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D. Résumé

Afin de trouver de nouveaux traitements contre linsuffisance cardiaque, la
recherche biomédicale a centré ses efforts, pendant des années, sur le soutien des
cardiomyocytes restants qui sont déja surchargés. Récemment, le concept de thérapie
cellulaire comme possibilité de traitement des maladies cardiaques a permis d’ouvrir une
nouvelle direction de recherche. Ce concept implique la génération de cardiomyocytes in
vitro et leur injection dans le myocarde afin d’en améliorer la fonction. Ces cellules
cardiaques pourraient étre obtenues a partir de cellules souches embryonnaires ou
adultes. Les connaissances que nous avons des mécanismes fondamentaux de
différenciation cardiaque, qui furent d’abord étudiés sur des modéles animaux in vivo,
peuvent maintenant étre complémentées en utilisant des modéles de cardiogenése in
vitro, qui comprennent les cellules souches carcinomateuses de souris, les cellules
souches embryonnaires de souris et, depuis peu, les cellules souches embryonnaires
humaines. D'un autre c6té, des études suggérant l'existence de cellules souches
cardiaques dans le cceur adulte et suggérant également le potentiel de cellules souches
adultes présentes dans la moelle osseuse ou le muscle squelettique de se différencier en
cellules de phénotypes inattendus posent la question de la possible utilisation de ces
cellules pour la thérapie cellulaire cardiaque. Dans cette revue de la littérature, nous
avons comparé les spécificités propres des cellules souches embryonnaires et adultes
concernant leur potentiel de différenciation en cardiomyocytes et nous résumons ce que

ces modeles in vitro nous ont appris sur les mécanismes de différenciation cardiaque.



E. Introduction

Le cceur est un organe fascinant qui a toujours éveillé un grand intérét.
Traditionnellement représenté comme étant I'endroit ou se trouvent les sentiments, le
cceur est cependant devenu l'endroit d'une des pathologies les plus communes et
meurtriéres de notre temps et, donc, un des plus grands défis de la médecine moderne.
Les maladies cardiovasculaires sont une des causes principales de morbidité et de
mortalité dans les pays développés et les pays en voie de développement. C’est pourquoi
la compréhension des mécanismes développementaux cardiaques est devenue
indispensable, non seulement dans un but de recherche fondamentale et de
connaissances de base, mais aussi afin de permettre le développement de nouveaux
traitements.

Contrairement a certains autres organes comme le foie, la peau ou l'os, le muscle
cardiaque n'est pas capable de se régénérer a la suite d'une blessure. Des études
poussées sur des coeurs foetaux et adultes de mammiféres, ainsi que sur des
cardiomyocytes isolés, ont été essentielles par le passé pour permettre le développement
de traitements pharmacologiques et chirurgicaux de l'insuffisance cardiaque. Cependant,
ces traitements n’agissent que sur les cardiomyocytes restants qui sont déja soumis a une
surcharge de travail mécanique, ce qui ménent inévitablement a l'insuffisance cardiaque
terminale.

La thérapie cellulaire cardiaque, aussi appelée médecine régénérative du cceur, se
profile comme une maniére d'aider un cceur lésé en implantant de nouvelles cellules
saines qui remplaceront les cardiomyocytes morts et pourront ainsi régénérer le
myocarde. La possibilité pour des cellules cardiagues exogénes de survivre aprés
implantation dans le myocarde a été démontrée, mais des études plus poussées sont
nécessaires afin de déterminer si les cellules greffées sont fonctionnelles, couplées
électriguement avec le myocarde environnant et capables d’'une performance contractile.
La meilleure source de cellules n’est pas encore déterminée avec certitude non plus et de
nombreuses équipes de recherche essaient actuellement de répondre a ces questions en
effectuant des études in vivo et in vitro. Les cardiomyocytes produits in vitro sont une
source prometteuses, mais afin d’en obtenir une grande quantité pour la transplantation et
d’assurer qu'ils ont une fonction correcte, une connaissance approfondie des mécanismes
fondamentaux de différenciation cardiaque est nécessaire. Dans cette revue, nous
décrivons les différents types de cellules souches capables de se différencier en
cardiomyocytes in vitro et résumons plus en détails ce que ces modeles de différenciation

in vitro nous ont appris sur la cardiogenése.



E.1 Mécanismes de différenciation cardiaque in vivo

In vivo, les cardiomyocytes dérivent du mésoderme latéral. Des études conduites
sur la drosophile et sur des embryons d’amphibiens ou de poulet nous ont permis de
mieux comprendre certains des mécanismes menant a la différenciation cardiaque ou
cardiogenése. Le role prépondérant de facteurs de croissance et morphogénes qui ont un
effet pro- ou anti-cardiogénique est crucial dans ce processus. Ces facteurs sont sécrétés
durant I'embryogenese par les cellules d'origine endodermique, mésodermique ou
ectodermique qui entourent le mésoderme cardiogénique. lls activent des cascades de
signaux qui induisent I'expression de facteurs de transcription cardiaques. Ceux-ci vont
déclencher le programme d’expression de tous les génes menant au développement d’'un
cardiomyocyte fonctionnel (Brand 2003; Fishman and Chien 1997; Srivastava and Olson
2000). La Figure 1 résume les résultats obtenus grace a ces modéles. L'identification des
effets complexes de ces facteurs de croissance, les cascades de signaux qu’ils activent
ou inhibent et les génes cibles dont I'expression est déclenchée par ces signaux est tres
importante pour permettre un jour de pouvoir spécifiquement diriger la différenciation de
cellules souches en cardiomyocytes.

Des facteurs pro-cardiogéniques cruciaux sont sécrétés par I'endoderme (Lough and
Sugi 2000) comme plusieurs membres de la superfamille du facteur de croissance
transformant B (TGFp). Par exemple, le traitement d’explants d'embryon de Xenopus
Laevis avec de I'Activine A peut induire la différentiation cardiague (Logan and Mohun
1993). De maniére similaire, I'application simultanée des facteurs Bone Morphogenetic
Protein-2 (BMP-2) et Fibroblast Growth Factor-4 (FGF-4) peut déclencher la cardiogenése
a partir de mésoderme non-précardiaque d’embryons de poulet (Lough 1996). Cripto, un
facteur exprimé dans le mésoderme précoce de souris (Dono 1993), a également un effet
permissif en permettant & Nodal, un autre membre de cette superfamille du TGFp, de se
lier & son récepteur (Schier and Shen 2000).

La voie Wnt/B-caténine joue aussi un réle important in vivo. La voie canonique,
impliguant Wntl, 3 et 8 et qui conduit a I'activation de la B-caténine, a un effet anti-
cardiogénique. En effet, le knock-out conditionnel du gene de la B-caténine dans
'endoderme définitif induit une expression ectopique de BMP-2 et la formation de coeurs
multiples (Lickert 2002). Certains antagonistes de la voie canonique comme Dickkopf-1 ou
Crescent jouent un réle indirect dans I'induction cardiaque via le facteur de transcription
Hex (Foley and Mercola 2005). A I'opposé, la voie non-canonique, impliqguant Wntll et
activant la signalisation dépendante de la Protéine Kinase C (PKC), favorise la

cardiogenése. Des études sur les embryons de poulet ont mis en évidence un rble positif
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de Wntll sur la différenciation cardiaque, car ce facteur est capable d'induire une

cardiogenése ectopique (Eisenberg and Eisenberg 1999; Eisenberg 1997).

Noggin
Superfamille J_
du TGFB :
P BMPs o
FGFs
TGFB\
Activine A\ ~ )
Nkx2.5, Nkx2.6
Facteurs de GATA 45,6
Nodal — | transcription] MEF2A,B,C,D
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\_ ,
Cripto ‘l‘
Wntl,3,8 wntll
(vo_ie (voie non-
canonique) canonique)

Figure 1. Schéma général des différentes familles de facteurs de croissance impliquées
dans la différenciation cardiaque. Les résultats résumés dans cette figure ont été obtenus sur
des modéles animaux comme la drosophile, la souris et sur des embryons d’amphibiens et de
poulet. L’activation des voies de signalisation en aval induit I'expression de facteurs de
transcription de type Nkx, MEF2, GATA et T-box.

Dans les cellules cardiaques précurseurs, des signaux activateurs ou inhibiteurs
(facteurs de croissance, morphogeéenes, peptides) déclenchent et modulent I'expression
d'un réseau complexe de facteurs de transcription. Les familles de facteurs de
transcription Nkx (Evans 1999), MEF2 (Black and Olson 1998), GATA (Molesting 2000) et
T-box (Ryan and Chin 2003) jouent toutes un rdle dans la différenciation. Des membres
de différentes familles peuvent interagir entre eux ou influencer réciproquement leurs taux
d’expression (Durocher 1997; Morin 2000). Plusieurs de ces facteurs sont principalement
exprimés dans le cceur, mais, sur toute la durée du développement, aucun d’entre eux

n’est uniguement exprimé que dans les cellules cardiaques.
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E.2 Cellules souches embryonnaires et adultes:
définitions

Les cellules souches possédent deux propriétés principales: la faculté de proliférer
en restant indifférenciées et la faculté de se différencier quand certains signaux
déclenchent le processus. Elles sont classifiées en fonction de leur potentiel de
différenciation. Si une cellule souche peut produire des cellules différenciées dérivant des
trois feuillets embryonnaires, elle est définie comme pluripotente. Si elle peut produire
plusieurs types de cellules dérivant d’'un seul feuillet embryonnaire, elle est définie comme
multipotente. Si le potentiel de différenciation est limité & un seul type de cellules, la
cellule souche est alors appelée unipotente.

Les lignées de cellules souches dérivées a partir d’embryons, comme les cellules
embryonnaires carcinomateuses (CEC) et les cellules souches embryonnaires (CSE) sont
pluripotentes. Ces lignées représentent un outil trés puissant pour étudier in vitro les
processus développementaux, comme par exemple la spécification des feuillets
embryonnaires ou la différenciation précoces de cellules cardiaques (Gadue 2005; Keller
2005). D'un autre c6té, les cellules souches adultes, qui se trouvent dans de nombreux
organes du corps et sont responsables du maintien et de la réparation des organes, sont
multipotentes ou unipotentes.

