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RÉSUMÉ 

Les cellules souches embryonnaires (ES) sont porteuses de grands espoirs en 

recherche biomédicale dans le but d’apporter un traitement définitif à l’ostéoarthrose. 

Parce que certaines articulations des chevaux sont similaires à celles des humains, 

cet animal représente un modèle important dans l’évaluation de stratégies de 

régénération du cartilage. Cependant, pour expérimenter un traitement par les 

cellules ES chez le cheval, des cellules ES équines (eES) n’ont toujours pas pu être 

dérivées. Dans ce contexte, l’objectif principal de cette étude est de dériver des 

lignées de cellules eES. Le premier objectif de notre étude consiste à optimiser la 

technique de dérivation des cellules eES. Nous démontrons que la lignée de cellules 

nourricières et le stade de développement des embryons influencent l’efficacité de la 

technique de dérivation tandis que l’inhibition de voies de signalisation menant à la 

différenciation des cellules ES ne l’influence pas sous nos conditions. Le deuxième 

objectif de notre étude est de caractériser de façon plus approfondie les lignées de 

cellules eES obtenues. Nous démontrons que les cellules eES dérivées expriment 

autant des marqueurs associés aux cellules pluripotentes qu’aux cellules 

différenciées et que l’inhibition de voies de signalisation menant à la différenciation 

n’influence pas l’expression de ces marqueurs. Pour conclure, nous confirmons avoir 

dérivé des lignées de cellules semblables au cellules eES (eES-like) ne correspondant 

pas complètement aux critères des cellules ES. 

Mots clés: Cellule souche embryonnaire, cellules nourricières, blastocyste, 

inhibiteurs de voies de signalisation, pluripotence, différenciation, cheval 
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ABSTRACT 

Embryonic stem (ES) cells carry high hopes for biomedical research in order to 

provide definitive treatment for osteoarthritis. The horse is considered to be an 

important animal model for examining osteoarthritis treatments. However, despite 

almost thirty years of research, authentic equine ES (eES) cells have not yet been 

derived. In this context, the main objective of this study was to derive eES cell lines. 

The first objective of our study was to optimize the technique for deriving eES cells. 

We show that different feeder cell lines and embryo development stages influence 

the effectiveness of this technique while the use of cell signalling inhibitors does not 

influence eES cell derivation. The second objective was to characterize markers of 

pluripotency and differentiation in eES cell lines by RT-PCR. We demonstrate that 

the eES cells express both markers associated with pluripotent cells and 

differentiated cells and that the presence of cell signalling inhibitors in the culture 

medium does not influence the expression of these markers. In conclusion, we 

confirm having derived eES-like cells but these do not meet all the molecular criteria 

of authentic ES cells. 

 

Key words: Embryonic stem cells, feeder cell line, blastocyst, cell signalling 

inhibitors, pluripotency, differentiation, horse 
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1.0 INTRODUCTION 

Les cellules ES sont produites à partir de l’explantation des cellules pluripotentes de 

l’embryon constituant la masse cellulaire interne (ICM). Les colonies primaires ainsi 

formées sont minutieusement sélectionnées et propagées in vitro jusqu’à la 

production d’une lignée. Ces lignées sont ensuite caractérisées par des marqueurs 

associés aux cellules pluripotentes pour en évaluer leur nature. Cependant, 

l’information que procurent ces marqueurs est limitée et ne permet pas d’affirmer 

avec certitude qu’une lignée soit pluripotente. Ce n’est qu’en confirmant la 

contribution in vivo aux tissus en développement que la pluripotence d’une lignée de 

cellules ES est confirmée. La façon la plus efficace pour tester le potentiel de 

différenciation des cellules ES est de réintroduire ces cellules à l’intérieur d’un 

embryon et d’analyser leur contribution au développement.  

 

Parce qu’elles possèdent des propriétés uniques, les cellules ES sont d’une grande 

utilité en recherche scientifique. Entre autres, les cellules ES peuvent être cultivées 

in vitro et manipulées génétiquement tout en continuant de s’autorenouveler dans un 

état pluripotent. Particulièrement, l’intérêt suscité par les cellules ES concerne leur 

capacité à se différencier en tous les types cellulaires adultes, même après avoir subi 

plusieurs manipulations in vitro. De cette façon, des cellules spécialisées portant des 

modifications génétiques ciblées peuvent être produites en grand nombre, offrant 

ainsi de grands espoirs en médecine régénérative. Par l’entremise de cette 

technologie, il serait alors possible d’apporter un traitement définitif à des maladies 

dégénératives pour lesquelles aucun traitement efficace n’est disponible. Ce serait le 
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cas, entre autres, de l’ostéoarthrose, une maladie affectant principalement le cartilage 

articulaire.  

 

Le cheval est considéré comme le modèle animal important pour expérimenter de 

nouvelles thérapies en vue de soigner des blessures et des maladies reliées aux 

articulations. Parce que les chevaux représentent une espèce économique importante 

et qu’ils sont fréquemment affectés par des troubles articulaires semblables à ceux 

rencontrés chez l’homme, un intérêt s’est développé pour expérimenter la thérapie 

par les cellules ES chez le cheval. Cependant, malgré les plus récents progrès, 

d’authentiques cellules ES n’ont toujours pas pu être dérivées chez cette espèce. À ce 

jour, les cellules eES obtenues ne démontrent pas la capacité de se différencier en 

tous les types cellulaires adultes. Par ailleurs, la caractérisation moléculaire et 

biochimique de ces cellules ne semble pas appropriée pour identifier les types 

cellulaires pluripotents. Nos travaux ce sont donc inscrits dans le but de dériver et de 

caractériser des cellules eES.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

2.0 RECENSION DES ÉCRITS 

2.1 Historique et définition des cellules ES  

2.1.1 Historique de dérivation des cellules ES  

Les toutes premières lignées de cellules ES ont été dérivées en 1981 de façon 

indépendante par deux groupes de chercheurs à partir d’embryons pré implantation 

de souris (Martin, 1981, Evans and Kaufman, 1981) Dans les deux protocoles 

utilisés, la présence d’une monocouche de cellules nourricières inactivées s’est 

révélée un élément essentiel à l’isolation des cellules ES de souris (mES). Les 

cellules nourricières étaient alors connues pour jouer deux rôles dans la dérivation de 

cellules mES: elles agissent en tant que support physique, favorisant l’attachement 

des cellules mES et elles produisent des facteurs de croissance indéterminés 

permettant la croissance indifférenciée des cellules ES (Piedrahita et al., 1990, 

Ouhibi et al., 1995). Quelques années plus tard, il a été démontré qu’un facteur 

soluble appelé facteur inhibiteur de leucémie (LIF) était requis pour maintenir de 

façon stable la culture des cellules mES (Williams et al., 1988, Smith et al., 1988). 

Lorsque les cellules nourricières ou le LIF étaient retirés du système de culture, les 

cellules mES se différenciaient perdant ainsi leur propriété de pluripotence (Evans 

and Kaufman, 1981, Williams et al., 1988). 

 

Il fallu attendre quatorze ans pour voir la dérivation de cellules ES chez une espèce 

autre que la souris. En 1995, la première lignée de cellules ES de primate a été isolée 

par le groupe de Thomson et ses collègues chez le singe rhésus (Thomson et al., 
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1995). Ensuite, trois ans plus tard, l’isolation de la première lignée de cellules ES 

humaines (hES) a été rapportée (Thomson et al., 1998). Cet écart de dix-sept ans 

entre les cellules mES et les cellules hES est énorme considérant que la technique 

d’isolation était sensiblement la même que celle utilisée pour les cellules mES et que 

des marqueurs identifiant les cellules pluripotentes étaient disponibles. Cependant, il 

faut noter que chez l’humain, les embryons de bonne qualité sont rares. De plus, les 

problèmes légaux et les dilemmes éthiques qui entourent l’utilisation de matériel 

embryonnaire humain compliquent encore davantage la disponibilité des embryons 

pour l’isolation des cellules hES. 

 

Malgré bientôt près de trente ans de recherche, d’authentiques cellules ES ont 

seulement pu être dérivées avec succès chez les rongeurs et les primates. Plusieurs 

études démontrent l’isolation et la caractérisation de cellules semblables aux cellules 

souches embryonnaires (ES-like) chez le cheval (Saito et al., 2002, Saito et al., 2005, 

Li et al., 2006), la vache (Cao et al., 2009), le cochon (Vackova et al., 2007), le chat 

(Gomez et al., 2010), le chien (Hayes et al., 2008), le lapin (Wang et al., 2007) et 

autres. Cependant, les nombreux rapports décrivant des cellules ES-like ne sont pas 

parvenus à démontrer toutes les caractéristiques et propriétés propres aux 

authentiques cellules ES.  

 

2.1.2 Caractéristiques et propriétés définissant les cellules ES 

Les cellules ES possèdent un cycle cellulaire très rapide (Burdon et al., 2002) et un 

ratio noyau-cytoplasme élevé. Elles peuvent être propagées indéfiniment tout en 
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demeurant indifférenciées. Elles conservent un caryotype diploïde et restent 

pluripotentes même après un très grand nombre de divisions cellulaires (Zeng, 2007). 

Lorsqu’elles sont transplantées in vivo dans un embryon, elles peuvent coloniser tous 

les types cellulaires lors du développement (Auerbach et al., 2000). Ensuite, par 

gamétogenèse, elles sont capables de la transmission de leur génome aux générations 

suivantes (Boiani and Scholer, 2005).  

   

2.1.3 La pluripotence 

Sans aucun doute, la pluripotence est la principale propriété des cellules ES et elle 

est en grande partie responsable de l’intérêt porté envers ce type cellulaire. La 

pluripotence est définie comme étant la capacité d’une cellule à pouvoir former les 

trois feuillets germinatifs embryonnaires (ectoderme, mésoderme et endoderme) 

suite aux processus de différenciation, et par conséquent, produire tous les types 

cellulaires adultes (Niwa et al., 2001, Solter, 2006). Plus précisément, les cellules 

pluripotentes doivent être capables de former des cellules germinales et ainsi être en 

mesure de transmettre leur génome aux générations futures. In vivo, les cellules de 

l’ICM représentent l’exemple parfait des cellules pluripotentes. La pluripotence est 

toutefois une propriété difficile à démontrer chez les cellules ES. À ce jour, 

seulement les cellules mES et les pES répondent à cette définition (Munoz et al., 

2009, Tecirlioglu and Trounson, 2007).  
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2.1.4 L’autorenouvellement 

La capacité d’autorenouvellement permet aux cellules ES de se répliquer 

indéfiniment dans un état indifférencié, donc en maintenant la pluripotence. 

L’autorenouvellement peut s’effectuer de façon symétrique ou asymétrique (Xi and 

Xie, 2005). Les cellules ES s’autorenouvellent de façon symétrique in vitro, 

produisant une descendance pluripotente identique après chaque division cellulaire. 

