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5. DES ANTICORPS spécifiques des cellules de caille (en marron) ser-
vent aujourd’hui a visualiser la migration des cellules de caille greffées
sur les embryons de poulet. Le suivi des cellules de caille est ainsi rapide

ration avec Christiane Le Liévre, au
début des années 1970. Elles ont été
reprises et développées, a partir de 1987,
avec Gérard Couly. Il est apparu que
la contribution de la créte neurale aux
structures céphaliques est plus impor-
tante que ne I'avaient laissé supposer
les travaux réalisés sur les ceufs de gre-
nouille et de triton.

En fait, il est maintenant établi
que tous les os de la face, ainsi que la
majeure partie de la boite cranienne,
dérivent de la créte neurale. Au cours
de I’évolution, le développement de la
téte des vertébrés s’est effectué essen-
tiellement a partir de I’ectoderme dont
sont issus le cerveau, les os de la face,
lavoQte cranienne, qui recouvre le cer-
veau et le protége. Il en est de méme
de la plupart des capsules osseuses qui
abritent les organes sensoriels cépha-
liques, par exemple le squelette des
fosses nasales, les orbites et certains
des os du canal auditif.

La transition entre I’ébauche neu-
rale primitive, ou plaque neurale, et
le cerveau qui en dérive fait interve-
nir des mécanismes morphogénétiques
complexes et met en ceuvre de nom-
breux génes. Les centres nerveux et les
faisceaux de fibres qui assurent les
connexions neuronales sontengendrés
par les cellules les plus internes de I'épi-
thélium neural qui, pendant le pro-
cessus de neurogeneése, fonctionne
comme une assise génératrice. Elle
est constituée de cellules «souches»,
qui produisent par division asymé-
trique une autre cellule souche et une
cellule différente qui donnera des neu-
rones ou des cellules gliales.

L’activité prolifératrice des diffé-
rentes régions du tube neural est
variable et responsable de la croissance
particulierement active de certaines

© POUR LA SCIENCE - N° 252 OCTOBRE 1998

zones, comme celles qui donnent nais-
sance aux hémispheres cérébraux, trés
développés chez I’homme, ou aux lobes
optiques volumineux chez les oiseaux,
dont la vision est perfectionnée.

Les neurones ainsi produits effec-
tuent, au sein méme de I’épithélium
neural, des migrations qui les condui-
sent a former les centres nerveux. lls
émettent des axones (ou fibres ner-
veuses) qui établissent un réseau de
connexions interneuronales d’une
extréme complexité. La possibilité de
marquer sélectivement des zones défi-
nies de I’épithélium neural a un stade
précoce du développement embryon-
naire permetd’en suivre I’évolution au
cours de la morphogenése du cer-
veau. Ainsi le trajet des cellules mar-
quées peut étre observé lorsqu’elles
migrent hors du greffon de caille dans
I’épithélium de I’hote pour venir se
positionner dans les centres nerveux
ou elles achévent leur différenciation.
Les chiméres ont permis d’une part
d’identifier, sur la plaque neurale, les
territoires destinés a fournir les divers
constituants du cerveau antérieur et,
d’autre part, de localiser dans le cer-
veau les centres responsables de cer-
tains comportements innés.

L’intégration des tissus nerveux
d’embryon de caille dans le poulet étant
suivie du développement normal des
structures nerveuses, nous nous
sommes demandé si les chimeres neu-
rales ainsi construites sont capables
d’éclore. Les premiéres expériences ont
montré que des greffes dans le terri-
toire de la moelle épiniére permettent
le développement normal des chiméres
jusqu’a I’éclosion et au-dela. Environ
dix pour cent des embryons opérés
éclosent et produisent des poussins
normaux. Le seul signe de leur statut

et aisé. On visualise généralement les cellules de caille sur des
coupes (a gauche), mais parfois sur I’embryon entier qui, lorsqu’il est
tout jeune (quelques heures), est transparent (a droite).

de chimere est la présence d’une bande
transversale de plumes pigmentées
particulierement visible lorsque le pou-
let hdte appartient a une race blanche.
Cette pigmentation provient de la
migration des précurseurs des méla-
nocytes, c’est-a-dire des cellules pro-
ductrices de pigment, ou mélanine,
contenus dans la créte neurale de caille
greffée. Ceux-ci migrent dans les bour-
geons plumaires du poulet héte comme
ils I'auraient fait dans ceux de I’em-
bryon de caille dont ils proviennent.