Les cardiomyocytes peuvent étre dérivés de différents types de cellules souches
adultes ou embryonnaires (Figure 2). Dans cette revue, nous allons donner une vue
d’ensemble des différentes études démontrant le potentiel cardiogénique de cellules
souches embryonnaires ou adultes. Concernant ces derniéres, nous nous attacherons
surtout aux cellules souches hématopoiétiques, mésenchymateuses, cardiaques et du
muscle squelettique.

Les cellules souches en tant que modéle de différenciation in vitro offrent la
possibilité de connaitre mieux les mécanismes fondamentaux du développement. Leur
étude n’ouvre pas seulement des portes & de potentiels traitements par thérapie cellulaire,
mais permet aussi d’augmenter nos connaissances en biologie développementale,

cellulaire et moléculaire.
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Figure 2. Deux types de cellules souches peuvent se différencier en cardiomyocytes in
vitro: des cellules souches dérivées d’embryons et des cellules souches adultes. Les types
cellulaires encadrés pourraient étre utilisés dans le futur pour la thérapie cellulaire.

F. Cardiomyocytes dérivés de cellules souches

embryonnaires

Plusieurs modéles de cellules souches dérivées d’embryons sont disponibles pour
'étude de la différenciation cardiaque in vitro. Les cellules souches embryonnaires
carcinomateuses de souris (CECs), les cellules souches embryonnaires de souris (CSES)
et les cellules souches embryonnaires humaines (CSEh) sont dérivées d’embryons
précoces et sont pluripotentes. Lorsqu’elles sont placées dans des conditions spécifiques,
ces trois types cellulaires peuvent se différencier spontanément en cardiomyocytes qui se
contractent spontanément et peuvent étre étudiés in vitro, rendant possible I'étude de
I'expression de facteurs de transcription, de la myofibrillogenése et des caractéristiques
éléctrophysiologiques par exemple. De plus, les propriétés spécifigues des
cardiomyocytes embryonnaires peuvent étre comparées aux propriétés de cellules
cardiaques néonatales ou adultes. Finalement, ces modéles peuvent permettre la
découverte de nouveaux genes jouant un réle dans la différenciation cardiaque ou de
nouvelles manieres de pousser des cellules pluripotentes dans la voie de différenciation

cardiaque spécifiguement.
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F.1 Cellules embryonnaires carcinomateuses de souris

Les cellules souches embryonnaires carcinomateuses de souris (CECs) constituent
le premier modeéle qui permit I'étude in vitro de la différenciation cardiaque. Ces cellules
sont comparables a la population de cellules souches que l'on trouve dans les
tératocarcinomes qui sont des tumeurs dérivant de cellules germinales primordiales.
Plusieurs lignées cellulaires euploides et pluripotentes ont été dérivées de
tératocarcinomes générés par injection sous-cutanée d’embryons de souris au stade
gastrula (Kleinsmith and Pierce 1964; Martin and Evans 1974). Les lignées de CECs
peuvent étre propagées en culture de maniére simple et pratiqgue durant de trés longues
périodes et elles sont pluripotentes, car elles forment un tératome aprés injection sous-
cutanée dans une souris « nude ». In vitro, la différentiation des CECs est induite en
laissant ces cellules s'agréger en suspension et former des structures 3D appelées corps
embryoides (CE) (Martin and Evans 1975).

La plupart des études sur les CECs furent effectuées sur la lignée P19 (McBurney
and Rogers 1982). Avec cette lignée, la différenciation cardiaque peut étre induite par
I'agrégation cellulaire combinée avec I'ajout, dans le milieu de culture, de concentrations
faibles de dimethyl-sulfoxide (DMSO) (Edwards 1983; McBurney 1982) ou d'acide
rétinoique (AR) (Edwards and McBurney 1983). En utilisant ce protocole, une partie des
cellules se différencient en cardiomyocytes et commencent a se contracter spontanément.
Une autre lignée qui se différencie avec une efficacité d’environ 90% vers le phénotype
cardiaque fut sous-clonée a partir des P19 et nommée P19CL6 (Habara-Ohkubo 1996).

Cependant, en I'absence de DMSO ou d’AR, il n’a pas de cardiogenése spontanée.

F.1.1 Caractérisation des cardiomyocytes dérivées a partir de CECs

Les cardiomyocytes dérivés de CECs expriment des protéines sarcomériques
cardiaques comme les actines a-cardiaque et a-squelettique, les chaines lourdes de
myosine (Myosin Heavy Chain ou MHC), la chaine Iégere de myosine (mic) 2 atriale et la
micl (Rudnicki 1990). Des potentiels d’action (PA) et des courants ioniques typiques de
cellules cardiaques peuvent étre mesurés dans ces cellules et leurs propriétés changent
au fur et a mesure que les cellules deviennent plus agées, un phénoméne également
appelé maturation (van der Heyden 2003; Wobus 1994). Ces études indiquent que le
modeéle des CECs récapitule de maniére comparable in vitro la cardiogenése murine.
Cependant, les cardiomyocytes obtenus restent a un stade de développement

embryonnaire ou néonatal.
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Le modéle des CECs a été utilisé afin d'identifier de nouveaux régulateurs de la
cardiogenése, ainsi que leurs génes cibles. Par exemple, un facteur de transcription
précoce, nomme Myocytic Induction/Differentiation ORIlginator (MIDORI) fut identifié en
utilisant la technique de « differential display » des ARNm (Hosoda 2001). Cette protéine
est exprimée in vivo au jour 7.5 dans le mésoderme cardiaque de I'embryon de souris et
la surexpression de MIDORI dans des cellules P19 augmente le nombre de cellules
exprimant de la myosine. Des études plus fines de I'expression génique au moyen de
« cDNA microarrays » sur les cellules P19CL6 ont confirme une expression augmentée
de plusieurs génes connus pour leur role dans la différenciation cardiaque in vivo, comme
eHAND, MEF2C et mic, mais aussi montré des changements d’expression d’'un grand
nombre d'« Expressed Sequence Tags » ou ESTs dont la fonction reste a déterminer et
qui pourraient donc étre des régulateurs précoces de la cardiogenése (Peng 2002). Liu et
al. (Liu 2005) investiguérent I'effet d’'une expression diminuée ou augmentée de Nkx2.5
sur I'expression génique par cDNA microarrays. Cette étude démontra un effet
transcriptionnel positif de Nkx2.5 sur I'expression de génes impliqués dans les voies de
signalisation du TGFp et sur Brachyury, un facteur de transcription de type T-box exprimé

dans le mésoderme.

F.1.2 CECs: facteurs et voies de signalisation impliqués dans la

différenciation cardiaque

Durant la différenciation cardiaque, des facteurs de croissance et des morphogénes
secrétés surtout par des cellules dérivées des autres feuillets embryonnaires jouent un
réle tres important (Figure 1). La nécessité de la présence d'une couche d’endoderme
extra-embryonnaire primitif autour des futures cellules cardiaques fut tout d'abord
démontrée dans des CE formés avec des CECs (Smith 1987). Plus tard, Mummery et al.
(Mummery 1991) montrérent via la coculture de cellules P19 avec une lignée cellulaire
d’endoderme viscéral, nommée END-2, que des cellules dérivées de I'endoderme
viscéral, et non de l'endoderme pariétal ou du mésoderme, peuvent induire la
différenciation cardiaque indépendamment du DMSO. En fait, du surnageant de culture de
cellules END-2 est suffisant pour activer le processus, démontrant le réle des facteurs
soluble secrétés par I'endoderme.

Les facteurs BMPs font partie de la superfamille du TGF-p et sont secrétés par
'endoderme. Leur effet fut investigué en créant une lignée de P19CL6 surexprimant
noggin, un antagoniste des BMPs (Monzen 1999). Cette lignée était incapable de se
différencier en cardiomyocytes, mais le phénotype pouvait étre contrecarré par la
surexpression, dans ces mémes cellules, de BMP-2, de TAK1 (une MAPK Kinase Kinase)
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ou de Nkx2.5 et GATA-4 ensemble, ainsi que par I'addition de BMPs exogénes au milieu
de culture. Ces résultats démontrent le réle des BMPs dans l'induction cardiaque et
définissent la voie de signalisation p38/Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK) comme
étant une des voies impliquées dans la cardiogenese. Ce dernier fait a été confirme par
d’autres études (Davidson and Morange 2000; Eriksson and Leppa 2002). Les protéines
Smad, médiateurs connus de la voie du TGF-f, ont aussi été proposées comme étant les
effecteurs en aval des BMPs. En effet, la co-expression de Smadl et Smad4 a également
pu restaurer la différenciation cardiaque via I'activation le facteur de transcription ATF-2
dans la lignée de P19 surexprimant noggin (Monzen 2001). Une autre voie de
signalisation activée par les BMPs a été impliquée dans la cardiogenése a partir de CECs.
L'expression de MEF-2A et de la MHC est également activée par le BMP-2 dans les
P19CL6 via un mécanisme dépendent de la Phosphatidyl-Inositol-3-kinase (PI-3-kinase)
(Ghosh-Choudhury 2003). Naito et al. (Naito 2003) ont montré que l'inhibition de la PI-3-
kinase par de la Wortmannin ou du LY294002 pouvait abolir la différenciation cardiagque.
En résumé, le TGF-B et les BMPs favorisent la cardiogenese a travers l'activation d’au
moins trois voies de signalisation, deux voies impliquant p38/MAPK ou les protéines
Smads et qui ont ATF-2 comme cible en aval, et une voie impliquant la PI-3-kinase.

Plusieurs études effectuées avec des CECs ont montré que I'activation de la voie
non-canonique par Wntl11 jouait un réle dans la cardiogenese (Pandur 2002). En effet, du
milieu de culture conditionné avec Wntll peut déclencher la différenciation cardiaque en
absence de DMSO. Cependant, Nakamura et al. (Nakamura 2003) ont rapporté que dans
le modele des CECs également, Wnt3a et Wnt8a, deux protéines qui activent la voie
canonique Wnt/p-caténine et qui sont donc décrites habituellement comme ayant un effet
inhibiteur, étaient néanmoins exprimées et que la p-caténine pouvait étre trouvée dans sa forme
activée. lls ont également montré que du milieu conditionné avec Wnt3a pouvait tripler le
nombre de P19 différenciées exprimant de la MHC. Ce dernier résultat est contradictoire
comparé aux résultats obtenus in vivo, mais cette différence pourrait étre expliquée par le
fait que des P19CL6 en train de se différencier contiennent une population mixte de
cellules. Certaines des protéines étudiées pourraient donc éventuellement étre exprimées
dans des cellules cardiaques ou non-cardiaques et peuvent donc avoir un effet direct ou
indirect sur le processus de cardiogenese.

