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Résumé

Les mastocytes sont capables de libérer, apres activation, de nombreux médiateurs contenus dans des granules cytoplasmiques ou synthétisés
de novo (médiateurs lipidiques, cytokines, chimiokines, facteurs de croissance). Si ces cellules sont impliquées de maniére importante dans les
réactions d’hypersensibilité de type I (principalement de par la libération de leur contenu granulaire), elles jouent un grand nombre de rdles
positifs dans 1’organisation de la réponse immunitaire et dans la réparation tissulaire constitutive de la réaction inflammatoire. Des approches
thérapeutiques nouvelles en allergologie ciblant de maniere sélective la dégranulation mastocytaire pourraient permettre de maintenir des fonctions
physiologiques essentielles de ces cellules tout en enrichissant la pharmacopée antiallergie. Nous avons identifié la Phospholipid Scramblase 1
(PLSCR1) comme un amplificateur des signaux d’activation responsables de la dégranulation mastocytaire induite par agrégation du récepteur
aux immunoglobulines E. Nous faisons ici le point sur nos connaissances relatives au role de la redistribution des phospholipides membranaires
(scrambling) et de la Phospholipid Scramblase 1 dans les mastocytes activés.
© 2017 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.
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Abstract

Following activation, mast cells can release an array of mediators stored in their cytoplasmic granules or synthesized de novo (lipid mediators,
cytokines, chemokines, growth factors). While these cells are critically involved in type I hypersensitivity reactions (mainly through the release of
their granule content), they also play a number of positive roles in organizing the immune response and in tissue repair constitutive of the inflammatory
reaction. New therapeutic approaches in allergology selectively targeting mast-cell degranulation could enable the essential physiologic functions
of these cells to be maintained while expanding available antiallergy therapeutic options. We have identified phospholipid scramblase 1 (PLSCR1)
as an amplifier of mast-cell degranulation induced by immunoglobulin E receptor aggregation. Herein, we review current knowledge on the role
of membrane phospholipid scrambling and of phospholipid scramblase 1 in activated mast cells.
© 2017 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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1. Introduction de type 1, ce rdle a considérablement détourné, pendant de
longues années, 1’attention des chercheurs des autres fonctions

S’il est bien établi que les mastocytes jouent un role de  physiologiques du mastocyte qui expliqueraient son maintien
premier plan dans les réactions d’hypersensibilit€ immédiate  par la sélection naturelle dans une trés large partie du régne
animal. On trouve, en effet, des mastocytes chez tous les mam-

miferes chez lesquels ils présentent les mémes caractéristiques :
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cytoplasmiques contenant de 1’histamine, des protéases, des
cytokines et des facteurs de croissance, et exprimant a leur sur-
face le récepteur de haute affinité pour I'IgE (RFcel) ainsi que le
récepteur pour le Stem Cell Factor (c-KIT). On trouve également
des cellules tres apparentées aux mastocytes chez les poissons,
les amphibiens, les reptiles et les oiseaux ainsi que chez certaines
classes d’invertébrés [1-3]. Les mastocytes doivent donc jouer
des rdles physiologiques importants au-dela de leur implication
dans les réactions allergiques. Un premier rdle identifié¢ il y a
plus de 40 ans est leur participation a la défense antiparasitaire
[4-9]. Des roles nouveaux ont été démontrés plus récemment
qui incluent la protection contre les venins et toxines [8,10],
la défense antibactérienne [11,12], antivirale [13] et antifon-
gique [14], la modulation du systéme immunitaire aussi bien
inné qu’acquis [15-18] et la capacité a participer a la réparation
des tissus 1ésés [ 19,20]. Ces différentes fonctions des mastocytes
sont permises par le large éventail de récepteurs qu’ils expriment
(récepteurs aux immunoglobulines, aux facteurs du complé-
ment, aux agents infectieux, aux composés cationiques. . .) [21],
parlarichesse et la puissance des médiateurs qu’ils sont capables
de libérer apres stimulation (substances vasoactives et facteurs
angiogéniques, protéases, métabolites de I’acide arachidonique,
chimiokines et cytokines, facteurs de croissance, constituants
de la matrice extracellulaire. ..) [22] et par leur localisation a
I’interface entre environnement et milieu intérieur (muqueuses,
peau) [20,23,24] ainsi que le long des vaisseaux sanguins [25].
Les roles tres divers, pléiotropiques, que jouent ainsi les mas-
tocytes doivent donc étre pris en compte dans les stratégies
thérapeutiques ciblant ces cellules dans les traitements antial-
lergie. Il peut ainsi paraitre judicieux dans ces cas de ne pas
« anergiser » complétement les mastocytes mais de moduler
sélectivement certaines de leurs réponses, notamment la libé-
ration de leur contenu granulaire (qui inclut I’histamine dont
I’importance dans les réactions allergiques est bien connue),
pour permettre ainsi aux mastocytes de maintenir leurs autres
fonctions physiologiques.

