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Cet te année , le cours a été consacré à l 'étude du complexe dit T / t chez 
la souris. On a tout d 'abord rappelé certains aspects généraux du développe
ment embryonnai re . Le corps d 'un organisme adulte tel qu 'un mammifère 
est formé de plusieurs milliards de cellules qui dérivent toutes d 'une même 
cellule initiale : l'œuf fécondé. Les différents processus impliqués dans le 
développement de l 'embryon — la croissance, la product ion de formes et la 
différenciation des organes — ont donc tous u n e base cellulaire. Pendan t 
l 'embryogenèse, les cellules, tout en se multipliant , se développent dans des 
directions divergentes et en arrivent à différer for tement entre elles. Mais les 
quelques milliards de cellules formant l 'adulte peuvent être classées en 
quelque 150 à 200 types de base : cellules musculaires, nerveuses, cartila
gineuses, conjonctives, etc. Il est cependant bien établi aujourd 'hui que toutes 
ces cellules, si différentes soient-elles par leur morphologie , leur chimie et leur 
fonction, contiennent exactement le m ê m e jeu de gènes, ceux que l'œuf 
au m o m e n t de la fécondation a reçu p o u r moit ié du père et pour moitié de 
la mère . Il faut donc admet t re que les différences entre cellules corres
ponden t à des différences, non pas de consti tution génétique, mais de fonc
t ionnement des gènes. Le gène qui dé termine la s tructure de l 'hémoglobine, 
pa r exemple, est présent dans toutes les cellules du corps mais il ne 
s 'exprime par la product ion d 'hémoglobine que dans la lignée cellulaire 
conduisant aux globules rouges. Dans les autres types cellulaires, ce gène 
reste silencieux. A chaque étape du développement , une cellule donnée 
peut donc être définie par son état résultant d 'une expression différentielle des 
gènes. En termes moléculaires, cet état est caractérisé par les macromolécules 
autres que l 'A.D.N. , en part iculier les protéines, dont la présence ou 
l 'absence dans la cellule est réglée par la mise en route , ou la mise au repos, 
de tel ou tel ensemble de gènes. 

On peut alors se représenter la différenciation cellulaire c o m m e due 
à une série de changements dans l 'état des cellules au long de voies bien 
précises. Chaque cellule (même l'œuf fécondé, m ê m e les cellules de l 'embryon 



précoce ou blastomères) correspond à un état part iculier de différenciation 
d 'où elle peut passer à un autre en réponse à quelque signal. 

Cependant , une cellule ne semble pas pouvoir sauter d 'un état donné 
à n ' impor te quel autre . U n blastomère, par exemple, ne se t ransforme pas 
en neurone d 'un seul coup. P o u r chaque état, le choix vers d 'autres états 
possibles semble très limité, peut-ê t re m ê m e réduit à une seule alternative. 
U n e fois prise, la décision imposerai t alors une nouvelle alternative ouverte 
p o u r le choix suivant. A chaque étape du développement , le compor tement 
d 'une cellule para î t ainsi être guidé par son histoire embryologique. Il doit 
également être lié à l ' environnement de la cellule car la différenciation 
cellulaire est inséparable de la croissance, de la morphogenèse , de la format ion 
des tissus. L 'é ta t d 'une cellule ne peut donc être indépendant de celui de ses 
voisines. Il est nécessairement lié à la position de la cellule dans l 'organisme. 

P o u r qu 'un changement d'état puisse être lié à la position de la cellule, 
il doit s 'effectuer en réponse à un signal chimique spécifiant cette position 
d 'une manière ou d 'une autre . Si l 'on considère les tout premiers stades du 
développement embryonnai re dans le m o n d e animal , il semble que la diffé
renciat ion puisse utiliser deux types de signaux différents : chez les 
embryons déterminés, le signal semble être présent dans l'œuf avant même 
la fécondation. Chez les embryons à régulation, l 'appari t ion du signal est 
liée au développement m ê m e de l ' embryon. L ' embryon de Drosophi le est 
un exemple du premier type. Après la fécondation, le noyau se multiplie 
sans que l'œuf se divise. L'œuf devient ainsi u n syncit ium contenant envi
ron 1 000 noyaux qui, p o u r autant qu 'on sache, sont tous équivalents. 
Puis ces noyaux migrent vers la pér iphér ie de l'œuf. Alors seulement, une 
cellule se forme autour de chaque noyau pa r synthèse de membranes . 
Et le sort de chaque cellule — destinée à consti tuer la tête, ou une aile 
ou une pat te , etc. — semble désormais fixé. Il semble donc que, au départ , 
l 'œuf possède un cytoplasme hétérogène. Les cellules qui résultent de la 
segmentat ion de l'œuf diffèrent entre elles par le fragment de cytoplasme 
qu'elles se t rouvent recevoir. Et ces fragments de cytoplasme doivent 
contenir des espèces moléculaires différentes qui agissent sur le noyau. 

Chez les mammifères , les choses se passent de manière différente. Après 
fécondation, l'œuf se divise en 2, puis en 4 cellules, etc., donnant naissance 
au 3° jour à une s t ructure compac te d 'environ 20 cellules, ressemblant à une 
mûre et appelée pour cela morula. Au 4e jour , une cavité appara î t dans la 
moru la qui se t ransforme alors en blastocyste. Alors que dans la morula , 
toutes les cellules ont une morphologie semblable, le blastocyste est composé 
de 2 types cellulaires bien distincts : une couche de cellules externes, 
plates formant le t rophoblas te ; une peti te boule de cellules appelée masse 
interne. Ces deux types cellulaires diffèrent, non seulement par leur aspect, 



mais par certaines propriétés biochimiques et pa r leur devenir : le t rophoblas te 
formera la partie embryonnai re du placenta après implantat ion du blasto-
cyste dans l 'utérus maternel ; la masse interne au contraire donnera les 
tissus de l ' embryon proprement dit et certaines annexes. La t ransformat ion 
de la moru la en blastocyste avec ses deux types cellulaires représente 
la première différenciation cellulaire décelable. La seconde a lieu au sein 
de la masse interne. Au 4 e jour , toutes les cellules y semblent identiques. 
A u 5" jour , on y reconnaî t deux types distincts : à la surface, vers la 
cavité, une couche de cellules endodermiques ; dessous, des cellules ecto-
dermiques . Là encore ces deux types cellulaires diffèrent, tant par certaines 
propriétés chimiques que par leur devenir. 

