une sérine/thréo-
nine Kkinase qui fonctionne
généralement en aval des récepteurs
a tyrosine kinase et plus particuliére-
ment de 'EGFR [5, 6]. Des muta-
tions dans ces 2 génes donnent des
phénotypes quasiment identiques,
c’est-a-dire une prolifération cellu-
laire excessive & I'apex des testicules
mutants pour I'un de ces génes. Ces
cellules surnuméraires sont petites,
ont un fusome sphérique, n’expri-
ment ni bam ni Notch et se divisent de
maniére asynchrone; il s’agit donc de
cellules souches. Une analyse clonale
montre que ces deux génes ne sont
pas nécessaires dans la lignée germi-
nale et qu’il suffit d’une seule cellule
progénitrice du cyste mutante pour
raf pour induire un exces de prolifé-
ration des CSG [6]. On peut donc en
conclure gu’un signal émanant de
ces cellules somatiques et dépendant

CH

CPC

@ 4 diviSioNs === =@
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\ 2
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Figure 3. Modele des interactions cellulaires pendant les étapes précoces de la spermatogenése. Un premier signal
provenant des CSG active I'EGFR et la voie raf dans les CPC. En réponse, celles-ci envoient un deuxieme signal qui
limite la multiplication des CSG et induit la différenciation en gonioblastes. Ainsi, chaque CSG se divise de maniére
asymétrique. Le premier signal pourrait étre spitz alors que la nature du second signal est inconnue. Piwi est néces-
saire au maintien des CSG, et est exprimé dans tous les types cellulaires du testicule, en particulier dans les cellules
du hub (représenté ici) qui sont les homologues des cellules de la coiffe. Chaque cellule progénitrice du cyste se
divise aussi de maniére asymétrique pour donner une cellule somatique du cyste mitotiquement inactive. Un GB se
divise 4 fois de maniere incompléte pour donner un cyste de 16 cellules. punt, schnurri, bam et bgcn limitent le
nombre de divisions des spermatogonies; punt et schnurri sont nécessaires dans les CSC alors que bam et bgcn le
sont dans les SPO. CH: cellule du hub; CSG: cellule souche de la lignée germinale; GB: gonioblaste; CPC: cellule
progénitrice du cyste; CSC: cellule somatique du cyste; SPO: spermatogonies.
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de la voie EGF est nécessaire pour
induire la différenciation des CSG en
gonioblastes. En effet, dans ces
tumeurs de CSG le nombre de cel-
lules en division est normal, indi-
guant que ce n’est pas le rythme des
divisions des CSG qui est augmenté
mais la capacité a se différencier en
gonioblaste qui est affectée. On peut
alors se poser deux questions:

- Quelle est I'origine de ce signal
EGF ? Une des équipes suggere que
SPITZ, un des ligands de I'EGFR, est
un candidat possible, mais a pour
I’instant comme seul indice le fait
que spitz est exprimé dans les CSG
[5]. Les CSG émettraient donc un
premier signal aux cellules progéni-
trices du cyste qui, en réponse, émet-
traient elles mémes un deuxiéme
signal pour limiter la prolifération
des CSG. La nature de ce deuxiéme
signal d’origine somatique est pour
I’instant totalement inconnue.

- L’apex du testicule forme-t-il une
niche ? Les mutations étudiées
jusqu’a maintenant induisent une
prolifération excessive de la lignée
germinale. La perte naturelle ou for-
cée des CSG n’a pas encore été étu-
diée. Il reste donc a démontrer que
les cellules somatiques entourant les
CSG sont capables d’induire le rem-
placement d’une CSG lorsqu’une de
celles-ci se différencie. Il est cepen-
dant connu que, dans les testicules
agamétiques, les différents types cel-
lulaires somatiques subissent de nom-
breuses modifications [21].