Le chant des chimeéres

Le fait que ces animaux composites pré-
sentent un comportement moteur nor-
mal indiquait que des synapses
fonctionnelles pouvaient s’établir entre
les neurones de caille et les neurones
ou les cellules musculaires de poulet,
et validait le modéle expérimental des
chimeres, tant du point de vue mor-
phogénétique que fonctionnel. Avec
Marie-Aimée Teillet et Evan Balaban (ce
dernier est aujourd’hui a I'Institut des
neurosciences de San Diego), nous avons
tenté de construire des chimeéres selon
le principe de remplacement isotopique
et isochronique des territoires de I’en-
céphale. Les greffes sont en général
réalisées en prenant le poulet comme
receveur et la caille comme donneur, et
le territoire greffé s’intégre parfaitement
dans le cerveau de I'h6te. Les connexions
nerveuses s’établissent d’une facon
apparemment normale, et les chimeéres
peuvent éclore.

Nous avons recherché si certains
comportements innés sont transférables
d’une espéce a l’autre par la trans-
plantation de régions définies de
I’ébauche de cerveau. E. Balaban a choisi
d’étudier le chant. Etant donné les phé-
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6. UN EMBRYON DE CAILLE a été substitué a un embryon de poulet, dans I'ceuf : il se
développe dans un ceuf de poule, en association avec un sac vitellin de poulet. Grace a
cette expérience, réalisée dans le laboratoire de I’auteur, on a montré que tous les organes
hématopoiétiques de I’embryon sont entiérement colonisés par des cellules sanguines de
caille : ces derniéres proviennent de I’embryon lui-méme et non du sac vitellin, qui est pour-
tant le site de production des toutes premiéres cellules souches sanguines.

nomenes de rejetimmunitaire observés
chez les chiméres, nous ne pouvions
attendre qu’elles atteignent I’age adulte
pour comparer leur chant avec celui des
individus normaux de chaque espéce.

Or, le traitement précoce du jeune
poussin par la testostérone déclenche
un chant de type «juvénile» qui est dif-
férent d’une espéce a I’autre et ne
dépend d’aucun apprentissage. Celui
qu’émet le poussin de caille est sac-
cadé, comprenant en général deux cris
brefs séparés par un silence, lequel est
suivi par une vocalisation plus pro-
longée ; celui du poussin de poulet est
unique et modulé. Les embryons de
poulet dont le mésencéphale est rem-
placé par celui de la caille donnent
naissance a des poussins chimeres,
chez qui le cri juvénile est celui de la
caille. Le mésencéphale est la seule
région du futur encéphale qui per-
met d’obtenir ce résultat.

Dans notre laboratoire, E. Balaban
avait remarqué que I’émission vocale
de la caille s’accompagne de mouve-
ments caractéristiques de la téte, inexis-
tants chez le poulet. La transplantation
du mésencéphale de caille chez le pou-
lettransmet le chant saccadé de la caille
a la chimere, sans pour autant transfé-
rer les mouvements de la téte. Récem-
ment, E. Balaban a montré que ces
mouvements sont transférables indé-
pendamment des vocalisations typiques
de la caille, par la greffe de la partie
cervicale de la moelle épiniere de caille

chez le poulet. Ainsi, bien que ces deux
composantes d’un méme comporte-
ment soient activées simultanément lors
du chant, elles sont commandées par
des régions distinctes et relativement
éloignées de I'axe neural. Ces contrdles
neuronaux sont génétiquement pro-
grammes et peuvent étre déclenchés
indépendamment I'un de I'autre.

Chez les chiméres construites par
E. Balaban, le chant typique de lacaille
et les mouvements de la téte qui I’ac-
compagnent normalement sont trans-
férables chez le poulet par la greffe
d’ensembles neuronaux distincts.
Ainsi, les comportements spécifiques
(ici le chant) que ces neurones déter-
minent chez la caille peuvent s’expri-
mer dans une espéce différente ; ils
dépendent d’une information codée,
dés le stade de I’ébauche neurale pri-
mitive, dans un territoire restreint du
neuroépithélium.

Chimeéres et immunologie

Nous avons vu que les poulets qui éclo-
sentapres que I'embryon asubi lagreffe
d’un fragment de tube neural de caille
ne présentent pas d’anomalies neuro-
logiques & la naissance. Cela reste vrai
pendant plusieurs semaines, mais,
ensulite, le systéme immunitaire du pou-
let réagit contre le greffon. Dans le cas
ou le greffon neural de caille a été placé
au niveau des membres antérieurs, I'at-
taque du systéme immunitaire se mani-

feste par une paralysie des ailes. La
région de lamoelle épiniere greffée, les
ganglions périphériques et les nerfs
issus de la caille sont le siege d’une réac-
tion inflammatoire due a une inva-
sion massive par des lymphocytes et
par des macrophages du poulet héte.
On n’observe quasiment aucune réac-
tion de rejet quand les chimeéres sont
construites entre deux embryons de
poulet, méme s’ils sontissus de lignées
ayant des antigénes du complexe
majeur d’histocompatibilité (les molé-
cules spécifiques du soi) différents ;
les chimeres poulet-poulet portant des
régions de lamoelle épiniére ou du cer-
veau provenant d’une autre lignée de
poulet restent bien portantes toute leur
vie durant.

