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> Le maintien et la fonction des cellules souches
qui assurent le renouvellement des tissus sont
dépendants du microenvironnement de ces
cellules, désigné par le terme « niche ». Chez les
mammiferes, plusieurs voies de signalisation ont
été impliquées dans les communications entre
les cellules souches hématopoiétiques et leur
niche. Nos connaissances de ces communications
restent cependant fragmentaires. La découverte
chez la drosophile d’une niche hématopoiétique,
le posterior signaling center (PSC), a ouvert de
nouvelles possibilités d’études génétiques. Le
nombre des cellules du PSC est déterminant
pour I’homéostasie entre progéniteurs
hématopoiétiques et cellules différenciées.
Le décryptage d’une cascade de signalisation
controlant cette taille a établi de nouveaux
paralléles entre la drosophile et les mammiferes,
et ouvert de nouvelles perspectives d’étude chez

homme. <

La niche hématopoiétique des mammiféres

Les cellules souches jouent un rdle essentiel pour le
maintien de I’homéostasie des tissus adultes. Lutilisa-
tion des cellules souches, un des espoirs de la médecine
régénératrice, nécessite d’identifier et de caractériser
les mécanismes moléculaires impliqués dans leur auto-
renouvellement, leur prolifération et leur différenciation.
[l est maintenant acquis que le microenvironnement
cellulaire, appelé niche, joue un réle essentiel dans le
controle de ces processus. Chez I’lhomme adulte, les
cellules souches hématopoiétiques (CSH) résident dans
la moelle osseuse ou elles proliférent et se différencient
en cellules des différents lignages sanguins : érythrocy-
taire, myéloide, lymphoide et mégacaryocytaire. Deux
compartiments majeurs de la niche hématopoiétique
sont la niche endostéale (proche de I’0s) et la niche vas-
culaire, contenant différents types de cellules stromales
sécrétant des facteurs solubles dans I’environnement des
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CSH [1-6] (Figure 1). Cependant, bien que le concept de niche ait été
proposé dés 1978 [7], les relations fonctionnelles entre niches et CSH
restent mal connues. La découverte d’une « niche hématopoiétique »
chez la drosophile ouvre de nouvelles possibilités pour étudier in vivo
comment le microenvironnement contrdlant I'autorenouvellement et la
différenciation des progéniteurs hématopoiétiques est lui-méme régulé.

Avantages du modéle drosophile pour des études in vivo

La majorité des genes qui régulent I’hématopoiese sont conservés au
cours de I’évolution, de la drosophile aux vertébrés [8]. La redon-
dance fonctionnelle entre génes/protéines d’une méme famille étant
beaucoup moins importante chez la drosophile, ce modéle facilite
les analyses fonctionnelles in vivo [9]. La drosophile présente aussi
un temps de génération court et offre une panoplie de techniques
génétiques sophistiquées. Enfin, alors que chez les vertébrés I’héma-
topoiese adulte se situe dans la moelle osseuse, elle a lieu chez la
drosophile dans un organe facilement accessible et manipulable in
vivo : la glande lymphatique.

L’hématopoiese chez la drosophile
’hématopoiese de la drosophile, a I'origine des cellules sanguines

(appelées hémocytes chez les insectes), se déroule en deux vagues
successives au cours du développement (pour revue voir [10,11]).
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Figure 1. La niche hématopoiétique
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- La premiere vague a lieu au stade embryonnaire a partir du méso-
derme antérieur et est a I'origine de la spécification de deux types
d’hémocytes circulants, apparentés au lignage myéloide des vertébrés.
Les plasmatocytes, équivalents fonctionnels des macrophages, sont
impliqués dans la phagocytose. Les cellules a cristaux, fonctionnelle-
ment apparentées aux plaquettes, sont requises pour la cicatrisation
et la mélanisation, une réaction spécifique aux arthropodes.

- La seconde vague d’hématopoiese a lieu au stade larvaire dans un
organe hématopoiétique dédié, appelé glande lymphatique. Outre des
plasmatocytes et des cellules a cristaux, un troisiéme type cellulaire,
les lamellocytes, se différencient dans la glande lymphatique en
réponse a un stress immun, tel que I'infection par des guépes para-
sitoides, parasites naturels des drosophiles. Les lamellocytes sont
de grandes cellules trés adhérentes, qui encapsulent et neutralisent
un pathogene trop gros pour étre détruit par phagocytose. La glande
lymphatique se désagrége au début de la métamorphose et ses cellules
sont libérées dans la circulation [12]. Ainsi, au cours de la métamor-
phose et dans les mouches adultes, I’hémolymphe contient un mélange
d’hémocytes d’origine embryonnaire et d’origine larvaire [13]. A ce
jour, aucun processus hématopoiétique n’a été décrit au stade adulte.

