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Hb : Hémoglobine 

HLA : Human Leukocyte Antigen 

Hox : HOmeoboX gene 

HPP-CFC : High Proliferative Potential- CFC 

ICM : Intermediate Cell Mass 

Igf2 : Insuline-like Growth Factor 2  

IL : InterLeukine 

IMDM : Iscove's Modified Dulbecco's Medium 

IP : Iodure de Propidium 

KDR : Kinase Domaine insert Receptor 

LIF : Leukemia Inhibitory  Factor 

Lin : Lineage 

LTC-IC : Long Term Culture-Initiating Cell 

LTRC : Long Term Repopulating Cell, ou LT-CSH 

LTRA : Long Term Repopulating Ability 

Lz : Lozenge 

M-CSF : Macrophage-CSF 

Meis1 : Myéloïd Ecotropic viral Integration 

Site 1 

MEP : Megakaryocyte/Erythrocyte Progenitor 

MO : Moelle Osseuse 

Mpl : MyeloProliferative Leukemia 

MPP : MultiPotent Progenitor  

MS5 : Murine Stromal Cells  

Ncx : Na/Ca eXchanger 

NK : Natural Killer 

NOD-SCID : Non Obese Diabetic-SCID 

OP9-DL1 : OP9 Delta-Like-1 

OSMR : Récepteur à l’Oncostatine M 

P/S : Pénicilline/Streptomycine 

p6 : plaque 6 puits 

p96 : plaque 96 puits 

p-Sp : SplanchnoPleure Para-aortique 

PB : Pacific Blue 

PBD : Paired Box Domain  

PBS : Phosphate Buffer Saline 

PDGF : Platelet Derived Growth Factor 

PE : PhycoÉrythrine 

PEBP2αB : PhosphatidylÉthanolamine-Binding 

Protein 2αB 

PECAM-1 : Platelet Endothelial Cell Adhesion 

Molecule-1 

PBI : Posterior Blood Island 

PE-Cy7 : Phycoérythrine-Cyanine 7 

Pl : Placenta 

PlGF : Placenta Growth Factor  

PLM : Posterior Lateral Mesoderm 

PPO : Prophénoloxidase 

Ptprc : Protein Tyrosine Phosphatase Receptor 

type C  

pVBI : VBI postérieur 

Rh123 : Rhodamine 123 

RTK : Récepteur Tyrosine Kinase 

RU : Repopulating Unit 



 ABRÉVIATIONS 

    

 

Runx1 : Runt related transcription factor 1 

SA : Streptavidine 

SAP : Patche Sous-Aortique 

Sca-1 : Stem Cell Antigen-1 

Scf : Stem Cell Factor  

SCID : Severe Combined ImmunoDeficiency 

Scl : Stem Cell Leukemia 

SDF-1 : Stromal Cell Derived Factor-1 

SG : Semaine de Gestation 

SLAM : Signaling Lymphocytic Activation 

Molecule 

Srp : Serpent 

STRC : Short Term Repopulating Cell, ou ST-

CSH 

SV : Sac Vitellin 

SVF : Sérum de Veau Fœtal  

Tal1 : T-cell acute lymphocytic leukemia 

TALE : Three Amino acid Loop Extension  

Thy-1 : Thymus cell antigen-1 

TNFα : Tumor Necrosis Factor α 

TPO : ThromboPOïétine 

TGFβ : Transforming Growth Factor β 

Ush : U-Shaped 

VBI : Ventral Blood Island 

VeCad : Vascular Endothelial-Cadherin 

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor 

VMZ : Zone Marginale Ventrale 

Xaml : Xenopus Acute Myeloid Leukemia  

Xgal : 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-

galactopyranoside 
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globule rouge

PRÉAMBULE 

 

Système sanguin et placenta 

Le sang est un tissu mésenchymateux dont la matrice extra-cellulaire (plasma) est liquide, ce qui lui 

permet de circuler continuellement dans tous les vaisseaux du corps afin de transporter le dioxygène 

et les éléments nutritifs nécessaires aux processus vitaux, et simultanément de drainer les déchets 

produits (CO2, déchets azotés) vers les organes d'évacuation (reins, poumons, foie, intestin). Il 

permet également la diffusion des hormones, des cellules et molécules du système immunitaire à 

travers l'organisme. Le sang est composé d’éléments cellulaires (45%) et de plasma (55%), et 

représente environ 8% du poids corporel total. Les cellules sanguines, dites Cellules 

Hématopoïétiques (CHs), sont générées au cours d'un processus appelé hématopoïèse et possèdent, 

selon leur type, des fonctions particulières. Les globules rouges (ou érythrocytes) assurent le 

transport de l’oxygène, les globules blancs (ou leucocytes) participent aux réactions de défense 

immunitaire, et les plaquettes (ou thrombocytes) jouent un rôle important au niveau de la 

coagulation sanguine (Figure 1).  

 

Figure 1 : Représentation schématique des constituants 

cellulaires du sang 

Adaptée d'après ressources internet Servier Medical Art. 
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Au cours de l'embryogenèse, les CHs sont primordiales dans le développement de l'embryon, 

notamment lors de la formation et du développement du placenta (Pl), organe extra-embryonnaire 

extrêmement vascularisé indispensable aux échanges materno-fœtaux. Le Pl tout juste formé est 

sujet à une activité importante de vasculogenèse et d'angiogenèse, nécessitant le recrutement d'un 

nombre très important de CHs. La durée de vie de ces cellules est extrêmement variable : 3 jours à 

plusieurs années pour certains globules blancs, 8 à 10 jours pour les plaquettes et 120 jours pour les 

globules rouges. Toutefois, leur nombre est maintenu constant grâce au processus d’hématopoïèse 

qui permet la production de CHs de tous les lignages, générant quotidiennement pas moins de 1012 

CHs chez l’homme adulte (Ogawa, 1993). Ces CHs matures différenciées ne sont pas capables de 

proliférer et leur production est assurée par des cellules plus primitives nommées Cellules Souches 

Hématopoïétiques (CSHs).  

 

 Cellules souches et CSHs 

  Autorenouvellement et multipotence 

Les Cellules Souches (CSs) apparaissent au cours du développement embryonnaire et chez l'adulte, 

elles sont spécifiques d'un tissu particulier (CSs de la peau, de l'intestin, du sang,...). En tant que 

cellules indifférenciées, elles sont multipotentes et peuvent se diviser pour produire l'ensemble des 

cellules matures différenciées du tissu qui leur correspond. La plupart des divisions cellulaires sont 

symétriques, puisque la cellule mère produit deux cellules filles identiques à elle-même, conduisant à 

une augmentation du nombre de cellules. Toutefois, le nombre de CSs adultes d’un tissu donné reste 

constant du fait que ces cellules peuvent s'autorenouveler par le jeu d'une balance entre divisions 

symétriques et asymétriques (Figure 2). Dans la plupart des tissus, les CSs sont rares et chacune 

d'entre elles est «nichée» dans un microenvironnement particulier lui permettant de conserver ces 

deux propriétés principales qui sont l’autorenouvellement et la multipotence. Comme toute CS, la 

CSH possède ces deux propriétés et est capable de se différencier pour générer l'ensemble des 

cellules appartenant aux différents lignages sanguins (lymphoïde, myéloïde, mégacaryocytaire et 

érythroïde). 

 

 

 

 

 

 



INTRODUCTION 

Préambule 

   3 

 

NICHE

cellule mature 
différenciée

ENVIRONNEMENT 
EXTÉRIEUR A LA NICHE

cellule souche

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Division asymétrique des cellules souches 

Après la division, une des deux cellules filles reste dans le 
microenvironnement de la niche, préservant ainsi son potentiel 
d'autorenouvellement, tandis que la deuxième cellule fille quitte 
cette niche et rentre dans son processus de division et de 
différenciation (schéma adapté d'après ressources internet Servier 
Medical Art). 

 

Les CHs sont organisées en différents compartiments selon une hiérarchie pyramidale, partant de la 

CSH et aboutissant à l’ensemble des cellules matures différenciées du sang, en passant par des 

progéniteurs et des précurseurs hématopoïétiques (Figure 3). Le descendant direct de la CSH est le 

MultiPotent Progenitor (MPP) ou progéniteur multipotent, encore capable de générer l’ensemble 

des cellules du sang mais qui ne peut déjà plus s’autorenouveler (Adolfsson et al., 2001). Les MPP 

peuvent produire deux types de progéniteurs : le Common Myeloid Progenitor (CMP) (Akashi et al., 

2000; Manz et al., 2002) et le Common Lymphoid Progenitor (CLP) (Kondo et al., 1997; Hao et al., 

2001). Les CMP donnent naissance à des progéniteurs engagés soit dans les lignées érythroïde et 

mégacaryocytaire (Megakaryocyte/Erythrocyte Progenitor ou MEP), soit dans les lignées 

granulocytaire et macrophagique (Granulocyte/Monocyte Progenitor ou GMP). Les CLP donnent 

naissance aux lymphocytes B et T ainsi qu’aux cellules Natural Killer (NK). Quant aux cellules 

dendritiques, il a été montré d’après leurs phénotypes qu’elles pouvaient dériver des CMP aussi bien 

que des CLP (Traver et al., 2000; Manz et al., 2001a; Manz et al., 2001b). Chez l’embryon comme chez 

l’adulte, les CSHs sont donc les seules CHs capables d’autorenouvellement. Cependant, 

contrairement aux CSHs embryonnaires, les CSHs adultes ont un faible pouvoir prolifératif (Abkowitz 
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et al., 2002; Gordon et al., 2002), et le maintien des cellules sanguines matures est assuré 

essentiellement par les progéniteurs et précurseurs hématopoïétiques. Une étude récente indique 

que les CSHs adultes sont de deux types : le premier pour lequel la balance entre différenciation 

lymphoïde et myéloïde est à l’équilibre, l’autre pour lequel la différenciation est en faveur des 

lignages myéloïdes (Benz et al., 2012). 

Figure 3 : Représentation schématique de la hiérarchie des cellules hématopoïétiques 

NK : natural killer (schéma adapté d'après ressources internet Servier Medical Art).  
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CHAPITRE I - MISE EN ÉVIDENCE DES CELLULES SOUCHES 
HÉMATOPOÏÉTIQUES 

1.1 - Historique de la notion de CSH 

Le début des recherches concernant les CSHs adultes remonte au XIXème siècle au cours duquel Franz 

Ernst Christian Neumann (1834-1918) fut le premier à postuler que la Moelle Osseuse (MO) 

constituait l’organe de formation des cellules différenciées du sang après la naissance, et qu’elle 

contenait des cellules particulières capables de donner naissance à l'ensemble des cellules sanguines 

(Figure 4).  

Figure 4 : Ernst Neumann illustrant sa "cellule souche", 1914 

La "cellule souche super lymphocyte" (1912) ou super lymphocyte capable d'érythropoïèse 
et de lymphopoïèse dans la moelle osseuse adulte et ici, dans le foie fœtal. GrLk : noyau du 
super lymphocyte ; Erblk : érythroblaste. 

 

Le scientifique russe Alexander A. Maximow (1874-1928) développa par la suite cette théorie en 

indiquant que ces cellules sont situées dans un microenvironnement particulier de la MO appelé 

"niche". Le taux massif de mortalité dû aux aplasies médullaires causées par l’irradiation des bombes 

d’Hiroshima et Nagasaki n’ont fait que confirmer cette hypothèse. Quelques décennies plus tard, les 

travaux de Jacobson et ceux de Lorenz ont montré que des cellules adultes murines contenues dans 

la rate et la MO sont capables de reconstituer le système hématopoïétique de souris létalement 

irradiées, preuve de l’existence de cellules à l’origine du système sanguin (Jacobson et al., 1951; 

Lorenz et al., 1951). C’est en 1961 avec les travaux de Till et McCulloch qu’apparaît le concept de 
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CFU-S (Colony Forming Unit in the Spleen), cellule capable de donner naissance à la fois à des cellules 

granulocytaires myéloïdes et à des cellules érythroïdes. La MO d’une souris adulte contient de telles 

cellules qui, 8 jours après avoir été injectées dans des souris létalement irradiées, peuvent générer 

des nodules dans la rate des souris greffées. Après analyse, ces nodules se révèlent être constitués 

de colonies de CHs en intense prolifération (Till and McCulloch, 1961). Les nodules analysés 8 jours 

après l’injection contiennent principalement des CHs unipotentes engagées dans les voies de 

différenciation érythroblastique, macrophagique ou granuleuse, alors que ceux analysés 12 jours 

après l’injection contiennent des CHs moins engagées dans leur processus de différenciation. Il est 

donc important de noter que les CFU-S à l’origine de ces deux types de nodules (CFU-S J8 et  

CFU-S J12) n’ont pas le même degré d’immaturité, créant ainsi une certaine hiérarchie au sein des 

CFU-S. Une fois injectées dans une deuxième souris létalement irradiée, seules les CFU-S J12 sont 

capables de générer à nouveau des nodules dans la rate de la souris greffée, démontrant leur 

potentiel d’autorenouvellement et confirmant leur caractère plus immature que les CFU-S J8 

(Charbord, 1994). Toutefois, plusieurs travaux ont montré que ces CFU-S ne sont pas capables de 

maintenir l’hématopoïèse à long terme et sont donc moins immatures que les CSHs (Hodgson and 

Bradley, 1979; Bertoncello et al., 1988; Jones et al., 1989; Jones et al., 1990). Ploemacher et Brons 

introduisent en 1988 la notion de pré-CFU-S, permettant ainsi d’aller plus loin dans la caractérisation 

des CFU-S (Ploemacher and Brons, 1988). Treize jours après l’injection primaire, les cellules de la MO 

des souris greffées sont récupérées et injectées dans une nouvelle souris létalement irradiée. Douze 

jours après l’injection secondaire, des CFU-S sont mises en évidence dans la rate des souris greffées. 

Les cellules à l’origine de ces CFU-S J12 secondaires, nommées pré-CFU-S, ont donc été capables de 

migrer dans la MO de la première souris et sont plus immatures que les CFU-S J12 primaires. Les  

pré-CFU-S ont été comparées aux LT-CSHs (LT pour Long Term, voir §1.3) en tant que cellules 

capables de reconstituer à long terme le système hématopoïétique d'une souris létalement irradiée. 

Aujourd’hui, le test CFU-S reste classiquement utilisé pour évaluer le potentiel hématopoïétique de 

certaines populations de cellules embryonnaires ou adultes in vivo. De façon générale, il n'a pas été 

possible de mettre en évidence de CFU-S au sein d'une population de cellules humaines. Seuls les 

travaux de Rezzoug et al. ont pu montrer que des cellules de Foie Fœtal (FF) humain peuvent générer 

des nodules dans la rate de souris létalement irradiées, indiquant que les CHs humaines sont 

capables de migrer, proliférer et se différencier dans un microenvironnement murin (Rezzoug et al., 

1997). 

Les CSHs adultes sont localisées dans la MO et pourtant, elles ne sont pas produites par cet organe et 

apparaissent au cours de la vie embryonnaire. La principale différence entre les CSHs embryonnaires 

et les CSHs adultes réside dans le fait que les CSHs embryonnaires sont en active prolifération alors 
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que les CSHs adultes sont à l’état quiescent et par conséquent, capables uniquement de maintenir 

leur nombre et de renouveler les cellules sanguines circulantes. Bien que la présence de CSHs 

embryonnaires n’ait pas été démontrée dans l’embryon très précoce, l’étude des CHs embryonnaires 

remonte à la fin du XXème siècle avec les travaux de Peter Hollands et al. qui montrèrent que des 

cellules d’embryons de souris très précoces (6-7 jours de développement embryonnaire, E6-E7) sont 

capables de reconstituer à court terme le système sanguin de souris létalement irradiées, preuve de 

l’existence de CHs immatures dans l'embryon avant la mise en place de la circulation sanguine (E8.5) 

(Hollands, 1987; Hollands, 1988).  

Chez l’embryon comme chez l’adulte, les CSHs sont très rares et très difficiles à caractériser, ce qui 

limite considérablement leur étude d’un point de vue fondamental et leur utilisation d’un point de 

vue clinique. A l’heure actuelle, il est en effet impossible d’isoler une population pure de CSHs étant 

donné qu’aucun marqueur spécifique de ces cellules n’a encore été mis en évidence. Grâce à des 

combinaisons de différents marqueurs membranaires ou intracellulaires, certaines populations de 

cellules plus ou moins enrichies en CSHs peuvent toutefois être isolées, et leurs potentiels 

hématopoïétiques respectifs peuvent être évalués rétrospectivement grâce à des tests in vitro et in 

vivo. 

 

1.2 - Tests in vitro 

1.2.1 - Test clonogénique ou Colony-Forming Cell (CFC) assay 

Le test clonogénique est un test utilisé in vitro chez la souris comme chez l'homme pour mettre en 

évidence des précurseurs/progéniteurs hématopoïétiques au sein d’une population donnée, 

embryonnaire ou adulte. Les différentes colonies hématopoïétiques observables via ce test sont 

caractéristiques pour chacune d’entre elles d’un progéniteur/précurseur hématopoïétique donné. 

Les CHs plus immatures éventuellement contenues dans la population d’étude ne peuvent pas être 

détectées. 

A l'origine, il avait été montré que des cellules de MO de souris cultivées dans un milieu semi-solide 

d'agar étaient capables de former des petites colonies, allant de une à seize cellules (Metcalf, 1970). 

Cette étude a également montré que l’addition dans l’agar de facteurs non recombinants nommés 

Colony Stimulating Factors (CSF) stimule la croissance des colonies. Ces CSF sont principalement issus 

d’urine humaine (Stanley and Metcalf, 1969) ou de milieu conditionné de culture (Bradley and 

Sumner, 1968). Les deux premiers jours de culture, ces colonies contiennent uniquement des 

granulocytes mais par la suite, des macrophages apparaissent. Peu après, la prolifération cesse et les 
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colonies disparaissent. Dix ans plus tard, Johnson et Metcalf réalisent des cultures similaires à partir 

de cellules embryonnaires et adultes murines cultivées dans de l'agar additionné de CSF issus de 

milieu conditionné de rates stimulées par un mitogène "pokeweed" durant 7 jours (Johnson and 

Metcalf, 1977; Metcalf et al., 1979). Ces cultures ont permis la mise en évidence de colonies mixtes à 

composante érythroïde, granulocytaire, macrophagique et mégacaryocytaire, et le caractère clonal 

de ces colonies a été établi. Aujourd’hui, ce test a été modifié et consiste à cultiver la population 

d’étude dans un milieu semi-solide de méthylcellulose (à la place de l’agar) complémenté avec des 

cytokines recombinantes (Figure 5).  

Figure 5 : Test clonogénique ou Colony-Forming Cell (CFC) assay 

Abréviations utilisées : CFU Colony-Forming Unit, BFU Burst-Forming Unit, -E Érythroïde, -G 
Granulocyte, -M Monocyte/Macrophage, -GM Granulocyte/Macrophage, -GEMM 
Granulocyte/Érythroïde/Macrophage/Mégacaryocyte, -pré B pré-lymphocyte B. 

 

Les cytokines recombinantes de base utilisées pour la souris sont les Interleukines (IL)-3, -6, le Stem 

Cell Factor (Scf - utilisé dans le cas de cellules embryonnaires), l'Érythropoïétine (EPO) et l'insuline. 

Selon la question biologique posée et le type de colonies souhaité, d'autres cytokines recombinantes 

peuvent être ajoutées telles que les IL-2,-4, -7, -11, la Thrombopoïétine (TPO), le Fms-Like Tyrosine 

kinase receptor 3 Ligand (Flt3L), le Granulocyte-CSF (G-CSF), le Granulocyte/Macrophage-CSF (GM-

CSF), le Leukemia Inhibitory Factor (LIF) et le Tumor Necrosis Factor α (TNFα). Pour les cellules ES 

humaines, le Bone Morphogenetic Protein-4 (BMP-4) peut également être utilisé pour promouvoir la 

suspension riche en 
précurseurs 

hématopoïétiques

méthylcellulose
+ cytokines 

recombinantes

+

BFU-E CFU-GMCFU-G CFU-M CFU-GEMM

Exemples de colonies visibles au bout de 7 jours de culture

CFU-pré B

degré d'immaturité du précurseur hématopoïétique mis en évidence
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différenciation de ces cellules vers le lignage hématopoïétique. Au bout de 7 jours de culture pour la 

souris et 14 jours pour l'homme, il est possible de visualiser des colonies hématopoïétiques distinctes 

issues de cellules clonogéniques myéloïdes (ou Colony Forming Cell CFC) restreintes à un seul lignage 

hématopoïétique : la BFU-E ou Burst Forming Unit-Erythroid (plus grosse en taille et plus immature 

que la CFU-E, ou Colony Forming Unit-Erythroid, qui n’est visible qu’entre le deuxième et le troisième 

jour de culture), la CFU-Mk pour Mégacaryocyte, la CFU-G pour Granulocyte et la CFU-M pour 

Monocyte/Macrophage. Des colonies issues de cellules clonogéniques myéloïdes bipotentes, telles 

que la CFU-GM et la BFU-E/Mk, peuvent également être observées. En présence d'une faible 

concentration d’EPO, seules les CFU-E et CFU-GM peuvent être mises en évidence. La plus immature 

des CFC observables est la CFU-GEMM, visible à 10 jours de culture et qui contient à la fois les 

composantes Granulocytaire, Érythrocytaire, Macrophagique et Mégacaryocytaire. Cette colonie est 

aussi appelée CFU-mixte car elle ne possède pas toujours la composante mégacaryocytaire. Grâce à 

l'IL-7 additionnée à une méthylcellulose particulière promouvant la lymphopoïèse B, il est possible de 

mettre en évidence des colonies pré-CFU-B pour lymphocyte B. Les CFC représentatives des 

lymphocytes T ne sont pas observables dans ce test.  

Deux autres types de précurseurs hématopoïétiques différents des CFU et plus immatures que les 

CFU-GEMM ont été mis en évidence par la suite : 

- En 1982, Nakahata et Ogawa montrent qu'à partir de MO ou de rate adultes, il est possible de 

détecter des colonies différentes de celles précédemment décrites du fait qu'elles ne présentent 

aucun signe de différenciation terminale (Nakahata and Ogawa, 1982). Ces colonies sont visibles au 

bout de 16 jours de culture et sont baptisées "colonies souches" puisqu'elles sont capables de 

donner de nouvelles colonies multipotentes une fois repiquées. Les auteurs montrent également 

qu'elles contiennent des CFU-S J8, preuve de leur caractère immature. 

- Des colonies issues de précurseurs hématopoïétiques nommés High Proliferative Potential-Colony 

Forming Cells (HPP-CFC) ont également été mises en évidence. Ces colonies sont d'aspect 

macrophagique mais sont bien plus immatures que les colonies CFU-M (Bradley and Hodgson, 1979). 

Elles sont caractérisées par leur capacité à générer de grosses colonies qui, au bout de 10-12 jours de 

culture, contiennent plus de 50.000 cellules de type granulocyte, érythrocyte, mégacaryocyte et 

macrophage. Initialement établi avec des cellules adultes, ce test est applicable également pour les 

cellules embryonnaires. Chez la souris, mais aussi chez l'homme, les populations résistantes au  

5-FluoroUracile (5-FU - utilisé pour détruire les cellules en cycle) sont enrichies en HPP-CFC, 

suggérant l’état quiescent de ces cellules in vivo. Les HPP-CFC sont capables de produire de nouvelles 
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colonies une fois repiquées, démontrant leur capacité d'autorenouvellement, caractéristique 

commune aux HPP-CFC et aux CSHs (McNiece et al., 1989; McNiece et al., 1990; Srour et al., 1993). 

Il existe par ailleurs d’autres tests in vitro basés sur des systèmes de cocultures qui permettent 

également de révéler les compartiments de progéniteurs hématopoïétiques immatures mais aussi le 

compartiment souche. Ces tests sont décrits dans le paragraphe suivant. 

 

1.2.2 - Les systèmes de cocultures 

Dans le microenvironnement hématopoïétique in vivo, les CSHs sont localisées au contact des 

cellules stromales, et les interactions engendrées entre ces deux types de cellules sont très 

importantes pour la régulation des CSHs. Cette hypothèse a été établie en 1977 par les travaux de 

Dexter et al. qui ont tiré profit de ces interactions pour maintenir en culture à long terme des CHs 

immatures de MO adulte en les ensemençant sur un tapis de cellules stromales lui-même 

fraîchement établi à partir de MO adulte (Dexter et al., 1977). Les cultures à long terme de CHs sont 

en effet incapables de s’établir sans support stromal, montrant la nécessité d’un 

microenvironnement favorisant la croissance et la différenciation hématopoïétique, notamment 

grâce à la production de facteurs de croissance hématopoïétique appartenant à la famille des CSF, 

mais aussi grâce à la présence de protéines d’adhésion. Ce tapis mime donc le microenvironnement 

naturel et permet aux CHs immatures de venir se nicher. Dans le but de simplifier ces cocultures et 

de s’affranchir du besoin d’établir un tapis de cellules de MO adulte à chaque expérience, des lignées 

stromales issues de MO de souris adulte ont été établies et une des premières à l'avoir été, la lignée 

de cellules stromales Murine Stromal cells 5 (MS5) (Itoh et al., 1989), reste classiquement utilisée 

aujourd’hui. Toutefois, d’autres lignées issues de cellules murines adultes ont été générées telles que 

les cellules S-17 (Collins and Dorshkind, 1987) et Sys-1 (Whitlock et al., 1987) issues de MO, les 

cellules OP9 issues de calvaria de souriceaux nouveaux-nés déficients pour le gène M-CSF ou 

Macrophage-Colony Stimulating Factor (Nakano et al., 1994), ou encore les cellules SPY3-2 issues de 

rate (Tsuchiyama et al., 1995). Certaines lignées ont également été établies à partir de cellules 

embryonnaires issues de la région intra-embryonnaire Aorte-Gonades-Mesonephros (AGM) (Ohneda 

et al., 1998; Xu et al., 1998; Oostendorp et al., 2002a; Oostendorp et al., 2002b), de FF (cellules 

AFT024 (Moore et al., 1997a)) ou encore de Pl (Wang et al., 2011). Toutes ces lignées ne possèdent 

pas les mêmes propriétés de soutien de l’hématopoïèse et le choix de leur utilisation est à adapter à 

la question biologique posée. Plus le temps de la coculture est long, plus le degré d'immaturité des 

CHs mises en évidence est important. 
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CHs

CA-FC

La CA-FC ou Cobblestone Area-Forming Cell  

La lignée de cellules stromales MS5 a été utilisée pour établir le test CA-FC qui permet de détecter au 

sein d’une population donnée, la présence de CHs plus immatures que celles détectées par le test 

clonogénique. Il consiste à cocultiver en dilution limite une population enrichie en CHs immatures sur 

un tapis de cellules stromales pré-établi supportant l’hématopoïèse. Le milieu utilisé promeut la 

myélopoïèse uniquement et deux types de cellules sont observables : les CHs, cellules rondes bien 

réfringentes localisées dans le surnageant de culture, et les CA-FC, cellules caractéristiques à 

structure pavimenteuse nichées sous le tapis stromal (Figure 6). 

Figure 6 : Illustration d’une coculture de cellules hématopoïétiques murines 

sur un tapis de cellules stromales MS5 

Abréviations utilisées : CA-FC Cobblestone Area-Forming Cell, CHs Cellules 
Hématopoïétiques.  

 
Lorsque les cocultures concernent des cellules humaines embryonnaires, il est nécessaire de 

complémenter le milieu avec des cytokines recombinantes telles que Scf, Flt3L, IL-2, -3, -7, -15. Tout 

comme pour les tests clonogéniques, le cocktail de cytokines est différent selon la question 

biologique posée. Selon la durée de la coculture, l'observation de CA-FC est corrélable à un 

compartiment donné de CHs : au bout de 7 jours de coculture (J7), la visualisation de CA-FC permet 

de dire que la population d’étude initiale contenait des progéniteurs hématopoïétiques ; si les CA-FC 

persistent encore à J28 pour la souris et J35 chez l'homme, la population de départ contenait des CHs 

plus immatures qui ont été capables de persister plus longtemps in vitro. Ce test à également été 

utilisé pour déterminer la sensibilité des CHs aux radiations (Ploemacher et al., 1992) et aux drogues 

cytotoxiques (Down and Ploemacher, 1993; Down et al., 1994). 



INTRODUCTION 

Chapitre I : Mise en évidence des cellules souches hématopoïétiques 

   12 

 

2. ensemencement de la population à tester dans une p96 en dilution limite
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. cellule stromale

.. .. .. .
4. récupération des cellules (adhérentes et non-adhérentes) et culture en méthylcellulose 
pendant 7 jours

1. établissement d'un tapis de cellules stromales

5. détermination du nombre total de colonies
calcul de fréquence et du nombre total de LTC-IC contenues dans la population d'étude

3. coculture pendant 28 jours, changement de la moitié du milieu chaque semaine 
détermination de fréquence et de nombre de CA-FC dans la population d'étude

. .. ... . .... . . .. .. . .. . . .. . .. .

La LTC-IC ou Long-Term Culture-Initiating Cell 

Dans la continuité directe de la coculture précédemment décrite, il est possible d'aller plus loin dans 

la détermination du degré d’immaturité des CHs contenues dans la population ensemencée sur le 

tapis de cellules stromales. Ainsi, au bout de 28 à 35 jours de culture, les cellules de ce tapis ainsi que 

celles surnageantes peuvent être récupérées et cultivées en milieu méthylcellulose. Si 7 à 14 jours 

plus tard, des CFC représentatives de tous les lignages myéloïdes sont observables, il est possible de 

conclure rétrospectivement que la population d'étude ensemencée initialement contenait des  

LTC-IC, CHs plus immatures que les CA-FC J28 (Figure 7). A l'origine, les conditions de culture 

permettant la mise en évidence de LTC-IC au sein d'une population avaient été mises en place pour 

étudier la différenciation myéloïde des CHs humaines très immatures in vitro (Sutherland et al., 

1989), mais elles s'avèrent être également pertinentes pour la souris. 

Figure 7 : Test LTC-IC ou Long-term Culture Initiating Cell assay 

Abréviations utilisées : CA-FC Cobblestone Area-Forming Cell, CH Cellule Hématopoïétique, p96 
plaque 96 puits. 

 

Test de différenciation lymphocytaire B 

Chez la souris, le test LTC-ICML (Myélopoïèse/Lymphopoïèse B), variation du test LTC-IC, permet de 

mettre en évidence le potentiel de différenciation lymphocytaire B des CHs immatures de la 
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population d’étude. Au bout des 28 jours du test LTC-IC classique permissif pour la myélopoïèse, la 

totalité du surnageant de culture est remplacé par un milieu promouvant la lymphopoïèse B 

(Whitlock and Witte, 1982) et la culture est maintenue durant 7 à 14 jours supplémentaires (Lemieux 

et al., 1995; Lemieux and Eaves, 1996). Depuis, une variante de ce test LTC-ICML a été établie et 

consiste à cocultiver durant 7-14 jours les cellules sur un tapis de cellules stromales, généralement 

sur des cellules OP9, dans le milieu de Whitlock complémenté avec les cytokines IL-7 et Flt3L 

(Yoshimoto et al., 2011). Dans les deux cas, les cellules non adhérentes sont récupérées à différents 

temps de culture et leur phénotype est analysé par cytométrie en flux. Cependant, les conditions de 

culture ainsi établies ne permettent pas de révéler le potentiel lymphocytaire T de la population 

d’étude.  

 

Test de différenciation lymphocytaire T 

Pendant plusieurs années, le seul moyen de tester le potentiel de différenciation T des CHs 

immatures de souris résidait dans un système de culture organotypique de thymus fœtaux (Fetal 

Thymic Organ Culture, FTOC) (Watanabe et al., 1989). Ce test consiste à injecter les CHs dans des 

lobes thymiques embryonnaires prélevés à E14 et préalablement déplétés de leurs lymphocytes T 

endogènes par un traitement à la déoxyguanosine. Ce test FTOC est adaptable à l’homme lorsque les 

lobes thymiques utilisés proviennent de souris SCID (Severe Combined ImmunoDeficiency) (Plum et 

al., 2000) ou NOD-SCID (Non Obese Diabetic-SCID) (Robin et al., 1999). Quelques années plus tard la 

lignée de cellules stromales OP9-DL1 a été établie, permettant d’induire la différenciation 

lymphocytaire T de cellules de FF murines (Schmitt and Zuniga-Pflucker, 2002) et de cellules ES 

humaines (Schmitt et al., 2004). Ces cellules expriment de façon ectopique Delta-Like-1, le ligand de 

Notch, et à l'inverse des cellules OP9, elles n’ont plus la possibilité de supporter la lymphopoïèse B 

mais ont acquis la capacité à supporter la différenciation T.  

 

La ELTC-IC ou Extended Long Term Culture-Initiating Cell 

La ELTC-IC est une LTC-IC capable de générer des CFC jusqu’à 60 jours de culture (Hao et al., 1996). 

Les propriétés de prolifération et de différenciation des ELTC-IC sont donc plus importantes que 

celles des LTC-IC. A l’heure actuelle, les ELTC-IC sont les CHs les plus immatures détectables in vitro, 

et seraient particulièrement proches des CSHs.  

Grâce à la méthylcellulose et aux différentes lignées supportrices de l’hématopoïèse, il est ainsi 

possible de déterminer le degré d’immaturité de CHs contenues dans une population donnée en 

testant d’une part leur capacité multilignage (capacité à s’engager à la fois dans les voies de 
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différenciation myéloïde et lymphoïde), et d’autre part leur propriété d’autorenouvellement 

(repiquage des CA-FC J28 pour la souris, des CA-FC J35 pour l'homme, ou encore des ELTC-IC). Les 

systèmes de coculture actuels permettent de déterminer, à différents moments de la culture, une 

fréquence de CHs plus ou moins immatures contenues dans une population (Ploemacher et al., 1989; 

Ploemacher et al., 1991; Ploemacher et al., 1993). En se basant sur les puits négatifs de la coculture, 

cette fréquence se détermine grâce à la loi statistique de Poisson (Fazekas de St, 1982), loi appliquée 

dans le programme L-Calc développé par StemCell Technologies Inc.. Selon la durée de la coculture, 

les lignées stromales utilisées (Weaver et al., 1997; Denning-Kendall et al., 2003) et les cellules 

accessoires présentes (monocytes, macrophages, cellules dendritiques) (Koller et al., 1998; Mazini et 

al., 1998), ces fréquences peuvent être différentes. 

 

1.3 - Tests in vivo 

Il est maintenant communément admis que le seul test prouvant la présence de CSHs dans une 

population donnée est le test de reconstitution hématopoïétique à long terme qui consiste dans un 

premier temps à injecter la population d’étude dans le sang d'une souris létalement irradiée. 

L’irradiation détruit les CHs en cycle, libérant ainsi des espaces vacants dans la MO prêts à accueillir 

de nouvelles CSHs. Grâce à l’injection en dilution limite de différentes doses de la population à tester, 

il est possible soit de déterminer un pourcentage de reconstitution hématopoïétique (reconstitution 

non compétitive) soit de quantifier précisément le nombre de CSHs initialement présent dans 

l’échantillon (reconstitution compétitive). Les populations à tester sont en général issues d’une souris 

CD45.2 et sont injectées dans des souris receveuses CD45.1. Ces deux types de souris ont un fond 

génétique C57Bl6 et possèdent deux allèles différents du gène CD45 (ou Ly5), marqueur 

hématopoïétique pan-leucocytaire. Ceci permet de discriminer, au moment de l’analyse, les cellules 

issues de l’organisme donneur des cellules de l’organisme receveur. Deux propriétés de la population 

étudiée sont ainsi mises en évidence : les cellules injectées doivent permettre à la souris receveuse 

de survivre à l'irradiation létale tout en étant capable de maintenir une production hématopoïétique 

permanente par la suite. Deux types de CSHs ont été définis grâce à ce test (Harrison and Zhong, 

1992; Morrison and Weissman, 1994; Morrison et al., 1997) :  

- la STRC pour short-term repopulating cell (ou ST-CSH), cellule hématopoïétique capable de 

reconstituer à court terme les compartiments myéloïde et lymphoïde de la souris receveuse. 

Typiquement, la cellule CFU-S J12 de Till et McCulloch est capable, une fois injectée dans une souris 

létalement irradiée, de migrer dans la rate et de former des colonies macroscopiques permettant 
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une reconstitution hématopoïétique à très court terme de la souris (2 à 3 semaines). Ces STRC sont 

plus immatures que les CFC mais plus matures que les CSHs.  

- la LTRC pour long-term repopulating cell (ou LT-CSH) est mise en évidence au bout de vingt 

semaines après l'injection primaire. Le sang périphérique, la rate, le thymus et la MO de la souris 

receveuse sont alors récupérés dans le but de tester, par cytométrie en flux, le degré de contribution 

des LT-CSHs issues de l'injection primaire à la reconstitution du système hématopoïétique de la 

souris greffée. Par ailleurs, différentes doses de la MO de cette souris sont injectées dans une 

deuxième souris receveuse létalement irradiée, pour tester la capacité des LT-CSHs à reconstituer 

son système hématopoïétique ; on parle de reconstitution secondaire (Figure 8).  

 

Ainsi, l’injection primaire permet de tester la multipotence des CHs immatures contenues dans la 

population d’étude tandis que l’injection secondaire permet de tester leur potentiel 

d’autorenouvellement. Les CSHs possèdent en effet une activité LTRA, pour Long-Term Repopulating 

Ability, puisqu’elles ont la capacité de reconstituer à long terme (au-delà de 20 semaines) le système 

hématopoïétique d’une souris létalement irradiée après injection primaire et secondaire. 

 

1.3.1 - Reconstitution hématopoïétique non compétitive 

La reconstitution hématopoïétique non compétitive est un test qualitatif qui consiste simplement à 

injecter la population à tester dans la souris receveuse létalement irradiée et à déterminer la 

capacité des cellules injectées à reconstituer le système hématopoïétique de l'organisme receveur. 

Les seules cellules en compétition sont ici les CSHs endogènes de la souris receveuse, qui n’ont pas 

été détruites lors de l’irradiation. Un nombre minimal de CHs (issues de MO ou de rate) est injecté 

simultanément, de façon à assurer une radioprotection à court terme de l’organisme receveur, le 

temps que les CSHs éventuellement contenues dans la population injectée puissent s'installer dans la 

MO et commencer à reconstituer le système sanguin de la souris greffée. Ces CHs radioprotectrices 

sont CD45.1, contrairement à la population cellulaire dont le potentiel hématopoïétique est à tester 

qui est issue d’une souris CD45.2 (Figure 8). 
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injection primaire de la population à tester (CD45.2)
+ un petit nombre de cellules radioprotectrices à 

court terme (CD45.1)

20 semaines

souris contrôles (CD45.1) LI 
à 9 Gray % cellules CD45.2

% cellules CD45.1 + % cellules CD45.2

- analyse du sang périphérique, du thymus, de la rate et de la moelle osseuse (MO) par FACS
- détermination du nombre de LTRC de la population d'étude et/ou d'un pourcentage de reconstitution 
hématopoïétique
- injection secondaire de la MO dans une souris CD45.1 LI

12 semaines

détermination du nombre de LTRC de la population 
d'étude et/ou d'un pourcentage de reconstitution 
hématopoïétique

6, 12 semaines

analyse du sang périphérique par FACS et calcul du pourcentage 
de reconstitution hématopoïétique :

Figure 8 : Test de reconstitution hématopoïétique 

La reconstitution primaire permet la mise en évidence des LTRC et la reconstitution secondaire qui 
suit permet de révéler le potentiel d'autorenouvellement de ces cellules, équivalentes à des cellules 
souches hématopoïétiques. 

Abréviations utilisées : LI létalement irradiée, FACS Fluorescence Activated Cell Sorting, LTRC Long 
Term Repopulating Cell. 

 

1.3.2 - Reconstitution hématopoïétique compétitive 

La reconstitution hématopoïétique compétitive permet d'aller plus loin puisque contrairement à la 

précédente, elle est quantitative et permet d'évaluer le nombre de LT-CSHs présents au sein d'une 

population (Harrison, 1980). Ce test consiste à comparer le potentiel de reconstitution d’une 

population donnée à celui d’une population déjà connue, généralement des cellules de MO ; 105 

cellules de MO contiennent 1 Repopulating Unit (RU), cellule capable de reconstitution 

hématopoïétique (Harrison et al., 1993; Yuan et al., 2005). Le nombre de RU de la population d’étude 

peut être déterminé grâce à la formule suivante :  

RU issues du donneur = % cellules issues du donneur x C/(100 - % cellules issues du donneur) 

où C représente le nombre de RU en compétition. La population compétitive peut aussi être utilisée 

en tant que population de comparaison (Osawa et al., 1996), par exemple en tant que contrôle 

négatif après déplétion des cellules Sca-1+ (Reya et al., 2003) ou après une série de reconstitutions 
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primaires dans l’optique de ne garder que le potentiel de reconstitution hématopoïétique à court 

terme des cellules (Szilvassy et al., 1989). En plus de pouvoir comparer les potentiels de 

reconstitution des populations en compétition, ce test permet d’avoir une information quantitative 

concernant le nombre de CSHs contenues dans la population d'étude.  

Deux types de reconstitution compétitive ont été décrits en hématologie expérimentale. Le premier 

mesure l’activité souche hématopoïétique d’une population comparativement à celle de la 

population en compétition. Ainsi, en admettant que ces deux populations possèdent une activité 

hématopoïétique identique, chacune des populations reconstituera la moitié du système 

hématopoïétique de la souris receveuse létalement irradiée. Plus le pourcentage de chimérisme 

observé est élevé en faveur d’une des deux populations, plus le nombre de Competitive RU ou 

CRU/CSHs que celle-ci contient est élevé. Toutefois, cette conclusion a été controversée étant donné 

que le pouvoir prolifératif d’une population contenant des CSHs peut être bien plus élevé que celui 

d’une autre, sans pour autant que le nombre de CSHs contenues dans ces deux populations soit 

différent. Pour pallier cette difficulté, ce test a été modifié. Plusieurs groupes de souris receveuses 

sont co-injectés avec différentes doses de la population cellulaire à tester (dilution limite) et un 

nombre identique de cellules compétitives. Le nombre de souris non reconstituées pour chaque dose 

est déterminé et la fréquence de CRU/CSHs de la population d’étude peut être estimée grâce à la loi 

statistique de Poisson (Taswell, 1981; Szilvassy et al., 1990). Cette loi établit que le système 

hématopoïétique d’une souris létalement irradiée est reconstitué par une seule et unique CSH 

lorsque 63% des souris injectées par une même dose de cellules ont leur système hématopoïétique 

reconstitué. Il est à noter que la CRU est représentative d’une quantité de CSHs et diffère de la RU, 

représentant seulement la qualité fonctionnelle des CSHs. La reconstitution hématopoïétique par les 

cellules injectées est considérée comme négative lorsque le pourcentage de reconstitution est 

inférieur à 5%. Un minimum de 16 semaines après l’injection est nécessaire pour calculer un 

pourcentage de reconstitution pertinent mais un délai de 6 mois est considéré comme optimal pour 

déterminer l'activité LTRA des CHs issues de la population injectée. 

Différents travaux ont montré un défaut de reconstitution hématopoïétique lors d’une reconstitution 

compétitive, alors qu’un potentiel normal de reconstitution est obtenu sans cellules compétitives 

(van Os et al., 2004). Ainsi, ne pas détecter de potentiel de reconstitution par le biais d’une 

reconstitution hématopoïétique compétitive ne signifie pas nécessairement que les cellules ne  

possèdent pas de potentiel de reconstitution in vivo. Ces deux types de reconstitution n’ont pas la 

même finalité mais sont complémentaires. En effet, la reconstitution hématopoïétique non 

compétitive permet simplement de déterminer l’éventuelle présence de CSHs au sein de la 
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population injectée, alors que la reconstitution hématopoïétique compétitive permet en plus de 

déterminer le nombre de CSHs contenues dans cette population.  

Lors d'une reconstitution hématopoïétique non compétitive, il est également possible que deux 

populations possèdent une activité LTRA similaire au moment de la reconstitution primaire, mais 

différente après la reconstitution secondaire (Petit-Cocault et al., 2007).  

 

1.3.3 - Reconstitutions hématopoïétiques pour des populations 
humaines 

Pour les cellules humaines, la méthode est la même mais les modèles animaux utilisés en tant 

qu'organismes receveurs sont différents. Au fil du temps, de nombreux modèles ont été mis au point 

pour étudier les propriétés hématopoïétiques de cellules humaines, et correspondent aux souris 

NOD (Kataoka et al., 1983), SCID (McCune et al., 1988), aux fœtus de moutons (Srour et al., 1992; 

Zanjani et al., 1995; Zanjani et al., 1996), aux souris NOD-SCID (Shultz et al., 1995; Larochelle et al., 

1996), NOD-SCID-β2mnull (Christianson et al., 1997) et enfin NOD-SCID-γcnull (Ito et al., 2002). Pour des 

raisons évidentes, l'utilisation de souris immunodéficientes est plus pertinente et rend bien plus 

facile l'étude des CSHs humaines. Ces souris sont capables d'accepter des cellules humaines au sein 

de leur organisme et présentent un degré d'immunodéficience plus ou moins élevé. 

L'immunodéficience des souris NOD se rapporte principalement à un défaut d'activité NK. Quant aux 

souris SCID, homozygotes pour la mutation scid, elles présentent une absence totale de lymphocytes 

B et T. L'apparition des souris NOD-SCID, couramment utilisées à l'heure actuelle, a grandement 

amélioré la greffe des cellules humaines au sein des souris receveuses, conséquence de leur 

immunodéficience accrue en cellules NK et en lymphocytes B et T. Par la suite, deux modèles murins 

ont encore permis d'améliorer les taux de reconstitution hématopoïétique : la souris  

NOD-SCID-β2mnull dépourvue des molécules d'histocompatibilité de classe I (CMH I), suivie quelques 

années plus tard de la souris NOD-SCID-γcnull entièrement dépourvue de cellules NK. 

