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> U'intérét des cellules souches ne fait
aucun doute aujourd’hui, d’abord sur
un plan purement fondamental puis en
raison des perspectives thérapeutiques
et financieres que ce domaine suscite.
De nombreuses recherches sont actuel-
lement menées pour tenter de remonter
toujours plus loin dans la hiérarchie des
étapes primitives a 'origine de la diver-
sité cellulaire d’un organisme, avec pour
ambition de se rapprocher au plus prés
de la seule cellule réellement totipo-
tente, le zygote. Néanmoins, plutot que la
totipotentialité, les récentes recherches
nous conduisent aujourd’hui a prendre en
compte la multipotentialité.

Ainsi, trois publications indépendantes
[1-3] ont permis de compléter le modéle
de la différenciation cardiovasculaire
chez ’embryon (Figure 1). Le systéme
cardiovasculaire, le premier systéme a
se mettre en place, associe la différen-
ciation d’un réseau endothélial fonc-
tionnel et la formation du cceur, tous
deux dérivés du feuillet mésodermique.
Toute perturbation dans I'organisation
cellulaire et moléculaire de ce systeme
conduit presque inéluctablement a la
mort de "embryon.

Le coeur se développe a partir de deux
territoires cardiaques issus de deux
populations mésodermiques distinctes
et apparaissant a des stades différents
de "ontogenése [4]. Le premier territoire
émerge du mésoderme splanchnopleural
antérieur et forme le tube cardiaque pri-
mitif, puis contribue, plus tard, au ventri-
cule gauche et a une partie des oreillettes
[4]. Le second territoire cardiaque dérive
du mésoderme pharyngien et donne nais-
sance a I'extrémité artérielle du tube car-
diaque précoce puis au ventricule droit, a
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I'outflow tract et contribue au ventricule
gauche ainsi qu’aux oreillettes [4]. Pré-
cocement, ces deux lignages cardiaques
ségrégent a partir d’'un précurseur com-
mun [5]. Chacune de ces deux popula-
tions mésodermiques se caractérise par
I’expression spécifique de marqueurs, en
particulier les facteurs de transcription
Nkx2.5 pour le premier territoire et Isll
pour le second [4].

Chez la souris, des recherches utilisant
des approches génétiques de tracage
cellulaire ainsi que des cultures clonales
de cellules souches (CS) embryonnaires
ont permis de proposer une filiation
cellulaire depuis les étapes précoces
du développement jusqu’a la différen-
ciation cardiaque terminale [1-3]. Une
cellule progénitrice formant des colonies
cardiovasculaires multipotentes (CV-
CFC) est ainsi mise en évidence. Cette
cellule a la capacité de donner naissance
aux cellules myocardiques, aux cellules
endothéliales (CE), endocarde compris,
et aux cellules musculaires lisses vascu-
laires (CMLV). Il est intéressant de noter
que ce progéniteur qui exprime VEGFR2,
le récepteur 2 au VEGF (vascular endo-
thelial growth factor), s’individualise &
partir d’une population cellulaire qui,
transitoirement, a perdu I’expression
de ce récepteur. En conséquence, ce
progéniteur CV-CFC est différent de la
population cellulaire formant des colo-
nies blastiques VEGFR2* (BL-CFC, blast
colony-forming cell), qui, plus précoce-
ment, s’engage vers la voie hémangio-
blastique pour donner naissance, dans
le sac vitellin, aux CE& VEGFR2" et aux
cellules hématopoiétiques exprimant,
par exemple, le facteur de transcription
SCL/Tal. Lexistence de ces deux progé-

niteurs distincts a potentialité endo-
théliale amene a se poser la question de
la similitude ou de la différence des CE
issues des BL-CFC et des CV-CFC: I'ex-
pression du géne de la neuréguline, un
marqueur endocardique, dans les CV-CFC
mais pas dans les colonies blastiques
hémangioblastiques semble aller dans
le sens d’une différence entre ces deux
populations.