Quelle est donc la na ture des signaux qui déclenchent successivement 
ces deux différenciations ? On sait que jusqu 'au stade 8 cellules, chacun 
des blastomères reste capable d e donner les deux types de cellules carac
térisant le blastocyste. Ces blastomères paraissent donc être identiques. 
La différenciation ultérieure de la moru la ne peut donc provenir d 'une hétéro
généité initiale de l'œuf dont différentes molécules seraient inégalement 
distribuées lors des divisions. Le signal para î t venir d 'une situation créée 
pa r les divisions successives de l'œuf fécondé. Après la première division, 
en effet, les deux cellules filles diffèrent de la cellule mère par le fait que la 
surface de chacune est en part ie en contact avec la surface de l 'autre. 
Si cette relation vient à se rompre et si les deux cellules sont séparées, 
chacune d'elle devient semblable à la cellule mère et peut être à l 'origine 
d 'un organisme entier. A mesure que se poursuivent les divisions, certaines 
cellules se t rouvent complè tement enfermées au sein de la moru la tandis 
que d 'autres sont placées à la pér iphér ie . Les cellules internes diffèrent alors 
des cellules externes par le fait que seules ces dernières ont une partie de leur 
m e m b r a n e libre de tout contact avec d 'autres cellules. II y a quelques années, 
Tarkowski en Pologne a suggéré que la première différenciation observée 
dans le blastocyste était liée à la posit ion des blastomères dans la moru la : 
les cellules externes de la moru la deviendraient le t rophoblaste et les cellules 
internes de la moru la formeraient la masse cellulaire interne du blastocyste. 
Des expériences ingénieuses réalisées par les embryologistes d 'Oxford sont 
en accord avec cette hypothèse . Ce groupe a mont ré également qu 'un 
mécanisme semblable sous-tend la seconde différenciation, qui, dans la masse 
cellulaire interne, donne naissance à l ' endoderme primitif et à l ' ec toderme : 
les cellules externes situées le long de la cavité ou blastocèle, donnent 
l ' endoderme primitif, tandis que les cellules internes, situées plus en p ro 
fondeur, vont former l 'ectoderme. Ainsi lors des deux premiers choix 
offerts aux cellules, la décision paraî t dépendre de la position des cellules 
au dedans ou au dehors . Dans les deux cas, les signaux semblent provenir 
de quelque interaction des cellules. Le prob lème devient alors de comprendre 



ce que signifie, en termes moléculaires, « être au dehors » ou « être au 
dedans ». 

On voit l ' intérêt que présentent ces deux premières étapes du développement 
où, à part i r d 'une cellule qui commence à se multiplier , se posent coup sur 
coup deux choix conduisant à des types cellulaires distincts. Les questions 
évoquées p récédemment — relation entre posit ion et différenciation, na ture 
du signal, changements chimiques accompagnant ou précédant la différen
ciation — s'y t rouvent clairement posées. E n outre , après la fécondation, 
les œufs prélevés au stade 1 chez la souris peuvent être mis en culture 
dans un milieu très simple. Ils s'y développent en 4 jours jusqu 'au stade 
blastocyste, ce qui permet de nombreuses manipula t ions . La quali té de ces 
blastocystes peut el le-même être éprouvée pa r réinjection dans les cornes 
utérines de femelles convenablement préparées au point de vue ho rmona l : 
ils s ' implantent dans l 'utérus et poursuivent le développement jusqu 'à la 
naissance. 

Le complexe T / t de la souris correspond à une région du ch romosome 17 
située entre le cen t romère et la région H-2 gouvernant les antigènes 
majeurs d 'histocompatibil i té . Ce complexe consiste en deux séries de 
facteurs dominants (T) et récessifs (t). L 'expression de ces facteurs est 
très complexe, mais à l 'état homozygote , la p lupar t d 'entre eux b loquent 
le développement de l ' embryon à des étapes bien précises. On voit donc 
l ' intérêt de ce système p o u r analyser certains des mécanismes , intervenant 
dans le développement de l 'embryon. 

1) Facteurs dominants T. Le premier mu tan t de la série T a été décrit 
en 1927 sous le n o m de « b rachyoure » par Dobrovolskaia-Zavadskaia à 
l 'Institut Pierre Curie de Paris . Il s'agissait d 'une souris à queue courte qui, 
dans les croisements avec des souris de type sauvage, t ransmettai t ce 
caractère à la moitié de sa descendance. L 'analyse génétique a mont ré 
que ce phénotype « queue courte » était sous la dépendance d 'un seul 
gène dominant . Elle a mon t r é également que l'allèle T se compor ta i t aussi 
com m e un récessif létal, les embryons homozygotes T / T mouran t aux en
virons du 10 e jour de la vie embryonnai re . 

Depuis lors une vingtaine de facteurs T ont été décrits qui sont apparus , 
soit spontanément dans des élevages de souris, soit après t ra i tement pa r des 
agents mutagènes . II semble bien qu'il s'agisse de muta t ions plus ou moins 
complexes dans la région T / t du chromosome 17. 

2) Facteurs récessifs t. Les premiers facteurs t ont été décrits par 
Dobrovolskaia-Zavadskaia et Kobozieff en 1932. En croisant leurs souris bra-
chyoures ( T / + ) avec des souris sauvages capturées aux environs de Paris, 
ces auteurs ont observé, dans la descendance, la présence de souris sans 



— 299 — 

queue. L 'analyse génét ique a mon t r é la présence d 'un facteur récessif, 
appelé « anoure » et plus tard t, présentant les propriétés suivantes : 

— les souris hétérozygotes ( + / t ) sont normales , 

— les souris doublement hétérozygotes T / t sont sans queue, 

— les souris homozygotes t / t ne sont pas viables. 

Les facteurs t ne peuvent donc être a isément repérés chez les hétérozy
gotes + / t qui sont no rmaux . On les décèle en les croisant avec des 
an imaux T / + pa r la présence de descendants sans queue. Ce système 
a été repris et étudié en détail pa r L . C . D u n n et ses élèves, n o t a m m e n t 
S. Gluecksohn-Waelsch et D . Bennett . 

U n grand n o m b r e de facteurs récessifs t ont main tenan t été isolés. Leurs 
propriétés ont été étudiées en détail. Elles peuvent être résumées de la 
maniè re suivante : 

Groupes de complémentation. Les haplotypes t peuvent être conservés 
sous la forme de croisements dits « balancés » du type T / t x X T / t x . C o m m e 
les an imaux homozygotes T / T et T x / t x ne sont pas viables, seuls les an imaux 
hétérozygotes T / t x qui n 'on t pas de queue sont produi ts dans de tels croi
sements . 

Si l 'on croise des hétérozygotes por tan t chacun un haplotype t différent 
T / t x X T / t y , on obtient des résultats différents selon les paires d 'haplo-
types tx et t y en cause. Avec certaines paires, on n 'obt ient pas d ' an imaux 
avec queue normale et on en conclut que les hétérozygotes tx/ty sont non 
viables. Avec d 'autres paires, on obtient des an imaux avec queue, dont on 
peut mont re r qu'ils cor respondent aux hétérozygotes tx/ty. On considère 
que dans le dernier cas les deux haplotypes tx et ty se complémenten t mais 
non dans le p remier cas. E n effectuant de tels croisements par paires 
avec les haplotypes t connus, on peut ranger ces haplotypes en 6 groupes 
de complémenta t ion tels que deux haplotypes t x et ty font par t ie d 'un m ê m e 
groupe de complémenta t ion si l 'hétérozygote tx/ty est non viable. Ils font au 
contraire partie de deux groupes différents si l 'hétérozygote tx/ty est viable. 
D e fait la viabilité de ces hétérozygotes n 'est jamais de 100 %. Le nombre 
des descendants avec queue ne représente que de 10 à 80 % de ce que 
l 'on at tend. 

Effet létal sur les embryons homozygotes. P o u r chaque groupe de complé
mentat ion, les embryons homozygotes paraissent bloqués à un stade précis 
du développement , différent d 'un groupe à l 'autre . Pa r exemple le groupe t 1 2 

est b loqué au stade moru la et ne peut p rodui re de blastocyste ; le groupe t w 7 3 

forme un blastocyste qui ne s ' implante pas ou mal ; le groupe t° ne forme 
pas l ' endoderme primitif ; le groupe t w 5 ne forme pas d 'ovocylindre, etc. 
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Anomalies dans la transmission des haplotypes t par les mâles hétérozygotes. 