La glande lymphatique : I’organe hématopoiétique larvaire
de la drosophile

La glande lymphatique se forme au cours de I"embryogeneése, au
contact du tube cardiaque qui est le systéme vasculaire de la mouche
(Figure 2A). Au cours des trois stades larvaires successifs (durée
totale de 96 h), la glande lymphatique augmente de taille. Au dernier
stade larvaire, la glande est mature et les hémocytes se différen-
cient. A ce stade, la glande est composée de deux lobes antérieurs
(ou primaires) formés au stade embryonnaire, et d’une suite de plus
petits lobes postérieurs (ou secondaires) formés au cours des stades
larvaires [14]. Ces lobes secondaires correspondent a des réservoirs de
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aux petits vaisseaux sanguins [33].

progéniteurs hématopoiétiques (Figure 2B). Les lobes
antérieurs comportent trois zones : la zone médullaire
(ZM) qui contient les progéniteurs hématopoiétiques
pluripotents ; la zone corticale (ZC), localisée au cortex
de la glande, ol se différencient les hémocytes ; et le
PSC (posterior signaling center), un centre de signali-
sation localisé dans la partie postérieure et composé
d’environ 30 cellules (Figure 2B) [15]. La spécification
du PSC au cours de I’embryogenese requiert la fonction
du géne collier (col), qui code pour un facteur de trans-
cription conservé au cours de I’évolution. Quatre génes
apparentés (orthologues) ont été identifiés chez les
mammiféres : les génes early B-cell factor (ebf), dont
deux, ebfl et ebf2 sont impliqués dans I’hématopoiése
[16-19]. Panalyse de mutants col a permis de montrer
que le PSC est requis pour maintenir un pool de progé-
niteurs hématopoiétiques pluripotents dans la glande
lymphatique [20, 21], une fonction similaire a celle de
la niche des CSH chez les vertébrés. Le PSC de drosophile
constitue donc un modele de choix, complémentaire du
modele de la souris, pour étudier in vivo les mécanismes
cellulaires et moléculaires impliqués dans la formation
et la fonction de la niche hématopoiétique.

Les voies de signalisation impliquées
dans la fonction du PSC

Uinvalidation de génes spécifiques du PSC ou de cha-
cune des deux autres zones a montré que le PSC sécrete
des signaux diffusibles, capables d’activer différentes
voies de signalisation dans les autres compartiments
de la glande lymphatique. Deux de ces signaux issus
du PSC ont été bien caractérisés : le morphogene Hh
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Figure 2. La niche hématopoiétique chez la drosophile. A. Image
d’une larve mutante ol la glande lymphatique nécrosée est mar-
quée en noir. La barre d’échelle correspond a 0,5 mm. B. Image
en microscopie confocale d’une glande lymphatique de larve de
drosophile (dernier stade larvaire). Les lobes antérieurs (ou pri-
maires) sont les plus développés et sont organisés en trois zones.
La zone médullaire (ZM, en vert) est composée de progéniteurs
hématopoiétiques et la zone corticale (ZC, en bleu) d’hémocytes
différenciés provenant de la différenciation des progéniteurs. La

troisiéme zone, le centre de signalisation (PSC, en rouge), est

formée par un petit groupe de cellules localisées au pdle postérieur du lobe antérieur. Les cellules du centre de signalisation (PSC, en rouge) expri-

ment le facteur de transcription Collier (Col). Les lobes postérieurs (ou secondaires) sont composés de progéniteurs hématopoiétiques et servent

de réservoirs de cellules. La barre d’échelle correspond a 80 pm. C. Représentation schématique de la partie postérieure d’un lobe antérieur. Les

cellules du PSC (rouge) envoient des signaux requis pour le maintien des progéniteurs de la ZM. Collier (Col) contrdle I"expression du morphogéne

Hedgehog (Hh) dans le PSC. Le ligand Hh diffuse et active la voie de signalisation Hh dans la ZM, qui est nécessaire au maintien de I’état progéni-

teur via la répression de la protéine kinase A (PKA). La voie de signalisation PDGF/VEGFR est activée dans la ZC grdce a la diffusion du ligand PVF1

synthétisé dans le PSC. U'activation de cette voie conduit a I'inactivation de la voie de signalisation adénosine/AdoR dans la ZM. Cette derniere

contrdle positivement I"activité de PKA.