  

1.4 - Synthèse 

Bien que les tests clonogéniques et les cocultures à long terme réalisés à partir de certaines 

populations cellulaires permettent d'obtenir des résultats qui peuvent être corrélés à l'activité 

hématopoïétique décrite in vivo, les tests de reconstitution hématopoïétique restent aujourd'hui les 

seuls capables de révéler le réel potentiel souche hématopoïétique d'une population donnée. 

Cependant, les tests in vitro et in vivo restent complémentaires, les uns permettant de sélectionner 
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les populations a priori les plus enrichies en CSHs, et les autres permettant de révéler les réelles 

propriétés souches hématopoïétiques de ces populations dans un organisme vivant (homing, 

migration, capacité multilignage, autorenouvellement,...) (Figure 9). En effet, plusieurs études 

montrent que les populations possédant une capacité de reconstitution hématopoïétique à long 

terme sont également capables de garder un potentiel hématopoïétique à long terme in vitro (van 

der Sluijs et al., 1990; Ploemacher et al., 1991; Weilbaecher et al., 1991; Down and Ploemacher, 

1993).  

Figure 9 : Parallèle entre les tests utilisés in vitro et in vivo pour la mise en évidence 

des différents compartiments de cellules hématopoïétiques 

Abréviations utilisées : (E)LTC-IC (Extended) Long Term Culture-Initiating Cell, CA-FC Cobblestone 
Area-Forming Cell, HPP-CFC High Proliferative Potential-Colony Forming Cell, CFU-S Colony 
Forming Unit-in the Spleen, BFU Burst Forming Unit, -E Érythroïde, -G Granulocytaire, -M 
Macrophagique, -Mk Mégacaryocytaire, STRC Short Term Repopulating Cell, LTRC Long Term 
Repopulating Cell. 

 

Dans le cas de cellules embryonnaires, il est important de noter que les tests de reconstitution 

hématopoïétique sous-estiment souvent la contribution réelle des cellules issues de l'injection à la 

reconstitution hématopoïétique de l'organisme receveur (reconstitution non compétitive) ainsi que 

le nombre réel de ST-CSHs et LT-CSHs contenues dans la population injectée (reconstitution 

compétitive). En effet, ces tests ne peuvent pas détecter les cellules qui n’ont pas su trouver leurs 

niches et qui n’ont donc pas activé leur potentiel de reconstitution hématopoïétique. En plus des 
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propriétés de multipotence et d'autorenouvellement, l’expression de marqueurs de surface 

permettant aux cellules à potentiel souche hématopoïétique de se diriger et de se nicher dans le 

microenvironnement approprié est également testée. Les LT-CSHs indétectables avec le test 

« classique » de reconstitution représentent en réalité des cellules pré-LT-CSHs. Il est probable que 

certaines CSHs embryonnaires précoces n’aient pas encore acquis les propriétés phénotypiques 

et/ou fonctionnelles nécessaires à leur migration dans la MO une fois injectées dans un organisme 

adulte. L'acquisition de la capacité des CSHs embryonnaires à se diriger vers le microenvironnement 

adéquat pour leur différenciation hématopoïétique, constitue donc une étape clé dans leur 

processus de maturation au cours du développement. Pour remédier à ce problème et dans le but 

d’améliorer la détection des CSHs embryonnaires via les tests de reconstitution hématopoïétique 

précédemment décrits, d'autres méthodes d'injection ont été mises au point. L'injection en intra-

hépatique dans des souriceaux nouveaux-nés plutôt qu'en intra-veineux dans des souris adultes 

permet aux cellules embryonnaires injectées de se retrouver au contact d'un microenvironnement 

encore favorable au maintien et à la prolifération des CSHs (Yoder et al., 1996). Ces nouveaux-nés 

sont conditionnés quelques jours avant leur naissance par injection de busulfan (agent 

myélosuppresseur) in utero pour les préparer à recevoir l'injection. Il est également possible de 

réaliser l'injection en intra-fémorale, ce qui permet aux CSHs embryonnaires injectées de se 

retrouver directement au contact d'un microenvironnement favorable à leur maintien (Zhan and 

Zhao, 2008). Toutefois l'injection intra-fémorale ne permet pas de tester la capacité des cellules 

injectées à pouvoir se diriger d'elles-mêmes vers leur niche. 

Pour conclure, chacun des tests énoncés possède des avantages et des inconvénients. Selon la 

question scientifique posée, il est donc nécessaire de choisir et/ou d’adapter le test le plus pertinent. 
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CHAPITRE II - L’ONTOGENÈSE DE L’HÉMATOPOÏÈSE CHEZ LES 
MAMMIFÈRES 

 

Le système hématopoïétique s’établit très tôt durant la vie embryonnaire. Il joue un rôle primordial 

puisqu’il génère continuellement des CHs différenciées dans le but d’assurer l’homéostasie du 

système hématopoïétique. Grâce aux CSHs, la quantité et la qualité de ces CHs sont en perpétuel 

renouvellement tout au long de la vie adulte. Cependant, avant de devenir des cellules adultes 

pleinement fonctionnelles, les CSHs subissent une succession d’étapes de maturation au travers des 

différents sites et organes hématopoïétiques embryonnaires. L’étude des étapes de maturation des 

CSHs définitives est cruciale pour tenter de comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires 

nécessaires à l’établissement et au maintien de ces cellules. 

Les premières CHs émergent avant la mise en place de la circulation sanguine dans le SV mais ces 

cellules sont majoritairement des érythrocytes primitifs (servant à l’oxygénation du futur embryon) 

et des macrophages (éliminant les débris de cellules apoptotiques) qui ne vont pas participer à 

l’édification du système hématopoïétique retrouvé plus tard chez l’adulte (Baron et al., 2012). 

Toutefois, une étude a montré que la microglie adulte du cerveau, constituée de cellules à caractère 

phagocytaire, est issue des macrophages primitifs du SV (Ginhoux et al., 2010). Les CSHs définitives 

sont issues d’une deuxième vague d’hématopoïèse qui prend naissance dans l’embryon au niveau du 

plancher de l’aorte dorsale dans la région SPlanchnopleure Para-aortique (p-Sp)/AGM ainsi que dans 

les vaisseaux vitellins et ombilicaux. Puisque les CSHs de l'aorte sont détectées seulement pendant 

une courte période (entre E10.5 et E12.5) et que le nombre de progéniteurs hématopoïétiques y est 

très faible par rapport à ceux du SV, du Pl et du FF, cette région n’est pas considérée comme étant 

capable d’amplification/différenciation hématopoïétique. Peu après leur émergence, les CSHs 

colonisent le FF qui, à l’inverse de la p-Sp/AGM, joue un rôle majeur dans l’amplification et la 

différenciation hématopoïétique. Puisque le FF n’a pas été décrit comme étant capable de générer 

des CSHs de novo, sa colonisation hématopoïétique a été dans un premier temps uniquement 

attribuée aux progéniteurs hématopoïétiques/CSHs issus de la région p-Sp/AGM. Toutefois en 

prenant en compte à la fois la durée moyenne de division cellulaire et l’augmentation massive et très 

rapide du nombre de CHs/CSHs dans le FF entre E10.5 et E14.5, les chercheurs se sont naturellement 

demandé si le très petit nombre de CSHs générées par la région p-Sp/AGM était réellement suffisant 

pour expliquer une telle amplification. Il s’avère que le SV et le Pl jouent également un rôle important 

dans la mise en place du système hématopoïétique définitif : en effet dès E9, le SV contient des pré-



INTRODUCTION 

Chapitre II : L’ontogenèse de l’hématopoïèse chez les mammifères 

   22 

 

E9.5 E12.5 E15.5E14.5E7.5

circulation sanguine

stades de 
développement

E8.5

Sac vitellin

E10.5 E11.5

moelle osseuse

thymus

rate

Allantoïde et chorion puis placenta

foie

région p-Sp/AGM

clusters
aortiques

CSHs capables de reconstituer le système hématopoïétique de souriceaux nouveaux-nés, et à E12.5 il 

est capable de générer et/ou d’amplifier des CSHs définitives ; quant au Pl, il est au moins capable 

d’amplifier un contingent de CSHs, si ce n’est d’en produire par lui-même. De façon intéressante, une 

étude suggère que le liquide amniotique contiendrait également des LT-CSHs de phénotype Lin-ckit+ 

(Ditadi et al., 2009). On distingue donc des sites d’émergence hématopoïétique (AGM), 

d’émergence/amplification (SV) et des organes d’amplification (Pl et FF). Depuis le FF, les CSHs vont 

ensuite coloniser les organes hématopoïétiques définitifs que sont le thymus, la rate et enfin la MO 

où elles résident tout au long de la vie adulte (Figure 10). 

Figure 10 : Mise en place du système hématopoïétique dans l'embryon de souris 

Les premières CHs apparaissent dans les îlots sanguins du SV dès E7.5. Des CHs sont détectables 
juste avant le début de la circulation dans l'allantoïde et le chorion, futur placenta. Les CHs de la 
région p-Sp/AGM sont présentes dès E9. A partir d'E10.5, le foie devient hématopoïétique et 
permet l'amplification massive du contingent de CSHs embryonnaires avant que celles-ci ne 
colonisent les organes hématopoïétiques définitifs que sont le thymus, la rate et la moelle osseuse. 

 

2.1 - Le sac vitellin 

Chez la souris, le SV est une annexe embryonnaire formant une fine membrane entourant l’embryon 

et relié à l'intestin moyen par les vaisseaux vitellins. Chez l’homme, il consiste en une petite vésicule 

connectée à l’intestin qui va progressivement régresser au cours du développement embryonnaire. 
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Le SV est constitué à la fois de cellules endodermiques primitives et de cellules mésodermiques, deux 

composantes nécessaires à l'apparition de l'hématopoïèse. Ces dernières, impliquées dans la 

formation de nombreux autres organes, migrent vers la région extra-embryonnaire à partir de la 

partie postérieure de la ligne primitive pour participer à la formation du SV. Il est clairement 

démontré que le SV est capable de générer des CHs transitoires lors de l’hématopoïèse primitive et il 

n’est pas exclu qu’il puisse également produire des CSHs définitives. 

 

2.1.1 - Émergence des premières cellules hématopoïétiques 

Grâce au développement des tests clonogéniques, le SV a été le premier organe à être identifié 

comme possédant une activité hématopoïétique chez la souris (Moore and Metcalf, 1970). Par la 

suite et grâce à une étude plus fine réalisée pour plusieurs mammifères, cette première activité 

hématopoïétique a été mise en évidence au niveau d’un contingent de CHs primitives situées dans la 

couche mésodermique du SV (Haar and Ackerman, 1971; Smith and Glomski, 1977; Tiedemann, 

1977; Takashina, 1987). Ces agrégats cellulaires appelés « îlots sanguins » sont observables entre 

E7.5 et E9.5 chez la souris (Figure 11) et plusieurs modèles représentatifs de ces agrégats ont été 

proposés depuis leur mise en évidence (Figure 12).  

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Développement des îlots sanguins du sac vitellin de 

souris entre E7.5 et E9.5 

Les îlots sanguins se forment entre une couche de cellules endodermiques 
(E) et une couche de cellules mésothéliales (flèches blanches). Ils se 
développent à partir de cellules mésodermiques indifférenciées (flèche noire 
E7.5) et donnent naissance à des érythrocytes nucléés entourés d'une 
couche de cellules endothéliales (flèche noire E9.5). La description 
morphologique actuelle des îlots sanguins de souris rassemble donc à la fois 
les définitions de Sabin FR et de Maximow A (issue de Palis et al., 2001). 
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Figure 12 : Trois différents modèles représentatifs des îlots sanguins du sac vitellin 

(A) Sabin FR propose en 1917 le terme d’îlot sanguin en référence à des agrégats de 
CHs (en rouge) attachés à l’endothélium du SV (en vert) chez l’oiseau. (B) Maximow A, 
un contemporain de Sabin FR, propose une définition plus appropriée en indiquant que 
l’îlot sanguin est bien constitué de CHs entourées de CE, mais que le tout est situé entre 
l’endoderme viscéral extérieur (en jaune) et le mésothélium intérieur (violet). (C) Un 
nouveau modèle présenté par Ferkowicz en 2003 indique que ce que l’on nomme îlot 
sanguin forme en réalité une bande continue constituée de précurseurs érythroïdes 
primitifs (cellules rouges) et de rares cellules endothéliales (cellules vertes). Le plexus 
capillaire primitif (réseau vert) sépare cette bande de l’embryon proprement dit. 
L’amnios est composé de mésoderme (en rouge) et d’ectoderme (en bleu) (schémas 
issus de Ferkowicz et al., 2005). 

 

Le dernier modèle date de 2003, année pendant laquelle Ferkowicz et al. ont montré que la structure 

nommée îlot sanguin correspond en réalité à une bande localisée dans la région proximale du SV et 

constituée principalement de cellules érythroïdes nucléées exprimant le CD41, marqueur de CSHs 

précoces (Ferkowicz et al., 2003; Mikkola et al., 2003a). Ces précurseurs érythroïdes primitifs (EryP-

CFC) jouent un rôle primordial pour la croissance et la survie de l’embryon dans les premières étapes 

de développement post-implantatoire et ne sont présents à aucun autre moment du développement 

embryonnaire, indiquant que cette vague d’hématopoïèse primitive est transitoire. Dans le SV, ils 

sont associés temporairement à des macrophages (Cline and Moore, 1972) et des mégacaryocytes 

(Xu et al., 2001), l'ensemble étant entouré d’une couche de Cellules Endothéliales (CE). Les EryP-CFC 

apparaissent dans le SV juste après la formation du mésoderme mais juste avant que les îlots 

sanguins puissent être morphologiquement observables. Ils prolifèrent très rapidement durant 48h 
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dans le SV en développement, et ils vont se détacher du SV au moment des premiers battements 

cardiaques pour partir dans la circulation sanguine (Wong et al., 1986; Palis et al., 1999; Ji et al., 

2003; McGrath et al., 2003) où ils vont entamer leur processus de différenciation. Bien que ces 

érythrocytes "primitifs" soient approximativement six fois plus larges et contiennent six fois plus 

d’hémoglobine une fois matures que les érythrocytes définitifs (Steiner, 1973), ils partagent tout de 

même plusieurs points communs notamment dans leurs processus de maturation respectifs, incluant 

chacun l’accumulation progressive d’hémoglobine (Fantoni et al., 1969; Brotherton et al., 1979), la 

condensation du noyau (Sasaki and Kendall, 1985) et enfin l’énucléation, stade terminal de 

différenciation d'un érythrocyte (Kingsley et al., 2004). Toutefois contrairement à l'énucléation des 

érythrocytes définitifs qui a lieu dans le FF, celle des érythrocytes primitifs se fait principalement 

dans la circulation sanguine entre E14.5 et E16.5, justifiant ainsi leur qualité d'érythrocytes primitifs 

(Palis et al., 2010). Les travaux de McGrath et al. montrent grâce à des cocultures in vitro que cette 

maturation peut également avoir lieu dans le FF (McGrath et al., 2008). Une étude montre qu'avant 

la mise en place de la circulation sanguine, le SV est également capable de produire des lymphocytes 

B (Sugiyama et al., 2007). Par ailleurs, des progéniteurs hématopoïétiques bipotents capables de 

s’engager à la fois dans les voies de différenciation érythroïde et mégacaryocytaire 

(Megacaryocyte/Erythroid Progenitors ou MEPs) ont été identifiés au niveau du SV (Tober et al., 

2007). Ils émergent à E7.5 et disparaissent à E10.5. L'ensemble de ces résultats montrent que 

l’hématopoïèse primitive du SV concerne plusieurs types de précurseurs hématopoïétiques différents 

et est donc plus complexe qu’initialement suggérée. 

A la fin des années 1960, la région aortique n'avait pas encore été définie comme source principale 

de CSHs et l’idée que le SV puisse être à l'origine des CHs/CSHs adultes prédominait (Moore and 

Owen, 1965; Moore and Owen, 1967; Moore and Metcalf, 1970). Après avoir émergé du SV, il était 

suggéré que ces cellules colonisaient le FF via la circulation sanguine pour s'amplifier avant de 

rejoindre la MO. Cette théorie avait principalement été établie à partir d'injections in utero de 

cellules embryonnaires originaires des îlots sanguins du SV. Des analyses histologiques réalisées 

après la naissance indiquaient qu’une fraction non négligeable de cellules issues de l’injection était 

retrouvée dans le thymus et la MO des nouveaux-nés. Les travaux de Liu et al. de 1991 avaient 

renforcé cette théorie, montrant que certaines cellules du SV E8-E9 étaient capables de coloniser le 

thymus fœtal et de donner naissance à des cellules du lignage T (Liu and Auerbach, 1991). De façon 

intéressante, un pic d’activité lymphopoïétique avait été mis en évidence dans le SV E11.5 tandis 

qu'aucun potentiel de la sorte n’était alors détectable au niveau intra-embryonnaire.  
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2.1.2 - Participation à l'hématopoïèse définitive 

L’hématopoïèse décrite dans le SV n’est en réalité pas seulement restreinte à l’érythropoïèse 

primitive. En effet, l’analyse in vitro des précurseurs/progéniteurs hématopoïétiques contenus dans 

le SV a montré deux vagues successives d’érythropoïèse. La première concerne les EryP-CFC décrits 

plus haut, alors que la deuxième concerne des cellules érythroïdes définitives (HPP-CFC, BFU-E et 

CFU-E) émergeant et proliférant entre E8.25 et E10.5 (Wong et al., 1986; Palis et al., 1999; Palis et al., 

2001). Les HPP-CFC sont présentes dans le SV précoce et en plus grand nombre que dans la région  

p-Sp/AGM au même stade, suggérant ainsi deux émergences distinctes. Avant la mise en place de la 

circulation sanguine, évènement qui a lieu aux alentours d'E8.5 (8 paires de somites), les BFU-E 

restent confinées dans le SV ; leur nombre augmente ensuite significativement dans le SV mais aussi 

dans la circulation sanguine où elles transitent entre E11.5 et E12.5. Un petit nombre de CFU-E est 

également observé mais reste inférieur à celui du FF un peu plus tard, indiquant que c’est bien dans 

le FF et non pas dans le SV que ces cellules érythroïdes définitives s'amplifient. Des CHs plus 

immatures, multipotentes, capables de générer des cellules granulocytaires, myéloïdes, lymphoïdes, 

macrophagiques et mégacaryocytaires, sont également détectées au niveau du SV entre E8.5 et E9.5 

(Godin et al., 1995). Un peu plus tôt dans le développement embryonnaire, entre E8 et E8.5, le SV 

contient déjà des précurseurs lymphoïdes détectables à la fois in vitro et in vivo (Palacios and Imhof, 

1993). Entre E7.5-E8.5, l’équipe de Godin a montré in vitro que le SV n’est pas capable de générer de 

précurseurs lymphoïdes T contrairement à la région p-Sp/AGM (Cumano et al., 1996). Étant donné la 

faible quantité de cellules présentes dans le SV à cette période du développement embryonnaire, ces 

résultats n’ont pas pu être confirmés in vivo. Toutefois, les auteurs en ont conclu que le SV ne 

contribue pas à la mise en place de l’hématopoïèse définitive. 

Pour vérifier la présence de CHs plus immatures dans le SV, des tests de reconstitution 

hématopoïétique à long terme ont été réalisés soit dans des souris receveuses adultes létalement 

irradiées, soit dans des souriceaux nouveaux-nés conditionnés avant la naissance par une injection 

de busulfan. Ainsi, les travaux de Toles et al. ont montré qu'une activité érythroïde définitive est 

présente dans le SV avant E11.5 et qu'elle peut donner lieu à une reconstitution érythroïde à long 

terme après injection dans une souris adulte létalement irradiée (Toles et al., 1989). L'équipe de 

Yoder se pose alors la question de savoir si l’absence de détection de LT-CSHs au niveau du SV avant 

E11.5 (Muller et al., 1994) ne provient pas du fait que le SV précoce contient des pré-LT-CSHs qui 

nécessitent d’être placées dans un microenvironnement approprié pour pouvoir révéler leur réel 

potentiel de reconstitution hématopoïétique. Il suppose alors qu’une injection intra-hépatique dans 

un souriceau nouveau-né conditionné avant la naissance, plutôt qu’une injection intra-veineuse dans 



INTRODUCTION 

Chapitre II : L’ontogenèse de l’hématopoïèse chez les mammifères 

   27 

 

une souris adulte létalement irradiée, supporterait de façon plus efficace la croissance et le 

développement de ces cellules embryonnaires. Utilisant ce protocole, il montre que des cellules de 

phénotype CD34+ckit+ issues de SV E9 (Yoder et al., 1997a; Yoder et al., 1997b) et E10 (Yoder and 

Hiatt, 1997) peuvent effectivement reconstituer le système hématopoïétique de souriceaux 

nouveaux-nés. Les travaux récents de Yoshimoto et al. étayent ces résultats puisqu'ils montrent que 

le SV E9.5 est capable de produire des progéniteurs lymphoïdes T définitifs (Yoshimoto et al., 2012). 

Des cellules issues de SV E8.5 développent également la capacité de reconstituer le système 

hématopoïétique complet d'une souris adulte létalement irradiée après avoir été cocultivées sur un 

tapis de cellules stromales dérivées d’AGM E10.5 (Matsuoka et al., 2001). L’ensemble de ces résultats 

montre que le microenvironnement local joue un rôle majeur dans la régulation de la différenciation 

des CHs très immatures du SV.  

Le SV est donc un site extra-embryonnaire qui possède un potentiel hématopoïétique important à 

des stades précoces, impliquant non seulement des précurseurs et progéniteurs primitifs et 

définitifs, mais aussi des pré-LT-CSHs. Quatre modèles de souris transgéniques ont été utilisés pour 

étudier l’origine de ces CHs immatures présentes dans le SV à des stades précoces du 

développement : 

- Les embryons Ncx1-/-, invalidés pour le gène Ncx1 (échangeur Na/Ca de type I) codant pour une 

pompe sodium-calcium spécifique du cœur, ne survivent pas au delà du stade E10, phénomène dû à 

une absence totale de circulation sanguine. Bien que le nombre de précurseurs érythroïdes primitifs 

et définitifs du SV soit normal, aucune cellule de la sorte n’est retrouvée au sein de l’embryon. Les 

auteurs ont donc conclu que les précurseurs hématopoïétiques primitifs et définitifs détectés avant 

E10 sont générés par le SV et sont redistribués par la suite dans l’embryon via la circulation sanguine 

(Lux et al., 2008). Cette étude suggère également que la vague de précurseurs érythroïdes définitifs 

du SV a lieu avant l’émergence des CSHs dans la région p-Sp/AGM. Toutefois trois études montrent 

que la circulation sanguine (Adamo et al., 2009; North et al., 2009) et l'expression de l'IL-3 par les 

cellules en circulation (Robin et al., 2006) sont nécessaires à l'hématopoïèse aortique, ce qui 

expliquerait les résultats de Lux et al..  

- Les embryons Vecad-/-, invalidés pour le gène de la VE (Vascular Endothelial)-cadhérine ou VeCad, 

codant pour une protéine transmembranaire spécifique des jonctions entre CE, meurent vers E11 du 

fait d’un défaut d’intégrité vasculaire trop important entraînant une absence de communication 

vasculaire entre le SV et l’embryon (Gory-Faure et al., 1999). Toutefois, l’analyse du contenu 

hématopoïétique des SV de ces embryons a révélé la présence de globules rouges, macrophages, 

mégacaryocytes, polynucléaires neutrophiles et précurseurs multipotents. Ces résultats constituent 
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la preuve que des cellules de plusieurs lignages hématopoïétiques définitifs émergent du SV. 

Cependant, aucune activité lymphocytaire n’a pu être détectée (Rampon and Huber, 2003). Il n'est 

pas exclu que cette absence de détection soit liée aux problèmes vasculaires majeurs des embryons. 

- Une étude plus récente utilisant une stratégie non-invasive de traçage cellulaire, basée sur le 

système Cre/loxP et la réactivation du gène Runx1 (Runt-related transciption factor 1, facteur de 

transcription indispensable au déroulement de l'hématopoïèse, voir §5.1) par injection de 

tamoxifène, suggère que le SV E7.5 contient des cellules capables de donner naissance à des 

précurseurs lymphoïdes mais aussi à des CSHs adultes (Samokhvalov et al., 2007).  

- En réactivant l’expression de Runx1 dans des embryons précoces Runx1-/- entre E6.5 et E7.5, Tanaka 

et al. montrent grâce à des approches in vivo et ex vivo que les CSHs définitives sont principalement 

issues du mésoderme extra-embryonnaire et que le SV serait l’unique source de CHs/CSHs 

définitives, la région p-Sp/AGM constituant simplement une niche transitoire pour les CSHs en cours 

de maturation (Tanaka et al., 2012). Encore une fois, ces résultats sont discutables étant donné 

qu'entre E6.5 et E7.5, l'hématopoïèse primitive est indispensable à la survie de l'embryon ainsi qu'à 

la suite du processus de mise en place de l'hématopoïèse définitive. 

Toutefois, après que la circulation sanguine soit établie, les mouvements cellulaires incessants dus au 

flux sanguin ne permettent pas de conclure sur l'origine de CHs/CSHs observées dans le SV. A l’heure 

actuelle, nous ne savons pas si le SV est capable de produire des CSHs ou s’il constitue seulement un 

réservoir transitoire d’amplification de CHs provenant d’autres sites de production.  

Plusieurs auteurs ont étudié cette activité hématopoïétique plus tardive du SV, notamment Huang et 

al. qui montrent que le SV E11.5 possède des LT-CSHs (Huang and Auerbach, 1993). Par la suite, les 

travaux de Kumaravelu et al. indiquent que le SV E12.5 possède des LT-CSHs et acquiert in vitro la 

capacité d’amplifier leur quantité, alors qu'il en est incapable à E11.5 (Kumaravelu et al., 2002). En 

effet, au bout de 3 jours de culture, le nombre de LT-CSHs du SV E12.5 passe de 1,8 à 6,8. Toutefois, 

le microenvironnement du SV E12.5 n’est manifestement pas capable de maintenir à long terme ce 

nombre de LT-CSHs puisqu’au bout de 7 jours de culture, la présence de telles cellules est quasiment 

indétectable. Ces résultats reflètent l’aspect transitoire de l’activité hématopoïétique du SV in vivo. 

Par ailleurs, les estimations des auteurs montrent que les activités hématopoïétiques de la région  

p-Sp/AGM et du SV cumulées suffisent à expliquer le grand nombre de CSHs retrouvées dans le FF 

E14.5, suggérant par là-même que le SV est capable de produire des CSHs. Ainsi, la génération (et/ou 

l’amplification) des progéniteurs hématopoïétiques/CSHs ne se ferait pas uniquement dans la région 

p-Sp/AGM (et/ou le FF) mais aurait également lieu dans le SV. Il est à noter qu'à l'époque, la 
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contribution du Pl dans la mise en place de l'hématopoïèse définitive n'avait pas encore été 

démontrée. 

 

2.2 - La région aortique : source principale de CHs/CSHs 
définitives 

Première mise en évidence chez l'oiseau 

L’hypothèse d’une source alternative intra-embryonnaire de CSHs a été émise pour la première fois 

en 1975 avec les travaux de Dieterlen-Lièvre et al. sur l’embryon de poulet (Dieterlen-Lievre, 1975). 

En effet, des constructions chimériques caille-poulet, combinant embryon de caille et SV de poulet, 

ont été utilisées pour déterminer l’origine des CHs. Les greffes ont été effectuées sur des embryons 

précoces, c'est-à-dire avant la mise en place de la circulation sanguine, pour pouvoir s’affranchir des 

mouvements cellulaires liés à la circulation sanguine. L’origine des CHs présentes dans la rate et le 

thymus des embryons chimériques a été analysée entre 6 et 11 jours après la greffe. Les résultats ont 

montré que toutes les cellules, qu’elles soient de type granulocytaire, érythrocytaire ou encore 

lymphocytaire, proviennent de la caille. La contribution hématopoïétique du SV ne serait donc que 

transitoire et n’interviendrait que lors des étapes initiales du développement embryonnaire. Des 

greffes similaires poulet-poulet ne différant que par le sexe (Lassila et al., 1978) ou par les molécules 

du CMH I (Lassila et al., 1982) ont pu montrer que les cellules lymphoïdes du thymus et de la bourse 

de Fabricius proviennent d’une source intra-embryonnaire. Les auteurs ont par ailleurs conclu que les 

CHs issues du SV ne colonisent que très peu, voire pas du tout, les organes lymphoïdes et que par 

conséquent, elles sont bel et bien différentes des CSHs définitives. Quelques années plus tard, il a été 

montré grâce à des études in vitro que ce sont les parois de l’aorte qui sont à l’origine des CHs  

intra-embryonnaires (Cormier and Dieterlen-Lievre, 1988). 

 

Mise en évidence chez la souris 

Chez la souris, cette région aortique d’origine mésodermique est nommée splanchnopleure  

para-aortique (p-Sp, présente jusqu’à 25 somites) ou AGM (observable entre 25 et 45 somites, E10-

E12), cette dernière étant l’évolution directe de la p-Sp. La région AGM est composée de l’aorte 

dorsale, du pronephros, du mesonephros et des bourgeons génitaux (Figure 13). 
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Figure 13 : La région Aorte-Gonades-Mesonephros ou AGM à E10.5 

La région AGM est constituée de l’aorte au centre entourée de part et d’autre par le 
pronephros, le mesonephros et les bourgeons génitaux. Abréviations utilisées : Ao 
Aorta, GR Genital Ridge, Mn Mesonephros, Mt Mesentery (illustrations issues de 
Medvinsky et al., 1996, à gauche ; Godin et al., 1999 en microscopie électronique, à 
droite). 

  

Ce n’est qu’à la fin des années 1960 que l’hypothèse d’une origine intra-embryonnaire de CHs a été 

formulée. Cette source hématopoïétique est identifiée à un stade où le FF, décrit jusqu’alors comme 

l’organe hématopoïétique embryonnaire principal, ne possède pas encore d’activité 

hématopoïétique. Tyan et Herzenberg montrent qu’à E9, le SV mais aussi la partie caudale de 

l’embryon peuvent produire des cellules lymphocytaires capables de reconstituer le système 

hématopoïétique de souris létalement irradiées (Tyan and Herzenberg, 1968). Par la suite, plusieurs 

équipes ont étudié plus finement in vitro les CHs générées par ces deux sites hématopoïétiques. 

Ainsi, le SV aussi bien que l’embryon sont capables de produire des colonies hématopoïétiques et 

notamment des colonies lymphoïdes  B (Ogawa et al., 1988; Cumano et al., 1993; Huang et al., 1994). 

En revanche à E7.5, seule la p-Sp peut produire des cellules à potentiel lymphoïde T (Cumano et al., 

1996). Les travaux de Godin et al. ont permis de montrer à la fois in vitro (Godin et al., 1995) et in 

vivo (Godin et al., 1993) que c’est la p-Sp qui est à l’origine de ces précurseurs hématopoïétiques 

détectés. Les résultats indiquent que des cellules issues de p-Sp E9 sont capables de donner des 

lymphocytes B matures une fois injectées dans des souris immunodéficientes SCID irradiées de façon 

sublétale, alors que les cellules issues de SV en sont incapables. La même année, Medvinsky et al. 

réalisent une étude fonctionnelle comparative des cellules issues du SV, de la région AGM  et du FF à 

E10.5 en déterminant la fréquence de CFU-S de ces trois organes. Ainsi, la région p-Sp contient une 
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activité CFU-S supérieure à celle du SV, alors qu’au même moment aucune activité de la sorte n’est 

détectable au niveau du FF (Medvinsky et al., 1993).  

Par la suite, plusieurs études in vivo ont renforcé cette hypothèse. Comme cela a été montré pour le 

SV, Yoder et al. ont mis en évidence la présence de LT-CSHs dans la population CD34+ckit+ de p-Sp E9 

grâce à l’injection intra-hépatique de cette population dans des souriceaux nouveaux-nés 

conditionnés avant la naissance (Yoder et al., 1997a). Les auteurs ont toutefois détecté un nombre 

plus important de LT-CSHs CD34+ckit+ dans le SV E9, renforçant l’hypothèse selon laquelle le SV et 

l’embryon représentent deux sources hématopoïétiques indépendantes. Lorsque les mêmes cellules 

sont injectées dans des souris adultes létalement irradiées, aucun potentiel de reconstitution 

hématopoïétique n’est détecté, preuve du caractère très précoce des LT-CSHs CD34+ckit+ de la p-Sp 

E9. Il est à noter que des cellules issues de p-Sp ou de SV E8.5 sont capables de reconstituer le 

système hématopoïétique complet d'une souris adulte létalement irradiée après avoir été 

cocultivées sur un tapis de cellules stromales dérivées d’AGM E10.5, montrant qu’à défaut de 

pouvoir produire de véritables LT-CSHs, ces deux organes peuvent générer des pré-LT-CSHs 

(Matsuoka et al., 2001). Ces résultats montrent encore une fois l’importance du microenvironnement 

embryonnaire rencontré in vivo par les pré-CSHs définitives pour leur maturation complète. 

Toutefois, les travaux de Godin et al. de 1999 montrent qu’in vivo, le microenvironnement de l’AGM 

n’est pas capable de supporter la différenciation hématopoïétique (Godin et al., 1999), suggérant 

que les pré-LT-CSHs générées par le SV ne migrent pas dans l’AGM par la suite. 

C’est avec les travaux de Muller et al. que les premières LT-CSHs issues d’AGM E11 (35-40 somites) et 

capables de reconstitution à long terme dans des souris létalement irradiées ont été mises en 

évidence (Muller et al., 1994). Les auteurs montrent également qu’à E11.5 (>42 somites), l’AGM et le 

SV contiennent des LT-CSHs. Les expériences de reconstitution compétitive de Kumaravelu et al. ont 

montré qu’à E10.5 l’AGM ne contient pas de LT-CSHs, en contient 1 à E11.5 et environ 3 à E12.5 

(Kumaravelu et al., 2002; Gekas et al., 2005). Pour déterminer si l’AGM et le SV ne contiennent 

véritablement pas de CSHs à E10.5 ou si l’absence de détection est simplement liée à la technique 

utilisée, Medvinsky et Dzierzak ont isolé ces deux organes à E10.5 et les ont maintenus en culture 

organotypique durant 48h avant de tester leurs potentiels de reconstitution hématopoïétique 

respectifs. Ils ont ainsi pu montrer que contrairement au SV, l’AGM E10.5 contient des LT-CSHs 

(Medvinsky and Dzierzak, 1996). Deux possibilités pouvaient expliquer cette différence de résultats : 

soit l’AGM E10.5 contient des pré-LT-CSHs capables de maturer durant la phase de culture 

organotypique, soit la (ou les) LT-CSH présente dans l’AGM E10.5 est capable de proliférer en culture 

rendant ainsi sa détection possible. Le nombre de LT-CSHs de la région AGM E10-E11 est identique à 
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ceux du SV et du FF. Cependant, seule la région AGM est capable à ce stade de générer/amplifier in 

vitro un contingent de LT-CSHs, suggérant qu’in vivo les premières CSHs sont générées à E10.5 par la 

région AGM et qu’elles colonisent ensuite le SV et le FF. Il semblerait donc que les LT-CSHs détectées 

dans le SV à E11.5 proviennent des LT-CSHs de l’AGM E10.5. Il est à noter que le placenta constitue 

également une source potentielle de CSHs (voir §2.4). 

Au moment de leur émergence dans l’aorte, les CSHs sont présentes au sein de bourgeonnements 

cellulaires visibles au niveau de la paroi ventrale du vaisseau qui sont nommés clusters. Cette notion 

de « cluster aortique » remonte au début du XXème siècle (Jordan, 1917). A l'époque, plusieurs 

équipes énoncent la présence de bourgeonnements de CHs (hémoblastes) en étroite association 

avec l'endothélium de la paroi ventrale de l'aorte de plusieurs vertébrés, incluant la chauve-souris 

(Stricht, 1899), le cochon (Emmel, 1916) et la mangouste (Jordan, 1917). Plus tard, des études 

histologiques ont révélé la présence de bourgeonnements cellulaires de ce type au niveau du 

plancher ventral de l’aorte d'autres espèces comme l'oiseau (Dieterlen-Lievre and Martin, 1981; 

Jaffredo et al., 1998), la souris (Garcia-Porrero et al., 1995; Wood et al., 1997), l'homme (Tavian et al., 

1996) ou encore le xénope (Ciau-Uitz et al., 2000) (Figure 14). 

 

Figure 14 : Les clusters hématopoïétiques du plancher de l’aorte chez 

différentes espèces 

Illustrations issues respectivement de : Emmel et al., 1916 ; Tavian et al., 1996 ; 
Ciau-Uitz et al., 2010 ; Dieterlen-Lièvre et al., 1981 ; Wood et al., 1997. 
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Chez l’oiseau, la base d'un cluster est souvent constituée de cellules en forme de bouteille insérées 

entre les CE du pourtour de l'aorte (Figure 15).  

Figure 15 : Morphologie des cellules des clusters chez l'oiseau 

Schéma d'une coupe d'embryon au moment de l’émergence des clusters aortiques qui 
bourgeonnent à partir de cellules endothéliales de la paroi ventrale de l’aorte. Visibles entre E10.5 
et E11.5 chez la souris, ils sont très hétérogènes et sont constitués de CHs plus ou moins matures, 
incluant certaines CSHs définitives (photographie obtenue en microscopie électronique à balayage 
à partir d’une coupe d’embryon d’oiseau, C. Richard, thèse sur le rôle du mésenchyme aortique 
dans le contrôle de l'expression de Runx1 et des voies Notch et BMP au cours de l'hématopoïèse 
aortique).  

 

Chez la souris, les artères ombilicale et vitelline possèdent également des clusters (de Bruijn et al., 

2000; Mizuochi et al., 2012) qui sont environ deux fois plus gros que ceux de l'aorte dorsale 

(Yokomizo and Dzierzak, 2010). En effet, Zovein et al. ont montré que l’artère vitelline est remodelée 

à la mi-gestation et que lors de ce remodelage, des clusters de progéniteurs hématopoïétiques 

émergent sous forme de bourgeons extravasculaires pour former des structures similaires à celles 

trouvées au niveau des îlots sanguins du SV (Zovein et al., 2010). Quelle que soit leur localisation, ces 

« clusters » possèdent tous le même aspect et dans l’AGM, la majorité d’entre eux est localisée au 

niveau de la partie médiane de l'aorte (Mascarenhas et al., 2009). Ils sont visibles dès E9 dans l'artère 

vitelline (soit un jour après la formation de celle-ci), et entre E10.5 et E11.5 dans l'artère ombilicale 

et l'aorte dorsale. Au niveau du plancher ventral de cette dernière, les clusters sont observables en 

plus grande quantité à E10.5 qu'à E11.5. Ils expriment différents marqueurs endothéliaux (CD31, 

CD34, VeCad) et hématopoïétiques (CD41, ckit, CD45, Sca-1) et sont très hétérogènes puisqu’ils 
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contiennent des CSHs et des CHs immatures déjà engagées qui tendent à se détacher dans la lumière 

du vaisseau (Corbel and Salaun, 2002; de Bruijn et al., 2002; Fraser et al., 2003; Yokomizo and 

Dzierzak, 2010; Mizuochi et al., 2012). Il est également possible de visualiser des clusters dans la 

partie dorsale de l’aorte mais ceux-ci contiennent uniquement des précurseurs hématopoïétiques 

(Taoudi and Medvinsky, 2007). Ces clusters dorsaux sont visibles uniquement chez la souris et 

représentent 37% de la totalité des clusters observables dans la région AGM. La majorité d’entre eux 

se trouvant dans la région ventrale de l’aorte (Taylor et al., 2010), l'équipe de Dzierzak indique que la 

spécification des CSHs de l’AGM est un phénomène polarisé dû à des signaux inductifs 

spécifiquement ventraux tel que Hedgehog (Peeters et al., 2009). Cette polarisation avait déjà été 

annoncée chez l'oiseau (Pardanaud and Dieterlen-Lievre, 1993) et certains facteurs régulateurs tels 

que BMP et Hedgehog ont été étudiés chez l’homme (Marshall et al., 2000) et chez le poisson-zèbre 

(Wilkinson et al., 2009). 

 

2.3 - Le foie fœtal 

Le FF, d’origine mésodermique et endodermique, constitue l'organe majeur d'amplification et de 

différenciation des CSHs embryonnaires. D’après les résultats des recherches actuelles, il n’est pas 

capable de produire des CSHs de novo et est simplement colonisé par les CHs circulantes d’origine 

extrinsèque à partir d’E10-E10.5 (28-32 somites) (Johnson and Moore, 1975; Houssaint, 1981). Le FF 

est colonisé par deux vagues successives de CHs : les premières établissent une connexion entre le SV 

et l’embryon via les vaisseaux vitellins et sont principalement enrichies en précurseurs 

hématopoïétiques primitifs et définitifs (§2.1). Puisque la MO n’est pas encore formée au moment où 

le FF commence à être colonisé, le premier rôle hématopoïétique du FF est de former des 

érythrocytes matures à partir des précurseurs primitifs et définitifs dérivés du SV pour pallier les 

besoins de l’embryon. Par opposition aux EryP-CFC du SV qui maturent en majorité dans la 

circulation sanguine, la totalité des précurseurs érythroïdes définitifs maturent dans les îlots 

érythroblastiques du FF et de la MO après la naissance (Palis, 2004; Chasis, 2006) (Figure 16).  
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Figure 16 : Représentation schématique d'un îlot érythroblastique de foie fœtal E13.5 

Les globules rouges sont produits dans le foie fœtal, d'où sa couleur rouge. La maturation des 
érythroblastes a lieu dans les îlots érythroblastiques. Chacun d'entre eux a un macrophage en son 
centre, en contact avec un anneau d'érythroblastes, globules rouges nucléés immatures. 
Abréviation utilisée : GR Globule Rouge. D'après Palis et al., 2004 et Chasis et al., 2006. 

 

La seconde vague d'hématopoïèse du FF commence à E11.5 et correspond à des populations 

enrichies en progéniteurs hématopoïétiques/CSHs immatures provenant principalement de l’AGM 

(§2.2) et du Pl (§2.4) via les vaisseaux ombilicaux, deuxième réseau vasculaire à être emprunté par 

les CHs. A ce stade, les CHs du FF sont capables de former in vitro des colonies BFU-E et CFU-E 

capables de proliférer durant plusieurs jours et de générer des cellules érythroïdes définitives. A 

E12.5, l’activité CFU-S du FF commence à pouvoir être détectée, moment où l’AGM ne possède 

pratiquement plus d’activité de la sorte. Entre E12.5 et E15.5, le nombre total de précurseurs 

hématopoïétiques définitifs/CSHs augmente de façon exponentielle dans le FF, doublant 

pratiquement chaque jour. La quantité de précurseurs myéloïdes et lymphoïdes B augmente 

séquentiellement jusqu’à un stade proche de la naissance (Barker et al., 1969; Paige et al., 1984; 

Gunji et al., 1991). Quant au nombre de précurseurs lymphoïdes T, il atteint un pic à E13 (Ema et al., 

1998) puis diminue. Enfin, le nombre de CSHs augmente fortement jusqu'à E16 (stade au cours 

duquel le FF en contient environ 1.600) puis diminue peu à peu (Morrison et al., 1995; Ema and 

Nakauchi, 2000; Gekas et al., 2005). Les résultats de Kurata et al. montrent qu’un petit nombre de 

précurseurs hématopoïétiques subsiste jusqu’à cinq semaines après la naissance (Kurata et al., 1998), 

corrélant avec les résultats de Taniguchi et al. qui avaient montré que le foie adulte contient des CHs 

immatures capables de reconstituer le système hématopoïétique d’une souris létalement irradiée 

(Taniguchi et al., 1996).  
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Les CSHs du FF ont été principalement caractérisées en comparaison avec leurs homologues nichées 

dans la MO adulte. Plusieurs études ont montré que les CSHs présentes dans le FF possèdent un très 

fort pouvoir prolifératif comparativement aux CSHs de la MO adulte (Micklem et al., 1972; Rebel et 

al., 1996a; Harrison et al., 1997). Toutefois, la fréquence de CSHs du FF E14.5 est comparable à celle 

de la MO adulte (Rebel et al., 1996b).   

En admettant que la région AGM soit le seul site réel d’émergence de CSHs définitives et étant donné 

que l’AGM E12.5 n’est censée contenir que 3 CSHs définitives (Kumaravelu et al., 2002), il était 

malgré tout difficile d’expliquer le grand nombre de CSHs retrouvées au niveau du FF E14.5 

uniquement par la vitesse de division cellulaire. Ainsi, tout comme cela a été fait pour le SV (§2.1), les 

recherches se sont penchées sur le cas du Pl et de sa possible contribution à 

l’émergence/amplification des CSHs définitives. 