Contrairement, les cellules pluripotentes in vivo ont tendance à s’autorenouveler de 

façon asymétrique, générant une copie exacte d’elles-mêmes et une copie servant 

pour la différenciation.  

 

2.2 Origine et caractérisation des cellules ES 

2.2.1 L’origine des cellules ES  

Les cellules ES sont dérivées à partir de cellules provenant d’embryons aux stades 

pré implantation. Elles sont produites par l’explantation de blastomères d’embryons 

au stade 2-cellules, d’embryons au stade morula et de ICM d’embryons au stade 

blastocyste (Lorthongpanich et al., 2008, Geens et al., 2009, Strelchenko et al., 2004, 

Evans and Kaufman, 1981). Bien qu’elles soient directement issues des cellules 

pluripotentes de l’embryon, les cellules ES ne possèdent pas de réel équivalent in 

vivo (Zwaka and Thomson, 2005). En effet, les cellules ES détiennent la particularité 

de s’autorenouveler dans un état pluripotent et ce, indéfiniment. Contrairement, les 

cellules pluripotentes retrouvées in vivo ne démontrent cette particularité que pour 

une courte période de temps pour ensuite subir une différenciation cellulaire. En 
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culture, les cellules ES sont exposées à plusieurs facteurs extrinsèques n’existant pas 

in vivo comme des facteurs de croissance présents dans le milieu de culture ou 

sécrétés par les cellules nourricières (Eiselleova et al., 2008). Leur adaptation à leur 

nouvel environnement provoque un changement phénotypique résultant en 

l’acquisition de nouvelles fonctions et permettant aux cellules ES de proliférer 

indéfiniment dans un état indifférencié. Pour cette raison, les cellules ES sont 

considérées comme étant une sorte d’artefact de culture et elles représenteraient donc 

un type cellulaire unique (Zwaka and Thomson, 2005, Buehr and Smith, 2003, 

Rossant, 2001). Clarifier l’origine des cellules ES pourrait s’avérer d’une grande 

utilité pour identifier les gènes essentiels au maintien à long terme de l’état 

pluripotent ainsi que pour dériver des cellules ES pour des espèces chez lesquelles 

elles sont difficiles à isoler.  

 

2.2.2 La caractérisation des cellules ES 

Pour s’assurer de dériver et de maintenir d’authentiques cellules ES en culture, des 

méthodes ont été développées pour évaluer la pluripotence. Les cellules pluripotentes 

sont caractérisées par des marqueurs distinctifs reflétant leur état indifférencié. Ces 

facteurs intrinsèques représentent en quelque sorte la signature moléculaire des 

cellules pluripotentes. Un marqueur idéal devrait pouvoir identifier uniquement les 

cellules pluripotentes et devrait disparaître lors de la différenciation. À l’origine, les 

premiers marqueurs identifiés étaient des marqueurs d’activité enzymatique et des 

marqueurs de surface cellulaire. Ensuite, avec les progrès en biologie moléculaire, le 

rôle de certains gènes a été identifié dans le maintien de la pluripotence.  
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Le premier marqueur identifié a été l’activité de l’enzyme alcaline phosphatase (AP). 

Cette enzyme est responsable de la déphosphorylation de plusieurs types de 

molécules (nucléotides, protéines, alcaloïdes et autres). Quoiqu’elle soit fortement 

exprimée dans les cellules de l’ICM ainsi que dans les cellules ES (Evans and 

Kaufman, 1981, Thomson et al., 1998, O'Connor et al., 2008), le rôle de l’enzyme 

AP dans le maintien de l’état pluripotent n’a toujours pas été identifié. Il existe 

cependant un lien précis entre l’expression de AP et la pluripotence. En effet, il a été 

démontré qu’une seule cellule mES provenant de cultures établies pouvait engendrer 

une colonie de cellules positives pour AP (Pease et al., 1990). De plus, la perte de 

cette capacité est un des premiers indicateurs de différenciation (Palmqvist et al., 

2005). Par conséquent, l’expression élevée de l’enzyme AP constitue un marqueur 

important lors de la caractérisation des cellules ES.  

 

Les cellules ES sont aussi caractérisées par la présence de certains marqueurs de 

surface comme les protéines de la famille des antigènes embryonnaires de stade 

spécifique (SSEA) et de la famille des antigènes de rejet tumoral (TRA). Chez les 

cellules mES et hES, TRA-1-60 et TRA-1-81 sont exprimés fortement (Evans and 

Kaufman, 1981, Martin, 1981). Quant aux SSEA, il existe un patron différent 

d’expression de ces protéines entre ces deux espèces. En effet, les cellules mES 

expriment SSEA-1 seulement tandis que SSEA-3 et SSEA-4 sont exprimés lors de la 

différenciation et, à l’inverse, les cellules hES expriment SSEA-3 et SSEA-4 alors 

que SSEA-1 est exprimé lors de la différenciation (Thomson et al., 1998, Solter, 
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2006). Quoique le rôle de ces protéines dans le maintien de l’état pluripotent ne soit 

toujours pas déterminé, les protéines de la famille des SSEA et TRA procurent un 

bon outil pour caractériser les cellules ES et pour suivre les débuts de la 

différenciation.  

 

Une meilleure compréhension des processus moléculaires impliqués dans le maintien 

de la pluripotence a permis d’identifier trois gènes comme les maîtres régulateurs de 

l’état pluripotent: Oct4, Sox2 et Nanog (Rodda et al., 2005, Chambers and 

Tomlinson, 2009). Ces trois gènes sont essentiels à l’embryogenèse chez les 

mammifères et ils exercent des rôles cruciaux dans l’autorenouvellement et le 

maintien de l’état pluripotent des cellules ES (Boiani and Scholer, 2005). Leurs 

facteurs de transcription agissent comme les principaux modulateurs d’un grand 

nombre de gènes impliqués dans la régulation du développement (Boyer et al., 2005, 

Yu and Thomson, 2008) et ils influencent même fortement leur propre expression de 

façon positive ou négative (Boer et al., 2007).  

 

Oct4 a été le premier gène identifié comme étant un régulateur principal de l’état 

pluripotent (Nichols et al., 1998). L’expression de Oct4 est spécifique aux cellules 

pluripotentes de l’ICM, des cellules germinales et des cellules ES, où il joue un rôle 

indispensable dans le maintien de l’état pluripotent (Zuccotti et al., 2009, Kellner and 

Kikyo, 2010). Il a été démontré que des embryons déficients pour Oct4 se 

développent au stade blastocyste mais que leur ICM n'est pas pluripotent (Nichols et 

al., 1998). Au niveau du développement, Oct4 a pour cible principale, le gène Cdx2. 
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La diminution de Oct4 chez les cellules de l’ICM et les cellules ES induit la 

différenciation des cellules dans les lignées trophectodermiques par l’augmentation 

de l’expression de Cdx2 (Niwa et al., 2005). Par ailleurs, il a aussi été démontré que 

l’augmentation des niveaux de la protéine Oct4 (d’environ 50%) est suffisant pour 

provoquer la différenciation des cellules ES (Niwa et al., 2005). Pour contrer l’effet 

de sa surexpression, il existe un mécanisme de limitation de l’expression de Oct4. En 

effet, le gène Oct4 semble être fortement régulé par les effets combinés des facteurs 

de transcription Sox2 et Oct4 lui-même (Okumura-Nakanishi et al., 2005). Il a été 

démontré qu’une faible augmentation des niveaux de Sox2 ou de Oct4 entraîne la 

répression de l’activité du promoteur du gène Oct4 (Boer et al., 2007). Ces résultats 

suggèrent que les cellules ES possèdent un réseau de régulation maintenant 

l’expression de Oct4 au niveau optimal, faisant en sorte de maintenir l’état 

pluripotent (Pan et al., 2002).  

 

Comme Oct4, l’expression de Sox2 est aussi détectée chez les cellules ES (Avilion et 

al., 2003, Chambers and Tomlinson, 2009). Sox2 fait coopération avec Oct4 afin de 

réguler l’expression de certains gènes dont Nanog (Rodda et al., 2005). De façon 

similaire à Oct4, la diminution et l’augmentation de la protéine Sox2 entraînent la 

différenciation des cellules ES (Kopp et al., 2008). Cette différenciation des cellules 

ES par la diminution de Sox2 peut cependant être renversée en forçant l’expression 

de Oct4, et par conséquent, il est considéré que le principal rôle de Sox2 chez les 

cellules ES est le maintien de l’expression de Oct4 (Masui et al., 2007).  
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Nanog est un gène qui a été découvert en 2003 par deux groupes de façon 

indépendante (Chambers et al., 2003, Mitsui et al., 2003). Nanog supporte 

l’autorenouvellement des cellules mES en l’absence de LIF, une cytokine importante 

à leur culture indifférenciée (Mitsui et al., 2003, Chambers et al., 2003). Il a été 

démontré que Nanog fait partie d’un réseau de transcription régularisant l’activité de 

plusieurs gènes en collaboration avec Oct4 et Sox2 (Boyer et al., 2005, Loh et al., 

2006). Par ailleurs, les cellules mES négatives pour Nanog ont tendance à se 

différencier en cellules extraembryonnaires (Mitsui et al., 2003). Cependant, 

contrairement à Oct4 et Sox2, il est possible de maintenir en culture des cellules 

mES n’exprimant pas Nanog et qui conservent leur propriété de pluripotence et 

d’autorenouvellement (Chambers et al., 2007). Pour cette raison, il semble que 

Nanog ne soit pas essentiel pour établir la pluripotence. Il agirait plutôt pour 

stabiliser et renforcer l’état pluripotent des cellules mES (Chambers et al., 2007). Sa 

principale fonction lors du développement serait l’inhibition de la transcription de 

Gata6, une protéine causant la différenciation en endoderme extraembryonnaire 

(Wang et al., 2006).  

 

2.3 Les voies de signalisation régulant l’état pluripotent 

En plus des facteurs intrinsèques, la pluripotence est affectée par plusieurs facteurs 

extrinsèques provenant de différentes sources. Bien que la plupart des ses facteurs 

soient inconnus, quelques uns ont pu être identifiés et leur rôle dans le maintien de la 

pluripotence ont pu être déterminés.  
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2.3.1 La voie LIF 

LIF est connu pour promouvoir fortement la pluripotence des cellules mES même en 

absence de cellules nourricières (Williams et al., 1988, Smith et al., 1988). Chez les 

cellules mES, la liaison de LIF à son récepteur transmembranaire provoque la 

phosphorylation du transducteur  de signal et activateur de transcription 3 (Stat3) via 

l’activation de la kinase Janus (Wakayama et al., 2007, Burdon et al., 2002). 