(hedgehog) et le ligand PVF1 (platelet-derived growth factor/vas-
cular endothelial growth factor-like factor) (Figure 2C). La perte de
fonction dans le PSC des génes hh ou pvfl conduit a la différencia-
tion prématurée des progéniteurs hématopoiétiques. Cependant, les
cibles et communications cellulaires de ces deux signaux sont tres
différentes. Hh agit directement sur les progéniteurs de la ZM et est
nécessaire au maintien de leur état progéniteur pluripotent [21]. PVF1
diffuse par exocytose a partir du PSC et agit, via son récepteur PDGF/
VEGFR, dans les hémocytes en cours de différenciation. Il y stimule la
sécrétion d’ADGF-A (adenosine deaminase-related growth factor-A),
une enzyme modifiant I'adénosine extracellulaire. Cette modification
conduit a I'inactivation de la voie de signalisation adénosine/AdoR
(adenosine receptor) dans les cellules de la ZM. La voie AdoR régule
positivement I’activité de la protéine kinase A (PKA), favorisant la
différenciation, alors que la signalisation Hh inhibe I’activité PKA dans
la ZM. Le contrdle positif de "activité PKA par les cellules se différen-
ciant, via la voie adénosine/AdoR, et négatif par le PSC, via la voie Hh,
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permet un maintien de I’équilibre entre progéniteurs et
cellules différenciées [22]. D’autres études ont montré
que la voie JAK (Janus kinase)/STAT (signal transducer
and activator of transcription) est activée et néces-
saire dans la ZM [23]. Ces données montrent que les
communications entre le PSC et la ZM sont indispen-
sables au maintien de I’équilibre entre cellules progéni-
teurs pluripotentes et cellules différenciées au sein de
la glande lymphatique, et mettent en jeu de multiples
voies de signalisation.

La voie de signalisation BMP/Dpp contréle
le nombre de cellules de la niche
hématopoiétique chez la drosophile

La voie de signalisation BMP (bone morphogenetic pro-
tein), conservée au cours de I’évolution, est impliquée
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Figure 3. La voie de signalisation BMP/Dpp contréle la taille du PSC. A. Le ligand Dpp se fixe sur le récepteur de type Il, conduisant a la formation

d’un complexe composé de récepteurs de type | et de type Il. Ce complexe activé s’autophosphoryle et phosphoryle le facteur de transcription

Smad. Smad phosphorylé recrute son cofacteur (Medea) et entre dans le noyau pour activer la transcription de génes cibles. B. Au stade larvaire,

la voie BMP/Dpp est activée dans le PSC (en rouge). Uinactivation dans le PSC de cette voie (C.) ou de col (D.) conduit & une augmentation mas-

sive du nombre de cellules composant le PSC. La perte de fonction de Col dans le PSC (D.) entraine une inactivation de la voie BMP/Dpp dans ces

cellules indiquant que Col contrdle I'activation de cette voie. €. Représentation schématique de la cascade de régulation contrélant le nombre

de cellules du PSC. ’activation de la voie BMP/Dpp par Collier dans le PSC réprime I’expression du proto-oncogeéne Myc (Dmyc chez la drosophile),

impliqué dans la prolifération.

dans de nombreux processus biologiques [24-26]. Cette voie est acti-
vée suite a la liaison d’un ligand de type TGFP (transforming growth
factor B) & un récepteur de type Il, suivie du recrutement et de la
phosphorylation d’un récepteur de type |. Le complexe récepteur type |
plus Il phosphorylé active par phosphorylation un facteur de trans-
cription Smad (mothers against decapentaplegic homolog). Smad
activé recrute un cofacteur, Smad4/Medea, puis devient nucléaire et
active la transcription de ses genes cibles (Figure 34). Chez la dro-
sophile, la voie BMP, appelée Dpp (decapentaplegic), comporte trois
ligands (Dpp, glass bottom boat et screw), deux récepteurs de type |
(thickvein [Tkv] et saxophone), deux récepteurs de type Il (wishfull
thinking [Wit] et Punt), un transactivateur Smad et son cofacteur
Medea [25]. Au sein de la glande lymphatique, la voie Dpp est spécifi-
quement activée dans le PSC par liaison de Dpp a ses récepteurs Tkv et
Wit [27]. Linactivation génétique de la signalisation Dpp dans le PSC
conduit a une augmentation considérable du nombre de cellules du
PSC, montrant que la voie Dpp contrdle la prolifération des cellules du
PSC (Figure 3B). Ce contrdle de la prolifération passe par la répression
de I’expression de Dmyc, 'orthologue chez la drosophile du proto-
oncogene Myc vertébré (Figure 3€). Il a été montré indépendamment
que la voie de signalisation wingless (Wg/Wnt) [28] régule positive-
ment le nombre de cellules du PSC, suggérant que le rapport entre les
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niveaux de signalisation Wnt et Dpp détermine la taille
du PSC [27, 29]. Létape suivante était de déterminer
les conséquences du changement du nombre de cellules
du PSC sur la différenciation des hémocytes (Figure 4A)
[21, 27].

