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RESUME

5 mg de geldanamycine, un inhibiteur de la
protéine de choc thermique HSP86 qui s’exprime
dans les cellules germinales, ont été administrés
a des souris gestantes de 8 jours. A 17 jours de
gestation, les embryons ont été prélevés, et une
analyse quantitative du nombre de cellules
immunoréactives a la HSP86 dans les gonades a
été réalisée, en comparaison a des embryons
témoins.

D’abord, on constate que le nhombre moyen de
cellules germinales est plus bas chez les
embryons maéles que chez les embryons femelles,
aussi bien chez les embryons témoins que chez
les spécimens expérimentaux.

L’examen externe des embryons ne montre
aucune différence entre les deux populations. Les
embryons soumis a la geldanamycine montrent
une diminution significative du nombre de
cellules germinales immunoréactives. Chez deux
embryons, nous avons observé un amas de
cellules immunoréactives dans la région
pelvienne.

Il en est conclu que la geldanamycine inhibe
vraisemblablement la migration des cellules
germinales, et que cette inhibition donne parfois
lieu a la formation de groupes ectopiques de
cellules évoquant des tératomes.
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ABSTRACT

5 mg of Geldanamycin, an inhibitor of stress
protein HSP86 which express on mammalian
germ cells, weres administered to E8 pregnant
mice. E17 embryos were removed, and a quanti-
tative analysis of HSP90-immunoreactive cells in
the gonad was performed, in comparison to
control embryos.

First, we observed that the number of germ cells
is lower in male than in female embryos, as well
in control and experimental embryos.

External features of experimental and control
embryos did not display any difference. Embryos
exposed to geldanamycin exhibit a significant
decrease of immunoreactive germ cells. In two
embryos, we observed a group of ectopic
immunoreactive cells in the pelvic area.

We conclude that geldanamycin inhibits germ
cells migration, and suggest that this inhibition
can lead to ectopic germ cell populations, similar
to teratomas.
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INTRODUCTION

Les protéines de choc thermique (heat shock
proteins, HSP) sont exprimées ou surexprimées en
réponse a divers stress, dont I’hyperthermie’?2 et
permettent aux cellules de survivre dans des conditions
d’environnement défavorables, en prévenant la
dénaturation des protéines. Ce sont des protéines
hautement conservées présentes dans les organismes
depuis les bactéries jusqu’a I’homme. Dans des
conditions normales, les HSP agissent comme des
“ chaperones ”, qui reconnaissent et stabilisent leurs
protéines cibles. La famille de protéines de choc
thermique HSP90, hautement conservée au cours de
I’évolution, constitue le groupe de protéines de choc le
plus abondant dans des conditions d’absence de stress.
Elle est présente autant chez les procaryotes que chez
les eucaryotes. Toutefois, les propriétés spécifiques de
ces protéines ont surtout été démontrées chez les
eucaryotes “ avancés ". En général, les HSP90 sont
associées a d’autres protéines, comme des récepteurs
aux stéroides, I'actine, la tubuline, ou des kinases.
Cependant, par rapport aux autres familles de protéines
de choc thermique, les HSP90 présentent des fonctions
particulieres au cours du développement et de la
croissance, car leurs cibles habituelles sont des
transducteurs de signal, des régulateurs du cycle
cellulaire et des régulateurs du développement®. Les
mammiféres expriment de maniére ubiquitaire deux
isoformes cytoplasmiques d’HSP90 appelées HSP86
et HSP84 chez la souris®, et correspondant a HSP90a
(HSP89a) et HSP90B (HSP89f) dans I'espéce
humaine®.

Les séquences protéiques de HSP84 et de
HSP86 sont hautement conservées au cours
de I’évolution, et ont probablement divergé il y a
500 millions d’années, au moment de I'apparition des
vertébréss. Chez la souris comme dans l'espéece
humaine, HSP86 et ses protéines apparentées sont
exprimées en permanence dans la lignée germinale,
depuis la formation initiale des gonocytes sur la paroi
de la vésicule ombilicale™®. De surcroit, les tumeurs
germinales continuent a exprimer cette protéine™. Il a
été suggéré que les membres de la famille HSP90
pourraient exercer une fonction de protection sur les
cellules germinales males™.

La geldanamycine est un antibiotique apparenté
aux benzoquinones produit par Saccharomyces
hygroscopicus. Elle agit comme un inhibiteur de la
HSP86 par fixation sur I'extrémité N-terminale de la
protéine. Elle inhibe la fixation et l'activité de HSP86.
Dans son usage thérapeutique expérimental, elle
potentialise la réponse de certaines tumeurs a
I’irradiation en inactivant ’THSP90'2. Linactivation par la
geldanamycine de I’'HSP83 de la drosophile,
équivalente de I'HSP86, a permis de révéler de
multiples mutations demeurées silencieuses. Il en a été
conclu qu’'HSP83 préserve la drosophile de mutations
pouvant déboucher sur des sauts évolutifs*.