D a n s les croisements ♀ + / t X ♂ + / + , 5 0 % des descendants sont de 

génotypes + / t et 50 % de type + / + comme on at tend. E n revanche dans 

les croisements inverses ♀ + / + X ♂ + / t , ce rappor t 1 : 1 n'est le plus 

souvent pas re t rouvé. Selon les haplotypes t la propor t ion des hétérozygotes 

varie de 0,25 à 99,9 %. Ce résultat semble dû à une stabilité différente 

des deux types de spermatozoïdes dans les voies génitales de la femelle. 

Stérilité des mâles. Les mâles hétérozygotes pour deux haplotypes t sont 

stériles. La spermatogenèse a bien lieu et le n o m b r e des spermatozoïdes 

produi ts est normal ; mais ces spermatozoïdes présentent de nombreuses 

anomal ies morphologiques et semblent incapables d 'a t te indre le site normal 

de la fécondation. 

Suppression de la recombinaison. La plupart des haplotypes t suppr iment 

la format ion de recombinants sur un segment impor tant du ch romosome 17, 

s 'é tendant du cen t romère à une région située au delà du locus H-2 . 

Origine des haplotypes t. La plupar t des haplotypes t connus ont été 

obtenus dans des souris sauvages capturées dans la na ture . D e fait il semble 

que près de 20 % des souris prélevées n ' impor te où sur le globe cont iennent 

un haplotype t. Cet te fréquence d 'haplotypes récessifs létaux, mais t ransmis 

souvent à très hau te fréquence pa r les mâles, soulève un prob lème de géné-

t ique des populat ions par t icul ièrement intéressant. 

Recombinaison génétique à l'intérieur du complexe T/t. A u cours des 

croisements balancés de type T / t x X T / t x , on obtient rarement , mais de 

manière reproduct ible ( 1 0 - 3 à 2 . 1 0 - 3 ) , des an imaux exceptionnels, pa r 

exemple des an imaux à queue normale , dont on peut mont re r qu'ils 

proviennent de recombinaisons à l ' intérieur du complexe t. En étudiant 

une série d 'exceptions de ce genre, M a r y Lyon a pu mont re r l 'existence, 

dans la région T / t , d'au moins 3 à 4 facteurs différents, gouvernant 

respectivement : l ' interaction avec le facteur dominant T et l'effet sur la 

queue ; les anomalies de la spermatogenèse ; l ' inhibition de la recombinaison 

génét ique ; l'effet létal chez les embryons homozygotes . 

On mesure ainsi la complexité que présentent les haplotypes t. Cet te 

région du ch romosome 17 joue un rôle de première impor tance dans de 

nombreux aspects de la morphologie et de la différenciation cellulaire. 

Il semble probable que l 'étude de cette région connaî t ra des développe-

ments variés dans les années à venir. 

F . J . 
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SÉMINAIRES 

Le cours a été complété par une série de séminaires sur certains aspects 
du développement embryonnai re . 

M. Jean-Louis G U E N E T , chef de laboratoire à l 'Institut Pasteur , a donné 
deux séminaires sur les muta t ions létales du développement embryonnai re et 
sur les aneusomies de la souris. 

M . Hube r t CONDAMINE, sous-directeur au Collège de F rance , a décrit 
deux cas de stérilité d 'hybrides chez la souris. 

M . Lauren t D E G O S , chef de clinique à l 'Hôpital Saint-Louis, a donné un 
séminaire sur « H L - A et maladies ». 

M m e Christ iane C R E P I N , at tachée de recherche au C.N.R.S. , a fait un 
exposé sur les analogies entre l ' embryon précoce de souris et les corps 
embryoïdes formés in vitro à part i r de cellules de téra tocarc inome. 

M. Jacques B A L L E T , chargé de recherche à l ' I .N.S.E.R.M., a présenté une 
revue sur « Déficits immunitaires chez l ' homme ». 

Mlle Berthe SALZGEBER, maî t re de recherche au C.N.R.S. , a exposé les 
résultats d 'études sur la genèse des malformat ions des membres chez 
l 'embryon de poulet . 

M . M a r c F E L L O U S , chef de t ravaux à l 'Hôpital Saint-Louis, a discuté 
la question : « Y a-t-il un analogue du locus T de la souris chez l ' homme ? » 

M. Joshua F E I N G O L D , maî t re de recherche à l ' I .N.S.E.R.M., a donné un 
séminaire sur la génét ique et l 'épidémiologie du Spina bifida et de l 'anencé-
phalie. 

A C T I V I T É S DU LABORATOIRE 

L'é tude de la différenciation cellulaire s'est poursuivie au cours de 
l 'année écoulée dans le laboratoire situé à l 'Institut Pas teur . Ainsi qu'il a 
été précisé dans les précédents rapports , cette étude met en jeu deux 
matériels : le té ra tocarc inome de la souris et les embryons de souris 
aux stades précoces de leur développement . C'est en comparan t sans cesse 
ces deux matériels qu 'on espère pouvoir analyser les premiers stades du 
développement embryonnai re chez la souris. D e manière un peu artificielle, 
mais pour la commodi té de l 'exposé, les résultats obtenus seront décrits sous 
quat re rubriques correspondant aux différents groupes composant l 'unité. 
Toutefois la p lupar t des sujets de recherche sont étudiés par des membres 
appar tenan t à des groupes différents et appor tan t des techniques différentes. 
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I. - GROUPE DE CULTURE CELLULAIRE 

(Harvey Eisen, Jean Gail lard, François Jacob , Hedwig Jakob , Françoise 
Kelly, Simone Lacaille, Jean-François Nicolas , Steven Pfeiffer). 

On a poursuivi l 'étude des événements qui se produisent au cours de la 
différenciation in vitro des cellules de carc inome embryonnai re . E n outre, 
on a cherché à influencer les phénomènes de différenciation in vitro de 
différentes manières . 

A) Etude des événemenis 
qui se produisent au cours de la différenciation in vitro 

L 'é tude des lignées « différenciées » issues in vitro de carc inome embryon
naire (CE) P C C 3 A / 1 et plus par t icul ièrement d 'une lignée à caractéris
tiques de mésenchyme a été poursuivie. Les cellules de cette lignée, 
injectées à la souris, donnent naissance à la format ion d 'un os et cette 
caractérist ique a été étudiée avec plus de détails. 

La présence et l 'organisation de la tubuline et de l 'actine dans les cellules 
E C ainsi que dans les types cellulaires « différenciés » qui en dérivent a été 
étudiée. Il en ressort que la tubuline est présente dans toutes les cellules, 
quel que soit leur état de différenciation et que pour l 'actine, l 'organisat ion 
de celle-ci change de façon spectaculaire avec l 'état de la cellule, l 'organisa
t ion en câbles étant caractérist ique de types cellulaires « différenciés ». 

Il est clair aussi qu 'en dehors des changements membrana i res étudiés par 
ailleurs, les communica t ions entre cellules doivent jouer un grand rôle. 
Ce prob lème a été abordé par le biais des phénomènes de coopérat ion 
métabol ique. P o u r cela des mutants H G P R T – (Azaguanine résistants) de 
nombreuses lignées C E et différenciées ont été isolés. La coopérat ion cellu
laire entre les cellules sauvages et mutantes est mise en évidence pa r le 
sauvetage de ces dernières dans le milieu H A T dans lequel les cellules 
H G P R T négatives ne peuvent survivre seules. U n système d 'étude quant i 
tatif a été mis au point. P a r cette technique, on a pu met t re en évidence 
que : 

1) Au cours de la différenciation, les cellules de type C E semblent s'isoler 
métabol iquement des autres cellules. 

2) Les cellules C E coopèrent entre elles avec une efficacité supérieure 
à celle observée entre cellules C E et divers types de cellules différenciées. 

