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Mise en place du systeme
hématopoiétique et concept
d’endothélium hémogénique
L’hématopoiese, ensemble des méca-
nismes conduisant a la production des
cellules sanguines, est assurée tout au
long de la vie grace a une population de
cellules souches hématopoiétiques (CSH)
générées au cours du développement
embryonnaire. Les cellules souches héma-
topoiétiques qui résident dans la moelle
osseuse ont la capacité de s’autorenou-
veler et de se spécialiser dans toutes les
différentes lignées cellulaires du systéme
sanguin (érythrocytaire, myéloide et lym-
phoide). Ces propriétés font des cellules
souches hématopoiétiques une cible thé-
rapeutique de choix dans le traitement
des maladies du sang.

Au cours du développement, les systémes
hématopoiétique et cardiovasculaire sont
les premiers a étre établis afin de subvenir
aux besoins de I’embryon. Les cellules du
sang, du cceur et du systéme vasculaire
dérivent toutes du mésoderme. De facon
surprenante, les cellules souches héma-
topoiétiques ne sont pas les premiéres
cellules hématopoiétiques a apparaitre
chez ’embryon. €n effet, le systeme héma-
topoiétique est mis en place en plusieurs
étapes distinctes au niveau de sites ana-
tomiques multiples. La premiere étape
démarre au niveau des Tlots sanguins du sac
vitellin et produit des précurseurs de glo-
bules rouges (érythrocytes) dits primitifs.
Le sac vitellin assure ensuite la produc-
tion des cellules progénitrices au double
potentiel érythrocytaire et myéloide. Cette
étape sera finalement suivie par la géné-
ration des cellules souches hématopoié-
tiques multipotentes. Ce dernier processus
trés complexe se produit dans une fenétre
temporelle trés précise, et au niveau des
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tissus extra et intra-embryonnaires, dont
la région AGM (région contenant I'aorte, les
gonades et le mésonéphros), le sac vitellin
et le placenta (Figure 1). Une fois géné-
rées, les cellules souches hématopoiétiques
migrent vers des sites spécifiques tels que
le placenta et le foie feetal, qui leur procu-
rent le microenvironnement nécessaire pour
leur expansion et leur maturation. Elles
terminent alors leur parcours en colonisant
la moelle osseuse.

L'origine cellulaire des cellules souches
hématopoiétiques a longtemps été un
sujet de controverse. 'observation d’amas
de cellules hématopoiétiques étroitement
associées aux cellules endothéliales au
niveau du sac vitellin de ’embryon avait
permis, des le début du xx® siecle, I’éta-
blissement du concept d’endothélium
hémogénique, c’est-a-dire de Iexistence
de cellules endothéliales spécialisées,
donnant naissance aux cellules hémato-
poiétiques. Le développement récent de

nouvelles technologies permettant le suivi
de la descendance des cellules, ainsi que
I'imagerie sur cellules vivantes, ont permis
de visualiser directement I’émergence des
cellules souches hématopoiétiques a par-
tir de cellules endothéliales, déterminant
ainsi leur origine vasculaire (Figure 1)
[1-4, 13]. Cependant, les caractéris-
tiques de ce tissu endothélial unique et
les mécanismes a I’origine de la produc-
tion des progéniteurs hématopoiétiques
restent méconnus.

Scl : un réle double, indispensable

a la spécification hématopoiétique

de I’endothélium embryonnaire

Scl/Tall (scl : stem cell leukemia ; tal :
T-cell acute lymphoblastic leukemia) est
un facteur de transcription indispensable
a I’hématopoiese. Les embryons de souris
déficients en Scl (Sc/") meurent a 9,5
jours de développement (£9,5), en rai-
son d’une absence complete de cellules
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Figure 1. Sites anatomiques d’émergence des cellules souches hématopoiétiques (CSH) et modéle

de ’endothélium hémogénique. Au cours du développement, les CSH sont générées au niveau des

tissus extra et intra-embryonnaires, tels que la région AGM (région contenant I’aorte, les gonades

et le mésonéphros), le sac vitellin et le placenta (gauche). Les nouvelles technologies — suivi de

la descendance des cellules, imagerie sur cellules vivantes — ont permis de visualiser directement

I’émergence des CSH a partir de cellules endothéliales. Uensemble de ces cellules vasculaires

spécialisées, qui donnent naissance aux CSH, forment I’endothélium hémogénique (droite).
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sanguines et d’un systeme vasculaire non
structuré [5, 6]. Cependant, les méca-
nismes utilisés par Scl pour permettre
la production des cellules souches et
des progéniteurs hématopoiétiques, et
particulierement son mode d’action dans
la spécification de I"’endothélium hémo-
génique, sont mal compris.