Lobjet du présent travail est d’analyser les
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conséquences de I'administration de geldanamycine a
des embryons de souris pendant la migration des
cellules germinales.

MATERIEL ET METHODES
Préparation des coupes

Des souris femelles NMRI ont été mises en
présence d’'un méle pendant la nuit. Le jour de la
constatation de la présence du bouchon vaginal matinal
a été considéré comme le jour O de la gestation. Les
souris gravides ont été sacrifiées au jour 17 par
élongation cervicale. Les embryons ont été extraits de
l'utérus, observés, dessinés et mesurés a la camera
lucida. 5 embryons témoins et 5 embryons traités ont
été sélectionnés pour une coloration squelettique in
foto au bleu alcian-sulfate d’alizarine.

Les embryons destinés a 'immunohistochimie ont
été fixés pendant 2 heures dans le liquide de Serra
(6 volumes d’éthanol, 2 d’acide acétique, 1 de
formaldéhyde). lIs ont été déshydratés a I'aide d’éthanol
de concentation croissante, puis enrobés dans la
paraffine. Les coupes en paraffine de 5 um ont été
collées sur lame de verre. 18 embryons traités a la
geldanamycine (8 males et 10 femelles, provenant de
3 portées) et 6 embryons témoins (2 males et
4 femelles, provenant de 5 portées) ont été examinés.

Administration de la geldanamycine

Nous basant sur des modéles animaux
antérieurs?, une dose unique de 5 mg a été choisie,
aprés l'observation que le choix initial de 1 mg n’avait
aucun effet significatif. 17 femelles gestantes ont regu
au 8°m jour une dose unique de 5 mg de
geldanamycine en suspension dans I'huile de sésame.
81 embryons issus de méres traitées ont été prélevés,
tandis que 41 embryons témoins ont été prélevés. Le
stade de 8 jours a été choisi car il correspond a la
migration des cellules germinales.

Immunohistochimie

Létude immunohistochimique reposait sur la
méthode avidine-biotine-peroxydase (Vectastain Elite
ABC kit, Vector Laboratories, CA, USA). Les coupes en
paraffine ont été réhydratées a I'aide de concentrations
descendantes d’éthanol préalablement a la coloration.

Lactivité peroxydase endogeéne a été bloquée par
incubation dans du méthanol contenant 0,3 %
d’H,0, pendant 30 minutes. Aprés lavage dans du
PBS 0.01 M, les coupes ont été incubées dans du sérum
de chévre a 10 % en vue de bloquer les sites de fixation
non spécifiques. Cette étape a été suivie par l'incubation
a laide d’'un anticorps spécifique polyclonal de lapin
anti-HSP86 (Affinity BioReagent, Inc., CO, USA) dilué a
1/100 dans le sérum normal de chévre.

Lincubation a duré toute la nuit a température de
laboratoire.



Les coupes ont ensuite été lavées au PBS et
incubées pendant 30 minutes avec un anticorps de
chévre anti-lapin (IgG /HS select, Chemicon, Temecula,
Ca, USA) biotinylé. Aprés rincage au PBS, les coupes
ont été incubées avec le complexe ABC durant
30 minutes. Aprés un nouveau lavage, les coupes ont
été incubées en présence du substrat peroxydase (DAB
substrate kit, Vector Laboratories, CA, USA).
Finalement, les coupes ont été rincées a l'eau,
déshydratées et montées en DPX®.

Les coupes contrGles ont été traitées sans
I’anticorps primaire ; certains contréles ont été effectués
en remplagcant I'anticorps primaire par du sérum de
lapin. Les contrdles positifs ont été considérés comme
satisfaisants dés lors que les fixations tissulaires
spécifiques connues de 'HSP86 furent observées, en
I’'absence de tout marquage non spécifique. De surcroit,
les anticorps utilisés ont déja été validés dans des
publications antérieures®'®. Des coupes alternées ont
été consacrées a I'histochimie “ classique ” (pyronine-
vert de méthyle selon Unna-Brachet®, Giemsa).

Quantification de la fixation

La quantification des cellules germinales HSP86
positives s’est réalisée dans les gonades des embryons
traités et des témoins. Trois coupes adjacentes de
5 pym ont été utilisées. Les quantifications ont été
réalisées sur les gonades gauches et droites. Le stade
choisi était le jour 17. Chaque coupe a été placée sous
une caméra CCD (Higekami). Un boitier (Data
Translation 2871) a envoyé I'image digitalisée vers un
moniteur, pour le contréle visuel, et a 'ordinateur pour
le traitement des données. Les données ont été
analysées grace au programme image color-Windows/
DT. Pour chaque mesure, la moyenne et la déviation
standard a la moyenne ont été établies. Le nombre de
“taches 7, appelés objets, et la surface totale marquée
au sein du champ ont été déterminés par le programme.
Les statistiques ont été réalisées grace au test de Mann
Whitney.