3) Les affinités de différentes cellules C E entre elles sont très différentes. 

Ces constatat ions permet tent de supposer l 'existence de types de coopé
rat ion soit qualitatifs, soit quantitatifs, différents de ceux existant chez les 



— 303 — 

cellules différenciées. Elles permet ten t aussi de classer les cellules de types C E 
en différents groupes. 

B) Influence de différentes substances 
sur les phénomènes de différenciation 

N o u s avons étudié l 'action de fragments monovalents F a b d ' immuno-
globulines de lapin dirigés contre la cellule F 9 , sur la différenciation in vitro 
de cellules P C C 3 A / 1 . Ces fragments, en cours d 'é tude dans ce système, 
sont capables d ' inhiber l 'appari t ion de la différenciation. Il est intéressant 
de noter que les phénomènes de coopérat ion métabol ique sont abolis pa r 
les fragments F a b . Il est donc possible que le blocage de la différenciation 
soit dû à une inhibition de la communica t ion entre les cellules. 

On a étudié l 'action de l 'hexaméthylène bisacétamide ( H M B A ) — connue 
c o m m e inducteur de la différenciation in vitro des cellules de Fr iend — sur 
un g rand n o m b r e de lignées C E nulli- et plur ipotentes ainsi que sur des 
cellules différenciées. A la concentrat ion de 5 m M , l ' H M B A provoque rapi
dement des changements morphologiques , biochimiques et immunologiques 
des cellules de C E mais non des cellules différenciées. Les cellules C E 
s'aplatissent, l 'actine s 'organise en câbles, la phosphatase-alcal ine disparaît , 
l 'act ivateur du plasminogène apparaî t , l 'antigène F9 n'est plus décelé, sans 
que p o u r autant les antigènes H-2 apparaissent . Avec certaines lignées, ces 
différents changements sont très rapides et s 'effectuent dans l 'ensemble des 
cellules. Avec d 'autres lignées, au contraire , une fraction des cellules 
conserve par exemple encore l 'antigène F 9 , sans que ces cellules deviennent 
résistantes par la suite à l 'action de l ' H M B A . Ces caractérist iques peuvent 
éventuel lement servir à classer les différentes lignées C E . 

U n e nouvelle lignée C E (PCC7-S), isolée d 'un té ra tocarc inome spontané 
d 'une souris de lignée recombinante- inbred C 5 7 / 1 2 9 a également été étudiée 
a u cours de la différenciation in vitro. Cette lignée plur ipotente donne 
naissance sur tout à des cellules de type nerveux. La caractérisat ion de ces 
cellules a été effectuée pa r la mise en évidence de certains marqueur s 
enzymatiques . 

E n outre, on a p u mont re r que cette lignée C E est parfa i tement euploïde 
et possède un ch romosome Y. Celui-ci est présent dans toutes les cellules 
m ê m e après maint ien en culture pendan t des temps assez longs (3 mois) . 
O n a mont ré : 

1) que l 'antigène F9 est présent sur les cellules CE, alors que l 'antigène 
H - Y n 'y est pas décelable, 

2) au cours de la différenciation in vitro l 'antigène F9 disparaît mais 
H - Y devient exprimé. 
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C) Hybrides cellulaires 

U n e série d 'hybrides entre cellules C E et cellules différenciées, telles 
que lymphomes , cellules de Fr iend ou musculaires ont été obtenus. Les 
caractérist iques caryologiques, isozymiques et immunologiques de ces hy
brides ont été étudiées. Quelques rares hybrides sont stables en culture à long 
terme, en part iculier des hybrides obtenus avec la cellule de Fr iend. Il sont 
en cours d 'é tude. 

D) Susceptibilité au virus du polyome et à SV40 
dans le tératocarcinome de la souris 

1) Les cellules de carc inome embryonnai re P C C 3 / A / 1 ne peuvent être 
infectées par le virus du polyome ou pa r SV40 lorsqu'elles sont maintenues 
à l 'état non différencié ; elles deviennent susceptibles aux deux virus au 
cours de la différenciation in vitro et cette appar i t ion de la susceptibilité 
semble suivre celle de l 'antigène H-2 . Au cours de la différenciation induite 
par H M B A , on a observé également une augmenta t ion progressive de la 
susceptibilité à l ' infection virale qui est du m ê m e ordre de g randeur pour 
les deux virus. Ainsi, lorsque les cellules sont infectées 2, 5 et 12 jours après 
le début du t ra i tement par H M B A par le virus du po lyome, le nombre 
de cellules positives pour la présence de l 'ant igène V, 48 heures après 
infection, est respectivement de 1 %, 5 % et 50 % . 

A u cours de la différenciation induite pa r H M B A , l 'antigène F9 disparaît , 
mais l 'antigène H-2 n 'appara î t pas cont ra i rement à ce que l 'on observe 
dans la différenciation spontanée . L 'appar i t ion de la susceptibilité à l'in
fection virale n'est donc pas nécessairement liée à celle de H - 2 . 

2) Pa r des expériences de fusion entre des cellules C E infectées pa r le 
virus du polyome et des cellules différenciées, on a mont ré que le virus 
pénétrai t dans la cellule, donc que le blocage de l ' infection virale survenait 
après la pénétra t ion du virus et avant la synthèse de l 'antigène précoce T . 
Ces résultats indiquent aussi que la susceptibilité est dominante , suggérant 
que des facteurs cellulaires nécessaires à l 'expression virale sont absents des 
cellules de carc inome embryonnai re . 

On a vérifié que l 'expression d 'un génome viral intégré dans le génome 
cellulaire est également possible, en fusionnant des cellules C E avec des 
cellules t ransformées par SV40 : la majori té des hé térocaryons expriment 
l 'ant igène T de SV40. 

3) On peut supposer que les cellules de carc inome embryonnai re pour
raient m anque r de certains facteurs cellulaires nécessaires à l 'expression 
des virus SV40 et polyome, peut-ê t re au niveau de la recombinaison entre 
génomes viraux et cellulaires. On a donc comparé les échanges de chromatides 
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sœurs (ECS) — qui traduisent des événements de recombinaison e t / o u de 
répara t ion — dans les cellules C E et dans des cellules différenciées. Les 
résultats indiquent que, chez les cellules C E , contra i rement aux cellules 
différenciées, la mi tomycine n ' induit guère de ECS. Ce résultat est compatible 
avec un défaut dans les mécanismes de réparat ion. Cependan t d 'autres 
interprétat ions sont possibles et diverses expériences témoins sont nécessaires. 

E) Etablissement de lignées cellulaires par transformation avec le virus SV40 

A part i r de cellules de la lignée C E P C C 3 / A / 1 traitées par H M B A 
— à la concentrat ion de 5 m M pendant 5 jours — puis infectées par SV40, 
on a obtenu deux lignées cellulaires. E n l 'absence d'infection virale, les 
cellules ainsi traitées par H M B A arrêtent de se multiplier assez rap idement 
et il n ' a pas été possible jusqu 'à présent d 'obteni r de lignées établies. Après 
infection, on peut , par contre, obtenir des clones avec une fréquence de 1,5 
sur 1 0 5 cellules. L 'une de ces lignées a une morphologie de type endoder-
mique, l 'autre ressemble à la majori té des cellules P C C 3 / A / 1 après traite
ment par H M B A . C o m m e ces cellules, les deux lignées sont caractérisées 
pa r l 'absence des antigènes F9 et H - 2 . Elles semblent également présenter 
un nouvel antigène de surface — correspondant peut-être à l 'expression d 'un 
virus endogène — et que l 'on cherche à préciser. 