 

2.4 - Le placenta  

Le Pl est un organe vital pour l’embryon puisqu’il constitue une barrière entre les environnements 

fœtal et maternel. Il assure ainsi un grand nombre d’échanges materno-fœtaux très régulés (Knipp et 

al., 1999) incluant notamment les fonctions alimentaire, pulmonaire, rénale et hépatique. Il est 

constitué de trois couches principales : une couche externe maternelle incluant des cellules 

déciduales de l’utérus et des vaisseaux sanguins maternels, une couche médiane rattachant le Pl à 

l’utérus et contenant des cellules trophoblastiques fœtales, et enfin une couche interne très 

vascularisée (regroupant labyrinthe et plaque chorionique, voir §2.4.1) permettant les échanges 

materno-fœtaux (Figure 17). Ces échanges ont lieu dans le labyrinthe, région dans laquelle les CSHs 

sont connues pour résider (Ottersbach and Dzierzak, 2005). Des mutations affectant le 

développement de cette région très vascularisée du Pl peuvent avoir de graves conséquences sur 

l’embryon, notamment un retard de croissance létal dès E10.5 (Watson and Cross, 2005). Grâce aux 

cellules trophoblastiques, le Pl est également un organe endocrine secrétant un grand nombre de 

facteurs de croissance et d’hormones nécessaires durant la période de gestation (Linzer and Fisher, 

1999). Certaines de ces hormones sont connues pour leur influence sur la vascularisation placentaire 

(Ng et al., 1994; Ma et al., 1997). De plus, le Pl est fortement impliqué dans la protection de 

l’embryon contre le système immunitaire maternel. Il résulte de la fusion de deux structures 

indépendantes qui apparaissent très précocément dans le développement embryonnaire : le chorion, 

issu du trophectoderme qui est la couche la plus externe de l'embryon, et l'allantoïde, appendice 

mésodermique issu de l’épiblaste et émis par l'extrémité caudale de la ligne primitive au début de la 

gastrulation.  
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Figure 17 : Les différentes parties du placenta 

La plaque chorionique contient de nombreux vaisseaux d'origine fœtale et le cordon ombilical est 
visible en son centre. Le labyrinthe, dans lequel résident les CSHs, résulte de la fusion de 
l'allantoïde et du chorion et entoure la plaque chorionique. Le tout est entouré d'une couche 
spongiotrophoblastique avec des cellules géantes trophoblastiques en périphérie (piqueté rouge). 
En extrême périphérie, on distingue la decidua maternelle recouvrant la totalité de la face non 
visible du placenta (illustration E14.5 à gauche ; d'après Ottersbach et al., 2005 à droite). 

 

2.4.1 - Formation du placenta 

Au stade E3.5, le trophectoderme englobe à la fois la masse cellulaire interne (MCI), structure qui 

donnera naissance à l'embryon proprement dit, et une cavité nommée blastocèle (Figure 18). Par la 

suite, les cellules du trophectoderme vont proliférer massivement. De ce fait, la partie du 

trophectoderme en contact avec la MCI s'accroît en taille et donne naissance au cône 

ectoplacentaire à E6, tandis que l'autre partie devient à E7.5 le chorion, structure accolée au futur 

embryon. Quant à l'allantoïde, elle se forme à partir des cellules mésodermiques de la partie 

postérieure de l’embryon, de façon quasi-simultanée avec l'apparition du chorion. Le mot 

"allantoïde" provient du grec et signifie "en forme de saucisse", allusion à l'allure que prend cette 

structure au fur et à mesure de son élongation. 
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Figure 18 : Formation du placenta chez la souris 

A E3.5, la MCI est entourée de trophectoderme et de cellules endodermiques primitives. A E6, le 
trophectoderme a permis la formation du cône ectoplacentaire. A E7.5, la plaque chorionique s'est 
formée et sépare le trophectoderme de la cavité exocoelomique. L'allantoïde s'allonge à l'intérieur 
de cette cavité. A E8.75, l'allantoïde a fusionné avec le chorion, formant le placenta. Codes 
couleurs : en bleu l'ectoderme, en vert l'endoderme, en rose l'embryon. Abréviations utilisées : MCI 
Masse Cellulaire Interne, c. ecto. cavité ectoplacentaire, c. exo. cavité exocoelomique (d'après 
Dieterlen-Lièvre et al., 2010). 

 
Ce phénomène d'élongation a pour but d’amener le bourgeon allantoïdien au contact du chorion et 

résulte de l'addition de trois processus distincts : l'ajout de nouvelles cellules au bourgeon 

allantoïdien à partir de la ligne primitive (Tam and Beddington, 1987; Downs and Bertler, 2000), la 

prolifération des cellules déjà ajoutées, et enfin une augmentation des espaces intercellulaires 

(phénomène nommé cavitation) particulièrement dans la région distale (Ellington, 1985). Durant 

l’élongation, deux types de cellules s’établissent dans l’allantoïde, à savoir une couche de cellules 

mésothéliales en périphérie et des cellules mésodermiques au centre. Parallèlement à ce 

phénomène, la région distale de l’allantoïde s’élargit dans le but de maximiser les contacts avec le 

chorion. Ainsi, l’élongation du bourgeon allantoïdien et l’élargissement de sa partie distale sont deux 

processus distincts nécessaires pour permettre la rencontre de l’allantoïde et du chorion aux 

alentours du stade E8.5 (entre 6 et 8 somites), simultanément avec les premiers battements 

cardiaques. Bien qu’aucune fusion cellulaire n’ait lieu à proprement parler, cette rencontre est 

nommée « fusion chorio-allantoïdienne ». Seules certaines cellules chorio-adhésives de l’allantoïde 

exprimant à leurs surfaces la molécule d’adhésion Vascular Cell Adhesion Molecule 1 (VCAM1) sont 

impliquées (Gurtner et al., 1995; Kwee et al., 1995). Les cellules du chorion associées expriment le 
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récepteur intégrine α4, capable de se lier à VCAM1 (Yang et al., 1995). Cette fusion est très régulée et 

dépend avant tout de l’état de maturation de l’allantoïde (Downs and Gardner, 1995). L'association 

étroite de l'allantoïde et de l'endothélium maternel qui en résulte permet la formation du 

"labyrinthe", zone très dense du Pl dans laquelle les endothéliums fœtal et maternel sont séparés 

seulement par deux couches de cellules syncitiotrophoblastiques dérivées du chorion. Le labyrinthe 

devient rapidement une zone très étendue entourant la « plaque chorionique », région rattachée au 

cordon ombilical. Le développement du labyrinthe est rendu possible grâce au spongiotrophoblaste, 

structure issue principalement de cellules du cône ectoplacentaire. Peu après la formation du 

bourgeon allantoïdien, son noyau de cellules mésodermiques entame un processus de 

vascularisation de novo, correspondant à l'engagement de ces cellules dans leur processus de 

différenciation (Drake and Fleming, 2000; Arora and Papaioannou, 2012). La vascularisation 

progresse de la partie distale vers la partie proximale du bourgeon, diffusant vers la partie la plus 

postérieure de la ligne primitive (Downs et al., 1998). Au même moment, la vasculogenèse a lieu 

dans les îlots sanguins du SV ainsi que dans la région cardiaque, et s’étend peu à peu vers la partie 

postérieure de la ligne primitive. Le cordon ombilical se forme lors de la rencontre de ces trois 

réseaux vasculaires distincts vers E8.5. La vascularisation de l’allantoïde aussi bien que son 

élongation nécessitent l’expression du gène Brachyury (Beddington et al., 1992; Inman and Downs, 

2006). Quels que soient les mécanismes impliqués dans la formation du cordon ombilical, l’allantoïde 

constitue la principale voie de passage à travers laquelle le sang de l’embryon est amené au 

labyrinthe assurant ainsi, via le spongiotrophoblaste, les échanges vitaux nécessaires au 

développement de l’embryon (Figure 19). Ainsi, l'endothélium de l’artère ombilicale et de la veine 

ombilicale du cordon ainsi que celui des vaisseaux sanguins du Pl dérivent de l'allantoïde. Les 

interactions entre les cellules trophoblastiques et les circulations maternelle et fœtale permettent le 

développement d’un réseau vasculaire très dense, se complexifiant petit à petit jusqu’aux abords de 

la naissance (E18.5-E19.5) (Adamson et al., 2002).  
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Figure 19 : Coupe d'embryon relié à son placenta à E12.5 

Grâce au cordon ombilical, le sang de l'embryon est amené au labyrinthe via la plaque chorionique 
du placenta. A travers le spongiotrophoblaste, les échanges materno-fœtaux peuvent ainsi avoir 
lieu. Abréviations utilisées : CO Cordon Ombilical ; Pc Plaque Chorionique ; Lb Labyrinthe ; Spong. 
Spongiotrophoblaste.  

 

2.4.2 - Activité hématopoïétique du placenta 

A l'origine, le Pl n'était pas considéré comme un organe hématopoïétique. Toutefois, à la lueur des 

résultats obtenus sur l’activité érythroïde primitive du SV, plusieurs études se sont penchées sur 

l’activité hématopoïétique du placenta, après fusion de l’allantoïde et du chorion. Il a fallu attendre 

les années 1960 avec les travaux de Dancis pour que soit suggérée une telle activité (Dancis, 1966; 

Dancis et al., 1966; Dancis et al., 1968). Les auteurs avaient montré que des cellules issues de Pl 

C57Bl6 injectées dans des souriceaux nouveaux-nés BalbC induisaient la mort des organismes 

receveurs, et ils avaient conclu que le Pl contenait des cellules immunitaires compétentes (Dancis et 

al., 1962). Ils avaient également montré que certaines cellules de Pl possédaient un potentiel 

hématopoïétique in vitro et étaient capables de produire des cellules érythrocytaire, lymphocytaire 

et granulocytaire. Grâce à ces premiers résultats, des transplantations de suspensions placentaires 

ont été réalisées dans des souris anémiées, et le bénéfice thérapeutique de l'injection a permis de 

révéler le potentiel hématopoïétique du Pl (Dancis et al., 1977). Deux ans plus tard, Melchers et al. 

ont montré que dès E9.5, certaines cellules du Pl sont capables de se différencier in vitro en 

lymphocytes B et que ces précurseurs sont d’origine fœtale et non maternelle (Melchers, 1979). Par 

ailleurs, un pic du nombre de précurseurs lymphoïdes dans le Pl E12.5 est observé, comparable à 
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celui retrouvé dans le foie 3 jours après la naissance. Par la suite, les greffes caille-poulet de Caprioli 

et al. ont montré que l'allantoïde d'oiseau possède également la capacité de produire des CHs 

(Caprioli et al., 1998). Un peu plus tard, l'équipe de Dieterlen affine l'étude du Pl de souris en 

montrant qu'à E9.5, il possède des précurseurs multilignages très précoces (HPP-CFCs) (Alvarez-Silva 

et al., 2003) alors que ces derniers ne sont détectés dans le FF que 24h plus tard. De plus, le Pl entre 

E12.5 et E17.5 est 2 à 4 fois plus enrichi en précurseurs myéloïdes précoces (CFU-GEMM et BFU-E) 

que ne l’est le FF. 

Les études in vivo de Gekas et al. ont permis de comparer le nombre de LT-CSHs du Pl à ceux des 

autres organes hématopoïétiques (Gekas et al., 2005). La présence de LT-CSHs est détectable entre 

E10.5 et E15.5 dans le Pl, avec une augmentation significative de l’activité hématopoïétique entre 

E11.5 et E12.5, ce qui confirme les résultats obtenus in vitro par Melchers et al.. Il est intéressant de 

noter que les CSHs apparaissent dans le Pl avant de pouvoir être détectées dans le sang circulant 

(Tableau 2), ce qui suggère que l’origine des CSHs du Pl est bien distincte de celle des CSHs 

circulantes. A E12.5, le nombre de CSHs du Pl est de 50 et dépasse largement celui du sang circulant 

qui n’en contient que 2. Toutefois, la circulation sanguine étant déjà établie à ce stade du 

développement, il n’est pas exclu que ces CSHs proviennent d’autres sites hématopoïétiques plutôt 

que d’être produites par le Pl lui-même. Il faut signaler que la région AGM contient très peu de CSHs 

(1 à 3 seulement, Tableaux 1 et 2), ce qui indique qu’elles s’amplifient ailleurs dans l’embryon. 

Comme le Pl se trouve en aval de l’aorte dorsale, il est possible qu’après avoir émergé de l’AGM les 

CSHs passent par une phase d’amplification dans le Pl avant de rejoindre le FF. De plus, étant donné 

que les CHs immatures du SV passent par les vaisseaux ombilicaux pour rejoindre le FF, il est logique 

de faire l’hypothèse que ce même réseau vasculaire puisse être emprunté par les CSHs dérivées de 

l’AGM dans le but d’aller s'amplifier dans le Pl. A E13.5, la quantité de CSHs dans le Pl est maintenue 

mais diminue fortement par la suite, tandis que celle du FF ne cesse d’augmenter jusqu'à E15.5 

(Figure 20). L’ensemble de ces résultats suggèrent que l’évolution cinétique des CSHs du Pl est 

unique et n’est pas retrouvée dans les autres organes hématopoïétiques embryonnaires.  
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nombre de 
LT-CSHs

p-Sp/AGM Foie foetal Placenta Sac vitellin Sang 
circulant

E10.5 0.107 ND 0.103 0.107 0

E11 0.306 0.05 0.48 0.13 0

E11.5 2 3.3 2.5 2.1 0.6

E12.5 3.3 93.3 50 3.8 1.3

E13.5 ~3 ~500 ~48 ~7 ~1

nombre de 
LT-CSHs

p-SP/AGM Foie foetal Sac vitellin Sang 
circulant

E10 ~0 0 0 0

E11 ~0.9 ~0.7 ~1.1 ~0

E12 ~2.7 ~53 ~1.8 ~3.1

E13 ~0.8 ~260 ~0.8 ~5.9
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Tableaux 1 et 2 : Nombre de LT-CSHs par organe entre E10.5 et 

E13.5 obtenus après reconstitution hématopoïétique 

compétitive 

(A) Kumaravelu et al., 2002. Résultats obtenus plus de 3.5 mois après 
transplantation. (B) Gekas et al., 2005. Résultats obtenus 10-12 
semaines après transplantation. Abréviations utilisées : CSH Cellule 
Souche Hématopoïétique, LT Long Term-, p-Sp SPlanchnopleure Para-
aortique.  

Figure 20 : Évolution cinétique de la quantité de précurseurs hématopoïétiques et de 

CSHs au cours du développement embryonnaire 

Résultats obtenus après tests clonogéniques (à gauche) ou après tests de reconstitution 
hématopoïétique (à droite) (d'après Gekas et al., 2005). 
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Ainsi, le Pl serait une niche transitoire où migrent les CSHs/précurseurs hématopoïétiques ayant 

émergé de l’aorte dorsale dans le but de s’amplifier avant de coloniser le FF. Quant à l’hypothèse 

selon laquelle le Pl serait un réel site d’émergence de CSHs et pas seulement une niche transitoire 

d’amplification, plusieurs éléments de réponse ont été apportés grâce aux études réalisées sur le 

chorion et l'allantoïde, avant la mise en place de la circulation sanguine.  

Les travaux de Downs et al. ont montré que la néo-vascularisation de l’allantoïde au stade 6 somites 

ne s’accompagne pas d’érythropoïèse primitive (Downs and Harmann, 1997; Downs et al., 1998; 

Downs et al., 2001; Downs, 2006). Par ailleurs, deux équipes ont travaillé sur l’hypothèse selon 

laquelle le Pl puisse être une source de CHs/CSHs définitives (Zeigler et al., 2006; Corbel et al., 2007). 

Les auteurs ont réalisé des cultures d’explants à partir d’allantoïdes et/ou de chorions isolés avant 

leur fusion et avant la formation du cordon ombilical. Les résultats montrent que ces deux organes 

pris séparément possèdent une activité hématopoïétique définitive et que ce potentiel n’est pas lié à 

leur union. De plus, l'équipe de Speck a montré que contrairement aux explants sauvages, les 

explants déficients pour le gène Runx1 sont incapables de former des CHs après avoir été 

ensemencées sur cellules OP9, suggérant une implication forte de l’expression de ce gène dans le 

potentiel hématopoïétique des explants (voir §5.1) (Zeigler et al., 2006).  

Deux modèles de souris transgéniques ont également permis d'étudier le Pl en tant que potentiel site 

d'émergence de CSHs : les souris Runx1-lacZ et Ncx1-/-. Des cultures d’explants de Pl issus d’embryons 

Ncx1-/- dépourvus de circulation sanguine ont permis de montrer que le Pl est capable de produire 

des cellules myéloérythroïdes et lymphoïdes (B et T), preuve que certaines cellules placentaires 

possèdent un potentiel hématopoïétique multilignage, une des deux propriétés principales des CSHs 

(Rhodes et al., 2008). Même en absence de circulation, des cellules de Pl exprimant le marqueur 

CD41 (exprimé à la surface des CSHs précoces) semblent émerger dans la lumière des gros vaisseaux 

sanguins à E10, rappelant le processus d’émergence des clusters aortiques. Malheureusement, les 

embryons Ncx-/- meurent à E10.5 ce qui rend impossible l’étude du potentiel de reconstitution 

hématopoïétique de ces cellules dans un organisme adulte. Les cellules de ces clusters placentaires 

expriment Runx1 (Ottersbach and Dzierzak, 2005) et sont plus actives au niveau mitotique que les 

cellules Runx1+ des clusters aortiques, ce qui appuie l’hypothèse selon laquelle le réseau vasculaire 

du labyrinthe est un lieu d’amplification hématopoïétique. Les cellules Runx1+ du Pl sont situées dans 

la plaque chorionique et le labyrinthe. Certaines CE du labyrinthe sont marquées ainsi que des 

cellules des clusters au sein des vaisseaux. Comme dans l'aorte, plusieurs cellules sous les vaisseaux 

expriment également Runx1. Les clusters hématopoïétiques placentaires sont observables entre 

E10.5 et E12.5 et ont été plus finement analysés par l’équipe de Sugiyama (Sasaki et al., 2010). Les 
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auteurs montrent d’une part qu’ils sont absents dans les Pl Runx1-/- et d’autre part qu’ils possèdent le 

phénotype CD31+CD34+ckit+, exprimé également par les CHs des clusters aortiques. Dans les clusters 

placentaires, l'expression des marqueurs CD41 et CD45 n'apparaît qu'à E11.5.  

 

2.5 - Organes hématopoïétiques définitifs : thymus, rate et 
moelle osseuse 

A partir d’E15.5, la fréquence de CSHs présentes dans le FF commence à diminuer (Morrison et al., 

1995). Cette diminution s’explique par la migration progressive des CHs/CSHs du FF vers les organes 

hématopoïétiques définitifs que sont le thymus, la rate et enfin la MO, lieu de résidence définitif des 

CSHs adultes. Ces trois organes possèdent des microenvironnements particuliers dans lesquels ont 

respectivement lieu la différenciation lymphocytaire T, la différenciation lymphocytaire B et le 

maintien/différenciation des CSHs. 

 

Le thymus 

Les CHs capables de coloniser le thymus sont présentes dans le sang circulant plusieurs jours avant le 

début de la colonisation thymique : le départ de cette colonisation est dépendant du degré de 

maturation de l’épithélium thymique qui acquiert une certaine réceptivité aux précurseurs 

lymphoïdes à un stade précis du développement. Ceci se fait par un mécanisme chimiotactique 

résultant de la production de chimiokines attractives par l’épithélium thymique. Deux équipes ont 

montré que le rudiment thymique est colonisé par des précurseurs lymphoïdes à partir d’E10.5 

(Owen and Ritter, 1969; Fontaine-Perus et al., 1981). Durant les jours qui suivent, la colonisation du 

thymus s’accélère et les premiers lymphocytes matures apparaissent à E15. Des transplantations de 

thymus E12-E16 montrent l’existence d’une deuxième vague de colonisation thymique. Les CHs 

matures qui en découlent sont les seules qui vont subsister dans le thymus par la suite (Ritter, 1978; 

Mathieson and Fowlkes, 1984). 

 

La rate 

A défaut de pouvoir générer des CSHs, la rate est colonisée par des CHs circulantes en provenance du 

FF. Le microenvironnement de la rate supporte la différenciation hématopoïétique mais 

contrairement au FF, il n’est pas capable d’amplifier un contingent de CHs (Bertrand et al., 2006). Les 

premières CHs à coloniser la rate sont multipotentes (progéniteurs lymphomyéloïdes) et sont 

détectables à partir d’E12.5-E13 (Godin et al., 1999). A E15.5, plus de 1.000 progéniteurs par rate 
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sont présents. Les travaux de Christensen et al. montrent, par le biais d’expériences de reconstitution 

hématopoïétique, que les LT-CSHs sont détectables à partir d’E14.5 (Christensen et al., 2004). 

L’activité hématopoïétique de la rate augmente ensuite quotidiennement jusqu’à E17.5 et reste 

détectable jusqu’à 2 semaines après la naissance. En coopération avec le FF et la MO, la rate joue un 

rôle important dans le maintien de l’homéostasie du système hématopoïétique (Wolber et al., 2002). 

 

La moelle osseuse 

La colonisation hématopoïétique de la MO débute à E15.5 pour les progéniteurs et E17.5 pour les 

CSHs (Delassus and Cumano, 1996; Christensen et al., 2004). Comme nous l’avons vu pour le thymus, 

les CSHs sont présentes dans la circulation plusieurs jours avant le début de la colonisation de la MO, 

suggérant que le microenvironnement osseux doit avoir atteint un certain niveau de maturation 

avant d’être capable d’attirer et d’accueillir les CSHs. Une cascade d’interactions chimiotactiques 

gouvernent la migration des progéniteurs/CSHs vers la MO. La chimiokine Stromal Cell-Derived 

Factor-1 (SDF-1) aussi appelée CXCL12, semble jouer un rôle particulièrement important (voir 

Chapitre V). Les souris déficientes pour SDF-1 ou pour son récepteur CXCR4 (Chemokine Receptor 

type 4) ne parviennent pas à établir d’activité hématopoïétique dans la MO bien que le FF se 

développe normalement (Nagasawa et al., 1996; Zou et al., 1998; Ara et al., 2003). De plus, il a été 

montré que les CSHs de la MO migrent sélectivement in vitro en réponse à SDF-1 (Wright et al., 

2002). Chez l'homme, une étude a montré qu'en réponse à SDF-1, les cellules de MO CD34+ injectées 

dans des souris létalement irradiées ont un potentiel de reconstitution hématopoïétique augmenté 

(Plett et al., 2002). Ainsi, SDF-1 joue un rôle important à la fois en tant que chimiokine (Imai et al., 

1999), en tant qu’activateur des molécules d’adhésion des CSHs (Peled et al., 1999; Peled et al., 

2000) et en tant que molécule impliquée dans le maintien des CSHs embryonnaires une fois arrivées 

à proximité d’une niche hématopoïétique (Kawabata et al., 1999; Ma et al., 1999).  

 

2.6 - La mise en place de l’hématopoïèse humaine 

Plusieurs aspects du développement hématopoïétique de la souris sont conservés chez l’homme 

(Figure 21). Les CSHs humaines ont été largement étudiées chez le nouveau-né et l’adulte par le biais 

de transplantations dans des souris immunodéficientes (Larochelle et al., 1996; Conneally et al., 

1997; Wang et al., 1997), mais beaucoup moins chez l’embryon. Malgré les difficultés actuelles pour 

réaliser des recherches sur l’embryon humain, plusieurs équipes ont étudié les CSHs de l’AGM, du FF 
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et du Pl à la fois in vitro par des tests LTC-IC, et in vivo par le biais de reconstitutions 

hématopoïétiques dans la souris NOD-SCID. 

Figure 21: Mise en place du système hématopoïétique dans l'embryon humain 

Les 1ères CHs apparaissent dans le SV dès E17. Dès E19, des précurseurs hématopoïétiques sont 
retrouvés dans la région aortique. Le foie est colonisé à partir d'E23 et son activité 
hématopoïétique décline à partir de 20 SG. Les CHs sont détectables dans le placenta à partir 
d'E42 et le restent jusqu'au terme, contrairement au placenta de souris. Le thymus, la rate et la 
moelle osseuse sont colonisés en dernier.  

 

Le sac vitellin 

Comme chez la souris, l’hématopoïèse humaine débute avec une première vague de CHs primitives 

apparaissant avant la mise en place de la circulation sanguine au niveau des îlots sanguins du SV, 

visibles entre E17-E18 et E24 (Luckett, 1978; Tavian et al., 1999). Cette population hématopoïétique 

est transitoire puisqu’elle ne contient que des progéniteurs à potentiel érythromyéloïde. Toutefois 

plusieurs types de CHs sont détectables dans le SV plus tard dans le développement, et entre E25 et 

E50, le SV contient des CHs immatures capables de former des colonies myéloïdes et érythroïdes in 

vitro (Dommergues et al., 1992; Huyhn et al., 1995), suggérant qu’il possède encore une activité 

hématopoïétique in vivo à cette période du développement embryonnaire. La fréquence de ces 
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précurseurs reste constante entre E35 et E50 mais plus aucune activité hématopoïétique n’est 

détectable après E60. 

 

La région aortique 

Contrairement au SV, la région aortique contient des CHs à potentiel multilignage (lymphoïde et 

myéloïde) et ces cellules ont dans un premier temps été caractérisées in vitro. Dès 28 jours de 

développement, l’embryon contient des progéniteurs granulomacrophagiques capables de former 

des colonies hématopoïétiques lors de tests clonogéniques (Coulombel et al., 1995) et ces 

progéniteurs sont CD34+ (Huyhn et al., 1995). Les travaux de Tavian et al. montrent que ces 

progéniteurs hématopoïétiques intra-embryonnaires sont accolés à la paroi ventrale de l’aorte 

(Tavian et al., 1996) et peuvent produire des CHs pendant 4 à 5 semaines lorsqu’ils sont cocultivés 

sur un tapis de cellules stromales Sys-1 issues de MO murine adulte (Tavian et al., 1999). Cette 

population présente un profil phénotypique (Lin-CD45+CD34+CD31+ckit+CD38-) et moléculaire  

(GATA-2+GATA-3+c-myb+Scl+flk1+) caractéristique des CSHs (voir Chapitre 5) (Tavian et al., 1996; 

Labastie et al., 1998). Les auteurs montrent que les clusters aortiques sont visibles entre 27 et 40 

jours de développement, apparaissant environ 2-3 jours avant l’apparition de progéniteurs 

hématopoïétiques CD34+ dans le FF. Grâce à des cultures d’explants suivies de cocultures sur cellules 

MS5, l’équipe de Péault montre que des progéniteurs hématopoïétiques sont détectables dans la 

splanchnopleure para-aortique dès E19 (Tavian et al., 2001). Contrairement aux CHs immatures du 

SV qui ne peuvent produire que des cellules myéloïdes, la p-Sp contient également des cellules 

capables de produire des CHs lymphoïdes. Tout comme chez la souris et l’oiseau, ces CHs immatures 

sont restreintes à la région aortique de l’AGM. Ce n’est qu’en 2011 avec les travaux d’Ivanovs et al. 

que le potentiel hématopoïétique de ces cellules a été testé in vivo. Les auteurs montrent par le biais 

de reconstitutions hématopoïétiques que l’AGM humaine est un site d’émergence de CSHs 

définitives entre E35 et E44. Une seule CSH d’AGM a la capacité de produire pas moins de 300 CSHs 

sur une période de 8 mois (Ivanovs et al., 2011). 

 

Le foie 

La transition hématopoïétique entre le SV et le foie avait été étudiée à l’origine par l’analyse du type 

d’hémoglobine (Hb) synthétisée par les CHs. La transition Hb embryonnaire (ζ, ε) - Hb fœtale (α, γ) 

reflète la transition érythropoïèse primitive - érythropoïèse définitive (Peschle et al., 1984; Peschle et 

al., 1985). Cette hypothèse a également été suggérée par l’analyse in vitro de CFC issues de cellules 

de SV et de foie (Migliaccio et al., 1986). Durant la 5ème Semaine de Gestation (SG), le nombre de 
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BFU-E issues du SV diminue très fortement tandis que les précurseurs hématopoïétiques qui en sont 

à l’origine augmentent en nombre dans le parenchyme du foie. Les auteurs suggèrent alors que des 

précurseurs hématopoïétiques du SV migrent dans le parenchyme du foie via la circulation sanguine. 

A la fin du premier trimestre, des CHs plus immatures telles que des CFU-GEMM peuvent être mises 

en évidence (Hann et al., 1983). En comparant le potentiel hématopoïétique in vitro des cellules de 

foie du deuxième trimestre avec celui des cellules de MO, Nicolini et al. montrent que les LTC-IC du 

foie produisent plus de CFC que les LTC-IC de la MO et que la plupart de ces CFC sont érythroïdes, 

résultats qui se confirment également in vivo (Nicolini et al., 1999). Toutefois, l’équipe de Péault 

observe sur coupes histologiques des progéniteurs érythromyéloïdes CD34-CD45+ dès E23, suggérant 

que la première vague de colonisation du foie débute à un stade plus précoce qu’initialement pensé 

(Tavian et al., 1999). Les auteurs indiquent également que les premiers progéniteurs 

hématopoïétiques/CSHs CD34+CD45+ arrivent dans le foie à partir d'E30, stade correspondant au 

début de la deuxième vague de colonisation du foie. Toutefois, ce n’est qu’après E32 qu’il est 

possible de maintenir en culture à long terme des précurseurs primitifs du foie. Plusieurs populations 

enrichies en CSHs ont été caractérisées dans cet organe. Les résultats de Plum et al. indiquent que la 

population CD34hi de foie à 12SG est capable de se différencier en lymphocytes T lorsqu’elle est 

cultivée sur un stroma de thymus de souris immunodéficientes (Plum et al., 1994). Quelques années 

plus tard, Roy et al. montrent qu’entre 7 et 14 SG, les CSHs du foie possèdent le phénotype 

CD34hiCD38-HLA-DR+ (Human Leukocyte Antigen-DR, récepteur membranaire du CMH II) (Roy et al., 

1997). Les travaux in vitro et in vivo d’Oberlin et al. ont permis la caractérisation d’une nouvelle 

population particulièrement enrichie en CSHs qui possède le phénotype CD34+CD144+CD45+ entre 7 

et 8 SG (Oberlin et al., 2010b). En 2012, les travaux de Sinka et al. indiquent qu’entre 7 et 22 SG, les 

CSHs du foie sont contenues dans la population CD34+CD45+ACE+ (Angiotensine Converting Enzyme) 

(Sinka et al., 2012). Le stade au cours duquel l’hématopoïèse n’est plus présente dans le foie n’est 

pas connu. Toutefois, l’ensemble des études effectuées jusqu’à présent sur le foie montre qu’après 

20 SG, le foie n’est plus hématopoïétique (Tavian and Peault, 2005a; Tavian and Peault, 2005b). 

 

Le placenta 

Étant donné que le Pl murin précoce est capable de générer in vitro des progéniteurs 

hématopoïétiques et qu’il contient de nombreuses CSHs à E12.5, les recherches se sont 

naturellement portées sur le Pl humain en tant que potentielle source de progéniteurs 

hématopoïétiques/CSHs. Deux études récentes ont apporté certains éléments de réponse par le biais 

d’expériences à la fois in vitro et in vivo. A la lumière des travaux de Barcena et al. montrant que le Pl 
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humain possède des progéniteurs hématopoïétiques CD34+ dès 8 SG (Barcena et al., 2009a; Barcena 

et al., 2009b), l’équipe de Dzierzak a étudié le potentiel hématopoïétique du Pl à des stades plus 

précoces du développement embryonnaire (Robin et al., 2009). Les auteurs montrent que des 

cellules à potentiel multilignage sont détectables in vitro et in vivo dès 6 SG soit bien après que l’AGM 

ait commencé à produire des CSHs. L’activité hématopoïétique du Pl se maintient au cours des 

premier et deuxième trimestres de grossesse. Les CHs immatures détectées proviennent de 

l’embryon, sont en partie dérivées de l’endothélium et à partir de 15 SG, elles expriment toutes le 

marqueur CD34. De façon surprenante et contrairement au Pl murin, le Pl humain à terme possède 

encore une activité hématopoïétique, ce qui ouvre la possibilité d’utiliser les CHs immatures qu’il 

contient à des fins thérapeutiques. 

Contrairement aux résultats de Robin et al., Ivanovs et al. montrent en 2011 que le Pl humain 

n’acquiert une activité hématopoïétique qu’à 15 SG. Les auteurs discutent autour de deux 

explications. Les souris qu’ils ont utilisées pour les expériences de reconstitution hématopoïétique 

sont des souris NOD-SCID-γcnull, contrairement à l’équipe de Dzierzak qui a utilisé des souris  

NOD-SCID. Or, les souris NOD-SCID sont moins réceptives aux CSHs humaines que ne le sont les 

souris NOD-SCID-γcnull (McDermott et al., 2010). Ayant analysé le potentiel de reconstitution des 

cellules de Pl entre 6 et 8 SG par PCR haut débit, Robin et al. détectent 1 cellule humaine parmi 

100.000 cellules murines. En absence de confirmation par cytométrie en flux, il n’est pas exclu que 

certaines cellules non hématopoïétiques de placenta aient persisté dans l’organisme receveur. 

Ivanovs et al. suggèrent ainsi que le Pl humain est simplement un organe hématopoïétique colonisé 

par les CSHs. Il est probable que les CSHs du Pl humain soient comparables à celles du sang de 

cordon ombilical. Les recherches sur le Pl humain se portent également sur l’étude des facteurs 

responsables de l’amplification des CSHs. De tels facteurs pourraient permettre d’amplifier un 

contingent de CSHs ex vivo pour les utiliser ensuite dans le cadre de thérapies. 

 

Les organes hématopoïétiques définitifs 

Le thymus est colonisé par les premiers précurseurs T entre 7 et 8,5 SG (Haynes et al., 1988). En ce 

qui concerne la rate, deux études ont montré dans un premier temps qu’elle reçoit ces premières 

CHs entre la 18ème et la 19ème SG (Hann et al., 1983; Vellguth et al., 1985). Toutefois, une étude plus 

récente suggère que les premiers érythrocytes sont présents entre 11 et 12 SG (Steiniger et al., 

2007). La MO, principal organe hématopoïétique chez les mammifères adultes, commence à être 

colonisée alors que l’hématopoïèse du SV s’est déjà éteinte et que celle du foie est encore présente. 

Par des approches immunohistochimiques, Charbord et al. ont étudié l’établissement de 
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l’hématopoïèse dans les cavités médullaires qui débute au cours de la 11ème SG (Charbord et al., 

1996). Les auteurs indiquent que les CHs myéloïdes CD15+ sont les premières à se différencier, 

suivies de près par les érythrocytes. D’après les résultats in vitro et in vivo de l’équipe de Péault, les 

CSHs de la MO entre 18 et 24 SG possèdent le phénotype Thy-1+Lin-CD34+ (Baum et al., 1992). 
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CHAPITRE III - LE DÉROULEMENT DE L’HÉMATOPOÏÈSE CHEZ 
LES AUTRES ESPÈCES 

3.1 - La drosophile 

Chez les insectes, plusieurs types de CHs, appelées hémocytes, sont présents dans la circulation 

sanguine désignée par le terme hémolymphe. Toutefois, comparé à la complexité des lignages 

hématopoïétiques des vertébrés, le système hématopoïétique de la drosophile est bien plus simple 

puisqu’il n’est composé que de trois types de CHs différenciées (plasmatocytes, cellules à cristaux et 

lamellocytes) apparentés aux cellules de la lignée myéloïde. La mise en place de l’hématopoïèse chez 

la drosophile partage plusieurs points communs avec celle des vertébrés, incluant des voies de 

signalisation, des facteurs de transcription régulant la spécification, la prolifération et la 

différenciation des progéniteurs hématopoïétiques issus du mésoderme, ainsi que la présence 

d’hémangioblastes (voir §4.1) (Mandal et al., 2004). Étant donné ces points communs, l’étude 

moléculaire et génétique de l’hématopoïèse de la drosophile permet d’améliorer les connaissances 

actuelles sur la niche hématopoïétique aussi bien chez la drosophile que chez les mammifères 

(Crozatier and Vincent, 2011; Pennetier et al., 2012). Néanmoins, il est également intéressant de 

noter les différences ces deux systèmes. Alors que le transport de l’oxygène est assuré par les 

érythrocytes chez les vertébrés, les insectes présentent une respiration trachéenne qui n’implique 

pas les hémocytes. L’oxygène est transporté directement aux cellules par le système trachéal qui 

présente de très nombreuses ramifications. Le développement de la drosophile comprend quatre 

stades distincts (embryon, larve, pupe et adulte) et chacun d’entre eux est rattaché à une 

composition hématopoïétique spécifique (Figure 22). Les plasmatocytes et les cellules à cristaux sont 

présents dans la circulation (hémolymphe) dès le stade embryonnaire, alors que les lamellocytes 

n’apparaissent qu’au stade larvaire. Les plasmatocytes sont les seuls hémocytes à subsister chez 

l’adulte, stade au cours duquel le flux de l’hémolymphe dans l’organisme est assuré par les 

contractions rythmiques du vaisseau dorsal, l’équivalent du cœur chez les vertébrés. Bien qu’aucune 

CSH n’ait été identifiée chez la drosophile, les hémocytes dériveraient de précurseurs 

hématopoïétiques immatures, comparables à ceux des vertébrés et nommés prohémocytes, 

capables de donner naissance à l'ensemble des cellules sanguines présentes dans l'hémolymphe 

(Hartenstein, 2006).  

 



INTRODUCTION 

Chapitre III : Le déroulement de l’hématopoïèse chez les autres espèces 

   52 

 

embryon larve pupe adulte

cellule à cristaux

lamellocyte

plasmatocyte

métamorphose

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Les hémocytes au cours du développement de la drosophile 

Trois types de CHs différenciées sont présents chez la drosophile et chaque stade 
de développement est rattaché à une composition hématopoïétique spécifique : 
les plasmatocytes se différencient en macrophages servant à phagocyter les 
microbes et les corps apoptotiques ; les lamellocytes encapsulent les agents 
infectieux trop gros pour être phagocytés ; les cellules à cristaux sont impliquées 
dans le processus de mélanisation et de cicatrisation. 

 

3.1.1 - Les cellules hématopoïétiques 

Les plasmatocytes et la phagocytose. Formés en premier lieu par le mésoderme antérieur de la tête, 

les plasmatocytes sont des cellules rondes très mobiles de 8-10 µm de diamètre qui prédominent à 

tous les stades du développement puisqu’ils représentent 90% à 95% des hémocytes circulants. De 

façon comparable aux macrophages des vertébrés, ils contiennent de nombreux lysosomes, 

phagosomes (vacuoles de phagocytose) et corps de résorption qui traduisent une activité 

phagocytaire importante. Ainsi, ces cellules assurent l’élimination des microorganismes et des 

cellules apoptotiques durant toute la vie de l’insecte (Wood and Jacinto, 2007) : dans l’embryon, ils 

ingèrent les corps apoptotiques formés durant le développement précoce ; dans la larve et l’adulte, 

ils sont responsables de la phagocytose des bactéries et des champignons ; dans la pupe, ils jouent 

un rôle fondamental dans la phagocytose des cellules condamnées au cours de la métamorphose. 

Par ailleurs, ils sont capables de générer des peptides antimicrobiens lors d’une infection (Dimarcq et 

al., 1997; Basset et al., 2000) ainsi que des protéines de la matrice extra-cellulaire telles que la 

tiggrine (Fogerty et al., 1994), la peroxidasine (Nelson et al., 1994), la papiline (Kramerova et al., 

2003), ou encore deux molécules de type collagène, Dcg1 (Drosophila Collagen Gene 1) et Viking 

(Fessler and Fessler, 1989; Yasothornsrikul et al., 1997), ce qui leur confère un rôle important dans le 

remodelage des tissus. Enfin, deux études suggèrent que les plasmatocytes sont également 
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impliqués dans l’envoi de signaux à distance en réponse à une infection (Agaisse et al., 2003; Irving et 

al., 2005). Croquemort (voir §3.1.2) (Franc et al., 1996), le marqueur P1 (Asha et al., 2003), et Eater 

(Kocks et al., 2005) sont utilisés pour l’identification des plasmatocytes. 

 

Les cellules à cristaux et la mélanisation. Les cellules à cristaux sont produites durant les stades 

embryonnaire et larvaire mais leur rôle dans l’embryon n’est pas connu (Wood and Jacinto, 2007). 

Elles représentent 5% des hémocytes et ne sont pas retrouvées chez l’adulte (Lanot et al., 2001). Ces 

cellules sont un peu plus larges que les plasmatocytes (10-12 µm de diamètre) et tirent leur nom des 

inclusions paracrystallines qu’elles renferment dans leur cytoplasme (Rizki and Rizki, 1959; Brehelin, 

1982), contenant notamment des prophénoloxidases (PPO) qui sont des enzymes nécessaires à la 

mélanisation, réaction de défense spécifique des insectes en réponse à une blessure ou à une 

invasion par un pathogène (De Gregorio et al., 2002; Ramet et al., 2002; Theopold et al., 2002; Bidla 

et al., 2005). De nature fragile, les cellules à cristaux sont capables de se rompre facilement et de 

déverser leur contenu dans l'hémolymphe où la PPO est clivée en phénoloxidase, sa forme active, qui 

va pouvoir oxyder les phénols en quinones (Meister, 2004). Les quinones polymérisent ensuite en 

mélanine qui va former un dépôt de pigment noir au niveau de la blessure ou sur la capsule en 

formation (voir § lamellocytes). Le processus de mélanisation libère des produits très toxiques pour 

les microorganismes, tels que le peroxyde d’hydrogène et l’oxyde nitrique qui vont participer à la 

destruction des pathogènes.  

 

Les lamellocytes et l’encapsulation. Les lamellocytes sont de larges cellules (15-40 µm de diamètre) 

de forme aplatie et adhérentes. Leur cytoplasme renferme très peu d’organites exceptés de 

nombreux ribosomes libres (Brehelin, 1982; Lanot et al., 2001). Présentes uniquement au cours du 

stade larvaire, ces cellules sont capables de former plusieurs couches cellulaires autour des corps 

étrangers trop larges pour être phagocytés par les plasmatocytes, processus nommé encapsulation. 

Les lamellocytes sont rarement observés dans la larve saine mais sont produits en très grand nombre 

en cas d’infections spécifiques telles que celle de la guêpe Leptopilina boulardi qui pond ses œufs 

dans les larves de drosophile. La capsule formée par les lamellocytes est ensuite mélanisée, ce qui 

crée un environnement cytotoxique pour le corps étranger (Vass and Nappi, 2000). Une fois mort, 

celui-ci restera dans la larve puis dans l’adulte sous la forme d’un corps inerte. Les lamellocytes 

peuvent être identifiés grâce à l’expression d’un gène rapporteur misshapen-lacZ (Braun et al., 1997), 

de L1 (Asha et al., 2003) ou encore d'α-PS4 (Crozatier et al., 2004; Irving et al., 2005).  
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3.1.2 - Déroulement de l’hématopoïèse.  

Comme pour les vertébrés, l’hématopoïèse de la drosophile se déroule en deux vagues successives. 

La première survient lors du stade embryonnaire au cours duquel 700 prohémocytes (Tepass et al., 

1994) et 30 cellules à cristaux (Lebestky et al., 2000) sont produits par le mésoderme pro-

encéphalique de la tête. Une fois la circulation établie, les plasmatocytes migrent à travers 

l’embryon. Il est intéressant de noter que tous les plasmatocytes produits lors de cette première 

vague ne dégénèrent pas durant le stade larvaire et certains sont encore détectables chez l’adulte 

(Holz et al., 2003). Au cours de leur migration, les prohémocytes commencent leur différenciation en 

hémocytes (plasmatocytes) puis en macrophages. La présence de cellules apoptotiques dans 

l’embryon déclenche cette différenciation. L’expression de Croquemort, membre de la famille des 

récepteurs CD36 des vertébrés, confère aux hémocytes circulants leur activité phagocytaire et active 

leur différenciation en macrophages (Franc et al., 1996).  La deuxième vague d’hématopoïèse débute 

au cours du stade larvaire au sein d’un organe spécialisé nommé glande de la lymphe, organe dérivé 

du mésoderme et composé de deux à sept paires de lobes étroitement associés au vaisseau dorsal 

(Jung et al., 2005; Krzemien et al., 2010). La partie antérieure de ce vaisseau constitue l’aorte alors 

que la partie postérieure constitue le cœur. Considéré comme la source majeure d’hémocytes, ce 

site hématopoïétique correspondrait à l’AGM des vertébrés. Au stade pupe, il disparait et relargue 

les prohémocytes dans la circulation en prévention des nombreuses cellules apoptotiques qui vont 

être produites au cours de la métamorphose (Crozatier and Meister, 2007). Bien que les hémocytes 

soient présents chez l’adulte avec environ 1.000 à 2.000 hémocytes par individu (Lanot et al., 2001), 

aucun site/organe hématopoïétique n’a été mis en évidence à ce stade. 

 

3.1.3 - Contrôle génétique de l’hématopoïèse.  

La connaissance actuelle des fonctions et des modes d’action des facteurs de transcription impliqués 

dans la mise en place de l’hématopoïèse permet d’établir, pour certains de ces facteurs, un parallèle 

entre l’hématopoïèse des vertébrés et celle des invertébrés (Waltzer et al., 2010). Chez la drosophile, 

la spécification hématopoïétique à partir du mésoderme embryonnaire est déterminée par 

l’expression du facteur Serpent, codé par le gène srp, orthologue de la famille des gènes GATA des 

vertébrés (Rehorn et al., 1996; Sam et al., 1996) (voir Chapitre 5.1) (Figure 23). L’expression de srp 

dans la glande de la lymphe suggère qu’il joue également un rôle au cours du stade larvaire. 

Toutefois, ce rôle n’a pas pu être clairement défini étant donné la létalité des drosophiles invalidées 

pour l’expression de srp (Lebestky et al., 2000). Srp agit en amont des facteurs de transcription 

Lozenge (Lz), homologue de Runx1/AML1, Glial Cells Missing-1 et -2 (Gcm) et U-shaped (Ush), 
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membre de la famille Friend of GATA (FOG) (Lebestky et al., 2000; Fossett et al., 2001). Gcm-1 et -2 

sont essentiels pour la production des plasmatocytes (Bernardoni et al., 1997; Alfonso and Jones, 

2002). En synergie avec Srp, Serrate, acteur de la voie de signalisation Notch, active l’expression de Lz 

dans les prohémocytes, ce qui déclenche la différenciation des cellules à cristaux (Duvic et al., 2002; 

Lebestky et al., 2003; Ferjoux et al., 2007). En revanche, le facteur Ush bloque la différenciation des 

cellules à cristaux (Fossett et al., 2001). En cas de parasitisme, le facteur Collier, orthologue d’Early B-

cell Factor (EBF) impliqué dans la différenciation lymphocytaire B des mammifères (Hagman et al., 

1993; Crozatier et al., 1996), joue un rôle important dans la production des lamellocytes (Crozatier et 

al., 2004). La voie de signalisation JAK/STAT est également impliquée dans cette production (Luo et 

al., 1995; Luo et al., 1997; Makki et al., 2010). 