Sonic hedgehog (SHH), une protéine impliqguée dans le modelage de I'embryon au
tout début du développement, est également capable d’augmenter [l'efficacité du
processus cardiogénique quand elle est surexprimée dans des cellules P19
(Gianakopoulos and Skerjanc 2005). EN effet, SHH déclenche I'expression de Gli2, qui
active alors I'expression du facteur pro-cardiogénique BMP-4 et des facteurs de

transcription cardiaques MEF2C, GATA4 et Nkx2.5.
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Hidai et al. (Hidai 2003) ont étudié l'effet du FGF-1 et du FGF-2 et montré
gue I'exposition de cellules en cours de différenciation au FGF-1 induisait I'expression de
marqueurs cardiaques (BMP-4, GATA-4 et Tbx5) et du marqueur endothélial PECAM,
alors que le FGF-2 abolissait I'expression de GATA-4, mais augmentait I'expression de
MyoD et de noggin. Ces résultats suggerent que le FGF-1 a un effet positif sur la
cardiogenése, car il promeut en premier lieu la spécification du mésoderme latéral. La
Figure 3A présente les différents facteurs de croissance dont limplication dans la
différenciation cardiaque a été découverte ou confirmée en utilisant le modele des CECs,
ainsi que les voies de signalisation qu’ils activent.

D’autres types de facteurs peuvent augmenter la cardiogenése des CECs. La

Dynorphine B, un agoniste du récepteur k-opioide, est capable d'induire I'expression de
Nkx2.5, de GATA-4 et de la MHC (Ventura and Maioli 2000), alors que le traitement de
P19 pré-incubées au DMSO avec un antagoniste du récepteur k-opioide inhibe la
cardiogenése. L'oxytocine, une hormone hypothalamique impliguée dans la contraction
des cellules musculaires lisses lors des contractions utérines et de la lactation, induit
également la différenciation cardiaque en l'absence de DMSO et permet méme une
différenciation plus rapide, car les cardiomyocytes obtenus commencent a se contracter
aprés 8 jours de différenciation au lieu de 12 (Paquin 2002). De maniére similaire,
I'hormone thyroidienne triiodothyronine (T3) est aussi capable de suppléer a I'effet du
DMSO (Rodriguez 1994).
Plusieurs composants chimiques autres que le DMSO furent également testés
pour leur aptitude a promouvoir la cardiogenése des CECs. L’analogue
nucléosidique 5-azacytidine peut s’insérer dans I'ADN lors de la réplication et
mener a une hypomeéthylation et donc a la re-expression de certains genes. L’effet
de cette molécule fut en premier lieu décrit sur des cellules NIH/3T3, dans
lesquelles elle a pu induire la différenciation en phénotypes ressemblant a des
chondrocytes, des adipocytes et a des myotubes squelettiques (Taylor and Jones
1979). Le traitement de CE avec la 5-azacytidine n'augmente pas la cardiogenese dans
des CE, mais déclenche I'expression de I'a-actinine et de la troponin T cardiaque dans
environ 6% de cellules attachées en couche, c’est-a-dire sans formation de CE (Choi
2004).
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Figure 3. Schéma des différents facteurs de croissance qui jouent un rble dans la
différenciation cardiaque des CECs (A) et des CSEs (B), ainsi que les voies de signalisation
gu'ils activent. Tous ces résultats ont été spécifiguement obtenus sur les modeles de CECs et de
CSEs, excepté les parties de voies de signalisation encadrées, qui correspondent aux molécules
activées de maniére consensuelle dans les voies en questions.

Finalement, la surexpression de facteurs de transcription cardiagues a été utilisée
pour essayer d’augmenter I'efficacité du processus de cardiogenése a partir de CECs.
Des cellules surexprimant Nkx2.5, MEF2C (Skerjanc 1998) ou GATA-4 (Grepin 1997)

peuvent se différencier en cardiomyocytes en absence de DMSO, ce qui indique que
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chacun de ces facteurs peut déclencher a lui seul le programme de différenciation
cardiaque. De plus, Monzen et al. (Monzen 2002) ont confirme que des cellules
surexprimant la protéine Nkx2.5 native se différenciaient en cellules cardiagues
indépendamment du DMSO, alors que des cellules surexprimant deux isoformes
mutantes de Nkx2.5 isolées de patients avec malformations cardiaques ne le pouvaient
pas. Le facteur de transcription TBX5 peut, quant a lui, induire des contractions
spontanées plus précoces, sans augmenter le nombre total de cardiomyocytes
(Fijnvandraat 2003; Hiroi 2001). Les facteurs et composants chimiques ayant I'aptitude
d’augmenter l'efficacité du processus de différenciation cardiaque dans le modeéle des

CECs sont listés dans la Figure 4.
F.2 Cellules souches embryonnaires de souris

Les premieres lignées de cellules souches embryonnaires de souris (CSEs) furent
dérivées en 1981 a partir d’'embryons de souris au stade blastocyste (Evans and Kaufman
1981). La propagation en culture de ces cellules nécessite des conditions plus strictes afin
de prévenir la différenciation spontanée et est donc plus difficile que celle des CECs. En
particulier, les CSEs doivent étre cultivées le plus souvent en présence de cellules
nourricieres comme des fibroblastes embryonnaires de souris (mouse embryonic
fibroblasts ou MEFs) inactivés. En 1985, Doetschman et al. (Doetschman 1985) ont décrit

pour la premiére fois la présence de cellules cardiaques dans des CE dérivés de CSEs.

F.2.1 Caractérisation des cardiomyocytes dérivées a partir de CSEs

L'expression au cours du temps de différentes protéines sarcomériques dans des
cardiomyocytes dérivés de CSEs a été investiguée de maniére extensive. Guan et al.
(Guan 1999) ont montré que plusieurs protéines s’inséraient dans les sarcomeéres
successivement et de la méme maniére qu’au cours du développement du coeur de poulet
foetal in vivo. D’autres études indiquent que la B-MHC, qui est exprimée in vivo pendant la
vie foetale, est exprimée apres 3-4 jours de différenciation, alors que la a-MHC,
habituellement exprimée in vivo seulement a I'age adulte, peut étre détectée apres 8 jours
de différenciation in vitro (Robbins 1990; Sanchez 1991). L’'analyse des isoformes de
tropomyosine a montré que l'a-tropomyosine spécifique du muscle strié est exprimée
dans des CE aprés 6 jours de différenciation et que la B-tropomyosine spécifique du
muscle strié est déja présente dans des CSEs indifférenciées, tout comme plusieurs
autres isoformes de tropomyosines non-musculaires (Muthuchamy 1993). Miller-Hance et

al. (Miller-Hance 1993) ont étudié I'expression au cours du temps des chaines légéres de
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Figure 4. Facteurs ayant I'aptitude d’augmenter la différenciation cardiaque dans les
modéles de CSE. Certains facteurs ou composés favorisent la cardiogenése a partir de CECs, de
CSEs et/ou de CSEh. Les facteurs soulignés ont été rapportés comme n’'étant pas efficace pour
augmenter la cardiogenése a partir de CSEh.

myosine et montré que l'isoforme ventriculaire mic2v est exprimé dans des CE, suggérant
gue ces cellules cardiaques peuvent se différencier in vitro en un phénotype ventriculaire.
Concernant les différentes isoformes d’actine, les actines o-musculaire lisse, -
squelettique et a-cardiaque sont toutes exprimées dans les cardiomyocytes dérivés de
CSEs et incorporées dans des sarcomeres (Ng 1997). Afin d’étudier I'effet de la matrice
extracellulaire sur la maturation ultrastructurale de cardiomyocytes isolés de CE, des
cellules cardiaques furent placées dans des plaques de cultures soit en plastique, soit
couvertes de matrigel ou soit couvertes de cardiogel, une matrice déposée par des
fibroblastes isolés de cceur de souris néonataux (Baharvand 2005). Sur cardiogel, les
cellules avaient une meilleure organisation sarcomérique, ce qui signifie qu’'une matrice
gui mime les conditions in vivo permet une meilleure maturation des cellules in vitro.
Fonctionnellement, des études éléctrophysiologiques ont tout d’abord révélé que les
formes des PA mesurés sur des cardiomyocytes dérivés de CSEs étaient principalement
de type embryonnaire ou pacemaker et que ces cellules répondaient a des agents
chronotropes et des blogueurs de canaux ioniques (Wobus 1991). Plus tard, 'analyse par
patch-clamp de cardiomyocytes isolés a montré que les caractéristigues des PA

deviennent plus matures au fil du temps. En effet, dans des cardiomyocytes précoces,
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seuls des PA de types pacemaker peuvent étre mesurés, alors qu'a des temps de
différenciation plus tardifs, des PA de type pacemaker, atriaux et ventriculaires sont
présents (Maltsev 1993). Plusieurs autres études ont investigué des aspects fonctionnels
spécifiques et montré que, dans ces cellules cardiaques dérivées de CSEs, des courants
ioniques apparaissent d’'une maniére régulée développementalement (Doevendans 2000;
Maltsev 1994), que le systeme B-adrénergique est fonctionnel (Ali 2004) et que les
propriétés contractiles sont sensibles au calcium (Metzger 1994). De plus, le courant
calcique de type T a été caractérisé en détails (Manabe 2004; Zhang 2003b), tout comme
le couplage de I'échangeur Na*/Ca" avec la Na'/K* ATPase (Otsu 2005). L'apparition de
sous-types de cardiomyocytes a pu étre suivie au moyen de génes rapporteurs mis sous
le contréle de différents promoteurs cardiagques. On a ainsi pu enrichir le nombre de
cellules pacemaker et atriales lorsque le promoteur de la a-MHC est utilisé (Kolossov
2005) ou de cellules pacemaker uniquement lorsqu’on utilise le promoteur du peptide
atrial natriurétique (ANP) (Gassanov 2004). Dans cette derniére étude, le traitement des
CE avec de l'endothéline-1 a également permis d’augmenter le pourcentage total de
cellules pacemaker. Quant aux cardiomyocytes ventriculaires, ils peuvent étre isolé
lorsqu’on utilise un gene rapporteur sous le contréle du promoteur de la mic2v (Meyer
2000).

