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EMBRYOLOGIE

A nalyse clonale (suite)
Les enseignements de |’analyse clonale

Types de croissances clonales

Les cellules d’un clone marqué peu-
vent rester groupées au fur et a
mesure des divisions cellulaires : on
parle alors de croissance clonale cohé-
rente. Dans d’autre cas, la croissance
du clone est caractérisée par la dis-
persion de ses cellules au sein des tis-
sus environnants (croissance clonale
non cohérente). Le premier cas se
rencontre chez la drosophile : des clo-
nes marqués trés tot au cours des
stades larvaires ou méme au cours de
I’embryogenese apparaissent dans les
organes de l’adulte sous forme de
groupes cellulaires compacts dont le
dénombrement, lorsqu’il s’agit de
clones répartis a la surface des orga-
nes, peut €tre relativement aisé. Les
vertébrés sont au contraire caractéri-
sés par une croissance clonale non
cohérente. Par exemple, dans des
souris-chimeres issues de 1’agrégation
de deux morulas génétiquement dis-
tinctes, Wetts et Herrup ont pu (au
prix d’un labeur considérable) éva-
luer a environ 100 000 le nombre
total des cellules de Purkinje présen-
tes dans le cervelet. Lorsqu’une
mutation qui tue les précurseurs de
ces cellules tres tot dans le dévelop-
pement (mutation Lurcher) est pré-
sente dans le génotype de I'une des
morulas, on observe une diminution
de ce nombre dans la chimeére, due
vraisemblablement 2 la disparition de
tous les clones fondateurs qui se trou-
vaient porteurs de la mutation Lur-
cher [1]. Pourtant les cellules de Pur-
kinje présentes (non Lurcher) conti-
nuent a étre réparties uniformément
dans le cervelet, ou elles forment seu-
lement une population moins dense.
Méme avec des marquages brefs,
obtenus par injection de MuLV-lac Z
dans le sac vitellin d’un embryon de
8 2 9 jours, et révélés 24 a 48 heu-
res plus tard, les clones colorés de
petite taille (moins de 10 cellules)
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Figure 1. Marquage clonal chez le rat nouveau-né (A,B) et dans I’embryon de
poisson zébre (C). (A) Protocole de I'expérience de Turner et Cepko [6]. Des
particules de MulLV-lac Z sont injectées au niveau de la rétine du rat nouveau-
né. La rétine, disséquée chez I'adulte, est fixée et sectionnée transversalement.
Une coloration appropriée révéle I’activité (3-galactosidase et les clones mar-
qués. (B) Schéma d’un clone marqué, de taille exceptionnelle, comportant cinq
cellules en batonnet (r), une cellule de Miiller (mg) et un neurone bipolaire (bp).
(C) Clones dans I’embryon de poisson zébre, marqués par injection d’un tra-
ceur fluorescent dans une cellule du stade a 32 cellules. Aprés marquage de
la méme cellule dans une série d’embryons, des clones de distribution trés
variable sont observés : le développement, & ce stade, est indéterminé. a :
région céphalique ; b : vésicule vitelline ; c : région caudale. (A) (B) d’aprés
Turner et Cepko [6] ; (C) d’aprés Kimmel et Warga [5].
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que I’on observe sont plus ou moins
disséminés parmi les cellules avoisi-
nantes [2]. La gastrulation — qui,
chez les vertébrés, met en jeu de tres
importantes migrations cellulaires —
contribue beaucoup au brassage des
clones, mais la croissance clonale non
cohérente reste de regle dans la plu-
part des organes dont les cellules fon-
datrices sont mises a part apres la
gastrulation. Les clones de mélanocy-
tes, que ’on repére dans le pelage de
souris-chimeres ou coexistent des
lignages albinos et colorés [3] et la
structure clonale cohérente de I’épi-
thélium des cryptes intestinales sont
de rares exceptions connues a cette
regle [4].

Détermination cellulaire et restric-
tion des potentialités

Un probléeme important est celui de
la détermination cellulaire, phéno-
mene par lequel une cellule et ses
descendants sont affectés a réaliser,
plus tard dans le développement, un
programme de différenciation x, a
I’exclusion de programmes jy, z, etc.,
que les ancétres de la cellule consi-
dérée gardaient la possibilité d’expri-
mer. Dans ’embryon, les détermina-
tions cellulaires successives ferment
donc progressivement l’éventail des
potentialités qui caractérisent les cel-
lules embryonnaires précoces. Par
définition, une cellule est déterminée
pour un programme x si, quelles que
soient les conditions de milieu ou elle
est placée, elle exprime le programme
x et rien d’autre. En conséquence, si
une cellule marquée donne un clone
ou les cellules expriment respective-
ment des programmes distincts, neu-
ronaux, musculaires, etc., c’est la
preuve que la cellule marquée initiale
n’était pas déterminée pour l’expres-
sion exclusive de 'un de ces pro-
grammes. A 'inverse, un clone dont
toutes les cellules expriment le pro-
gramme x provient d’une cellule ini-
tiale dont la détermination n’est pas
prouvée pour autant : il se peut en
effet que cette cellule, placée dans un
environnement différent (dans
I’embryon ou :n witro) exprime
d’autres programmes.