L’activation de Jak-Stat3 permet à Stat3 de se déplacer du cytoplasme vers le noyau 

pour y activer les gènes Klf4 et Tbx3, deux gènes importants dans l’activation de 

Sox2 et Nanog (Niwa et al., 2009). Par ailleurs, il a été démontré que la répression de 

Stat3 induit la différenciation des cellules mES (Niwa et al., 1998), tandis que son 

activation artificielle est suffisante pour maintenir la pluripotence en absence de LIF 

(Matsuda et al., 1999). Cependant, contrairement aux cellules mES, les cellules hES 

et pES ne requièrent pas la présence de LIF pour maintenir leur état pluripotent 

(Thomson et al., 1998, Humphrey et al., 2004), suggérant qu’il existe des différences 

interspécifiques pour les rôles de cette voie de signalisation. 

 

2.3.2 La voie des MAPK 

La fixation de LIF à son récepteur initie aussi une voie de signalisation antagoniste à 

la pluripotence. En effet, LIF active aussi la voie des kinases activées par des 

mitogènes (MAPK) (Kolch, 2000). Cette voie de signalisation est connue pour 

activer la transcription de gènes associés à la différenciation des cellules mES 

(Burdon et al., 2002). Il a été démontré que l’inactivation de la voie MAPK par 

l’inhibition de l’enzyme MAPK kinase (MAPKK) favorise l’autorenouvellement des 
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cellules mES (Nichols et al., 2009). Il est suggéré que l’équilibre entre les voies de 

signalisation LIF et MAPK joue un rôle important dans le maintien de la 

pluripotence des cellules mES (Burdon et al., 2002). L’enzyme MAPKK peut être 

inhibée artificiellement par les composés chimiques PD032591, PD184352 et U0126 

(Bain et al., 2007). 

 

2.3.3 La voie Wnt 

La voie Wnt contribue aussi au maintient l’état pluripotent des cellules ES. La 

liaison du signal Wnt à son récepteur inhibe l’action de glycogène synthase 3 bêta 

(GSK3β) et de adenomatosis polyposis coli (APC), permettant à catenine bêta 1 (β-

catenin) de migrer vers le noyau d’y activer certains gènes (Willert and Jones, 2006). 

L’ajout de protéines de la famille Wnt contribue au maintien de l’état pluripotent des 

cellules ES par l’activation de Stat3 de la voie de signalisation du LIF (Hao et al., 

2006). Par ailleurs, l’inhibition de GSK3β par le composé chimique CHIR99021 

favorisent le maintien de l’état pluripotent des cellules mES en l’absence de LIF en 

permettant l’action de β-catenin sur le noyau (Sato et al., 2004).  

 

2.3.4 La voie TGFβ  

Certains membres de la superfamille des facteurs de croissance transformant bêta 

(TGFβ) participent à la régulation de l’état pluripotent mais de façon différente pour 

les cellules mES et les hES. Il s’agit en autres des protéines morphogénétiques 

osseuses (BMP) et de activin, aussi connus pour jouer divers rôles dans 
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l’homéostasie cellulaire (Ogawa et al., 2007). Chez les cellules mES, BMP4 active 

MAD homologue 1 (SMAD), qui a son tour, régule positivement l’expression 

d’inhibiteurs de fixation à l’ADN (Id) (Wu and Hill, 2009). En combinaison avec 

LIF, Id supprime la différenciation des cellules mES (Ying et al., 2003). Quant à 

activin, il a été démontré qu’il est impliqué positivement dans la propagation des 

cellules mES (Ogawa et al., 2007). Inversement, chez les cellules hES, l’activation 

de la voie de signalisation TGFβ par BMP4 induit la différenciation des cellules vers 

les lignées trophoblastiques (Xu et al., 2002). L’inhibition de cette voie de 

signalisation est donc importante pour le maintien l’état pluripotent des cellules hES. 

Cette inhibition peut être effectuée par le composé chimique A83-01 (Tojo et al., 

2005).  

 

2.4 Évaluation de la capacité de différenciation des cellules ES 

2.4.1 Différenciation induite in vitro 

La différenciation in vitro des cellules ES peut être induite de deux façons. D’abord, 

la différenciation peut être produite en cultivant les cellules ES en suspension. De 

cette manière, les cellules s’agglomèrent pour former des masses de cellules 

différenciées formant des corps embryonnaires (EB) (Martin and Evans, 1975). Ces 

EB sont similaires morphologiquement à des embryons, d’où leur nom, mais sont 

désordonnés et ne présentent pas d’organisation axiale (Doetschman et al., 1985). 

Les EB peuvent ensuite être remis en culture à la surface d’un Pétri pour observer les 

différents types cellulaires produits.  
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La différenciation in vitro des cellules ES peut aussi être dirigée de façon précise par 

des facteurs de croissance et des cytokines spécifiques. Des types cellulaires 

particuliers peuvent ainsi être produits. Par exemple, des protocoles précis de 

différenciation permettent d’obtenir des cellules hématopoïétiques, cardiaques ou 

hépatiques et autres (Keller, 2005). Cette méthode de différenciation des cellules ES 

représente la base de la médecine régénérative. La production de tissu spécialisé 

pourrait servir en thérapie cellulaire par remplacement de tissu. Par ailleurs, la 

différenciation des cellules ES in vitro peut aussi contribuer aux connaissances sur 

les processus impliqués en biologie du développement pour des espèces chez qui le 

matériel embryonnaire est peu accessible.      

 

2.4.2 Différenciation in vivo 

La technique de différenciation in vivo la plus simple est la formation de tératomes. 

Un tératome est une tumeur constituée de plusieurs types cellulaires représentant les 

trois feuillets germinatifs embryonnaires (Damjanov and Andrews, 2007). Des 

tératomes peuvent être formés par la transplantation de cellules ES à des souris 

immunodéficientes, démontrant ainsi leur différenciation en des types cellulaires 

provenant des trois feuillets germinatifs embryonnaires (Solter, 2006). Cependant, 

cette méthode ne permet pas de déterminer avec certitude la différenciation des 

cellules ES en tous les types cellulaires adultes dont les cellules germinales. 
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La technique couramment utilisée pour évaluer le potentiel de différenciation des 

cellules mES est le chimérisme embryonnaire (Tam and Rossant, 2003). Pour 

produire un embryon chimère, quelques cellules ES sont réintroduites dans un 

embryon pré implantation. Au cours du développement, les cellules ES présentes à 

l’intérieur de l’embryon peuvent s’incorporer à l’ICM et coloniser tous les organes 

de l’individu. Le nouvel individu sera donc porteur de cellules possédant deux 

génomes différents, d’où le nom chimère. Ensuite, pour confirmer le potentiel de 

différenciation, il est possible de retracer les cellules ES par des marqueurs 

préalablement insérés dans les cellules ES comme la protéine verte fluorescente 

(GFP) (Tam and Rossant, 2003).  

 

Finalement, le test le plus robuste pour évaluer la contribution des cellules ES aux 

tissus en développement d’un individu est la complétion tétraploïde (Nagy et al., 

1993). Cette technique consiste à injecter des cellules ES à l’intérieur d’un embryon 

tétraploïde produit par la fusion des deux blastomères après le premier clivage. Les 

cellules tétraploïdes de l’embryon forment les tissus extraembryonnaires mais sont 

incapables de former les tissus embryonnaires (Tarkowski et al., 1977). De cette 

façon, le développement du foetus des embryons tétraploïdes injectés par des cellules 

ES est exclusivement produit par les cellules ES (Nagy et al., 1993). L’individu sera 

alors entièrement constitué du génome des cellules ES et un simple test par 

microsatellite permettra de le confirmer. La méthode de la complétion tétraploïde est 

le test ultime pour confirmer la pluripotence des cellules ES. Elle a été démontrée 
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chez les cellules mES et elle a produit des individus sains et fertiles (Eggan and 

Jaenisch, 2003).  

 

2.5 Application des cellules ES 

2.5.1 La thérapie cellulaire 

La thérapie cellulaire par remplacement de tissu est certainement l’application 

potentielle la plus importante des cellules ES. Les cellules ES peuvent être modifiées 

génétiquement contre une maladie et, en forçant le signal de différenciation 

approprié, ces cellules représenteraient une source illimitée de cellules spécialisées et 

saines. Il serait alors envisageable d’apporter un traitement définitif pour soigner des 

maladies dégénératives telles que l’ostéoarthrose en remplaçant les tissus 

endommagés par des tissus sains (Gerecht-Nir and Itskovitz-Eldor, 2004).  

 

Par ailleurs, les cellules ES possèdent la particularité de pouvoir être 

immunocompatibles avec le patient. En effet, combinées à la technologie de clonage 

par transfert de noyau de cellule somatique (SCNT), des embryons possédant le 

même génome que le patient peuvent être produits (Gurdon and Colman, 1999). Des 

lignées de cellules ES peuvent être dérivées à partir de ces embryons pour 

éventuellement être utilisées en thérapie cellulaire (Wakayama et al., 2006). La 

possibilité d’utiliser des cellules ES immunocompatibles en thérapie cellulaire 

représente un avantage important puisque de cette façon, les possibilités de rejet de 

la greffe chez le receveur seraient écartées.  
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2.5.2 L’ostéoarthrose 

L’ostéoarthrose est une maladie du système musculosquelettique affectant 

principalement les articulations des genoux, des hanches, de la colonne vertébrale, 

des pieds et des mains. Elle est le résultat d'un débalancement entre les propriétés de 

résistance physicochimique du cartilage et des stress mécaniques qui lui sont 

appliqués. Ce débalancement provoque une dégradation progressive du cartilage 

articulaire, entraînant la formation d’osteophytes, l’épaississement de l’os sous-

chondral et la formation de kystes osseux sous-chondraux. Les symptômes de 

l’ostéoarthrose sont caractérisés par de l’inflammation, des raideurs et des douleurs 

articulaires et dans des cas extrêmes, la perte de fonction des articulations touchées. 

Plusieurs facteurs sont impliqués dans la pathogenèse de l’ostéoarthrose incluant 

l'âge, l’obésité, des traumatismes et des facteurs génétiques (Goldring and Goldring, 

2007). Il est estimé que l'ostéoarthrose touche environ 12% de la population 

Américaine âgée de 25 à 74 ans (Lawrence et al., 2008) et que cette maladie 

dégénérative des articulations constitue la cause la plus répandue d’invalidité en 

Amérique (Aigner and McKenna 2002).   

 

Le cartilage articulaire est un biomatériau hautement spécialisé composé d’une 

matrice non-vascularisée, innervée et alymphatique synthétisée par les chondrocytes 

(Muir, 1995). En raison de ses caractéristiques, le cartilage articulaire possède des 

capacités de régénération limitées, ce qui constitue le principal problème dans 

l’élaboration d’un traitement contre l’ostéoarthrose. À ce jour, les traitements 

disponibles consistent seulement en des moyens pour diminuer l’inflammation et la 
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douleur par la prise de médicaments. Cependant, la thérapie par les cellules ES 

apportent l’espoir d’un traitement définitif à cette maladie.  