Les voies de signalisation activées apres agrégation du RFcel
par le couple IgE—allergene sont complexes et multiples. Elles
impliquent de trés nombreuses protéines (kinases, phospha-
tases, canaux ioniques, phospholipases, molécules adaptatrices,
protéines SNARES, facteurs de transcription), des seconds mes-
sagers (AMP cyclique, calcium...), des phospholipides telle
la sphingosine-1-phosphate et divers compartiments cellulaires
(membrane, cytosquelette, noyau) permettant d’organiser dans
I’espace et le temps la propagation et la spécialisation du
signal [26]. Dépendant des conséquences observables de leur
absence, on peut identifier deux grandes classes de molécules
constitutives de ces voies : celles dont I’absence résulte en
une interruption des voies de signalisation, et celles dont le
role majeur est de moduler (soit en les amplifiant, soit en les
contenant) ces voies de signalisation. Des exemples de la pre-
miere classe sont donnés par la tyrosine kinase SYK [27,28].
La deuxieme classe peut elle-méme étre divisée en deux sous-
classes : les effecteurs moléculaires modulant 1’ensemble des
réponses (des exemples sont donnés par LAT [29] et SHIP-1
[30]) et ceux modulant sélectivement une voie. Un exemple de
cette derniere est donné par la PLC-B3 qui module sélective-

ment la production de cytokines sans altérer la dégranulation
mastocytaire [31]. Nous avons identifié un nouveau modulateur
sélectif de la dégranulation des mastocytes : la Phospholipid
Scramblase 1 (PLSCR1).

2. Scrambling des phospholipides membranaires et
mastocytes

La PLSCRI est une protéine ubiquitaire et membranaire
de type 2 de 36kDa qui a été identifiée initialement comme
capable de promouvoir la redistribution bidirectionnelle des
phospholipides entre les deux feuillets d’une bicouche lipi-
dique (« scrambling ») dans des protéoliposomes reconstitués
[32,33]. Au repos, les deux feuillets de la membrane plas-
mique sont composés de phospholipides différents : le feuillet
interne est enrichi en aminophospholipides tels que la phos-
patidylsérine (PS) et la phosphatidyléthanolamine (PE) et en
phosphatidylinositol (PI), alors que le feuillet externe est enri-
chi en phosphatidylcholine (PC) et en sphingomyéline (SM).
Cette différence de composition est maintenue par 1’action
combinée de translocases (flippases et floppases) qui assurent
le transport unidirectionnel des phospholipides membranaires
entre les deux feuillets membranaires [34]. En cas d’apoptose
ou d’activation cellulaire, un scrambling est rapidement activé
par 'augmentation de calcium intracellulaire qui aboutit a
une annulation de cette différence de composition et donc a
I’externalisation des PS et PE a la surface de la cellule [35].
Ces phospholipides activent alors la cascade de coagulation
(dans le cas de plaquettes sanguines activées, par exemple)
ou deviennent des signaux de reconnaissance pour les phago-
cytes leur permettant d’éliminer les corps apoptotiques [35]. De
maniere intéressante, les mastocytes activés expriment transitoi-
rement les PS a leur surface sans pour autant entrer en apoptose
[36,37]. Lerole de cette externalisation des PS par les mastocytes
activés n’est pas encore clairement identifié. En effet, utilisant
divers modeles de mastocytes (mastocytes dérivés en culture de
moelle osseuse de souris [BMMC], mastocytes obtenus de la
cavité péritonéale de rat [RPMC] ou lignée de rat RBL-2H3),
une étude ultérieure a démontré que les mastocytes activés par
une lectine (la concanavaline A), par E. coli, ou par agrégation de
Thy-1.1 (une protéine avec un ancrage glycosylphosphatidyli-
nositol) présentent une externalisation significative des PS mais
en absence de dégranulation (et d’apoptose) de ces cellules [38]
alors que I’activation des mastocytes par le pervanadate induit
une dégranulation sans externalisation des PS [39]. Tout ceci
suggere que, dans les mastocytes, le scrambling pourrait jouer
un autre rdle que de réguler la dégranulation.