Le caractere non déterminé des cel-
lules embryonnaires précoces du pois-
son zébre a regu une tres belle illus-
tration récente due a Ch. Kimmel et
a ses collaborateurs [5] (figure 1).
Apres marquage par ’injection d’une

substance fluorescente, une cellule de
la blastula (stade 32 a 64 cellules)
donne des descendants qui, apres
’organogenese, se distribuent au long
de I’axe antéro-postérieur (pas de res-
triction régionale), indifféremment
dans des dérivés neurectodermiques
et mésodermiques (pas de restriction
tissulaire).

Un autre cas trés intéressant est celui
de la rétine du rat nouveau-né, dont
I’histogenese a été suivie par ’analyse
clonale dans les expériences de
C. Cepko et al. (6] (figure 1). Le mar-
quage était réalisé par injection dans
la rétine du nouveau-né de MuLV
défectueux, vecteur du gene lac Z.
L’analyse histochimique de la rétine
adulte révele des clones qui, en dépit
de leur faible taille (deux ou trois cel-
lules en moyenne), sont étonnam-
ment diversifiés et contiennent pres-
que toujours deux et méme trois des
quatre types cellulaires qui se diffé-
rencient dans la rétine apres la nais-
sance : cellules en bitonnet, cellules
amacrines, bipolaires, et de la glie de
Miiller. C’est un exemple remarqua-
ble de détermination ayant lieu tres
tard dans le développement de fagon
a peu prés concomitante avec
I’expression de la différenciation.
Chez la souris, le méme marquage
par MuLV-lacZ, mais beaucoup plus
t6t au cours du développement
embryonnaire (jours 7 a2 9) met au
jour des restrictions clonales proba-
blement dues a des déterminations
successives [2]. Injecté au jour 7 dans
la cavité vitelline, lac Z marque des
clones du feuillet mésodermique dans
la paroi du sac vitellin. Examinés au
jour 11, ces clones expriment toutes
les différenciations mésodermiques :
mésothélium, endothélium des capil-
laires, fibroblastes. En revanche, le
marquage au jour 9 semble donner
des clones qui contiennent soit des
cellules endothéliales et des fibroblas-
tes, soit du mésothélium, mais pas
les trois types ensemble. Certains clo-
nes marqués au jour 9 semblent
n’exprimer que la différenciation
fibroblastique. Il est évidemment ten-
tant de voir la le reflet de détermi-
nations se succédant entre les jours
7 et 9.

Les compartiments de développe-
ment

La notion de compartiment a été
proposée il y a une quinzaine

d’années pour rendre compte de
résultats obtenus chez la drosophile &
I’aide de marquages clonaux (par
induction de crossing-over mitotiques)
[7]). Un compartiment de développe-
ment est constitué par les cellules de
plusieurs clones, dérivés chacun
d’une cellule fondatrice initiale. Ce
« polyclone » est affecté a 1’élabora-
tion d’un morceau précis de la mou- .
che, par exemple la moitié antérieure
de laile, et il est caractérisé par son
autonomie ou, si I’on veut, sa ferme-
ture a ’égard des cellules environ-
nantes : le compartiment antérieur de .
I’aile ne peut s’accroitre en recrutant
des cellules dans les compartiments
voisins, et réciproquement, il ne peut
pas participer a I’élaboration de ces
derniers. Une cellule marquée par
crossing-over dans le compartiment
antérieur donnera naissance a un
clone situé tout entier a I’intérieur de
celui-ci. Cette restriction géographi-
que est particulierement frappante
lorsque la limite entre deux compar-
timents ne correspond a aucune fron-
tiere anatomique particuliere. C’est le
cas des compartiments antérieur et
postérieur de I’aile, distribués de part
et d’autre d’une ligne mise en évi-
dence seulement lorsqu’un clone
vient buter contre elle (figure 2).

A contrario, ’existence de cette fron-
tiere est illustrée par le fait que cer-
taines mutations peuvent |’abolir. Par
exemple, ’activité du gene engrailed
est nécessaire au maintien de la com-
partimentation antéro-postérieure de
l'aile [8]. En conséquence, un clone
marqué que I’on s’arrange pour ren-
dre en méme temps homozygote
pour une mutation engrailed peut fran-
chir la frontiere. On notera que les
restrictions des potentialités liées a
I’établissement des compartiments
sont géographiques (ou, si I’on pré-
fere, de position) mais ne concernent
pas ’expression de la différenciation.
Dans ’aile, les cellules sont soit anté-
rieures, soit postérieures, mais les
unes et les autres expriment les
mémes différenciations.