Nous avons donc étudié le role de Scl
dans I’acquisition des propriétés héma-
topoiétiques de I’endothélium embryon-
naire en comparant I’expression des
genes dans les cellules endothéliales
de sac vitellin chez des embryons de
souris contrdles ou Sc/”~. Cette analyse
a permis de déterminer le programme
génétique régulé par Scl et a révélé qu'il
permettait 'activation de I’ensemble
des facteurs de transcription hémato-
poiétiques au niveau de I"endothélium,
conférant a ce dernier ses caractéris-
tiques hémogéniques (Figure 2) [7].

De fagon beaucoup plus surprenante, cette
étude a montré que Scl avait également un
role répressif indispensable. €n effet, en
’absence de Scl, les cellules endothéliales
expriment de fagon anormale un groupe de
geénes impliqués dans le développement et
la fonction cardiaques. Ces données ont
été vérifiées au niveau protéique, et, par
exemple, la troponine (une protéine spéci-
fique des cellules cardiaques contractiles
ou cardiomyocytes) est exprimée dans le
sac vitellin des embryons Sc/”~. De plus, la
culture d’explants de sacs vitellins Sc/”~ a
permis d’observer des cellules spontané-
ment contractiles aprés seulement quatre
heures de culture, démontrant ainsi que
des cardiomyocytes matures étaient déja
présents dans le sac vitellin (Figure 2) [7].
Afin d’identifier les cellules endothéliales a
I'origine des cardiomyocytes en I’absence de
Scl, nous avons cherché dans le programme
génétique réprimé par Scl un géne codant

pour une protéine de surface qui pour-
rait caractériser cette population. Pdgfrol
(plateled-derived growth factor ¢t), un
marqueur du mésoderme cardiogénique
[8], était surexprimé de fagon signifi-
cative en I'absence de Scl dans toutes
nos analyses. Chez les embryons Scl™",
nous avons mis en évidence au niveau du
sac vitellin, du placenta et de la région
AGM (tissus décrits comme hémogéniques)
une population de cellules coexprimant le
marqueur spécifique des cellules endothé-
liales CD31 (ou Pecam, platelet endothe-
lial cell adhesion molecule) et le facteur
Pdgfra. (cellules CD31* Pdgfrat®). Létude
des genes exprimés par cette population
cellulaire particuliére a révélé son caractére
cardiogénique. De plus, une fois isolées et
mises en culture, ces cellules sont capables
de générer des cardiomyocytes fonction-
nels exprimant la troponine, contenant
des sarcomeéres organisés et capables de
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Figure 2. Réle de Scl au niveau de ’endothélium hémogénique et cardiaque. €n conditions physiologiques (gauche), Scl assure la spécification de
I’endothélium hémogénique en y activant I’ensemble des facteurs hématopoiétiques (rouge) et en y inhibant le programme cardiaque (vert). Au
niveau du cceur, Scl inhibe la différenciation des cellules endothéliales en cardiomyocytes (vert), afin de préserver le développement normal de
I’endocardium qui donnera naissance aux coussinets endocardiques et valves cardiaques. €n I’absence de Scl (droite), la spécification de I’endo-
thélium embryonnaire est défectueuse et on détecte dans les tissus hématopoiétiques et cardiaques la présence aberrante de cellules progénitrices
cardiogéniques (CD31* Pdgfra*) et de cardiomyocytes matures. Cette différenciation rapide en cardiomyocytes est liée a une augmentation de

I’expression de facteurs antagonistes de la voie canonique Wnt (adapté de [7]).
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battements spontanés. Nous avons donc
montré qu’en absence du seul facteur de
transcription Scl, les cellules endothéliales
des tissus embryonnaires, dont la fonction
normale est d’assurer la production et le
développement des cellules hématopoié-
tiques, adoptent les caractéristiques de la
lignée cardiaque. Cette fonction répressive
de Sclestrequise dans les cellules endothé-
liales de fagon intrinséque et c’est un phé-
nomene limité dans le temps (Figure 2) [7].