 

2.5.3 Les avantages du cheval comme modèle animal  

Le cheval est une espèce domestique ayant une grande importance économique. Il est 

estimé que les blessures empêchant les chevaux de courses à prendre part aux 

compétitions coûtent environ 6.5 milliards de dollars américains par année à 

l’industrie des courses équestres (Tecirlioglu and Trounson, 2007). Plusieurs 

animaux en bas âge doivent être retirés de façon permanente des courses et des 

compétitions en raison de blessures affectant les tissus musculosquelettiques. Une 

des causes de ces blessures est l’ostéoarthrose, une maladie provoquant de fréquents 

problèmes de boiterie chez le cheval (Frisbie and McIlwraith, 2000).  

 

Le cheval est déjà établi comme un important modèle animal dans l’étude de 

l’ostéoarthrose (Frisbie et al., 2006). En effet, les articulations des chevaux 

présentent plusieurs avantages comparativement aux autres modèles animal dont leur 

taille et l’épaisseur et la dimension du cartilage, lesquels reflètent plus précisément le 

cartilage articulaire chez l’homme (Frisbie et al., 2006). Par ailleurs, le cheval est 

aussi considéré comme un modèle animal important pour étudier les blessures aux 

ligaments et aux tendons puisque ces blessures observées chez le cheval sont 

similaires à celles observées chez l’humain (Smith and Webbon, 2004). Pour ces 

raisons, le cheval représente un modèle animal de choix pour tester la thérapie par les 

cellules souches pour soigner les troubles articulaires (Koch and Betts, 2007).  
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La thérapie par les cellules souches actuellement proposée utilise les cellules souches 

mésenchymateuses (MSC). Cependant, la thérapie par MSC présente plusieurs 

limitations. Entre autres, les MSC demandent beaucoup de temps pour leur 

expansion et elles possèdent un potentiel limité pour la prolifération et la 

différenciation in vitro (Barry, 2003). Par ailleurs, une étude clinique a démontré que 

l’injection de MSC dans l’articulation fémoro-patellaire n’améliore pas l’apparence 

histologique ou la composition biochimique des lésions du cartilage à long terme 

(Wilke et al., 2007). De plus, l’injection de MSC dans l’articulation carpale de 

chevaux ne prévient pas la détérioration du cartilage dans le cas d’ostéoarthrose 

expérimentale (Frisbie et al., 2009), signifiant que ce type de cellules souches n’est 

pas efficace pour régénérer le cartilage défectueux.  

 

Pour réussir là où les MSC échouent, les cellules ES disposent de caractéristiques 

intéressantes. En effet, contrairement aux MSC, les cellules ES peuvent être 

produites en très grand nombre car elles possèdent des potentiels illimités de 

prolifération et de différenciation (Burdon et al., 2002). De plus, elles peuvent être 

immunocompatibles avec le receveur si elles sont produites en combinaison avec la 

technologie SCNT (Gurdon and Colman, 1999). Finalement, elles peuvent subir des 

modifications génétiques pour potentiellement produire des tissus sains et ainsi 

guérir des maladies génétiques par remplacement de tissu (Brignier and Gewirtz, 

2010). Cependant, avant d’utiliser la thérapie par cellules ES chez les humains, 

l’innocuité de la greffe de tissu provenant de cellules ES doit être testée. 
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Contrairement aux cellules MSC, les cellules ES indifférenciées ne peuvent pas être 

utilisées directement pour la transplantation car elles représentent un risque de 

formation de tératome (Keller, 2005). L’utilisation du modèle animal est donc 

requise pour comprendre le comportement des cellules ES suite à leur injection in 

vivo et leur potentiel pour traiter des maladies.  

 

2.5.4 Les études antérieures sur la dérivation de cellules ES chez le cheval 

Malgré l’importance dont représente la production de lignées de cellules ES, peu 

d’études ce sont attardées à cette tâche chez le cheval. Seulement deux groupes ont 

fait état de la dérivation de cellules eES-like à partir d’embryons équins produits in 

vivo (Saito et al., 2002, Li et al., 2006). Malheureusement, la différenciation in vivo 

de ces cellules eES-like en tous les types cellulaires n’a pas pu être démontrée.  

 

Les connaissances sur l’embryologie équine et sur la biologie des cellules eES étant 

limitées ou même inexistantes, la dérivation des cellules eES repose donc 

principalement sur la technique de dérivation de cellules mES. Dans les rapports de 

dérivation de cellules eES-like, l’isolation des ICM s’effectuait par immunochirurgie 

(Li et al., 2006) ou par microchirurgie (Saito et al., 2002). L’explantation des ICM 

employait un système de co-culture en présence de cellules nourricières, un milieu de 

culture provenant de la méthode de dérivation des cellules mES (Williams et al., 

1988) et l’addition exogène de LIF (Li et al., 2006, Saito et al., 2002). Les cellules 

eES-like sont caractérisées par la formation de colonies ressemblant à celles formées 

par les cellules mES, par un ratio noyau-cytoplasme élevé et par un nucléole 
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proéminent (Li et al., 2006). Contrairement aux cellules mES, les cellules eES-like 

se différencient en l’absence de cellules nourricières mais en présence de LIF (Saito 

et al., 2002) ressemblant aux cellules hES pour cette caractéristique (Thomson et al., 

1998). Sous ces conditions, elles forment des EB et se différencient in vitro en des 

types cellulaires représentant les trois feuillets germinatifs (Li et al., 2006). Il est 

considéré que les cellules eES-like sont dépendantes de la présence des cellules 

nourricières pour maintenir leur état indifférencié mais que la lignée de cellules 

nourricières utilisée ne semble pas influencer leur dérivation (Li et al., 2006, Saito et 

al., 2002). Quant au LIF, son rôle ne semble pas faire l’unanimité. En effet, un 

groupe rapporte que le LIF n’est pas requis (Saito et al., 2002) tandis que l’autre 

groupe soutient que le LIF est essentiel pour la culture de cellules eES-like dans un 

état indifférencié (Li et al., 2006).  

 

Les cellules eES-like expriment des marqueurs utilisés communément pour identifier 

les cellules mES et hES. Elles montrent une activité AP élevée, elles expriment 

SSEA-1, TRA-1-60 et TRA-1-81 et sont positivent pour l’expression du gène Oct4 

(Li et al., 2006, Saito et al., 2002). Par contre, leur différenciation in vivo n’a pas pu 

être démontrée. Aucun tératome ne s’est formé après l’injection de eES-like à des 

souris immunodéficientes, démontrant ainsi une différence significative entre les 

phénotypes des cellules eES-like, des cellules mES et des cellules hES (Li et al., 

2006). Les résultats de ces études prouvent donc que les cellules eES-like ne peuvent 

pas être considérées comme d’authentiques cellules ES. D’autres connaissances sur 

la biologie des cellules eES sont nécessaires. D’une part, la caractérisation de ces 
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cellules doit être approfondie. D’autres marqueurs de pluripotence, Sox2 et Nanog 

particulièrement, en plus de marqueurs de différenciation, Cdx2, EOMES ou 

d’autres, sont requis pour évaluer de façon plus précise la nature des cellules eES-

like. D’autre part, des preuves de contribution in vivo aux tissus en développement, 

particulièrement aux lignées de cellules germinales, sont requises pour affirmer hors 

de tout doute que ces cellules sont belles et bien pluripotentes.  

 

2.5.5 La dérivation de cellules ES chez les espèces non permissives 

Jusqu’à dernièrement, la dérivation de cellules ES était exclusive à la souris et à 

certaines espèces de primates. Les nombreuses connaissances sur la biologie de ces 

deux espèces ont facilité la compréhension des mécanismes maintenant l’état 

pluripotent des cellules mES et des pES. L’inefficacité de la dérivation 

d’authentiques cellules ES chez d’autres espèces n’est toujours pas clairement 

expliquée. Cependant, il est maintenant établi qu’il existe des différences 

interspécifiques dans les processus reliés au maintient de la pluripotence (Pan et al., 

2002). Selon plusieurs, les progrès dans la dérivation des cellules ES d’espèces non 

permissives proviendront des recherches se concentrant sur la compréhension des 

mécanismes spécifiques maintenant l’état pluripotent, sur l’identification de 

marqueurs appropriés aux cellules souches et sur l’optimisation des conditions de 

culture pour chaque espèce (Munoz et al., 2009, Keefer et al., 2007).  

 

Dernièrement, un pas en avant a été effectué dans la dérivation des cellules ES pour 

les espèces non-permissives. En effet, des cellules ES de rat (rES) ont pu être 
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obtenues par une stratégie qui consiste à protéger les cellules ES de signaux 

induisant la différenciation (Buehr et al., 2008). Plus précisément, l’inhibition de 

l’activation de la voie de signalisation des MAPK et de la molécule GSK3β a permis 

de maintenir en culture des cellules rES capables de coloniser de multiples tissus et 

de contribuer aux lignées de cellules germinales chez des individus chimériques 

viables. Cette stratégie, bien que novatrice, repose cependant sur les connaissances 

de voies de signalisation spécifiques menant à la différenciation. Des différences 

interspécifiques ont été démontrées à ce niveau. Par exemple, l’activation de la voie 

TGFβ est requise pour la croissance indifférenciée des cellules mES (Ying et al., 

2003). Contrairement, son inactivation est nécessaire pour maintenir l’état 

pluripotent des cellules hES et pES (Xu et al., 2002). Malgré tout, il semble exister 

quelques similitudes entre les espèces permettant l’utilisation de cette stratégie chez 

des espèces pour lesquelles les connaissances ne sont pas encore disponibles. Par 

exemple, l’activation des voies Wnt et MAPK est requise pour maintenir l’état 

pluripotent autant pour les cellules mES que pour les cellules hES (Sato et al., 2004, 

Burdon et al., 2002). 

 

  

 

 

 

 

 



 

 

3.0 HYPOTHÈSES ET OBJECTIFS 

3.1 L’amélioration de la technique de dérivation des cellules eES-like 

Les essais antérieurs de dérivation de cellules eES-like utilisent les conditions 

décrites pour la dérivation de cellules mES. Toutefois, ces conditions n’ont pas 

permis de produire des cellules eES pouvant se différencier en tous les types 

cellulaires adultes. Par conséquent, la technique de dérivation des cellules ES doit 

être adaptée chez le cheval. Notre étude avait pour premier objectif d'améliorer les 

techniques de dérivation des cellules eES-like à partir d’embryons équins produits in 

vitro. Dans cet optique, nous avons identifié trois facteurs influençant la dérivation 

des cellules eES-like : les cellules nourricières, le stade de développement des 

embryons et l’inhibition de voies de signalisation menant à la différenciation des 

cellules ES. Nous proposons que la technique de dérivation des cellules eES n'est pas 

optimale chez le cheval et que l'amélioration de cette technique permettra de dériver 

et de caractériser des cellules eES pluripotentes.  

