du Sud-Est porteur de la mutation
S163R, qui serait peut-étre apparue par
sélection au traitement par la méflo-
quine, produit voisin de I’halofantrine,
et qui semblerait sensible a la chloro-
quine. Le r6le de I"amantadine, en
revanche, n’a pu étre étudié qu’in vitro
ets’est avéré variable vis-a-vis de diffé-
rentes souches. Comme la chloroquine,
cette molécule - avec un pK de 9,0 -
serait expulsée de la vacuole digestive
acide et concentrée dans le cytoplasme,
se liant a une cible différente de celle de
la chloroquine, non identifiée a I’heure
actuelle. La mutation compensatrice
S163R, en rendant I'efflux plus difficile,
expliquerait I'apparition de la résistance.
Si les faits présentés sont convaincants,
ils laissent cependant des inconnues
concernant leur interprétation et T.R.
Wellems présente une autre explication
(Figure 1) [1]. Le réle de "amantadine
s’expliquerait par sa fonction d’inhibi-
teur de canal H*. Sensible aux muta-
tions, elle se lierait @ un acide aminé du
pore PFfCRT d’un parasite résistant a la

chloroquine. Le profil exact des muta-
tions a certainement son importance,
expliquant pourquoi le produit agit
mieux sur une souche que sur une autre.
La mutation S163R aurait un double
effet: s’opposer a la liaison de "'aman-
tadine et, par une charge positive,
empécher I’efflux de chloroquine et res-
taurer la sensibilité. Le mode d’action de
I’halofantrine est sans doute différent
de celui de 'amantadine, mal explicité
actuellement. On peut cependant remar-
quer que si la mutation S163R se retrouve
dans I’évolution de I'une et I’autre résis-
tance, elle s’accompagne de mutations
différentes dans les deux cas, mutations
qui semblent nécessaires a I'efficacité
des molécules. Ces haplotypes divers
pourraient refléter des modes d’interac-
tion distincts avec PfCRT.

Y a-t-il, le suggerent D.J.
Johnsonetal. [2], une compétition entre

comme

la chloroquine et I'amantadine pour un
efflux de molécule chargée? Sagit-il
d’une toxicité directe de I’'amantadine et
de I’halofantrine ? Les travaux ultérieurs
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Un nouveau modele de
production des cellules souches
hématopoiétiques
intra-embryonnaires

Ana Cumano, Isabelle Godin

Développement du systeme
hématopoiétique

Chez Padulte, I’ensemble des cellules
sanguines est constamment renouvelé a
partir d’une population de cellules
souches hématopoiétiques (CSH) faible-
ment représentées dans la moelle
osseuse. Les CSH adultes sont supposées
dériver d’une population produite pen-
dant le développement embryonnaire,
modalités mal

suivant des encore

connues.
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Un ensemble de travaux menés depuis une
dizaine d’années dans de nombreux
modeles animaux a permis d’établir qu’il
existe deux générations indépendantes de
précurseurs hématopoiétiques au cours
de I'ontogenése. La premiére, qui a lieu
au niveau du sac vitellin, extra-embryon-
naire, fournit rapidement des globules
rouges, des macrophages et des mégaca-
ryocytes, mais ces précurseurs ont un
potentiel de différenciation limité et sont
incapables de maintenir, a long terme, la

nous le diront sans doute. Une perspec-
tive plus appliquée est celle de la
recherche de molécules ciblant PfCRT
comme I'amantadine, et pouvant étre
employées conjointement a la chloro-
quine pour traiter les sujets infestés tant
par des souches résistantes que par des
souches sensibles. ¢

Plasmodium chloroquine resistance:
towards a specific attack?
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production de cellules sanguines. Les pré-
curseurs formés un peu plus tardivement
dans le compartiment intra-embryon-
naire (dans une région qui comprend
I'aorte, les gonades et le mésonéphros,
appelée AGM) possédent, quant a eux, les
caractéristiques de multipotentialité et
d’auto-renouvellement a long terme qui
caractérisent les CSH [1].

