Résumé des principaux travaux de Nicole Le Douarin

Nicole Le Douarin a commencé sa carriere comme Professeur agrégé dans
un lycée, une fonction qu’elle a occupée pendant huit ans. Elle a acquis sa formation a
la recherche aupres d'un Embryologiste bien connu, le Professeur Etienne Wolff.

Son travail de thése commencé alors qu’elle était encore enseignante dans
un lycée, a porté sur le développement de l'appareil digestif et en particulier du foie
chez I'embryon de poulet. Elle a montre, en réalisant des opeérations sur I'embryon in
ovo et des cultures de tissus, que la différenciation des hépatocytes dépend de deux
inductions successives émanant du mésoderme.

Alors quelle étudiait la spécificitt des interactions épithélio-
mésenchymateuses responsables de l'induction des hépatocytes, elle a eu l'occasion
d'associer du mésenchyme provenant d'un embryon de caille avec de I'endoderme
hépatique de poulet. C'est alors qu'elle a remarqué, dans le lobe de foie chimérique
obtenu en culture, la structure particuliére du noyau cellulaire de la caille. Celui-ci
contient une masse d'hétérochromatine volumineuse, centronucléaire et associée a
I'ARN ribosomique. En général I'hétérochromatine constitutive est dispersée en
chromocentres de petite taille dans le nucléoplasme. Il en est ainsi notamment chez le
poulet. Elle a alors imaginé d'utiliser le marqueur naturel des cellules de caille pour
mettre au point une méthode de marquage cellulaire ou des cellules des deux especes
sont associées dans I'embryon in ovo ou en culture in vitro. L'avantage de ce marqueur
génétique sur les méthodes de marquage utilisées précédemment est sa parfaite stabilité
qui permet d'identifier I'origine des cellules dans les tissus chiméres ainsi construits,
quelle qu'ait été la durée de leur association et le type cellulaire dans lequel elles se sont
différenciées. Les deux especes sont voisines au plan taxonomique et lI'association in
ovo de leurs tissus permet d'obtenir des chimeéres viables dont le développement
embryonnaire est trés voisin (voire identique) de celui des embryons normaux. Elle a
alors decidé dutiliser cette méthode de marquage cellulaire pour analyser le
développement de systéemes dans lesquels les migrations cellulaires jouent un role
important.

Avec le petit groupe de chercheurs qu'elle a constitué lorsqu'elle a établi son
premier laboratoire a la Faculté des Sciences de Nantes ou elle a réalisé cette
observation en 1969, elle s'est particulierement attachée a I'étude du développement de
la créte neurale et de I'hnématopoiese.

La méthode de marquage cellulaire par la méthode des chimeéres Caille-
Poulet a connu un vif succes et a été utilisée par de nombreux laboratoires dans le
monde.

La créte neurale, structure transitoire de I'embryon des Vertébrés, avait été
découverte et surtout étudiée chez I'embryon des Amphibiens. En 1970, on connaissait
peu de choses sur son réle dans I'embryogenése chez les Vertébrés supérieurs. Les
travaux réalisés par N. Le Douarin des les annees 1970 ont été remarqués car ils
apportaient la démonstration directe de la migration des cellules issues de cette
ébauche, montraient a quel moment ces migrations se produisent et les voies suivies par
les cellules. Elles permettaient enfin de connaitre la contribution exacte des cellules
issues de chaque niveau du névraxe aux diverses structures embryonnaires. Elle
démontrait ainsi qu'en plus du systéeme nerveux périphérique et des mélanocytes, les



cellules a calcitonine de la thyroide, et les cellules chémoréceptives du corps carotidien
sont dérivées de la créte neurale. C'est surtout la mise en évidence de la contribution
fondamentale de la créte neurale au squelette facial et céphalique, au derme et au tissu
conjonctif de la téte qui a constitué I'apport le plus original et le plus important de cette
série de recherches. Ces résultats obtenus dans les années 1970 ont été complétés dans
son laboratoire par la mise en oeuvre d'une microchirurgie encore plus fine que par le
passe et l'utilisation de marqueurs moléculaires.

Ces travaux sur la contribution de la créte neurale a la genese de la téte sont
devenus classiques. Ils ont révelé I'importance de cette structure dans I’évolution des
Vertebres. Elle est en effet apparue lors de la transition entre les Protocordes comme
I”’Amphioxus et le phyllum des Vertébres.

Le second domaine dans lequel le groupe de Nicole Le Douarin a apporté
des données nouvelles concerne la différenciation des dérivés neuraux de la créte
neurale. En réalisant des transplantations hétérotopiques de territoires neuraux, elle
montraient que la différenciation moléculaire des neurones, les neurotransmetteurs
gu'ils synthétisent et les fonctions qu'ils remplissent ensuite dépendent de facteurs issus
de I'environnement dans lequel ils se développent. Cette plasticité originelle des
précurseurs neuronaux est désormais devenue une notion classique.