F ) Etude de la différenciation hématopoïétique dans les cellules de Friend 

1) Mobilité des protéines membranaires dans les globules rouges 
de mammifères 

a) La plupar t des cellules de mammifères possèdent des membranes 
dont la bicouche lipidique est plus ou moins fluide. Cela se manifeste 
par la mobili té latérale des composants dans le plan de la membrane . 
Lorsqu 'on lie les protéines de surface cellulaire avec des réactifs polyvalents, 
on voit d 'abord l 'aggrégation de celles-ci en mosa ïque (« pa tch »). Cette 
réact ion n'exige pas d'énergie et reflète l 'état de fluidité de la membrane . 
L 'agrégat ion des protéines de surface en mosa ïque conduit , dans la p lupar t 
des cellules, à la formation de calotte polaire (cap), les mosaïques étant 
transférées vers l 'uropode de la cellule puis absorbées à l ' intérieur. La 
format ion d 'une calotte exige de l 'énergie et ne se produi t pas à basse 
t empéra ture . A l 'heure actuelle, on pense que le t ransport des mosaïques 
est effectué par le cytosquelette de la cellule, mais le mécanisme moléculaire 
de ce processus n'est pas connu. Il existe néanmoins des types cellulaires 
qui ne donnent pas de mosaïques lorsque leurs protéines de surface sont 
liées pa r des réactifs polyvalents. Le globule rouge de mammifère en est un 
exemple. Cela reflète un m a n q u e de mobili té parmi les composants de la 
m e m b r a n e chez les globules rouges. On a étudié ce m a n q u e de mobili té des 
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protéines de m e m b r a n e chez les globules rouges en étudiant le rôle de 
l ' environnement lipidique et celui des protéines t ransmembranai res elles-
mêmes . 

On s'est demandé si les protéines t ransmembranai res des globules rouges 
deviennent mobiles lorsqu'elles sont insérées dans la m e m b r a n e d 'une cellule 
capable de produi re mosa ïque et calotte polaire . On a donc fusionné les 
globules rouges humains avec des globules rouges ou des lymphocytes B 
de souris (à l 'aide du virus Sendaï ou de polyéthylène glycol). Après fusion, 
on a repéré les protéines provenant de chaque type cellulaire à l 'aide 
d 'ant icorps spécifiques marqués avec des résidus fluorescents (soit la rhoda-
mine, soit la fluorescine). Lorsque des globules rouges provenant des deux 
espèces ont été fusionnés, on a employé des anticorps spécifiques p o u r la 
glycophorine de chaque espèce et marqués avec des chromophores diffé
rents . Lorsque les globules rouges humains ont été fusionnés avec des 
lymphocytes de souris, les anticorps employés ont été l 'ant iglycophorine 
d ' h o m m e et l 'ant i - immunoglobul ine de souris. 

b) Lorsque les globules rouges des deux espèces sont fusionnés à 3 7 ° C , 
il y a une redistr ibution des deux types de protéine qui est achevée en 
40-60 minutes . Cela conduit à une distribution uniforme des deux antigènes 
sur la surface des cellules fusionnées. Pour tan t on ne voit pas de redistribution 
des deux espèces de spectrine, la protéine majeure de la face interne de la 
m e m b r a n e des globules rouges. C'est la spectrine qui est considérée c o m m e 
responsable du m a n q u e de mobili té des protéines de surface chez les 
érythrocytes. 

c) Chez les produi ts de fusion entre hématies humaines et lymphocytes 
de souris, l 'addition d 'ant i -glycophorine entra îne la format ion de mosaïques 
et de calottes par cet antigène. Si un ant i-glycophorine et un an t i - immuno-
globuline de souris sont ajoutés aux produi ts de fusion, on p rovoque la 
format ion de calottes par ces deux antigènes, mais les deux calottes sont 
séparées. L 'ant igène du globule rouge se redistr ibue plus rapidement . 

Ces résultats mont ren t que les protéines des membranes des globules 
sont capables de se redistribuer lorsqu 'on modifie leur environnement . Cela 
suggère que le m a n q u e de mobili té des protéines dans la membrane des 
globules rouges est dû à la composit ion en lipides d e la m e m b r a n e . 

2) Erythropoièse 

Les études sur la régulat ion de la différenciation éry thro ïde p rovoquée 
chez les cellules érythroleucémiques de Fr iend (cellules F L ) ont été pour 
suivies. On a regardé les caractères suivants : la synthèse et le métabol isme 
de la spectrine, la synthèse et le rôle d 'une protéine de la chromat ine ( IP25) , 
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la synthèse des enzymes nécessaires à la synthèse de l 'hème, les changements 
de l 'état de la m e m b r a n e cellulaire et la synthèse de la globine. Lors de la 
différenciation des cellules F L , ces caractérist iques apparaissent dans un 
ordre bien déterminé. La différenciation semble s'effectuer en deux étapes, 
une étape précoce et une tardive. L 'analyse des variants qui ne peuvent 
accomplir l 'ensemble de la différenciation a confirmé cette hypothèse. 
O n a formulé le modèle suivant pour expliquer la différenciation des 
cellules F L . L ' inducteur provoquera i t l ' induction du p r o g r a m m e précoce ( E P 1 ) 
qui comportera i t la synthèse de la spectrine, IP25 , et les enzymes du chemin 
d 'hème. L'expression du p r o g r a m m e précoce et l 'accumulat ion d 'hème 
auraient alors deux effets. L'expression du p r o g r a m m e précoce serait 
arrêté et le p rog ramme tardif (Ep 1 ) mis en marche . Les éléments du p ro 
g r a m m e tardif sont la synthèse de la globine et des antigènes caractéris
t iques des globules rouges, la l imitation de la mult ipl icat ion des cellules 
à 3-4 générat ions et f inalement l 'expulsion du noyau. 

II . - GROUPE IMMUNOLOGIE 

(Marie-Hélène B u c Mar t ine Damonneṿi l le , Phil ippe Dubois , M a r c Fellous, 
Gabr ie l Gachel in , Rolf Kemler , Domin ique Morel lo , Takashi Muramat su ) . 

A) Etude des composants polysaccharidiques 
de la surface des cellules de carcinome embryonnaire 

1) A l 'aide de lectines marquées à l ' isothiocyanate de fluorescéine. On a 
utilisé les lectines suivantes : concanaval ine A, Soybean agglutinin, Fucose 
binding proteins , Whea t germ agglutinin, Peanu t agglutinin, dont les spéci
ficités de récepteur sont respectivement : mannose , galactosamine + galac
tose, fucose, triose interne impliquant le chitobiose et enfin galactose en 
posit ion terminale non réductr ice, pour étudier d'éventuelles hétérogénéités 
dans les populat ions de carc inome embryonnai re et leurs différenciations. 
A titre de comparaison, différents types cellulaires adultes ( thymocytes, 
lymphocytes , etc.) ont été également étudiés. 

Tous ces types cellulaires fixent la concanaval ine A et la Soybean 
agglutinin. Il en est de m ê m e p o u r le Whea t germ agglutinin, encore 
que le n o m b r e de sites accessibles soit très restreint sur les cellules 
différenciées, qu'elles soient dérivées de carc inome embryonnai re ou de 
l 'adulte . 

Pa r contre , la Peanu t agglutinin (PNA) semble se fixer sur les cellules C E , 
mais non sur les cellules différenciées. Elle se fixe également sur toutes 
les cellules de la lignée germinale . En pra t ique, dans le système tératocar-
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cinome, la P N A se fixe sur les seules cellules F 9 + . Il en est de même pour la 
« Fucose binding protein » qui, dans le m ê m e système, se fixe exclusive
ment sur les cellules P N A + et F9 + . Cependan t les récepteurs semblent 
appar tenir à des espèces moléculaires distinctes. 