I1 est remarquable que les comparti-
ments, que I’on pensait caractéristi-
ques de l’organisation «en pieces
détachées » de la mouche, semblent
pouvoir é&tre retrouvés dans
I'embryon de vertébré. Des unités
segmentaires (appelées rhombomeres)
ont été récemment bien caractérisées
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Figure 2. La révélation des compartiments de développement par marquage clonal. (A) Schéma d’une aile de droso-
phile, avec un clone marqué du compartiment antérieur (en haut). Sur l'aile du bas, la ligne pointillée indique la limite
entre compartiments antérieur (A) et postérieur (P) : elle ne se confond avec aucune des nervures I, lll, IV. (B) Mar-
quage clonal dans le cerveau postérieur de I'embryon de poulet par injection d’un traceur fluorescent. A gauche, l'injec-
tion a lieu au stade a 5 somites et donne des clones dont certains (en rouge) chevauchent deux rhomboméres suc-
cessifs (r1 a r7). A droite, l'injection plus tardive ne donne plus de clones chevauchants. Chaque rhombomeére pour-

rait étre un compartiment. (A) d’aprés Lawrence et Morata [8]; (B) d’aprés Fraser et al. [9].

dans le cerveau postérieur de
I’embryon de poulet [9] et aussi de
souris [10]). Des marquages clonaux,
par injection d’un traceur fluorescent,
réalisés chez le poulet mettent en évi-
dence des restrictions géographiques
a I’expansion des clones, trés sembla-
bles a celles observées chez la droso-
phile, et suggérent que chaque rhom-
bomere pourrait étre fait de deux
compartiments, disposés de part et
d’autre de la ligne médiane (figure 2).
La preuve définitive nécessiterait que
I'on puisse abolir, comme chez la
drosophile, cette compartimentation
supposée par des mutations
spécifiques.

Numérologie du développement
Un probléme important pour la bio-
logie du développement consiste a
savoir combien de cellules fondatri-
ces sont, au départ, affectées a
I’expression d’un programme de dif-
férenciation ou a la construction d’un
organe donné. L’analyse clonale peut
fournir des réponses a cette question,
particulierement lorsqu’on a affaire a
un embryon dont la croissance clo-
nale est cohérente. Supposons que
I’on marque une cellule fondatrice du
compartiment antérieur de ’aile de
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la mouche au moment ou a lieu la
détermination de cette cellule. Cela
donnera lieu a I’apparition d’un
clone qui recouvre une fraction 1/n
de la surface de I’aile adulte. Si I’on
admet que toutes les cellules fonda-
trices sont déterminées en méme
temps et qu’elles donnent naissance
a des clones se développant tous a la
méme vitesse, on déduit que 2 cellu-
les fondatrices sont requises pour édi-
fier I’aile. Les pools cellulaires a I’ori-
gine de divers disques imaginaux ont
été estimés de la sorte. Ces pools
paraissent toujours &tre trés petits :
une dizaine de cellules, au plus, sont
allouées, au départ, a I’édification du
disque imaginal de I’'aile ou de
I’antenne, peu apres le stade blasto-
derme [11].

Chez les vertébrés, ou la croissance
clonale non cohérente est presque
toujours de regle, de telles estima-
tions sont beaucoup plus délicates.
En outre, chez la souris, ’analyse est
souvent compliquée par le recours 2
des marquages « polyclonaux », résul-
tant par exemple de 1’agrégation de
deux morula génétiquement distinctes.
Dans ce dernier cas, le moment du
marquage est fixe et trés antérieur

aux déterminations qui allouent des
cellules fondatrices a la construction
des divers organes. Ces détermina-
tions se passent dans des pools que
I'on peut considérer comme tirés au
sort dans une population formée du
mélange de deux génotypes en égale
proportion. Si, par exemple, trois cel-
lules fondatrices sont tirées au sort,
la probabilité qu’elles soient toutes de
’'un ou de I’autre génotype est 25 %.
On voit par la que la distribution des
organes formés d’un seul génotype
peut conduire a une estimation du
pool fondateur (s’il n’est pas trop
grand). La structure clonale de
I'embryon de vertébré, comme les
techniques encore limitées dont on
dispose pour I’étudier, rendent de
toute facon ces estimations assez
hasardeuses le plus souvent. Elles
suggerent néanmoins que les pools
fondateurs, comme chez la droso-
phile, sont petits : une trentaine de
cellules seraient a I’origine des méla-
nocytes, une dizaine seulement pour
les cellules de Purkinje [1, 3].

Conclusion

Issue de ’embryologie classique et de
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res présomptifs, notamment par des
marquages colorés vitaux, l’analyse
clonale a été renouvelée par le recours
a des techniques de marquage géné-
tique. En dépit de leur relative sophis-
tication, ces techniques sont loin
d’avoir abouti a la description inté-
grale de I’histoire clonale du dévelop-
pement précoce, tant chez la droso-
phile que chez les vertébrés. Leur
intérét reste pourtant considérable
parce qu’elles seules permettent de
suivre in vivo ’apparition des restric-
tions de potentialités que subissent les
cellules embryonnaires. Les progres
substantiels réalisés récemment font
espérer que la part respective qui
revient au lignage et a la position des
cellules dans I’embryon, pour régler
leur détermination, continuera a étre
de mieux en mieux comprise Ml
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