En résumé, la caractérisation in vitro des cardiomyocytes dérivés de CSEs montre
une corrélation claire avec le développement in vivo, ce qui permet de valider le modeéle
de différenciation des CSEs comme étant approprié pour I'étude du développement
cardiaque in vitro.

L'aptitude des cardiomyocytes dérivés de CSEs a réparer un myocarde endommagé
a été évaluée in vivo par des expériences de transplantation. Klug et al. (Klug 1996) ont
injecté des cardiomyocytes sélectionnés dans du myocarde non-infarci de souris adultes
mdx (une souche de souris qui n'a pas de dystrophine). lls ont observe que des
cardiomyocytes exprimant la dystrophine pouvaient étre retrouvés dans le muscle
cardiaque aprés injection et qu'ils contenaient méme des sarcoméres orientés de la
méme maniére que les cellules cardiaque de I'hbte, sans formation de tératome. Dans un
modeéle d'infarctus chez la souris, la transplantation de cardiomyocytes exprimant
spécifiguement une protéine fluorescente (Green Fluorescent Protein ou GFP) et micro-
disséqués améliora de maniére significative la fonction cardiaque des animaux
transplantés comparé aux animaux contrdles (Yang 2002). Cependant, la pureté des
cellules injectées et le risque de formation de tératome sont deux questions d’une
importance cruciale, car il a été montré que seulement deux CSEs indifférenciées peuvent
provoquer un tératome aprés injection sous-cutanée chez la souris “nude” (Lawrenz

2004).
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F.2.2 CSEs: facteurs et voies de signalisation impliqués dans la

différenciation cardiaque

De nombreux facteurs et morphogenes jouant un rble dans la différenciation
cardiaque ont déja été identifiés grace aux modéles in vivo (Figure 1). lls ont également
été testés sur des CSEs en train de se différencier a l'intérieur de CE, soit dans le but de
confirmer leur implication dans la cardiogenése, soit afin d’augmenter le pourcentage de
cellules se différenciant en cardiomyocytes. Les facteurs nécessaires ou ayant I'aptitude
d’augmenter le processus cardiogénique des CSEs sont résumés dans les Figure
respectivement 3B et 4. La présence de cellules dérivées de I'endoderme est nécessaire
dans les CE pour que la cardiogenése ait lieu. En fait, Bader et al. (Bader 2001) ont
montré qu’une couche de cellules d’endoderme primitif se trouve autour des CE aprés
deux jours de différenciation et que I'ablation enzymatique de cette couche inhibe la
cardiogenése. Dans une autre étude, la coculture de CE précoces avec des explants
endodermique pré-cardiaques de poulet a induit la présence de groupes de cellules
contractiles dans 65% des CE, comparé a 10% dans des CE cultivés dans des conditions
contrdles (c’est-a-dire des CE seuls, ou des CE en coculture avec des MEFs ou avec des
explants endodermique non-précardiagues (Rudy-Reil and Lough 2004). Il est & noter que
des explants d’endoderme et de mésoderme pré-cardiaque ensemble ont un effet plus
puissant, car ils induisent la présence de cellules cardiaques dans 100% des CE, ce qui
laisse penser que le mésoderme et les facteurs qu’il secréte jouent aussi un role trés
important. La coculture de CSEs avec la lignée endodermique END-2 favorise aussi la
cardiogenese, confirmant les résultats obtenus sur les CECs (Mummery 2002).

L'étude de facteurs spécifiques secrétés par 'endoderme a montré que le traitement
de CSEs avec du BMP-2 et du TGF-B avant la formation de CE induit I'expression des
ARNmM de Brachyury, Nkx2.5 et MEF2C (Behfar 2002). De plus, les CE formés a partir de
ces cellules prétraitées contenaient des zones contractiles plus grandes et le traitement
de ces cellules prétraitées avec l'inhibiteur de BMP noggin inhibaient I'effet positif des
deux facteurs. L'effet de noggin sur la différenciation cardiaque est cependant
controversé. D'un c6té, la surexpression continue inhibe la cardiogenése dans les CE
dérivés de CECs (Monzen 1999) et de CSEs (Behfar 2002). Dans la méme étude, un
milieu de culture conditionné sur des cellules exprimant noggin pouvait méme inhiber la
différenciation cardiaque de CSEs en coculture avec des cardiomyocytes néonataux. D'un
autre coté, Yuasa et al. (Yuasa 2005) ont exploité I'observation intéressante que noggin
est exprimé brievement in vivo chez la souris dans I'aire cardiogénique. En prétraitant des
CSEs avec noggin avant la formation de CE, I'effet de noggin devient pro-cardiogénique

et le pourcentage de CE contenant des cardiomyocytes passe de 10% a plus de 95%. En
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conclusion, I'inhibition de la signalisation dépendant des BMP par noggin pourrait avoir un
effet inverse sur la cardiogenése, dépendamment de quand et de combien de temps le
traitement est appliqué.

En ce qui concerne les autres facteurs, il a été démontré que le TGF-f2, et non le
TGF-B1 ou le TGF-B3, pouvait augmenter le pourcentage de CE contenant des
cardiomyocytes (Kumar and Sun 2005). Une étude avec des CSEs dérivés de souris
knock-out pour le récepteur de FGF1 a également indiqué que I'absence de ce récepteur
réduit le pourcentage de CE qui se contractent de 90% a 10%, ce qui démontre
Iimplication de la signalisation dépendante de FGF1 dans la différenciation cardiaque
(Dell'Era 2003). Cripto est un autre facteur de croissance exprimé dans le cceur en
développement, qui agit comme le cofacteur d’'un des membres de la superfamille TGF-
appelé Nodal. Xu et al. (Xu 1998) ont démontre le réle de Cripto dans la cardiogenése,
car sa délétion dans des CSEs prévient I'apparition de cellules cardiaques contractiles.
L'effet de Cripto sur la cardiogenése est dépendant de I'attachement de Cripto au
récepteur Alk4 et de I'activation de la voie impliquant Smad2 (Parisi 2003).

L’implication de la voie Wnt non-canonique dans la cardiogenese a été confirmée.
En utilisant des CSEs exprimant la GFP sous le controle du promoteur de Nkx2.5, Terami
et al. (Terami 2004) ont en effet rapporté que du milieu conditionné avec Wntll
augmentait le pourcentage de CE contenant des cardiomyocytes de 7 & 15% et, donc,
gue Wntl1 a un effet positif sur la cardiogenese.

D’autres études ont démontré I'implication de deux autres voies de signalisation
dans la différenciation cardiaque des CSEs: la voie impliquant I'heregulin et le récepteur
ErbB (Suk Kim 2003) et la voie de I'Ephrine (Wang 2004).

Puisque les expériences de différenciation ont été effectuées dans la plupart des
études précitées en présence de 20% de sérum bovin foetal (Fetal Bovine Serum ou
FBS), les facteurs déja présents dans le FBS ont pu interférer avec I'effet des facteurs
ajoutés au milieu afin de tester leur effet pro-cardiogénique. Sachinidis et al. (Sachinidis
2003) ont donc développé un protocole de différenciation sans sérum en passant a jour 5
de différenciation d’'un milieu contenant 20% de FBS & un milieu contenant un succédané
de sérum (composé d’albumine de sérum bovin (BSA), de transferrine et d’insuline, mais
pas de facteurs de croissance). Dans ces conditions, 80% des CE contenaient des zones
contractiles et ce chiffre augmentait a 100% si du PDGF-BB était ajouté. Cependant, les
cellules obtenues ne contenaient pas un haut degré d’organisation sarcomeérique, ce qui
indique qu’elles gardent un phénotype immature.

Le modeéle des CSEs a aussi permis de confirmer Iimplication d’autres voies de
signalisation dans la différenciation cardiaque. L'étude de CSEs déficientes pour Shp2 a

montré que l'absence de cette tyrosine phosphatase, qui est habituellement exprimée
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d’'une maniére ubiquitaire durant le développement de la souris et est impliquée dans la
signalisation en aval de facteurs de croissance, diminuait la cardiogenése dans les CE
(Qu and Feng 1998). Shp2 est connu pour activer la voie de la kinase ERK et de la PI3-
kinase. Le traitement de CE avec linhibiteur de la PI-3-kinase LY294002 ralentit la
croissance cellulaire dans les CE et diminue de maniére marquée les zones contractiles
(Klinz 1999). Cet effet pourrait étre di & une implication directe de la voie de la PI-3-
kinase dans la prolifération et/ou la survie de cellules précurseurs cardiaques, plutdt qu'a
un effet direct sur la cardiogenése.

Une des conséquences possible de I'activation de la PI-3-kinase est la génération
de radicaux libres (Reactive Oxygen Species ou ROS). Une étude de Sauer et al. (Sauer
2000) a rapporté que des CE de 2-3 jours produisent des quantités mesurables de ROS
et que I'inhibition de cette production endogene de ROS par des « scavengers » diminue
le pourcentage de zones contractiles. Un effet similaire a été obtenu en utilisant des
inhibiteurs de la PI-3-kinase. Ce phénotype pouvait cependant étre reversé par I'addition
de ROS exogénes sur les CE traités aux inhibiteurs de la PI-3-kinase. La méme équipe a
également montré que la cardiotrophine-1 est I'un des facteurs endogénes qui promeut la
survie et la prolifération des cellules cardiaques dans les CE a travers la génération de
ROS (Sauer 2004). En effet, le traitement de CE avec de la cardiotrophine-1 augmente la
quantité de ROS et active une voie de signalisation qui implique JAK2, NF-kB, STAT3 et
ERK. Une autre étude a confirmé le réle de JAK2 et STAT3 dans les processus de
cardiogenése a partir de CSEs (Foshay 2005).

D’autres mécanismes intracellulaires, comme la signalisation induite par le calcium,
ont été impliqués dans la différenciation cardiaque. La calréticuline (CRT), protéine
chaperonne résidant dans le réticulum endoplasmique, joue un réle dans la cardiogenese,
car cette derniere est anormale dans des CE formes a partir de CSEs déficientes pour la
CRT a cause d’'une mauvaise myofibrillogenése (Li 2002). Ce phénomene est réversible
lorsqu’on induit de maniére transitoire une €élévation de la concentration intracellulaire de
calcium avec de la ionomycine dans des CE déficients pour la CRT. De maniére similaire,
l'inhibition des kinases dépendantes du calcium et de la calmoduline (CAMKSs) dans des
CE de type sauvage peut mimer le phénotype de CE déficients en CRT. Ceci indique
gu’'un point de contrdle calcique est essentiel a I'activation des CAMKSs qui, a leur tour,
induisent la translocation nucléaire de MEF2c et I'expression, la phosphorylation et
I'incorporation de la mic2v dans des sarcoméres fonctionnels (Puceat and Jaconi 2005).