 

3.1.1 Les cellules nourricières  

Différentes lignées de cellules nourricières ont déjà été utilisées pour la dérivation de 

cellules eES-like mais elles n’ont jamais été comparées en fonction de leur efficacité 

à promouvoir la dérivation de cellules eES-like. Selon leur capacité de production de 

facteurs de croissance et de protéines d’adhésion, certaines lignées de cellules 

nourricières peuvent favoriser la dérivation de cellules eES-like. Nous soutenons 
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donc que l’efficacité de dérivation de cellules eES-like est influencée par les lignées 

de cellules nourricières utilisées.  

 

3.1.2 Le stade de développement des embryons 

La ICM représente une population de cellules in vivo en constante évolution. Au 

cours du développement de l’embryon, ces cellules acquièrent et perdent certaines 

propriétés. Comme les cellules ES proviennent directement de l’explantation des 

cellules constituant la ICM, le stade de développement des embryons constitue un 

facteur important dans la dérivation des cellules ES. Nous proposons que l’efficacité 

de la dérivation de cellules eES-like est favorisée par l’utilisation des ICM provenant 

des embryons au stade jeune blastocyste.   

 

3.1.3 L’inhibition de voies de signalisation   

L’intérêt grandissant dans le domaine des cellules ES a entraîné de nombreuses 

études à s’intéresser aux processus impliqués dans la pluripotence et la 

différenciation cellulaire. Les récentes connaissances acquises sur le sujet ont permis 

l’élaboration de nouvelles stratégies pour maintenir l’état pluripotent des cellules ES. 

Essentiellement, la stratégie employée qui a permis de dériver des cellules rES 

consistait à protéger les cellules ES des signaux menant à la différenciation. Donc, à 

l’inverse de s’efforcer d’activer les signaux appropriés, l’état pluripotent pourrait être 

maintenu en bloquant les signaux de différenciation par l’utilisation d’inhibiteurs 

spécifiques. Au cours de notre étude, cette stratégie a été utilisée pour la dérivation 
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des cellules eES-like dans le but d’en améliorer l’efficacité. Nous proposons que 

l’inhibition de voies de signalisation menant à la différenciation favorisera 

l’expression de marqueurs associés à la pluripotence et réprimera l’expression de 

marqueurs associés à la différenciation.  

 

3.2 La caractérisation des cellules eES-like 

En plus d’améliorer l’efficacité de dérivation des cellules eES-like, nous envisageons 

que l’impact de l’inhibition de voies de signalisation conduisant à la différenciation 

pourra être détecté au niveau moléculaire. Plus précisément, nous supposons que 

l’utilisation d’inhibiteurs des voies de signalisation des MAPK, Wnt et TGFβ 

favorisera l’expression de gènes associés à la pluripotence et bloquera l’expression 

de gènes associés à la différenciation. Par ailleurs, les rapports de dérivation des 

cellules eES-like rapportés dans la littérature présentent une caractérisation limitée 

des ces cellules, ce qui représente leur principale lacune. Plusieurs gènes impliqués 

dans le maintien de l’état pluripotents et dans les processus de différenciation ont 

maintenant été identifiés. Une caractérisation moléculaire plus approfondie 

permettrait d’en apprendre d’avantage sur la nature des cellules eES-like et pourrait 

fournir d’importantes connaissances dans les processus impliqués dans le maintien 

de l’état pluripotent des cellules eES. Notre étude avait donc pour deuxième objectif 

d’approfondir la caractérisation des cellules eES-like. 



 

 

4.0 MÉTHODOLOGIE 

4.1 Production des embryons équins servant à la dérivation des cellules eES-like 

4.1.1 Récupération des ovocytes et maturation in vitro (IVM) 

Les ovaires équins ont été obtenus de l’abattoir. Les complexes ovocyte-cumulus 

(COC) ont été récupérés en aspirant les follicules ovariens avec l’aide d’une seringue 

et d’une aiguille. Les COC ont ensuite été lavés dans un milieu DMEM-F12 (Sigma) 

supplémenté de 1% BSA (Sigma) et placés en IVM dans un milieu constitué de 

DMEM F-12, 10% FBS (Gibco), 5 µl/ml gentamicine (Sigma), 5 µg/ml d’hormone 

lutéinisante (LH, Bioniche, Belleville, ON, Canada), 1 µg/ml d’hormone folliculo-

stimulante (FSH, Folltropin-V, Bioniche), 50 ng/ml de facteur de croissance 

épidermique (EGF, Sigma) et 100 ng/ml de facteur de croissance insuline-1 (IGF-1, 

Invitrogen). Après 20 heures IVM, les cellules de cumulus ont été enlevées des 

ovocytes en pipetant les COC dans une solution 400U hyaluronidase (Sigma). Les 

ovocytes dénudés et viables ont ensuite été remis IVM pour 20 heures de plus. 

 

4.1.2 Activation parthénogénétique et culture embryonnaire 

Après 40 heures de IVM, les ovocytes ayant expulsés un premier globule polaire ont 

été sélectionnés pour l’activation parthénogénétique. Les ovocytes ont été activés par 

une incubation dans une solution 8.5 µM d’ionomycine (Sigma) pour 4 minutes suivi 

d’une incubation de 3 heures dans une solution 2 mM de 6-dimethylaminopurine 
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(Sigma). Ensuite, les ovocytes ont été lavés en mis en culture dans un milieu DMEM 

F-12 additionné de  5% FBS pour 7 à 12 jours.  

 

4.2 Dérivation des cellules eES 

4.2.1 Production des lignées de cellules nourricières 

Les fibroblastes ombilicaux bovins (bUCF) et équins (eUCF) ont été isolés à partir 

de la structure du cordon ombilical nommée Wharton’s jelly. Brièvement, des 

biopsies ont été prélevées sur le cordon ombilical de nouveaux nés immédiatement 

après la parturition. Les échantillons ont été transportés jusqu’au laboratoire dans du 

PBS stérile (Sigma) contenant 2% antibiotique-antimycotique (Gibco). Le Wharton’s 

jelly a été isolé, coupé finement et digéré dans une solution 5mg/ml collagénase type 

IV (Sigma) pour 3 heures. Les cellules dissociées ont ensuite été lavées deux fois, 

mises en culture dans un milieu DMEM (Sigma), 10% FBS, 1X antibiotique-

antimycotique (ABAM, Gibco), dans un flask de 25cm2 à 38.5ºC, 5% CO2 dans l’air 

jusqu’à confluence. Finalement, les cellules ont été trypsinisées et congelées dans 

l’azote liquide pour des cultures subséquentes.  

 

Les fibroblastes embryonnaires de souris (MEF) de la lignée CF-1 ont été achetés de 

l’American Type Culture Collection (ATCC, USA). Les MEF ont été cultivés pour 

deux passages avant d’être congelés et utilisés comme cellules nourricières. 

 



 

 

30 

4.2.2 Isolation et explantation des ICM 

Les embryons obtenus par activation parthénogénétique ont été séparés en deux 

catégories d’âge. Les embryons de jour 7 à 9 post activation représentant le stade de 

développement jeune blastocyste et constituaient la catégorie des jeunes embryons 

(JE). Les embryons de jour 10 à 12 post activation, représentant les stades de 

développement blastocyste élargi et blastocyste en éclosion, constituaient la 

catégorie de vieux embryons (VE). Pour isoler l’ICM des blastocystes, la zone 

pellucide (ZP) et les cellules de trophectoderme (TE) doivent être enlevées. Ces deux 

structures ont été digérées par l’incubation des embryons dans une solution de 

pronase 10 mg/ml (Sigma). Lorsque le TE commençait à se disperser, les embryons 

étaient retirés de la pronase pour protéger les cellules de la ICM. Les ICM ont 

ensuite été déposées sur une monocouche de cellules nourricières mitotiquement 

inactivées par un traitement de 3 heures à la mitomycine C (MMC, Sigma) dans 

milieu de culture pour cellules ES (ESM) constitué de 85% DMEM, 15% FBS 

(HyClone, Logan, UT), 0.1 mM 2-mercaptoethanol (Sigma), 1% non-essential 

amino-acids (Gibco), 200 µM L-glutamine (Invitrogen), 1 mM sodium pyruvate 

(Invitrogen), 0.04 µg/ml LIF d’origine humaine (hLIF) (Chemicon International, 

Temecula, CA) ou dans ESM additionné de 2.5 µM inhibiteur TGF (StemGent 

#A83-01), 3 µM inhibiteur GSK (StemGent #CHIR99021) et 0.5 M inhibiteur 

MAPK (StemGent #PD032591) (ESM+3i). 
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4.3 Culture et production de lignées de cellules eES-like 

La culture des cellules eES-like s’est effectuée à partir des colonies primaires après 

l’explantation des ICM sur les monocouches de cellules nourricières. Après trois 

jours de culture, les colonies primaires ont été dissociées mécaniquement en 

plusieurs fragments et repiqués sur une nouvelle monocouche de cellules 

nourricières. À ce stade, la culture était considérée au premier passage (P01). Lors du 

P01 et des passages suivants, le milieu de culture était changé quotidiennement. Pour 

le P02 et les passages suivants, les cellules eES-like ont été cultivées pour trois jours 

et les passages ont été effectués par dissociation enzymatique à la TrypLE (Gibco), 

un substituant d’origine non-animal de la trypsine. À P03, c’est-à-dire après 12 jours 

de culture, les cultures étaient composées d’assez de cellules eES-like pour effectuer 

les tests de caractérisation moléculaires. C’est à ce passage que l’on considérait avoir 

établi une lignée de cellules eES-like. 

 

Dans le but d’améliorer la technique de dérivation des cellules eES-like, les impacts 

de la lignée de cellules nourricières (MEF vs eUCF vs bUCF), du stade de 

développement des embryons (JE vs VE) et de l’inhibition de voies de signalisation 

(ESM vs ESM+3i) ont été évalués. Les taux de formation des colonies primaires et 

de production de lignées de cellules eES-like ont été vérifiés en fonction de ces trois 

facteurs. Le facteur du stade de développement des embryons a été testé en présence 

des MEF uniquement et l’inhibition de voies de signalisation a été testée en présence 

des MEF et avec des JE.  
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4.4 Caractérisation moléculaire et biochimique des lignées de cellules eES  

Dans le but d’approfondir la caractérisation des cellules eES-like et pour évaluer les 

effets de l’inhibition de voies de signalisation par le ESM+3i, une caractérisation 

moléculaire et biochimique des lignées produites a été effectuée. D’abord, 

l’expression de l’enzyme AP a été testée en utilisant un kit de détection AP 

(Chemicon International). Ensuite, l’expression des gènes associés à la pluripotence, 

Oct4, Nanog et Sox2, ont été examinés tout comme l’expression de gènes associés à 

la différenciation Cdx2 et EOMES. L’ARN des cellules eES-like a été purifié en 

utilisant le micro kit d’isolation d’ARN Quiagen (Qiagen, Mississauga, ON, 

Canada). Un traitement DNase 1 (Invitrogen) a été effectué pendant les protocoles de 

purification et de transcription inverse (RT). Les RT ont été effectuées en utilisant 

Superscript II (Invitrogen). Pour tous les échantillons, une RT négative consistant en 

une réaction RT sans l’enzyme transcriptase inverse a été utilisée comme contrôle. 