Lhoméostasie des cellules au sein de la glande
lymphatique est dépendante de la taille du PSC

Uinactivation de la signalisation Dpp dans le PSC
induit a la fois une augmentation du nombre des cel-
lules du PSC et une perte de différenciation des hémo-
cytes, indiquant que le contrdle de la taille du PSC est
un parametre essentiel de I’homéostasie hémocytaire
dans la glande lymphatique (Figure 44). U'expression
de Hh n’est cependant pas affectée dans ces condi-
tions [21], ce qui suggére que "augmentation du
nombre de cellules du PSC provoque une augmentation
de la quantité de Hh total produit, qui conduit au
maintien de toutes les cellules de la LG (hors PSC) &
I’état de progéniteurs multipotents [27]. Une perte
de fonction de col dans le PSC a partir du deuxieme

&
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et de la fonction de la niche
Mammiferes hématopoiétique de drosophile :
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signaux émis par celui-ci. Ceci
conduit préférentiellement au
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la balance entre la ZM et la ZC

n’est pas modifiée par rapport

au contexte sauvage. B. Chez la

drosophile, Col contréle a la fois I’expression du signal Hh et I’activation de la voie de signalisation BMP/Dpp. La signalisation Wg contréle égale-

ment le nombre de cellules de la niche. Cette étude révele de nouveaux paralléles entre les roles de Col, BMP/Dpp et Wg chez la drosophile et leurs

orthologues mammiféres €BF2, BMP et Wnt, dans le contréle de I’lhématopoieése.

stade larvaire, apres la phase de spécification dans I’embryon,
conduit a une augmentation du nombre de cellules du PSC. Cette
augmentation est corrélée a la perte d’activation de la voie BMP
dans le PSC. Pourtant, contrairement a la simple inactivation de la
voie Dpp, "augmentation de la taille du PSC consécutive a I’absence
de Col ”’empéche pas la différenciation des hémocytes. D’ou I’hypo-
thése que I’augmentation du nombre de cellules du PSC, en absence
de Col, est compensée par une perte partielle de leur activité de
signalisation (Figure 4). €n accord avec cette hypothése, I’expres-
sion de Hh dans les cellules du PSC est significativement diminuée
dans des conditions de perte de fonction de Col. L'ensemble de ces
données montre que le facteur de transcription Collier coordonne les
programmes de prolifération et de signalisation des cellules de la
niche hématopoiétique, et que cette coordination est un parametre
essentiel de I’hématopoiese (Figure 4B).

De la drosophile aux mammiféres

Bien que les données concernant la formation et la fonction de la
niche hématopoiétique chez la drosophile et la souris restent frag-
mentaires, de nombreux paralléles peuvent déja étre établis entre ces
deux organismes modeles. Ainsi, chez la souris, la perte de fonction
du gene codant pour la B-caténine, facteur de transcription en aval
de la voie Wg/Wnt, entraine une diminution du nombre d’ostéoblastes
[30]. Un phénotype comparable est observé chez la drosophile ol
Pinactivation du ligand Wg dans le PSC conduit a la réduction de la
taille de ce dernier (Figure 4B) [27, 291. Un second paralléle concerne
I’implication de la voie BMP/Dpp requise pour le contréle de la taille de
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la niche chez la drosophile. En effet, I'inactivation d’un
récepteur de la voie de signalisation BMP (BMPR1A)
dans les ostéoblastes conduit a une augmentation de
leur nombre et, ainsi, du nombre de CSH [31]. Enfin,
de nouveaux paralléles pourraient étre établis sachant
qu’€BF2 (early B-cell factor 2), I'un des orthologues
murins de Col, est exprimé dans les ostéoblastes et
est requis pour le maintien des CSH [32]. De la méme
maniére, chez la drosophile, Col est requis pour le main-
tien des précurseurs hématopoiétiques. Cependant, le
mécanisme impliqué demeure non élucidé et les inte-
ractions possibles entre EBF2 et les voies BMP et Wnt
restent a établir. De méme, une meilleure connaissance
des voies de signalisation impliquées dans la commu-
nication entre la niche et les CSH chez les mammiféres
[33] permettra de déterminer si les voies de signalisa-
tion Hh et PDGF/VEGFR (platelet derived growth factor/
vascular endothelial growth factor), impliquées dans ce
processus chez la drosophile, jouent aussi un réle dans
la niche des vertébrés. ¢

SUMMARY

The drosophila hematopoietic niche

Stem cells are required for both tissue renewal and
repair in response to injury. The maintenance and func-
tion of stem cells is controlled by their specific cellular
microenvironment called “niche”. Hematopoietic stem
cells (HSC) that give rise to all blood cell types have
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