De petits composés chimiques connus pour augmenter la différenciation cardiaque
de CECs ont aussi été testés sur des CSEs. Le DMSO pousse également les cellules
vers une différenciation musculaire, mais I'effet n'était pas spécifique a la cardiogenese,

comme il a été démontré par la présence de cellules de muscle squelettique et lisse avec
24



les cardiomyocytes (Dinsmore 1996). A l'opposé des CECs, l'effet de I'AR sur la
différenciation des CSEs en cellules cardiaques est controversé et apparemment
extrémement dépendant de la dose et du laps de temps ou I'AR est appliqué sur les
cellules. Des concentrations plus élevées que 10° M semblent diminuer I'expression des
génes cardiaques et mésodermiques et favoriser la différenciation neuronale (Bain 1996;
Dinsmore 1996). Cependant, d’autres études ont relaté que 10° M d’AR ne modifiait pas
la quantité de zones contractiies (Dani 1997), ou qu'au contraire cette méme
concentration pouvait augmenter la proportion de cardiomyocytes (Wobus 1997). Dans la
derniére étude citée, un changement de la répartition des sous-types de cardiomyocytes a
pu méme étre observé en présence de 10° M d’AR. Le nombre de cellules cardiaques de
phénotype type fibre de Purkinje et ventriculaire était en effet augmenté comparé aux
cellules atriales et pacemaker. L'application de 10° M d’RA sur des CE active la voie de
ERK, qui est impliquées dans la différenciation cardiaque, mais ces CE ne se contractent
pas spontanément (Bost 2002). Le traitement de CE avec du PD98059, un inhibiteur de
MEK1 (la kinase qui active ERK), n'a pas d'effet sur le pourcentage de CE qui se
contractent. En conclusion, I'effet de I'AR sur la différenciation cardiague semble étre
dépendant d’'une voie de signalisation indépendante de ERK.

D’autres approches originales ont été testées. Par exemple, il a été documenté que
le CD44, récepteur du hyaluronan, est exprimé dans le caeur embryonnaire (Wheatley
1993) et qu'aprés son attachement au récepteur, le hyaluronan est internalisé dans la
cellule et peut donc agir comme porteur pour d’autres types de molécules. Le traitement
de CE avec du hyaluronan conjugué a de I'AR et de l'acide butyrique induit une
augmentation significative du nombre de zones contractiles, alors que du hyaluronan
conjugué a un seul des composant donne des résultats similaires aux contréles et que du
hyaluronan seul diminue le nombre de zones contractiles (Ventura 2004).

Afin de découvrir des molécules a effet pro-cardiogénique, Takahashi et al.
(Takahashi 2003) ont investigué l'effet de 880 composés chimiques approuvés pour
'usage chez I'hnomme sur des CSEs cultivées en couche plutdét que dans des CE. En
utilisant une lignée transfectée avec la GFP sous le contréle du promoteur de la aMHC, ils
ont trouvé que l'acide ascorbique (ou vitamine C) induisait I'apparition de cing fois plus de
cellules contractiles positives pour la GFP que les conditions contrdles, alors que d’autres
molécules anti-oxydantes comme la N-acétylcystéine ou la vitamine E n’avaient pas
d’'effet. Dans une autre étude, une librairie d’hétérocycles fut également testée pour
I'aptitude de chaque molécule a induire la cardiogenése de CSEs en couche (Wu 2004).
Un composé en particulier, nommé cardiogenol C, mena a la différenciation des cellules

en 40% a 55% de cardiomyocytes contractiles aprés 7 jours de culture.
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L'oxyde nitriqgue (NO) est une petite molécule produite par plusieurs isoformes de
'enzyme Nitric Oxide Synthase (NOS) qui peut réguler des processus cellulaires via
I'activation de la guanylate cyclase et la production de cGMP. Son implication dans la
cardiogenése a été rapportée, car plusieurs des isoformes de NOS sont exprimés dans le
coeur embryonnaire et dans des CE (Bloch 1999). De plus, des inhibiteurs de NOS
peuvent diminuer le degré d’organisation sarcomérique des cardiomyocytes dérivés de
CSEs sans en diminuer le nombre. Une autre étude a également démontré que I'addition
de NO exogéne ou la surexpression des NOS augment le pourcentage et la surface totale
des zones contractiles, ainsi que I'expression totale de protéines spécifiqguement

cardiaques (Kanno 2004).

F.3 Cellules souches embryonnaires humaines

En 1998, Thomson et al. (Thomson 1998) dérivérent les premiéres lignées de
cellules souches embryonnaires humaines (CSEh) a partir d’'embryons humains au stade
blastocyste surnuméraires aprés fécondation in vitro. Parce qu'auparavant, la seule
source de cardiomyocytes foetaux humains venait de fétus récupérés aprés avortement,
les CSEh sont donc un nouvel outil unique dans I'étude des mécanismes de cardiogenése
humaine in vitro. La dérivation des CSEh a créé un énorme espoir et une mode, car les
chercheurs espeérent arriver a traiter un jour certaines maladies par thérapie cellulaire,
dont le cceur. Depuis 1998, plusieurs centaines de lignées de CSEh ont été dérivées a
travers le monde (Hoffman and Carpenter 2005). Les protocoles de culture classique pour
le CSEh impliquent une coculture des CSEh indifférenciées avec des cellules nourricieres
MEFs. La présence de MEFs pourrait aussi jouer un réle dans la maintenance d'un
caryotype normal des CSEh en diminuant la pression de sélection dans la culture (Draper
2004).

Afin d’induire la différenciation, la méme technique que pour les CECs et les CSEs
a été utilisée, c'est-a-dire la formation de CE. Parce que les CSEh poussent sous forme
de grosses colonies et ne tolérent pas bien d’étre sous forme de cellules isolées, les CE
sont formés en placant en suspension des colonies de CSEh en présence de FBS. Cette
technique permet a la différenciation d'étre déclenchée. La premiére démonstration du
potentiel de CSEh de se différencier en cellules dérivées des trois feuillets embryonnaires,

y compris en cardiomyocytes, fut publiée en 2000 (ltskovitz-Eldor 2000).
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F.3.1 Caractérisation des cardiomyocytes dérivées a partir de CSEh

Tout d’abord, la quantification du nombre de CE contenant des zones battantes
montra que le phénoméne n’était pas trés fréquent, car seul 8% des CE en contenaient
aprés 30 jours de différenciation (Kehat 2001). Ces cellules cardiaques exprimaient des
géenes cardiaques comme Nkx2.5, GATA4, les troponines cardiaques T et |, ANP, a-MHC,
mic2v et mic2a au niveau de '’ARNm. Des structures sarcomériques étaient visibles apres
immuno-marquage par exemple pour la Troponine | cardiaque et la MHC. Les cellules
cardiaques obtenues montraient également la présence de transients calciques et leur
fréquence de contraction était sensible a des agents chronotropes. Dans une autre étude,
la présence de zones battantes fut observée dans 68% des CE aprées 15 jours de
différenciation (Xu 2002). Ces différences importantes peuvent étre expliquées par
l'utilisation de lignées de CSEh différentes, de conditions de culture différentes ou de
protocoles de différenciation différents.

La maturation ultrastructurale des cellules évaluée par microscopie électronique
(ME) a montré que ces cardiomyocytes contenaient plus de sarcomeres en fonction du
temps et qu'ils étaient de mieux en mieux organisés (Snir 2003). La taille des cellules
augmente également en fonction du temps et elles sont capable de se diviser jusqu’au
jour 35 de différenciation. Cependant, I'absence de tubules T méme aprés 60 jours
semble indiquer que les cardiomyocytes dérivés de CSEh n’atteignent pas un phénotype
adulte in vitro.

Plusieurs études fonctionnelles implémentent déja nos connaissances des
cardiomyocytes dérivés de CSEh. He et al. (He 2003) ont enregistré la présence de PA de
type pacemaker, atriaux et ventriculaires dans ces cellules. De plus, un type de PA est en
général prédominant dans un groupe de cellules cardiaque donné, ce qui suggére qu’un
sous-type prédominant se développe dans chaque groupe.

La fonctionnalité des voies de signalisation muscariniques et p-adrénergique est
également démontrée (Reppel 2004), tout comme la présence des courant Na' et
pacemaker, mais I'absence du courant rentrant rectifiant de K*, ce qui suggére que le
courant Na* a une importance majeure dans le déclenchement du PA (Satin 2004).

Le suivi des propriétés de conduction dans des groupes de cardiomyocytes
connectés entre eux et isolés du reste du CE, puis mis dans des plagues de culture
spéciales permettant des mesures fonctionnelles (Multi Electrode Arrays) a révélé que
des zones ayant des vitesses de conduction différentes étaient présentes (Kehat 2002).
Deux groupes pouvaient étre distingués: un groupe a conduction rapide et un groupe a
conduction lente. La vitesse de conduction semblait dépendre de la microarchitecture 3D

de chaque zone battante, car la présence de faisceaux étroits de cardiomyocytes ralentit

27



l'influx électrique considérablement. Les vitesses de conduction mesurées dans ces
expériences sont bien plus lentes que les valeurs du coeur humain adulte ou obtenues
avec des couches de cardiomyocytes néonataux de rat ou de souris en culture.

L’aptitude des cardiomyocytes dérivés de CSEh a se connecter électriquement avec
d’autres cellules cardiaques a été étudiée dans un modele de coculture avec des
cardiomyocytes ventriculaires néonataux de rat (Kehat 2004). Ces derniers initierent des
impulsions électriques qui étaient capables de se propager aux cardiomyocytes humains,
démontrant la présence de connexions. Dans la méme étude, l'intégration in vivo des
cellules fut démontrée dans un modele de bloc atrio-ventriculaire chez le cochon. En effet,
limplantation d'un groupe de cardiomyocytes dérivés de CSEh peut instaurer un rythme
d’échappement dans ce modéle, comme démontré par des mesures ECG et du mapping
électro-anatomique.