Il faut néanmoins noter que 1’externalisation des PS induite
par agrégation du RFcel et celle induite par agrégation de
Thy-1.1 ne semblent pas suivre pas la méme voie de signali-
sation [38]. En effet, alors que la premiere est amplifiée par
la déplétion de cholestérol membranaire ou par le blocage du
cytosquelette, ces deux traitements bloquent la deuxieme. De
plus, la cinétique est transitoire pour la premiere et soutenue
pour la deuxieme. Ces données suggerent des fonctions diffé-
rentes pour I’externalisation des PS selon le mode d’activation
des mastocytes.
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Une de ces fonctions pourrait étre d’assurer une endocy-
tose compensatoire apres dégranulation tel qu’il a été suggéré
récemment dans les cellules chromaffines [40]. En effet, la
dégranulation aboutit a une augmentation considérable de la
surface cellulaire suite a la fusion des membranes des granules
avec la membrane plasmique, menagant par la I’homéostasie
cellulaire. Ceci est rééquilibré rapidement apres dégranulation
par une recapture de ces membranes par voie d’endocytose
compensatoire [41,42]. Des études restent a entreprendre pour
déterminer si le scrambling est impliqué dans ce mécanisme
dans les mastocytes activés.

3. Phosphorylation sur tyrosine de la PLSCR1 dans les
mastocytes activés

L’implication de la PLSCR1 dans I’activation des mastocytes
était suggérée par I’externalisation des PS constitutive de cette
activation et par la phosphorylation de la PLSCRI1 que nous
avions décrite apres agrégation du RFcel [43]. Dans les mas-
tocytes, alors que nous recherchions de nouveaux effecteurs
des signaux d’activation cellulaire phosphorylés sur tyrosine
apres agrégation du RFcel dans la lignée de mastocytes de
rat RBL-2H3, nous avons identifié la PLSCR1 et observé que
sa forme phosphorylée (mais pas sa forme non phosphorylée)
correspond a des especes moléculaires hétérogenes entre 37 et
42 kDa [43], des données confirmées par d’autres [39]. Comme
la PLSCRI1 n’est pas glycosylée, cela suggere qu’elle est phos-
phorylée sur de nombreux résidus apres activation cellulaire.
Une hétérogénéité comparable est observée dans les BMMC de
souris apres activation via le RFcel [44], démontrant que cette
phosphorylation ne résultait pas du caractére tumoral de lalignée
RBL-2H3 initialement utilisée. Il apparait par ailleurs que seule
une infime proportion du pool de PLSCR1 est phosphorylée
dans les mastocytes [43], suggérant un contrdle fin et ciblé et
que le restant de ce pool est impliqué dans d’autres signalisa-
tions que celle du RFcel. La voie de signalisation responsable
de cette phosphorylation a été en grande partie identifiée. Ainsi,
nous avons montré que la PLSCR1 est phosphorylée sur tyrosine
apres agrégation du récepteur aux IgA (CD89, associé ala chalne
FcRy qu’il partage avec le RFcel) transfecté dans la lignée
RBL-2H3, mais pas apres agrégation de ce récepteur lorsqu’il
porte une mutation permettant son expression en absence de la
chaine FcRy, suggérant que cette chaine est essentielle pour les
signaux menant a la phosphorylation de la PLSCR1 [44]. Ces
données montrent également que tous les récepteurs associés
a la chaine FcRvy sont potentiellement capables de mobiliser
la PLSCRI1. En aval de la chaine FcRyvy, les tyrosine kinases
de la famille SRC que sont Lyn et Fyn sont activées. En sui-
vant les étapes des voies de signalisation du RFcel, aucune
phosphorylation de la PLSCR1 sur tyrosine n’est observée en
absence de Lyn (dans des BMMC Lyn—/—) ou en présence
de Lyn déficiente en activité kinase, démontrant que 1’activité
kinase de Lyn est nécessaire pour cette phosphorylation [44].
A T’inverse, la phosphorylation de la PLSCR1 induite par agré-
gation du RFcel est augmentée en absence de Fyn (dans des
BMMC Fyn—/—). Cette augmentation n’est pas due a I’entrée
en jeu d’une autre tyrosine kinase que Lyn puisqu’aucune phos-