De plus, une réaction en chaîne par polymérase (PCR) sans ADN complémentaire a 

été utilisée comme contrôle négatif pour les PCR. Les amorces et les températures 

d’annihilation utilisées étaient : OCT4 : forward 5’- TCCCAGGACATCAAAGCT 

CTGCAGA-3’; reverse 5’- TCAGTTTGAATGCATG GGAGAAGCCCAGA -3’; 

Ta = 57°C; NANOG : forward 5’- GACAGCCCCGATTCATCCACCAG -3’; 

reverse 5’- GCACCAGGTCTGACTGTTCCAGG-3’; Ta = 57°C; Sox2 : forward 5’- 

GGCGGCAACCAGAAGAACAG -3’; reverse 5’-5’AGAAGAGGTAACCACGGG 

GG -3’; Ta = 57°C; GAPDH: forward 5’-GTCCATGCCATCACTGCCAC-3’; 

reverse 5’-CCTGCTTCACCACCTTCTTG-3’; Ta = 55°C; EOMES: forward 5’-

CCACCGCCACCAAACTGAGATG-3’; reverse 5’-CAGTATTAGGAGACTCTGG 
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GTGAA-3’; Ta = 57°C. Cdx2 : forward 5’-CAGCCAAGTGAAAACCAGGACGA-

3’; reverse 5’-CCTCTCCTTTGCTCTGCGGTTC-3’; Ta = 57°C. 

 

4.5 Analyses statistiques 

Le test du Chi carré a été utilisé pour déterminer les différences statistiques entre les 

groupes expérimentaux. Les analyses statistiques ont été effectuées à l’aide du 

programme JMP (SAS Institute, Cary, NJ). Un niveau de probabilité de p<0.05 était 

considéré significatif.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

5.0 EXPOSÉ ET ANALYSE DES RÉSULTATS 

5.1 Les conditions influençant la formation de colonies primaires et la 

production des lignées de cellules eES-like 

5.1.1 Les cellules nourricières 

La lignée MEF constitue une lignée de cellules nourricières connue depuis 

longtemps pour permettre la dérivation de cellules mES, pES et hES (Thomson et al., 

1995, Thomson et al., 1998, Evans and Kaufman, 1981) et représente la lignée la 

plus couramment utilisée. Dans les rapports de dérivation de cellules eES-like, il a 

été démontré que les MEF, les bUCF et les fibroblastes fœtaux de cheval (hFF) 

soutiennent la croissance indifférenciée des cellules eES-like (Saito et al., 2002, Li et 

al., 2006). Cependant, l’efficacité de la dérivation des cellules eES-like en fonction 

des différentes lignées de cellules nourricières n’avait pas été comparée. 

 

Dans notre étude, nous avons comparé l’efficacité des lignées de cellules 

nourricières MEF, bUCF et eUCF à soutenir l’explantation des ICM et la croissance 

des lignées de cellules eES-like jusqu’à P03. La lignée MEF a servi de référence 

puisqu’elle a été prouvée efficace pour dériver des cellules mES, pES et hES. Nous 

avons décidé d’inclure la lignée eUCF car ce type cellulaire est plus facile à dériver 

que les hFF, ce qui représente un avantage technique. Le Tableau 1 montre les taux 

de formation de colonies primaires et de production de lignées de cellules eES-like 

obtenus en fonction des lignées de cellules nourricières mitotiquement inactivées de 

MEF, eUCF et bUCF. Des taux élevés de formation de colonies primaires ont été 
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observés pour les lignées MEF (65%) et bUCF (59%). Comparativement, la lignée 

eUCF procure un taux de formation de colonies primaires inférieur (26%) (p<0,05) 

(Tableau 1). Par ailleurs, l’utilisation de la lignée MEF tend à procurer un taux de 

production de lignées de cellules eES-like à P03 supérieur comparativement à la 

lignée eUCF (p=0.08), tandis que qu’il ne semble pas y avoir de différence entre les 

lignées MEF et bUCF à ce niveau (Tableau 1). Ces résultats suggèrent que les MEF 

les bUCF représentent les lignées de cellules nourricières à privilégier pour dériver 

des lignées de cellules eES-like.  

 

Tableau 1 : Influence de la lignée de cellules nourricières sur l’efficacité de la 

dérivation des cellules eES-like. a, b: Les valeurs avec différents exposants dans la 

même colonne sont significativement différentes.  

Lignées de cellules 
nourricières 

Nbre d'ICM 
en culture 

Nbre de colonies 
primaires (%) 

Nbre de lignées de 
cellules eES à P03 (%) 

MEF 
 

20 13 (65)a 3 (15)a 

EUCF 
 

19 5 (26)b 0 (0)a 

BUCF 
 

17 10 (59)a 1 (6)a 

 

 

Il n’est pas surprenant de constater que la lignée MEF soit efficace pour dériver des 

cellules eES-like. En effet, il a été démontrer que les MEF soutiennent la croissance 

indifférenciées des cellules mES (Evans and Kaufman, 1981), des cellules pES 

(Thomson et al., 1995) et des cellules hES (Thomson et al., 1998). Cette lignée 

cellulaire est bien connue et couramment utilisée pour dériver les cellules mES. Par 

contre, il est curieux de remarquer que la lignée eUCF n’a pas permis de dériver des 
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lignées de cellules eES-like. Plus étonnant encore, la lignée bUCF, représentant le 

même type cellulaire que les eUCF mais chez une autre espèce, a permis la 

dérivation de cellules eES-like. Ce résultat est difficilement explicable car peu 

d’informations sont disponibles sur ce type cellulaire. Les faibles taux d’attachement 

des ICM et de production de lignées indiquent que la lignée eUCF ne constitue pas 

un substrat favorable à la culture des cellules eES-like. En présence de cette lignée 

de cellules nourricières, les cellules eES-like se différencient suite au premier 

passage. La production de lignée de cellules eES-like n’a donc pas pu être réalisée 

avec la lignée eUCF. Ce n’est cependant pas la première fois qu’une lignée de 

cellules nourricières se montre inefficace à la culture indifférenciée de cellules ES. 

Même certaines lignées MEF de différentes origines se sont montrées non-

permissives à la dérivation de cellules ES (Greber et al., 2007). Une récente étude a 

suggéré que l’habileté d’une lignée de cellules nourricières à promouvoir la 

croissance indifférenciée des cellules ES est attribuable à sa production spécifique de 

facteurs de croissance (Eiselleova et al., 2008). Par ailleurs, comme il existe des 

différences interspécifiques au niveau du maintien de l’état pluripotent, une lignée de 

cellule nourricière permissive pour une espèce ne l’est pas forcément pour une autre. 

Dans le cas présent, la lignée MEF s’est avérée la plus efficace des trois lignées 

comparées pour dériver des cellules eES-like. Parce que cette lignée est bien connue 

pour soutenir la croissance de cellules ES chez d’autres espèces, nous avons décidé 

de procéder au reste de notre étude en utilisant la lignée MEF comme cellules 

nourricières. 
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5.1.2 Le stade de développement des embryons  

Les taux de formation de colonies primaires et de production de lignées de cellules 

eES-like ont été comparés en fonction du stade de développement des blastocystes 

utilisés. Pour cette expérience, les MEF ont servi de cellules nourricières. Les 

résultats présentés dans le Tableau 2 montrent que le taux formation de colonies 

primaires à partir des JE (76%) n’est pas significativement supérieur à celui des VE 

(59%) (p=0.11). Cependant, les colonies primaires produites par l’utilisation des JE 

sont de forme aplaties et aux bordures distinctes, formées d’un seul type cellulaire 

possédant un ratio noyau-cytoplasme élevé et un nucléole proéminent (Figure 1A). 

Cette morphologie est semblable à celle rencontrée avec les cellules mES et hES 

(Evans and Kaufman, 1981, Thomson et al., 1998). Les colonies primaires produites 

par l’utilisation des VE sont, quant à elles, formées de deux types cellulaires de 

morphologie différente. Le premier type cellulaire, au centre de la colonie, est 

semblable à celui obtenu avec les JE. Le deuxième type cellulaire, en périphérie, est 

représenté par des cellules aplaties d’apparence différenciées et possédant un faible 

ratio noyau-cytoplasme (Figure 1B). Ces colonies primaires ont donc dû être 

disséquées pour sélectionner seulement le type cellulaire désiré lors du premier 

passage. Cependant, cette sélection n’est pas totalement efficace et des cellules 

différenciées peuvent être maintenues en culture avec les cellules eES-like 

produisant des lignées aux populations hétérogènes. Par conséquent, la production de 

lignées de cellules eES-like par les VE est diminuée. Par contre, la différence entre 

les taux de production de lignées de cellules eES-like  par l’utilisation de JE par 

l’utilisation de VE n’est pas significative (p>0,05) (Tableau 2).  
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Figure 1 : Morphologie typique des colonies primaires de cellules eES-like. 

Apparence des colonies primaires formées par un JE (A) et par un VE (B). Notez la 

formation de colonies de cellules eES-like de forme aplaties et aux bordures 

distinctes (flèche noire), la formation de colonies de cellules différenciées (flèches 

blanches) et la présence d’une monocouche de MEF (flèche pointillée) Barre : 100 

µm.  

 

 

Tableau 2 : Influence du stade de développement des embryons sur l’efficacité de la 

dérivation des cellules eES-like. Aucune différence significative n’est observée entre 

les groupes au sein de la même colonne. 

Stade de 
développement des 
embryons 

Nbre d'ICM 
en culture 

Nbre de colonies 
primaires (%) 

Nbre de lignées de 
cellules eES à P03 (%) 

JE 
 

33 25 (76) 5 (20) 

VE 
 

64 38 (59) 5 (8) 
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Malgré qu’il n’y ait pas de différence statistique entre les groupes, nos résultats 

démontrent qu’il est techniquement plus facile d’utiliser des JE pour dériver des 

lignées de cellules eES-like. Dans le but d’améliorer la technique de dérivation, nous 

considérons donc que les JE sont plus efficaces que les VE. Cette conclusion est 

cependant contradictoire avec certains rapports démontrant que le taux de formation 

des colonies primaires est supérieur en utilisant des blastocystes en éclosion 

comparativement à des jeunes blastocystes chez le buffle (Bubalus bubalis) (Verma 

et al., 2007, Huang et al., 2010). Selon ces études, le nombre plus élevé de cellules 

pluripotentes dans les embryons de stade plus âgé expliquerait leurs résultats.  