De maniére similaire, Xue et al. (Xue 2005) ont montré dans un modéle de co-
culture avec cardiomyocytes quiescents néonataux de rat que, par contact direct, des
cardiomyocytes dérivés de CSEh et disséqués pouvaient restaurer la propagation d’'un
influx électriqgue et fonctionner comme pacemaker des cellules de rat. De plus, aprés
transplantation in vivo, cette fois dans un modéle de cryoablation du nceud atrio-
ventriculaire chez le cochon d'inde, les cellules cardiaques humaines étaient également
capable de se connecter et de fonctionner comme pacemaker. Ceci confirme les résultats
de I'étude précédente et ces résultats indiquent que les cardiomyocytes dérivés de CSEh
pourraient étre utilisés comme pacemakers biologigues, au moins a court terme, car leur

effet & long terme n’a pas encore été étudié.

F.3.2 CSEh: facteurs et voies de signalisation impliqués dans la

différenciation cardiaque

Le réle pro-cardiogénique de certains facteurs de croissance et morphogénes
découvert sur les modéles de souris doit maintenant étre démontré aussi pour la
cardiogenése humaine (Figures 1 et 3). Des stratégies qui permettraient d’augmenter
I'efficacité du processus cardiogénique dans des CE formes a partir de CSEh sont
actuellement investiguées trés activement. L'effet de plusieurs facteurs de croissance sur
des cellules de CE dissociés aprés 5 jours de différenciation a été investigué (Schuldiner
2000). L’Activine A et le TGFB1 induisent I'expression de génes mésodermiques, alors
gue I'AR, BMP-4, bFGF et EGF induisent I'expression de génes mésodermiques et
ectodermique et, finalement, NGF et HGF n’induisent pas d’expression spécifique.

Comme observé dans les modéles de CECs et CSEs, le systeme de coculture avec

la lignée endodermique END-2 est favorisant pour la différenciation cardiaque sans
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formation de CE (Mummery 2003). Les cellules obtenues avec ce protocole montrent
aussi des phénotypes fonctionnels de cellules atriales, ventriculaires et pacemaker,
comme observé par la forme des PA mesurés. Etonnamment, ce groupe de recherche a
également montré qu’en diminuant la concentration de FBS de 20% a 0% dans le méme
systeme de coculture, ils pouvaient obtenir 24 fois plus de zones contractiles (Passier
2005). C’est pourquoi, en conclusion, les facteurs endodermiques secrétés par la lignée
END-2 sont suffisant pour déclencher la différenciation cardiaque, alors que le FBS, utilisé
traditionnellement dans les expériences de différenciation avec des CE, semble contenir
également des facteurs inhibiteurs.

Des molécules connues pour favoriser la cardiogenése des CECs et des CSEs ont
également été testées sur des CE en train de se différencier. Cependant, ni le DMSO, ni
I'AR n’a augmenté le pourcentage de CE contenant des zones contractiles (Kehat 2001).
A I'opposé, le traitement de CE du jour 6 au jour 8 de différenciation avec de la 5-aza-2'-
déoxycytidine augmente la quantité de a-MHC exprimée (Xu 2002). A noter, I'addition
d’'acide ascorbigue dans les cocultures CSEh-END-2 en absence de FBS a méme pu
augmenter de 40% le nombre de zones battantes (Passier 2005). La Figure 4 résume les
facteurs et composés chimiques qui peuvent augmenter le processus de différenciation

cardiaques a partir de CSEh.

F.4 Lecons tirées des modeles de cellules souches

embryonnaires

Les travaux scientifiques effectués sur les CECs, CSEs et CSEh ont chacun amené
de précieuses nouvelles informations sur le développement cardiague, ce qui pourrait
mener un jour a l'utilisation des CSEh dans des thérapies de transplantation cellulaire. La
Figure 3 liste les facteurs de croissance et les voies de signalisation qu'ils activent et qui
jouent un rdle dans la cardiogenése des CECs et des CSEs. Les CECs ont permis pour la
premiére fois d’'étudier la différenciation cardiaque in vitro et une meilleure caractérisation
de I'expression génique, des interactions entre facteurs de transcription, des interactions
entre cellules et des facteurs de croissance requis pour la cardiogenése (Figure 3A). La
différenciation des CSEs en cardiomyocytes (Boheler 2005; Boheler 2002; Foley and
Mercola 2004) a permis la caractérisation fine des effets de ces facteurs de croissance,
ainsi gqu’une caractérisation fonctionnelle poussée et I'étude des processus de maturation
fonctionnelle cardiaque durant le développement (Figure 3B). Certains facteurs semblent
cependant avoir un effet opposé dépendamment du moment et de la concentration ou ils

sont appliqués (par exemple, BMP-2 et noggin ou I'AR). L’étude des CSEh en est encore
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a un stade trés précoce. Il doit en effet encore étre confirmé si les facteurs de croissance
et les voies de signalisation en aval requis sont similaires entre les modéles de souris et
humain. Les prochaines étapes fondamentales dans la caractérisation des
cardiomyocytes dérives de CSEh en vue de potentiels traitement par transplantation
cellulaire chez 'homme impliquent les deux questions suivantes: Comment augmenter de
maniére importante la quantité de cardiomyocytes obtenue ? Et comment se comportent
ces cellules aprées transplantations dans des modéles animaux?

Il y a souvent une certaine variabilité observable entre les différentes études qui
utilisent des CSE. Ceci peut étre expliqué par plusieurs raisons non-exclusives. Tout
d’abord, le pourcentage de CE contenant des zones battantes dans les conditions
contrdle peut varier de maniére trés importante dépendamment de la lignée cellulaire, des
protocoles, des milieux de culture et/ou de la composition du FBS. Ensuite, les cellules en
train de se différencier dans des CE forment une population mixte, excepté si les cellules
étudiées sont purifiées spécifiguement. C'est pourquoi, selon la technique utilisée, il n'y a
pas de certitude qu’un géne étudié est spécifiguement exprimé ou actif dans la population
de cellules cardiaques. L'effet peut donc étre direct ou indirect.

Travailler avec des cellules mésodermiques précurseur purifiées pourrait éviter ces
problémes techniques et permettre le test de facteurs de croissance sur des populations
purifiées. Par exemple, des cellules mésodermiques précoces furent isolées en utilisant
des CSEs contenant le gene de la GFP introduit dans le locus du géne Brachyury, un
facteur de transcription mésodermique précoce (Kouskoff 2005). Ces cellules positives
pour GFP sont capables de se différencier en cellules hématopoiétiques et cardiaques.
L’isolation et la propagation de cellules progéniteurs cardiaques a partir de CE a aussi été
rapportée récemment en sélectionnant les cellules qui exprimaient le marqueur
mésodermique FIk1 et aprés coculture avec une lignée stromale nommée OP9 (lida
2005).

Les modeles des CSE de souris et humaines récapitulent les deux de maniere tres
similaire le développement cardiaque in vivo au niveau structurel et éléctrophysiologiques.
Dans les deux modeles, les mesures fonctionnelles ont montré que les cardiomyocytes
dérivés de CSE étaient capable de devenir plus mature au fil du temps. Les plus grosses
différences entre les deux modéles et qui ont été mises en évidence par plusieurs
groupes de recherche, incluent le plus faible pourcentage de CE contenant de zones
battantes, la plus lente vitesse de différenciation et la fréquence de contraction plus basse
chez I'homme que chez la souris, ce qui est compatible avec la durée du développement
plus longue de 'homme. Cependant, le degré d'organisation sarcomérique n’atteint pas

encore un phénotype adulte dans aucun de ces modéles.
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Les stratégies pour promouvoir la différentiation cardiaque en traitent des CE ou des
CSE en couche avec des facteurs pro-cardiogéniques ont donné des résultats
préliminaires intéressants qui donnent l'espoir d'arriver a déterminer dans le futur la
composition d’'un “cocktail cardiogénique” qui aurait la faculté d’induire la différenciation
en une population composée a 100% de cardiomyocytes. La Figure 4 résume ce qui
augmente la différenciation cardiaque des CECs, CSEs et/ou CSEh. Tous ces facteurs ou
composés chimiques peuvent avoir un effet permissif sur la cardiogenese a différents
niveaux. lls peuvent, par exemple, favoriser la formation de mésoderme ou d’endoderme,
la prolifération de cellules cardiaques précurseurs et/ou leur survie. La plupart des
facteurs pro-cardiogéniques ont un effet démontré sur un seul des trois types cellulaires.
Seul le systeme de coculture avec la lignée END-2 semble favoriser la cardiogenése dans
les trois modeles, ce qui confirme qu’'un mélange de facteurs est le plus probablement

nécessaire.

G. Cellules souches adultes

Le corps adulte contient des populations de cellules souches dont le role est de
participer au maintien et a la réparation des organes. Par exemple, les cellules souches
hématopoiétiques produisent toutes les cellules du sang, les cellules souches épithéliales
régénéerent les épithéliums et les cellules satellite participent a la réparation du muscle
strié squelettique. De nombreuses études ont démontré que ces cellules souches adultes
ont un potentiel de différenciation restreint a leur organe d’origine, c’est-a-dire qu’'elles
sont unipotentes ou multipotentes. Cependant, des études récentes ont bouleversé cette
vue et remis en question ce dogme (Lakshmipathy and Verfaillie 2005; Quesenberry
2005), ce qui a donné I'espoir de pouvoir utiliser des cellules du patient lui-méme pour la
thérapie cellulaire. Ce nouveau concept, appelé transdifférenciation, implique la faculté
gu’'aurait une cellules souche adulte de se différencier en une cellule d’'un phénotype
inattendu, par exemple en cardiomyocyte (Wagers and Weissman 2004).

Plusieurs études ont analysé le potentiel de la transplantation de cellules souches
adultes in vivo a améliorer la fonction d'un myocarde endommagé, testant I'hypothése que
I'environnement local pouvait induire une différenciation appropriée. Bien que des études
chez I'animal aient donné des résultats prometteurs, le mécanisme permettant une
amélioration de la fonction cardiague dans ce cas n’est pas encore bien compris. En effet,
I'effet bénéfique pourrait étre le résultat de la fusion des cellules transplantées avec les
cellules endogeénes, d'un effet sur la tension élastique de la paroi myocardique ou d’'une
augmentation de la néoangiogenése. Ces processus n'impliqueraient donc pas

directement une transdifférenciation en cellules cardiaques des cellules transplantées.
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Afin de répondre a ces questions, I'aptitude des cellules souches adultes a se différencier
en cardiomyocytes a donc été investiguée également in vitro, et nous allons consacrer le

reste de cette revue a ces travaux.

