fois de plus que se focaliser sur un cas
particulier permet certaines avancées, et
suggere une route possible pour de futures
investigations. Rappelons qu’a ce jour prés
de soixante-dix marques épigénétiques
sont connues, et en quéte de fonctions. De
plus, cette étude met en évidence des diffé-
rences marquées entre les blastomeres d’un
embryon qui commence a peine a se déve-
lopper. Nul doute que ces données contri-

Epigenetic regulation of pluripotency
in the early mouse embryo

REMERCIEMENTS
Les auteurs remercient V. Gurchenkov pour la
réalisation de la Figure 1 de cet article.

REFERENCES

1. Torres-Padilla Mg, Parfitt DE, Kouzarides T, Zernicka-
Goetz M. Histone arginine methylation regulates
pluripotency in the early mouse embryo. Nature 2007 ;
445:214-8.

bueront au débat trés animé que suscite la 2. Piotrowska-Nitsche K, Perea-Gomez A, Haraguchi
YT ;. . . , S, Zernicka-Goetz M. Four-cell stage mouse
possibilité d’une régionalisation précoce de : .
blastomeres have different developmental properties.
I’embryon de souris [4-7].0 Development 2005 ; 132 : 479-90.
NOUVELLE
[ I B B |

Les cellules souches
hématopoiétiques

Une double origine embryonnaire ?

Isabelle Godin, Ana Cumano

> L'origine des cellules souches héma-
topoiétiques (CSH) a longtemps été,
et reste encore, sujette a contro-
verse. Les CSH de la moelle osseuse
adulte sont postulées dériver d’une
réserve établie pendant le dévelop-
pement embryonnaire. Initialement,
la production du contingent de CSH
a été attribuée au sac vitellin (SV),
parce que les premiéres cellules
hématopoiétiques, principalement des
érythrocytes, apparaissent dans cette
annexe embryonnaire.

Cependant, les expériences de chime-
res entre des corps embryonnaires de
caille et des SV de poulet, effectuées
avant I’établissement de la circulation
entre 'embryon et le SV, ont claire-
ment démontré que les cellules héma-
topoiétiques du SV ne contribuaient
pas a I’hématopoiése adulte, qui est
fondée par des CSH d’origine intra-
embryonnaire. Plus tard, deux grou-
pes ont montré que, chez la souris
également, la génération des cellules
hématopoiétiques s’opérait indépen-
damment dans deux sites (Figure 1).
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La premiére a lieu dans le SV qui pro-
duit des cellules érythro-myéloides,
la seconde prend place plus tard dans
le compartiment intra-embryonnaire
ou la région appelée splanchnopleure
para-aortique (P-Sp), puis aorte-
gonades-mésonephros (AGM) produit
des CSH multipotentes et capables de
reconstituer a long terme le systéme
hématopoiétique d’animaux irradiés.
Ces observations, aujourd’hui confir-
mées par plusieurs laboratoires, ont
été a la base du concept, généralement
accepté, d’une origine des CSH dans le
corps embryonnaire, précisément dans
la P-Sp/AGM. La quantification des
cellules multipotentes a montré qu’el-
les apparaissaient dans cette région a
partir de 8,5 jours de gestation (jdg)
et qu’elles atteignaient un nombre
maximal de 100-150 par embryon, vers
10,5 jdg (35-37 somites), avant de
diminuer rapidement en nombre, puis
de disparaitre vers 12 jdg (pour revue,
voir [11).

Ces expériences ont démontré que,
chez la souris, le compartiment intra-
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embryonnaire produisait des CSH.
Cependant, la possibilité de la géné-
ration tardive d’une fraction de CSH
au niveau du SV ne peut pas étre éva-
luée aprés 8 jdg (4-5 somites) puisque,
a partir de ce stade, la circulation
des cellules sanguines dans le réseau
vasculaire entraine un mélange des
cellules provenant du SV et de cel-
les provenant du compartiment intra-
embryonnaire. 'approche de ce pro-
bleme en utilisant des souris knock in
n’est pas possible puisque les facteurs
exprimés et/ou impliqués dans la géné-
ration des précurseurs hématopoié-
tiques sont identiques dans les deux
sites. Une contribution du SV a I’hé-
matopoiése adulte demande pourtant
a étre évaluée puisque des expériences
de greffe chez ’embryon d’amphibiens
[2] et de souris [3] ont montré une
capacité des cellules du SV a engendrer
des lymphocytes.

Article disponible sur le site http://www.medecinesciences.org ou http://dx.doi.org/10.1051/medsci/20072389681
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Contribution du sac vitellin

a ’hématopoiése adulte :

les observations

Pour aborder cette question, le groupe
de Nishikawa a construit une souris
inductible pour I’expression de la recom-
binase CRE sous le controle du pro-
moteur de Runxl [4]. Runxl (AML1 ou
cbfa2) est un facteur de transcription
exprimé principalement dans le systéme
hématopoiétique (Figure 2), d’abord au
niveau du SV ot il marque a la fois les
cellules endothéliales et hématopoié-
tiques. Plus tard, il est exprimé dans le
compartiment intra-embryonnaire, par
les vaisseaux et dans les sites impliqués
dans la génération des CSH, au niveau de
la partie ventrale de I'aorte, mais aussi
des artéres ombilicale et omphalomé-
sentérique (pour revue, voir [5]).