RESULTATS

Lexamen externe des embryons, I'analyse de
leur squelette, ainsi que les mensurations ne permettent
pas d’observer la moindre différence significative entre
les embryons témoins et les traités.

Limmunoréactivité des gonocytes apparait trés
homogeéne et siége dans le cytoplasme, ainsi qu’il avait
été observé dans des travaux antérieurs®.

La comparaison entre le nombre d’objets
marqués dans les gonades gauche et droite chez les
mémes embryons ne montre pas de différence
significative. Les embryons femelles des populations
témoins et expérimentales montrent davantage de
gonocytes positifs que les méles (p = 0.0047 pour la
surface marquée) (figure 1). Chez les embryons
expérimentaux, les gonocytes marqués apparaissent
nettement moins nombreux que chez les témoins
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Figure 1 : Graphique permettant de comparer le nombre de
gonocytes présentant un marquage a caractére
cytoplasmique chez les embryons femelles et males, A : chez
les embryons témoins, B : chez les embryons traités. L'erreur
standard est indiquée.
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Figure 2 : Graphique démontrant la différence entre le nombre
de cellules germinales immunoréactives chez les embryons
témoins (gauche) et traités (droite) ; les deux genres sont
réunis. Le graphique inclut la présentation de I’écart standard
a la moyenne.

Figure 3 : Démonstration d’'une population «normale» de
cellules germinales immunoréactives dans I’ovaire d’un
embryon témoin.

(p = 0.003 pour le nombre d’objets marqués, 0.0047
pour la surface totale), et ceci dans les deux sexes
(figures 2 & 5). D’un point de vue morphologique, les
cellules germinales apparaissaient surtout raréfiées
dans la partie profonde de la gonade (figures 4 et 5).
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Figure 4 : Embryon femelle expérimental. A : réduction du
nombre de cellules immunoréactives dans I'ovaire (se référer
a la quantification de la figure 2) ; B : démonstration d’une
population de cellules immunoréactives ectopiques dans la
région pelvienne ; C : coloration classique a la pyronine-vert
de méthyle de la méme région.
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Figure 5 : A : testicule d’un embryon témoin ; B : testicule
d’un embryon témoin démontrant la présence d’une zone de
raréfaction cellulaire centrale dans la médullaire de la glande,
et s’accompagnant d’une réduction quantitative de cellules
lors du comptage électronique. Echelle : 100 ym.

Les coupes y révélent la présence d’une sorte de tissu
conjonctif non spécifique, assez lache. Chez deux
embryons expérimentaux (un male et une femelle), un
groupe de cellules intensément marquées était visible
sous l'ectoderme de la région pelvienne (figure 4). Ces
cellules présentaient des caractéristiques morpho-
logiques qui les rapprochaient des gonocytes.

DISCUSSION

Des travaux convergents postulent que I'HSP90
peut protéger les espéces contre I'expression de
mutations “ silencieuses "4'4'%, Chez les mammiféres,
la protéine s’exprime de manieére permanente dans la
lignée germinale”®. Chez la drosophile, I'inactivation de
'THSP90 méne a I’expression phénotypique de
mutations cachées*. A l'aide de geldanamycine, un
inhibiteur de I'expression et de I'activation de 'HSP90,
on observe une réduction significative du nombre de

gonocytes HSP86 immunoréactifs dans les gonades
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des embryons de souris, et, dans quelques cas, la
présence de cellules positives ectopiques dans la
région pelvienne, évoquant les tératomes connus en
pathologie humaine, qui peuvent se développer dans
la méme région. Ce type de Iésions est classiquement
considéré comme produit par des cellules germinales
indifférenciées et/ou égarées. Elles peuvent résulter
expérimentalement d’une injection de cellules-souches
chez l'adulte™. Ces cellules-souches peuvent étre
obtenues a partir de la lignée germinale'. De surcroit,
HSP90 s’exprime dans les tumeurs germinales
humaines™®.

Il a été supposé que HSP90 a la capacité
d’assurer la stabilité de la lignée germinale®. Les
présentes données sont en faveur de I’hypothese
qu’elle pourrait également jouer un réle dans leur
migration et leur différenciation. Il appartiendra a
d’autres travaux de vérifier cette hypothése.

Des investigations complémentaires devraient
étre menées, et comporter une analyse quantitative et
séquentielle de la migration des cellules germinales,
aprés administration de geldanamycine a différents
stades, en comparant les résultats obtenus.
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