G.1 Cellules souches adultes isolées de la moelle

osseuse

Plusieurs types de cellules souches adultes résident dans la moelle osseuse (Figure
2). Tout d’abord, les cellules souches hématopoiétiques (CSH) peuvent donner toutes les
lignées du sang. Des greffes de cellules isolées de moelle osseuse totale contenant des
CSH ou de CSH spécifiquement purifiees sont effectuées pour le traitement des
leucémies par exemple depuis plusieurs dizaines d’années en cliniqgue. Ces greffes
constituent les premiéres procédures de thérapie cellulaire jamais effectuées.
Deuxiémement, les cellules souches mésenchymateuses (CSM) (Friedenstein 1976),
aussi appelée cellules stromales de la moelle osseuse ou fibroblastes formeurs de
colonies, sont les précurseurs in vivo des ostéoblastes, chondrocytes et adipocytes
(Pereira 1995). Finalement, le groupe de recherche du Professeur Verfaillie (Reyes and
Verfaillie 2001) a isolé une sous-population de CSM et les a appelées cellules souches
adultes multipotentes (Multipotent Adult Progenitor Cells ou MAPC), qui semblent étre
capable de se différencier en types cellulaires dérivant des trois feuillets embryonnaires.

Le r6le des MAPC in vivo n’est cependant pas encore éclairci.

G.1.1 Cellules souches hématopoiétiques

Le potentiel de différenciation inné des CSH comprend toutes les lignées cellulaires
gui composent le sang. Leur aptitude a se différencier en cardiomyocytes a été
extensivement investigue in vivo. Jusqu'a maintenant, les résultats sont trés
contradictoires et controversés. Plusieurs études ont suggéré que des cellules isolées de
moelle osseuse et donc enrichies en CSH pouvaient régénérer le myocarde dans des
modeles animaux d’infarctus (Agbulut 2003; Jackson 2001; Kajstura 2005; Orlic 2001a;
Orlic 2001b). Cependant, des publications récentes ont montré que la méme population
de cellules adoptait uniquement un phénotype hématopoiétique apres transplantation
(Balsam 2004; Murry 2004). D’autres stratégies comme la mobilisation de cellules
précurseurs hématopoiétigues par du Stem Cell Factor et du Granulocyte-Colony
Stimulating Factor ou G-CSF pendant le déroulement d’un infarctus ont également donné
des résultats contradictoires (Deten 2005; Orlic 2001c).
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Jusqu'a présent, il n'y a donc pas de consensus en ce qui concerne le potentiel des
CSH a se différencier en cardiomyocytes in vivo. Plusieurs raisons peuvent expliquer ces
résultats contradictoires. Premierement, la purification des cellules injectées varie entre
les études. En effet, I'enrichissement en CSH peut étre effectué par déplétion des cellules
hématopoiétiques matures et sélection des CSH parmi les cellules restantes avec des
marqueurs de surface spécifiques aux cellules souches comme Scal et/ou c-kit. D’autres
groupes ont utilisé de la moelle osseuse non-purifiée, car le type de cellule qui aurait cet
effet bénéfique sur le myocarde n’est de toute maniére pas encore déterminé.
Deuxiemement, le nombre total de cellules injectées varie entre les études et les cellules
sont administrées par différentes voies (intramyocardique, intracoronaire ou
intraveineuse). Troisiemement, selon les études, les cceurs sont analysés a des temps
variables apres injection et finalement, certains des modeéles sont xénogéniques ou
allogéniques, ce qui peut avoir un effet sur le rejet par le systéeme immunitaire.

Une question importante est de déterminer si les cellules qui viennent du donneur
sont retrouvées dans le myocarde, car elles fusionnent avec les cellules cardiaques
endogénes ou parce qu'elles se transdifférencient vraiment en cardiomyocytes. Dans
certaines études, les auteurs ont observé uniguement des phénoménes de fusion
(Alvarez-Dolado 2003; Kajstura 2005; Lapidos 2004; Nygren 2004; Terada 2002). Dans
d'autres, fusion et transdifférenciation ont été relevées (Zhang 2004) ou
transdifférenciation seulement (Kajstura 2005).

Peu de certitudes existent concernant le potentiel des CSH de générer des
cardiomyocytes in vitro. Une seule étude a dailleurs rapporté qu’aprés culture en
présence de dexamethasone, d’AR, de prostaglandine E2, d’Interleukine 2 et de BMP-4,
des cellules progéniteurs hématopoiétiques isolées de la moelle osseuse de poulet
pouvaient exprimer plusieurs facteurs de transcription cardiagues ainsi que des protéines
sarcomériques (Eisenberg 2003). Malheureusement, ces cellules ne se contractent pas

spontanément.

G.1.2 Cellules souches mésenchymateuses

Les cellules souches mésenchymateuses (CSM) se trouvent dans la moelle osseuse
et sont classiquement isolées au laboratoire grace a leur faculté d'adhérer au plastique
(Friedenstein 1976). Elles peuvent se différencier en ostéoblastes, chondrocytes et
adipocytes in vivo (Pereira 1995) et in vitro (Pittenger 1999). Les CSM peuvent étre
également isolées d’autres organes comme le tissu adipeux (Zuk 2001), le cordon
ombilical (Romanov 2003) et le liguide amniotique, le placenta ou I'amnios (In 't Anker
2004).
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Tout comme les cardiomyocytes, les CSM dérivent du mésoderme et il est donc trés
intéressant d’investiguer si les CSM ont la faculté de se différencier en cellule de
phénotype cardiaque. Des études in vitro ont montré que le traitement avec la 5-
azacytidine induit des CSM humaines a se différencier en cardiomyocytes qui cependant
ne se contractent pas spontanément (Xu 2004). Avec des CSM de souris, Makino et al.
(Makino 1999) ont pu observer des cellules contractiles 3 a 4 semaines apres le
traitement a la 5-azacytidine, mais le phénoméne se produisait a une fréquence variable.
Ces cellules exprimaient des protéines sarcomériques cardiaques ainsi que des
récepteurs adrénergiques et muscariniques fonctionnels et les auteurs ont pu mesurer
des PA de type pacemaker et ventriculaires (Hakuno 2002). Malheureusement, d’autres
groupes n'ont pas réussi a reproduire ces résultats (Cao 2004; Liu 2003) ou alors
seulement en cultivant les CSM avec des cardiomyocytes néonataux (Rastan 2005;
Takeda 2004). Cependant, lorsqu’une étape de coculture est ajoutée au protocole, des
événements de fusion cellulaire doivent étre indubitablement écartés (Camargo 2004). En
effet, une étude in vitro a montré que des cardiomyocytes néonataux isolés peuvent
fusionner a basse fréquence avec des fibroblastes cardiaques ou des cellules
endothéliales (Matsuura 2004).

Les autres stratégies déja testées pour pousser des CSM a adopter un phénotype
cardiaque incluent la surexpression de la myocardine, un facteur de transcription impliqué
dans la différenciation cardiaque et du muscle lisse, qui est capable d'activer dans des
CSM humaines I'expression de génes cardiaques et du muscle lisse (van Tuyn 2005).
HCN2, une des protéines qui forme le canal du courant pacemaker, a aussi été
surexprimée dans des CSM et induit des courants de type pacemaker dans ces cellules
(Potapova 2004). Aprés transplantation dans le ventricule gauche de chiens, ces cellules
ont formé des jonctions gap avec les cardiomyocytes environnants et induit un rythme
d’échappement quand le rythme sinusal était bloqué, agissant donc comme un
pacemaker biologique. En résumé, peu de résultats existent qui démontrent le potentiel
des CSM a se différencier en cellules cardiaques in vitro.

La transplantation de CSM dans le cceur de plusieurs modéles animaux semble
améliorer la fonction cardiaque, mais il n’est de nouveau pas clair si c'est par formation de
cardiomyocytes de novo (ou transdifférenciation) ou via un effet pro-angiogénique (Gojo
2003; Nagaya 2004; Toma 2002). Comme les cellules survivent en général mal a
I'injection intra-myocardique directe, des CSM de rat ont été transduites avec Aktl, une
sérine thréonine kinase connue pour avoir un effet anti-apoptotique prononcé. Apres
injection dans un modéle d'infarctus chez le rat, ces cellules ont pu régénérer 80% a 90%
du volume cardiaque perdu faisant quatre fois mieux que des CSM contrble (Mangi 2003).
Ce méme groupe de recherche a cependant montré récemment que le phénoméne
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observé dépendait d'un effet paracrine. En effet, I'injection de milieu conditionné sur ces
CSM exprimant Aktl donne les mémes résultats que dans I'étude précédente (Gnecchi
2005). Malgré ces résultats mitigés et controversés, des essais cliniques ont débuté chez
des patients avec infarctus récent. De la moelle osseuse autologue a été injectée dans
I'artére coronaire gauche et un suivi @ 6 mois a montré une amélioration de la fonction
cardiaque comparé aux patients n’ayant pas recu de greffe (Chen 2004; Wollert 2004).
Comme les CSM sont une population de cellules hétérogénes, la purification de
CSM homogénes a été tentée en utilisant des marqueurs de surface. Stro-1 est I'un des
marqueurs candidats (Simmons and Torok-Storb 1991), car des cellules humaines
positives pour Stro-1 sont capables de se différencier en phénotypes de type adipocytes,
chondrocytes, ostéoblastes et cellules de muscle lisse vasculaire (Dennis 2002).
Cependant, les anticorps anti-Stro-1 reconnaissent aussi les précurseurs érythroides.
Trois autres anticorps, SH2, SH3 et SH4, furent produits contre les CSM humaines
(Haynesworth 1992). SH2 reconnaissait I'endogline (Barry 1999), une glycoprotéine
associée avec les récepteurs & TGFp alors que SH3 et SH4 reconnaissaient le CD73
(Barry 2001), une glycoprotéine ancrée au glycophosphatidylinositol (GPI) et exprimée
habituellement sur les cellules lymphoides. Malheureusement, I'endogline et le CD73 ne
sont pas exprimé exclusivement sur les CSM. Donc, jusqu'a maintenant, malgré la
possibilité d’enrichir la fraction contenant des CSM avec différents anticorps de surface, il

n'y a pas encore de marqueur disponible pour sélectionner positivement des CSM.

