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Transfert de génes dans les cellules
nerveuses. Immortalisation cellulaire
et marquage génétique

Claudine Evrard, Marc Le Bert, Isabelle Borde, Eric Galiana,
Rozenn Bernard, Pierre Rouget

cellulaires et moléculaires interve-

nant dans la différenciation, le
contrdle de la prolifération et les inter-
actions des cellules nerveuses est
encore grandement limitée par la dif-
ficulté d’établir des lignées cellulaires
stables (donc un matériel clonal,

I a compréhension des mécanismes
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homogene, reproductible et quantitati-
vement illimité), variées et conservant
Iessentiel des propriétés des cellules de
départ. En effet, la plupart des lignées
de cellules nerveuses étudiées jusqu’a
récemment étaient tumorigenes et
avaient perdu le contréle de leur divi-
sion et de leur différenciation. Cepen-
dant, quelques lignées issues de
tumeurs [1-4], d’autres obtenues in
uitro apres transformation spontanée
ou virale [5-7], ont déja permis de cla-
rifier certains aspects de la neuroge-
nese.

Des perspectives nouvelles ont été
ouvertes par les travaux des laboratoi-
res de F. Cuzin [8] et R. Wein-
berg [9]. Sur des fibroblastes murins,

ces auteurs ont montré que la trans-
formation oncogeéne nécessite une coo-
pération entre différents génes et impli-
que plusieurs étapes dont la premiere,
appelée immortalisation, conféere a ces
cellules un potentiel de division illi-
mité, sans qu’elles acquiérent un phé-
notype transformé ou tumoral. A
Iissue de cette premiere étape qui peut
étre induite par I’expression des
séquences grand T du virus polyome,
E1A d’adénovirus et certains genes de
la famille mye, la prolifération cellulaire
reste contrlée par inhibition de con-
tact, les fibroblastes ne se multiplient
pas en absence d’ancrage et ne devien-
nent pas tumorigenes. A la suite de
ces observations, 1l est devenu envisa-



geable d’établir des lignées permanen-
tes de cellules ayant conservé I’essen-
tiel du contréle de leur prolifération et
de leur différenciation.

Transfert d’oncogénes dans les cellu-
les nerveuses et établissement de
lignées immortalisées

Nous avons ainsi été incités a initier
un nouveau systeme, fondé sur le
transfert et l'intégration d’oncogénes
définis, permettant I’immortalisation
des différentes catégories de cellules
nerveuses murines [10] et vraisembla-
blement extrapolable a d’autres types
cellulaires. Les geénes immortalisants
grand T du virus polyome, EIA
d’adénovirus et parfois le géne grand
T de SV40 ont été introduits a I’aide
de différentes méthodes (transfection,
électroporation, lipofection, transduc-
tion a l'aide de vecteurs rétroviraux
recombinants) dans des cellules issues
de régions déterminées du cerveau. Ce
travail a conduit a I’établissement de
lignées permanentes non phénotypique-
ment transformées, correspondant a
diverses sous-populations de cellules
nerveuses et précurseurs mixtes, dont
quelques-unes ont déja été décri-
tes [10-12]. Avec une démarche ana-
logue, quelques autres laboratoires ont
immortalisé des précurseurs glio-
neuronaux dont I’étude de la différen-
ciation in uitro a confirmé I’existence de
progéniteurs communs aux cellules
gliales et neuronales [13, 14]. Toute-
fois, dans tous les cas, la fréquence
d’obtention de lignées immortalisées
capables d’effectuer leur différenciation
terminale :n wvitro, demeure faible. En
effet, les génes transférés sont intégrés
préférentiellement dans les cellules
ayant conservé un potentiel de division
important, ce qui conféere aux précur-
seurs précoces un avantage sélectif vis-
a-vis de I'immortalisation. Afin d’aug-
menter D’efficacité des vecteurs et de
cibler I'expression des oncogenes, nous
avons placé ces genes sous le controle
de promoteurs neuro-spécifiques
(région  promotrice du  gene
neurofilaments-L), ou glio-spécifiques
(régions régulatrices du géne GFAP ou
du papovavirus JC).