Bien que les données cytologiques et
fonctionnelles obtenues in vitro et in
vivo s’accordent pour désigner I’aorte et

http://dx.doi.org/10.1051/medsci/2005215465
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le mésenchyme sous-jacent comme le
lieu d’origine des CSH, la localisation
précise de leur site d’émergence n’a pas
encore été déterminée. L'analyse cytolo-
gique de ’AGM au moment de la produc-
tion de CSH (pour revue, voir [1]),
montre 'existence d’agrégats composés
de cellules hématopoiétiques imma-
tures, localisés sur les parois ventro-
latérales de I'aorte, et de plages cellu-
laires localisées sous les Tlots aortiques,
qui expriment, entre autres, I'antigéne
AA4.1 et le facteur de transcription
GATA-3, et qui n’expriment pas le mar-
queur caractéristique des cellules héma-
topoiétiques CD45. Alors que les « Tlots
aortiques » ont été décrits chez les
embryons de tous les vertébrés, y com-
pris ’embryon humain, les plages cellu-
laires ont été caractérisées jusqu’a pré-
sent uniquement chez I’embryon de sou-
ris [2] et chez I"humain [3].

Comment se forment les CSH
intra-embryonnaires ?

La nature des processus conduisant a la
production des CSH au niveau de I'aorte
fait actuellement I'objet de contro-
verses.

L’ensemble des données cytologiques
(pour revue, voir [1]), indique que les
précurseurs intra-embryonnaires, com-
me ceux du sac vitellin, expriment un
grand nombre de protéines et de genes
également exprimés par les cellules
endothéliales (CD31, CD34, c-kit,
AA4.1, GATA-2, entre autres). Par
ailleurs, des expériences pratiquées in
vivo et in vitro ont montré que les CSH
intra-embryonnaires expriment c-kit,
CD34, CD31 et AA4.1. Enfin, des don-
nées plus récentes indiquent que des
cellules qui n’expriment pas CD45 sont
capables de produire des cellules san-
guines de tous les lignages. L’absence
d’expression de (D45, jumelée a I’ex-
pression de marqueurs endothéliaux
ont conduit a considérer que I'endo-
thélium aortique pouvait donner nais-
sance aux CSH intra-embryonnaires
(modele de « I'endothélium hémato-
géne») [4-8].
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Apports d’une étude
multiparamétrique : phénotype,
fonction et expression

Nous avons caractérisé [9], par cytomé-
trie de flux, dans ’AGM d’embryons de
souris, une population de cellules CD457,
c-kit*, AA4.1*, CD31*, CD41*. Cette
population comprend la quasi-totalité
des précurseurs multipotents précédem-
ment quantifiés dans I’AGM. Il s’agit bien
de CSH, puisque ces
capables de reconstituer a long terme le

cellules sont
systeme hématopoiétique de souris a-
lymphoides, dépourvues de cellules
natural killer.

Uanalyse des CSH purifiées a partir de

’AGM montre qu’elles expriment des

marqueurs de surface (CD31, (D34, c-
kit, AA4.1) et des facteurs de transcrip-
tion (Lmo2, GATA-2) communs aux
lignages hématopoiétiques et endothé-
liaux. Mais elles se distinguent des cel-
lules endothéliales par I’expression de
(D41, récemment identifié comme un
marqueur des précurseurs hématopoié-
tiques embryonnaires [10], et du facteur
de transcription GATA-3,
absents des cellules endothéliales.

tous deux

L’ensemble des marqueurs de CSH ainsi
définis a été corrélé avec les profils d’ex-
pression précédemment obtenus in situ
chez embryon [2] et complété par une
cartographie phénotypique en microsco-
pie confocale [9]. La combinaison de