Ces récepteurs à F B P et P N A disparaissent au cours de la différenciation 
in vitro tout c o m m e les antigènes F9 avec lesquels il ne sont cependant pas 
confondus. Il peut être conclu de ces expériences que la différenciation in 
vitro du carc inome embryonnai re s 'accompagne de remaniements considé
rables des polysaccharides de surface, co mme le mont re la disparition 
des résidus fucosyl et galactosyl externes. 

2) Pa r l 'analyse des glycopeptides de la surface cellulaire. Des cultures 
de différents types cellulaires sont rad iomarquées par différents sucres 
(galactose, fucose, mannose) . Les membranes radiomarquées sont ensuite 
isolées. U n e fraction est analysée p o u r les glycoprotéines membranai res , 
l 'autre est digérée totalement par la Pronase et les glycopeptides résistant 
analysés, essentiellement pa r chromatographie sur Sephadex. Les résultats 
sont interprétés par référence à des glycopeptides connus, tels ceux des 
groupes sanguins, ou par référence à des membranes très étudiées, telles 
celles des fibroblastes. 

Les profils d 'analyses des glycopeptides extraits de carc inome embryon
naire sont très différents de ceux des fibroblastes : en particulier, on t rouve 
que la majori té de la radioactivité est associée à une (ou plusieurs) espèces 
macromolécula i res , de poids moléculaire 20 000 - 40 000, qui n 'ont été 
retrouvées dans aucune cellule différenciée. La quant i té même de ce 
matériel de poids moléculaire élevé, varie suivant l 'état de la différenciation 
de la cul ture et ceci en relation directe d 'avec le pourcentage des cellules 
de type carc inoembryonnai re . U n matériel identique a été retrouvé dans les 
embryons avant implantat ion et semble également exprimé sur les cellules 
testiculaires. L'essentiel des sites récepteurs de F B P et P N A pourra i t être 
associé à cette macromolécule (s) inhabituelle (s). Là encore, la relation avec 
l 'antigène F9 n'est pas établie, bien que cette espèce macromolécula i re ne 
soit actuel lement t rouvée que sur les cellules F 9 + . 

Les déterminants polysaccharidiques sont associés normalement à une 
fraction proté ique. Le poids moléculaire apparent du matér iel intact est alors 
voisin de 100 000. L 'ensemble de ce matériel , là encore, disparaît pendant la 
différenciation embryonnai re . 

La comparaison de ce matériel avec des structures déjà connues (glyco
peptides de la thyreoglobuline, des immunoglobul ines , des antigènes H-2 , 
des mucines, etc.) suggère que sa s t ructure, co mme sa composit ion, en sont 
différentes. 
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B ) Etudes sur l'antigène F9 

1) P a r immunoprécipi ta t ion . E n principe, des déterminants ant igéniques 

membrana i res peuvent , après dissolution en N P 4 0 , être précipités sous forme 

de complexes immuns par le sérum syngénique ant i -F9 suivi d 'un sérum 

précipi tant les immunoglobul ines de souris. U n e telle étude, réalisée dans 

le passé, avait permis d 'a t t r ibuer à l 'antigène F9 une structure voisine de 

celle des antigènes H-2 ; savoir : une chaîne polypept idique de poids m o -

léculaire 44 000, associée à une chaîne de poids moléculaire 12 000, la 

β2-microglobuline. Les tentatives p o u r immunoprécip i ter l 'antigène F9 ont 

échoué, jusqu 'à très récemment . P a r contre, si l 'on p rend co mme matériel 

de dépar t non pas les cellules entières mais des membranes purifiées, on 

obtient un « signal » spécifique, qui semble plus complexe qu 'a t tendu . Ce 

matériel semble contenir du fucose en quanti tés importantes . Son poids 

moléculaire est voisin de 40 000. Ces données doivent être considérées c o m m e 

préliminaires. 

2) P a r digestion de la surface cellulaire pa r des enzymes protéolyt iques 

a) Par la papaïne. La papa ïne , dans les conditions mêmes qui permet ten t 

le relargage des antigènes H-2 sous forme soluble libère un matériel , qui 

s 'agrège spontanément , mais dans lequel on t rouve une inhibition de 

l 'activité cytotoxique du sérum ant i -F9. Cet te prépara t ion d 'ant igènes F 9 

« soluble » a été part iel lement purifiée. Il semble qu'elle cont ienne deux 

fractions actives, de poids moléculaires apparents 100 000 et 40 000. Ré-

cemment , il est apparu que cette activité pouvait être ma in tenue en solution 

si elle est placée à p H alcalin (8 .6 ) . L'activité inhibitrice est très stable, 

résiste à plusieurs congélations, ainsi qu 'à un chauffage prolongé. 

b) Pa r la collagénase. U n e étude très semblable a été menée sur les 

mêmes cellules, mais en utilisant cette fois-ci la collagénase. Cet enzyme, 

à p H légèrement alcalin, libère un matériel parfa i tement soluble, qui 

conserve la capacité d ' inhiber spécif iquement la cytotoxicité an t i -F9 . L à 

encore, après passage sur colonne de Séphadex, cette activité semble associée 

à deux pics pr incipaux, de poids moléculaires apparents 80 000 et 40 000. 

Il semble acquis que la molécule de P . M . 40 000 s'agrège spontanément en 

formant un dimère 80 000. 

Il est possible que les types de matériels isolés par les deux enzymes soient 

identiques. Leurs propriétés immunologiques doivent être comparées dans 

un prochain avenir. 

3) Pa r l 'utilisation d 'un sé rum de lapin ant i -H-2. Il a été démont ré 

an tér ieurement qu'il n 'existait pas de matériel r econnu par un sérum an t i -β 2 -

microgiobul ine de Souris à la surface des cellules de C E . D u fait de la 

parenté des structures, on s 'attendait à ce qu'il y ait une réact ion croisée 
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entre chaînes lourdes de H-2 et chaînes lourdes de F 9 . On a utilisé, pour 

étudier cette réaction, un sérum de lapin ant i-chaîne lourde de H - 2 . Ce 

sé rum qui ne reconnaî t s tr ictement que H-2 , ne reconnaî t rien à la surface 

des cellules de carc inome embryonnai re , et en part icul ier pas l 'antigène F 9 . 

Il semble donc qu'il n 'y ait pas de paren té entre les deux antigènes, du 

moins d 'homologie qui serait décelable pa r un sérum qui pa r ailleurs 

reconnaî t les produi ts des M H C d 'un grand nombre de mammifères . 

C ) Etude du sérum anti-F9 

Tant en vue des expériences d ' immunoprécipi ta t ion que de l 'analyse de la 

réponse ant i -F9 el le-même, la composit ion des sérums ant i -F9 a été ana-

lysée. Tou te l 'activité cytotoxique, qui croît au cours des quatre premières 

immunisat ions puis reste stable, a été t rouvée associée aux IgM. Pa r contre, 

une forte activité ant i -F9, qui est décelable seulement par immunof luo-

rescence et qui évolue peu au cours de l ' immunisat ion, se t rouve associée 

aux I g G 1 . Des complexes solubles IgM-Ag et I g G 1 - A g ont été également 

identifiés. La réponse p rédominan te en I g M semble ne pas être liée à la 

souche d ' an imaux utilisés p o u r l ' immunisat ion, mais à l ' immunogène lui-

m ê m e . On ne sait pas encore si les activités μ, et γ1 sont associées aux mêmes 

sites antigéniques ou non . Cet te é tude sera menée dans un proche avenir 

pa r immunoprécipi ta t ion. 