La fonction de distinguer le soi du
non-soi revient aux cellules effectrices
de la réponse immunitaire, les lym-
phocytes. Ceux-ci se classent en deux
catégories : les lymphocytes T, qui se
différencient dans le thymus, et les lym-
phocytes B, qui prennent naissance dans
lamoelle osseuse, chez les mammifeéres,
etdans un organe spécialisé, associé au
cloaque, la bourse de Fabricius, chez
les oiseaux. Les lymphocytes T sont
notamment responsables de I'immu-
nité a médiation cellulaire et du rejet
des greffes. Les lymphocytes B sont a
I'origine de I'immunité humorale et de
la production d’anticorps.

Le thymus et labourse de Fabricius
sont des organes lymphoides primaires
ou centraux, tandis que la rate et les
ganglions lymphatiques qui regoivent
les lymphocytes T et B issus du thymus
et de la bourse de Fabricius sont des
organes lymphoides secondaires ou
périphériques.

La source cellulaire des lympho-
cytes qui apparaissent dans ces deux
organes lymphoides primaires a été
longtemps I’objet de débats. Selon
une des hypotheses, les lymphocytes
dériveraient de I’endoderme des
ébauches du thymus et de la bourse
de Fabricius (contrairement aux autres
cellules sanguines, qui dérivent du
mésoderme). Une autre hypothése pro-
posait que les lymphocytes dérivent de
cellules extrinseques aux organes lym-
phopoiétiques primaires. Grace aux chi-
meres caille-poulet, nous avons montré
que tous les lymphocytes dérivent de
cellules souches hématopoiétiques qui
envabhissent les ébauches du thymus et
de la bourse de Fabricius a une (ou a
des) période(s) bien déterminée(s) du
développementembryonnaire. Il en est
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de méme des cellules sanguines qui
se différencient dans la rate et dans la
moelle osseuse.

Ainsi, les organes qui donnent les
cellules du sang ne les produisent-ils
que s’ils ont été préalablement colo-
nisés par des cellules fondatrices d’ori-
gine extrinséque ; celles-ci trouvent
dans chacun des organes colonisés
un environnement favorable a leur dif-
férenciation vers I’'une ou I'autre des
lignées de cellules du sang. Chez
I’adulte, lamoelle osseuse est le site de
production des globules rouges et de
divers types de globules blancs (y com-
pris les lymphocytes B chez les mam-
miféres). Ainsi, les lymphocytes qui se
différencient dans le thymus (chez tous
les vertébrés) et dans la bourse de Fabri-
cius (chez les oiseaux) dérivent de
cellules qui ne sont pas produites par
ces organes eux-mémes, mais de pré-
curseursdont’origine embryologique
restait a identifier.

Francoise Dieterlen et Claude Mar-
tin, dans le laboratoire, ont réalisé une
expérience ingénieuse destinée a explo-
rer la capacité des cellules produites
par le sac vitellin — site de production
des premiéres cellules san-
guines — a coloniser la
moelle osseuse, la rate, le
thymus et la bourse de
Fabricius.

Lorsque la distinction
entre I’embryon propre-
ment dit et ses annexes vitel-
lines est établie, F. Dieterlen
et C. Martin remplacent le
territoire embryonnaire du
poulet par I’équivalent pro-
venant de la caille. Un
embryon de caille se déve-
loppe donc dans un ceuf
de poule et en association
avec un sac vitellin de pou-
let (voir la figure 6). L’expé-
rience a montré que les
organes hématopoiétiques
de cet embryon sont entié-
rement colonisés par des
cellules souches de caille qui
proviennent de I’'embryon
lui-méme, et non de son sac
vitellin.

La source des cellules
souches sanguines qui

fonctionnement est transitoire et qui
sontassociés al’aorte ventrale. Durant
cette période, des cellules souches
hématopoiétiques totipotentes sont
produites par ces Tlots et pénétrent dans
les organes qui produiront les cel-
lules sanguines. Nous avons montré
gue le thymus ne recoit ces précurseurs
gue pendant de courtes périodes sépa-
rées par des intervalles ou I'organe n’est
plus «réceptif». Au contraire, dans le
cas de la bourse de Fabricius, les pré-
curseurs pénetrent en une seule vague
qui dure de cing a six jours, au cours
de I'embryogenése.