 

Figure 23 : Contrôle génétique de l'hématopoïèse chez la drosophile 

Certains facteurs et voies de signalisation décrits dans la littérature régissent la 
spécification (Serpent) ou la différenciation (Gcm, Serrate, Lz, Collier, JAK/STAT,  
U-shaped) hématopoïétique au cours du développement. Abréviations utilisées : Lz 
Lozenge ; Gcm Glial cell missing.  

 

3.2 - Le poisson-zèbre 

Depuis deux décennies, le modèle du poisson-zèbre (Danio rerio) est de plus en plus utilisé pour 

l’étude des CSHs du fait de ses nombreux avantages. Contrairement à la fécondation des 

mammifères, celle du poisson-zèbre est externe et les œufs fécondés peuvent être observés et 

manipulés à tout moment du développement, à partir du stade une cellule jusqu’au stade adulte. La 

maturité sexuelle est atteinte au bout de trois mois et chaque femelle adulte est capable de produire 

pas moins de 200 œufs par semaine. Les étapes du développement précoce se déroulent bien plus 

rapidement que celles de la souris, et les embryons sont translucides et permettent l’observation de 

l’intégralité du processus d’embryogenèse, ainsi que le développement, la différenciation et la 

migration des cellules in vivo. Le poisson-zèbre est également utilisé pour la réalisation d’analyses 
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génétiques poussées, notamment via la génération de nombreux mutants (Driever and Fishman, 

1996; Haffter et al., 1996) présentant des défauts hématopoïétiques variés et permettant 

d’améliorer les connaissances actuelles sur le processus d’hématopoïèse (Ransom et al., 1996; 

Weinstein et al., 1996). L’expression des gènes impliqués dans la régulation de l’hématopoïèse ainsi 

que les voies de signalisation impliquées sont très conservées entre les poissons et les mammifères. 

Toutefois, les points communs entre le poisson-zèbre et les mammifères ne sont pas restreints à 

l’expression de certains gènes, et tout deux partagent la totalité des types cellulaires 

hématopoïétiques générés à partir des CSHs, ce qui constitue un avantage important 

comparativement aux modèles d’invertébrés tels que la drosophile qui possède un système 

hématopoïétique simplifié et qui est dépourvu de système immunitaire adaptatif. Par ailleurs, 

l’existence d’un hémangioblaste chez le poisson-zèbre a également été suggérée (Vogeli et al., 2006). 

Comme nous l’avons vu jusqu’à présent pour les autres espèces, la mise en place du système 

hématopoïétique du poisson-zèbre se déroule en deux vagues successives (Figure 24).  

Figure 24 : Mise en place du système hématopoïétique chez le poisson-zèbre 

(A) Les différentes régions participant à l'hématopoïèse primitive (en jaune) et définitive (en rose 
et en bleu). (B) L'hématopoïèse primitive permet la production de progéniteurs myéloïdes dans 
l'ALM (Anterior Lateral Mesoderm) et de progéniteurs érythroïdes dans le PLM (Posterior Lateral 
Mesoderm), futur ICM (Intermediate Cell Mass). Les premiers progéniteurs bipotents sont détectés 
dans le PBI (Posterior Blood Island) au cours d'une vague hématopoïétique transitoire (en rose). 
L'hématopoïèse définitive (en bleu) comprend des CSHs générées dans l'AGM. Le CHT (Caudal 
Hematopoietic Tissu, correspondant au PBI tardif), le thymus et le rein sont ensuite colonisés 
(d'après Chen et al., 2009 ; illustrations issues de Kimmel et al., 1995). 
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L’hématopoïèse primitive. Elle génère principalement des érythrocytes primitifs et des macrophages 

(de Jong and Zon, 2005). Contrairement à l’hématopoïèse primitive des mammifères et de l’oiseau 

qui se déroule en extra-embryonnaire dans le SV, celle du poisson-zèbre a lieu dans une région intra-

embryonnaire située entre la notochorde et l’endoderme du tronc nommée ICM pour Inner Cell 

Mass (Detrich et al., 1995). Cette région se subdivise en deux parties distinctes : l’Anterior Lateral 

Mesoderm (ALM) qui génère les progéniteurs myéloïdes primitifs, et le Posterior Lateral Mesoderm 

(PLM), d’où sont issus les progéniteurs érythroïdes primitifs. 10 heures post-fécondation, deux 

bandes cellulaires Scl+ sont observables à la fois dans l’ALM et le PLM, reflet de la spécification 

hématopoïétique de ces cellules (Davidson et al., 2003). Le mutant spadetail présente une 

myélopoïèse normale dans l’ALM mais aucune cellule érythroïde n’est produite dans l’ICM, ce qui 

indique que les régulations génétiques des progéniteurs de ces deux régions sont indépendantes 

(Thompson et al., 1998; Lieschke et al., 2002). 

Comme chez la drosophile, les progéniteurs myéloïdes précoces du poisson-zèbre proviennent du 

mésoderme céphalique (Herbomel et al., 1999). Les macrophages et les granulocytes maturent à 

partir du SV (Bennett et al., 2001) et migrent à travers l’embryon pour éliminer les cellules 

apoptotiques (Herbomel et al., 1999). Les cellules myéloïdes primitives de la drosophile et du 

poisson-zèbre jouent ainsi des rôles similaires dans le remodelage tissulaire dans l’embryon et au 

cours du développement. Ces cellules correspondraient aux macrophages primitifs produits par le SV 

des mammifères et de l’oiseau. 

 

L’importance des facteurs de transcription GATA-1 et Pu.1. L’ICM se forme 18 heures après 

fécondation à partir des cellules du PLM adjacentes aux somites en développement. Le facteur de 

transcription GATA-1 est crucial pour l’érythropoïèse primitive. Approximativement 300 

proérythroblastes GATA-1+ entrent dans la circulation aux alentours de 24 heures post-fécondation 

et se différencient en érythrocytes (Chen and Zon, 2009). Ces érythrocytes primitifs sont 

morphologiquement différents des érythrocytes retrouvés chez l’adulte qui ont peu de cytoplasme et 

qui présentent un noyau allongé. Contrairement aux érythrocytes des mammifères qui sont 

énucléés, les érythrocytes du poisson-zèbre possèdent un noyau et en ce sens, ils sont comparables à 

ceux de l’oiseau. Les cellules de l’ALM n’expriment pas GATA-1 puisque cette région ne produit pas 

de cellules érythroïdes. Le facteur Pu.1, nécessaire à la différenciation myéloïde, est détecté 11 

heures post- fécondation dans une fraction des cellules Scl+ dans l’ALM. Ces progéniteurs myéloïdes 

Scl+Pu.1+ sont présents dans la circulation entre 14 et 16 heures post-fécondation et se différencient 
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en macrophages et granulocytes dans le SV entre 22 et 24 heures post-fécondation (Bennett et al., 

2001; Chen and Zon, 2009).  

Pu.1 est coexprimé avec GATA-1 dans l’ICM entre 16 et 20 heures post-fécondation et l’équilibre 

entre ces deux facteurs régule la production des cellules myéloïdes et érythroïdes primitives. En 

effet, si GATA-1 n’est pas exprimé, les précurseurs érythroïdes de l’ICM deviennent des précurseurs 

myéloïdes (Galloway et al., 2005), et la perte de Pu.1 induit la formation de cellules érythroïdes dans 

l’ALM (Berman et al., 2005). Ces données suggèrent que chez le poisson-zèbre, les facteurs GATA-1 et 

Pu.1 régulent la balance entre différenciation myéloïde et érythroïde au cours de l’hématopoïèse 

primitive.  

 

L’hématopoïèse définitive. L’hématopoïèse primitive se déroulant dans l’ALM et l’ICM dure moins de 

24 heures, et est suivie d’une autre vague d’hématopoïèse transitoire dans la région postérieure de 

la queue nommée Posterior Blood Island (PBI), également appelée Tissu Hématopoïétique Caudal 

(CHT). Bien que ces deux termes soient utilisés de manière interchangeable, le terme PBI peut être 

associé à la vague d’émergence hématopoïétique transitoire précoce (entre 24 et 36 heures post-

fécondation) et le terme CHT aux stades plus tardifs (Chen and Zon, 2009). La vague transitoire 

précoce est définie en tant que première vague d’hématopoïèse définitive puisqu’elle comprend les 

premiers progéniteurs hématopoïétiques bipotents observables dans l’embryon (Bertrand et al., 

2007), présents dans le PBI entre E1 et E2. Une fois la circulation sanguine établie (24 heures post-

fécondation), l’expression de GATA-1 diminue dans l’ICM mais est importante dans le PBI, suggérant 

un changement de localisation de l’activité hématopoïétique dans l’embryon. Pour appuyer cette 

hypothèse, l’expression de Pu.1 disparaît de l’ICM au bout de 22 heures post-fécondation, de l’ALM 

au bout de 28 heures post-fécondation (Bennett et al., 2001), et réapparait dans le PBI à 30 heures 

post-fécondation (Bertrand et al., 2007).  

Les CSHs définitives émergent à partir de la paroi ventrale de l’aorte (VDA ou Ventral wall of Dorsal 

Aorta), équivalent de la région AGM des vertébrés, et deux études montrent la présence de cellules 

endothéliales hémogéniques à cet endroit (Bertrand et al., 2010; Kissa and Herbomel, 2010). Les 

CSHs vont ensuite migrer dans le CHT (Murayama et al., 2006; Jin et al., 2007) qui, d’un point de vue 

fonctionnel, est comparable au FF des mammifères puisque les CSHs s’amplifient et se différencient 

dans cette région. A partir d’E3, certaines CSHs de l’AGM migrent directement dans le thymus où se 

déroule la lymphopoïèse (Kissa et al., 2008). Enfin, à partir d’E4, les CSHs de l’AGM et du CHT 

commencent à coloniser le rein, organe hématopoïétique définitif chez le poisson-zèbre adulte. La 

visualisation des CSHs chez l’adulte s’est révélée difficile jusqu’à ce que l’équipe de Zon mette au 
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point un modèle de poisson zèbre adulte transparent dénommé Casper (White et al., 2008). La lignée 

Casper est dépourvue de pigmentation, ce qui permet  de visualiser individuellement la migration de 

cellules fluorescentes injectées ainsi que la colonisation du rein. 

 

3.3 - Le xénope 

Le xénope constitue un des modèles utilisés pour l’étude du développement embryonnaire des 

vertébrés. Le genre Xenopus comprend une quinzaine d’espèces d’amphibiens anoures et le succès 

de ce modèle expérimental est principalement dû au fait que les embryons sont de grande taille et 

disponibles en quantité importante. Comme ceux du poisson-zèbre, les embryons de xénope se 

développent de manière externe, ce qui permet l’observation macroscopique des différentes étapes 

de l’embryogenèse et facilite leur manipulation. Pour l’une comme pour l’autre de ces deux espèces, 

de nombreuses techniques sont disponibles pour l’étude de l’expression et de la fonction des gènes, 

notamment les techniques d’hybridation in situ ou d’immunohistochimie sur embryons entiers qui 

permettent d’observer l’expression des gènes au cours du développement. La fonction des gènes 

peut être testée par des expériences de surexpression par microinjections d’ARN messager (ARNm). 

Des expériences de perte de fonction sont également possibles par la microinjection de morpholinos 

antisens (bloquant la traduction de l’ARNm) ou d’ARNm codant pour des formes tronquées de la 

protéine à effet « dominant négatif ». Plusieurs techniques de transgenèse ont également été 

développées chez le xénope et sont particulièrement utiles pour l’étude de la régulation 

transcriptionnelle des gènes et l’étude d’étapes tardives du développement. Concernant la mise en 

place du système hématopoïétique, des expériences de greffes dans des embryons de xénope ont 

permis de montrer que les précurseurs hématopoïétiques embryonnaires et adultes sont 

préférentiellement localisés au niveau du « Ventral Blood Island » (VBI) et de la plaque latérale 

dorsale (DLP) respectivement (Kau and Turpen, 1983). 

  

Le « Ventral Blood Island » ou VBI. D’un point de vue fonctionnel, le VBI du xénope correspond au 

SV des mammifères et de l’oiseau, et se forme 24 heures post-fécondation. Étant donné que le VBI 

correspond au tissu le plus ventral du têtard de xénope, le sang a longtemps été considéré comme 

un dérivé du mésoderme ventral chez cette espèce. En effet, au cours de la gastrulation, la Zone 

Marginale Ventrale (VMZ) est capable de former des érythrocytes primitifs, et à l’époque, seule une 

faible contribution des tissus dorsaux avait été rapportée mais n’avait pas été étudiée plus avant 

(Dale and Slack, 1987). Depuis, plusieurs équipes se sont attachées à cette étude et ont montré que 
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les tissus dorsaux participaient également à la formation du VBI (Tracey et al., 1998; Lane and Smith, 

1999; Mills et al., 1999; Ciau-Uitz et al., 2000; Walmsley et al., 2002). La preuve que l’hématopoïèse 

primitive dérive en partie de la Zone Marginale Dorsale (DMZ) provient de l’étude du facteur de 

transcription Xenopus Acute Myeloid Leukemia (Xaml), homologue de Runx1/AML1 (Tracey et al., 

1998) (voir Chapitre 5.1). Grâce à des cultures d’explants de DMZ, cette étude a permis de montrer 

que cette région exprime Xaml et que l’abolition de l’expression de Xaml induit la suppression du 

marqueur érythrocytaire α-globine dans la partie antérieure du VBI. De plus, l’injection d’un traceur 

fluorescent dans la zone marginale au stade 4 cellules révèle que le DMZ contribue à la formation de 

la partie la plus antérieure du VBI, l’« aVBI », alors que la VMZ contribue à la formation de la partie 

postérieure du VBI, le « pVBI ». Ces résultats ont été confirmés par Ciau-Uitz et al. (2010) qui ont 

montré qu’au stade 32 cellules, l’aVBI dérive de blastomères dorsaux (C1 et D1) tandis que la pVBI 

dérive du blastomère ventral D4 (Figure 25).  

 

Figure 25 : Ontogenèse des différentes régions participant 

à la mise en place de l'hématopoïèse chez le xénope 

Les CHs du VBI et celles du DLP possèdent deux origines distinctes. 
Alors que les cellules de la VBI proviennent des blastomères C1, D1 
et D4, les cellules de la DLP proviennent du blastomère C3. 
Abréviations utilisées : DLP Dorsal Lateral Plate ; VBI Ventral Blood 
Island ; aVBI VBI antérieur ; pVBI VBI postérieur (d'après Ciau-Uitz et 
al., 2010). 
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Au stade neurula, l’expression des gènes Scl, c-myb et GATA-1, impliqués dans la mise en place de 

l’hématopoïèse (voir Chapitre 5.1), est détectée dans le VBI (Turpen et al., 1997). Dans l’aVBI, les 

cellules se différencient en érythrocytes primitifs, exprimant la globine à 40 heures post-fécondation, 

qui commencent à pouvoir circuler dans l’embryon à 50 heures post-fécondation. Outres les 

érythrocytes primitifs, l’aVBI est capable de générer des cellules myéloïdes, et le pVBI des 

progéniteurs multipotents à potentiel myéloïde et lymphoïde. Ainsi, l’aVBI contribue plutôt à 

l’hématopoïèse primitive tandis que le pVBI contribue plutôt à l’hématopoïèse définitive. Les CHs du 

pVBI colonisent par la suite le FF et le thymus où elles donneront naissance aux érythrocytes 

définitifs, aux thymocytes et aux précurseurs lymphoïdes B (Kau and Turpen, 1983; Smith et al., 1989; 

Bechtold et al., 1992). 

 

La Plaque Latérale Dorsale ou DLP. Trois équipes et leurs études sur des embryons chimériques ont 

permis la mise en évidence d’un deuxième site d’émergence hématopoïétique chez le xénope, 

nommé DLP et composée du pronephros, des veines cardinales postérieures et de l’aorte dorsale, ce 

qui en fait l’équivalent de la région AGM des mammifères et de l’oiseau (Kau and Turpen, 1983; 

Maeno et al., 1985). L’origine des CHs adultes est longtemps restée inconnue, et ce n’est qu’en 2000 

que l’équipe de Patient a pu montré que contrairement aux CHs de la VBI (voir § ci-avant), les CHs de 

la DLP ainsi que les CSHs des clusters hématopoïétiques observables entre 80 et 92 heures post-

fécondation au niveau de la paroi ventrale de l’aorte ont pour origine le blastomère C3 (Ciau-Uitz et 

al., 2000; Walmsley et al., 2002; Ciau-Uitz et al., 2010) (Figure 25). Le gène c-myb est exprimé dans la 

région DLP dès 18 heures post-fécondation, suivi par Scl (26 heures post-fécondation) et GATA-1 (36 

heures post-fécondation) (Turpen et al., 1997). Grâce à des expériences de transplantation, il a été 

montré que les CHs issus de la DLP ne participent pas à l’érythropoïèse primitive, mais colonisent le 

FF et le thymus ; ces cellules sont à l’origine des populations hématopoïétiques définitives retrouvées 

au cours du stade larvaire et chez l’adulte (Chen and Turpen, 1995). 

 

Le foie. Les CHs issues du VBI et de la DLP colonisent le FF, organe hématopoïétique définitif à partir 

du stade larvaire et équivalent de la MO des mammifères et de l’oiseau (Galloway end Zon, 2003). 26 

jours post-fécondation, les CHs retrouvées dans le FF sont principalement des érythrocytes définitifs, 

majoritairement issus de la DLP (Chen and Turpen, 1995). Après la métamorphose qui a lieu aux 

alentours de 35 jours post-fécondation, la contribution des cellules dérivées du VBI à l’activité 

hématopoïétique du FF ainsi qu’à la lymphopoïèse dans le thymus décroît au profit des cellules 

dérivées de la DLP (Bechtold et al., 1992; Chen and Turpen, 1995; Galloway and Zon, 2003).  
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CHAPITRE IV - HÉMANGIOBLASTE - ENDOTHÉLIUM 
HÉMATOGÈNE - CSH : ORIGINES ET RELATIONS POSSIBLES 

 

La compréhension du processus conduisant à l'émergence des CSHs définitives est au cœur du débat 

actuel. Lors de la formation des îlots sanguins du SV, les lignages hématopoïétique et endothélial 

émergent simultanément et un faisceau d’arguments convergent pour dire qu’ils possèdent tous 

deux une origine mésodermique. La proximité de ces deux types cellulaires suggère une origine 

endothéliale des CSHs, et l'hypothèse de l'existence d'un précurseur commun aux deux lignages à été 

énoncée. Toutefois, une théorie plus récente  préconise une origine mésenchymateuse des CSHs. 

 

4.1 - L'hémangioblaste 

L'hémangioblaste ainsi nommé correspondrait in vivo à un précurseur commun aux lignages 

hématopoïétique et endothélial. L'analyse des îlots sanguins détectés dans le SV précoce montre une 

association étroite entre les CHs et les CE, suggérant l'existence d’une cellule à l'origine de ces deux 

lignages. Par ailleurs, le fait que les lignages hématopoïétique et endothélial partagent l'expression 

de plusieurs marqueurs de surface a grandement contribué à l'hypothèse de l'hémangioblaste. 

Chez la souris, la capacité d'une cellule à produire aussi bien une CH qu'une CE a été démontrée 

grâce aux études des corps embryoïdes (ou EB pour Embryoid Bodies) dérivés des cellules ES (pour 

Souches Embryonnaires). En effet, les protocoles de différenciation de cellules ES utilisés pour 

l'hématopoïèse précoce (Wiles and Keller, 1991; Keller et al., 1993) confirment le fait qu'une cellule 

mésodermique BL-CFC (ou BLast Colony-Forming Cell) peut engager son processus de différenciation 

vers les cellules des deux lignages, renforçant ainsi l’hypothèse de l’existence d’un hémangioblaste 

bipotent in vivo (Kennedy et al., 1997; Choi et al., 1998; Lacaud et al., 2001). Toutefois, les travaux 

d’Ema et al. suggèrent que ce précurseur peut aussi s'engager vers une différenciation musculaire 

lisse (Ema et al., 2003). Plus récemment, l’équipe de Keller a montré qu’il est possible d’obtenir des 

BL-CFC à partir de cellules ES humaines (Kennedy et al., 2007). 

Par la suite, plusieurs études ont décrit l'existence de l'hémangioblaste chez la drosophile (Mandal et 

al., 2004), la souris (Huber et al., 2004), le poisson-zèbre (Vogeli et al., 2006) et l'oiseau (Weng et al., 

2007). Ainsi, 12,5% des cellules mésodermiques du poisson-zèbre donnent naissance à des 

hémangioblastes tandis que chez l'oiseau, ce pourcentage atteint seulement 7%. Chez la souris, sa 
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spécification aurait lieu au niveau de la région postérieure de la ligne primitive à E7, dans le futur 

mésoderme du SV. Nous noterons ici que contrairement à ce qui se passe dans les îlots sanguins du 

SV où les CE et CHs apparaissent simultanément, la paroi endothéliale de l'aorte se forme un jour 

avant l'émergence des clusters hématopoïétiques. Si l'hémangioblaste s'avère exister in vivo, celui de 

la région aortique serait donc différent de celui du SV. Deux études ont montré que des cellules 

issues d'AGM E10.5 et d'artère ombilicale E11.5 sont capables de donner des BL-CFC in vitro, 

suggérant la présence d'hémangioblastes in vivo à cet endroit (He et al., 2010; Niu et al., 2012). 

L’ensemble des travaux réalisés jusqu’à présent suggère que s'il existe, l’hémangioblaste est très rare 

et seulement transitoire. Bien que les hémangioblastes extra- et intra-embryonnaires aient une 

origine mésodermique commune, le fait qu'ils soient générés dans des microenvironnements 

différents pourrait expliquer leur différence de capacité à générer des CSHs définitives.  

Bien qu'aucun marqueur à ce jour ne puisse caractériser ce précurseur de façon spécifique, 

l'identification et la purification des hémangioblastes chez la souris sont actuellement basées sur la 

coexpression du facteur de croissance mésodermique Fetal Liver Kinase 1 (Flk1) (Faloon et al., 2000) 

et du marqueur mésodermique Brachyury (Fehling et al., 2003). Runx1 (North et al., 1999), LIM 

domain Only 2 ou LMO2 (Manaia et al., 2000) et Scl (Chung et al., 2002) ont également été décrits 

comme pouvant être exprimés par l’hémangioblaste. L'expression de Flk1 a été montrée dans un 

premier temps comme nécessaire à la formation des îlots sanguins, à la vasculogenèse de l'embryon 

et à l'établissement des hématopoïèses primitive et définitive (Shalaby et al., 1995; Shalaby et al., 

1997). Il a été montré chez l'oiseau que Quek-1, analogue de Flk1 chez la souris, est également 

exprimé au niveau de la ligne primitive et que les cellules Quek-1+ sont capables des donner des 

colonies hématopoïétiques et endothéliales en conditions appropriées de culture (Eichmann et al., 

1993). L'ensemble de ces observations n'explique pas précisément la relation qu'auraient les CSHs 

avec les hémangioblastes mais suggère des voies de développement communes.  

L'hypothèse selon laquelle chaque îlot sanguin serait issu d'un hémangioblaste a été remise en 

question par Ueno et al. (Ueno and Weissman, 2006). Leurs travaux montrent que les îlots sanguins 

possèdent en réalité une origine polyclonale et que les précurseurs hématopoïétiques et 

endothéliaux agissent de manière indépendante, sans partager de précurseur commun. Cette 

hypothèse avait déjà été formulée par Kinder et al. et leurs travaux sur la mise en place des 

précurseurs endothéliaux et hématopoïétiques de la souris (Kinder et al., 1999). Ainsi, la plupart des 

CE et CHs des îlots sanguins sont générées à partir de précurseurs spécifiques qui ne sont pas eux-

mêmes issus d'hémangioblastes. Le concept même de l'hémangioblaste a été remis en question 

puisque la majorité des CHs proviennent en fait de cellules Flk1- et que seules les CE sont issues de 
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cellules Flk1+. Cependant, ces résultats ont été démentis par Lugus et al. en 2009 qui montrent que la 

totalité des CHs primitives et définitives sont bien dérivées d'un ancêtre mésodermique Flk1+ (Lugus 

et al., 2009).  

L’hypothèse de la présence d’hémangioblastes chez l’adulte à également été soulevée (Bailey and 

Fleming, 2003). Des analyses phénotypiques et fonctionnelles de CSHs humaines CD34+Runx1+ issues 

de MO adulte ont montré que cette population est capable de générer des CE et des CHs en culture, 

ce qui indique qu’elle contiendrait des hémangioblastes (Pelosi et al., 2002). Une autre étude 

suggérant l’existence d’hémangioblastes chez l’adulte a été réalisée à partir de MO de patients 

atteints de leucémie myéloïde chronique (Gunsilius, 2003). 

 

4.2 - Origine des CSHs 

4.2.1 - L'endothélium hématogène 

Que ce soit dans les îlots sanguins du SV ou au moment de l’émergence des clusters aortiques dans la 

région AGM, l’étroite association observée entre les CE et les CHs/CSHs naissantes a soulevé 

l’hypothèse selon laquelle les CHs sont produites à partir des CE (Jaffredo et al., 2005).  

Alors que l'origine endothéliale des clusters aortiques de l'embryon d'oiseau avait déjà été montrée 

(Jaffredo et al., 1998), Nishikawa et al. ont voulu confirmer cette théorie chez la souris. Après avoir 

isolé des CE VeCad+CD45- de SV E9.5, ils ont montré qu’elles sont capables de se différencier en CHs 

in vitro (Nishikawa et al., 1998b). L’équipe de Nishikawa a confirmé ces résultats in vivo par des 

expériences de reconstitution hématopoïétique dans des souriceaux nouveaux-nés (Fraser et al., 

2002). Un peu plus tôt dans le développement, la population endothéliale Flk1+Tie2+ issue de SV 

E8.25 a également été décrite comme possédant une activité hémogénique (Li et al., 2005). Une fois 

ensemencées sur cellules OP9, la fraction Flk1+Tie2+CD41+ est capable de donner des CHs. 

Concernant la fraction Flk1+Tie2+CD41-, elle est capable de générer in vitro des colonies 

hématopoïétiques ainsi que des colonies endothéliales, propriétés caractéristiques de 

l’hémangioblaste.  

Dans la région AGM, les études phénotypiques et fonctionnelles menées sur les clusters aortiques 

par l’équipe de Dzierzak ont montré que les CSHs sont localisées préférentiellement au contact des 

CE de la paroi aortique (de Bruijn et al., 2002). Ces CSHs sont contenues dans une population 

exprimant à la fois le marqueur hématopoïétique CD45 et le marqueur endothélial VeCad (Taoudi et 

al., 2005; Taoudi et al., 2008). Grâce à des expériences de coculture sur cellules OP9, les travaux de 
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Rybtzov et al. indiquent que le phénotype VeCad+CD45- correspond à des pré-CSHs de type I qui 

maturent par la suite en pré-CSHs de type II VeCad +CD45+, lesquelles vont ensuite maturer en CSHs 

définitives (Rybtsov et al., 2011). D’après les auteurs, les pré-CSHs de type I ne sont pas des CE 

hémogéniques puisqu’elles sont incapables de former des colonies endothéliales in vitro. La 

transition type I-type II aurait lieu dans le mésenchyme sous-aortique alors que la transition  

type II-CSH définitive aurait lieu dans l’endothélium aortique. Ce modèle suggère donc une 

intégration temporaire des pré-CSHs de type II dans l’endothélium, probablement favorisée par 

l’expression de la VeCad. Ceci n’exclue pas que les CSHs définitives proviennent de l’endothélium, 

mais ouvre la voie à un scénario plus complexe que celui de l’endothélium hématogène.  

Pour affiner l’étude de l’origine des CHs embryonnaires, Sugiyama et al. ont développé une méthode 

de traçage cellulaire in vivo (Sugiyama et al., 2003). Après avoir injecté du DiI-AcLDL dans le cœur 

d’embryons E10 pour marquer l’ensemble du réseau vasculaire, les embryons ont été cultivés in toto 

pendant plusieurs heures. Une heure après l’injection, les cellules DiI+ sont CD31+CD34+CD45-, 

phénotype caractéristique de CE. 12 heures après l’injection, 43% des cellules DiI+ ont un phénotype 

hématopoïétique. Ces cellules sont capables d’une part de reconstituer le système hématopoïétique 

de souriceaux nouveaux-nés, et d’autre part de coloniser le FF d’embryons E10.5 (Sugiyama et al., 

2005). Quatre autres équipes ont étudié la filiation hématopoïétique des premières CE grâce au 

modèle de souris transgénique VECR. Ce modèle basé sur le système CRE/loxP permet de suivre la 

descendance des cellules ayant exprimé le marqueur endothélial VeCad à un moment donné du 

développement embryonnaire. Kogata et al. ont étudié la réactivation de la VeCad dans les cas 

d’ischémies cardiaques (Kogata et al., 2006). Zovein et al. montrent que des cellules d’origine 

endothéliale vont coloniser le FF et plus tard, la MO (Alva et al., 2006; Monvoisin et al., 2006; Zovein 

et al., 2008). Elles sont capables de s’amplifier et présentent des propriétés hématopoïétiques 

multilignages lorsqu’elles sont cultivées sur méthylcellulose. Chen et al. indiquent que l’expression 

de Runx1 est essentielle pour que les CE hémogéniques de l’AGM conservent leur capacité de 

production hématopoïétique (Chen et al., 2009). Enfin, l’équipe de Souyri a montré que la majorité 

des CHs adultes sont dérivées d’un ancêtre endothélial (Oberlin et al., 2010a). 

Les souris Tie2-CRE ont également été utilisées pour étudier l’origine des CHs (Kisanuki et al., 2001). 

Grâce à ces souris, l’équipe de Medvinsky a montré que les CHs adultes proviennent toutes d’un 

ancêtre Tie-2+ (Liakhovitskaia et al., 2009). D'après les travaux de Tang et al., plus de 80% des CHs du 

SV E9.5, de la rate et de la MO adulte sont issues de CE Tie-2+ (Tang et al., 2010).  

Ce n'est que récemment qu'il a été possible de visualiser en direct la transition CE-CH. Grâce à des 

vidéos en temps réel prises en microscopie confocale, Boisset et al. montrent que certaines CHs 
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générées par la paroi ventrale de l’aorte possèdent bien un phénotype souche (CD41+Sca-1+ckit+) et 

expriment également les marqueurs endothéliaux CD31 et CD34 (Boisset et al., 2010). Reste à 

déterminer le potentiel de reconstitution à long terme de ces cellules pour confirmer leur degré 

d'immaturité. Cette transition endothélio-hématopoïétique a également pu être observée en direct 

chez le poisson-zèbre (Bertrand et al., 2010; Kissa and Herbomel, 2010; Lam et al., 2010). 

Ainsi, l’ensemble des études réalisées jusqu’à présent sur l’endothélium hématogène a permis 

d’attribuer l’activité hématopoïétique de la région AGM à des cellules exprimant certains marqueurs 

communs aux lignages hématopoïétique et endothélial, en particulier la VeCad, CD31 et CD34 

(Garcia-Porrero et al., 1998; Bollerot et al., 2005), mais qui n'expriment pas le marqueur pan-

hématopoïétique CD45. Chez l’homme, Oberlin et al. ont étudié le potentiel hémogénique des CE 

CD34+CD45- et CD31+CD45- issues de SV E26 ou de la région AGM E28. Il s’avère que ces cellules sont 

capables de produire des CHs in vitro (Oberlin et al., 2002). Par ailleurs, certaines CSHs du foie entre 

7 et 8 SG présentent le phénotype CD34+VeCad+CD45+, ce qui suggère leur origine endothéliale 

(Oberlin et al., 2010b). 

Grâce aux cellules ES murines, les travaux de Lancrin et al. montrent l’existence d’une population de 

CE hémogéniques Tie2+ckit+CD41- (Lancrin et al., 2009). Les auteurs prouvent également l’existence 

de cette population in vivo dans l’AGM E10.5. Par le biais d’observations de différenciation de 

cellules ES faites en microscopie à temps réel, l’équipe de Schroeder a montré un détachement 

graduel de précurseurs hématopoïétiques à partir de CE VeCad+ qui s'arrondissent au fur et à mesure 

(Eilken et al., 2009).  

 

4.2.2 - Les patches sous-aortiques 

Des analyses cytologiques et histologiques ont montré que le plancher de l'aorte est à l'origine des 

CSHs. Toutefois au cours de la dernière décennie, une autre structure caractérisée par les patches 

sous-aortiques (ou SAPs pour SubAortic Patches) a été mise en évidence en dessous de ce plancher. 

Lors de l’étude des facteurs de transcription exprimés par les différents progéniteurs/précurseurs 

hématopoïétiques chez la souris, une nouvelle structure embryonnaire a été découverte grâce à 

l'expression du facteur de transcription GATA-3 (Manaia et al., 2000) et du marqueur de surface 

AA4.1 (Petrenko et al., 1999). Depuis, une étude a montré que l'ubiquitine ligase Mind bomb-1, 

régulateur des ligands des récepteurs Notch, est impliquée dans l'hématopoïèse des SAPs (Yoon et 

al., 2008). 
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Cinq raisons mises en avant par les auteurs suggèrent une relation directe entre les SAPs et 

l'émergence des CSHs intra-embryonnaires chez la souris : les SAPs sont visibles durant toute la 

période d'émergence des CHs/CSHs intra-embryonnaires, contrairement aux clusters qui ne sont 

visibles qu'au moment du pic d'émergence de CSHs dans le plancher de l'aorte ; ils sont restreints à la 

partie ventrale de l'aorte, tout comme les clusters aortiques contenant les CSHs ; ils sont localisés 

préférentiellement dans le mésenchyme directement sous ces clusters ; ils sont observables 

nettement entre E10.5 et E11.5, stades au cours desquels le nombre de clusters aortiques 

détectables est le plus important ; ils disparaissent simultanément avec l'arrêt de l'émergence de 

CSHs dans l'AGM. Le rôle que joueraient les SAPs dans l'émergence des CSHs intra-embryonnaires 

reste encore mal défini. Toutefois, un modèle de génération des CSHs a été proposé : les patches 

sous-aortiques contiendraient le microenvironnement requis pour la génération de CSHs définitives 

lesquelles, après avoir émergé de cette région, rejoindraient le plancher de l'aorte. Elles seraient 

alors transloquées dans la lumière du vaisseau puis libérées dans la circulation sanguine, ce qui leur 

permettrait de coloniser les autres organes hématopoïétiques. Cette translocation conduirait à la 

formation des clusters hématopoïétiques aortiques visibles entre E10.5 et E11.5.  

Grâce à des expériences de reconstitution hématopoïétique, Bertrand et al. ont identifié une 

population de CSHs E10.5 présente à la fois dans les clusters aortiques et les SAPs et qui possède le 

phénotype ckit+AA4.1+CD31+CD41+Flk1-CD45-LMO2+GATA-2+GATA-3+ (Bertrand et al., 2005). 

Toutefois en 2008, la théorie des SAPs a été réfutée notamment par Zovein et al. et leurs travaux sur 

le modèle de souris transgénique inductible VeCad CRE (Zovein et al., 2008). Les CE de ce modèle 

murin expriment le lacZ, ce qui permet de tracer leur descendance à long terme. Les résultats de 

cette étude montrent que le mésenchyme sous-aortique est en réalité incapable d'hématopoïèse et 

que les CSHs ont un ancêtre endothélial VeCad+. Toutefois, en accord avec les résultats de Bertrand 

et al., Rybtsov et al. ont montré que la population enrichie en CSHs VeCad+CD45+ présente dans les 

clusters aortiques à E11.5 provient d'une population VeCad+CD45-CD41+ E10.5 localisée non 

seulement dans l'endothélium aortique mais aussi dans le mésenchyme sous-aortique, relançant à 

nouveau le débat sur une potentielle origine mésenchymateuse des CSHs (Rybtsov et al., 2011). 

Chez l’homme, l’existence des SAPs a également été suggérée par l’équipe de Thrasher (Marshall et 

al., 1999; Marshall et al., 2000). Avant E27, la population mésodermique CD34-CD45- de la région 

AGM possède une activité hématopoïétique (Peault and Tavian, 2003). Les auteurs leur associent 

également le phénotype BB9+ (Tavian and Peault, 2005b; Zambidis et al., 2007). Par la suite (à partir 

d'E27), ce potentiel hématopoïétique est retrouvé aussi bien dans la population endothéliale 

CD34+CD45- que dans les cellules des clusters CD34+CD45+.  
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4.3 - Synthèse 

Dans le but de pouvoir relier la théorie de l'hémangioblaste à celle de l'endothélium hématogène, les 

changements morphologiques et phénotypiques des BL-CFC de Choi et al. ont été analysés en détail. 

Les premiers marqueurs acquis par l'hémangioblaste Flk1+ engagé dans son processus de 

différenciation sont endothéliaux : Tie-2 (Dumont et al., 1992), ckit, VeCad, CD31 et Meca32 (Lancrin 

et al., 2009). Certaines de ces cellules acquièrent l'expression du marqueur hématopoïétique CD41 et 

perdent l'expression de Tie-2 : elles sont alors capables de générer des CHs primitives et définitives 

CD45+ en culture. Ces résultats établissent pour la première fois un lien direct qui relirait la théorie 

de l'hémangioblaste à celle de l'endothélium hématogène : les CHs du SV et CHs/CSHs de l'AGM 

seraient donc générées à partir de l'hémangioblaste en passant par l'endothélium hématogène 

(Figure 26).  

 

De plus en plus de travaux soutiennent aujourd'hui la théorie d'une origine purement endothéliale 

des CSHs définitives. Toutefois, les résultats des travaux en faveur de la théorie des SAPs suggèrent 

l'existence d'un modèle alternatif d'émergence de ces CSHs qui seraient issues de cellules 

mésenchymateuses et qui migreraient par la suite à travers l'endothélium aortique pour former les 

clusters dans la lumière du vaisseau, en passant possiblement par un phénotype intermédiaire de 

type endothélial. Il est également possible que la génération de CSHs à partir du mésenchyme sous-

aortique implique un intermédiaire de type endothélium hématogène, lui-même issu d'un précurseur 

hémangioblastique (Figure 27). 
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Figure 26 : Sac vitellin - lien direct entre l’endothélium hématogène et l’hémangioblaste 

L’endothélium hématogène est schématisé ici par une CE à potentiel hémogénique, intermédiaire 
direct entre l’hémangioblaste (localisé au niveau de la ligne primitive) et les précurseurs 
hématopoïétiques. Elle pourrait générer trois types cellulaires différents : endothélial, 
hématopoïétique et cellule musculaire lisse. Cette même succession d’évènements serait retrouvée 
au niveau du plancher ventral de l’aorte dorsale. Abréviations utilisées : CML Cellule Musculaire 
Lisse, CE Cellule Endothéliale (d'après Costa G et al., 2012). 

Figure 27 : Trois théories sur l’émergence des CSHs dans le plancher de l'aorte ; 

phénotypes principaux associés à E11.5 
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CHAPITRE V - CARACTÉRISATION MOLÉCULAIRE ET 
PHÉNOTYPIQUE DES CELLULES SOUCHES 

HÉMATOPOÏÉTIQUES 

 

L'identification des marqueurs spécifiques accompagnant l'émergence et l'amplification des CSHs est 

une étape primordiale pour la compréhension des étapes de maturation des CSHs définitives durant 

le développement embryonnaire. Dans cette partie, je m’attacherai à établir une liste non exhaustive 

des principaux facteurs de transcription et marqueurs de surface participant à l’émergence et à la 

différenciation des CSHs au cours du développement hématopoïétique. 

 

5.1 - Les principaux facteurs régulateurs de l’hématopoïèse 

De nombreux facteurs de transcription sont connus aujourd’hui pour jouer un rôle dans le contrôle 

du processus d’hématopoïèse. Leurs degrés d’implication respectifs dans ce processus sont 

maintenant relativement bien définis, ce qui permet d’établir une certaine hiérarchie. Tandis que 

certains interviennent lors de la spécification hématopoïétique, d’autres sont impliqués dans la 

différenciation hématopoïétique (Figure 28). Ce chapitre résume quelles sont ces principales 

molécules ainsi que leurs caractéristiques majeures. 
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progéniteur
hématopoïétique

CH mature

flk1

Scl

Runx1

GATA-1 et GATA-3

cellule souche 
hématopoïétique

Evi-1

GATA-2

c-Myb

Pu-1

Ikaros

HOXB4

Meis1

Pax5

Figure 28 : Les principaux facteurs de transcription régulant l'hématopoïèse et 

leur hiérarchie d'expression 

 
Stem Cell Leukemia ou Scl 

Simultanément avec la découverte de GATA-1 (voir plus bas), l’étude des mécanismes à l’origine des 

leucémies lymphoblastiques aigues T chez l’homme a permis la découverte d’un facteur de 

transcription, Stem Cell Leukemia (Scl) ou T-cell acute lymphocytic leukemia-1 (Tal-1) (Begley et al., 

1989a; Begley et al., 1989b; Aplan et al., 1990; Green and Begley, 1992). Scl est un membre de la 

famille des facteurs de transcription à domaines hélice-boucle-hélice intervenant à plusieurs 

moments du processus d’hématopoïèse. Scl est exprimé dès E7.5 dans les îlots sanguins (Kallianpur 

et al., 1994). Par la suite, il est exprimé par les progéniteurs hématopoïétiques, les cellules 

érythroïdes et les mégacaryocytes (Robb and Begley, 1996). Ce facteur de transcription joue un rôle 

important dans la spécification des cellules vers le lignage hématopoïétique (Elefanty et al., 1999; 

Drake and Fleming, 2000). En effet, les embryons Scl-/- sont très anémiés et meurent à E9.5, 

conséquence de l'absence totale d'érythrocytes primitifs et de progéniteurs myéloïdes au niveau du 

SV (Robb et al., 1995; Shivdasani et al., 1995). Bien que Scl soit nécessaire pour la spécification 

hématopoïétique durant le développement embryonnaire, son inactivation conditionnelle dans les 

CSHs adultes n’a que très peu de conséquences sur les propriétés de maintien et 

d’autorenouvellement de ces cellules (Mikkola et al., 2003b). Toutefois, l’injection de cellules de MO 

adulte Scl-/- dans des souris létalement irradiées montre un défaut de reconstitution 
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hématopoïétique à court terme, suggérant que Scl joue un rôle dans les premières étapes de 

différenciation hématopoïétique des CSHs (Curtis et al., 2004). 

Étant donné que les embryons Scl-/- meurent très précocement, de nombreuses équipes ont travaillé 

par la suite sur des cellules ES Scl-/- dans le but d'affiner les connaissances sur le rôle de Scl dans le 

processus d'hématopoïèse au cours du développement. Les travaux de Porcher et al. montrent 

qu’aucune production hématopoïétique n'est détectable à partir de culture de cellules ES Scl-/- 

(Porcher et al., 1996). L’équipe de Kyba montre que l'expression ectopique de Scl active 

l'engagement hématopoïétique du mésoderme au détriment d'autres lignages, suggérant le fait que 

Scl est requis à des stades embryonnaires bien plus précoces que ce qui est actuellement décrit 

(Ismailoglu et al., 2008). Pour étudier le degré d'implication de Scl dans l'émergence de CHs/CSHs, 

Lancrin et al. ont étudié l'effet de l'absence de ce gène sur les cellules Tie2+ckit+CD41- qui 

correspondent aux CE hémogéniques (voir §4.2.1). De façon surprenante, elles sont absentes des 

cultures, suggérant que Scl est nécessaire pour la formation de l'endothélium hématogène (Lancrin 

et al., 2009). Ces résultats sont cohérents avec ce qui a avait déjà été montré. En effet, l'expression 

de Scl est requise pour la production de cellules CD41+ (Mikkola et al., 2003a) ainsi que pour la 

génération de cellules VeCad+ à partir de cellules Flk1+ (Endoh et al., 2002). Ceci suggérerait que Scl 

n'est pas nécessaire pour la formation de l'hémangioblaste, mais est nécessaire pour la production 

hématopoïétique et endothéliale qui en découle (D'Souza et al., 2005). Étant donné que l'invalidation 

du gène Scl dans les cellules endothéliales Tie2+ n'affecte pas l'hématopoïèse, Scl est donc nécessaire 

aux cellules pour leur spécification vers le lignage hématopoïétique, avant l'apparition de cellules 

Tie2+, mais pas pour la différenciation hématopoïétique qui suit (Schlaeger et al., 2005). 

Runt related transcription factor 1 ou Runx1 

La famille des Core Binding Factor (Cbf) compte trois membres Cbfα distincts (Runx1, 2 et 3) capables 

de se fixer à l’ADN lorsqu’ils sont complexés à leur unique cofacteur Cbfβ (Speck and Terryl, 1995; 

Speck and Gilliland, 2002). Ces trois gènes ont un domaine runt très conservé entre l’homme et la 

souris et leur expression ainsi que celle de Cbfβ est requise à un ou plusieurs moments du processus 

d’hématopoïèse (Miller et al., 2002; de Bruijn and Speck, 2004). Runx1 (également appelé Cbfα2, 

AML1 pour Acute-Myeloid Leukemia factor 1 ou encore PEBP2αB pour PhosphatidylEthanolamine-

Binding Protein 2αB) fut le premier membre de la famille à avoir été isolé au début des années 1990. 