Fonction de Scl au niveau cardiaque
L'absence de Scl ayant pour conséquence
la génération de cellules du myocarde
dans les tissus hématopoiétiques, nous
avons analysé le coeur des embryons
Scl”/~ afin de mettre en évidence d’éven-
tuelles anomalies du développement de
I’endothélium cardiaque ou endocardium.
Dans les cavités cardiaques des embryons
Scl”~, endocardium est désorganisé,
et certaines des cellules endocardiales
coexpriment de fagon aberrante des mar-
queurs spécifiques de cellules contrac-
tiles du myocarde. Ceci suggére que Scl
intervient dans I’établissement de I’endo-
thélium cardiaque eny réprimant, comme
dans les tissus hématopoiétiques, la dif-
férenciation en cardiomyocytes. Cepen-
dant, au niveau cardiaque, cette fonc-
tion répressive de Scl s’exerce au moins
jusqu’a la naissance (Figure 2). De fagon
surprenante, le cceur est le seul organe
dans lequel nous avons pu détecter la
population de cellules CD31* Pdgfro*
chez les embryons contrdles. Leur pour-
centage est cependant moindre que dans
le ceeur des embryons Scl”~. Nos don-
nées suggerent que cette population, en
conditions physiologiques, correspond a
des cellules mésenchymateuses, précur-
seurs des coussinets endocardiques et
des valves cardiaques [9], et est donc
distincte de la population observée en
I’absence de Scl (Figure 2) [7].

Mécanismes impliqués

dans la différenciation rapide

en cardiomyocytes

Nous avons étudié le phénotype associé a
I’absence de certains genes régulés par Scl.
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Le facteur de transcription Runxl (Runt-
related transcription factor 1), qui est
indispensable a I"émergence des cellules
hématopoiétiques [10, 14] et directement
activé par Scl, ne semble pas étre requis
pour réprimer le développement cardiaque
[7]. Isl1 (islet 1), un facteur de transcrip-
tion régulant les progéniteurs cardiaques
multipotents [11], fait partie des génes
réprimés par Scl. Uabsence d’Isl1 dans
les embryons induit une forte diminution
des cellules CD31" Pdgfro.™ au niveau du
ceeur [7]. Nous avons donc analysé des
embryons doublement déficients en Scl et
Isll pour déterminer si la génération de
cellules CD31" Pdgfroc™ en absence de Scl
était aussi dépendante d’Isl1. Les double-
mutants montrant les mémes caractéris-
tiques morphologiques et transcription-
nelles que les simple-mutants Scl”~, nos
données suggerent donc que la conversion
cardiaque aberrante liée a I'absence de Scl
est indépendante d’Isl1 [7].

Nous avons également analysé les voies
de signalisation en aval de Scl afin de
déterminer les mécanismes impliqués
dans la différenciation rapide en cardio-
myocytes chez les embryons Sc/™~. U'ab-
sence de Scl entrafne une augmentation
de I"expression de plusieurs facteurs
antagonistes de la voie canonique Wnt
(voie impliquée dans I’embryogenése).
Ces mémes facteurs antagonistes sont
connus pour promouvoir la différencia-
tion terminale des cardiomyocytes [12].
Nos résultats suggerent en effet que les
cellules endothéliales déficientes en Scl
sont soumises @ une inhibition de la voie
canonique Wnt (Figure 2) [7].

€n conclusion, I"ensemble de ces don-
nées a permis de mettre en évidence
une remarquable plasticité au niveau
des cellules vasculaires embryonnaires,
et d’identifier Scl comme un facteur
clef dans le choix du destin cellulaire de
’endothélium. ¢

An unexpected repressive role
for Scl in the embryonic endothelium
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