phorylation de la PLSCR1 n’est observée en double absence
de Lyn et de Fyn [44]. Par ailleurs, la PLSCRI1 est colocalisée
avec Lyn dans les radeaux lipidiques (rafts) de la membrane
plasmique et est co-immunoprécipitée avec cette kinase mais
pas avec d’autres protéines de rafts telles que LAT, signant
ainsi une spécificité d’interaction [45]. De maniere intéressante,
cette interaction entre la PLSCR1 et Lyn n’est pas affectée par
I’absence de Fyn [44]. L’ensemble de ces résultats démontre
que la PLSCRI1 est un carrefour des deux grandes voies de
signalisation du RFcel initiées chacune par une de ces tyro-
sine kinases de la famille SRC. En absence de la tyrosine kinase
Syk, qui se trouve en aval des tyrosine kinases de la famille SRC
dans les voies de signalisation du RFcel, aucune phosphoryla-
tion de la PLSCR1 n’est induite par I’agrégation du RFcel [44].
Tout comme Lyn, Syk est co-immunoprécipité avec la PLSCR1
[45], suggérant que c’est Syk et non pas Lyn qui est respon-
sable de la phosphorylation de la PLSCR1. Plus en aval dans
les voies de signalisation, la mobilisation calcique module for-
tement la phosphorylation de la PLSCR1 puisque I’activation
des mastocytes en absence de calcium (et en absence de mobi-
lisation calcique) induit une phosphorylation significative de la
PLSCR1 mais qui est considérablement réduite par comparai-
son a celle observée dans des mastocytes activés en présence de
calcium [44]. Enfin, I’influx calcique induit par un ionophore
calcique induit une phosphorylation sur tyrosine de la PLSCR1
[39.46].

La phosphorylation de la PLSCRI1 est donc controlée de
maniere complexe au moins a trois niveaux dans les masto-
cytes activés. Lyn et Syk induisent cette phosphorylation de
maniere a la fois directe et précoce (favorisée par leur asso-
ciation physique avec la PLSCRI1) et indirecte et plus tardive
de par leur contréle de la mobilisation calcique. On ne sait
pas encore clairement, a ’heure actuelle, si I’influx calcique
induit une phosphorylation sur des résidus tyrosine additionnels
des PLSCR1 déja mobilisées ou sur des molécules addition-
nelles de PLSCRI1. Un troisieéme point de contrdle est Fyn qui
régule négativement cette phosphorylation d’une maniere qui
reste encore obscure. Il est a noter néanmoins que Lyn et Fyn sont
des kinases dont I’activité influe I’activation des mastocytes de
maniere opposée [47,48]. La PLSCR1 pourrait étre un des carre-
fours ou les voies de signalisation initiées par ces deux kinases se
croisent.

4. Fonctions de la PLSCR1

L’implication de la PLSCRI dans la redistribution des
phospholipides membranaires observée lors de 1’activation des
mastocytes a d’abord été étudiée par I’équipe de Petr Draber a
Prague en recherchant une corrélation entre cette redistribution
etla phosphorylation sur tyrosine de la PLSCR1 [39]. Dans cette
étude, la distribution de la PLSCR1 au sein de la membrane
plasmique ne semble pas modulée par I’agrégation du RFcel.
L’externalisation des PS suivant I’agrégation de Thy-1 n’est
pas accompagnée par la phosphorylation de la PLSCRI1 alors
qu’inversement, la phosphorylation de la PLSCR1 induite par
le pervanadate n’est pas accompagnée d’externalisation des PS
(mais est accompagnée de dégranulation). Un inhibiteur de la
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polymérisation de 1’actine, la latrunculine B, augmente signi-
ficativement 1’externalisation des PS des mastocytes induite
par agrégation du RFcel mais sans que la phosphorylation de
la PLSCRI ne soit augmentée dans les mémes proportions.
L’ensemble de ces données montre une absence de corrélation
entre la phosphorylation de la PLSCRI1 et I’externalisation des
PS dans les mastocytes activés suggérant que la PLSCR 1 module
une autre réponse mastocytaire [39].