Deux études avaient alors découvert que les gènes codant pour Runx1 et Cbfβ sont impliqués dans 

des translocations associées aux leucémies (Miyoshi et al., 1991; Liu et al., 1993). L’équipe d’Ito a 

montré que la liaison de Runx1 avec Cbfβ permet de le protéger de sa dégradation par la voie 

ubiquitine/protéasome (Huang et al., 2001). 
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Deux modèles de souris transgéniques impliquant Runx1 ont été générés dans le but de mieux 

comprendre l'implication de ce facteur de transcription dans le phénomène d’émergence des CSHs. 

L’absence totale de Runx1 au niveau embryonnaire (Runx1-/-) n’abolit pas l’hématopoïèse primitive 

du SV bien que les érythrocytes primitifs présentent une morphologie quelque peu anormale 

(Yokomizo et al., 2008). Cependant, l’expression de certains gènes tels que Pu.1 ou c-myb est 

affectée (Okada et al., 1998) et aucune activité hématopoïétique définitive n’est détectée au niveau 

du FF. Les embryons présentent également un défaut plaquettaire important induisant une 

hémorragie conséquente au niveau du système nerveux central et meurent entre E11.5 et E12.5 

(Okuda et al., 1996; Wang et al., 1996a). Le même phénotype est observé dans les embryons Cbfβ -/- 

(Sasaki et al., 1996; Wang et al., 1996b).  

Le modèle transgénique Runx1-lacZ, dans lequel le gène du lacZ s'exprime préférentiellement dans 

les cellules exprimant habituellement Runx1, a permis de montrer que Runx1 est exprimé dans les  

différents sites et organes hématopoïétiques embryonnaires (SV, allantoïde, AGM et FF) (North et al., 

1999). Dans la région AGM, les cellules lacZ+ sont localisées à la fois dans les clusters aortiques et 

dans l'endothélium du plancher de l’aorte. Les clusters aortiques ainsi que ceux des artères 

ombilicale et vitelline sont absents dans les embryons Runx1-/-. Runx1 est donc requis pour 

l’émergence des CSHs dans l’embryon. En 2002, les auteurs montrent par des reconstitutions 

hématopoïétiques que la totalité des CSHs aortiques E11.5 exprime Runx1 et que les CHs Runx1- 

n’ont aucun potentiel de reconstitution (North et al., 2002). Au moment de l’émergence des CSHs, 

l’expression de Runx1 est donc nécessaire au maintien du potentiel souche hématopoïétique.  

Afin d’aller plus loin dans l’étude du rôle de Runx1, plusieurs modèles de souris pour lesquels 

l'expression de Runx1 a été invalidée de façon conditionnelle ont été mis au point. L'équipe de Speck 

a ainsi montré que les embryons dont les cellules Tie2+ n'expriment plus Runx1 présentent un 

phénotype quasi-identique à celui des embryons Runx1-/- et meurent entre E12.5 et E13.5 (Li et al., 

2006). Les auteurs concluent que l'expression de Runx1 dans les cellules Tie2+ est nécessaire pour 

l'établissement de l'hématopoïèse définitive. Ces résultats ont été confirmés par les travaux de 

Liakhovitskaia et al. indiquant que le fait de restaurer l'expression de Runx1 dans les cellules Tie2+ 

des embryons Runx1-/- suffit pour rétablir l'hématopoïèse définitive des embryons jusqu'à la 

naissance (Liakhovitskaia et al., 2009). En 2009, l'équipe de Speck montre d'une part que l’expression 

de Runx1 par les cellules VeCad+ est indispensable pour la formation des clusters intra-aortiques, et 

d'autre part qu'après avoir émergé, les CSHs ne requièrent plus l’expression de Runx1 (Chen et al., 

2009).  
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Pour étudier le rôle de Runx1 chez la souris adulte, l'équipe d’Hirai a invalidé l'expression de ce gène 

dans les cellules de MO. Chez ces souris, la maturation des mégacaryocytes est fortement touchée 

ainsi que le développement des lymphocytes B et T (Ichikawa et al., 2004). En revanche, les auteurs 

montrent que Runx1 n'intervient pas dans le maintien des CSHs adultes. 

Plusieurs études ont également étudié le rôle de Runx1 dans l'hématopoïèse grâce aux cellules ES. 

Les études in vitro sur les cellules ES de Lacaud et al. indiquent qu'en absence de Runx1, dix à vingt 

fois moins de BL-CFC (voir §5.1) sont générées et les quelques CHs produites sont seulement 

primitives (Lacaud et al., 2002). La réactivation de Runx1 dans ces cellules permet la formation de 

progéniteurs hématopoïétiques définitifs (Lancrin et al., 2009). De façon simultanée, l'expression du 

marqueur endothélial Tie2 est fortement diminuée. Les travaux d’Hirai et al. indiquent que le début 

d’expression de Runx1 par les cellules endothéliales Flk1+ coincide avec une diminution de 

l’expression de Flk1 (Hirai et al., 2005). Ceci suggère que Runx1 agit en tant que facteur régulateur de 

la transition endothélio-hématopoïétique. Son expression n'est pas nécessaire à la formation de 

l'endothélium hématogène mais par contre, la formation de progéniteurs hématopoïétiques 

définitifs qui en découle requiert Runx1.  

Dans la région AGM, les cellules Runx1+ sont localisées dans l'endothélium aortique mais aussi dans 

le mésenchyme sous-jacent dès E10.5. Bien que toutes les cellules Runx1+ ne soient pas des CSHs, il a 

été suggéré que celles du mésenchyme aortique contiennent des pré-CSHs capables de passer à 

travers l'endothélium aortique et d'être relarguées directement dans la circulation sanguine, 

soutenant par là-même la théorie de l'hémangioblaste (§4.1). En effet, les cellules lacZ+ observées 

dans le mésenchyme sous-aortique pourraient correspondre à des pré-CSHs qui n'émergeront jamais 

dans la lumière de l'aorte du fait de l'absence de Runx1 (North et al., 1999). Un défaut dans 

l'expression de Runx1 provoque des conséquences dans l'évolution cinétique et phénotypique des 

CSHs tels qu'une réduction du nombre et de la taille des clusters, une distribution anormale voire 

une absence totale de CSHs, ou encore un défaut d'expression du CD45 (Cai et al., 2000; Takakura et 

al., 2000; Yokomizo et al., 2001; North et al., 2002). En conditions normales, toutes les cellules CD45+ 

expriment Runx1 mais à l’inverse, certaines cellules Runx1+ de type mésenchymateux ou endothélial 

n’expriment pas le CD45. Reste à déterminer si la distribution des cellules Runx1+ dans le 

mésenchyme sous-aortique influe sur le développement normal des CSHs. Il est également important 

d'identifier les gènes cibles de Runx1 impliqués dans la génération des CHs à partir de l'endothélium 

hématogène. 
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Fetal liver kinase 1 (Flk1) ou Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2 (VEGFR2)  

Également appelé Kinase insert Domain Receptor (KDR), Flk1 fait partie de la famille des Récepteurs 

Tyrosine Kinase (RTK). Elle est exprimée par les cellules vouées à donner le tissu cardiaque au niveau 

de la ligne primitive, et est décrit comme un marqueur de précurseurs endothéliaux (Yamaguchi et 

al., 1993). Les travaux de Shalaby et al. montrent que ce récepteur est essentiel à la fois pour le 

développement des CHs et pour la vasculogenèse (Shalaby et al., 1995; Eichmann et al., 1997; 

Shalaby et al., 1997). Les embryons invalidés pour le gène de Flk1 présentent une absence totale de 

CE et de CHs et meurent in utero entre E8.5 et E9.5. Un peu plus tard dans le développement, Flk1 

est exprimé au niveau des clusters aortiques et contrairement au CD45, les cellules Flk1+ sont 

localisées principalement à la base des clusters, proches des CE. Ceci a été montré au niveau 

protéique chez l’oiseau (Jaffredo et al., 1998) et chez la souris (Yokomizo and Dzierzak, 2010), mais 

aussi au niveau ARNm chez l’homme (Labastie et al., 1998). Les profils d’expression de Flk1 et du 

CD45 s'excluent donc mutuellement dans l’aorte, résultats qui avaient déjà été suggérés par 

Nishikawa et al. grâce aux cellules ES (Nishikawa et al., 1998a). Au vu de l’ensemble de ces résultats, 

l’expression de Flk1 a été rattachée à l’hémangioblaste. Les travaux de Fehling et al. sur les cellules 

ES confirment cette hypothèse (Fehling et al., 2003). 

Ecotropic Viral Integration site-1 ou Evi-1 

Evi-1 a été identifié à l’origine comme étant un site d’intégration rétroviral dans les tumeurs 

myéloïdes murines (Morishita et al., 1988; Mucenski et al., 1988). Membre de la famille des facteurs 

de transcription à doigts de zinc, il est exprimé chez la souris adulte de manière préférentielle dans 

les reins et les ovaires (Morishita et al., 1990). Dans l’embryon, son profil d’expression est beaucoup 

plus large, indiquant qu’il joue un rôle dans le développement embryonnaire (Perkins et al., 1991). 

Perkins et al. montrent d’ailleurs que les embryons Evi1-/- ont un profil hémorragique, présentent un 

retard de croissance et meurent à E10.5. Par la suite en 2002, il a été montré que les précurseurs 

mégacaryocytaires expriment Evi-1 (Shimizu et al., 2002). L’ensemble de ces résultats suggèreraient 

donc que ce facteur de transcription joue un rôle dans l’hématopoïèse. De fait, en 2005, l’équipe de 

Morishita montre qu’Evi-1 est exprimé dans les CSHs embryonnaires et adultes et que GATA-2 est un 

de ses gènes cibles (Yuasa et al., 2005). 

HoxB4 

Les gènes Hox (HOmeoboX) codent pour des facteurs de transcription à domaine hélice-boucle-hélice 

(Levine and Hoey, 1988). Chez les mammifères, ces gènes sont portés par 4 chromosomes différents 

(Boncinelli et al., 1989). HoxB4 en fait partie et joue un rôle particulièrement important au niveau 

des CSHs. L'équipe d’Humphries a montré in vitro et in vivo qu'une surexpression d'HoxB4 entraîne 
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une amplification sélective des CHs très immatures (Sauvageau et al., 1995). De même, les CSHs 

surexprimant HoxB4 augmentent leur capacité à proliférer in vitro (Antonchuk et al., 2002) et 

possèdent un potentiel d'autorenouvellement in vivo supérieur aux CSHs témoins (Thorsteinsdottir 

et al., 1999; Antonchuk et al., 2001). Par ailleurs, l'expression ectopique d'HoxB4 dans les 

progéniteurs hématopoïétiques primitifs du SV leur confère un potentiel de reconstitution 

hématopoïétique à long terme multilignage (Kyba et al., 2002). Les CSHs des souris invalidées pour 

l'expression d'HoxB4 sont en nombre réduit dans le FF E14.5, et à la naissance, le foie de ces souris à 

une cellularité diminuée, suggérant un défaut d’expansion au cours du développement (Bjornsson et 

al., 2003; Brun et al., 2004). Chez l’homme, les travaux d’Amsellem et al. montrent qu’une fois mises 

en culture au contact d’un stroma de cellules secrétant HoxB4, les CSHs s’amplifient massivement 

(Amsellem et al., 2003). L'ensemble de ces études suggère qu'HoxB4 intervient dans le processus 

d'autorenouvellement et de prolifération des CSHs (Zon, 2008). 

Myéloïd Ecotropic viral Integration Site 1 ou Meis1  

Meis1 est un membre du groupe TALE (Three Amino acid Loop Extension) de la famille des protéines 

à homéodomaine. A l'origine, il a été isolé en tant que site d'intégration virale impliqué dans 15% des 

leucémies myéloïdes aiguës développées chez la souris BXH-2 (Moskow et al., 1995). Pour induire 

cette pathologie, une étude a montré que Meis1 agit en tant que cofacteur d'HoxA7 et HoxA9 

(Nakamura et al., 1996). Au cours du développement embryonnaire, l'expression de Meis1 est 

détectée dans des organes non hématopoïétiques tels que les yeux (Zhang et al., 2002) et les 

membres (Mercader et al., 1999). Il est également exprimé au niveau du mésenchyme de l'AGM, de 

l'endothélium et des clusters des artères hémogéniques, du FF et de la MO (Pineault et al., 2002; 

Azcoitia et al., 2005). Les embryons Meis1-/- présentent une absence totale de mégacaryocytes dans 

le FF qui est hypoplasique, des hémorragies massives au niveau du cerveau et du tronc et des défauts 

d'angiogenèse (Hisa et al., 2004; Azcoitia et al., 2005). En conséquence, ils meurent in utero entre 

E11.5 et E14.5. Meis1 est donc nécessaire à la survie de l'embryon, au développement des yeux et au 

maintien de l'hématopoïèse définitive.  

Les facteurs de transcription GATA 

GATA-1, GATA-2 et GATA-3 font partie de la famille de facteurs de transcription à doigts de zinc. Le 

premier à avoir été découvert fut GATA-1, initialement appelé Eryf1 ou GF-1, localisé sur le 

chromosome X (Evans and Felsenfeld, 1989; Tsai et al., 1989; Zon et al., 1990). Son expression est 

restreinte aux cellules érythroïdes, aux mégacaryocytes, aux cellules éosinophiles (Romeo et al., 

1990; Zon et al., 1991; Zon et al., 1993) et aux cellules de Sertoli (Ito et al., 1993; Yomogida et al., 

1994). L’invalidation du gène GATA-1 conduit à un défaut sévère de l’érythropoïèse primitive et 
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définitive (Pevny et al., 1991; Fujiwara et al., 1996; Takahashi et al., 1997). L’expression du facteur de 

transcription GATA-2 est plus large que celle de GATA-1 puisqu’il est également exprimé au niveau 

des progéniteurs hématopoïétiques/CSHs (Mouthon et al., 1993; Labbaye et al., 1995). Aussi bien 

chez le xénope (Bertwistle et al., 1996), le poisson zèbre (Amatruda and Zon, 1999) ou encore la 

souris (Kobayashi-Osaki et al., 2005), il constitue un marqueur précoce des cellules spécifiées vers le 

lignage hématopoïétique, suggérant que le rôle de GATA-2 dans l’hématopoïèse est conservé entre 

les espèces. Les embryons de souris invalidés pour GATA-2 ont une hématopoïèse primitive très 

réduite au niveau du SV et meurent vers E10-E11 d’anémie sévère (Tsai et al., 1994; Tsai and Orkin, 

1997). Les auteurs montrent également que l’hématopoïèse définitive est très affectée. L’ensemble 

de ces résultats suggèrent que GATA-2 joue un rôle important dans le maintien de l’immaturité des 

progéniteurs hématopoïétiques/CSHs alors que GATA-1 intervient lors de la maturation 

hématopoïétique. Les travaux de Minegishi et al. confirment cette hypothèse et montrent qu’une 

diminution de l’expression de GATA-2 est nécessaire pour la différenciation des CHs immatures 

(Minegishi et al., 2003). En 2004, l’équipe de Dzierzak montre que chez la souris, GATA-2 possède un 

double rôle puisque d’une part il est nécessaire à l’émergence des CSHs dans l’AGM, et d’autre part 

son expression est requise pour la prolifération des CSHs dans la MO adulte (Ling et al., 2004).  

GATA-3 est exprimé au niveau des lymphocytes T et son ARNm est retrouvé au niveau thymus fœtal 

ainsi que dans les cellules érythroïdes (Oosterwegel et al., 1992). Il est également exprimé au niveau 

des clusters aortiques (Manaia et al., 2000). Son invalidation chez la souris conduit à la mort des 

embryons entre E11 et E12, conséquence d’hémorragies internes massives, d’un retard de croissance 

important, ainsi que des malformations au niveau du cerveau et de la moelle épinière (Pandolfi et al., 

1995). Les travaux de Ting et al. montrent que les cellules ES GATA-3-/- contribuent normalement à 

l'hématopoïèse définitive excepté pour les cellules du lignage T, suggérant ainsi que GATA-3 est un 

régulateur spécifique de la différenciation lymphocytaire dans le thymus (Ting et al., 1996). 

c-Myb 

Le proto-oncogène c-myb constitue l’homologue de v-myb, initialement identifié dans le virus de la 

myéloblastose aviaire (Klempnauer et al., 1982). (Klempnauer et al., 1982). Le gène c-myb est 

exprimé dans les progéniteurs érythroïdes, myéloïdes et lymphoïdes et son expression s’éteint 

lorsque de la différenciation de ces cellules (Westin et al., 1982; Craig and Bloch, 1984; Sheiness and 

Gardinier, 1984). Les embryons invalidés pour le gène c-myb présentent un phénotype normal à 

E13.5, indiquant que c-myb n’intervient pas dans l’hématopoïèse primitive. En revanche à E15.5, le 

nombre d’érythrocytes définitifs du FF est grandement diminué et les embryons sont en anémie 
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sévère. Bien que n’intervenant pas dans l’émergence des CSHs, c-myb est essentiel pour la 

maturation et la prolifération des progéniteurs hématopoïétiques (Mucenski et al., 1991). 

Pu.1 

Le facteur de transcription Pu.1 est le produit du proto-oncogène Sfpi1 (Paul et al., 1991). Il est 

exprimé spécifiquement dans les tissus hématopoïétiques et en particulier par les macrophages et 

les lymphocytes B (Klemsz et al., 1990), suggérant qu’il joue un rôle dans la production de ces CHs. 

Les travaux de Schuetze et al. montrent que la surexpression de Pu.1 dans les érythroblastes suffit à 

leur immortalisation (Schuetze et al., 1993). Ainsi, Pu.1 est requis pour le développement des 

progéniteurs érythroïdes au cours de l’hématopoïèse. Les embryons Pu.1-/- ont permis de confirmer 

ces résultats puisqu’ils produisent un nombre normal de mégacaryocytes et de progéniteurs 

érythroïdes mais présentent un défaut de différenciation érythroblastique visible à E14.5 dans le FF 

(Scott et al., 1994). Par ailleurs, aucun macrophage ni lymphocyte (B et T) n’est détectable et les 

embryons meurent in utero aux alentours d’E18 (Kim et al., 2004). Pu.1 joue donc un rôle important 

dans le maintien et/ou l’expansion du nombre de CSHs dans le FF. 

Ikaros 

Le facteur de transcription Ikaros été initialement décrit pour sa capacité à se lier et à activer 

l’enhancer du gène CD3δ, codant pour un marqueur précoce de la différenciation lymphocytaire T 

(Georgopoulos et al., 1992). Le phénotype des souris invalidées pour Ikaros n’est pas létal au stade 

embryonnaire. Toutefois, les souriceaux présentent une taille diminuée observable au bout d’une 

semaine de vie post-natale. Ce souris déficientes ne possèdent ni lymphocytes ni cellules NK 

(Georgopoulos et al., 1994). Les progéniteurs associés à ces deux types de CHs sont également 

absents. En revanche, les lignages érythroïdes et myéloïdes sont intacts. Ikaros semble donc 

promouvoir uniquement la différenciation lymphoïde des CSHs. 

Pax5 

Le gène Pax5 est un membre de la famille Pax qui doit son nom au domaine PBD (Paired Box Domain) 

de liaison à l'ADN. Ce gène code pour le facteur de transcription B cell Specific Activator Protein 

(BSAP) préférentiellement exprimé au niveau des cellules lymphoïdes B (Barberis et al., 1990; Adams 

et al., 1992). Les embryons Pax5-/- ont un défaut dans le développement du cerveau visible à E16.5 et 

ne possèdent aucun lymphocyte B (Urbanek et al., 1994). A la naissance, ils présentent un retard de 

croissance et la plupart meurent 3 semaines plus tard. Les travaux de Nutt et al. montrent que les 

cellules pro-B Pax5-/- ne sont pas capables de se différencier in vitro (Nutt et al., 1999). Toutefois, de 

façon intéressante, elles sont capables de reconstituer le thymus de souris immunodéficientes Rag2-/- 
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AGM 0.1 1.5 3

SV 0.1 1.6 2.8

Pl 0.1 2.5 31

FF ND 2 73.2

Total ~0 ~8 110

Nombre de CSHs définitives

ancêtres des CHs

(Rolink et al., 1999). Ces résultats montrent que le gène Pax5 est indispensable à la lymphopoïèse B 

(Cobaleda et al., 2007). 

 

5.2 - Les principaux marqueurs des CSHs 

Au cours de leur spécification, les CSHs naissantes vont acquérir et/ou perdre plusieurs marqueurs de 

surface. En l’absence de marqueurs spécifiques des CSHs, les marqueurs de surface accompagnant la 

maturation de ces cellules ne peuvent être définis qu’à partir d’expériences de reconstitution 

hématopoïétique. Dans ce paragraphe, je m'attacherai à décrire de façon la plus exhaustive possible 

les principaux marqueurs définis à l’heure actuelle comme étant exprimés par les CSHs à un moment 

donné du développement embryonnaire (Figure 29). 

Figure 29 : Les principaux marqueurs de surface associés aux CSHs au cours de leur 

maturation 

Les données du tableau sont issues de Kumaravelu et al., 2002, Ottersbach et al., 2005 et Gekas et 
al., 2005. Les flèches en pointillés représentent les transitions présumées aboutissant à la 
formation des CSHs (d'après Medvinsky et al., 2011).  
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CD41 ou intégrine αIIb  

La molécule αIIb s’associe avec β3 pour former un complexe, l’intégrine αIIbβ3, caractéristique de la 

voie de différenciation mégacaryocytaire (Naik and Parise, 1997). En plus de marquer les 

mégacaryocytes et les plaquettes, CD41 est le premier marqueur de surface à être exprimé par une 

cellule engagée dans un processus de différenciation hématopoïétique, que ce soit à partir d’une CE 

ou d'un autre type cellulaire d'origine mésodermique (Corbel and Salaun, 2002; Mitjavila-Garcia et 

al., 2002; Emambokus and Frampton, 2003; Ferkowicz et al., 2003; Mikkola et al., 2003a; Corbel et 

al., 2005; Kiel et al., 2005). Ainsi, il a été montré que les CSHs naissantes dans les clusters aortiques 

sont CD41+. Cependant, l'expression du CD41 par les CSHs est seulement transitoire et se perd au 

cours de leur maturation dans le FF (Kiel et al., 2005). Les travaux de Robin indiquent que les CSHs du 

Pl sont également CD41- (Robin et al., 2011). Seuls certains progéniteurs engagés (Bertrand et al., 

2005), les mégacaryocytes et les plaquettes (Phillips et al., 1988; Nakorn et al., 2003) maintiennent 

son expression. Ainsi, le différentiel d’expression du CD41 par les CSHs dans les sites et organes 

hématopoïétiques embryonnaires suggère une régulation dynamique de l’expression de ce marqueur 

au cours du développement. 

CD34 

La glycoprotéine CD34 est exprimée préférentiellement par les progéniteurs hématopoïétiques/CSHs 

murins (Brown et al., 1991; Baumheter et al., 1993; Krause et al., 1994; Sanchez et al., 1996) et 

humains (Civin et al., 1984; Katz et al., 1985; Andrews et al., 1986) ; son expression est perdue au 

cours de la maturation de ces cellules. En effet, les CSHs embryonnaires très proliférantes sont CD34+ 

contrairement aux CSHs adultes de la MO qui sont CD34-. Brown et al. ont montré que cette protéine 

est également présente dans certains types de fibroblastes et l’équipe de Greaves indique qu’elle est 

exprimée au niveau des CE vasculaires (Fina et al., 1990). Les travaux de Wood et al. ont permis 

l’étude plus fine du profil d’expression du marqueur CD34 (Wood et al., 1997). Les niveaux 

d’expression du CD34 semblent être corrélés au mode de formation des vaisseaux : alors qu’ils sont 

hauts dans les cellules pré-endothéliales et dans les vaisseaux formés par vasculogenèse, ils sont bas 

dans les veines cardinales. Les auteurs indiquent que des CHs CD34+ sont présentes dès E10 dans le 

FF et dans le mésenchyme para-aortique. Deux équipes ont étudié l’effet de l’absence d’expression 

du gène CD34  sur l’hématopoïèse mais les souris CD34-/- ne présentent que quelques défauts 

mineurs (Cheng et al., 1996; Suzuki et al., 1996). Chez l’homme, la combinaison CD34+CD38- permet 

d’enrichir une population en CSHs dans le foie fœtal, le cordon ombilical, la MO fœtale et la MO 

adulte (Issaad et al., 1993; Huang and Terstappen, 1994; Muench et al., 1994; Hao et al., 1995; 

Reems and Torok-Storb, 1995; Roy et al., 1997). 
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CD31 ou Platelet/Endothelial Cell Adhesion Molecule 1 (PECAM-1) 

La glycoprotéine CD31 est un membre de la superfamille des immunoglobulines (Newman et al., 

1990) jouant un rôle dans la motilité des leucocytes à travers la paroi des vaisseaux (Newman, 1994). 

Elle est exprimée à la surface des plaquettes et leucocytes humains ainsi qu’à la jonction entre les CE 

(Ohto et al., 1985; Goyert et al., 1986; Albelda et al., 1990). Les souris CD31-/- présentent une 

dérégulation lymphocytaire B ainsi qu'un défaut de maturation des précurseurs B (Wilkinson et al., 

2002). La quantité de lymphocytes B de ces souris augmente excessivement après stimulation  

anti-IgM (Immunoglobuline M). Ces résultats indiquent que le CD31 régule négativement la 

signalisation lymphocytaire B. Au cours du développement embryonnaire, l’analyse phénotypique 

des CSHs du SV, du FF et de la MO adulte a montré que le CD31 est exprimé par ces cellules 

(Baumann et al., 2004). Les auteurs ont en effet montré à partir de SV E9.5 que contrairement aux 

cellules CD31-ckit+, les cellules CD31+ckit+ possèdent des propriétés multilignages in vivo.  

ckit ou CD117 

Le proto-oncogène ckit code pour un RTK appartenant à la famille de récepteurs aux facteurs de 

croissance dérivés des plaquettes CSF-1-PDGF (Platelet Derived Growth Factor) (Qiu et al., 1988). Les 

embryons homozygotes mutés pour leur gène ckit meurent d’anémie sévère au moment de la 

naissance (Nocka et al., 1990b). Le récepteur ckit ainsi que son ligand jouent donc un rôle essentiel 

dans l’hématopoïèse adulte. Le Stem Cell Factor (Scf) est le ligand de ckit et à été identifié la même 

année que ckit par plusieurs équipes (Huang et al., 1990; Nocka et al., 1990a; Williams et al., 1990; 

Zsebo et al., 1990). Grâce à des anticorps antagonistes anti-ckit, les travaux d’Ogawa et al. ont 

montré que ce récepteur est essentiel pour l’hématopoïèse de la MO, particulièrement pour la 

régulation de la survie, de la prolifération et de l'autorenouvellement des CSHs in vivo (Ogawa et al., 

1991; Broudy, 1997; Kent et al., 2008). 

La Ve-Cadhérine (VeCad) ou CD144 

La Ve-Cad est une protéine endothéliale impliquée dans l’adhésion cellulaire chez l’adulte comme 

chez l’embryon (Breier et al., 1996; Carmeliet et al., 1999). Alors que le phénotype hétérozygote 

VeCad+/- est tout à fait viable, les embryons VeCad-/- meurent à E9.5, conséquence de l’absence totale 

de vasculogenèse au niveau du SV et de l’embryon (Carmeliet et al., 1999; Gory-Faure et al., 1999). 

Ce marqueur de surface se révèle en effet être essentiel pour le maintien des CE. En plus de son rôle 

dans l’adhésion, il est impliqué dans la prolifération et l’apoptose, et régule également l’activité des 

facteurs de croissance vasculaires endothéliaux (Dejana, 2004; Vestweber, 2008). Il est exprimé de 

façon transitoire lors de l'émergence et de la maturation des CSHs. Son expression diminue au niveau 

du FF et n’est plus détectée dans la MO (Fraser et al., 2002; Kim et al., 2005; Taoudi et al., 2005). 
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Chez l’homme, les travaux d’Oberlin et al. montrent qu’une population particulièrement enrichie en 

CSHs dans le foie à 7-8 SG exprime la VeCad (Oberlin et al., 2010b). 

CD45 (Ly5) ou Protein Tyrosine Phosphatase Receptor type C (Ptprc)  

Le marqueur pan-leucocytaire CD45 est une glycoprotéine transmembranaire exprimée 

exclusivement par les CHs nucléées ; les érythrocytes et les plaquettes ne l'expriment pas (Thomas, 

1989; Trowbridge and Thomas, 1994). Le CD45 apparaît comme nécessaire au développement 

lymphocytaire T puisque les souris invalidées pour le gène CD45 présentent une maturation des 

thymocytes incomplète, et très peu de lymphocytes T sont détectables (Kishihara et al., 1993). A 

l'inverse, la lymphopoïèse B n'est pas touchée. Contrairement au CD41, le CD45 n'est pas exprimé 

par les CSHs émergeant dans la région AGM E10.5. En revanche à E11.5, les CSHs de l’aorte 

commencent à exprimer ce marqueur (North et al., 2002; Matsubara et al., 2005). Cependant, toutes 

les cellules des clusters n’expriment pas le CD45 et les cellules qui l’expriment sont localisées 

principalement dans la région non basale des clusters et présentent la forme sphérique 

caractéristique des CHs (Yokomizo and Dzierzak, 2010). 

Sca-1 (Ly6a)  

La glycoprotéine Sca-1 est un membre de la famille Ly-6 (van de Rijn et al., 1989). Il est utilisé chez la 

souris en tant que marqueur de CSHs embryonnaires dans différents organes tels que le SV, le FF ou 

encore la MO adulte (Spangrude et al., 1988a; Spangrude et al., 1988b; Huang and Auerbach, 1993; 

Ma et al., 2002). Lors du développement embryonnaire, il commence à être exprimé dans le SV et 

l’AGM à E10.5-E11 (Marcos et al., 1997; Miles et al., 1997; de Bruijn et al., 2002). Chez l’adulte, il est 

retrouvé dans certaines cellules du thymus, de la rate et des nodules lymphatiques ainsi que dans la 

vasculature du cerveau (Spangrude et al., 1988a; Cray et al., 1990). 

AA4.1 ou CD93 

Protéine transmembranaire de type I, AA4.1 a été identifiée à l’origine comme marqueur du lignage 

B (McKearn et al., 1985). Elle joue également un rôle dans les interactions cellulaires au cours du 

développement hématopoïétique et vasculaire (Petrenko et al., 1999). Les souris AA4.1-/- étant 

viables et ne présentant pas de défauts majeurs au moment du développement embryonnaire, il est 

difficile d'aller plus loin dans la détermination du rôle exact de ce marqueur de surface (Norsworthy 

et al., 2004). Trois principaux types cellulaires expriment le AA4.1 : les CE vasculaires, les cellules de 

p-Sp à potentiel hématopoïétique (Godin et al., 1995) et les progéniteurs hématopoïétiques/CSHs du 

FF (Jordan et al., 1990; Jordan et al., 1995). Il est également exprimé par les précurseurs 

hématopoïétiques du SV à partir d’E9 (Huang and Auerbach, 1993; Ray et al., 1996). 
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CD105 ou endogline 

Identifié à l’origine grâce à l’Ac monoclonal 44G4 dirigé contre la lignée cellulaire HOON composée 

de cellules leucémiques pré-B (Quackenbush and Letarte, 1985), le CD105 est un récepteur 

glycoprotéique transmembranaire capable de lier plusieurs facteurs de croissance appartenant à la 

famille des TGF-β, notamment TGF-β1, -β3, BMP2 et 7 (Barbara et al., 1999). Le marqueur CD105 est 

exprimé par les CE humaines des capillaires, artérioles et veinules d’une grande variété de tissus 

(Quackenbush and Letarte, 1985; Quackenbush et al., 1986; Gougos and Letarte, 1988). Il est 

également présent au niveau des CSHs de la MO (Pierelli et al., 2001; Chen et al., 2002). Certaines 

mutations dans le gène CD105 menant à des haploinsuffisances sont associées chez l’homme à une 

maladie vasculaire autosomique dominante appelée maladie de « Rendu-Osler-Weber » ou 

télangiectasie hémorragique familiale (McAllister et al., 1994). Les travaux de Roques et al. chez la 

souris montrent que le CD105 est exprimé au niveau des clusters aortiques et que plus le degré 

d'expression du CD105 est élevée, plus la CH concernée est immature (Roques et al., 2012). Les 

auteurs indiquent en effet que la population CD105hi est plus enrichie en LT-CSHs que ne l'est la 

population CD105med. L'invalidation partielle du CD105 conduit à un profil hémorragique des 

embryons qui présentent des défauts vasculaires importants (Bourdeau et al., 1999). Les souris 

CD105-/- meurent à E10.5 suite à des anomalies cardiaques et vasculaires majeures (Bourdeau et al., 

1999; Arthur et al., 2000). Une étude sur les cellules ES CD105-/- révèle que les érythropoïèses 

primitive et définitive sont fortement altérées (Cho et al., 2001). Le CD105 est pourtant exprimé à 

des stades bien plus précoces. En effet, les CE l'expriment entre E8.5 et E10.5 et il est également 

retrouvé au niveau de l'ectoderme extra-embryonnaire entre E6.5 et E7.5 (Hirashima et al., 2004; 

Ema et al., 2006) ; ces résultats suggèrent que le CD105 joue un rôle dans l'embryon très précoce. 

CD150, CD48 et CD244  

Les protéines CD150, CD48 et CD244 sont des marqueurs de la famille SLAM (Signaling Lymphocyte 

Activation Molecule) et leur expression a été étudiée au cours de la mise en place de l’hématopoïèse 

embryonnaire. Le marqueur de surface CD150 a été le premier membre de la famille à être identifié 

et avait été associé à l'origine à l'activation et la prolifération lymphocytaire (Howie et al., 2002; 

Wang et al., 2004), d'où le nom de la famille d'appartenance de ces récepteurs. La combinatoire 

CD150+CD244-CD48- a récemment été décrite comme caractéristique des CSHs du FF et de la MO 

adulte (McKinney-Freeman et al., 2009). Les marqueurs de surface CD150, CD48 et CD244 sont 

exprimés différentiellement sur les CHs selon leur degré d’immaturité : CD150 est exprimé par les 

CSHs du FF et de la MO mais plus par les MPP ; le CD244 commence à être exprimé au niveau des 

MPP, et CD48 est exprimé seulement par des précurseurs déjà engagés dans une voie de 
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différenciation hématopoïétique (Kiel et al., 2005; Kim et al., 2006; Yilmaz et al., 2006).  Chez 

l’homme, les marqueurs de la famille SLAM sont exprimés au niveau des progéniteurs 

hématopoïétiques/CSHs mais leur expression est différente de celle observée chez la souris (Sintes et 

al., 2008) et la combinaison CD150+CD244-CD48- n’est pas pertinente pour enrichir une population en 

CSHs. 

MyeloProliferative Leukemia ou Mpl 

A l'origine, Mpl (CD110) et son ligand la thrombopoïétine (TPO) ont été décrits comme jouant un rôle 

très important dans la mégacaryopoïèse (processus de différenciation hématopoïétique aboutissant 

à la fabrication des mégacaryocytes) et dans la thrombopoïèse (élaboration des plaquettes 

sanguines) (de Sauvage et al., 1994; Gurney et al., 1994; Kaushansky, 1995; de Sauvage et al., 1996). 

Outre ses fonctions de stimulation de la prolifération des progéniteurs engagés dans la voie 

mégacaryocytaire, le couple Mpl/TPO joue également un rôle important dans la régulation de la 

survie des CSHs. Agissant en synergie avec l'IL-3 et le Scf, elle promeut via Mpl la prolifération et la 

différenciation in vitro des CSHs murines mais aussi humaines (Kobayashi et al., 1996; Sitnicka et al., 

1996). Ces résultats se sont confirmés in vivo notamment grâce à des expériences de reconstitutions 

hématopoïétiques à partir de populations triées de FF E14.5 ou de MO adulte qui montrent que le 

potentiel hématopoïétique ségrège avec l’expression de Mpl (Solar et al., 1998; Yoshihara et al., 

2007). Par ailleurs, l'invalidation du gène de la TPO ou de Mpl chez la souris mène à une 

thrombocytopénie sévère et à une diminution significative du nombre de progéniteurs 

hématopoïétiques/CSHs, confirmant le rôle du couple Mpl/TPO dans le maintien des CHs primitives 

(Carver-Moore et al., 1996; Kimura et al., 1998; Ballmaier et al., 2001). 

La souris Mpl-/- invalidée pour le gène Mpl (Gurney et al., 1994), présente un nombre de 

mégacaryocytes et de plaquettes diminué de 85% par rapport à celui d'une souris contrôle, tandis 

que les autres CHs différenciées et matures sont présentes en quantité normale. Ceci suggère un 

mécanisme de compensation pour les étapes finales de maturation hématopoïétique, palliant ainsi 

l’absence de Mpl. Par ailleurs, la concentration de TPO circulante est très élevée dans ces souris. 

Voulant mieux comprendre le déficit mégacaryocytaire des souris Mpl-/- observé par Gurney et al., 

l'équipe de Metcalf a montré que le compartiment des progéniteurs mégacaryocytaires est touché et 

que leur nombre est diminué (Alexander et al., 1996). Durant le développement embryonnaire, le 

défaut en mégacaryocytes matures est détectable dès E14.5 dans le FF alors que le défaut en 

progéniteurs mégacaryocytaires ne s’observe qu’aux alentours de la naissance. Le couple Mpl/TPO 

joue donc un rôle important durant l'embryogenèse et est impliqué notamment dans la production 

de progéniteurs mégacaryocytaires. De façon surprenante, une injection de 5-FU permet aux souris 
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Mpl-/- de produire à nouveau un nombre normal de progéniteurs, mégacaryocytes et plaquettes, et 

ce par un mécanisme indépendant de la TPO (Levin et al., 2001). Les travaux de Challier et al. en 2002 

ont montré d’une part que le domaine intracytoplasmique du récepteur Mpl est actif uniquement 

dans les progéniteurs hématopoïétiques du FF, et d’autre part que Mpl favorise l’engagement 

hématopoïétique des cellules ES, confirmant l’importance de ce récepteur au cours du 

développement embryonnaire (Challier et al., 2002). Par la suite, l’équipe de Souyri a montré que 

Mpl joue un double rôle dans l'établissement de l'hématopoïétique définitive chez la souris : tout 

d'abord au niveau de l'émergence des premières CSHs dans la région AGM, puis au niveau de 

l'amplification et de la survie de ces CSHs lors de leur passage dans le FF (Petit-Cocault et al., 2007). 

Des cultures de CHs (CD34+ckit+ et CD45+ckit+) issues d’AGM E10.5 Mpl-/- ont permis de montrer qu'il 

y avait un défaut d’expansion de ces cellules. L’apoptose étant un phénomène très important lors de 

la mise en place des CSHs in vivo (Orelio et al., 2004), les auteurs se sont demandé si le défaut 

d’expansion observé n’était pas lié à une augmentation de l’apoptose. De fait, il s’est avéré que les 

gènes anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-XL sont sous-exprimés au niveau de l’AGM E10.5 des souris  

Mpl-/-. Au même stade, le pourcentage d’annexine V, marqueur des cellules en apoptose, est plus 

élevé dans les CHs Mpl-/- que dans les CHs témoins. Il a donc été conclu que Mpl joue un rôle 

particulièrement important dans la régulation des molécules impliquées dans l’autorenouvellement, 

la prolifération ou encore l’apoptose des CHs au cours du développement embryonnaire (Fleury et 

al., 2010). 

 

5.3 - Les populations enrichies en CSHs chez la souris 

Au niveau des différents organes hématopoïétiques embryonnaires (AGM, SV, Pl et FF) et adultes 

(MO), de nombreuses combinaisons de marqueurs de surface ont successivement été décrites 

comme permettant d’enrichir des populations en CSHs. Elles permettent d’isoler et d’étudier des 

populations à un moment donné du développement embryonnaire dans un organe particulier et je 

me suis attachée à les décrire dans ce paragraphe pour la région p-Sp/AGM, le SV, le Pl, le FF et la 

MO adulte. A l'heure actuelle, l'enrichissement en CSHs est le seul moyen pour étudier ces cellules. 

En effet, il n’a pas encore été possible de déterminer un phénotype spécifique aux CSHs pour chaque 

organe embryonnaire, ni de définir précisément la succession de phénotypes par lesquels passent les 

CSHs à partir de leur émergence jusqu’à leur établissement dans la MO (Tableau 3).  
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E11.5 E12.5

p-Sp

AGM

Pl

SV

E9.5

FF

MO 
adulte
(Lin-)

CD34+ckit+

CD34+ckit+

CD144+CD45+

CD34+ckit+

AA4.1+ckit+
CD144+CD45+

CD34+ckithi

CD34+ckit+Sca-1+

CD150-CD48-

CD34+ckit+ CD34+ckithi

E13.5

CD144+CD45+

CD144-CD45+

E14.5

Lin-CD34+ckit+Sca-1+AA4.1+

Sca-1+AA4.1+ckit+Mpl+

Sca-1+ckit+

Thy1.1lowSca-1+

Thy1.1lowSca-1+Mac-1-CD4-

Thy1.1loSca-1+Rh123low

Sca-1+ckit+CD34low/-

Sca-1+ckit+CD150+CD48-

adulte

ND ND ND ND

ND ND ND

ND

E10.5

ND

ND

CD45+CD41+Endomucine+

CD45-CD41+

Endomucine+

CD144-CD45+

Tableau 3 : Les différentes populations enrichies en CSHs 

Parties grisées : organes non présents aux stades annoncés. Abréviations utilisées : ND Non 
Déterminé ; Lin- ou Lineage- correspond à une population n'exprimant pas les marqueurs des 
précurseurs hématopoïétiques déjà engagés dans leur processus de différenciation  
(CD3-CD4-CD5-CD8-B220-Gr-1-Ter119-) ; Rh Rhodamine. 

 

Le sac vitellin 

Comme montré pour la p-Sp E9, la population CD34+ckit+ du SV E9 est capable de reconstituer le 

système hématopoïétique de souriceaux nouveaux-nés (Yoder et al., 1997a). En 2009, les travaux de 

Yamane et al. montrent que la population AA4.1+ckit+ du SV E9.5 est capable de former des colonies 

à potentiel myéloïde et lymphoïde en culture (Yamane et al., 2009). Enfin, les résultats in vivo de 

Taoudi et al. indiquent que la population CD144+CD45+ du SV E12.5 contient des LT-CSHs (Taoudi et 

al., 2005). 

 

La région p-Sp/AGM 

La population CD34+ckit+ de la p-Sp E9 est décrite comme étant enrichie en pré-CSHs puisqu’elle est 

capable de reconstituer le système hématopoïétique de souriceaux nouveaux-nés (Yoder et al., 

1997a). Dans l’AGM E10.5, la population CD144+CD45- acquiert un potentiel de reconstitution 

hématopoïétique chez l’adulte après coculture sur cellules OP9 (Rybtsov et al., 2011). Par ailleurs 
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Matsubara a montré que la population CD45-CD41+Endomucine+ est capable de reconstituer le 

système hématopoïétique d’une souris adulte lorsqu’elle est injectée directement dans la MO mais 

son potentiel de reconstitution reste limité. A E11.5, cette même population améliore grandement 

son potentiel de reconstitution et acquiert le CD45 (Matsubara et al., 2005). Au même stade, la 

population ckit+ a été décrite comme étant très enrichie en CSHs, lesquelles expriment également 

fortement le CD34 (Sanchez et al., 1996). Environ une décennie plus tard, les travaux de Taoudi et al. 

montrent qu’au même stade, la population (VeCad+)CD144+CD45+ est également enrichie en CSHs 

(Taoudi et al., 2005; Taoudi et al., 2008). Elle perd l'expression du CD144 une fois arrivée dans le FF, 

mais il a été montré que cette perte d’expression n’est pas liée au contact du microenvironnement 

du FF.  

 

Le placenta 

Au moment du pic d’activité hématopoïétique placentaire à E12.5, les CSHs du Pl ont un phénotype 

CD34+ckithi (Gekas et al., 2005) et expriment également le marqueur Sca-1 (Ottersbach and Dzierzak, 

2005). A ce stade, elles perdent en partie le marqueur CD144 (Taoudi et al., 2005). En 2009, 

McKinney-Freeman et al. montrent que contrairement aux CSHs adultes, ces cellules n’expriment pas 

les marqueurs CD150 et CD48 (McKinney-Freeman et al., 2009).  