D) Antigènes embryonnaires divers 

L'é tude de l 'expression de divers antigènes au cours de la différenciation 

embryonna i re et de la différenciation du té ra tocarc inome a été cont inuée. 

Pa r ailleurs on a tenté d'établir des cellules hybrides Pou le t -PCC4, dans 

le but d 'aborder directement la génétique de l 'antigène F 9 . A u c u n résultat 

concluant n ' a été obtenu dans ce système. Cependant , dans le système 

souris /sour is , des hybrides stables t h y m o c y t e s / P C C 4 ont été obtenus. Ces 

hybrides restent capables d 'exprimer l 'antigène F 9 . Il est envisagé de repro-

duire ces expériences dans le système thymocyte t x / P C C 4 , en vue de l 'ob-

tent ion de lignées expr imant les antigènes t x . 

E) Etude de l'antigène H-Y 

L'ant igène H - Y a été décelé pa r lymphocytotoxici té et immunofluorescence 

sur une lignée lymphoïde provenant d 'un h o m m e atteint d 'une tumeur de 

Burkitt . O n a utilisé un sérum de rat an t i -HY obtenu par immunisat ion d 'une 

femelle Lewis pa r les lymphocytes de mâles Lewis. L 'ant igène H - Y n 'a pas 

été t rouvé sur les 10 lignées lymphoïdes humaines femelles étudiées. Pa r 

contre l 'antigène H - Y est présent sur toutes les lignées humaines mâles 

étudiées, à l 'exception de la lignée huma ine D a u d i qui ne possède ni la 
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β2-microglobuline ni les antigènes d 'histocompatibil i té H L A . L'ant igène H - Y 

(ainsi que la β2-microglobuline) n'est pas exprimé sur les lignées de téra-

tocarc inome embryonnai re étudiées (F9, P C C 4 , L T , N D 1 ainsi que P C C 7 - S 

et P C C 7 - S Aza R 1 ) bien que ces deux dernières lignées possèdent le ch ro -

mosom e Y, à la différence des 4 premières . A u cours de la différenciation 

in vitro de P C C 7 - S et PCC7-S Aza R 1 ; l 'antigène H - Y est décelable sur 

un tiers des cellules. Toutes les cellules H - Y positives sont aussi β2-micro-

globuline positives. 

Des expériences de redistr ibution ant igénique sur la lignée Raji ont 

mon t r é que l 'antigène H - Y est associé à la β2-microglobuline sur la m e m b r a n e 

cellulaire tout comme le sont les antigènes H-2 ou H L A , l 'antigène T L et Qa . 

I I I . - GROUPE EMBRYONS DE SOURIS 

(Charles Babinet , H u b e r t Condamine) . 

A) Rôle des antigènes de surface au cours de la différenciation 

U n effet éventuel des anticorps ant i -F9 sur les premiers stades de la 

différenciation de l ' embryon de souris a été recherché par cul ture in vitro 

d 'embryons , prélevés au stade 2, en présence des anticorps en quest ion. 

Les anticorps divalents, tant de Souris que de Lapin, se sont révélés sans 

effet. En revanche les fragments monovalents (Fab), obtenus par digestion 

à la papa ïne d 'ant icorps de Lapin sont capables d 'empêcher la différenciation 

de la moru la en blastocyste, sans pour tan t inhiber les segmentat ions succes-

sives de l'œuf. Cet effet est réversible dans certaines limites de temps. E n 

outre, les morula obtenues par cul ture en présence de F a b de Lapin ant i -F9 

ont une morphologie part iculière, en « grappe », du fait que les blastomères 

restent lâchement associés, au lieu de former une masse compacte . Il est 

tentant d ' interpréter ces faits à la lumière de l 'hypothèse souvent avancée 

selon laquelle la différenciation de la morula en blastocyste s 'opère à par t i r 

du m o m e n t où certains blastomères, entourés pa r d 'autres de tous côtés, 

peuvent être qualifiés d ' internes. Les blastomères externes sont ceux dont 

une par t ie de la surface est libre. Cette dissymétrie entraînerai t un devenir 

différent, les blastomères externes évoluant en t rophec toderme, les internes 

en masse cellulaire interne. Il semble que le blocage de certains sites, 

dont l ' identité reste à définir, pa r les F a b ant i -F9 de Lapin empêche cette 

dissymétrie d 'avoir lieu en interdisant l 'appari t ion de cellules internes. 

B) Génétique de l'antigène F9 

P o u r tenter d 'obtenir des informations sur le contrôle génét ique de 

l 'antigène F 9 , des recherches ont été entamées selon les deux voies sui-

vantes : 
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1) Recherche d 'un éventuel polymorphisme de l 'antigène F9 dans les dif
férentes souches de Souris. Cet te é tude est menée en déterminant , à l 'aide 
d 'expériences d 'absorption, les quanti tés d 'antigènes présents à la surface 
des spermatozoïdes des différentes souches. Ont été examinées les souches 
possédant des haplotypes H-2 d'origine indépendante . Aucune n ' a p ré 
senté jusqu' ici de différences notables. Il est projeté d 'examiner désormais 
des souris p rovenant d ' an imaux capturés dans la na ture . 

2) Propriétés de recombinants exceptionnels du locus T . Des expériences 
antér ieures ont mon t r é qu'il existe une relation entre l 'antigène F9 et les 
produi ts de certains haplotypes t. Pa r exemple, l 'haplotype t w 3 2 semble 
exclure la présence de F 9 à la surface des spermatozoïdes et des embryons 
précoces. On a donc entrepris d 'étudier comment segrège le caractère F9 + 
chez les recombinants exceptionnels de la région t, qui apparaissent à la 
fréquence d 'environ 1/500 chez un hétérozygote + / t w 3 2 . Trois recombinants 
ont été obtenus cette année. P o u r l 'un, un stock a été consti tué, qui le rend 
prê t pour cette étude. La prépara t ion d 'un stock semblable pour les deux 
autres recombinants , et l 'obtention de recombinants supplémentaires est 
en cours . 

C ) Essais d'obtention d'un tératocarcinome porteur de mutation t 

L e locus T gouverne l 'expression d'antigènes de surface présents sur 
les spermatozoïdes et aux stades précoces de l 'embryogenèse. On s 'at tend 
donc qu 'un té ra tocarc inome por teur d 'une muta t ion t expr ime l 'antigène 
cor respondant et en permet te l 'étude de la s t ructure et du fonct ionnement . 
P o u r obtenir un tel té ra tocarc inome, il a été procédé à l ' implantat ion, sous 
la capsule testiculaire d 'un receveur convenable, d 'embryons provenant 
de parents hétérozygotes pour l 'haplotype t w l 8 et prélevés au jour 4, 6 ou 7 
de leur développement (les embryons homozygotes t w l 8 / t w 1 8 meuren t au 
jour 8). Dans ces conditions, l ' embryon peut donner naissance à une tumeur 
qui est prélevée au bout de trois semaines, mise en culture d 'une part , 
réinjectée d 'aut re par t pour tenter d 'obtenir un matériel indéfiniment 
re t ransplantable . A par t i r de 84 blastocystes réimplantés, 14 tumeurs pri
maires ont ainsi été obtenues. A part ir de 118 embryons prélevés au jour 6 
ou 7 de leur développement , 54 tumeurs ont été obtenues. Malheureusement , 
aucune des 68 tumeurs obtenues à ce jour ne s'est révélée être re t ransplan
table, soit que ces tumeurs se t rouvent rejetées par les an imaux dans lesquels 
elles sont réinjectées, soit que jusqu 'à présent elles aient compor té une 
t rop faible minori té de cellules de carc inome embryonnai re (qui sont res
ponsables de la formation de tumeurs lorsqu 'on passe en série un tératocarci
nome) . Ces expériences sont poursuivies p o u r augmenter le nombre de 
tumeurs pr imaires examinées, et, pa r suite, la chance d 'en t rouver une qui 
soit re t ransplantable . 
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Les téra tomes pr imaires sauvages ou hétérozygotes se développent bien 

in vitro en donnan t des différenciations multiples et, à part i r d 'un t é ra tome 

hétérozygote , on a pu obtenir une lignée endodermique , t ransplantable in 

vivo pa r voie intrapéri tonéale. 