Le rdle de la PLSCRI1 en tant qu’enzyme responsable du
scrambling (tel que démontré in vitro dans des protéolipo-
somes reconstitués [32]) a été questionné apres 1’établissement
de souris KO pour la PLSCR1 qui ne présentent aucun défaut
observable de leur capacité a redistribuer leurs phospholipides
dans les plaquettes sanguines [49]. Ultérieurement, d’autres pro-
téines capables de réaliser cette fonction ont été décrites. Le
canal ionique TMEM16F est responsable du scrambling induit
par élévation du calcium intracellulaire et est retrouvé muté dans
une maladie rare, le syndrome de Scott, ou les plaquettes se
montrent incapables d’externaliser les PS et donc incapables
d’initier la cascade de la coagulation sanguine [50]. Ultérieure-
ment, d’autres membres de la famille TMEM16 (TMEM16-C,
-D, -G, -J [51]) ont été démontrés comme capables, eux aussi,
de redistribuer les phospholipides membranaires. La protéine
Xkr8, elle, est activée par son clivage par les caspases 3 et 7 et
induit alors un scrambling lors de I’apoptose [52]. L’implication
de la PLSCRI1 dans le scrambling en conditions physiologiques
semble donc, au mieux, limitée a des situations particulieres
qu’il reste a définir.

LaPLSCRI joue d’autres rles, nombreux, qui ont été décrits
ces dernieres années. La PLSCRI régule ainsi la proliféra-
tion, la différenciation cellulaire et 1’apoptose [49,53-59], le
développement tumoral [54—64], I’immunité antivirale [65-72]
et antibactérienne [73,74], et les signaux d’activation cellu-
laire induits par des facteurs de croissance comme I’EGF
[75,76], le SCF et le G-CSF [49,53] ainsi que par le RFcel
[43,45]. La PLSCRI agit a la membrane plasmique lorsqu’elle
est palmitoylée, mais aussi dans le noyau lorsqu’elle n’est
pas palmitoylée [77]. Elle peut alors jouer un rdle de fac-
teur de transcription pour certains genes comme celui du
récepteur de I’inositol 1,4,5-triphosphate [78]. Sa forme mem-
branaire présente un court domaine extracellulaire et I’essentiel
de la protéine est intracytoplasmique [79]. Néanmoins, la
PLSCRI1 elle-méme peut étre externalisée lors de 1’apoptose
facilitant ainsi I’externalisation d’une protéase des neutrophiles
(1aPR3) tel qu’observé dans la maladie de Wegener [80]. Enfin,
la PLSCR1 peut étre secrétée dans la peau ou elle interagit
avec des protéines de la matrice extracellulaire [81]. Les fonc-
tions de la PLSCRI1 apparaissent donc multiples puisqu’elle
peut agir a de nombreux niveaux : extracellulaire, membra-
naire, cytosolique (en modulant les effecteurs de signalisation) et
nucléaire.

Si rien ne permet de confirmer actuellement que la
PLSCRI joue un réle majeur dans I’externalisation des PS dans
les mastocytes activés, il reste que la richesse des mécanismes
de régulation de sa phosphorylation apres agrégation du RFcel
suggere qu’elle joue un rdle important dans les signaux initiés
par ce récepteur. C’est ce rdle que nous avons recherché.