L'essentiel des travaux réalisés entre 1970 et 1982 a été rapporté par N. Le
Douarin dans une monographie publiée par Cambridge University Press en 1982 (The
Neural Crest).

* La pluripotentialité des cellules de la créte neurale

A la suite des travaux realisés in vivo, le probleme se posait de la capacité
réelle de différenciation des cellules de la créte neurale au moment ou elles migrent et
ou elles atteignent leur cible. Pour répondre a cette question, N. Le Douarin et ses
collegues ont développé un systeme de culture clonale de cellules de créte neurale
prélevées a différents stades de leur migration. Ces travaux montrent que le systéme
créte neurale a beaucoup de points communs avec I'hématopoiése. Ainsi est mise en
évidence l'existence de cellules souches mutipotentes capables de générer des clones
contenant les principaux types de dérivés de la créte neurale tels qu'ils se différencient
in vivo ; de préecurseurs intermédiaires dont les potentialités de différenciation sont de
plus en plus restreintes; enfin, de précurseurs monopotents déterminés dont la progénie
est constituée d'un seul type cellulaire. Plus les cellules sont prélevées tardivement dans
I'ontogeneése, plus leurs potentialités de différenciation sont limitées.

L'analyse de ces clones a nécessité la production de marqueurs. Nicole Le
Douarin a engagé la production d'anticorps monoclonaux dirigés contre des molécules
spécifiques des différents dérivés de la créte neurale. L'ADNCc de ces molécules a été
cloné lorsqu'elles présentaient un intérét particulier. Il en est ainsi par exemple d'un
marqueur des cellules de Schwann (SMP pour Schwann cell Myelin Protein) et de la
glycoprotéine de surface BEN, exprimée sur une sous-population de neurones du
systeme nerveux périphérique.

L'intérét de son groupe s’est porté ensuite vers les facteurs susceptibles
d'agir sur le choix de différenciation, la survie et la prolifération des cellules dérivées de
la créte neurale. Elle a particulierement réalisé une série de travaux de tout premier plan



montrant le réle clé des endothélines (peptides de 21 AA) sur le développement de
certains dérives de la créte neurale : les mélanocytes et la glie. Le réle de I’endothéline
3 a eté particulierement étudié. Ce facteur a permis de montrer que I’état différencié
n’est pas stable. La culture de mélanocytes différenciés en présence d’endothéline 3
induit leur prolifération et leur transdifférenciation en cellules gliales et
myofibroblastes.

* Chimeres neurales et cerveau

Nicole Le Douarin et ses collaborateurs ont montré qu'on peut construire
des cerveaux chimeriques chez des embryons qui sont ensuite capables d'éclore. Ceci
leur a permis de localiser dans le mésencéphale les centres nerveux contrélant certains
aspects des vocalisations chez la caille et le poulet. En effet, le transfert d'un
mésencéphale de caille chez le poulet induit chez ce dernier un chant dont les
caractéristiques sont de type caille. En collaboration avec les Drs. R. Naquet et C.
Battini, ils ont aussi étudié une forme genétique d'épilepsie réflexe du poulet (mutant
Fepi) et montré quels sont les circuits neuronaux du tronc cérébral impliqués dans le
déclenchement des crises de grand mal par des stimuli sensoriels. En effet, la greffe de
régions definies du cerveau d'embryons homozygotes pour la mutation Fepi a des
embryons sains permet le transfert sélectif, en fonction de la nature du territoire greffé,
de différents comportements pathologiques caractéristiques des mutants.

Les chimeres neurales du cerveau ont été par ailleurs utilisées pour étudier
les migrations cellulaires, les mouvements morphogénétiques et la régulation de
I'expression de genes de développement dans divers territoires neuraux par ce groupe et
dans d'autres laboratoires. Les recherches du laboratoire sur le développement du
cervelet et du cerveau postérieur ont modifié les conceptions classiques. Elles montrent
que le cervelet dérive non pas du métencéphale seul mais aussi du mésencéphale et que
la mise en place des cellules du cortex cérebelleux obéit a des mécanismes
sensiblement différents de ceux classiquement admis. Elles montrent de plus que le
territoire cérebelleux correspond au domaine d'expression du gene Engrailed 2 (En2).
Des experiences de transplantation hétérotopiques de territoires neuraux ont apporté la
démonstration que les génes de développement (y compris ceux codant pour des
facteurs de transcription comme les genes Hox) sont inductibles par des cellules
exprimant elles-mémes ces génes. La nature des signaux qui, in vivo, sont capables de
médier ces inductions est encore incomplétement connue. L’acide rétinoique est I’'un
des facteurs capables de produire cet effet.