 

Au cours de leur histoire, les cellules ES ont été dérivées à partir d’embryons pré 

implantation de différents stades de développement. La production de lignées de 

cellules ES a été démontrée autant à partir de blastomères d’embryons au stade 2-

cellules (Wakayama et al., 2007) que par l’ICM d’embryons au stade blastocyste 

(Evans and Kaufman, 1981, Thomson et al., 1998). Chaque stade de développement 

procure des avantages et des inconvénients. Le stade blastocyste a probablement été 

celui le plus utilisé toutes espèces confondues. Chez les équins, l’embryologie est 

particulière. À partir du 6e jour suivant l’ovulation, l’embryon équin au stade 

blastocyste commence à s’envelopper d’une capsule épaisse et élastique, moulée à la 

ZP (Bousquet et al., 1987). Elle est composée de mucoglycoprotéines sécrétées par 

les cellules du TE et a pour fonction de limiter le développement de l’embryon en 

empêchant son éclosion. Cette capsule est aussi présente pour les embryons équins 

produits in vitro mais elle est moins efficace (Tremoleda et al., 2003). Dans notre 
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étude, les embryons utilisés pour isoler les ICM présentaient plusieurs différences 

morphologiques. Plus précisément, les JE possédaient une ICM non apparente, un 

TE composé de cellules non compactes et ils étaient dépourvus d’une capsule 

(Figure 2A). Contrairement, les embryons du groupe VE possédaient une ICM 

apparente, un TE composé de cellules compactes et une capsule bien développée 

(Figure 2B).  

 

 

Figure 2 : Morphologie typique des embryons équins parthénogénétiques. 

Apparence d’un JE (A) et d’un VE (B). Notez la présence de la capsule (flèche 

noire), de cellules du TE compactes (flèche blanche) et d’une ICM apparente (flèche 

pointillée) chez le VE. Barre : 100 µm.  

 

Ces différences morphologiques avaient un impact direct sur l’efficacité de la 

technique d’isolation des ICM. La digestion enzymatique de la ZP, la capsule et du 
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TE des VE était peu efficace, de sorte que, même si leur ICM était bien visible, il 

était difficile de l’isoler complètement des cellules du TE. Pour cette raison, les 

colonies primaires formées à partir de ces ICM peuvent avoir été contaminées par 

des cellules résiduelles du TE, expliquant pourquoi les colonies primaires étaient 

formées de deux types cellulaires. Par ailleurs, une autre explication est 

envisageable. Au début du stade blastocyste, l’embryon est constitué de deux lignées 

cellulaires : le TE et l’ICM (Tremoleda et al., 2003). À ce stade, l’ICM est constituée 

d’une population homogène de cellules pluripotentes, ce qui expliquerait pourquoi 

les colonies primaires formées par les JE étaient composées d’un seul type cellulaire. 

À un stade blastocyste plus avancé, l’ICM subi sa première ségrégation pour former 

l’hypoblaste, produisant l’endoderme extraembryonnaire, et l’épiblaste, produisant 

les trois feuillets germinatifs (Rossant, 2001). Les résultats obtenus avec l’utilisation 

des VE suggèrent que l’ICM des ces embryon aurait subi la première ségrégation, ce 

qui expliquerait la formation de colonies primaires constituées de deux types 

cellulaires. Suite à ces résultats, il aurait été intéressant d’utiliser des embryons à des 

stades de développement morula ou précompaction pour en évaluer leur efficacité de 

dérivation de cellules eES-like.  

 

5.1.3 L’inhibition de voies de signalisation 

Le milieu de culture généralement utilisé pour tenter de dériver des cellules ES chez 

des espèces non-permissives est celui utilisé pour dériver des cellules mES. 

L’élément le plus important dans ce milieu pour la dérivation des cellules mES est le 

LIF. Cependant, pour les cellules eES, il n’est toujours pas clair si le LIF est 



 

 

42 

essentiel ou non à la culture indifférenciée de ces cellules. Les deux rapports de 

dérivation de cellules eES-like sont contradictoire à cet égard (Li et al., 2006, Saito 

et al., 2002). Par ailleurs, comme des cellules eES-like ont pu être dérivées en 

présence de LIF, sa présence ne semble pas être néfaste. Nous avons donc décidé 

d’utiliser le LIF dans notre milieu culture au cas où sa présence pourrait être 

bénéfique. L’inhibition de voies de signalisation menant à la différenciation est la 

technique qui a permis de dériver des cellules rES (Buehr et al., 2008). Nous avons 

appliqué cette même stratégie dans le but de dériver des cellules eES. De façon 

précise, l’inhibition des voies de signalisation MAPK, Wnt et TGFβ a été effectuée 

respectivement par les composés chimiques PD032591, CHIR99021 et A83-01 

faisant partie du ESM+3i. Les ESM et ESM+3i ont été comparés pour les taux de 

formation de colonies primaires et de production de lignées de cellules eES-like. 

Lors de cette expérience, les MEF ont servi de cellules nourricières et les JE ont 

servi pour la procédure d’explantation des ICM. Le taux de formation de colonies 

primaires obtenu avec le ESM est semblable à celui obtenu avec le ESM+3i (p>0,05) 

(Tableau 3) De plus, pour les deux groupes, les colonies primaires formées sont 

aplaties et aux bordures distinctes et constituées de cellules compactes, possédant un 

ratio noyau-cytoplasme élevé et d’un nucléole proéminent. Cette morphologie des 

cellules eES-like est similaire à celle des cellules mES et hES (Evans and Kaufman, 

1981, Thomson et al., 1998). Pareillement, il n’y a pas d’effet notable sur le taux de 

production de lignées de cellules eES-like par l’utilisation de ESM en comparaison 

avec ESM+3i (p>0,05) (Tableau 3). Les résultats obtenus suggèrent que l’inhibition 
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des voies de signalisation MAPK, Wnt et TGFβ n’améliore pas l’efficacité de la 

dérivation des cellules eES-like jusqu’à P03.  

 

Tableau 3 : Influence de l’inhibition des voies de signalisation des MAPK, Wnt et 

TGFβ sur l’efficacité de la dérivation des cellules eES-like. Aucune différence 

significative n’est observée entre les groupes au sein de la même colonne. 

Milieu de culture Nbre d'ICM 
en culture 

Nbre de colonies 
primaires (%) 

Nbre de lignées de 
cellules eES à P03 (%) 

ESM 22 15 (68) 3 (14) 

ESM+3i 23 15 (65) 3 (13) 

 

 

L’utilisation du ESM+3i n’a pas permit d’observer des différences au niveau des 

taux de formation de colonies primaires et de production de lignées de cellules eES-

like à P03. Cependant, son utilisation aurait pu avoir un impact sur la longévité des 

cultures de cellules eES-like. En effet, sur un nombre plus élevé de passages, le 

ESM+3i aurait pu avoir des effets bénéfiques en protégeant les cellules eES-like de 

signaux induisant la différenciation. Ces effets auraient pu être démontrés par le 

maintien en culture sur un plus grand nombre de passages des cellules eES-like en 

présence du ESM+3i comparativement au ESM. Une étude à plus long terme sur la 

culture des cellules eES-like aurait donc dû être conduite en ce sens. Toutefois, les 

effets du ESM+3i sur les cellules eES-like n’étaient pas simplement espérés au 

niveau de l’efficacité de la technique de dérivation. En fait, l’action des inhibiteurs 

est soupçonnée de se manifester aussi au niveau moléculaire, sur les gènes associés à 

la pluripotence et à la différenciation.  
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5.2 La caractérisation des lignées de cellules eES 

Les rapports de dérivation des cellules eES-like rapportés dans la littérature 

présentent une caractérisation moléculaire limitée des ces cellules. Notre étude avait 

pour deuxième objectif d’approfondir la caractérisation des cellules eES-like, ce qui 

donnait par le fait même suite à la comparaison des ESM et ESM+3i. Une 

caractérisation moléculaire approfondie a été effectuée sur les lignées de cellules 

eES-like produites à P03 par ces deux milieux. D’abord, les résultats du marquage 

pour l’AP démontrent que cette enzyme est exprimée par les lignées de cellules eES-

like produites en présence du ESM (Figure 3A) et du ESM+3i (Figure 3B).  

 

 

Figure 3 : Marquage pour l’activité alcaline phosphatase (AP) des lignées de 

cellules eES-like produites à P03par le ESM (A) et le ESM+3i (B). Barre : 100 µm. 
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Ensuite, l’expression de gènes associés à la pluripotence et à la différenciation a été 

vérifiée. Selon notre hypothèse, le ESM+3i devait favoriser l’expression des gènes 

associés à la pluripotence, Oct4, Nanog et Sox2, et réprimer l’expression de gènes 

associés à la différenciation, Cdx2 et EOMES. Cependant, les résultats des analyses 

par RT-PCR n’ont pas identifié de différences entre les patrons d’expression de ces 

gènes. Pour les lignées produites en présence des deux milieux de culture, Oct4, 

Sox2 et Nanog ainsi que Cdx2 et EOMES sont exprimés (Figure 4).  

 

 

Figure 4 : Analyse par RT-PCR de marqueurs associés à la pluripotence et à la 

différenciation des cellules eES-like. Les gènes Oct4, Sox2, Nanog, Cdx2 et EOMES 

ont été analysés pour deux lignées de cellules eES-like en présence du ESM (ESM 1 

et ESM 2) et du ESM+3i (ESM+3i 1 et ESM+3i 2). 
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Conformément aux résultats de caractérisation antérieure, Oct4 est exprimé au 

niveau de l’ARN pour nos lignées de cellules eES-like (Li et al., 2006, Saito et al., 

2002). À Oct4, nous ajoutons aussi l’expression des gènes Sox2 et Nanog qui sont 

détectés dans nos populations de cellules eES-like mais qui n’avaient pas été 

rapportés par les études antérieures (Saito et al., 2002, Li et al., 2006). L’expression 

de ces trois gènes associés à la pluripotence, aussi détectée chez les cellules mES et 

hES, suggère que les cellules obtenues sont des cellules eES pluripotentes. 