Des vagues de lymphocytes

Pourquoi les cellules hématopoiétiques
pénetrent-elles dans le thymus par
vagues successives? Selon I’hypothése
la plus plausible, I’épithélium du thy-
mus produit une substance chimio-
tactique a laquelle les cellules souches
du sang circulant sont sensibles. En
effet, quand I’épithélium du thymus
est réceptif aux cellules hématopoié-
tiques, on voitces cellules adhérer aux
parois des vaisseaux sanguins qui

CELLULE PRESENTATRICE
D’ANTIGENES DE CAILLE

b

CELLULE
DE CAILLE

& CELLULE
— PRESENTATRICE
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LYMPHOCYTE T MATURE

assureront le renouvelle-
ment du sang pendant
toute lavie a été récemment
localisée, par I’équipe de
F. Dieterlen, dans des Tlots
mésodermiques dont le
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DE POULET

7.DANS UN THYMUS CHIMERIQUE, des cellules épithéliales de caille coha-
bitent avec des cellules hématopoiétiques de poulet. Des cellules sanguines
de poulet pénétrent par vagues dans le thymus, ou elles se différencient
en thymocytes (en ocre). Les lymphocytes T matures (en vert) quittent le
thymus. lis sont tolérants aux antigénes de caille.

CELLULE
DE THYMUS
& DE POULET

entourent le rudiment thymique, puis
migrer vers lasource présumée de I'at-
tracteur chimique. Ce phénomeéne
d’adhérence des cellules circulantes
aux parois vasculaires a été retrouvé
chez I’adulte dans les sites d’inflam-
mation. Les cellules de défense de I'or-
ganisme adherent aux cellules de
I’endothélium vasculaire avant de
pénétrer dans les tissus.

Des expériences réalisées in vitro par
Jean-Paul Thiery et son équipe (main-
tenant a I'Institut Curie) ont confirmé
gue I’ébauche thymique embryonnaire
exerce un effet chimiotactique vis-a-vis
de ces cellules, aux stades ou elle est
normalement colonisée par les pré-
curseurs hématopoiétiques.

La périodicité de la colonisation
du thymus n’est pas spécifique des
embryons d’oiseaux. Francine Jotereau,
a I’'Université de Nantes, a montré
gu’elle existe aussi chez I’'embryon de
souris. Enfin, le caractere cyclique de
Iactivité du thymus a été démontré chez
certains reptiles hibernants par Rachika
El Ridi, a I'Université du Caire. Chez
ces reptiles, le thymus se vide totale-
ment de ses lymphocytes pendant I’hi-
ver, une période au cours de
laquelle les animaux sont
immunodéficients. Au prin-
temps, ilsdeviennenta nou-
veau capables de produire
desanticorps et de rejeter les
greffes : leur thymus a été
recolonisé par des cellules
hématopoiétiques qui se dif-
férencient en lymphocytes
et en cellules dendritiques
médullaires. Chaque
année, laméme alternance
de phase d’immunodéfi-
cience et d’immunocom-
pétence se reproduit.

Les chimeéres caille-pou-
let ont permis d’analyser la
destinée des lympho-
cytes engendreés par chaque
vague de cellules hémato-
poiétiques arrivant dans le
thymus. Les cellules de la
premiére vague colonisent
I’ébauche épithéliale thy-
mique. Les interactions entre
cellules hématopoiétiques et
épithélium thymique mode-
lent I’architecture de la
glande adulte, qui est pour-
vue d’un «cortex» riche en
lymphocytes, lesquels se
multiplient activement et
acquierent les caractéris-
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8. L'AILE GREFFEE de caille (en marron) est tolérée chez le poussin. Chez le poulet, elle est

généralement rejetée au bout de quelques semaines (en bas a droite). Elle est tolérée chez le
poulet adulte (au centre) a condition que I’ébauche embryonnaire du thymus de caille ait été
greffée sur I’embryon de poulet en méme temps que les cellules qui donneront I’aile. Dans ces
conditions, les lymphocytes de poulet qui pourraient réagir contre les antigénes de caille sont
soit éliminés au cours de ’embryogenése, soit muselés par des lymphocytes T régulateurs.

tiques moléculaires et cellulaires des
lymphocytes T.