Tres récemment, nous avons fait appel
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a une autre approche : a partir de
souris transgéniques portant le gene
grand T du virus polyome, construi-
tes par M. Rassoulzadegan et
F. Cuzin, nous avons établi différen-
tes lignées immortalisées de cellules
nerveuses, issues de régions définies du
cerveau [15]. Parallelement, deux
autres laboratoires ont obtenu des
lignées transformées a partir de
tumeurs provenant d’animaux transgé-
niques portant les séquences grand T
de SV40, placées sous contrdle de pro-
moteurs neuro-spécifiques [16, 17].

Différenciation in witro des différen-
tes lignées de cellules nerveuses
immortalisées

Les lignées immortalisées a 1’aide de
ces diverses méthodes peuvent étre
schématiquement réparties en différen-
tes catégories :

Certaines présentent des caractéris-
tiques d’astrocytes de type 1. Elles
expriment les formes 120 kDa et
140 kDa des molécules d’adhérence
cellulaire de type N-CAM, synthétisent
la laminine durant leur phase de mul-
tiplication puis la sécrétent lorsque leur
croissance est inhibée par contact. Elles
expriment la glial fibnllary acdic protein
(GFAP, spécifique des astrocytes) apres
confluence et cette expression est cor-
rélée a I’arrét de la prolifération. Cer-
taines de ces lignées présentent des
récepteurs a divers neuromédiateurs
couplés a la phospholipase C : par
exemple, al-adrénergiques, muscarini-
ques et sérotoninergiques [15].

Chez d’autres lignées, précurseurs
d’astrocytes de type 1, 'expression de
la. GFAP est inductible par la
FGF [10]. Quelques-unes, correspon-
dant probablement a des précurseurs
plus précoces, expriment N-CAM et
laminine, sont capables de stimuler le
développement neuritique, mais ne
sont pas inductibles pour I’expression
de GFAP.

Une autre famille de lignées [11] pré-
sente des propriétés de précurseurs
mixtes oligodendrocyte-astrocytes de
type 2 et une grande analogie avec les
cellules O-2A mises en évidence par
M. Raff au niveau du nerf opti-
que [18]. Au cours de leur croissance,

elles synthétisent d’abord les ganglio-
sides reconnus par I’anticorps A2B5
qui interagit avec divers types de pré-
curseurs gliaux [18] ou neuro-
naux [19]. Ensuite, selon les conditions
de culture, elles expriment soit le
galactocérébroside, spécifique de cellu-
les oligodendrogliales, soit la glutamine
synthétase et la GFAP.

D’autres lignées présentent des carac-
téristiques de précurseurs mixtes
astrocyte-neurones [12-14]. Leur diffé-
renciation dans 'une ou l'autre direc-
tion dépend aussi des conditions de
culture : ces cellules expriment, par
exemple, soit la GFAP, soit les diver-
ses formes de neurofilaments spécifi-
ques des neurones. Certaines de ces
lignées, issues du striatum, expriment
des récepteurs a divers neuromédia-
teurs [12] : récepteurs o1-adréner-
giques, muscariniques, glutamatergi-
ques, sérotoninergiques de la sous-
classe 5-HT2, couplés positivement a
la phospholipase C ; récepteurs (-
adrénergiques, D1 et D2 dopaminer-
giques, couplés soit positivement, soit
négativement a I’adénylate cyclase.
Nous étudions actuellement, d’une
part, I’expression de ces récepteurs au
cours de la différenciation, d’autre
part, I'effet des neuromédiateurs cor-
respondants sur la prolifération et la
différenciation cellulaire. Une collabo-
ration avec le laboratoire de J. Mallet
a conduit a transférer le gene de la
tyrosine hydroxylase (TH, enzyme clé
de la biosynthése de dopamine) dans
ces lignées. Un objectif de ce travail
est d’examiner les régulations coordon-
nées entre I’expression du gene TH,
celle des récepteurs dopaminergiques et
des protéines G intervenant dans la
transduction des signaux. Une autre
perspective est d’améliorer la répara-
tion de lésions striatales apres greffe de
ces cellules chez I’animal [20].