Cependant, l’expression des gènes Cdx2 et EOMES, associés à la différenciation au 

TE (Niwa et al., 2001), a elle aussi été détectée. Ce résultat pourrait être la 

conséquence de la dérivation de lignées hétérogènes provoquée par l’enlèvement 

incomplet des tissus extraembryonnaires au moment de l’explantation ou par la 

différenciation spontanée des cellules eES en TE. Si tel est le cas, ce résultat 

suggèrerait la présence de cellules eES pluripotentes et de cellules de lignées TE 

dans les cultures. La technique de dérivation et les conditions de culture seraient 

donc encore à améliorer pour obtenir une population homogène de cellules eES. 

D’un autre côté, l’explantation et la propagation des cellules de l’ICM d’embryons 

équins pourraient conduire à la dérivation in vitro d’une population de cellules 

homogène représentant un type cellulaire unique sans équivalent in vivo. En effet, 

aucune différence morphologique ne semble démontrer la présence d’une population 

hétérogène de cellules. D’autres travaux sont requis pour faire la lumière sur ce sujet.   

 



 

 

6.0 DISCUSSION GÉNÉRALE 

La technique de dérivation des cellules ES est une procédure complexe où toutes les 

étapes sont décisives et interdépendantes. Un seul faux-pas provoque une 

différenciation cellulaire irréversible, entraînant la sorti de l’état pluripotent. La 

pluripotence représentent la principale propriété des cellules ES et derrière elle se 

cachent plusieurs notions théoriques fondamentales encore inconnues. Il est donc 

d’un intérêt particulier d’ajouter des connaissances sur les processus spécifiques 

associés à la pluripotence et sur l’identification de marqueurs qui lui en sont 

caractéristique. Notre étude sur les cellules eES, comme celles rapportées dans la 

littérature, démontrent que beaucoup de chemin reste à faire en ce sens. Lorsque les 

conditions permettant de dériver des cellules ES pluripotentes chez le cheval seront 

identifiés, un pas en avant sera effectué pour appliquer la thérapie cellulaire par 

cellules ES chez cette espèce.  

 

Dans notre étude, nous avons tenté différentes stratégies dans le but d’améliorer la 

technique de dérivation des cellules eES. Nous avons démontré la dérivation de 

cellules eES-like à partir d’embryons parthénogénétiques au stade blastocyste. Les 

essais antérieurs avaient quant à eux utilisé des embryons d’origine in vivo (Li et al., 

2006). Dans le but de produire des cellules ES autologues, l’idéal aurait été de 

travailler avec des embryons produits par SCNT. Cependant, ces embryons sont 

difficiles à produire, ce qui limite leur disponibilité. À l’inverse, les embryons équins 

parthénogénétiques peuvent être produits relativement facilement. De plus, ces 

embryons sont morphologiquement semblables aux embryons SCNT, reflétant plus 
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fidèlement les conditions des embryons SCNT comparativement aux embryons in 

vivo. Dans les rapports de dérivation de cellules eES-like, l’ICM des embryons in 

vivo a été isolée soit par immunochirurgie (Li et al., 2006) ou par microchirurgie 

(Saito et al., 2002). Chez les embryons parthénogénétiques, le TE est souvent 

fragmenté et non hermétique. Il a été démontré chez des embryons de lapin 

parthénogénétiques ou SCNT que l’immunochirurgie provoque la destruction de 

l’ICM et du TE par la réaction du complément avec l’anticorps (Wang et al., 2007). 

La technique d’immunochirurgie est donc moins appropriée pour isoler l’ICM 

d’embryons parthénogénétiques. Par ailleurs, la microchirurgie est une technique 

longue et ne permet pas d’enlever tous les tissus extraembryonnaires. Dans notre 

étude, nous avons choisi d’isoler les ICM des embryons parthénogénétiques par la 

méthode enzymatique de digestion à la pronase. Cette méthode permet de digérer 

rapidement la ZP, la capsule et le TE. De plus, comparativement à la méthode de 

microchirurgie, plusieurs embryons pouvaient être utilisés par manipulation.  

 

Malgré que les embryons parthénogénétiques, tout comme les embryons SCNT, 

présentent fréquemment des anomalies au niveau de l’expression de gènes imprégnés 

paternels (Maher, 2005), il a été démontré que ces embryons sont propices à la 

dérivation de cellules ES (Wakayama et al., 2006, Brambrink et al., 2006). Par 

ailleurs, des études chez la souris suggèrent que les lignées de cellules ES produites à 

partir d’embryons parthénogénétiques possèdent le même potentiel de différenciation 

que celui des lignées de cellules ES produites à partir d’embryons in vivo (Kim et al., 

2007, Allen et al., 1994, Brevini and Gandolfi, 2008). Par conséquent, les lignées de 
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cellules eES produites par embryons parthénogénétiques pourraient servir à 

expérimenter la thérapie cellulaire. Au cours de notre étude, les embryons 

parthénogénétiques utilisés ont donné un taux de formation de colonies primaires 

d’environ 70%, signifiant que les possibles anomalies génétiques de ces embryons 

n’ont pas d’effet négatif sur l’explantation des ICM.  

 

Nos travaux ont aussi mis l’accent sur l’efficacité de différentes lignées de cellules 

nourricières à dériver des cellules eES-like. Il est considéré que les cellules 

nourricières jouent un double rôle dans le maintien de l’état pluripotent. Elles 

supportent l’attachement des cellules ES par l’expression de molécules d’adhésion et 

elles favorisent la survie et la croissance des cellules ES par la production de facteurs 

de croissance (Greber et al., 2007, Eiselleova et al., 2008, Saxena et al., 2008). 

Cependant, les mécanismes à l’origine de ces deux rôles ne sont pas encore 

clairement définis. La méthode d’essais et erreurs a en quelque sorte servi à 

déterminer quelles lignées de cellules nourricières soutiennent ou ne soutiennent pas 

la croissance des cellules ES dans un état indifférencié. Par ailleurs, l’utilisation de 

cellules nourricières autologues représente un avantage important pour utiliser les 

cellules ES en thérapie cellulaire. Principalement, les cellules nourricières autologues 

sécrètent des hormones et des facteurs de croissance spécifique, préviennent la 

contamination par des cellules d’une autre espèce et la transmission de maladies 

(Eiselleova et al., 2008). Dans notre étude, bien que les eUCF possèdent tous les 

avantages des cellules nourricières autologues, nos résultats démontrent que ce type 

cellulaire ne supporte pas la croissance des cellules eES-like. Une autre lignée de 



 

 

50 

cellules nourricières autologues devra être utilisée pour éventuellement permettre 

l’application des cellules eES en médecine régénérative. Dans le but ultime d’être 

utilisées en thérapie cellulaire, les cellules ES devraient idéalement être cultivées en 

absence de cellules nourricières et de tous facteurs exogènes. Cependant, les lignées 

de cellules eES-like dérivées jusqu’à maintenant sont dépendantes de la présence des 

cellules nourricières (Li et al., 2006, Saito et al., 2002).  

 

Dans nos travaux, l’inhibition de voies de signalisation menant à la différenciation a 

été testée. L’utilisation du ESM+3i n’a pas influencée l’efficacité de la dérivation des 

cellules eES-like comparativement au ESM conventionnel. De plus, le ESM+3i n’a 

pas influencé l’expression de marqueurs associés à la pluripotence et à la 

différenciation. Toutefois, l’expression de ces marqueurs a seulement été évaluée au 

niveau de l’ARN. Une étude complémentaire par histochimie est requise pour 

confirmer ces résultats au niveau protéique. Par ailleurs, l’utilisation de la technique 

de PCR quantitatives aurait permis de quantifier l’expression des gènes associés à la 

pluripotence et à la différenciation. De cette façon, des différences entre l’utilisation 

du ESM et du ESM+3i auraient pu être identifiées.   

 

La caractérisation des lignées de cellules eES-like dérivées nous a permis de 

démontrer que ces cellules expriment des marqueurs associés à la pluripotence en 

même temps que des marqueurs associés à la différenciation. Nous avons confirmé la 

dérivation de lignées de cellules eES-like positives pour AP et Oct4, tout comme les 

précédents rapports, mais aussi pour Sox2 et Nanog, ce qui n’avait pas été démontré 
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jusqu’à présent. Cependant, ces lignées expriment aussi les marqueurs Cdx2 et 

EOMES associés à des lignées du TE. Ce résultat peut être expliqué par la dérivation 

de deux populations de cellules au sein de la même lignée de cellules eES-like, l’une 

pluripotente et l’autre différenciée. Si cette hypothèse s’avère juste, la formation de 

tératomes pourrait être produite par la population de cellules pluripotentes. 

Cependant, nous n’avons pas pu tester cette possibilité. Il aurait été intéressant de 

savoir si le groupe de Li et ses collègues ont pu identifier eux aussi les marqueurs 

Cdx2 et EOMES dans leur lignées de cellules eES-like (Li et al., 2006). Dans 

l’éventualité de ce cas, l’absence de formation de tératome rapportée par ce groupe 

pourrait être expliquée par la dérivation de lignées de cellules eES-like homogènes 

mais au phénotype unique, exprimant autant des marqueurs associés à la 

pluripotence qu’à la différenciation. Nos résultats, tout comme ceux des études 

antérieures, démontrent que d’autres connaissances sur les processus impliqués dans 

le maintien de l’état pluripotent les cellules eES sont nécessaires. D’autres travaux 

sont donc nécessaires pour prouver la dérivation d’authentiques cellules eES. 

 

 

 

 



 

 

7.0 CONCLUSIONS  

7.1 Amélioration de la technique de dérivation des cellules eES-like 

Lors de notre étude, nous avons démontré que l’efficacité de la dérivation des 

cellules eES-like est influencée par la lignée de cellules nourricières et par le stade 

de développement des embryons utilisés. La technique utilisée offrant la meilleure 

efficacité de dérivation des cellules eES-like utilisait la lignée de cellules nourricière 

MEF et les JE. Par ailleurs, aucun effet de l’inhibition de voies de signalisation 

menant à la différenciation n’a été démontré sur la dérivation des cellules eES-like. 

Une étude à long terme est requise pour évaluer de façon plus précise l’impact du 

milieu ESM+3i sur le maintien des cellules eES-like en culture.  

 

7.1 Caractérisation des lignées de cellules eES-like 

Dans notre étude, nous avons démontré la dérivation de lignées de cellules eES-like 

possédant des caractéristiques des cellules pluripotentes mais aussi des cellules 

différenciées. Nos lignées de cellules eES-like expriment les marqueurs associées à 

la pluripotence AP, Oct4 Sox2 et Nanog, tout comme les marqueurs Cdx2 et 

EOMES associées à la différenciation en lignées du TE. Par ailleurs, l’inhibition de 

voies de signalisation menant à la différenciation n’affecte pas l’expression de ces 

marqueurs. D’autres études sont nécessaires pour identifier la nature des cellules 

eES-like et pour éventuellement dériver d’authentiques cellules eES pouvant être 

utilisées en thérapie cellulaire. 
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