Pa r contre, deux tératomes pr imaires homozygotes obtenus ont une 

croissance in vitro très limitée. Cependan t après infection par SV40 on a 

obtenu, dans les deux cas, une culture de cellules myoblast iques, caractérisée 

pa r la présence de myotubes et de la phosphocréat ine-kinase spécifique du 

muscle strié. L 'obtent ion, jusqu 'à présent exclusive, de dérivés de type 

myoblas t ique à part i r de téra tomes homozygotes est é tonnante car on sait, 

pa r des t ravaux antérieurs , que ces téra tomes sont constitués essentiellement 

de dérivés de type neuroec todermique . On sait cependant que tous les 

types cellulaires ne peuvent être également infectés et t ransformés par SV40. 

On pourra i t envisager qu 'à côté de dérivés neuroectodermiques non t rans-

formables se t rouvent des précurseurs des cellules myoblast iques dont la 

t ransformat ion rend la croissance possible. Des expériences sont en cours 

p o u r vérifier cette hypothèse. 

IV. - GROUPE GÉNÉTIQUE DE LA SOURIS (Jean-Louis Guénet ) . 

Les muta t ions létales récessives représentent un groupe très hétérogène 

d 'al térat ions génétiques ayant en c o m m u n la caractérist ique d ' empêcher 

le développement normal de l 'embryon. Bien que ces muta t ions représentent 

un matériel de choix p o u r l 'analyse génétique du développement embryon-

naire, elles ont été très peu étudiées : a) parce qu'elles sont difficiles à 

obtenir et à entretenir (sauf dans certains cas très favorables tels que 

t-haplotypes ; effets dominants à l 'état hétérozygote, etc.) ; b) parce qu'elles 

nécessitent, en général , une étude « in u tero » et qu'il est assez difficile 

d 'analyser la dynamique de la malformat ion et ses causes. C'est sur la 

recherche et l 'analyse de tels mutan t s qu 'une bonne par t du travail a été 

consacrée. 

A) Obtention et identification de mutations létales récessives 

La p lupar t des mutat ions létales récessives déjà identifiées chez la souris 

ont un effet dominant à l 'état hétérozygote (exemple de T : Brachyury 

modifiant la forme et la longueur de la queue de l 'hétérozygote et létale 

à l 'état homozygote vers le 12 e jour de gestation. 

Certaines ont été identifiées par hasard en raison d ' interactions alléliques 

récessives avec des muta t ions déjà connues (exemple : a x muta t ion létale 

récessive radio-induite au locus A ayant un effet récessif en association 

avec a. ax /a → non agouti a x / a x létal). 
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On a cherché à éviter ce biais expérimental en essayant d ' induire, avec 
des agents mutagènes , des muta t ions létales récessives à des loci inconnus. 
P o u r cela on a utilisé plusieurs techniques plus simples et plus efficaces. 
O n a ainsi isolé et reconnu trois muta t ions létales récessives. L 'une est liée 
au locus de C (albinisme) et est létale tardive. Les deux autres sont liées 
au locus brachypodism bp et sont imparfa i tement connues à l 'heure actuelle. 
L e « rendement » en muta t ions létales récessives identifiées dans cette région 
correspond parfa i tement aux prévisions théoriques telles qu'elles ont été 
établies pa r A. G. Searle and coll. (Radiat ion Biology). 

B) Etude des mutations létales récessives 

L'analyse du développement des embryons homozygotes pour une muta t ion 
létale récessive s 'arrête assez souvent au stade de l 'observation histologique. 
Il s'agit donc de résultats essentiellement morphologiques qui ne permet ten t 
pas de conclure sur la na ture de l 'al tération génét ique : muta t ion létale cel
lulaire ou muta t ion de différenciation. P o u r lever cette ambiguï té , on a 
cherché à savoir s'il était possible de « sauver » certains mutants de la 
mor t in utero en leur prê tan t des cellules normales provenant d 'un embryon 
sauvage. E n utilisant les circonstances avantageuses qui existent sur le chro
mosom e 15 de la souris nous avons constitué un stock doublement muté 
V e + / + Eh où à la fois Ve (Velvet Coat) et E h (Hairy ears) sont des 
muta t ions létales récessives. 

On a ensuite réalisé des fusions al lophéniques que l 'on peut schématiser 
de la façon suivante : 

Et en étudiant les individus chimériques, on a pu identifier un animal 
(une femelle) ayant la consti tution génét ique suivante : 

Cette femelle croisée avec un mâle : 

ne produi t qu ' un seul type de descendant a : a (noir non agouti) = E h / + . 
Ceci p rouve qu'i l est possible d 'obtenir un animal vivant dont une par t ie 
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des cellules provient d 'un embryon incapable de se développer no rma lemen t 

jusqu 'à te rme et que, par conséquent , l 'anomalie génét ique en quest ion 

intéresse la différenciation cellulaire. Le type complémenta i re V e / V e n ' a 

pas pu (jusqu'à présent) être « sauvé » par la technique al lophénique. 

C) Etudes génétiques à propos du locus T 

A côté des expériences concernant la biologie d u développement de la 

souris ci-dessus ment ionnée , on a p rocédé à une analyse génét ique du locus t 

destinée à en connaî t re la na ture . 

D 'après les études conduites par les généticiens des populat ions , et en 

part icul ier pa r R. Lewont in , on peut conclure qu 'une muta t ion t létale a 

tendance à être éliminée d 'une popula t ion sauvage, et cela en dépit d 'une 

transmission non mendel ienne favorisant cet haplotype. Il faut donc admet t re 

que, de temps en temps, des muta t ions + → t doivent survenir puisque la 

f réquence des haplotypes t est élevée dans les populat ions sauvages. 

En utilisant un système de m a r q u e u r appropr ié (représenté ci-dessous), 

nous avons cherché à analyser la consti tution génét ique des individus sans 

queue. 

engendrées pa r un croisement 

→ 13 cas ont été analysés à l 'heure actuelle pa rmi lesquels 10 ont été 

classés T / + forte péné t rance et 3 sont encore en cours d 'é tude. 

Aucun animal jusqu 'à présent n 'a p u être reconnu por teur , à l 'état 

hétérozygote, d 'un haplo type t néoformé en dépit d 'un phénotype « sans 

queue ». Ceci ne permet donc pas (au moins p o u r l ' instant) d 'étayer l 'hypo-

thèse selon laquelle des haplotypes t pour ra ien t appara î t re par recombinaison 

plus ou moins égale entre deux segments du chromosome 17. D 'au t res 

expériences, plus précises (sélection préalable des recombinants entre T 

et tf), sont en cours . 
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