Transfert et intégration du geéne
lacZ : marquage génétique

C. Cepko et ses collaborateurs avaient
montré que la transduction du gene
lacZ a V'aide de vecteurs rétroviraux,
dans les cellules du systtme nerveux
central, permettait 1’étude des filiations
cellulaires [21]. En effet, I’expression
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de ce gene, qui code pour la (-
galactosidase, peut étre suivie histochi-
miquement, 2 situ, par I’hydrolyse du
substrat chromophore X-Gal. Bien que
la détection simultanée de certains
marqueurs de différenciation soit pos-
sible [11], P’association du gene lacZ a
un signal de localisation nucléaire (nls
[22, 23]) facilite la caractérisation des
cellules et leve toute ambiguité due a
I'expression éventuelle d’une galacto-
sidase endogene [24]. Afin d’obtenir
une expression ciblée des séquences
nls-lacZ dans des neurones ou des
astrocytes, ou encore des oligoden-
drocytes, nous avons placé ces séquen-
ces sous le contrdle des régions pro-
motrices des genes neurofilaments ou
GFAP, ou encore des régions régula-
trices du papovavirus JC. Ce travail
a maintenant permis d’obtenir diffé-
rents types de lignées, correspondant
a divers précurseurs et catégories cel-
lulaires du systeme nerveux central, a
la fois immortalisées, ayant intégré et
exprimant les séquences lacZ, y com-
pris apres leur différenciation termi-
nale. L’expression stable de la (-
galactosidase, soit dans les cellules des
lignées, soit dans des cellules issues de
culture primaire ou encore de souris
transgéniques portant les séquences
nils-lacZ, doit permettre d’étudier in
vitro et également in wivo, apres greffe
des cellules marquées, les interactions
cellulaires directes, le contrdle de la
prolifération et de la différenciation de
ces cellules.

Quelques perspectives

Compte tenu des progres déja effectués
ou attendus dans le domaine du trans-
fert et de I'intégration des genes dans
les cellules eucaryotes, il est raisonna-
ble de penser que, dans un proche
avenir, de nombreuses lignées cellulai-
res d’origine et de stade de différen-
ciation variés pourront étre obtenues.
En tant que matériel cellulaire homo-
gene, de telles lignées devraient, par
exemple, permettre d’étudier avec une
plus grande précision la synthese de
neuromeédiateurs, de neuropeptides, de
facteurs de croissance et de différen-
ciation, ainsi- que I’expression des
m/s n® 4 vol. 7, anl 91

Société de Pharmaco-Toxicologie Cellulaire

récepteurs correspondants et la trans-
duction des signaux.

Des améliorations dériveront certaine-
ment d’une meilleure compréhension
de 'oncogenese, du réle des oncoge-
nes et antioncogenes, de leurs interac-
tions et de leur équilibre dans un tissu
ou une catégorie cellulaire précise.

D’autres progres concernent la cons-
truction de vecteurs. Ainsi, le tropisme
relativement étroit des vecteurs rétro-
viraux vis-a-vis des especes animales
peut maintenant étre élargi en modi-
fiant les glycoprotéines de I’enveloppe
virale. Par ailleurs, les vecteurs por-
teurs d’oncogenes dont activité est
conditionnelle ou dont I’expression est
modulable, peuvent permettre de
mieux contrdler I'induction de la dif-
férenciation en arrétant a volonté la
division cellulaire. Toutefois, les vec-
teurs inductibles utilisés actuellement
ne sont pas totalement satisfaisants ;
par exemple, dans le cas des vecteurs
dont I'expression cst dépendante des
glucocorticoides, I'inducteur peut avoir
également un effet direct sur la diffé-
renciation ; ceux impliquant la région
promotrice du gene codant pour la
métallothionéine ne sont que faible-
ment inductibles. Bien que les mutants
thermosensibles soient d’un grand inté-
rét dans I’étude des mécanismes de la
transformation, leur utilisation en vue
de I'obtention de lignées cellulaires est
souvent limitée par un échappement
des effets de ces mutations. Cepen-
dant, une des lignées transformées a
I'aide de ce type de mutants s’est avé-
rée intéressante car elle est capable
d’exprimer des marqueurs neuronaux
a température non permissive [14].