 

Le foie fœtal 

Dans le FF E11.5, Sanchez et al. montrent que la population CD34+ckit+ est enrichie en CSHs (Sanchez 

et al., 1996). Ce phénotype est repris par l’équipe de Mikkola en 2005 qui ajoute que les CSHs du FF 

E12.5 sont en réalité incluses dans la fraction exprimant fortement le ckit (CD34+ckithi) (Gekas et al., 

2005). Toutefois, Taoudi et al. indiquent que les populations CD144+CD45+ et CD144-CD45+ du FF 

E13.5 sont aussi enrichies en CSHs (Taoudi et al., 2005). L'équipe de Morrison met en évidence la 

perte de l'expression du CD144 à partir d'E13.5 dans le FF, ce qui indique que la population 

CD144+CD45+ est une population transitoire (Kim et al., 2005). A E14.5, Zeigler et al. montrent à la 

fois in vivo et in vitro que les populations Lin-AA4.1+CD34+ckit+ et Lin-Sca-1+AA4.1+ (LSA) du FF sont 

très enrichies en CSHs. Étant donné que les cellules Sca-1+AA4.1+ sont toutes CD34 à ce stade, il 

conclut que les CSHs du FF sont contenues dans la population Lin-CD34+ckit+Sca-1+AA4.1+ (Zeigler et 

al., 1994). Les travaux de Jordan  et al. montrent également que la population LSA du FF E14.5 

possède un fort pouvoir de reconstitution hématopoïétique (Jordan et al., 1995). Enfin, les travaux de 

Solar et al. montrent que le potentiel hématopoïétique du FF E14.5 est contenu dans la population 

Sca-1+AA4.1+ckit+Mpl+ (Solar et al., 1998).  
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La moelle osseuse adulte 

Plusieurs combinaisons de marqueurs ont successivement été décrites au cours des années 1990 

comme permettant un enrichissement en CSHs conséquent dans la MO : Lin-Sca-1+ckit+ (Okada et al., 

1992), Lin-Thy1.1loSca-1+ (Uchida and Weissman, 1992; Uchida et al., 1994),  

Lin-Thy1.1loSca-1+Mac-1-CD4- (Morrison and Weissman, 1994), Lin-Thy1.1loSca-1+Rh123lo (Spangrude 

et al., 1995), Lin-Sca-1+ckit+CD34lo/- (Osawa et al., 1996) et Lin-Sca-1+ckit+CD150+CD48- (Yilmaz et al., 

2006). Osawa et al. ont montré qu’une seule cellule Lin-Sca-1+ckit+CD34lo/- est capable de reconstituer 

à long terme le système lymphopoïétique d’une souris létalement irradiée (Osawa et al., 1996). 
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CHAPITRE VI - IMPORTANCE DE LA NICHE 
HÉMATOPOÏÉTIQUE 

Depuis le moment où elles émergent jusqu’au moment où elles colonisent la MO, les CSHs se 

retrouvent au contact de microenvironnements spécialisés nommés « niches » constitués de cellules 

particulières secrétant les facteurs nécessaires au maintien de leurs propriétés souches 

(autorenouvellement et multipotence). Ces niches accueillent les CSHs soient de façon transitoire 

(SV, le Pl et le FF), soit définitivement comme c’est le cas pour la MO, organe pour lequel la niche a 

été la mieux caractérisée. L'approfondissement des mécanismes régulant l’ensemble de ces niches 

devrait faciliter le développement de nouvelles méthodes in vitro de génération, amplification et 

différenciation des CSHs. Je m’attacherai dans cette partie à décrire ce qui est aujourd’hui connu de 

chacune de ces niches. 

 

Le sac vitellin 

Le microenvironnement de la niche du SV au cours des étapes précoces du développement 

embryonnaire est encore très mal défini. Toutefois, certaines molécules impliquées ont été 

récemment décrites. A E8.5, les CE secrètent du Transforming Growth Factor 1 (TGFβ1), du Scf et de 

l'angiopoïétine, tandis que les cellules de l'endoderme viscéral secrètent de l'angiopoïétine ; les 

érythrocytes primitifs (EryP) expriment les trois récepteurs correspondants, respectivement TGFβR1, 

ckit et Tie-2 (Isern et al., 2011). Ainsi, l'activité des EryP est probablement contrôlée par les facteurs 

de croissance produits par les CE et les cellules endodermales du SV précoce. De façon intéressante, 

le TGFβ1 est aussi exprimé par les EryP, laissant la possibilité d'une signalisation autocrine et/ou 

paracrine. Par ailleurs, la nature hypoxique du SV est essentielle pour la prolifération et la survie des 

progéniteurs hématopoïétiques (Adelman et al., 1999; Isern et al., 2011). La protéine Hedgehog est 

également nécessaire à l'hématopoïèse précoce de l'embryon (Dyer et al., 2001). Enfin, chez l'oiseau, 

une étude a mis en évidence l'effet potentialisateur de bFGF (basic Fibroblast Growth Factor) dans 

l'apparition des CHs du SV (Gordon-Thomson and Fabian, 1994). 

 

La région p-Sp/AGM 

Bien que le microenvironnement de la région p-Sp/AGM ne fasse pas partie de ce qui est défini 

comme étant une « niche d’accueil » de CSHs, plusieurs signaux moléculaires ont été décrits comme 

étant nécessaires pour l’apparition des CSHs dans l’aorte. Ainsi, cette région pourrait être qualifiée 
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de « niche d’émergence » pour les CSHs. La régulation intrinsèque des CSHs de l’AGM a été en partie 

caractérisée. L’expression de Runx1 (facteur clé dans l’hématopoïèse aortique) dans l’endothélium 

aortique est indispensable à la formation des clusters (North et al., 1999), et le récepteur 

transmembranaire Notch1 est essentiel aux CE pour qu'elles puissent générer des CSHs (Kumano et 

al., 2003). Par ailleurs, plusieurs études indiquent que la régulation extrinsèque des CSHs de la région 

AGM est importante. Les travaux de Robin et al. suggèrent que l’IL-3 régule la prolifération et la 

survie des CSHs aortiques (Robin et al., 2006), tandis que l’équipe de Dzierzak indique que l’IL-1 

intervient en tant que régulateur homéostatique lors de l’émergence des CSHs en limitant leur 

différenciation vers la voie myéloïde (Orelio et al., 2008). L'ubiquitine ligase Mind bomb-1, régulateur 

des ligands des récepteurs Notch, serait impliquée dans l'activité hématopoïétique des CE aortiques 

ainsi que dans celle des SAPs (Yoon et al., 2008). Le mésenchyme sous-aortique joue également un 

rôle important à travers les voies de signalisations BMP et Hedgehog (Marshall et al., 2000; Durand 

et al., 2007; Peeters et al., 2009; Wilkinson et al., 2009). Enfin à E10.5 chez la souris, le couple 

Mpl/TPO joue un rôle à la fois dans la transition endothélio-hématopoïétique via l'activation de 

Runx1, et dans l’émergence des progéniteurs hématopoïétiques/CSHs via l’activation de Meis1 et 

HoxB4 (Fleury et al., 2010).  

Dans le but d’étudier certaines populations enrichies en CSHs in vitro tout en permettant à ces CSHs 

de pouvoir se nicher comme elles le font in vivo, certaines lignées stromales présentant des 

propriétés de support hématopoïétique ont été établies à partir de cellules murines issues de la 

région p-Sp/AGM (Ohneda et al., 1998; Xu et al., 1998; Oostendorp et al., 2002a; Oostendorp et al., 

2002b). 

 

Le placenta 

L’existence d’un microenvironnement placentaire, favorable au maintien et à l’amplification d’un 

grand nombre de progéniteurs hématopoïétiques/CSHs, a été décrit pour la première fois en 2003 

(Alvarez-Silva et al., 2003). Les auteurs ont montré que des précurseurs clonogéniques sont 

détectables dans le Pl dès E9.5 (20 somites), un peu après leur détection dans l’embryon (18 somites) 

et dans le SV (15 somites). Jusqu’à E12.5, le nombre total de colonies obtenues dans le Pl est très 

important mais après E13.5, le microenvironnement placentaire semble changer drastiquement 

puisque le nombre de progéniteurs/CSHs détectables devient proche de zéro (Gekas et al., 2005). La 

cause de ce déclin brutal n’a pas été déterminée à ce jour, mais il semblerait qu’il soit dû à un 

changement au niveau du microenvironnement qui ne devient plus capable de supporter 

l’hématopoïèse.  
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A l’heure actuelle, les signaux impliqués dans la maturation, la prolifération et la migration des CSHs 

dans le Pl sont encore mal définis. Comme de nombreux mutants murins comportant des défauts 

placentaires pratiquement tous létaux l’ont prouvé, la formation du Pl est une étape déterminante 

pour le bon développement de l’embryon. Ces défauts peuvent provenir de l’allantoïde, du 

trophoblaste ou encore des composants maternels du Pl (Rossant and Cross, 2001). Les signaux de la 

niche placentaire sont issus du réseau vasculaire du labyrinthe dans lequel les CSHs résident 

transitoirement durant le développement (voir §2.4.2). L'équivalent du labyrinthe dans le Pl humain 

réside dans les villosités placentaires, région dans laquelle ont lieu tous les échanges materno-

fœtaux. Il est intéressant de noter que plusieurs types cellulaires dérivés du lignage trophoblastique 

(cellules géantes trophoblastiques, spongiotrophoblastes et syncitiotrophoblastes) sont localisées 

dans le labyrinthe chez la souris et dans les villosités placentaires chez l'homme, et expriment une 

variété de facteurs de croissance et de molécules de signalisation déjà décrits comme jouant un rôle 

important dans la biologie des CSHs, ce qui est le cas du Platelet Derived Growth Factor-B (PDGF-B) 

(Goustin et al., 1985; Holmgren et al., 1991; Holmgren et al., 1992; Leveen et al., 1994; Ohlsson et al., 

1999; Kaminski et al., 2001; Chhabra et al., 2012), du Placenta Growth Factor (PlGF) (Hattori et al., 

2002), de l’Insuline-like Growth Factor 2 (Igf2) (Constancia et al., 2002; Zhang and Lodish, 2004) ou 

encore du LIF (Takahashi et al., 2003). Le degré d'hypoxie joue probablement un rôle important dans 

la niche placentaire puisqu'une étude chez l'homme montre qu'un niveau d'oxygène trop important 

en culture bloque la prolifération des cellules trophoblastiques du Pl (Genbacev et al., 1997). 

D’autres facteurs régulateurs semblent également faire partie de la niche placentaire. Alors que l’IL-3 

est manifestement importante au niveau de l’AGM en tant que facteur de prolifération et/ou de 

survie pour les CSHs émergeantes, les travaux de Robin et al. montrent qu'elle n’est pas exprimée par 

la niche placentaire à E10 (Robin et al., 2006), résultats confirmés par Sasaki et al.. En revanche à 

E11, l’IL-3 régule la prolifération des CSHs dans le Pl. L’absence d’expression des facteurs Runx1 ou 

d’Evi-1 entraîne la perte des clusters du labyrinthe, tandis que celle du facteur cMyb entraîne une 

augmentation de leur taille (Sasaki et al., 2010). Les auteurs montrent également que les CE régulent 

les clusters grâce à la signalisation Scf/ckit. Chez l’homme, les travaux de Robin et al. ont montré que 

les cellules périvasculaires « pericyte-like » font partie de la niche placentaire (Robin et al., 2009).  

Comme nous l’avons vu plus haut pour la région p-Sp/AGM, l’équipe de McNiece a généré à partir de 

Pl une lignée de cellules stromales supportrices de l’hématopoïèse (Wang et al., 2011). 
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Le foie fœtal 

A l’heure actuelle, peu de choses sont connues sur la niche des CSHs du FF ainsi que sur les signaux 

impliqués dans la maturation et l’amplification de ces cellules. La quantité de CSHs s’accroît très 

rapidement dans le FF alors que dans la MO, la plupart des CSHs sont quiescentes, c’est pourquoi la 

niche du FF a dans un premier temps été comparée à celle de la MO. Il a été montré que les CSHs du 

FF participent bien plus activement à la reconstitution du système hématopoïétique lors de leur 

injection dans des souris létalement irradiées que ne le font les CSHs de la MO (Morrison et al., 1995; 

Rebel et al., 1996b; Harrison et al., 1997), ce qui suggère un certain nombre de différences 

concernant les niches respectives de ces CSHs.  

Contrairement aux signaux de la niche de la MO, les signaux de la niche du FF permettent 

manifestement aux CSHs de se diviser de façon symétrique, créant ainsi deux CSHs à partir d’une 

seule et augmentant le nombre total de CSHs au sein de l’organe. Grâce à la lignée stromale AFT024 

issue de FF E14.5, Moore et al. ont tenté d’identifier les molécules clés secrétées par le 

microenvironnement du FF promouvant l’amplification des CSHs in vivo. Deux gènes,  

delta-like/preadipocyte factor-1 (dlk/pref-1) (Moore et al., 1997b) et Wnt-5a (Hackney et al., 2002), 

ont ainsi été mis en évidence et jouent probablement un rôle important dans la niche du FF. Les 

fonctions réelles des produits d’expression de ces gènes restent toutefois à déterminer. Trois autres 

études ont identifié des facteurs régulateurs de l’hématopoïèse intervenant au niveau du FF : HoxB3 

et HoxB4 régulent la prolifération des CSHs (Bjornsson et al., 2003), Pu.1 intervient dans le maintien 

ou l’expansion des CSHs (Kim et al., 2004), et Cited2 permet le maintien de l’homéostasie 

hématopoïétique (Chen et al., 2007).  

Les travaux de Takeuchi et al. montrent qu’en plus de promouvoir le maintien du potentiel souche et 

la prolifération des CSHs, la niche du FF est capable de modifier les caractéristiques des CSHs en 

provenance de l’AGM (Takeuchi et al., 2002). En effet, après coculture sur un stroma de cellules non 

hématopoïétiques issu de FF E14.5, les CSHs CD34+ckit+ de l'AGM E11.5 produisent bien plus de CHs 

que ne le font les cellules de FF E14.5 ou E18.5, et ont un potentiel de reconstitution 

hématopoïétique augmenté. Deux équipes se sont alors penchées sur l’étude des différentes cellules 

du FF en tant que niche potentielle de CSHs.  

Zhang et Lodish ont montré que la population CD3+Ter119(Ly76)- du FF est capable de supporter 

l’amplification de CSHs in vitro (Zhang and Lodish, 2004). Bien que l’identité de cette population ne 

soit pas connue in vivo, l’analyse de son transcriptome a permis l’identification de molécules clés 

telles que Igf2 et certaines protéines angiopoïétine-like (Zhang and Lodish, 2004; Zhang et al., 2006). 

Utilisées seules ou en association avec d’autres facteurs de croissance, ces molécules supportent la 
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survie et/ou l’amplification des CSHs en culture. Les auteurs montrent également que le récepteur à 

l’Igf2 est exprimé dans la MO, preuve du rôle de cette molécule dans le maintien des CSHs. Reste à 

déterminer si les propriétés des cellules CD3+Ter119(Ly76)- sont restreintes uniquement au FF où si 

elles peuvent être retrouvées dans d’autres organes hématopoïétiques (thymus, rate, MO) et à 

d’autres moments du développement embryonnaire.  

Sugiyama et al. ont récemment étudié les trois types de cellules du FF séparément (hépatoblastes, CE 

sinusoïdes et CHs) afin de déterminer leur capacité respective à servir de niche hématopoïétique 

pour les CHs/CSHs (Sugiyama et al., 2011). Les analyses des ARNm montrent que les hépatoblastes 

exprimant dlk-1 (Tanimizu et al., 2003) expriment aussi les cytokines érythropoïétiques EPO et Scf. 

Par analyses immunohistochimiques et par test ELISA, les auteurs indiquent que seuls les 

hépatoblastes expriment l’EPO. Par ailleurs, ils observent une diminution de l’expression de l’EPO et 

de Scf ainsi qu’une diminution de l’érythropoïèse dans le FF d’embryons de souris transgéniques 

dépourvus d’hépatoblastes. L’équipe de Miyajima a montré que l’oncostatine M secrétée par les CHs 

CD45+ est impliquée dans le développement des hépatocytes, descendants directs des hépatoblastes 

qui expriment le récepteur à l’oncostatine M (OSMR) (Kamiya et al., 1999; Miyajima et al., 2000). De 

fait, les souris OSMR-/- sont viables mais présentent une hématopoïèse altérée (Tanaka et al., 2003). 

L’ensemble de ces données suggèrent que les hépatoblastes constituent une niche pour les CSHs du 

FF. 

Dans le but de mimer le microenvironnement du FF in vitro, la lignée de cellules AFT024 issue de FF 

E14.5 a été générée par Moore et al. (Moore et al., 1997a). Elle est capable de supporter 

l'hématopoïèse murine aussi bien qu'humaine (Hackney et al., 2002; Nolta et al., 2002; Punzel et al., 

2002). 

 

La moelle osseuse 

Au cours du développement embryonnaire, la migration des progéniteurs hématopoïétiques/CSHs 

vers la MO vers E15.5, processus nommé « homing », a lieu alors que la formation des os n’est pas 

encore terminée. C’est au cours de la troisième semaine de gestation que l’architecture osseuse se 

développe chez la souris, simultanément avec la mise en place d’un microenvironnement très 

particulier pour les CSHs. Au sein des premières condensations mésenchymateuses observables à 

E12.5, des chondrocytes sont générés ce qui crée une charpente cartilagineuse de base pour la 

formation du squelette (Olsen et al., 2000). Les ostéoblastes remplacent ensuite les chondrocytes, 

générant par la même une calcification osseuse. La vascularisation des os en cours de 

développement permet le début de la colonisation hématopoïétique de la MO.  
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Dans la MO adulte, Lord et al. sont les premiers à indiquer que les CSHs sont en étroite association 

avec la surface interne de l’os (Lord et al., 1975). Quelques années plus tard, Schofield et al. 

proposent le terme de niche en montrant que les CSHs sont en réalité en contact étroit avec d’autres 

types cellulaires, et que ce contact cellule-cellule permet leur autorenouvellement tout en limitant 

leur prolifération et leur différenciation (Schofield, 1978; Suda et al., 2005; Wilson and Trumpp, 

2006). Tout comme pour la niche du SV, l’environnement de la MO est hypoxique, caractéristique 

nécessaire au maintien des CSHs (Suda et al., 2011). Les travaux de Wilson et al. montrent que 

l’expression intrinsèque de c-Myc par les CSHs est fortement impliquée au niveau de leur régulation 

dans le microenvironnement de la MO (Wilson et al., 2004), résultats confirmés par l’équipe de 

Trumpp (Laurenti et al., 2008). Il existe également de nombreux signaux extrinsèques exprimés par 

les cellules de la niche hématopoïétique de la MO à destination des CSHs. Ils permettent de réguler la 

balance entre autorenouvellement et différenciation et maintiennent ainsi l’homéostasie du système 

hématopoïétique. Ces signaux ainsi que le type de cellules qui les expriment sont détaillés dans les 

paragraphes qui suivent.  

La première évidence morphologique de l’existence d’une niche endostéale date de 2003 et montre 

que certaines CSHs sont en contact étroit avec l’endosteum de l’os, et plus particulièrement avec les 

ostéoblastes (Calvi et al., 2003; Zhang et al., 2003; Wang et al., 2012) et les ostéoclastes (Kollet et al., 

2006) qui le recouvrent. Ces CSHs se localisent au niveau de la paroi endostéale de la région 

trabéculaire des os longs, tandis que les précurseurs hématopoïétiques déjà engagés sont observés 

principalement dans la région centrale de la MO (Nilsson et al., 2001; Askenasy et al., 2003). La 

surface de l’endosteum étant très vascularisée (De Bruyn et al., 1970), la possibilité que les cellules 

vasculaires puissent jouer un rôle important dans la régulation des progéniteurs 

hématopoïétiques/CSHs avait déjà été soulevée (voir plus bas). Plusieurs études ont permis 

l’identification de facteurs secrétés par les ostéoblastes et intervenant dans le maintien des CSHs tels 

que des régulateurs positifs comme l’angiopoïétine (Arai et al., 2004) ou négatifs comme 

l’ostéopontine (Nilsson et al., 2005; Stier et al., 2005). D’autres molécules participent également à la 

régulation des CSHs. C’est le cas de SDF-1 (Petit et al., 2002; Sugiyama et al., 2006) et de la TPO 

(Yoshihara et al., 2007) exprimés par les ostéoblastes, mais aussi des ions calcium. En effet, la 

présence d’une forte concentration en ions calcium au niveau de la région endostéale fait partie des 

caractéristiques particulières de la MO, permettant à cet organe d’être le lieu de migration privilégié 

des CSHs matures. Cette hypothèse a été vérifiée par l’équipe de Scadden qui a identifié à la surface 

des CSHs des récepteurs sensibles au calcium (CaR ou Calcium-Sensing Receptor) (Adams et al., 

2006). Les auteurs ont donc étudié le comportement de CSHs déficientes pour ce récepteur, et 
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A. Contact direct cellule-cellule

B. Secrétion de facteurs solubles

C. Régulation fonctionnelle de cellule intermédiaire

CSH

facteurs solubles

cellule intermédiaire

cellule
endostéale

Os

malgré le fait qu’elles soient présentes en quantité normale et pleinement fonctionnelles en termes 

de prolifération, différenciation, migration et homing, un nombre très limité d’entre elles est 

retrouvé au niveau de la niche endostéale. La grande majorité étant localisée dans les espaces 

extramédullaires, l’existence d’une niche différente de la niche endostéale a été suggérée. Il n’est en 

effet pas certain que les cellules endostéales influent directement sur la quantité totale de CSHs de la 

MO. Au lieu de maintenir le nombre de CSHs par le biais d’un contact direct cellule-cellule, il est 

également possible qu’elles puissent agir à distance en secrétant les facteurs adéquats, et ainsi 

réguler les CSHs nichées dans un microenvironnement voisin (Figure 30).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 30 : Mécanismes possibles par lesquels les cellules 

endostéales contribuent au maintien des CSHs 

(A) Les cellules endostéales pourrait réguler directement les CSHs, par 
contact cellule-cellule. (B) Elles pourraient également secréter des 
facteurs solubles qui agiraient à distance sur les CSHs. (C) Une 
troisième possibilité serait qu'un troisième type cellulaire soit 
impliqué, régulé d'un point de vue fonctionnel par les cellules 
endostéales, créant ainsi une niche hématopoïétique différente de la 
niche endostéale. Ces trois mécanismes ne sont pas exclusifs et 
pourraient coexister in vivo (d'après Kiel et al., 2008). 

 
C’est en 1996 avec les travaux de l’équipe de Péault que l’existence d’une niche périvasculaire dans le 

MO humaine a été énoncée (Charbord et al., 1996). Depuis, plusieurs études réalisées chez la souris 

ont montré qu’effectivement, les CSHs sont majoritairement localisées au niveau des vaisseaux 

sanguins sinusoïdaux peuplant la MO (Figure 31) (Kiel et al., 2005; Kopp et al., 2005; Kiel et al., 2007; 
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Kiel and Morrison, 2008). Bien qu’elles soient également exprimées au niveau de la niche endostéale, 

les cellules réticulaires exprimant SDF-1 (CXCL12-abundant reticular cells, CAR cells) semblent être 

également des constituants clés de cette niche et jouent un rôle dans le maintien de la quiescence 

des CSHs de la MO (Sugiyama et al., 2006). Les cellules périvasculaires expriment également Scf qui, 

en association avec son récepteur ckit, participe à la régulation des CSHs (Kimura et al., 2011; Ding et 

al., 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31 : La niche périvasculaire de la moelle osseuse 

En plus de la niche endostéale, la niche périvasculaire permet le 
maintien dans la moelle osseuse de la majorité des CSHs, localisées au 
contact des vaisseaux sanguins sinusoïdaux (d'après Kiel et al., 2008). 

 
Il s’avère que les progéniteurs mésenchymateux/cellules souches mésenchymateuses (CSM), 

localisées à proximité des vaisseaux sanguins de la MO (Shi and Gronthos, 2003), jouent également 

un rôle important dans le maintien des CSHs (Mendez-Ferrer et al., 2010; Ehninger and Trumpp, 

2011). Ils sont également présents en petite quantité au niveau de la niche endostéale. Les travaux 

de Mendez-Ferrer et al. montrent que les CSHs injectées dans une souris receveuse létalement 

irradiée viennent se nicher au côté des CSM Nestine+. De plus, une déplétion en cellules Nestine+ 

réduit considérablement le homing des progéniteurs hématopoïétiques dans la MO, preuve de 

l’importance des CSM dans le microenvironnement osseux.  

Enfin, Spiegel et al. indiquent que les cellules du système nerveux régulent aussi directement ou 

indirectement les signaux de la niche à destination des CSHs (Spiegel et al., 2008). 

Trois lignées cellulaires ont été établies à partir de MO adulte pour permettre de maintenir les CSHs 

in vitro : la lignée S-17 (Collins and Dorshkind, 1987), la lignée Sys-1 (Whitlock et al., 1987), et la 

lignée MS5 qui reste la plus communément utilisée (Itoh et al., 1989). 
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OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THÈSE 

 

Nous avons vu au cours de cette introduction que les CSHs effectuent un voyage initiatique dans 

l’embryon au travers des différents sites et organes hématopoïétiques participant à la mise en place 

de l’hématopoïèse définitive que sont le SV, l’AGM, le Pl et le FF. Cette migration est essentielle pour 

la maturation de ces CSHs embryonnaires qui vont acquérir au fur et à mesure les caractéristiques de 

CSHs adultes. Au cours de ce voyage, les CSHs vont également acquérir et/ou perdre certains 

marqueurs de surface. Finalement, elles vont coloniser les organes hématopoïétiques définitifs 

(thymus, rate et MO) et permettre ainsi de maintenir l’homéostasie du système sanguin tout au long 

de la vie adulte. Plusieurs populations cellulaires ont été décrites au cours du développement comme 

enrichies en CSHs dans différents organes hématopoïétiques. Toutefois, aucune étude comparative 

entre ces populations n’a été faite, et les résultats actuels de la littérature ne permettent pas de 

savoir si un phénotype particulier peut être attribué aux CSHs de tous les sites et organes 

hématopoïétiques embryonnaires quel que soit le stade du développement, ou si les combinaisons 

de marqueurs varient selon le tissu considéré. Le stade du développement est effectivement 

important pour étudier ces populations qui, selon l’état de maturation du microenvironnement 

rencontré, vont pouvoir soit se maintenir à cet endroit soit continuer leur migration dans l’embryon. 

Mon travail de thèse s’est axé sur l’étude des CSHs présentes dans les annexes embryonnaires que 

sont le SV et le Pl. Dans un premier temps, j’ai étudié et comparé dans ces deux organes la cinétique 

d'apparition et les propriétés fonctionnelles in vitro de trois populations déjà décrites dans la 

littérature comme enrichies en CSHs dans les différents sites/organes hématopoïétiques au cours du 

développement embryonnaire, et qui sont les populations CD34+ckithi, CD144+CD45+ et Sca-1+AA4.1+. 

Cette étude s’inscrit dans le cadre d’un projet plus global développé par l’équipe, qui vise à 

caractériser d’un point de vue fonctionnel et moléculaire les populations les plus enrichies en CSHs 

dans les sites d’émergence (AGM), d’émergence/amplification (SV) et dans les organes 

d’amplification (Pl) et d'amplification/maturation (FF). Elle est présentée dans la première partie des 

résultats. 

Dans la seconde partie de mon travail de thèse, j’ai utilisé deux modèles de souris transgéniques 

pour compléter les résultats acquis au niveau du Pl : 

1. Le modèle de souris transgénique VECR pour déterminer si les populations du Pl enrichies 

en CSHs ont toutes une origine endothéliale ou non. 
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2. Le modèle de souris Mpl-/- déficient en CSHs adultes, et pour lequel l’équipe de M. Souyri a 

mis en évidence un défaut de CSHs au cours de la mise en place de l’hématopoïèse définitive. En 

effet, les CSHs Lin-Sca-1+AA4.1+ présentent un défaut d’amplification et d’autorenouvellement au 

niveau du FF, et les CSHs du Pl présentent également un défaut d’autorenouvellement. Il est donc 

intéressant de comparer les propriétés fonctionnelles de la population le plus enrichie en CSHs dans 

le Pl de souris C57Bl6 et Mpl-/-, et de comparer par la suite les transcriptomes pour mettre en 

évidence des molécules régulatrices spécifiques de l’amplification des CSHs au niveau du Pl. 
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MATÉRIELS ET MÉTHODES 

 
PARTIE I - OBTENTION DES TISSUS 

1.1 - Accouplements contrôlés 

Les souris sont mises en accouplement durant une nuit, deux femelles pour un mâle. L'observation 

d'un bouchon vaginal au matin est caractéristique du coït ; ces femelles, potentiellement gestantes, 

sont isolées. A cet instant, le stade de développement est considéré comme étant E0.5. Au jour 

désiré, la gestation est confirmée soit par palpation pour les stades précoces (E9.5-E11.5), soit à l'œil 

nu pour les stades plus tardifs (E12.5-E14.5). Les souris sont sacrifiées par dislocation cervicale et les 

utérus sont placés en Phosphate Buffer Saline (Gibco) (PBS) 1X/SVF 2% (Sérum de Veau Fœtal, PAN 

Biotech GmbH) rincés avant dissection. Entre E9.5 et E11.5, le nombre de paires de somites des 

embryons est compté pour confirmer le stade.  

 

stade de développement E9.5 E10.5 E11.5 

paires de somites 20-25 30-35 40-45 

 

1.2 - Dissection 

Une membrane blanche appelée decidua est accolée au Pl. Cette membrane d’origine maternelle est 

minutieusement enlevée pour ne garder que la partie fœtale du Pl. Le SV est récupéré après avoir été 

séparé du Pl et de l’embryon (Figure 32). 
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A

B

+

C

placenta sac vitellin embryon

Figure 32: Étapes de dissection du placenta et du sac vitellin 

(A) L'embryon est récupéré enveloppé du SV et recouvert du Pl. (B) A l'aide de pinces fines, la 
partie maternelle du Pl nommée decidua (blanche et bleue) est peu à peu retirée. (C) Après avoir 
incisé le SV, l'embryon est écarté. Le Pl et le SV sont ensuite séparés. Il est à noter que la decidua 
peut être retirée après que le Pl ait été séparé du SV (Illustrations Sophie Gournet). 
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PARTIE II - MARQUAGES SUR COUPES 

2.1 - Congélation des tissus 

Les tissus disséqués sont fixés 40mn dans du formaldéhyde 3.5% préparé en PBS 1X, puis rincés 

quatre fois 10mn en PBS 1X sous agitation. Ils sont alors placés deux nuits à 4°C successivement en 

tampon phosphate 0.12M (NaH2PO4, H2O 23.2mM et Na2HPO4 95.1mM, pH 7.2) puis en tampon 

phosphate 0.12M/sucrose 15% pour une bonne cryoprotection des tissus. Une incubation d’1h30 à 

37°C en tampon phosphate 0.12M/sucrose 15%/gélatine 7.5% est ensuite effectuée. Durant ce 

temps, un socle est coulé à partir du même tampon au fond d’une coupelle et est durci à 4°C. Les 

tissus sont déposés sur ce socle et sont enrobés de tampon phosphate-sucrose-gélatine. Une fois 

figés, ils sont découpés et collés sur un socle en liège avec du Tissu Teck, orientés suivant l’axe désiré 

pour les coupes. De l’isopentane est refroidi à -80°C dans de l’azote liquide pour la congélation. Les 

blocs sont ensuite stockés à -80°C. 

 

2.2 - Coupes au cryostat 

La température de la chambre est réglée à -25°C et celle de l’objet à -23°C. Les coupes peuvent être 

linéaires ou sériées et ont une épaisseur de 10µm. Elles sont récupérées sur des lames SuperFrost et 

conservées à -20°C. 

 

2.3 - Coloration lacZ  

Celle-ci s’effectue soit in toto après fixation, soit sur des coupes de placentas congelées et 

dégélatinées. Dans ce deuxième cas, les lames sont séchées à l’air libre et la dégélatinisation se fait 

au bain-marie à 37°C durant 15mn dans du PBS 1X préchauffé. Un rinçage au PBS 1X est ensuite 

réalisé afin d'enlever la gélatine résiduelle et les coupes sont délimitées au Dakopen (feutre 

hydrophobe). Les tissus ou lames sont ensuite placés à 37°C dans le milieu de coloration contenant 

du 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside (Xgal), substrat de la β-galactosidase (β-gal) 

donnant un précipité de couleur bleue lors de son clivage par l’enzyme.  

Ce milieu est préparé dans du PBS 1X :  MgCl2      2mM 

      ferricyanure de potassium  5mM 

      ferrocyanure de potassium  5mM 

      triton X100    0.01% 
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Après avoir préchauffé cette solution à 37°C, 1mg/mL de Xgal (Euromedex) est ajouté. L’incubation 

dure de 2 à 3 heures, selon la vitesse d’apparition de la coloration. Les tissus sont rincés quatre fois 

10mn en PBS 1X. Les tissus colorés in toto sont ensuite congelés tel que décrit précédemment. 

 

Contre coloration à l’hématoxyline 

La solution d'hématoxyline est préparée dans de l'eau distillée avec : 

 Hématoxyline     3.3mM 

 Sodium iodate     0.5mM 

 Sulfate d'aluminium Al2(SO4)3, 18H20  13.2mM 

 Ethylène glycol     12.5% 

 Acide acétique glacial    0.01% 

Elle est filtrée avant chaque utilisation. Les lames y sont plongées 35-40s avant d'être rincées à l'eau 

courante, séchées à l'air libre, montées entre lame et lamelle avec de l'Entellan (Merck), milieu de 

montage rapide, puis observées au microscope optique (Nikon). 
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PARTIE III - MARQUAGES POUR CYTOMÉTRIE EN FLUX 

3.1 - Préparation des suspensions cellulaires 

Pour les Pl et SV murins 

Les Pl et SV sont prédissociés mécaniquement à travers une aiguille 18G avant de subir une 

dissociation enzymatique. Pour ce faire, ils sont resuspendus après centrifugation dans une solution 

de collagénase I 1.25mg/mL (Sigma) en PBS/SVF 10% à laquelle est ajoutée 50µg/mL de DNase I 

(DésoxyriboNucléase I, Sigma) afin d'éliminer les débris génomiques. L'incubation se fait au bain-

marie à 37°C durant 1h30 avec agitation à la main toutes les 15mn pour aider à la dissociation. Afin 

d’obtenir une suspension monocellulaire, les cellules sont passées deux fois successivement à travers 

des aiguilles 18G, 23G puis 26G. Les cellules ainsi obtenues sont ensuite lavées trois fois dans du 

milieu Dulbecco Modified Eagle Medium (Gibco) (DMEM)/SVF 10%. Les globules rouges (GR) sont 

ensuite lysés par une solution de Gey, préparée extemporanément dans de l'eau stérile à partir des 

solutions A 20%, B 5% et C 5%, dont les compositions sont les suivantes : 

 
- solution A (ajustée à pH 7.25)    - solution B

 NH4Cl   0.65M    MgCl2, 6H2O  20.7mM 

 (ajustée à pH 7.3) 

 KCl   24.8mM   MgSO4, 7H2O  5.68mM 

 Na2HPO4, 12H20 4.19mM   CaCl2, 2H2O  30.6mM 

 KH2PO4   0.83mM 

 Glucose  27.75mM  - solution C

        NaHCO3  0.27M 

 (ajustée à pH 8) 

 

Une incubation de 5mn dans la glace est réalisée puis les cellules sont lavées deux fois en DMEM/SVF 

10%. Après filtration sur tamis moléculaire 70µm (BD Falcon), les cellules sont comptées sur lame de 

Malassez après dilution d’un aliquot au 1/10 en PBS/acide acétique 2%, ce qui permet d'éliminer les 

GR restants. 

3.2 - Marquage FDG 

Le Fluorescein Di-β-D-Galactopyranoside (FDG) est un substrat fluorescent de la β-gal qui libère un 

composé fluorescent lors de son clivage par l’enzyme. Le principe de la réaction consiste en un choc 

osmotique (le FDG étant dilué dans de l’eau) rapide à 37°C. Une solution de FDG 10X est préparée en 

diluant 5mg de FDG (Molecular Probes) en poudre dans 76μL d’une solution composée pour moitié 
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d'EtOH (éthanol) et de Dimethyl Sulfoxide (DMSO, Sigma). Cette solution est elle-même diluée dans 

305μL d’eau milli-Q à 37°C, puis stockée à -20°C en aliquots de 50μL. Les cellules sont mises à 

40.106/mL en DMEM/SVF 10% pour procéder au marquage FDG.  

Un volume identique à celui utilisé pour la suspension cellulaire et constitué d’une solution de FDG 

dilué au 1/10 dans de l'eau préchauffée est ajouté aux cellules. Le marquage dure 1mn à 37°C et est 

stoppé immédiatement après par l'ajout d’un grand volume de milieu DMEM/SVF 10% froid. Les 

cellules sont ensuite laissées sur glace pendant au moins 30mn pour laisser le temps aux membranes 

plasmiques de se reconstituer. Après centrifugation, les cellules sont resuspendues dans du PBS/BSA 

0.5% (Sérum Albumine Bovine) froid pour ensuite être marquées avec les Ac adéquats. Par la suite, il 

est important de laisser les cellules dans la glace pour éviter que le marquage FDG redémarre et 

marque de façon aspécifique les cellules. 

 

3.3 - Immunomarquages 

Pour analyses par cytométrie en flux 

Ils sont réalisés grâce à des Ac directement couplés à des fluorochromes, sauf le CD144 qui est 

biotinylé selon le protocole du kit Fluoreporter Minibiotin XX protein labelling kit (Molecular Probes). 

Une étape de marquage à la SA (StreptAvidine) couplée soit au PE (PhycoErythrine), soit à l’APC-Cy7 

(AlloPhycoCyanine-Cyanine7) est alors ajoutée. Pour les autres Ac, ont été utilisés les fluorochromes 

suivants : PE, APC, FITC (Fluorescéine IsoThioCyanate), PE-Cy7, APC-Cy7, PB (Pacific Blue). Les 

dilutions d’Ac se font dans du PBS/BSA 0.5% pour éviter le marquage non spécifique. Les cellules sont 

réparties dans des puits de p96, centrifugées et resuspendues dans 25µL d'Ac dont les 

concentrations utilisées sont indiquées dans le tableau ci-dessous. 

Ac I Sca-1 AA4.1 CD34 ckit CD144 CD45 

clone D7 AA4.1 RAM34 2B8 11D4.1 30-F11 

couplage APC ; PE PE FITC ; 
eF660 

PE, PE-Cy7  AF647, PB, 
PE 

fournisseur Biolegend Biolegend eBio 
science 

Biolegend BD 
Pharmingen 

Biolegend 

concentration 
(µg/mL) 

2 2 5 ; 2 2 8 5 

 

L'incubation se fait sur glace à l'obscurité durant 20mn. Les cellules sont ensuite rincées par l'ajout de 

150µL de PBS/BSA 0.5% par puits. Avant le passage au cytomètre (FACS Calibur (Fluorescence 
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Activated Cell Sorting) ou LSR II), 1.5µL d’iodure de propidium (IP, Sigma) 1mg/mL sont ajoutés à 

chaque échantillon afin de marquer les cellules mortes. 

Pour les tris cellulaires 

Des marquages CD34/ckit, CD144/CD45, Sca-1/AA4.1, CD34/ckit/Sca-1/AA4.1, CD34/ckit/CD45/Sca-1 

ont été réalisés dans le but de récupérer ces différentes populations après tri. Selon les 

fluorochromes choisis, deux marqueurs de viabilité cellulaires ont été utilisés : le 7-AAD  

(7-Amino-Actinomycine D, Beckman Coulter) sur la base d’1µL pour 106 cellules, et le Dapi  

(4’,6-DiAmidino-2-PhenylIndole, Sigma) à 2µg/mL. Le 7-AAD est utilisé lors de l’utilisation du Pacific 

Blue. Le Dapi est utilisé lors de l’utilisation du PE-Cy7. Pour chacune de ces expériences, les simples 

marquages ainsi que le marquage isotypique sont réalisés en p96 à fond rond sur la base de  

30.000 cellules/puits, afin d’effectuer les réglages du trieur avant le tri proprement dit. Après 

centrifugation de la p96, les cellules sont resuspendues dans 25µL de PBS/BSA 0.5% auxquels sont 

ajoutés 1µL d’Ac. Quant au reste des cellules, elles sont resuspendues à 20.106 cellules/mL dans du 

PBS/BSA 0.5%. Les Ac sont utilisés suivant les concentrations finales indiquées dans le tableau ci-

après, en y ajoutant de la DNase 50µg/mL. 

 

Ac CD144 SA CD45 CD34 ckit Sca-1 AA4.1 

couplage biotine PE AF647 ; 
PB ; PE 

FITC ; 
AF660 

PE ; PE-CY7 ; 
APC-Cy7 

APC, PE PE 

concentration 
(µg/mL) 

20 1 25 25 ; 10 10 10 10 

 

L'incubation se fait sur glace à l'obscurité durant 30mn. Les Ac sont ensuite rincés dans les puits ainsi 

que dans le tube contenant les cellules à trier par l'ajout respectif de 150µL et 10mL de  

PBS/BSA 0.5%. Après centrifugation, les puits sont resuspendus dans 150µL et les cellules à 

107cellules/mL, DNase 100µg/mL. Les populations d'intérêt sont récupérées, après avoir été triées 

sur un FACS Vantage (BD) dans des tubes contenant 500µL de milieu LTC-IC (voir §4.1.1). Une fois les 

populations triées, leur potentiel hématopoïétique peut être testé soit in vitro soit in vivo comme 

décrit dans la partie IV. 
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PARTIE IV - MISE EN ÉVIDENCE DE LA PRÉSENCE DE 
CELLULES SOUCHES HÉMATOPOÏÉTIQUES 

4.1 - In vitro : cultures LTC-IC 

4.1.1 - Préparation du stroma de cellules MS5 

Les cellules MS5 (Itoh et al., 1989) se cultivent à 37°C, 5%CO2, dans du milieu αMEM/SVF20%, 

glutamine (glut) 2mM, pénicilline/streptomycine (P/S) respectivement à 100 U/mL et 100µg/mL. La 

préparation du stroma se fait en général la veille de l'expérience mais il est possible de le faire le 

matin même. Une flasque de MS5 confluentes de 75cm² est vidée de son milieu et rincée avec 5mL 

de PBS 1X. 2mL d'une solution de trypsine 0.05%/EDTA 0.02% (acide Ethylène Diamine Tétra 

Acétique, Gibco) sont ajoutés sur les cellules pour les décoller du plastique. L'incubation se fait à 37°C 

et dure 3mn environ. Des chocs répétés sur la flasque permettent d'achever l'action de l'enzyme et 

8mL de milieu αMEM (Gibco)/SVF 20% sont utilisés pour la stopper. Les cellules sont alors comptées 

sur lame de Malassez. Pour une p96 à fond plat, il est nécessaire de planter 3.000 cellules MS5 à 

raison de 100µL par puits dans du milieu LTC-IC. Le milieu LTC-IC utilisé est préparé dans du milieu 

IMDM (Iscove's Modified Dulbecco's Medium, Gibco) complémenté comme suit :   

SVF      12.5% 

sérum de cheval   12.5% 

 acide ascorbique   0.5mg/L 

 myoinositol    37mg/L 

 acide folique    10mg/L 

Extemporanément sont ajoutés du β-mercaptoéthanol 50µM (βme, Sigma) et de l'hydrocortisone 

1µM (Sigma). 

 

4.1.2 - Ensemencement des populations 

Les suspensions cellulaires sont ensemencées en dilution limite sur le stroma pré-établi, à raison de 

100µL par puits. Pour ce faire, un minimum de huit dilutions est préparé avec, dans la mesure du 

possible, au moins huit puits par dilution. La concentration pour la première colonne de la plaque est 

définie dans la mesure du possible à 3.000 cellules/puits. Chaque colonne suivante voit ensuite sa 

concentration diluée de moitié par rapport à celle qui la précède. 
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4.1.3 - Entretien des cultures et calcul de fréquence 

Le nombre de puits contenant des Cobblestone Area-Forming Cell (CA-FC), et/ou des Cellules 

Hématopoïétiques (CHs), est comptabilisé chaque semaine durant cinq semaines. Les cellules sont 

renourries une fois par semaine après lecture : 100µL du surnageant de chaque puits sont remplacés 

par une même quantité de milieu LTC-IC frais. Grâce aux données recueillies par la lecture des 

plaques à J35, il est possible grâce à la loi statistique de Poisson utilisée dans le programme L-Calc de 

StemCell Technologies Inc. de déterminer une fréquence de LTC-IC pour la population d’étude. Cette 

loi établit que, pour une quantité N de cellules ensemencées par puits, la fréquence de LTC-IC 

correspond à 1/N lorsque 37% des puits sont négatifs. Grâce à la cellularité de l’organe au stade 

étudié, le nombre de LTC-IC contenu dans cette population peut être déduit. Des calculs similaires à 

J7 permettent d’évaluer le nombre de précurseurs hématopoïétiques au sein de la population 

d’étude. 

 

4.2 - In vitro : cultures sur cellules AFT024 

Dans le but de tester à court terme l’éventuelle évolution phénotypique et/ou fonctionnelle des 

populations CD34+ckithi et Sca-1+AA4.1+ du Pl une fois en contact avec un stroma de FF, nous avons 

utilisé la lignée de cellules AFT024 issues de FF E14.5 (Moore et al., 1997a). Ces cellules se cultivent à 

33°C, 5%CO2, dans du milieu DMEM/SVF10%, 50µM βme, glut 2mM, P/S respectivement à 100 U/mL 

et 100µg/mL. Les boîtes de Pétri 6cm servant à l’établissement du stroma sont préalablement 

coatées à la gélatine 0.1% (Sigma) pendant 20mn à 37°C. Les cellules AFT024 confluentes sont 

trypsinées puis comptées (voir §4.1.1). Pour une boîte de Pétri 6cm, il est nécessaire de planter 

100.000 cellules par boîte dans du milieu LTC-IC. Les populations triées à tester sont ensemencées 

sur le stroma  à raison de 20.000 ou 30.000 cellules par boîte. Après 2, 4 ou 9 jours de coculture, le 

tapis est récupéré. Après dissociation, les cellules sont analysées par cytométrie en flux pour les 

marqueurs CD34, ckit, Sca-1, AA4.1 et CD45. 