L'inactivation de ce géne, létale
pour les homozygotes vers 12-13 jdg,
entraine une diminution de I’hémato-
poiése du SV et 'absence de CSH [6-8].
Il est donc considéré comme stricte-
ment nécessaire a I’émergence de ces
cellules.

Pour marquer exclusivement les cel-
lules du SV et suivre leur évolution au
cours du développement, les souris

IEREZ* ont été croisées avec des

Runx
souris transgéniques portant un gene
rapporteur (LacZ ou eYFP) exprimé
de facon ubiquitaire, mais sous le
contrdle d’un stop transcriptionnel
flanqué de sites lox-p. Ainsi, le trai-
tement de la mere par le tamoxifene
entraine une activation temporaire
de la recombinase CRE dans les cel-
lules qui expriment Runxl, induisant

Etapes critiques du développement hématopoiétique

Stade de développement
Jours de gestation (jdg)

Détermination du mésoderme extra-embryonnaire
vers la voie hématopoiétique

7,25
v i Début de la différenciation des ilots sanguins en cellules
75| .E':EI" endothéliales et hématopoiétiques (érythro-myéloides)
f Ny
Connexions vasculaires entre le SV et le compartiment intra-embryonnaire
8 sv il (passage des précurseurs du SV dans le compartiment intra-embryonnaire)
1";]'_; Détermination du mésoderme intra-embryonnaire vers la voie hématopoiétique
8,5 [~ h Sp
{ Début de la génération des précurseurs intra-embryonnaires
- SV .
J .'I"'|=' e (passage des précurseurs intra-embryonnaires dans le SV)
3 +P-Sp
9.5 0A/UA
=n, S.\/ Colonisation du foie feetal par les précurseurs du SV
e ’
10 o= e Production maximale de CSH dans I’AGM
= 1
FE
10,5 - AGM o Colonisation du foie feetal par les CSH de ’AGM
N L sv Aorte
| S5l
11,5 “s=EE— AGM Extinction de la production des CSH par I’AGM
v Expansion et différenciation des CSH au niveau du foie feetal

Figure 1. Les grandes étapes du développement hématopoiétique. Synthése sur les phases initiales
du développement hématopoiétique, qui se déroulent dans le compartiment extra-embryonnaire
(enrouge) et intra-embryonnaire (en jaune). En encart figurent les sites impliqués dans la géné-
ration des CSH, c’est-a-dire I’aorte et sa partie ventrale de fagon certaine, et peut-€tre aussi les

artéres omphalomésentérique (OA) et ombilicale (UA). AGM : aorte-gonades-mésonephros ; FF:

foie feetal ; P-Sp : splanchnopleure para-aortique ; Sp : splanchnopleure ; SV : sac vitellin
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la délétion dans ces cellules du stop
transcriptionnel et I’expression de la
B-galactosidase ou de la eYFP dans
ces cellules et leur descendance.
Lavalidité de 'approche repose entie-
rement sur la durée de I’induction par
le tamoxiféne, qui doit permettre le
marquage des précurseurs du SV, tout
en interdisant celui des précurseurs
intra-embryonnaires. Ce point est
crucial compte tenu du délai restreint
entre les deux phases de génération
(24 heures), mais aussi de la varia-
bilité importante des stades de déve-
loppement des embryons au sein d’une
méme portée (24 heures [9]) aux pre-
miers stades étudiés (7-8 jdg). Pour
évaluer ce point, les auteurs ont com-
paré I'expression de la B-galactosi-
dase obtenue 4, 6 ou 12 heures apres
Iinduction de la recombinase CRE
a celle présente dans des embryons
Runxtec?* [10]. Lefficacité de I’in-
duction est clairement documentée et
démontre qu’une induction complete
est atteinte 12 heures aprés Iadmi-
nistration du tamoxifene. Nous igno-
rons cependant si sa durée d’action
excéde les douze heures et il parait
concevable qu'une activité résiduelle
puisse persister au-dela. Ce point,
pourtant essentiel, ne peut malheu-
reusement pas €tre estimé puisque
12 heures apres I’induction, les cel-
lules issues du sac vitellin circulent
dans le réseau vasculaire (extra- et
intra-embryonnaire), ce qui rend
impossible IYidentification éventuelle
de cellules intra-embryonnaires mar-
quées. Si I'activité du tamoxifene
est soutenue au-dela de 12 heures,
I’induction vers 7,5 jdg marquera des
cellules du SV, mais également une
fraction de cellules qui exprimeront
Runxl a des stades plus tardifs. Dans
ces conditions, la stricte corrélation
entre I’expression de la B-galacto-
sidase a des stades tardifs et I'ex-
pression temporelle de Runx 1 reste
spéculative.