Le fait de focaliser I’expression des
genes transférés en choisissant des pro-
moteurs appropriés devrait faciliter
I’établissement de lignées a partir de
populations cellulaires bien détermi-
nées. De plus, la possibilité d’intégrer,
en un site précis du génome, les genes
transférés a été ouverte récemment par
la mise au point de systemes condui-
sant a des recombinaisons homolo-
gues [25]. L’ensemble de ces progres
concernant les constructions de vec-
teurs eucaryotes et les méthodes de
transfert de génes contribueront certai-
nement a renforcer et a préciser les
approches de thérapie génique B

Summary

Gene transfer into neural cells.
Immortalization and genetic label-

ling of the cells

Early sequences from polyoma
virus, SV40, and adenovirus were
transferred into murine primary
cells from different brain areas,
using several methods. Different
types of immortalized and pheno-
typically untransformed cell lines
were obtained, including various
astroglial lines, oligodendrocyte-
astrocyte common progenitors,
bipotential neurone-astrocyte pre-
cursors that were able to express
several neurotransmitter receptors.
Another approach was the esta-
blishment of permanent cell lines
from transgenic mice carrying the
polyoma large T gene. In order to
visualize these cells, even when pla-
ced in interaction with other cells,
the lacZ gene was integrated in the
genome of some lines.
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Immortalisation de cellules germinales
maéles de souris transgéniques
par I'antigéne grand T du virus polyome

M. Rassoulzadegan, V. Paquis, F. Vidal, R. Loubiére, F. Cuzin

Résumé

Une série de 44 familles transgéni-
ques a été obtenue aprés micro-
injection du plasmide pPyLTl,
codant pour la protéine grand T du
virus polyome. Les males de toutes
les familles expriment TARN viral et
I’antigéne T dans les testicules.
L’hybridation in situ localise I’expres-
sion du transgene a l’intérieur des
tubes séminiféeres, dans les zones

M. Rassoulzadegan, V. Paquis, F. Vidal,
R. Loubiere, F. Cuzin : Inserm U. 273,
Nice, France.

TEXTE NON RECU

pré et post-méiotiques. Ces maéles
demeurent asymptomatiques pendant
la plus grande partie de leur vie, mais
tous sans exception, entre 15 mois et
deux ans, développent une forme uni-
que de cancer bilatéral des testicules.
Le tableau pathologique ne corres-
pond pas a I'un des cancers classiques
de ces organes (lymphome, sémi-
nome, carcinome embryonnaire, etc.).
Ces cellules se divisent efficacement en
culture, mais elles ne sont pas trans-
plantables dans I’animal. Maintenues
en croissance, elles montrent une
morphologie homogene sans différen-
ciation évidente. Dans des conditions

défavorables pour la croissance (main-
tien prolongé a confluence, carence en
sérum), on note I’apparition de deux
types morphologiques distincts, des
cellules de grande taille avec des
noyaux lobés caractéristiques_et, asso-
cies a celles-ci, des petites cellules a
noyaux extrémement compacts. Ces
deux morphologies évoquent, respec-
tivement, des cellules de Sertoli et des
spermatides. Nous cherchons actuel-
lement a optimaliser les conditions de
culture pour cette différenciation et a
la caractériser au niveau moléculaire
(expression de genes spécifiques de la
lignée germinale male).
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