 

4.3 - In vivo : reconstitution hématopoïétique à long terme 

Différentes quantités de populations issues de souris CD45.2 sont injectées par voie intraveineuse 

dans le plexus veineux rétro-orbital de souris CD45.1 (voir §1.3 de l’introduction) préalablement 

irradiées létalement à 9 Gray (Gy). Pour la radioprotection à court terme des souris, 7.105 cellules de 

rate CD45.1 sont injectées simultanément. Des souris témoins sont irradiées mais non injectées et 

doivent mourir dans un délai de dix à quinze jours. Six semaines plus tard, le sang des souris 
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survivantes est prélevé et les globules rouges sont lysés dans 5mL de solution de Gey précédemment 

décrite. Des marquages CD45.2-biot (biotinylé) et CD45.1-APC sont ensuite effectués. Après 30mn 

d'incubation, une étape de SA-PE est réalisée pour compléter le marquage CD45.2-biot. Après 

analyse par cytométrie en flux, il est possible de déterminer un pourcentage de reconstitution 

hématopoïétique selon la formule suivante : % CD45.2/(% CD45.1 + % CD45.2) x 100. Une souris est 

considérée comme reconstituée si son pourcentage de reconstitution dépasse 5%. Seize à vingt 

semaines après la greffe primaire, la participation des cellules CD45.2 aux différents lignages 

hématopoïétiques des cellules du sang périphérique, de la rate, du thymus et de la MO est 

déterminée. Par ailleurs, 5.105 cellules de la moelle totale sont réinjectées dans de nouvelles souris 

CD45.1 létalement irradiées dans le but de tester le potentiel d’autorenouvellement des CSHs issues 

de la population CD45.2 injectée au départ. 
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RÉSULTATS 

 

PARTIE I - CARACTÉRISATION DES POPULATIONS ENRICHIES 
EN CELLULES SOUCHES HÉMATOPOÏÉTIQUES DANS LES 

ANNEXES EMBRYONNAIRES AU COURS DU DÉVELOPPEMENT 
DE LA SOURIS 

 

Comme nous l’avons vu dans l’introduction, différents sites et organes hématopoïétiques 

embryonnaires participent à la mise en place des CSHs définitives. Chacun possède un rôle particulier 

puisque l'AGM est un site d'émergence de progéniteurs hématopoïétiques/CSHs, le SV est un site 

d'émergence/amplification, le Pl est un organe d'amplification et enfin le FF constitue un organe 

d'amplification et de maturation hématopoïétique. Différentes combinaisons de marqueurs de 

surface ont été utilisées pour isoler des populations cellulaires enrichies en CSHs dans les différents 

sites et organes hématopoïétiques au cours du développement. Pour autant, aucune comparaison 

entre les potentiels hématopoïétiques de ces différentes populations n’a été réalisée. Pour pallier ce 

manque, l'équipe de M. Souyri s'est attachée à réaliser cette comparaison pour trois populations 

principales à savoir CD34+ckithi, CD144+CD45+ et Sca-1+AA4.1+. Pour mémoire, la population 

CD34+ckithi a été décrite comme étant enrichie en CSHs dans l'AGM E11.5 (Sanchez et al., 1996), le SV 

E9.5 (Yoder et al., 1997a) et le Pl E12.5 (Gekas et al., 2005) ; la population CD144+CD45+ a 

principalement été décrite au niveau de la région AGM E11.5, du SV E12.5  et du FF E13.5 (Taoudi et 

al., 2005) ; enfin, la population Sca-1+AA4.1+ est la population de CSHs de référence du FF E14.5 

(Jordan et al., 1995). Cette étude comparative vise à définir si les populations les plus enrichies en 

CSHs dans l’AGM, le SV, le Pl et le FF expriment ou non les mêmes marqueurs de surface.  

Ma contribution dans ce projet a concerné les annexes extra-embryonnaires que sont le SV et le Pl. 

Dans le but d'approfondir la connaissance du potentiel hématopoïétique des trois populations 

précédemment décrites dans ces deux organes, plusieurs volets d'étude sont abordés dans cette 

Partie I. Dans un premier temps, j'ai réalisé une étude de la cinétique d'apparition et d'évolution de 

ces populations au cours du développement de ces annexes par cytométrie en flux, pour ensuite 

analyser les niveaux d'imbrications des différentes populations entre elles. Enfin, j'ai étudié et 

comparé in vitro leurs potentiels hématopoïétiques. Pour cette dernière partie, j'ai reporté les 

résultats obtenus en parallèle par L. Petit dans l'équipe pour l'AGM et le FF. 
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1.1 - Étude cinétique d'apparition des populations CD34+ckithi, 
CD144+CD45+ et Sca-1+AA4.1+ dans le SV et le Pl par cytométrie 
en flux 

 

Le sac vitellin 

Au fur et à mesure de la croissance de l'embryon, la quantité de cellules présentes au sein du SV 

augmente rapidement. Sans compter les globules rouges, le SV possède 270.000 cellules à E10.5 

(Figure 33). Entre E10.5 et E12.5, ce nombre double pratiquement chaque 24h et à E12.5, le SV 

comporte environ 850.000 cellules. Durant ce laps de temps, les populations CD34+ckithi, 

CD144+CD45+ et Sca-1+AA4.1+ sont plus ou moins présentes au sein du SV et j’ai étudié par 

cytométrie en flux leur cinétique d'apparition (Figures 34 et 35). Aussi bien en pourcentage qu'en 

nombre de cellules par SV, la population CD34+ckithi à E10.5 est 8 fois plus représentée que la 

population CD144+CD45+. A E11.5, stade au cours duquel l'activité hématopoïétique est importante 

au niveau du SV, la tendance s'inverse et le pourcentage de la population CD144+CD45+ est 2,2 fois 

plus élevé que celui de la population CD34+ckithi (respectivement 2,82% et 1,29%). Néanmoins, 

lorsque ces pourcentages sont rapportés à un nombre de cellules par SV, chacune de ces deux 

populations comporte environ 4.000 cellules. Au même stade, la population Sca-1+AA4.1+ est 

pratiquement inexistante puisqu'elle ne représente que 0,17% des cellules du SV, ce qui correspond 

seulement à 585 cellules. A E12.5, la population Sca-1+AA4.1+ est toujours très faiblement présente 

(0,17%). Au même stade, le pourcentage de la population CD34+ckithi a diminué de 1,5 fois passant 

de 1,29% à 0,85% tandis que celui de la population CD144+CD45+ a augmenté, passant de 2,82% à 

3,45%. Le nombre de cellules CD144+CD45+ augmente de 2,5 fois entre E11.5 et E12.5. Il est 

intéressant de noter que cette augmentation correspond à la deuxième vague d’hématopoïèse 

décrite au niveau du SV, qui contient une population de CSHs à partir d’E11.5. 
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Figure 33 : Évolution de la cellularité du sac vitellin C57Bl6 entre 

E10.5 et E12.5 

avec n, nombre d’expériences réalisées. 
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Figure 34 : Étude cinétique des populations CD34+ckithi, 

CD144+CD45+ et Sca-1+AA4.1+ au cours du développement du sac 

vitellin de souris C57Bl6 (E10.5à E12.5) 
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Figure 35 : Étude cinétique des populations CD34+ckithi, 

CD144+CD45+ et Sca-1+AA4.1+ au cours du développement du sac 

vitellin de souris C57Bl6 (E10.5à E12.5) 

(A) en pourcentages. (B) en nombre de cellules pour une population donnée 
par SV. 



RÉSULTATS 

Partie I : Caractérisation des populations enrichies en CSHs dans les annexes embryonnaires au cours du 
développement de la souris 

   114 

 

Le placenta 

Entre E10.5 et E12.5, le Pl évolue de façon similaire au SV et leurs cellularités respectives sont 

quasiment identiques (Figure 36). A E10.5, soit 24h après sa formation, le Pl possède déjà 280.000 

cellules. Entre E10.5 et E14.5, ce nombre s’amplifie de plus de cinq fois, atteignant les 5.500.000 

cellules. En ce qui concerne les trois populations d'intérêt à E11.5 et E12.5, stades durant lesquels 

l’activité hématopoïétique est maximale dans le Pl, la population Sca-1+AA4.1+ est la plus représentée 

et représente respectivement 6,66% et 10,42% des cellules du Pl, soit 6.980 et 22.013 cellules 

(Figures 37 et 38). A E12.5, elle est 4,5 fois plus présente que la population CD34+ckithi et 5 fois plus 

présente que la population CD144+CD45+. Entre E10.5 et E12.5, les populations CD34+ckithi et 

CD144+CD45+ sont représentées de façon égale au sein du Pl. La population CD34+ckithi atteint un 

maximum à E12.5 (2,30% soit 5.679 cellules par Pl) puis tend à disparaître puisqu'à E14.5, elle ne 

représente plus que 0,18% des cellules du Pl soit seulement 397 cellules. En revanche la population 

CD144+CD45+ reste présente dans le Pl tout au long des stades étudiés. Alors qu'elle s'amplifie de 1,9 

fois entre E10.5 et E11.5, elle reste stable entre E11.5 et E13.5 aux alentours de 2%. Entre E13.5 et 

E14.5, au moment où le Pl perd son activité hématopoïétique, elle s'amplifie à nouveau de 2,1 fois. 

Lorsque les pourcentages sont rapportés en nombre de cellules par Pl, cette population CD144+CD45+ 

s’amplifie d’environ 22 fois entre E10.5 et E14.5, passant de 859 à 18.560 cellules.  

Au vu de ces résultats, plusieurs questions peuvent être soulevées. L'amplification de cellules 

CD144+CD45+ entre E10.5 et E14.5 dans le Pl est-elle due à un afflux de cellules arrivant par la 

circulation sanguine ou a-t-elle lieu au sein même du Pl ? Dans ce dernier cas, est-elle liée à l’activité 

résiduelle visualisée au niveau des gros vaisseaux de la plaque chorionique ? 
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Figure 36 : Évolution de la cellularité du placenta C57Bl6 entre E10.5 

et E14.5 
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Figure 37 : Étude cinétique des populations CD34+ckithi, CD144+CD45+ et  

Sca-1+AA4.1+ au cours du développement du placenta de souris C57Bl6 (E10.5 à 

E14.5) 
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Figure 38 : Étude cinétique des populations CD34+ckithi, CD144+CD45+ et 

Sca-1+AA4.1+ du Pl (E10.5 à E14.5) 

(A) en pourcentages. (B) en nombre de cellules pour une population donnée par 
placenta. 
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1.2 - Relations des populations les unes par rapport aux autres 
au cours du développement du SV et du Pl 

Dans l'optique d’affiner l’étude des populations CD34+ckithi, CD144+CD45+ et Sca-1+AA4.1+, j'ai 

également analysé comment elles s’imbriquaient les unes par rapport aux autres dans le SV et le Pl à 

E11.5 et E12.5.  

 

Le sac vitellin 

Comme nous l’avons vu plus haut, la population CD144+CD45+ du SV E11.5 est majoritairement 

représentée par rapport aux deux autres populations à E11.5, la population Sca-1+AA4.1+ étant 

extrêmement minoritaire (Figure 39). Ces proportions sont conservées à E12.5. De façon générale, 

les trois populations d’étude se recoupent très peu à E11.5 et ont même tendance à s’exclure encore 

un peu plus à E12.5. Il est intéressant de noter qu’à E11.5 et E12.5, la grande majorité des cellules 

CD45+ du SV exprime le marqueur endothélial CD144 (voir profil cytométrique CD144/CD45, Figure 

34) alors que dans le Pl à E11.5 et E12.5, seulement une minorité des cellules CD45+ sont CD144+ 

(voir profil cytométrique CD144/CD45, Figure 37). 

 

Le placenta 

A E11.5 comme à E12.5, la population Sca-1+AA4.1+ est de loin la plus représentée des trois (Figure 

40). A E11.5, environ un tiers des populations CD34+ckithi et CD144+CD45+ exprime également le 

phénotype Sca-1+AA4.1+ (respectivement 25,93% et 30,82%). A E12.5, plus de la moitié de la 

population CD144+CD45+ (52,3%) est Sca-1+AA4.1+. Une légère augmentation d’imbrication est 

également observée pour la population CD34+ckithi qui est à 32,19% Sca-1+AA4.1+.  

L’étude de la fraction hématopoïétique contenue dans les populations CD34+ckithi et Sca-1+AA4.1+ à 

E11.5 et E12.5 a permis de mettre en évidence certaines différences (Figure 41). Alors que la 

population CD34+ckithi possède une forte composante hématopoïétique, de l’ordre de 90 à 95% à 

E12.5, seulement 10% environ de la population Sca-1+AA4.1+ exprime le marqueur hématopoïétique 

CD45. La population Sca-1+AA4.1+ possède en fait une composante endothéliale très importante, à 

E11.5 comme à E12.5 (80% environ des cellules Sca-1+AA4.1+ sont CD144+CD45-). 
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Figure 39 : Pourcentages d'imbrications des populations CD34+ckithi, CD144+CD45+ et 

Sca-1+AA4.1+ (SA) dans le SV C57Bl6 

(A) Profils cytométriques illustrant l’analyse à E11.5. (B) Imbrications à E11.5, n=3. (C) E12.5, n=4. 
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Figure 40 : (A) Pourcentages d'imbrications des populations CD34+ckithi, CD144+CD45+ et 

Sca-1+AA4.1+ (SA) dans le Pl C57Bl6 

(A) Profils cytométriques illustrant l’analyse à E11.5. (B) Imbrications à E11.5, n=3. (C) E12.5. Pour les 
populations CD34+ckithi et SA, n=6 ; pour la population CD144+CD45+, n=2.  
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Figure 41 : Étude de la fraction hématopoïétique des populations 

CD34+ckithi et Sca-1+AA4.1+ 

Pourcentages de la fraction CD45+ des populations CD34+ckithi (A) et Sca-1+AA4.1+ 

(B) à E11.5 et à E12.5. Les contrôles négatifs apparaissent en gris. 
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1.3 - Étude du potentiel hématopoïétique in vitro des 
populations CD34+ckithi, CD144+CD45+ et Sca-1+AA4.1+ dans le 
SV et le Pl au cours du développement embryonnaire 

Afin de comparer le potentiel hématopoïétique des populations CD34+ckithi, CD144+CD45+ et  

Sca-1+AA4.1+ dans chacune des deux annexes embryonnaires, j’ai trié ces populations à différents 

stades du développement (entre E10.5 et E14.5) et j'ai réalisé des tests LTC-IC. Au bout de 35 jours 

de culture, une fréquence et un nombre de LTC-IC ont été déterminés pour chacune des populations. 

Ainsi que je l'ai signalé dans l'introduction de ce chapitre, ce travail s’inscrit dans un projet plus global 

au sein de l'équipe, et une étude similaire a été réalisée par L. Petit au niveau de l’AGM et du FF. Je 

rapporterai donc ici l'ensemble des résultats, ce qui permettra d'avoir une vision d’ensemble des 

populations les plus enrichies en LTC-IC dans les sites et organes hématopoïétiques embryonnaires, 

et de conclure.  

 

La région AGM 

Dans l’AGM, un pic d'activité hématopoïétique est observé à E11.5 (Figure 42). Entre E10.5 et E12.5, 

la population CD144+CD45+ possède la meilleure fréquence de LTC-IC, laquelle semble rester stable 

au fil du temps puisqu'à E10.5, 1 cellule sur 227 correspond à une LTC-IC, 1 sur 253 à E11.5 et 1 sur 

320 à E12.5. Toutefois à E11.5, la population CD34+ckithi présente un potentiel hématopoïétique 

similaire à celui de la population CD144+CD45+, et ce aussi bien en fréquence de LTC-IC qu'en nombre 

de LTC-IC par population. A ce stade, la population Sca-1+AA4.1+ a un très faible potentiel 

hématopoïétique (fréquence de 1/2.286). A E12.5, malgré le fait que la population CD144+CD45+ 

présente une fréquence de LTC-IC 37 fois supérieure à celle de la population CD34+ckithi, le nombre 

de LTC-IC contenue dans chacune de ces deux populations est identique (environ 0,4).  

Nous noterons qu'avec nos analyses in vitro à E11.5, nous avons pu mettre en évidence le même 

nombre de LTC-IC par AGM que le nombre de CSHs par AGM déterminé par Kumaravelu et al. (2002) 

et Gekas et al. (2005) in vivo par des reconstitutions hématopoïétiques dans des souris létalement 

irradiées, ce qui valide notre approche. En effet, alors que nos résultats indiquent que les 

populations CD144+CD45+ et CD34+ckithi contiennent chacune environ 1 LTC-IC à E11.5, Kumaravelu 

et al. et de Gekas et al. montrent que l’AGM E11.5 contient entre 1 et 2 CSHs. 
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Figure 42 : Fréquences et nombres de LTC-IC présentes dans les 

populations CD34+ckithi, CD144+CD45+ et Sca-1+AA4.1+ de la région 

AGM entre E10.5 et E12.5 

(A) Profils cytométriques illustrant le tri à E11.5. Résultats obtenus au bout de 
35 jours de coculture sur cellules MS5 en fréquence (B) et en nombre (C) de 
LTC-IC par population. 
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Le sac vitellin 

Dans le SV, seules les populations CD34+ckithi et CD144+CD45+ ont été étudiées car la population  

Sca-1+AA4.1+ est pratiquement inexistante (Figures 34 et 35). Le pic d'activité hématopoïétique est 

également observé à E11.5 et la population CD144+CD45+ présente alors la meilleure fréquence en 

LTC-IC (Figure 43). En effet, 1 cellule CD144+CD45+ sur 1.138 correspond à une LTC-IC à E11.5. Cette 

fréquence est six fois plus élevée que celle obtenue pour la population CD34+ckithi au même stade 

(1/7.193). Ainsi, la population CD144+CD45+ contient 11 fois plus de LTC-IC que la population 

CD34+ckithi (4,5 LTC-IC vs 0.4 - p<0.1%). Là encore, nos résultats sont en accord avec les données in 

vivo de Kumaravelu et al. et de Gekas et al. qui indiquent que le SV E11.5 contient entre 1 et 2 CSHs à 

E11.5. Alors qu'un jour plus tôt (E10.5), les populations CD144+CD45+ et CD34+ckithi possèdent déjà 

une légère activité hématopoïétique détectable avec une fréquence de l'ordre de 1/4.000, elles n'en 

possèdent pratiquement plus à E12.5.  

Le placenta 

Le Pl présente un pic d'activité hématopoïétique à E12.5 (Figure 44). A ce stade, la population 

CD34+ckithi possède la meilleure fréquence en LTC-IC (1/237). Entre E10.5 et E12.5, cette fréquence 

augmente de 5,7 fois. A E13.5, seule 1 cellule CD34+ckithi sur 1.384 est une LTC-IC et passé ce stade, 

la fréquence de LTC-IC détectée est extrêmement faible. Bien que cinq fois moins enrichie en LTC-IC à 

E12.5 que ne l'est la population CD34+ckithi, la population CD144+CD45+ possède tout de même un 

potentiel hématopoïétique manifeste détectable avec une fréquence de l'ordre de 1/1.005. Entre 

E11.5 et E14.5, entre 2 et 7 LTC-IC sont détectées au sein de cette population. Il est intéressant de 

noter qu'à E11.5, début d'une forte activité hématopoïétique dans le Pl, les populations CD144+CD45+ 

et CD34+ckithi possèdent une fréquence et un nombre de LTC-IC similaires. Les résultats de fréquence 

et nombre de LTC-IC pour la population CD144+CD45+ indiquent que tant que cette population est 

produite (voir §1.1), elle possède une activité hématopoïétique constante. Enfin, la population  

Sca-1+AA4.1+ ne possède aucune activité hématopoïétique détectable in vitro à E11.5 et E12.5, pas 

même en termes de progéniteurs hématopoïétiques puisqu'aucune CA-FC n'a pu être observée après 

7 jours de culture sur cellules MS5. Ceci peut s'expliquer par le fait que la population Sca-1+AA4.1+ est 

seulement à 10% hématopoïétique et possède une composante endothéliale d'environ 80% (voir 

§1.2). 
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Figure 43 : Fréquences et nombres de LTC-IC présentes dans les 

populations CD34+ckithi, CD144+CD45+ et Sca-1+AA4.1+ du SV entre 

E10.5 et E12.5 

(A) Profils cytométriques illustrant le tri à E11.5. Résultats obtenus au bout 
de 35 jours de coculture sur cellules MS5 en fréquence (B) et en nombre (C) 
de LTC-IC par population. * : p<0.1%, test de Mann-Whitney. 
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Figure 44 : Fréquences et nombres de LTC-IC présentes dans les 

populations CD34+ckithi, CD144+CD45+ et Sca-1+AA4.1+ du Pl entre 

E10.5 et E14.5 

(A) Profils cytométriques illustrant le tri à E12.5. Résultats obtenus au bout 
de 35 jours de coculture sur cellules MS5 en fréquence (B) et en nombre (C) 
de LTC-IC par population. * : p<0.1%, test de Mann Whitney. 



RÉSULTATS 

Partie I : Caractérisation des populations enrichies en CSHs dans les annexes embryonnaires au cours du 
développement de la souris 

   127 

 

Le foie fœtal 

Le pic d'activité hématopoïétique du FF est observé à E14.5 (Figure 45). A ce stade, la population  

Sca-1+AA4.1+ présente la meilleure fréquence de LTC-IC (1/33) et contient un nombre important de 

LTC-IC (150 environ). A E11.5, la population CD144+CD45+ présente une fréquence de LTC-IC de 

1/1.250, fréquence plus importante que celles obtenues pour les populations Sca-1+AA4.1+ (1/2.000) 

et CD34+ckithi (1/5.000). Un jour plus tard à E12.5, les populations Sca-1+AA4.1+ et CD144+CD45+ 

présentent deux fréquences de LTC-IC similaires (1/687 environ). Toutefois, lorsque ces fréquences 

sont rapportées à un nombre de LTC-IC, les résultats indiquent que la population CD144+CD45+ E12.5 

possède 7 LTC-IC alors que les populations Sca-1+AA4.1+ et CD34+ckithi n'en possèdent que 4 environ. 

A E14.5, la population Sca-1+AA4.1+ semble prendre le relai de la population CD144+CD45+. A tous les 

stades, la population CD34+ckithi est celle qui présente la plus faible fréquence de LTC-IC, 

contrairement à ce qui a été observé dans le Pl. 

 

En résumé nos résultats indiquent qu'à E11.5, moment du pic d'émergence de CSHs, la population la 

plus enrichie en LTC-IC dans le SV possède le phénotype CD144+CD45+ (Figure 46 et Tableau 4). Elle 

est suivie de près par la population CD34+ckithi dans l'AGM et le Pl. Au moment de l'amplification des 

CSHs, les combinaisons de marqueurs de surface exprimées par les populations les plus enrichies en 

LTC-IC sont différentes selon l'organe considéré : la population CD34+ckithi est la plus enrichie en  

LTC-IC dans le Pl E12.5 alors que dans le FF E14.5, la population Sca-1+AA4.1+ présente une activité 

hématopoïétique bien supérieure aux deux autres populations d'étude. 
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Figure 45 : Fréquences et nombres de LTC-IC présentes dans les 

populations CD34+ckithi, CD144+CD45+ et Sca-1+AA4.1+ du FF entre 

E10.5 et E14.5 

(A) Profils cytométriques illustrant le tri à E14.5. Résultats obtenus au bout 
de 35 jours de coculture sur cellules MS5 en fréquence (B) et en nombre (C) 
de LTC-IC par population. 
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Figure 46 : Populations les plus enrichies en LTC-IC dans les différents sites et 

organes hématopoïétiques au cours du développement embryonnaire de la souris 

 

 

 

Tableau 4 : Nombres de LTC-IC et de LT-CSHs par organe entre 

E11.5 et E14.5 

Quantités de LTC-IC déterminées pour les populations CD34+ckithi (en rose), 
CD144+CD45+ (en vert) et Sca-1+AA4.1+ (en rouge) dans chaque site et 
organe hématopoïétique. 
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1.4 - Placenta et foie fœtal, deux organes d'amplification avec 
des rôles différents ? 

Dans les deux organes principaux d'amplification/maturation des CSHs (Pl et FF), il semblerait donc 

que les populations les plus enrichies en CSHs n'expriment pas les mêmes combinaisons de 

marqueurs de surface. Or, les pics d'activité hématopoïétique de ces deux organes n'ont pas lieu 

simultanément puisqu'à E12.5 dans le Pl, cette activité est au plus haut alors que dans le FF au même 

stade, l'amplification des CHs/CSHs ne fait que débuter. Par ailleurs, Gekas et al. (2005) avaient 

montré que le Pl diffère du FF d'un point de vue qualitatif. En effet, le microenvironnement du Pl est 

capable d'amplifier et de maintenir un contingent de CSHs pluripotentes sans déclencher leur 

différenciation vers les lignages myéloïde et érythroïde, alors que les cellules de la niche du FF en 

revanche supportent activement la différenciation érythro-myéloïde durant la phase d'amplification 

hématopoïétique. Les auteurs ont ainsi émis l'hypothèse que le Pl pourrait représenter une niche 

pré-hépatique dans laquelle les progéniteurs hématopoïétiques/CSHs subissent une "pré-

amplification" sans s'engager dans leur processus de différenciation. 

Au vu de cette hypothèse, nous avons comparé les degrés d'imbrication des populations CD34+ckithi 

et Sca-1+AA4.1+ dans le Pl et le FF à E12.5 (Figure 47). Dans le Pl, la population CD34+ckithi est 4,5 fois 

moins représentée que la population Sca-1+AA4.1+, et seulement 30 à 40% des cellules CD34+ckithi 

expriment le phénotype Sca-1+AA4.1+. En revanche dans le FF E12.5, c'est la population Sca-1+AA4.1+ 

qui est moins représentée que la population CD34+ckithi (3,6 fois moins, 4% et 14,4% 

respectivement). Cependant, elle est pratiquement totalement incluse dans la population  

Sca-1+AA4.1+ (90 à 95% - Figure 47). Il est intéressant de noter qu'à ce stade, la population 

CD144+CD45+ ne représente que 0,4% des cellules du FF. Etant donné que les CSHs du Pl vont 

coloniser le FF, ces différences soulèvent deux questions principales : 
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Figure 47 : Relations entre les populations CD34+ckithi et Sca-1+AA4.1+ (SA) du Pl et du 

FF à E12.5 

Degrés d’imbrication des populations CD34+ckithi, CD144+CD45+ et SA (à gauche). Pourcentages de 
la fraction SA de la population CD34+ckithi pour le Pl et pourcentages de la fraction CD34+ckithi de 
la population SA pour le FF.  
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1. La fraction CD34+ckithiSca-1+AA4.1+ du Pl E12.5 est-elle plus enrichie en LTC-IC que la population 

CD34+ckithi ? 

Afin de répondre à cette question, nous avons trié les populations CD34+ckithiSca-1+AA4.1+, 

CD34+ckithiSca-1+AA4.1- et CD34+ckithiSca-1- du Pl E12.5, et réalisé des tests LTC-IC. Cette dernière 

population se révèle être à 98% AA4.1+. Les fréquences de LTC-IC obtenues correspondent 

respectivement à 1/2.857, 1/333 et 1/2.500. Ces résultats indiquent que l'ajout du phénotype  

Sca-1+AA4.1+ n'améliore pas le potentiel hématopoïétique de la population CD34+ckithi. En effet, la 

fréquence obtenue pour la population CD34+ckithiSca-1+AA4.1+ est 12 fois plus faible que celle 

obtenue pour la population CD34+ckithi seule (1/237), ce qui laisse penser qu’elle correspondrait 

plutôt à une population enrichie en progéniteurs hématopoïétiques qu’en CSHs. Par ailleurs, le 

potentiel hématopoïétique de la population CD34+ckithi est principalement retrouvé dans la fraction 

Sca-1+AA4.1- et n'est donc pas lié à l'expression du marqueur AA4.1. En revanche, il semble être lié à 

l'expression du marqueur Sca-1.  

Des analyses par cytométrie en flux ont montré que l’expression du marqueur Sca-1 augmente dans 

la population CD34+ckithi entre E11.5 et E12.5 (Figure 48). Alors que la fraction Sca-1+ de la 

population CD34+ckithi ne représente que 14,42% à E11.5, elle représente 59,04% à E12.5. 

Nous avons donc affiné les tris et isolé les populations CD34+ckithiSca.1hiAA4.1+,  

CD34+ckithiSca-1medAA4.1+, CD34+ckithiSca-1+AA4.1- et CD34+ckithiSca-1-AA4.1- du Pl E12.5. Les 

résultats confirment ceux obtenus précédemment puisque le potentiel hématopoïétique le plus 

élevé est retrouvé dans la population CD34+ckithiSca-1+AA4.1-. De même que pour l'expérience 

précédente, la fréquence de LTC-IC obtenue est similaire à celle obtenue pour la population 

CD34+ckithi seule. 

En résumé, l’expression du marqueur Sca-1 augmente dans la population CD34+ckithi du Pl 

entre E11.5 et E12.5 mais l’ajout de ce marqueur ne permet pas d'améliorer la fréquence 

de LTC-IC obtenue à E12.5. 
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Figure 48 : Augmentation de l’expression du marqueur Sca.1 dans 

la population CD34+ckithi du Pl entre E11.5 et E12.5 

E11.5, n=3. E12.5, n=6. Pourcentage de la fraction Sca-1+ de la 
population CD34+ckithi. Les contrôles négatifs apparaissent en gris. 

 
2. La population CD34+ckithi du Pl E12.5 acquiert-elle le phénotype Sca-1+AA4.1+ lors de son passage 

dans le FF ? 

Dans le but d'étudier l'évolution phénotypique de la population CD34+ckithi du Pl E11.5 une fois au 

contact du microenvironnement du FF, nous avons cocultivé par deux fois cette population sur un 

stroma de cellules AFT024, lignée cellulaire supportrice de l'hématopoïèse générée à partir de 

cellules de FF E14.5 (Moore et al., 1997a). Dès 2 jours de culture (J2), le phénotype CD34+ckithi et  

Sca-1+AA4.1+ est perdu. Une population Sca-1+AA4.1+ réapparaît à J4 et est capable de s'amplifier 

fortement en culture jusqu'à J9 (Figure 49). Par ailleurs, il apparaît clairement qu'au contact d'un 

stroma de cellules de FF, les cellules ensemencées sont capables de produire une grande quantité de 

CHs CD45+. Ces CHs sont observables dès J2 et comme le montre la figure 49C, leur nombre 

augmente de 18 fois entre J2 et J4. Durant le même laps de temps, la population Sca-1+AA4.1+ 

s'amplifie de 25 fois. Afin de confirmer le caractère immature de cette population Sca-1+AA4.1+ issue 

de la culture, il sera nécessaire de l'isoler et de tester son potentiel en LTC-IC in vitro ainsi que son 

potentiel de reconstitution hématopoïétique. 
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Figure 49 : Évolution de la population CD34+ckithi issue de Pl E11.5 après 

ensemencement sur cellules AFT024 

A différents temps de culture, la présence de cellules CD34+ckithi et Sca-1+AA4.1+ a été étudiée 
parmi les CHs CD45+. Les analyses correspondantes sont illustrées à J4 en (A). L'évolution du 
nombre de CHs CD45+ produite a été déterminée (B et C, à gauche). Parmi les cellules CD45+, 
l’évolution du nombre de cellules Sca-1+AA4.1+ est également reportée (B et C, à droite).  
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1.5 - Conclusion et perspectives 

Au niveau du SV, les résultats de notre étude indiquent que la population CD144+CD45+ possède un 

potentiel hématopoïétique dès E11.5, soit un jour plus tôt que précédemment annoncé par Taoudi et 

al. qui ont montré que cette population isolée à E12.5 est capable de reconstituer le système 

hématopoïétique d'une souris létalement irradiée (Taoudi et al., 2005).  

En accord avec les résultats de Gekas et al. (Gekas et al., 2005), les fréquences de LTC-IC que nous 

avons obtenues montrent que la population CD34+ckithi du Pl E12.5 est fortement enrichie en CHs 

immatures. La quantité de LTC-IC au sein de cette population s'amplifie de 10 fois entre E11.5 et 

E12.5. Selon les données de la littérature actuelle, cette amplification a lieu au sein même du Pl mais 

il n’est pas exclu qu’elle puisse correspondre à un afflux de cellules venant de la circulation sanguine. 

Cette hypothèse pourrait être vérifiée en cultivant sur un stroma de Pl la population CD34+ckithi du Pl 

E11.5 afin d’étudier son évolution d’un point de vue fonctionnel et capacité d’amplification. 

Toutefois, entre E11.5 et E12.5, le nombre de LT-CSHs contenues dans la circulation sanguine passe 

de 0,6 à 2,3, soit une amplification de 3,8 fois (Kumaravelu et al., 2002 ; Gekas et al., 2005). 

L'amplification du nombre de LTC-IC CD34+ckithi du Pl entre E11.5 et E12.5 ne peut donc pas être 

simplement due à un afflux de cellules circulantes. 

Les résultats des cocultures réalisées sur cellules AFT024 suggèrent que les CSHs CD34+ckithi du Pl 

entrent en différenciation lorsqu'elles entrent en contact avec un microenvironnement de FF et que 

les CHs ainsi formées s'amplifient massivement. Comme Ottersbach et al. l'avaient déjà suggéré 

(Ottersbach and Dzierzak, 2005), l'étude approfondie de la population CD34+ckithi indique qu'elle 

exprime fortement le marqueur Sca-1 à E12.5. L'acquisition de ce marqueur se fait entre E11.5 et 

E12.5 suggérant qu'en plus d'être un organe d'amplification, le Pl pourrait permettre une certaine 

maturation des CSHs embryonnaires. Toutefois, il n’est pas exclu qu’une population CD34+ckithiSca-1+ 

enrichie en CSHs arrive dans le Pl à 12.5 via la circulation sanguine. L'utilisation d'une lignée stromale 

issue de Pl pourrait ici encore permettre de vérifier cette hypothèse en cultivant la population 

CD34+ckithiSca-1- de Pl E11.5 sur un stroma de Pl afin d’étudier son éventuelle évolution vers un 

phénotype CD34+ckithiSca-1+. Par ailleurs, si cette évolution existe, il serait également intéressant de 

cultiver cette même population sur un stroma de FF (cellules AFT024) pour vérifier que cette 

évolution est réellement liée au microenvironnement placentaire ou si elle a lieu indépendamment 

du type de microenvironnement rencontré. Nous noterons que l'ajout du marqueur Sca-1 à la 

population CD34+ckithi ne permet pas d'améliorer son enrichissement en LTC-IC puisque la 

population CD34+ckithiSca-1+ possède un potentiel hématopoïétique similaire à celui obtenu pour la 
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population CD34+ckithi seule. Par ailleurs, nos résultats montrent que le marqueur AA4.1 n'est pas lié 

au potentiel hématopoïétique de cette population.  

Dans le Pl entre E10.5 et E14.5, la population CD144+CD45+ s’amplifie massivement et possède aussi 

un potentiel hématopoïétique manifeste au cours de cette période bien que moins important que 

celui de la CD34+ckithi à E12.5. Etant donné le degré d’imbrication de ces deux populations à ce stade, 

il pourrait être intéressant d’étudier le potentiel hématopoïétique de la population  

CD34+ckithiSca-1+CD144+CD45+ afin de vérifier si elle ne possède pas un enrichissement plus 

important en LTC-IC que la population CD34+ckithiSca-1+. 

De façon plus générale, ce projet dans son ensemble a permis de montrer que la population la plus 

enrichie en LTC-IC dans les sites d'émergence hématopoïétique (AGM et SV) exprime le phénotype 

CD144+CD45+, soit une combinaison de marqueurs différente de celle exprimée par les populations 

les plus enrichies en LTC-IC des organes d'amplification (Pl et FF). Au moment de l'émergence des 

CSHs (E11.5), la population CD144+CD45+ possède une activité hématopoïétique supérieure à celles 

des populations CD34+ckithi et Sca-1+AA4.1+ (Figure 46). La population CD34+ckithi possède également 

un potentiel hématopoïétique dans l'AGM E11.5, et elle semble amplifier son potentiel entre E11.5 et 

E12.5 dans le Pl, de façon simultanée avec l’augmentation de l’expression du marqueur Sca-1. 

Finalement à E12.5, début de l'amplification hématopoïétique dans le FF, la population Sca-1+AA4.1+ 

prend le relai dans cet organe, et il est probable que la population CD34+ckithiSca-1+ du Pl acquiert le 

marqueur AA4.1 dans le FF. L'analyse transcriptomique de ces différentes populations présentant le 

meilleur potentiel hématopoïétique pour chacun des sites et organes étudiés est en cours. Elle 

devrait permettre de mettre en évidence de nouveaux facteurs moléculaires régulant spécifiquement 

soit l'émergence soit l'amplification des CSHs. 
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PARTIE II - CARACTÉRISATION DES POPULATIONS ENRICHIES 
EN CSHs DANS LE PLACENTA AU COURS DU 

DÉVELOPPEMENT : UTILISATION DE MODÈLES DE SOURIS 
TRANSGÉNIQUES 

 

Pour compléter la caractérisation des populations placentaires CD34+ckithi, CD144+CD45+ et  

Sca-1+AA4.1+ étudiées dans la partie I, nous avons utilisé deux modèles de souris transgéniques 

possédés par l’équipe. 

1. Les souris VECR permettent d’étudier l’origine endothéliale ou non des CHs et de la population 

CD34+ckithi du Pl. 

2. Les souris Mpl-/- permettent d’étudier la cinétique d’évolution des populations placentaires 

CD34+ckithi, CD144+CD45+ et Sca-1+AA4.1+ ainsi que le potentiel hématopoïétique de la population 

CD34+ckithi du Pl dans un modèle qui présente un défaut d’émergence et d’amplification des CSHs 

lors de la mise en place de l’hématopoïèse définitive.  

 

2.1 - Modèle de souris VECR : Étude de l’origine endothéliale ou 
non de la population CD34+ckithi du placenta 

2.1.1 - Introduction 

La souris double transgénique VECR, basée sur le système Cre/loxP, a été conçue dans le but 

d’évaluer l’origine endothéliale des CSHs. Ces souris résultent du croisement de souris VEC possédant 

le gène de la recombinase CRE sous le contrôle des éléments cis régulateurs de la VE-cadhérine, gène 

exprimé spécifiquement dans les cellules endothéliales (Breier et al., 1996), avec des souris Rosa26R 

rapportrices conditionnelles possédant le gène rapporteur lacZ sous le contrôle d’un promoteur 

ubiquitaire (Soriano, 1999). L’expression de la β-gal, protéine codée par le gène lacZ, est bloquée par 

une séquence STOP entourée de deux séquences lox ; cette souris est dite « floxée ». Les cellules 

endothéliales des souris double transgénique VECR ainsi obtenues expriment la recombinase CRE qui 

va reconnaître spécifiquement les séquences lox, exciser la séquence STOP et permettre l’expression 

de la β-gal. Il s’agit d’une altération irréversible du génome se transmettant à toutes les cellules filles, 

endothéliales ou non. Ainsi, grâce aux souris VECR, il est possible de suivre la descendance des CE 

jusqu’à la vie adulte. 
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Pour tracer la filiation hématopoïétique des premières CE dans l’embryon, plusieurs lignées de souris 

transgéniques VEC ont été générées. La grande majorité d’entre elles expriment la recombinase CRE 

sous le contrôle du promoteur de la VeCad uniquement (Alva et al., 2006; Kogata et al., 2006; 

Monvoisin et al., 2006; Zovein et al., 2008; Chen et al., 2009). Avant mon arrivée au laboratoire, 

l’équipe de M. Souyri a généré une lignée différente de souris VEC puisque ces souris possèdent le 

gène de la recombinase CRE sous le contrôle à la fois du promoteur et de l’enhancer du gène de la 

VeCad (Figure 50A) (Oberlin et al., 2010a). L’équipe de Nishikawa a montré que l’addition des 

séquences enhancers permettait une expression plus spécifique du transgène par les cellules 

endothéliales (Hisatsune et al., 2005). Chez les souris double transgéniques VECR obtenues après 

croisement de ces souris VEC avec les souris Rosa26R-lacZ, il est possible de mettre en évidence les 

cellules endothéliales et leur descendance soit grâce à la coloration lacZ qui utilise le Xgal, substrat 

de la βgal, pour les colorations in toto ou sur coupes (Figures 50B et 51), soit par cytométrie en flux 

grâce au FDG, substrat fluorescent de la βgal, pour les analyses par cytométrie en flux ou pour les tris 

cellulaires. Ces souris VECR ont permis de montrer que la majorité au moins des CSHs adultes 

possède une origine endothéliale (Zovein et al., 2008; Chen et al., 2009; Oberlin et al., 2010a; Zovein 

et al., 2010). 

 

2.1.2 - Étude topographique après coloration lacZ 

Avant d’aborder l’étude de l’origine des populations CD34+ckithi et Sca-1+AA4.1+ du Pl, j'ai d’abord 

localisé in situ les cellules ayant une ascendance endothéliale au sein de l’architecture placentaire 

entre E11.5 et E14.5 (Figure 51). La coloration lacZ in toto (Figure 51A) montre que le Xgal marque 

essentiellement les gros vaisseaux de la plaque chorionique avec un pic de coloration bien visible à 

E11.5 et E12.5. A E12.5, une très nette coloration est également visible au niveau du labyrinthe 

comme le montre le Pl coupé en deux. A partir d’E13.5, cette coloration diminue fortement mais les 

vaisseaux du cordon ombilical restent très marqués. Les marquages sur coupes (Figure 51B) 

indiquent la présence de cellules bleues éparses dans le labyrinthe, particulièrement à E12.5. D'après 

leurs formes arrondies, ces dernières pourraient correspondre à des CHs. De nombreuses cellules 

marquées dans la plaque chorionique et le cordon ombilical semblent « émerger » de la paroi des 

gros vaisseaux et forment de petits bourgeonnements. Ce phénomène est clairement visible à E12.5, 

stade au cours duquel certaines cellules arrondies semblent se détacher de la paroi vasculaire, et se 

poursuit jusqu’à E14.5. La présence de ces bourgeonnements de cellules lacZ+ à E14.5 pourrait 

expliquer le fait que la population CD144+CD45+ soit encore présente avec une activité LTC-IC dans le 
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Pl à ce stade, alors que la population CD34+ckithi n’est pratiquement plus décelable (Figures 44 et 46). 

Comme nous l’avons vu précédemment, cette population est présente de façon constante dans le Pl 

entre E11.5 et E14.5, tout comme le sont ces foyers de cellules lacZ+ dans les gros vaisseaux. 

 

 

 

 

Figure 50 : La souris double transgénique VECR 

(A) Schéma représentatif de l'obtention de la souris VECR à partir des souris VEC et  
R26R-lacZ. (B) coloration lacZ des différents organes hématopoïétiques embryonnaires 
VECR. 
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Figure 51 : Coloration lacZ à différents stades du développement 

(A) in toto. (B) sur coupes, 10X (à gauche), grossissement des zones encadrées (à droite). 
Abréviations utilisées : pc plaque chorionique, lb labyrinthe, co cordon ombilical. Les flèches vertes 
pointent vers des cellules marquées. 
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2.1.3 - Origine des CHs (CD45+) et de la population CD34+ckithi du 
placenta 

La coloration lacZ ne permet pas d’identifier les cellules  lacZ+ autrement que par leur localisation et 

leur morphologie. Pour affiner cette étude topographique et caractériser les cellules lacZ+, nous 

avons donc associé des marqueurs spécifiques de CHs (CD45) et de cellules endothéliales (CE) 

(CD144) avec le marqueur FDG, substrat fluorescent de la βgal, pour des analyses par cytométrie en 

flux. 

L’association du marqueur FDG avec le phénotype endothélial CD144+CD45- nous a permis de 

montrer que les CE du Pl sont bien marquées (Figure 52A). En effet, 57,1% des CE sont FDG+ à E11.5, 

et par la suite ce pourcentage atteint 74,1%. Ces résultats indiquent que le transgène VEC fonctionne 

bien, avec une activation correcte dans les CE.  

 

Cellules hématopoïétiques CD45+ 

Contrairement à ce que nous venons de voir dans les CE, l’analyse de CHs montre que seule une 

partie d’entre elles est marquée par le FDG et est donc issue de l’endothélium. En effet, si la totalité 

des CHs possédaient un ancêtre endothélial, le pourcentage de cellules FDG+ devrait être au moins 

égal à celui des CE. Or ce n’est le cas pour aucun des stades étudiés (Figure 52A). En rapportant le 

pourcentage de CHs FDG+ au pourcentage de CE FDG+ pour chaque stade, les résultats indiquent que 

la moitié seulement des CHs du Pl sont issues de l'endothélium (43% à E11.5, 39,18% à E12.5 et 

61,54% à E14.5). Afin de vérifier la validité de ces résultats et d’écarter la possibilité qu’ils soient liés 

à un problème de marquage FDG lié à une interférence particulière avec le CD45, j'ai réalisé la même 

étude au niveau du SV. Les résultats indiquent que la grande majorité des CHs du SV sont originaires 

de l’endothélium (Figure 52B). Ainsi, il semblerait qu’une partie non négligeable des CHs du Pl ne soit 

pas issues d’un ancêtre endothélial.  

 

Population CD34+ckithi 

J’ai étudié de la même façon l’origine des populations CD34+ckithi et Sca-1+AA4.1+ entre E11.5 et 

E14.5 (Figure 52A). Le pourcentage de cellules CD34+ckithiFDG+ évolue de manière similaire à celui 

des CE et passe de 42,2% à E11.5 à 85,4% à E14.5. La population CD34+ckithi du Pl semble donc avoir 

une origine endothéliale. Néanmoins, les résultats obtenus à E11.5 indiquent qu’environ un quart de 

la population CD34+ckithi pourrait avoir une autre origine que l’endothélium hématogène. 
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Figure 52 : Étude de l'origine des CHs et CSHs du Pl entre E11.5 et E14.5 

Analyses du pourcentage des fractions FDG+ dans les populations endothéliale (CD144+CD45-) 
et hématopoïétique (CD45+) du Pl et du SV. Proportion de cellules FDG+ présentes au sein des 
populations CD34+ckithi et Sca-1+AA4.1+ du Pl. 
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Ici encore, les résultats obtenus ne sont pas liés à un problème de marquage CD34 et/ou ckit 

puisqu’au sein de la population Sca-1+AA4.1+ à E11.5, 74,5% des cellules sont marquées par le FDG. 