 L'hématopoiése et le développement du systéme immunitaire :

Dés les années 70, et tout en travaillant sur le systéme nerveux, Nicole Le
Douarin s'est intéressée aussi a I'nématopoiese. Par une série de constructions
chimériques, elle a montré que les organes hématopoiétiques des Vertébrés ne sont pas
intrinséquement capables de fournir des cellules sanguines. Ils dépendent pour cela d'un
apport de cellules souches d'origine extrinseque. Il en est ainsi du thymus, de la bourse
de Fabricius (source unique de cellules B chez les Oiseaux), de la moelle osseuse, de la
rate, des ganglions lymphatiques. Une de ses collegues, Mme F. Dieterlen, montrait que
le sac vitellin n'a qu'un réle hématopoiétique limité et n'est pas, comme on le pensait, la
source des cellules souches qui colonisent les organes sanguiformateurs. Celles-ci ont
pour origine des filots sanguins intraembryonnaires dont l'origine et le mode de
fonctionnement ont été définis.



Les travaux de Nicole Le Douarin et de ses collegues sur le thymus et la
bourse de Fabricius, respectivement sites de la production des lymphocytes T et B,
mettaient ainsi fin a une longue controverse quant a l'origine de ces cellules. Grace au
marqueur cellulaire, il était possible d'acquerir une vue dynamique du développement
de ces organes et d'établir I'histoire ontogénétique de tous les types cellulaires qui les
constituent. Fabriquer, a volonté, des thymus chimériques dans lesquels I'une ou l'autre
des catégories cellulaires portait le marqueur nucléaire devenait possible. Ces travaux
ont permis d'établir que les lymphocytes qui se différencient proviennent de cellules
migrantes, transportées par le sang, arrivant dans le thymus par flux successifs separés
par des phases ou I'organe est réfractaire a I'entrée des cellules. Il apparaissait ainsi que
ces vagues de colonisation étaient induites par des substances attractives produites de
maniére intermittente par le thymus lui-méme. Le "homing" des cellules souches
sanguines dans le thymus obéit donc aux mémes lois genérales que celui des diverses
cellules sanguines dans les organes hématopoiétiques secondaires.

La connaissance acquise par Nicole Le Douarin du développement du
thymus et la possibilité de construire des thymus chimeres dans lesquels I'épithélium
(ou stroma) peut appartenir a l'une des deux especes (caille ou poulet) et les
lymphocytes et cellules dendritiques medullaires a l'autre, lui a permis de mettre en
évidence un mécanisme nouveau intervenant dans la tolérance au soi. Elle montrait
avec ses collegues, que des greffes tissulaires de caille introduites chez le poulet
pendant la vie embryonnaire sont sujettes a un rejet immulogique violent lorsque le
systeme immunitaire du poulet atteint sa maturité. Ce rejet cependant peut étre empéché
et le tissu greffé (par exemple une aile de caille) toléré d'une maniére permanente. Il
faut pour cela remplacer une partie (au moins le tiers) du stroma thymique du poulet par
celui de la caille donneuse de l'aile.

Ces résultats ont été confirmés sur un modele souris et leur analyse montre
que le stroma épithélial du thymus induit la différenciation de cellules régulatrices qui
inhibent I'activation périphérique des clones de cellules T specifiques des antigénes
de la greffe. La caractérisation de ces cellules régulatrices a été a I’origine d’une
nouvelle avancée de recherche sur la tolérance vis-a-vis du soi et son déréglement dans
les maladies autoimmunes dans de nombreux laboratoires d’immunologie.

* L'origine des cellules endothéliales et la vascularisation du cerveau

Au cours d'un "screening" systématique par PCR des récepteurs a activité
tyrosine-kinase exprimés dans I'embryon précoce, le groupe de Nicole Le Douarin a
cloné deux récepteurs exprimés dans certaines cellules du mésoderme au cours de la
gastrulation et plus tard exclusivement dans les cellules endothéliales des vaisseaux. Il
s'est avéré ensuite qu'il s'agit de deux récepteurs du "vascular endothelial growth factor"
(VEGF). En utilisant ces molécules comme marqueurs, ces chercheurs ont pu établir
I'origine de la vascularisation du cerveau ainsi que les facteurs qui la contrélent. La
protéine de I'un deux (VEGFR,) a été purifiée. Des anticorps monoclonaux préparés
contre sa partie extracellulaire a permis de confirmer I'nypothese de I'origine commune
des lignées hématopoiétique et endothéliale a partir d'un précurseur mésodermique
commun : I'hémangioblaste.

Travaux actuels



Le groupe de Nicole Le Douarin poursuit actuellement ses recherches dans deux
directions : les capacités de différenciation des cellules de la créte neurale étudiées en
cultures clonales et les mécanismes moléculaires contrélant la morphogenése cranio-
facial a partir de la créte neurale céphalique.

Le role de cette derniere dans le développement du cerveau antérieur a recemment été
mis en évidence.
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