La coexpression de Nkx2.5 et de Isll par
le progéniteur cardiovasculaire multipo-
tent confirme que les lignages cardiaques
primaire et secondaire partagent bien un
ancétre commun. La ségrégation des CMLY,
exprimant I’actine du muscle lisse de type
o (SMA @) se réalise via deux progéni-
teurs bipotents indépendants, le premier
a Porigine des CE et des CMLV, le second
produisant des progéniteurs myocardiques
et des CMLV. Plus tardivement, les progé-
niteurs myocardiques contribuent a la dif-
férenciation cardiaque terminale avec la
mise en place des fibres de Purkinje et des
myocytes auriculaires et ventriculaires,
ces derniers exprimant le gene de la chaine
légere de la myosine de type auriculaire ou
ventriculaire (MLC2a/v). Chacune des éta-
pes de la différenciation cardiovasculaire
s’accompagne de I'allumage et de I'ex-
tinction de marqueurs variés. Parmi eux,
le géne Brachyury, un marqueur du méso-
derme précoce, demeure présent jusqu’au
stade du progéniteur multipotent mais
disparait lorsque la différenciation car-
diovasculaire s’opere; le récepteur c-kit
(dont le ligand est le stem cell factor), un
indicateur du potentiel de développement
dans différents organes, s’exprime plus
longtemps, jusqu’au stade du progéniteur
cardiaque bipotent a I'origine des CMLV et
des myocytes.

Atrticle disponible sur le site http://www.medecinesciences.org ou http://dx.doi.org/10.1051/medsci/20072367568
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Il apparalt donc qu’un ancétre commun
donne naissance aux CE, aux CMLV et au
lignage myocardiague [1, 2]. Ce schéma,
établi essentiellement a partir de résul-
tats d’expériences in vitro, demande
bien évidemment confirmation in vivo,
les approches sur ’embryon étant a mon
sens plus succinctement abordées dans
ces articles. Si ces études ne préjugent en
rien de I’élaboration rapide de protocoles
thérapeutiques applicables a I’adulte,

I’identification d’un progéniteur multipo-
tent pourrait, a plus long terme, permettre
d’obtenir des progéniteurs cardiaques
spécifiques, développés notamment a
partir de clones de CS embryonnaires.
On pourrait alors imaginer de nouvelles
stratégies de régénération des différentes
populations cardiaques endommagées
lors de diverses pathologies.

Ces résultats sont nouveaux, car jus-
qu’a présent, seule I’existence de pro-

géniteurs bipotents donnant naissance
aux CE et aux CMLV musculaires lisses
avait pu étre mise en évidence dans le
systéme cardiovasculaire. Des cellules
€S murines VEGFR2" sont capables de se
différencier en CE et en CMLV lorsqu’el-
les sont injectées dans la circulation
d’un embryon de poulet [6, 7]. In vivo,
chez la souris, le somite produit des
cellules a double potentialité, endo-
théliale et musculaire lisse [8]; chez
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du somite existe in vitro
mais pas in vivo [9]. €n
ce qui concerne I'iden-
tification d’un progéni-
teur commun aux CE et

aux myocytes, des cel-
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Figure 1. Modéle de la spécification mésodermique au cours du développement cardio-vasculaire chez ’embryon.
Au sein de I’épiblaste puis dans le mésoderme au stade de la ligne primitive (LP), comme dans les cultures de cel-
lules souches embryonnaires (CS)/corps embryoides (Co€), des cellules formant des colonies blastiques (BL-CFC)
et exprimant notamment VEGFR?2 se différencient d’abord pour donner naissance aux cellules endothéliales (CE) et
hématopoiétiques (CH) des flots sanguins du sac vitellin via un précurseur bipotent, ’lhémangioblaste. Une jour-
née de culture plus tard ainsi que dans le mésoderme prélévé au stade du prolongement céphalique (PC), se déve-
loppent, au sein d’une population VEGFR2", des cellules progénitrices multipotentes formant des colonies cardio-
vasculaires (CV-CFC) réexprimant & nouveau VEGFR2 : ces cellules donnent naissance & deux types de progéniteurs
bipotents, le premier étant engagé dans la formation de CE et de cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV), le
second dans la ségrégation de CMLV ainsi que dans celle de progéniteurs myocardiques. Les progéniteurs myocar-
diques conduisent a I’élaboration d’un cceur fonctionnel avec les fibres de Purkinje et les myocytes différenciés
auriculaires et ventriculaires. Chaque étape de la spécification mésodermique se caractérise moléculairement par
la présence et ’absence de marqueurs de lignage : la liste présentée sur ce modeéle, non exhaustive, concerne des