Au centre de laglande, la «médulla»
contient des lymphocytes T matures
préts a étre exportés dans le sang et vers
les organes lymphoides périphériques.
Chaque lymphocyte T mature est
pourvu d’un récepteur capable de
distinguer les déterminants du soi, c’est-
a-dire les molécules du complexe
majeur d’histocompatibilité. Ces molé-
cules, associées a des peptides produits
par les cellules, présentent a la surface
cellulaire des complexes moléculaires
spécifiques de chaque individu.

Normalement, les lymphocytes T
qui quittent le thymus ne réagissent pas
contre le soi, c’est-a-dire qu’ils ne sont
pas activés en cellules tueuses ou en
lymphocytes T auxiliaires par les anti-
génesdu soi. Enfait, les lymphocytes T
qui portent des récepteurs susceptibles
de reconnaitre des antigenes du soi avec
une haute affinité sont éliminés au cours
de leur maturation dans le thymus. Les
cellules dendritiques de lamédullathy-
mique jouent ainsi le réle d’un «filtre»
vis-a-vis des lymphocytes T capables
de reconnaitre le soi.

Les chimeres caille-poulet ont
fourni un modéle expérimental pour
explorer le réle de I'épithélium thy-
mique dans les mécanismes de tolé-
rance vis-a-vis du soi. Quand on
substitue I'épithélium des ébauches
thymiques de caille a I’épithélium cor-
respondant de poulet, le thymus
obtenu est chimérique : les éléments
épithéliaux proviennent d’une espéce
(lacaille), tandis que les lymphocytes

et les cellules dendritiques provien-
nent de I’hdte (le poulet). Les lym-
phocytes de poulet qui se différencient
dans ce contexte rejettent-ils une greffe
provenant du méme embryon de caille
que I’épithélium thymique? Pour le
savoir, nous avons transplanté des
bourgeons d’ailes d’un embryon de
caille de quatre jours sur un embryon
de poulet du méme &age. La greffe se
développe normalement chez I'em-
bryon qui n’a pas encore la capacité
de distinguer le soi du non-soi, mais
elle est rapidement rejetée dans le mois
qui suit la naissance, lorsque le sys-
téme immunitaire de I’h6te devient
fonctionnel. Ainsi, I'exposition du sys-
téme immunitaire immature d’un
embryon précoce a des tissus étran-
gers ne garantit pas la reconnaissance
du tissu étranger comme faisant par-
tie du soi (du moins dans les associa-
tions entre espéces différentes).

Sile pouletayant regu la greffe d’'un
bourgeon d’aile de caille a regu en
méme temps celle des bourgeons thy-
miques épithéliaux du méme donneur,
I’aile de caille échappe au rejet et est
définitivement tolérée. De plus, nous
avons montré que la reconnaissance
permanente des tissus de caille comme
éléments du soi ne nécessite pas le rem-
placement complet du thymus du pou-
let par celui de la caille : il suffitqu’un
tiers du thymus contienne des cellules
épithéliales de caille pour que l'aile
greffée soit tolérée durant toute la vie
de la chimére.

Le dogme dominant pour expli-
quer la tolérance vis-a-vis du soi est

dérivé de I’hypothése de la sélection
clonale proposée dans les années 1950
par les immunologistes McFarlane
Burnet et Joshua Lederberg : la spéci-
ficité de reconnaissance moléculaire
qui caractérise chaque lymphocyte T
provient du réarrangement au hasard
des génes codant son récepteur spé-
cifique. Parmi la multitude de molé-
cules produites par ces combinaisons
géniques, certaines sont potentielle-
ment dangereuses, car elles produi-
sent des récepteurs reconnaissant les
antigénes du soi. Les lymphocytes por-
tant des récepteurs autoréactifs sont
éliminés dans le thymus. On peut donc
proposer que les lymphocytes de pou-
let qui se sont développés au contact
de I’épithélium thymique de caille sont
rendus tolérants par un mécanisme
d’élimination.

Ceci pourtant n’explique pas la
totalité des résultats obtenus dans nos
expériences. L’hypothése que nous
proposons est que les lymphocytes anti-
caille venant de ces lobes thymiques
sont maintenus dans un état de non-
réponse vis-a-vis de la caille par des
lymphocytes «régulateurs» produits,
au contact de I’épithélium thymique de
caille, dans les régions chimériques
duthymus. Ainsi, latolérance vis-a-vis
du soi serait régie, en partie seulement,
par un phénomene passif d’élimina-
tion des clones autoréactifs. A cela
s’ajouterait un second mécanisme, actif :
tous les clones autoréactifs n’étant
pas détruits dans le thymus, un méca-
nisme de sécurité résultant de la sélec-
tion de lymphocytes T régulateurs
compléterait la sélection clonale.
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