FIKI  c-Kit
CE + + + +
CH(MD) - - ND +/-

AA4.1 (D3l

PSA ND - + +

CD45 (D41 GATA-3 GATA-2 Lmo?2
- - - + +
+ - - - -

- - + + -

Figure 1. Distribution des génes et marqueurs membranaires exprimés par les cellules hémato-

poiétiques et endothéliales dans la région aortique de [’embryon de souris. La combinaison de

genes et marqueurs de surfaces exprimés par les cellules souches hématopoiétiques (CSH, en

orange) purifiées a partir d’une région appelée AGM, qui comprend I'aorte (Ao), les gonades (G)

etle mésonéphros (M), révéle exclusivement des cellules faisant partie des flots aortiques ou des

plages sous-aortiques. Les fleches bleues indiquent le sens de migration présomptif des CSH,

depuis les plages sous-aortiques (PSA, en vert) vers la lumiére de I’aorte ol elles contribuent aux

flots, avant d’étre libérées dans la circulation et de coloniser le foie feetal. CE : cellules endo-

théliales (en mauve) ; CH (M®D) : cellules hématopoiétiques, macrophages (en rouge) ;Int:

intestin ; Mn : mésenteére ; S: somites ; TN : tube neural.



marqueurs qui définissent les CSH est
bien localisée au niveau des flots aor-
tiques, mais également par des cellules
localisées au sein des plages sous-aor-
tiques (Figure 1).

Définition d’un modeéle alternatif

de production des CSH

L’ensemble des données que nous avons
obtenues [9] montrent que les CSH,
identifiées par leur phénotype (CD457, c-
kit*, AA4.1*, CD41%, CD31*) sont locali-
sées, non seulement dans le plancher
aortique, mais aussi dans le mésen-
chyme sub-aortique. Ces résultats dési-
gnent donc les plages sous-aortiques
comme le site de production des CSH, et
non pas le plancher aortique, ou la pré-
sence de CSH semble plutot refléter leur
libération dans la circulation sanguine,
préalable ala colonisation du foie feetal.
Les perspectives ouvertes par ce travail
[9], eten particulier la caractérisation de
la fonction des composants des plages

sous-aortiques dans la formation des
CSH, pourraient déboucher sur Iidentifi-
cation de signaux impliqués dans la diffé-
renciation de cellules mésodermiques en
dérivés hématopoiétiques. Ces connais-
sances seront fondamentales pour la
manipulation des cellules souches
embryonnaires dans leur différenciation
vers la voie hématopoiétique. ¢

A new model for intra-embryonic

hematopoietic stem cell generation
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entre le motoneurone et
la fibre musculaire sont
nécessaires a la coordi-
nation de la différencia-
tion pré- et postsynap-
tique.

La formation de I’appareil
postsynaptique requiert,
outre le récepteur de

> Les jonctions neuromusculaires s’éta-
blissent a la suite d’interactions com-
plexes entre les terminaisons axonales
des motoneurones, les fibres muscu-
laires et les cellules de Schwann. La
genese de la jonction neuromusculaire
culmine avec la formation de deux
domaines spécialisés du nerf et du
muscle, la terminaison présynaptique
impliquée dans la libération de I"acétyl-
choline (ACh), et I'appareil postsynap-
tique responsable de la reconnaissance

M/Sn® 5, vol. 21, mai 2005

de I’ACh et de la dépolarisation de la
membrane. La membrane postsynap-
tique assure ces fonctions sur la base
d’une accumulation de récepteurs de
I’ACh. LUefficacité de
synaptique est renforcée par la juxtapo-
sition précise des sites de libération de
I’ACh (les zones actives présynaptiques)
et des récepteurs postsynaptiques qui
assure leur activation rapide (de I’ordre

la transmission

de la microseconde). Une telle organisa-
tion suggere que des mécanismes com-

I’ACh, au minimum trois
composants : I’agrine, un héparane sul-
fate protéoglycane sécrété par le nerf,
un récepteur tyrosine kinase spécifique
du muscle (MuSK), la piece centrale du
complexe récepteur de I'agrine, et la
rapsyne, une protéine extrinseque
nécessaire a I'agrégation du récepteur
de I’ACh [1]. Uactivation de MuSK (par
phosphorylation de tyrosines) par
I’agrine déclenche en aval une cascade
d’événements aboutissant au recrute-

ment du récepteur de I’ACh via la rap-
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