génes majeurs cités dans les publications ayant trait & ce sujet [1-3]. Bry : Brachyury ; Méso : mésoderme.
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se différencier en cellules
cardiaques et endothé-
liales [12]. Chez I’oiseau,
si cette capacité a été
mise en évidence in vitro
[13], les études in vivo
n"ont pu la démontrer
[14]. Chez I’adulte, il
semble que les progéni-
teurs endothéliaux cir-
culants humains aient
également la propriété
de se différencier en CE
et en cellules myocardi-
ques [15].

Si I’idée d’isoler la CS
totipotente est sédui-
sante voire fascinante,
tous les travaux que
nous discutons ici mon-
trent surtout qu’un

lignage donné peut
émerger de progéniteurs

multipotents différents
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qui, finalement, donnent naissance
a des types cellulaires proches mais
pas identiques, comme dans le cas
des CE du sac vitellin et de celles
différenciées dans le cceur. A ce titre,
la découverte récente que les Tlots
sanguins du sac vitellin ont une origine
pluriclonale [16, 17] bouscule quelque
peu le dogme de I’hémangioblaste uni-
que produisant toutes les CE et les CH
dans cet organe bien que son existence
a des stades de développement plus
précoces ne soit pas infirmée. Ainsi, a
défaut d’un hémangioblaste princeps,
I’existence d’hémangioblastes, pré-
sents dans I’embryon ou chez I’adulte,
est plus probable. Dans le méme ordre
d’idée, les CMLVY, isolées a partir du
somite ont-elles les mémes caracté-
ristiques que celles produites par le
progéniteur cardiovasculaire multipo-
tent ? Affaire a suivre... ¢

Inside cardiac stem cells
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La stratégie des lymphocytes T
cytotoxiques dans I’élimination
d’une tumeur solide

Alexandre Boissonnas, Luc Fetler, Sebastian Amigorena

> Les tumeurs solides représentent I'im-
mense majorité des cancers chez "adulte,
avec une mortalité due principalement
aux rechutes par métastase. Les appro-
ches thérapeutiques conventionnelles
basées sur la chimiothérapie restent trop
souvent inefficaces. Depuis quelques
années, "immunothérapie des cancers
se développe [1] et la mise au point
de traitements par vaccination est un
enjeu majeur pour les années a venir. Le
transfert adoptif de cellules effectrices
spécifiques de tumeur est une stratégie
thérapeutique qui s’est révélée parfois
efficace chez "homme [1]. Il semble
que la taille des tumeurs au moment du
transfert ainsi que la quantité de cellules
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transférées soient critiques dans I'effi-
cacité du rejet [2, 3].

Grace a la microscopie bi-photonique,
certains chercheurs ont pu décrire des
différences de mouvement des cellules
tumorales, fonction du caractere plus ou
moins métastatique du modele étudié
[4]. €n revanche, trés peu d’informations
existent sur la dynamique des cellules T
cytotoxiques in vivo, alors méme que ces
cellules jouent un réle capital dans le
rejet des tumeurs. Il est donc important
de caractériser le comportement de ces
cellules effectrices afin de déterminer
quels sont les parametres qui déter-
minent leur activité cytotoxique. Nous
avons développé pour cela un systeme
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expérimental dans lequel il est possible
de suivre par vidéo microscopie bi-pho-
tonique la dynamique du rejet in vivo
d’une tumeur solide par les lymphocy-
tes T apres leur transfert adoptif [5].

Nous avons utilisé un modele murin de
réponse immunitaire anti-tumorale,
induite par un thymome exprimant un
antigene recombinant, I"ovalbumine.
Selon que les tumeurs expriment (£G7)
ou non (€EL4) Iovalbumine, nous avons
suivi la réponse des lymphocytes T cyto-
toxiques depuis leur activation dans les
organes lymphoides secondaires jusqu’a
leur infiltration dans la tumeur. Apres
injection sous-cutanée des deux types
de tumeur, dans chaque flanc d’une