Cette population Sca-1+AA4.1+ garde un pourcentage élevé de cellules FDG+ entre E11.5 et E14.5, aux 

alentours de 80%. Ce pourcentage est cohérent avec ce que nous avons vu dans la partie I puisque la 

majorité des cellules Sca-1+AA4.1+ sont des CE (CD144+CD45-). 

 

2.1.4 - Comparaison des propriétés fonctionnelles des fractions FDG+ 
et FDG- de la population CD34+ckithi du placenta 

A la lumière des résultats obtenus par cytométrie en flux et de l’hypothèse selon laquelle les cellules 

CD34+ckithi du Pl ne proviennent pas toutes de l’endothélium à E11.5, nous avons voulu tester 

séparément le potentiel hématopoïétique des fractions FDG+ et FDG- de cette population dans 

l’optique de mettre en évidence des différences. Ce type d’expérience avait été réalisé par l’équipe 

pour la MO adulte des souris VECR (Figure 53A) (Oberlin et al., 2010a). Or au niveau du Pl, la 

séparation des fractions FDG+ et FDG- de la population CD34+ckithi ne s’est pas avérée aussi évidente 

qu’initialement pensé (Figure 53B). Les fractions FDG-, FDG-/low et FDG+ ont malgré tout été triées et 

leurs potentiels hématopoïétiques respectifs ont été étudiés par des tests LTC-IC (Figure 53C). Les 

résultats préliminaires indiquent que le potentiel hématopoïétique de la population CD34+ckithi est 

contenu dans la fraction FDG-/low, à savoir des cellules faiblement marquées par le FDG et dont une 

fraction pourrait ne pas être issue de l’endothélium hématogène. 

 

2.1.5 - Conclusion et perspectives 

Le modèle de souris double transgénique VECR m’a permis de montrer qu’entre E11.5 et E14.5, plus 

de la moitié des CHs CD45+ du Pl ne sont pas originaires de l’endothélium. Par ailleurs, à E11.5 seuls 

les trois quarts de la population CD34+ckithi du Pl E11.5 seraient issus de l’endothélium hématogène 

(FDG+) et le faible potentiel hématopoïétique de cette population semble être contenu dans la 

fraction faiblement marquée par le FDG (FDG-/low). A E12.5, les résultats nous montrent que la 

population CD34+ckithi fortement enrichie en LTC-IC (voir partie I) est entièrement FDG+. Il est 

possible que la fraction FDG-/low du Pl E11.5 ait migré dans la circulation en direction du FF tandis que 

la fraction FDG+ se soit amplifiée dans le microenvironnement placentaire et ait acquis un potentiel 

hématopoïétique. En cultivant cette fraction FDG+ sur un stroma de Pl, il serait possible d’étudier son 

évolution en termes d’amplification et de potentiel hématopoïétique. Il est également envisageable 

que la fraction FDG-/low ait une capacité de prolifération très faible comparée à la fraction FDG+. Pour 
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vérifier cette hypothèse, il serait intéressant de comparer le pourcentage de cellules en cycle au sein 

de ces deux fractions. Nous pouvons également envisager qu’à partir d’E12.5, des CHs immatures 

CD34+ckithi en provenance des bourgeonnements cellulaires du cordon ombilical (voir §2.1.2) migrent 

dans le Pl via la circulation sanguine pour s’amplifier avant de rejoindre le FF. Une dernière 

hypothèse serait que des CHs immatures CD34+ckithi originaires de l’endothélium de l’AGM E11.5 

aient migré dans le Pl. Toutefois, il n’est pas exclu que le Pl puisse produire lui-même des cellules à 

potentiel LTC-IC à partir de l’endothélium des vaisseaux du labyrinthe. 

A E14.5, la population CD34+ckithi est pratiquement absente du Pl (0,18% des cellules totales), et de 

façon cohérente avec ce qui est observé à E12.5, les cellules CD34+ckithi résiduelles sont d’origine 

endothéliale. 
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Figure 53 : Étude de l'origine des LTC-IC contenues dans la population 

CD34+ckithi du Pl E11.5 

Profil cytométrique de séparation "type" des fractions FDG+ et FDG- obtenu à partir de 
la population Sca-1+ckit+ issue de moelle osseuse adulte (A). Profil cytométrique de 
séparation obtenu à partir de la population CD34+ckithi du Pl E11.5 (B). Fréquences de 
LTC-IC des fractions FDG-, FDG-/low et FDG+ de la population CD34+ckithi du Pl E11.5 (C). 
Les contrôles négatifs apparaissent en gris. 
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2.2 - Propriétés de la population CD34+ckithi du placenta Mpl-/-  

2.2.1 - Introduction 

Les souris Mpl-/- présentent un défaut à la fois dans la génération et dans l’amplification des CSHs lors 

de la mise en place de l’hématopoïèse définitive. En effet, au moment de l’émergence des CSHs dans 

la région AGM à E10.5, bien que les CSHs CD34+ckithi soient plus nombreuses dans les souris Mpl-/-, 

elles présentent un défaut d’amplification en culture organotypique, problème qui semblait lié à un 

défaut de survie de ces cellules (Fleury et al., 2010). A E11.5 et E12.5, les embryons Mpl-/- ont une 

production retardée des CSHs dans la région AGM et ces CSHs présentent un défaut 

d’autorenouvellement. Un peu plus tard dans le développement, le FF E14.5 des souris Mpl-/- 

présente un déficit en CSHs Lin-Sca-1+AA4.1+ qui sont moins nombreuses et qui présentent une 

activité de reconstitution hématopoïétique à long terme diminuée (Petit-Cocault et al., 2007). Les 

auteurs ont montré également que malgré un contingent plus élevé de progéniteurs 

hématopoïétiques, le Pl Mpl-/- E12.5 présentait lui aussi un défaut de contenu en CSHs comparé au Pl 

C57Bl6. Il était donc intéressant d’analyser le contenu en CHs du Pl des souris Mpl-/- entre E11.5 et 

E12.5, en particulier les populations CD34+ckithi, CD144+CD45+ et Sca-1+AA4.1+, et d’analyser le 

potentiel hématopoïétique de la population CD34+ckithi à E12.5 afin de voir si elle présentait 

également un défaut en CSHs. 

 

2.2.2 - Étude cinétique d’apparition des populations CD34+ckithi, 
CD144+CD45+ et Sca-1+AA4.1+ dans le placenta de souris Mpl-/- par 
cytométrie en flux 

Entre E10.5 et E12.5, les cellularités des Pl Mpl-/- sont identiques à celles des Pl C57Bl6 (Figure 54). 

Nous avons étudié les populations CD34+ckithi, CD144+CD45+ et Sca-1+AA4.1+ du Pl Mpl-/- à E11.5 et 

E12.5, stades au cours desquels l’activité hématopoïétique est maximale dans cet organe (Figure 55). 

Les pourcentages des populations CD34+ckithi, CD144+CD45+ du Pl Mpl-/- ne semblent pas être 

différents de ceux obtenus dans le Pl C57Bl6 (Figure 56). Nous noterons toutefois une différence de 

pourcentages entre les populations CD34+ckithi des Pl Mpl-/- et C57Bl6 à E11.5 (respectivement 2,5% 

et 3,02%). La proportion de cellules Sca-1+AA4.1+ du Pl Mpl-/- à E12.5 est 1,6 fois plus faible que celle 

du Pl C57Bl6 au même stade (respectivement 6,59% et 10,42%, p<0,1%). Alors que le pourcentage de 

cette population augmente d’1,6 fois entre E11.5 et E12.5 dans le Pl C57Bl6, il reste identique dans le 

Pl Mpl-/-. Lorsque ces pourcentages sont rapportés en nombre de cellules Sca-1+AA4.1+ par Pl, les 
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résultats montrent que le nombre de cellules Sca-1+AA4.1+ augmente en moyenne de 2,2 fois entre 

E11.5 et E12.5 dans le Pl Mpl-/- et de 2,9 fois dans le Pl C57Bl6. Ces résultats restent à confirmer mais 

il semblerait que la population Sca-1+AA4.1+ du Pl Mpl-/- présente un défaut d’amplification entre 

E11.5 et E12.5. A la suite de cette observation, j’ai voulu savoir si ce défaut d’amplification portait sur 

la fraction hématopoïétique (CD45+) et/ou sur la fraction endothéliale (CD144+CD45-) de la 

population Sca-1+AA4.1+. Cette analyse a montré qu’à E12.5, les populations Sca-1+AA4.1+ des Pl  

Mpl-/- et C57Bl6 possédaient les mêmes pourcentages de CHs et CE (environ 10% de CHs CD45+ et 

85% de CE CD144+CD45-).  

Nous avons également comparé les pourcentages d’imbrications des populations CD34+ckithi, 

CD144+CD45+ et Sca-1+AA4.1+ dans le Pl Mpl-/- et C57Bl6 à E12.5 (Figure 57). De façon générale, les 

profils d’imbrication sont très similaires, si ce n’est que les trois populations sont plus imbriquées les 

unes dans les autres dans le Pl Mpl-/- qu’elles ne le sont dans le Pl C57Bl6. En effet, la population 

CD34+ckithi du Pl Mpl-/- contient à ce stade 1,3 fois plus de cellules CD144+CD45+ et 1,2 fois plus de 

cellules Sca-1+AA4.1+, la population CD144+CD45+ contient 1,5 fois plus de cellules CD34+ckithi et un 

pourcentage identique de cellules Sca-1+AA4.1+ (environ 50%), et la population Sca-1+AA4.1+ contient 

2,4 fois plus de cellules CD34+ckithi et 1.6 fois plus de cellules CD144+CD45+. 
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Figure 54 : Comparaison des cellularités des Pl des souris C57Bl6 

et Mpl-/- entre E10.5 et E12.5 
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Figure 55 : Étude cinétique des populations CD34+ckithi, 

CD144+CD45+ et Sca-1+AA4.1+ au cours du développement du 

placenta de souris Mpl-/- (E11.5 à E12.5) 

 



RÉSULTATS 

Partie II : Caractérisation des populations enrichies en CSHs dans le placenta au cours du développement : 
utilisation de modèles de souris transgéniques 

   150 

 

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

4,0

E11.5 E12.5
0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

E11.5 E12.5

0

2

4

6

8

10

12

14

E11.5 E12.5

(n=11, 2)                    (n=4, 4)

2.50±0.64 2.08±0.54

2.21±0.02 2.35±0.22

C57Bl6

Mpl-/-Po
ur

ce
nt

ag
e 

de
 c

el
lu

le
s 

CD
14

4+ C
D

45
+

(n=15, 3)                   (n=15, 7)

2.50±0.59                2.08±0.84

3.02±0.71                2.16±0.63

Po
ur

ce
nt

ag
e 

de
 c

el
lu

le
s 

CD
34

+ c
ki

thi

C57Bl6

Mpl-/-

*

(n=8, 4)                           (n=6, 6)

6.66±1.22 10.42±1.52

5.99±1.65 6.59±1.23

C57Bl6

Mpl-/-

Po
ur

ce
nt

ag
e 

de
 c

el
lu

le
s 

SA

 

 

 

 

 

 

Figure 56 : Comparaison des pourcentages des populations CD34+ckithi, 

CD144+CD45+ et Sca-1+AA4.1+ (SA) dans les placentas C57Bl6 et Mpl-/- à E11.5 et à 

E12.5 

* : p<0.1%, test de Mann-Whitney 
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Figure 57 : Pourcentages d'imbrication des populations CD34+ckithi, CD144+CD45+ et 

Sca-1+AA4.1+ (SA) dans les Pl C57Bl6 et Mpl-/- à E12.5 

(A) Profils cytométriques illustrant l’analyse Mpl-/- à E12.5. (B) Imbrications à E12.5 dans le Pl 
C57Bl6 (à gauche) et Mpl-/- (à droite). Populations CD34+ckithi et SA, n=6 ; population 
CD144+CD45+, n=2 (à gauche) et n=4 (à droite). 
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Fréquence de précurseurs C57Bl6 Mpl-/-

E11.5 (n=5,2) 1/54 1/44
E12.5 (n=2,1) 1/24 1/19

Fréquence de LTC-IC C57Bl6 Mpl-/-

E11.5 (n=4,2) 1/1354 1/8230
E12.5 (n=2,1) 1/237 1/222

2.2.3 - Comparaison du potentiel hématopoïétique des populations 
CD34+ckithi issues de placentas de souris Mpl-/- et C57Bl6  

J’ai ensuite comparé le potentiel hématopoïétique (fréquences CA-FC J7 et LTC-IC) de la population 

CD34+ckithi du Pl Mpl-/- avec celle de la population CD34+ckithi du Pl C57Bl6 (Partie I). A E11.5 comme 

à E12.5, je n’ai pas observé de différences de fréquences de précurseurs hématopoïétiques dans les 

populations CD34+ckithi des Pl Mpl-/- et C57Bl6 (Tableaux 5 et 6), ce qui va dans le même sens que ce 

qui a été décrit in vivo (Petit-Cocault et al., 2007). En revanche, la fréquence de LTC-IC CD34+ckithi du 

Pl Mpl-/- à E11.5 est 6 fois inférieure à celle obtenue dans le Pl C57Bl6 au même stade 

(respectivement 1/8.230 et 1/1.354). Toutefois à E12.5, les résultats préliminaires indiquent que la 

fréquence de LTC-IC CD34+ckithi est similaire dans les Pl Mpl-/- et C57Bl6 (respectivement 1/222 et 

1/237). 

Tableaux 5 et 6 : Comparaison du potentiel hématopoïétique des populations 

CD34+ckithi issues de Pl C57Bl6 et Mpl-/- à E11.5 et E12.5  

 

2.3 - Conclusion et perspectives 

Dans le Pl Mpl-/- à E11.5, le pourcentage de cellules CD34+ckithi est légèrement augmenté par rapport 

à celui obtenu dans le Pl C57Bl6. Toutefois, il semble que cette différence disparaisse à E12.5, 

suggérant un problème au niveau de l'amplification de ces cellules. Il serait maintenant intéressant 

d'étudier et de comparer les pourcentages de cellules CD34+ckithi issues des Pl Mpl-/- et C57Bl6 à 

E10.5. Le potentiel défaut d'amplification de cellules CD34+ckithi observé à E11.5 pourrait être lié à un 

défaut de survie des cellules, comme cela avait déjà été montré pour les CHs issues de la région AGM 

E10.5 (Fleury et al., 2010). Une étude comparative de la quantité de cellules CD34+ckithi en apoptose 

(marquage à l'annexine V par cytométrie en flux) dans les Pl Mpl-/- et C57Bl6 serait donc à envisager à 

E11.5, mais aussi à E10.5. Il serait également intéressant d'étudier et de comparer d'une part les 

niveaux d’expression des marqueurs anti-apoptotiques Bcl-XL et Bcl-2 exprimés au sein de cette 

population dans les Pl Mpl-/- et C57Bl6, et d'autre part les pourcentages de cellules CD34+ckithi en 

cycle dans les Pl Mpl-/- et C57Bl6. Étant donné le défaut d'amplification observé au niveau de la 

population Sca-1+AA4.1+ du Pl Mpl-/- à E12.5, les mêmes expériences pourraient être menées. 
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De façon intéressante, la fréquence de LTC-IC de la population CD34+ckithi s’avère être plus faible à 

E11.5 dans le Pl Mpl-/- que dans le Pl C57Bl6. Malgré le fait qu'il semblerait que ces fréquences soient 

identiques à E12.5, il n'est pas exclu que les propriétés souches hématopoïétiques des CSHs 

CD34+ckithi du Pl Mpl-/- soient différentes de celles du Pl C57Bl6. Pour lever cette incertitude, la 

comparaison de l’activité LTRA des populations CD34+ckithi issues des Pl C57Bl6 et Mpl-/- à E12.5 est 

actuellement en cours. 
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DISCUSSION 

 

Réussir à isoler une population cellulaire composée uniquement de CSHs est essentielle pour l’étude 

des mécanismes moléculaires et fonctionnels qui régulent l’autorenouvellement et la différenciation 

de ces cellules. Quel que soit le tissu hématopoïétique considéré, les CSHs constituent une 

population très rare et difficile à purifier. Actuellement, aucune combinaison de marqueurs ne 

permet d'isoler une population pure de CSHs, et leur identification au sein d’une population est 

rétrospective et basée sur leur capacité à reconstituer le système hématopoïétique de souris 

létalement irradiées. Toutefois plusieurs tests in vitro, notamment le test LTC-IC, ont été mis au point 

pour tester le degré d'enrichissement de populations cellulaires en CHs immatures. Après la cellule 

ELTC-IC (voir Introduction Chapitre I), la cellule LTC-IC est aujourd'hui la CH la plus immature 

détectable in vitro.  

A défaut de pouvoir les isoler à pureté, il est possible d’enrichir une population en CSHs grâce à 

certaines combinaisons de marqueurs de surface. Ainsi, de nombreux phénotypes ont été décrits et 

utilisés dans les divers sites et organes hématopoïétiques embryonnaires (SV, AGM, Pl et FF) pour 

permettre un enrichissement conséquent en CSHs à différents moments du développement 

embryonnaire et parmi eux, les combinaisons CD34+ckithi (Sanchez et al., 1996; Yoder et al., 1997a; 

Gekas et al., 2005), CD144+CD45+ (Taoudi et al., 2005) et Sca-1+AA4.1+ (Jordan et al., 1995). 

Aucune étude n'avait jusqu'à présent comparé en parallèle le potentiel hématopoïétique des 

populations CD34+ckithi, CD144+CD45+ et Sca-1+AA4.1+ dans les différents sites et organes 

hématopoïétiques embryonnaires à différents temps du développement. Le projet global de l'équipe 

visait d'une part à réaliser cette étude comparative, et d'autre part à mettre en évidence des facteurs 

spécifiques régulant soit l’émergence (AGM et SV) soit l’amplification (Pl et FF) des CSHs dans 

l'embryon. Les transcriptomes des populations les plus enrichies en LTC-IC dans chaque site/organe 

hématopoïétique sont actuellement en cours d'établissement. Ma contribution dans cette étude a 

porté sur les annexes embryonnaires (SV et Pl), et mon travail de thèse a permis de montrer que 

selon le stade de développement et le site/organe hématopoïétique étudié, les populations 

présentant le meilleur potentiel hématopoïétique n’expriment pas les mêmes combinaisons de 

marqueurs de surface. 
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1 - Dans les sites d'émergence (AGM) et d'émergence/amplification hématopoïétique (SV), la 

population CD144+CD45+ est enrichie en LTC-IC 

De nombreuses études ont permis de montrer que l’AGM et le SV sont capables de supporter et 

d’amplifier un contingent de CSHs in vitro (Matsuoka et al., 2001; Oostendorp et al., 2002; Li et al., 

2003; Kumaravelu et al., 2002; Krassowska et al., 2006). Contrairement au Pl et au FF, aucune 

accumulation de CSHs n’est visible dans ces deux tissus, suggérant qu’ils fonctionnent comme sites 

d’émergence plutôt qu’organes d’amplification de CSHs. Toutefois, les données de la littérature 

montrent une accumulation de progéniteurs hématopoïétiques au niveau du SV au cours du 

développement, atteignant un pic à E10.5-E11.5, suggérant que cet organe peut avoir des propriétés 

d'amplification hématopoïétique.  

 

Dans l'AGM. Conformément aux résultats de Sanchez et al. (1996) et Taoudi et al. (2005), nos 

résultats de tests LTC-IC indiquent que les populations CD34+ckithi et CD144+CD45+ sont enrichies en 

CHs immatures dans l'AGM. A E11.5, elles contiennent chacune 1 LTC-IC, en accord avec les données 

de la littérature qui indiquent qu’à ce stade, l’AGM contient 1 à 2 CSHs (Figure 58). Étant donné que 

la population CD144+CD45+ est moins représentée que la population CD34+ckithi à E11.5, la différence 

de fréquence de LTC-IC observée entre les populations CD34+ckithi et CD144+CD45+ (Figure 42) 

indique que le choix de la combinaison CD144+CD45+ serait plus discriminant que celui de la 

combinaison CD34+ckithi pour isoler une population enrichie en CSHs.  

Les travaux réalisés par l’équipe d’Iruela-Arispe suggèrent que la grande majorité des CSHs adultes 

possèdent une origine endothéliale (Alva et al., 2006; Monvoisin et al., 2006; Zovein et al., 2008; 

Speck et al., 2009), résultats appuyés par l’équipe de M. Souyri (Oberlin et al., 2010a). De fait, dans 

l’AGM, la population enrichie en CHs immatures CD144+CD45+ exprime à la fois un marqueur 

endothélial (CD144) et un marqueur hématopoïétique (CD45) et est issue de l’endothélium de la 

paroi aortique. De plus, les cellules CD144+CD45+ expriment fortement d’autres marqueurs 

endothéliaux tels que Tie-2 (73%), Flk1 (86%), CD31 (98%) et CD34 (54%) (Taoudi et al., 2005). La 

plupart des CSHs perdent l’expression du marqueur CD144 à E13.5 lors de leur passage dans le FF 

(Kim et al., 2005) mais cette perte n'est pas liée au microenvironnement et correspond à une 

évolution naturelle intrinsèque aux CSHs (Taoudi et al., 2005). En effet, la population CD144- de 

l’AGM E12.5 possède déjà une activité LTRA, preuve que certaines CSHs commencent à perdre le 

CD144 alors qu’elles n’ont pas encore quitté l’AGM, phénomène qui se produit également dans le Pl 

(voir plus bas, et Taoudi et al., 2005).  
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Dans le sac vitellin. A E11.5, j'ai montré que la population CD144+CD45+ du SV possède un potentiel 

hématopoïétique avec environ 4,5 LTC-IC, soit environ autant que le nombre de LT-CSHs décrit dans 

le SV E13.5 (Figure 58). Nos résultats préliminaires in vitro (n=1) ne semblent pas révéler le potentiel 

hématopoïétique de cette population à E12.5, bien qu'elle contienne manifestement des LT-CSHs 

(Kumaravelu et al., 2002; Taoudi et al., 2005). De la même façon, les travaux de Petit-Cocault et al. 

(2007) n'ont pas permis la mise en évidence de l'activité LTRA du SV E12.5. Ces variations de résultats 

pourraient s'expliquer par les différences de protocoles de dissociation et de préparation des 

suspensions cellulaires utilisés, ou encore par les différences de stades étudiés (E12 vs E12.5). Il serait 

maintenant nécessaire d’étudier l’activité LTRA de cette population à E11.5, afin de déterminer si elle 

contient déjà des LT-CSHs à ce stade. 

La population CD34+ckithi du SV contient un léger potentiel hématopoïétique à E10.5 et E11.5, 

reflétant probablement le potentiel hématopoïétique de cette population décrit au stade E9.5 par 

Yoder et al. (1997a). Pour appuyer cette hypothèse, il serait important de vérifier que la fréquence 

de LTC-IC de la population CD34+ckithi du SV à E9.5 est plus élevée que celle obtenue à E10.5.  

Grâce à l'ensemble de ces données, nous pouvons supposer que dans le SV, les CSHs CD144+CD45+ 

prennent le relai des CSHs CD34+ckithi à partir d'E11.5. 

 

2 - Le placenta, source potentielle de CSHs et organe transitoire d'amplification/maturation 

hématopoïétique  

A l’heure actuelle, seule la région AGM a été clairement définie comme étant un site d’émergence de 

CSHs in vivo. Toutefois, les résultats des reconstitutions compétitives de Gekas et al. montrent que 

l’apparition de l'activité hématopoïétique dans le Pl a lieu à E10.5, simultanément avec celle de la 

région AGM, suggérant que le Pl et l’AGM pourraient constituer deux sites d’émergence 

hématopoïétique distincts. Ces résultats diffèrent légèrement de ceux d’Ottersbach et Dzierzak 

(2005) qui ont montré à partir de reconstitutions hématopoïétiques non compétitives que ce n’est 

seulement qu’à partir d’E11.5 que le Pl contient des CHs multipotentes possédant une activité LTRA. 

Contrairement à l’AGM qui ne contient au maximum que 3 CSHs, la quantité de CSHs dans le Pl 

augmente de façon importante à partir d’E10.5 et atteint un pic à E12.5 avec 31 CSHs environ 

(Ottersbach et al., 2005; Gekas et al., 2005, Figure 58). A ce stade, le Pl contient environ 10 fois plus 

de CSHs que l’AGM et 11 fois plus que le SV. L’augmentation massive du nombre de LT-CSHs entre 

E11.5 et E12.5 dans le Pl (12 fois, passant de 2,5 à 31) et dans le FF (37 fois, passant de 2 à 73,2) 

reflète le potentiel d’amplification hématopoïétique de ces deux organes. De façon cohérente avec 

ces résultats issus d’expériences in vivo, j'ai montré que le nombre de LTC-IC CD34+ckithi augmente 
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d’environ 10 fois dans le Pl entre E11.5 et E12.5, passant de 2 à 21. Étant donné que la signalisation 

Mpl/TPO joue un rôle important dans l’autorenouvellement et l’amplification hématopoïétique au 

cours du développement (Petit-Cocault et al., 2007; Fleury et al., 2010), l’étude moléculaire des 

populations CD34+ckithi du Pl C57Bl6 à E11.5 et à E12.5 pourrait permettre de connaître le degré 

d’expression de Mpl dans ces cellules, récepteur qui, au vu de mes résultats, est possiblement 

impliqué dans l’augmentation du potentiel hématopoïétique des cellules CD34+ckithi entre E11.5 et 

E12.5. Par ailleurs, les travaux de Fleury et al. (2010) indiquent que les facteurs Runx1, HoxB4 et 

Meis1 ont une expression diminuée au niveau de l’AGM E10.5 des souris Mpl-/-. Il serait donc 

intéressant d’étudier par qPCR la possibilité que certains facteurs jouant un rôle dans l’émergence 

(Runx1) et/ou dans l’amplification hématopoïétique (HoxB4, Meis1, GATA-2, c-Myb, Pu.1) présentent 

un défaut d’expression dans la population CD34+ckithi du Pl Mpl-/- par rapport au Pl C57Bl6. Jusqu’à 

présent, à E12.5, seule l'activité LTRA de la population CD34+ckithi a été testée dans le Pl C57Bl6 

(Gekas et al., 2005). Pour confirmer son caractère souche, il serait maintenant nécessaire d’étudier 

son potentiel d'autorenouvellement in vitro (ELTC-IC) et in vivo (test de reconstitution 

hématopoïétique secondaire), ainsi que sa capacité à générer l’ensemble des types cellulaires 

hématopoïétiques. A E13.5, stade à partir duquel l’AGM ne produit plus des CHs/CSHs, le nombre de 

CSHs reste élevé dans le Pl. Entre E13.5 et E14.5, l’activité LTRA des cellules du Pl chute 

drastiquement pour disparaître totalement à E15.5, suggérant la perte des propriétés de maintien 

hématopoïétique de la niche placentaire. In vitro, j'observe également cette diminution du potentiel 

hématopoïétique mais un jour plus tôt, à partir d’E12.5, reflet probable de la différence entre les 

tests in vitro et in vivo. Toutefois, nous ne pouvons pas exclure la possibilité que l’absence de 

détection in vitro à E13.5 de l’activité hématopoïétique réelle du Pl soit due au fait qu’une population 

différente des trois populations étudiées possède un potentiel hématopoïétique important à ce 

stade.  

En 2005, Ottersbach et al. avaient suggéré la possibilité de l’existence d’un endothélium hématogène 

dans le Pl suite à l’observation de cellules CD34+Sca-1+ accolées aux parois des vaisseaux sanguins du 

labyrinthe, rappelant les clusters aortiques émergeant dans la région AGM. De même, en 2010, des 

clusters hématopoïétiques de plus de 30 cellules ont été mis en évidence dans le labyrinthe 

placentaire par l’équipe de Sugiyama, ce qui constitue un nouvel argument en faveur d’une possible 

émergence hématopoïétique placentaire (Sasaki et al., 2010). Comme dans l’AGM, ces clusters sont 

visibles entre E10.5 et E12.5 et partagent l’expression de marqueurs à la fois hématopoïétiques et 

endothéliaux. A partir d’E11.5, certaines cellules de ces clusters expriment le phénotype  

CD31+CD34+ckit+Sca-1+CD45+CD41+. L’ensemble de ces données rejoint en partie nos résultats qui 
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indiquent que la population CD34+ckithiSca-1+ du Pl possède un fort potentiel hématopoïétique à 

E12.5 et exprime en grande majorité le CD45.  

En plus d'améliorer considérablement leur potentiel hématopoïétique entre E11.5 et E12.5, 

l’expression du marqueur CD45 au sein de la population CD34+ckithi augmente (36,5% à E11.5 et 

91,3% à E12.5). Les CSHs CD34+ckithiCD45+ du Pl seraient donc présentes en minorité à E11.5 et en 

majorité à E12.5, conséquence probable de l’amplification hématopoïétique se produisant au sein 

même du Pl entre ces deux stades. Toutefois, ce schéma rappelle ce qui se produit dans l'aorte au 

moment de l'émergence des CSHs puisque celles-ci sont majoritairement CD45- à E10.5 et que 

l'expression du CD45 par les CSHs n'augmente qu'à E11.5, moment du pic d'activité hématopoïétique 

dans l'aorte (North et al., 2002; Matsubara et al., 2005). Il n’est donc pas exclu qu’une partie de la 

population CD34+ckithi émerge au sein du Pl à E11.5 et acquiert l’expression du marqueur CD45 entre 

E11.5 et E12.5. Par ailleurs, les travaux de Taoudi et al. montrent que l’expression du marqueur 

CD144 diminue au sein de la population CD34+ckithi du Pl entre E11.5 et E12.5 (60% à E11.5 et 24% à 

E12.5), phénomène se produisant également au cours de la maturation des CSHs ayant émergé de 

l'endothélium de la paroi de l'aorte à E12.5 (voir plus haut, et Taoudi et al., 2005).  

La présence de clusters et l'évolution similaire des CSHs de l'AGM et du Pl appuient un peu plus 

l'hypothèse selon laquelle ces deux tissus constitueraient deux sites d'émergence hématopoïétique 

distincts.  

La perte d’expression du marqueur CD144 observée dans la population CD34+ckithi du Pl indique que 

ces cellules possèdent une origine endothéliale et de fait, nos résultats sur le Pl des souris double 

transgéniques VECR suggèrent que dès E11.5, la majorité de la population CD34+ckithi est issue de 

l’endothélium hématogène. Il serait nécessaire de vérifier cet aspect en étudiant l’activité LTRA de la 

fraction FDG+ de la population CD34+ckithi du Pl à E11.5, mais aussi à E12.5. Il est possible que les 

cellules CD34+ckithi issues de l'endothélium observées dans le Pl à E11.5 s’amplifient massivement 

dans le Pl, ce qui expliquerait que la grande majorité des cellules CD34+ckithi soient FDG+ à E12.5. 

Toutefois, il est également envisageable que des cellules CD34+ckithi issues de l’endothélium soient 

arrivées dans le Pl via la circulation sanguine, en provenance de l'AGM et/ou des artères ombilicale 

et vitelline. Pour finir, il n'est pas exclu que des cellules endothéliales hémogéniques capables de 

générer des CHs/CSHs soient présentes au sein même du Pl. Afin d’apporter des éléments de 

réponse à ces questionnements, il serait possible d’utiliser le modèle de souris transgénique VECR et 

de se placer suffisamment tôt dans le développement (avant E8.5) pour pouvoir s’affranchir des 

mouvements cellulaires dus à la circulation sanguine. Le chorions et l’allantoïde, futur placenta, 

seraient alors récupérés séparément et ensemencés sur tapis de cellules MS5 soit directement après 
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dissociation, soit après avoir été maintenus en culture organotypique pendant 24h à 48h. Au bout de 

35 jours, ces cocultures nous permettraient de voir si l’un et/ou l’autre de ces deux organes sont 

capables de produire des CHs FDG+ issues de l’endothélium. 

Par ailleurs, l'expression du Sca-1 dans les cellules CD34+ckithi est augmentée entre E11.5 et E12.5 

(respectivement 14,42% et 59,04%). Étant destinées à migrer dans le FF, organe dans lequel la 

population la plus enrichie en CSHs exprime le marqueur Sca-1 (Figure 46), il est possible que 

l’acquisition du marqueur Sca-1 puisse être nécessaire aux CSHs CD34+ckithi du Pl pour leur permettre 

de migrer dans le FF. Bien que l’ajout de ce marqueur n’améliore pas le potentiel hématopoïétique in 

vitro de la population CD34+ckithi dans le Pl à E12.5, une différence d’activité LTRA ou 

d’autorenouvellement ne peut pas être exclue et serait à vérifier. La mise en culture de la population 

CD34+ckithiSca-1- du Pl E11.5 sur tapis des cultures primaires de cellules stromales de Pl permettra de 

déterminer si l'acquisition du Sca-1 par les cellules CD34+ckithi ainsi que l'augmentation du potentiel 

hématopoïétique de cette population observée entre E11.5 et E12.5 a lieu au sein même du Pl, ou si 

elle est due à un arrivage de cellules Sca-1+ via la circulation sanguine. Il est en effet envisageable 

qu'en plus de promouvoir l'amplification d'un contingent de CSHs, le microenvironnement du Pl 

permette aux CSHs d'évoluer d'un point de vue phénotypique. Toutefois, il n’est pas exclu que 

l’acquisition de l’expression du Sca-1 soit une évolution naturelle de la population, indépendamment 

de tout microenvironnement. Pour vérifier cette hypothèse, il serait intéressant de réaliser des 

cultures d’explants de Pl E11.5 selon la méthode décrite par Kumaravelu et al. (2002) afin d’étudier 

l’apparition de CSHs CD34+ckithiSca-1+ et de comparer l’activité LTRA des fractions CD34+ckithiSca-1- et 

CD34+ckithiSca-1+ issues de la culture. 

 

3 - Les populations les plus enrichies en LTC-IC expriment des phénotypes différents dans le 

placenta et le foie fœtal, deux organes d'amplification hématopoïétique 

Selon les résultats de notre étude, les populations les plus enrichies en CSHs dans le Pl et le FF 

possèderaient des phénotypes légèrement différents. En effet, en accord avec l’hypothèse soulevée 

par l’équipe de Dzierzak (Ottersbach et al., 2005), la population la plus enrichie en LTC-IC dans le Pl 

E12.5 exprime le phénotype CD34+ckithiSca-1+, tandis que dans le FF au même stade, elle exprime le 

phénotype CD34+ckithiSca-1+AA4.1+, rejoignant les résultats des travaux de l’équipe de Matthews 

(Zeigler et al., 1994). L'expression du marqueur de surface AA4.1 ne semblant pas être liée au 

potentiel hématopoïétique de la population CD34+ckithiSca-1+ dans le Pl E12.5, il est donc probable 

que les CSHs contenues dans cette population acquièrent le marqueur AA4.1 après avoir quitté le Pl. 
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Rejoignant l'hypothèse de Petrenko et al. (1999), il est possible que le marqueur AA4.1 joue le rôle de 

récepteur de « homing » permettant aux CSHs de se nicher dans le FF.  

Cette acquisition tardive du marqueur AA4.1 suggère une différence entre les microenvironnements 

du Pl et du FF, hypothèse soulevée pour la première fois par les travaux d'Alvarez-Silva (2003). Bien 

que ces deux organes possèdent des propriétés d’amplification hématopoïétique, le type de colonies 

hématopoïétiques observées in vitro en méthylcellulose à partir de cellules de Pl est très différent de 

celui observé à partir de cellules de FF : alors que le Pl contient un grand nombre de progéniteurs 

hématopoïétiques multipotents (HPP-CFCs), le FF est très enrichi en précurseurs hématopoïétiques 

unipotents. Deux ans plus tard, Gekas et al. émettent l’hypothèse selon laquelle les progéniteurs 

hématopoïétiques/CSHs du Pl subissent une pré-amplification au sein de la niche placentaire avant 

de coloniser le FF (Gekas et al., 2005). Les auteurs ont montré que, bien que le microenvironnement 

placentaire soit capable de maintenir les propriétés d’autorenouvellement et de multipotence des 

CSHs, il ne peut pas supporter la différenciation myélo-érythroïde, contrairement au 

microenvironnement du FF. Ces données indiquent que les populations de progéniteurs 

hématopoïétiques/CSHs retrouvées dans le Pl et le FF sont différentes du fait que les 

microenvironnements respectifs de ces deux organes ne possèdent pas les mêmes propriétés de 

soutien hématopoïétique. Il est possible que l'expression du marqueur AA4.1 par les CSHs du FF joue 

un rôle dans l'activation de la différenciation hématopoïétique de ces cellules. En effet, il existe 

probablement des signaux dans la niche du Pl qui inhibent la différenciation myélo-érythroïde, et les 

précurseurs hématopoïétiques du Pl ne se différencient qu’une fois au contact du 

microenvironnement de FF. Pour vérifier cette hypothèse et pour aller plus loin dans l’étude des 

différences des microenvironnements de Pl et de FF, l’étude des transcriptomes des CSHs 

CD34+ckithiSca-1+ du Pl et CD34+ckithiSca-1+AA4.1+ du FF qui est en cours va permettre de mettre en 

évidence l’expression d’éventuels régulateurs de l’amplification hématopoïétique spécifiques soit du 

Pl soit du FF. Par ailleurs, il sera également important d’étudier d’un point de vue moléculaire les 

microenvironnements de Pl et de FF, ce qui permettra éventuellement de mettre en avant des 

facteurs régulateurs inhibiteurs (dans le cas du Pl) ou activateurs (dans le cas du FF) de la 

différenciation myélo-érythroïde des CSHs. Ces transcriptomes pourront notamment être établis à 

partir des cellules endothéliales, des cellules trophoblastiques du labyrinthe pour le Pl et des 

hépatoblastes pour le FF, puisque ces cellules jouent un rôle particulièrement important au niveau 

du microenvironnement de la niche de ces deux organes (voir Introduction Chapitre V).  
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4 - Synthèse : phénotypes et trajet possible des CSHs entre E10.5 et E14.5 

De façon générale, la quantité totale de CSHs (embryon et annexes embryonnaires confondus) 

augmente progressivement entre E11.5 et E13.5, période au cours de laquelle leur nombre s'amplifie 

de 57 fois (Figure 58A). Lorsque les nombres de LTC-IC contenues dans les populations CD34+ckithi, 

CD144+CD45+ et Sca-1+AA4.1+ sont comparés entre E11.5 et E14.5 (Figure 58B), une certaine 

évolution est observée : à E11.5, la population CD144+CD45+ est la plus enrichie en LTC-IC dans tous 

les sites/organes hématopoïétiques étudiés, et plus particulièrement dans le SV ; la population 

CD34+ckithi prend ensuite le relai avec 25,1 LTC-IC, contenues en grande majorité par le Pl (21) ; enfin 

à E14.5, la population Sca-1+AA4.1+ est nettement plus enrichie en LTC-IC que les deux autres 

populations avec 153 LTC-IC, entièrement contenues par le FF. Nous noterons cependant qu'étant 

donné le degré d'imbrication des populations CD34+ckithi, CD144+CD45+ et Sca-1+AA4.1+ (Figure 40), 

certains nombres indiqués dans la figure 58B doivent se recouper.  

A la lumière de l'ensemble des résultats présentés dans ce manuscrit, il est possible de proposer un 

schéma récapitulatif des phénotypes et du sens de migration des CSHs dans les annexes 

embryonnaires et l'embryon lui-même, entre E10.5 et E14.5 (Figure 59). Avant de rejoindre le FF, une 

ou plusieurs CSHs CD34+ckithi et CD144+CD45+ de l'AGM migrent dans le Pl. Les CSHs CD144+CD45+ 

issues du cordon ombilical colonisent le FF et le Pl et participent au maintien de l'activité 

hématopoïétique du Pl jusqu'à E14.5. Le Pl, dans lequel il n'est pas exclu que des CSHs CD34+ckithi 

puissent émerger, commence à perdre son activité hématopoïétique à partir d'E13.5 et relargue ses 

populations enrichies en CSHs dans la circulation sanguine pour qu'elles puissent continuer leur 

migration et coloniser le FF. Le SV et l’artère vitelline (Zovein et al., 2010) participent également à la 

colonisation du FF avec la population CD144+CD45+. A partir d'E12.5, l'expression du CD144 est 

perdue dans le FF et la population CD34+ckithiSca-1+AA4.1+ prend le relai et s’amplifie massivement. Il 

est probable que ce soit cette population qui colonise la MO par la suite, ce qui serait cohérent avec 

les données de la littérature montrant que les CSHs de la MO expriment le phénotype Sca-1+ckit+ 

(Okada et al., 1992). 
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Figure 58 : Nombres de LTC-IC et de LT-CSHs entre E11.5 et E14.5 

Comparaison des quantités de LT-CSHs déterminées après reconstitution hématopoïétique dans 
des souris létalement irradiées (résultats tirés des articles Kumaravelu et al., 2002, Taoudi et 
al., 2005 et Gekas et al., 2005) (A) avec les quantités de LTC-IC déterminées pour les 
populations CD34+ckithi (en rose), CD144+CD45+ (en vert) et Sca-1+AA4.1+ (en rouge) (B). 

 



DISCUSSION 

   163 

 

Foie fœtal

Sac vitellin

AGM

stade de
développement

E11.5 E12.5 E13.5 E14.5E10.5

Placenta

Cordon ombilical

CD34+ckithiSca-1+AA4.1+

CD34+ckithiSca-1+

CD144+CD45+

CD144+CD45+

CD34+ckithi

CD144+CD45+

CD144+CD45+

CD144+CD45+
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RÉSUMÉ 
 
Les cellules souches hématopoïétiques (CSHs) sont capables de générer l’ensemble des cellules 
sanguines tout en maintenant leur nombre initial, assurant ainsi l’homéostasie du système 
hématopoïétique tout au long de la vie adulte. Elles émergent au cours du développement 
embryonnaire dans la région Aorte-Gonades-Mesonephros (AGM), ainsi que dans les vaisseaux 
vitellins et ombilicaux. Elles vont ensuite migrer dans le foie fœtal (FF) pour s’amplifier massivement 
avant de rejoindre la moelle osseuse qui est leur lieu de résidence définitif. Pendant longtemps, on a 
pensé que les CSHs retrouvées dans le FF provenaient uniquement de l'AGM et des artères 
ombilicale et vitelline. Aujourd’hui, les données de la littérature indiquent que le sac vitellin (SV) est 
compétent pour la génération de CSHs, et que le placenta (Pl) est capable d’amplifier un contingent 
de CSHs, ce qui suggère que ces deux organes participent également à la mise en place des CSHs 
dans l’embryon. 

Au cours de ce voyage initiatique, les CSHs se retrouvent au contact de microenvironnements 
particuliers et de signaux moléculaires spécifiques selon le site ou l’organe hématopoïétiques dans 
lequel elles se situent. A l’heure actuelle, peu de choses sont connues sur les marqueurs de surface 
qui caractérisent les CSHs de ces différents tissus, et sur les interactions que ces cellules 
entretiennent avec le microenvironnement. Bien que plusieurs combinaisons de marqueurs 
permettant d’enrichir des populations en CSHs aient été décrites, aucune comparaison entre ces 
combinaisons n’a été réalisée dans les différents tissus. Ainsi, nous nous sommes focalisés sur les 
populations CD34+c-kithi, CD144+CD45+ et Sca-1+AA4.1+, et nous avons cherché à déterminer si les 
populations présentant le meilleur potentiel hématopoïétique dans les différents sites et organes 
hématopoïétiques embryonnaires (AGM, SV, Pl et FF) expriment ou non les mêmes combinaisons de 
marqueurs de surface. Durant ma thèse, j’ai étudié ces populations au niveau du Pl et du SV et le 
projet dans son ensemble a permis de montrer que l’enrichissement en CSHs n’implique pas les 
mêmes marqueurs de surface selon le tissu considéré. Ainsi, dans les sites d’émergence (AGM) et 
d’émergence/amplification hématopoïétique (SV), la population la plus enrichie en CSHs a pour 
phénotype CD144+CD45+. Concernant le Pl, organe d’amplification des CSHs, la population la plus 
enrichie en CSHs a pour phénotype CD34+c-kithiSca-1+ alors que dans le FF, organe 
d’amplification/différenciation des CSHs, elle a pour phénotype CD34+c-kithiSca-1+AA4.1+. L’analyse 
moléculaire de ces populations est en cours d’établissement et va nous permettre de mettre en 
évidence des molécules régulatrices spécifiques de l’émergence, de l’amplification et de 
l’autorenouvellement des CSHs. 

Pour aller plus loin dans l’étude des CSHs CD34+c-kithi du Pl, nous avons utilisé le modèle de souris 
double transgénique VECR pour étudier leur origine et il semblerait qu’à E11.5, toutes les cellules 
CD34+c-kithi ne proviennent pas de l’endothélium hématogène. J’ai également débuté une étude de 
l’activité hématopoïétique des CSHs CD34+c-kithi issues de Pl de souris Mpl-/- qui présentent un défaut 
de contenu en CSHs dans le Pl et le FF. Les résultats préliminaires indiquent qu’à E11.5, le potentiel 
hématopoïétique de la population CD34+c-kithi du Pl Mpl-/- est effectivement inférieur à celui observé 
pour la population CD34+ckithi du Pl C57Bl6. Cependant, cette différence n’est plus visible à E12.5. 

Ainsi, le Pl constituerait donc une niche transitoire d’amplification et de maturation des CSHs issues 
de l’AGM avant que celles-ci ne colonisent le FF. Toutefois, mon travail de thèse ainsi que les 
données de la littérature actuelle ne permettent pas d’écarter la possibilité que le Pl puisse produire 
des CSHs de novo, laissant le débat ouvert. 
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