Ainsi, chez la drosophile, bien que
morphologiquement comparables,
I’ovogenése et la spermatogenése pré-
sentent pour I'instant au moins deux
différences fondamentales. Premiére-
ment, si dans les deux cas les CSG
sont bien soumises & un contréle
somatique, pendant I’ovogenése, ce
signal sert & maintenir la lignée ger-
minale en inhibant la différenciation
des CSG en cystoblastes, tandis qu’au
cours de la spermatogenese, ce signal
est nécessaire a la différenciation des
CSG en gonioblastes. Deuxiémement,
bien que plusieurs genes soient a la
fois impliqués dans I’ovogenése et la
spermatogenese, ils agissent a des
étapes différentes. En effet, des muta-
tions dans les génes bam et bgen pro-
voguent des tumeurs dans la lignée

mssmmmm  Jerminale aussi bien chez le méle que
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chez la femelle [22]. Chez la femelle,
ces tumeurs sont formées de cellules
souches et de cystoblastes alors que,
chez le méle, il s’agit de spermatogo-
nies qui continuent a se multiplier au
lieu de s’arréter a 4 divisions [7, 23].
De méme, au cours de la spermatoge-
neése, les génes punt et schnurri de la
voie dpp sont nécessaires, a cette
méme étape, dans les cellules soma-
tiques du cyste pour contrbler le
nombre de divisions des spermatogo-
nies [24].

Ainsi, au cours de I’ovogenése, bam,
bgen et la voie dpp sont requis pour la
différenciation d’une CSG en cysto-
blaste, alors qu’au cours de la sperma-
togenese, ces genes sont necessaires a
la différenciation des spermatogonies
et a leur entrée en méiose.

Seul piwi semble avoir un réle
conservé dans les deux cas, puisqu’il
permet le maintien des CSG tant
chez le méle que chez la femelle. La
fonction de piwi semble de plus
conservée au cours de I’évolution: les
homologues de piwi chez C. elegans,
pgrl et pgr2, sont aussi nécessaires au
maintien de la lignée germinale; de
méme que chez Arabidopsis, ou
ZWILLE, I’'homologue de piwi, est
nécessaire de maniére non-auto-
nome, dans les cellules somatiques,
pour maintenir les cellules souches
du méristéme apical végétatif [11].
Enfin, il existe aussi un homologue
humain de piwi, hiwi, mais sa fonc-
tion n’est pas connue. On peut
cependant noter que, chez I’lhomme,
les cellules de Sertoli sont requises
pour le maintien de la lignée germi-
nale méle, en culture.

Conclusions

Les cellules souches peuvent étre
maintenues soit au niveau d’une
population, controlées uniquement
par des mécanismes extrinséques, soit
au niveau de chaque cellule, de
maniére intrinséque, si elles se divi-
sent de maniére asymétrique. Par
exemple, chez C. elegans, toutes les
cellules germinales se divisent de
maniere symétrique et seules les cel-
lules qui sont au contact d’une cellule
somatique unique, située a I'extré-
mité de chaque gonade, continuent
de se diviser au lieu de se différencier
[25]. Dans ce cas, les «CSG» sont

maintenues au niveau d’une popula-
tion, par la voie de signalisation Notch,
qui joue ici un r6le inductif. En effet,
la cellule apicale somatique exprime
lag2 (un homologue de Delta/Serrate)
alors que toutes les cellules germi-
nales expriment glpl (un homologue
de Notch). A I'opposé, chez la droso-
phile, la division asymétrique des neu-
roblastes (cellules souches du systeme
nerveux central) ne repose que sur
des mécanismes intrinséques ou des
génes tels que inscuteable, pins,
bazooka, ou par6 sont nécessaires a la
ségrégation asymétrique des détermi-
nants cellulaires [3] (m/s 2000, n° 10,
p. 1092). Comme on vient de le voir,
chez la drosophile, des signaux
extrinséques contrdlent la différen-
ciation des CSG alors que des méca-
nismes intrinséques font que chaque
CSG se divise de maniére asymé-
trique. Cette stratégie intermédiaire
est aussi utilisée par les cellules
souches des Vertébrés. Les CSG sont
donc un excellent modéle d’étude de
cellules souches, et il est a espérer
que les rapides progrés faits chez la
drosophile, grace aux cribles géné-
tiques systéematiques et au séquencage
du génome, seront applicables aux
vertébrés m
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