5. La PLSCR1 amplifie la dégranulation des mastocytes
activés

Pour analyser le role de 1a PLSCR1 dans les mastocytes acti-
vés, nous avons dans un premier temps suivi une approche par
shRNA qui nous a permis de diminuer significativement (> 90 %)
I’expression de la PLSCR1 dans la lignée RBL-2H3 [45]. Les
mastocytes « knock-down » (KD) pour la PLSCR1 ont démontré
une capacité fortement réduite a dégranuler suite a 1’agrégation
du RFcel, quelles que soient les doses d’antigene et quel que
soit le temps de stimulation. De maniere intéressante, ni la pro-
duction de la chimiokine MCP-1 ni celle des dérivés de I’acide
arachidonique (leucotriene B4 et prostaglandine D2) n’ont été
affectées dans les mastocytes PLSCR1-KD, démontrant une
sélectivité d’action de la PLSCRI1 sur les signaux menant a la
dégranulation [45]. L’analyse des voies de signalisation affec-
tées arévélé que la PLSCR1 module sélectivement la voie initiée
par Lyn et Syk liant la phosphorylation de LAT, la phospho-
rylation de la PLC-y1 et la mobilisation calcique mais pas la
phosphorylation de ERK ni de Akt qui appartiennent a une autre
voie de signalisation [45]. Cela montre que la PLSCR1 module
la voie qui est responsable de sa phosphorylation. Néanmoins,
I’activité de Lyn, en amont de cette voie, ne semble pas affec-
tée, suggérant que la PLSCR1 module, en aval de Lyn mais en
amont de LAT, la tyrosine kinase Syk. Ainsi apparait la pos-
sibilité, qui doit encore étre vérifiée, que la PLSCR1 module
P’activité de la kinase responsable de sa phosphorylation dans
les mastocytes activés, la tyrosine kinase Syk. Un tel parte-
nariat a été démontré dans le signal initié par le récepteur a
I’EGF ou la PLSCRI1 est phosphorylée par la tyrosine kinase
Src et ou en retour la PLSCR1 amplifie 1’activation de cette
kinase par le récepteur a I’EGF [75], jetant un éclairage intéres-
sant sur un mode d’action potentiel de la PLSCR1 qui, dans
les mastocytes, pourrait s’appliquer au partenariat PLSCRI1-
Syk.

Dans un deuxieme temps, nous avons confirmé cette capacité
a amplifier la dégranulation des mastocytes dans des BMMC
de souris Plscrl™~ et dans des mastocytes dérivés de cavité
péritonéale de ces souris [82] démontrant ainsi que nos pre-
mieres observations n’étaient pas dues au caractere tumoral de la
lignée RBL-2H3. De méme, des tests in vivo d’anaphylaxie sys-
témique passive ont confirmé cette capacité de la PLSCR1 dans
un contexte physiopathologique ou interviennent des mastocytes
tissulaires. Ainsi, la chute de température corporelle induite par
activation antigénique dans ce modele d’activation mastocytaire
est plus faible dans les souris Plscrl ™~ que dans les souris
de génotype sauvage. De méme, la quantité d’histamine libé-
rée dans le sérum des souris Plscrl ™~ est plus faible [82].
Cet ensemble de données montre que la PLSCRI joue un
role de modulation (d’amplification) de la signalisation menant
de I’agrégation du RFcel a la dégranulation des mastocytes.
D’autres réponses mastocytaires sont modulées par la PLSCRI1.
Ainsi, comme le laissaient présager des données publiées mon-
trant que la réponse au SCF est altérée par 1’absence de PLSCR1
[49], nous avons observé que la prolifération des mastocytes en
réponse au SCF in vitro est considérablement réduite (M. Ben-
hamou, résultats non publiés).
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La PLSCRI1 pourrait donc représenter une nouvelle cible
thérapeutique dans les maladies allergiques et dans les masto-
cytoses, un objectif renforcé par notre observation récente de
sa phosphorylation sur tyrosine dans une lignée de mastocytes
humains activés (la lignée ROSA ; M. Benhamou, P. Karasu
et M. Arock, résultats non publiés). Le ciblage de la dégranu-
lation mastocytaire en visant la PLSCRI1 pourrait représenter
une arme supplémentaire dans 1’arsenal thérapeutique permet-
tant de prévenir et/ou guérir les maladies allergiques sans altérer
les autres fonctions importantes que joue le mastocyte en phy-
siologie. C’est 1a un nouveau champ de recherche auquel nous
nous attelons.
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