Lorsque I'induction est effectuée
entre 6,5 et 8 jdg, elle entraine un



marquage B-galactosidase restreint
aux vaisseaux et cellules hématopoié-
tiques du SV. Lorsque les embryons
sont analysés plus tardivement apres
induction, des cellules B-galactosi-
dase positives apparaissent dans les
vaisseaux ombilicaux et dans I’aorte,
puis quelques heures plus tard au
niveau du foie. Lorsque le tamoxifene
est administré aprés 8 jdg, I'activité
B-galactosidase est détectée, entre
autres, dans des cellules de la P-
Sp/AGM, avec un marquage de I’en-
semble de I’endothélium, mais aussi
du mésenchyme situé au-dessous et
autour de aorte.

L'expression de la PB-galactosidase
a, par la suite, été analysée dans le
foie feetal a des stades plus tardifs
de la gestation et dans les CSH de la
moelle osseuse d’individus adultes
(Figure 2).

Analyse critique

des données expérimentales

Lors d’une induction de la CRE a 7,5 jdg,
aucun marquage 3-galactosidase n’est
observé dans la P-Sp/AGM 12 heures
plus tard, alors que 5% des précur-
seurs cKit*/CD34" et 20 % des cellules
érythro-myéloides du foie feetal expri-
ment la B-galactosidase a 12 jdg. Plus
tard, environ 5% des cellules du thy-
mus sont également clairement mar-
quées. Chez 'adulte, entre 1 et 10 %
des CSH expriment la B-galactosidase,
indiquant que, si I'action du tamoxi-
féne n’excéde pas les 12 heures qui
suivent I’administration, un pourcen-
tage restreint, mais significatif, des
CSH adultes proviennent du sac vitellin.
Ce résultat, extrémement intéressant,
peut avoir différentes interprétations.
Celle défendue par les auteurs est
qu’une fraction des CSH adultes sont

probablement originaires du sac vitel-
lin. Cependant, une activité résiduelle
du tamoxiféne (au-dela de 12 heures)
pourrait entrainer, plus tardivement,
le marquage des premiéres CSH de la
P-Sp/AGM, qui expriment Runxl, et
qui seraient alors responsables des 1-
10 % de CSH marquées dans la moelle
osseuse adulte.
Linduction vers 9,5 jdg entrafne I'ex-
pression de PB-galactosidase dans les
CSH de la moelle osseuse adulte qui
atteint les 100 %. Il est intéressant
de souligner que cette induction pro-
duit un marquage important dans la
P-Sp/AGM et quasi inexistant dans
le SV. Ce résultat confirme que les
CSH intra-embryonnaires constituent
la source majeure des cellules sou-
ches médullaires adulte. Par ailleurs,
le fait qu'une contribution de 100 %
soit atteinte chez I'adulte indique
qu’il n’existe probable-
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Figure 2. Contribution de la descendance des cellules marqué
pourcentage de contribution a I’hématopoiése de I'adulte de la descendance des cellules marquées, en fonction
du stade de gestation au moment du traitement par le tamoxiféne (panneau médian), marqué par le début de
la fléche bleue (qui indique la durée possible d’action du tamoxiféne). Le panneau inférieur résume les données
connues de "expression de Runxl au cours du développement hématopoiétique, déterminées par la détection,
soit de I’activité B-galactosidase chez des embryons Runx'/* (1 [13, 14] ; 2 [4]), soit des transcrits de Runx1
par hybridation in situ sur des embryons sauvages (3 [8]). *Alors que la localisation des précurseurs hémato-
poiétiques dans le site hématogeéne est connue aprés 10 jdg (dans I’AGM), nous n’avons pas d’information pour
les stades antérieurs (dans la P-Sp). Lexpression de Runxl est donc montrée de fagon globale, dans les régions

montrées in vivo et in vitro comme contenant des CSH, et cela sans tenir compte du marquage des cellules circu-

lantes provenant du SV.
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a ’hématop

adulte. Panneau supérieur :

ment pas de génération
ultérieure de CSH, ni au
cours de l'ontogenése
tardive, ni au cours de la
5,5 jdg vie adulte.

Linduction de la recom-
binase CRE a 10,5jdg
conduit @ une expression
de LacZ dans 0-10 % des
CSH de I'adulte, malgré
I’expression de Runxl
par I’ensemble des CSH
de I’AGM (Figure 2). Il
est possible que les dif-
férents organes
embryons plus dévelop-

des

pés soient moins acces-
sibles au tamoxifene et
que les doses injectées
soient donc insuffisantes
pour provoquer |induc-
tion. Il est aussi possible
que Runxl soit exprimé a
des niveaux moins impor-
tants dans les CSH aux
stades plus tardifs. Lin-
duction de la recombi-
nase CRE, dont I"expres-
sion est controlée par le
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