G.1.3 Cellules progénitrices multipotentes

Les cellules adultes progéniteurs multipotentes ou MAPC constituent une autre
population de cellules intéressantes, car elles ont I'aptitude de se différencier en cellules
des trois feuillets embryonnaires (Reyes and Verfaillie 2001). Le protocole d’isolation
comprend, a la différence des MSC, l'usage de plagques de cultures couvertes de
fibronectine et d'un milieu contenant 2% de FBS, de 'EGF, du PDGF-BB et du LIF. Deux
ou trois semaines apres isolation, une étape de déplétion avec des anticorps contre le
CD45 et la Glycophorine A permet denlever, respectivement, les cellules
hématopoiétiques et les globules rouges. Alors que des cellules primaires comme les
CSM proliferent habituellement in vitro durant de courtes périodes seulement, les MAPC
peuvent étre propagés en culture pendant plus de 120 doublements de population. Ces
cellules expriment Oct4 (un marqueur habituellement exprimé dans les cellules
pluripotentes comme les CSE) et, aprés injection dans un embryon de souris au stade
blastocyste, un chimérisme de plus de 45% peut étre retrouvé, y compris dans le coeur
(Jiang 2002). Depuis lors, dautres groupes ont rapporté [lisolation de cellules
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multipotentes a partir de moelle osseuse (Yoon 2005) ou de sang de cordon ombilical
(Kogler 2004). L'aptitude de ces cellules a se différencier en cellules cardiaques n'a pas
encore été démontrée, mais, parce que leur potentiel de différenciation semble plus large

in vitro, c’est une voie intéressante a explorer.

G.2 Cellules souches du muscle squelettique

Le muscle squelettique contient une population de cellules souches bien
caractérisées appelées cellules satellites. Leur réle in vivo est de régénérer les myotubes
squelettiques blessés. Comme elles sont programmées pour se différencier en muscle
squelettique, leur potentiel a dévier vers le muscle cardiaque apres injection in vivo a été
investigué de maniére extensive. Des cellules satellites ont été injectées dans plusieurs
modeéles animaux d'infarctus et on a pu montrer que cela améliorait la fonction cardiaque
(Al Attar 2003; Blatt 2003; Horackova 2004; Scorsin 2000). Des essais cliniques chez des
patients subissant en méme temps des pontages coronariens ont été initiés et I'injection
chez un patient de ses propres cellules satellites dans le myocarde |ésé semble
également améliorer la fonction (Menasche 2001; Menasche 2003; Siminiak 2004; Zhang
2003a). Cependant, aucune évidence de changement de phénotype de squelettique a
cardiague n'a pu étre démontrée (Dorfman 1998; Reinecke 2002). Les myotubes
intracardiaque formés apres injection de cellules satellite ne sont pas connectés avec les
cardiomyocytes environnants (Leobon 2003) ou alors trés rarement (Rubart 2004). Donc,
les cellules satellites améliorent la fonction cardiaque par d’autres mécanismes, comme
par exemple via une amélioration passive de la tension de paroi ventriculaire, via la
limitation de I'expansion de la cicatrice due a l'infarctus ou du remodelage de la matrice
extracellulaire.

In vitro, Winitsky et al. (Winitsky 2005) ont isolé du muscle squelettique une
population de cellules souches distinctes des cellules satellites. Ces cellules sont
négatives pour les marqueurs de cellules souches Sca-1 et c-kit mais peuvent proliférer
en suspension. Elles sont capables d'exprimer des marqueurs cardiaques et de se
différencier in vitro en cardiomyocytes contractiles qui contiennent des transients
calciques et des PA. Puisque aucune transdifférenciation des cellules satellite vers un
phénotype cardiaque n’'a été observée, cette nouvelle population de cellules souche

pourrait représenter une alternative intéressante.
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G.3 Cellules souches cardiaques

Les scientifiques ont toujours pensé que le coeur des mammiféres était post-
mitotique et ne contenait pas de cellules souches, surtout car le coeur est incapable de se
régénérer aprés une blessure. En effet, suite a un infarctus, les cardiomyocytes morts
sont remplacés par un tissu cicatriciel fibrotique et akinétique. Cependant, quelques
équipes de recherche clament depuis des années que les cellules cardiaques sont encore
capables de se diviser dans le cceur adulte, méme si cela arrive trés peu fréquemment
(Beltrami 2001; Reiss 1994). Suite a ces résultats, des tentatives ont été effectuées pour
isoler des cellules souches cardiaques a partir de cceurs adultes.

Plusieurs groupes ont rapporté I'isolation de population de cellules souches a partir
de cceurs post-nataux en utilisant des techniques ou des marqueurs de surface utilisés
précédemment pour isoler des cellules souches a partir d’autres organes. Par exemple,
certaines cellules souches expriment le géne “multi-drug resistance” (MDRG) et sont
appelées “Side Population” (SP), car elles ont la propriété d’exclure activement le colorant
Hoechst de leur cytoplasme, ce qui permet de les séparer des autres cellules par
cytométrie de flux. Chez la souris, des cellules SP isolées de myocarde peuvent se
différencier en colonies de cellules contractiles in vitro lorsqu’elles sont cultivées avec des
cardiomyocytes primaires de rat (Hierlihy 2002). Oh et al. (Oh 2003; Oh 2004) ont montré
gue des cellules SP isolées du cceur expriment a leur surface une nouvelle combinaison
de marqueurs jamais observée sur d’autres types de cellules souches avant: elles sont
positives pour Sca-1, CD31 et CD38, ce qui confirme qu’elles ne sont ni des CSH, ni des
cellules endothéliales précurseurs ou matures. Elles ont également une télomerase active
et elles expriment des facteurs de transcription cardiaques comme MEF2C, GATA-4 et
TEF-1. In vitro, le traitement de ces cellules avec de la 5-azacytidine induit I'expression de
Nkx2.5 et de protéines sarcomériques. De plus, aprés injection dans un modéle
d’infarctus chez la souris, ces cellules sont retrouvées dans le myocarde et commencent
de se différencier a la périphérie de la zone infarcie. Aprés injection dans un embryon de
souris au stade blastocyste, un chimérisme est observé dans le coeur de 33% des
animaux (Oh 2004). Récemment ont également été trouvées dans le cceur des cellules
précurseurs cardiagues exprimant Sca-1 qui proliferent in vitro et peuvent se différencier
en cardiomyocytes aprés 3 semaines dans un milieu contenant, entre autre, de la
dexamethasone, du pB-glycérophosphate et de I'acide ascorbique (Rosenblatt-Velin 2005).
Dans ces conditions, 5% des cellules expriment la Troponine | et deviennent contractiles.
De plus, le FGF2 semble nécessaire dans ce processus, car des cellules positives pour
Sca-1 isolées de cceur de souris déficientes pour le gene du FGF2 ne se différencient pas
en cardiomyocytes contractiles.
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Une autre approche a été développée pour isoler de potentielles cellules souches
cardiaques de cceurs humains et de souris (Messina 2004). Lorsque des bouts de tissus
cardiaqgues sont mis en culture, des cellules sont capables de migrer au dehors et de
former des agrégats appelés cardiospheres. Ces cellules proliferent pendant plus de 50
jours in vitro et se mettent a battre spontanément. Un autre marqueur de cellules souches,
c-kit, a également été utilisé afin d’'identifier tout d’abord des cellules souches cardiaques
in vivo chez le rat et de les purifier (Beltrami 2003). Des cellules clonogéniques positives
pour c-kit ont été identifiées. Elles peuvent se différencier en cellules cardiaques, de
muscle lisse et endothéliales in vitro et in vivo, apres injection dans la zone périphérique
d'un infarctus. Les mémes cellules positives pour c-kit ont été trouvées in vivo dans le
cceur humain et leur nombre est apparemment augmenté quand le cceur est hypertrophié
(Urbanek 2003). Les mémes auteurs ont récemment rapporté que des cceurs adultes
ayant subi un infarctus contiennent plus de cellules souches cardiaques que des coeurs
sains, que ce soit peu de temps ou longtemps aprés linfarctus, et que ces cellules
positives pour c-kit ont des téloméres plus courtes et sont plus souvent positives pour des
marqueurs d’apoptose ou de sénescence (Urbanek 2005).

Récemment, un rble important dans la différenciation cardiaque a été attribué a isl1,
un facteur de transcription connu pour jouer un réle dans la différenciation des flots de
Langerhans, car les souris déficientes pour ce géne ne développe pas de voie efférente,
d'oreillette et de ventricule droit (Cai 2003). Isl1 est exprimé également dans quelques
cellules du cceur post-natal et a donc été utilisé pour isoler des cellules souches
cardiaques chez le rat, la souris et 'lhomme. Les résultats montrent que le coeur adulte
contient une population de cellules positives pour Isl1 dont 25% sont capables de se
différencier in vitro en cardiomyocytes aprés coculture avec des cardiomyocytes
néonataux (Laugwitz 2005).

Puisque plusieurs groupes de recherche ont isolé des cellules souches cardiaques
en utilisant différents protocoles et différents marqueurs de surface, il n'est pas encore
possible de savoir s’ils ont tous isolé la méme population et, donc, de dire avec certitude
gu’il y a une unique population de cellules souches cardiaques. Cependant, certaines
conditions sont communes a tous les protocoles, comme la présence de basses
concentrations de FBS dans le milieu et le besoin de cellules nourricieres de type
fibroblastique ou mésenchymateuses pour la propagation.

En résumé, des études récentes suggeérent la présence de cellules souches
cardiaques résidentes dans le cceur adulte. Bien gu'insuffisantes et inefficaces pour
réparer le cceur en cas de pathologie, leur recrutement au moyen de facteurs de
croissance et/ou leur propagation ex-vivo avant réinjection pourrait représenter une option
thérapeutique également.
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G.4 Lecons tirées des modeles de cellules souches

adultes

En tout et pour tout, il existe peu d’études qui démontrent de manieére convaincante
des phénoménes de transdifférenciation de cellules souches adultes a cardiomyocytes in
vitro. La quantité de cellules cardiaques obtenues est bien plus faible qu’'a partir de CSE
et peu de ces études fournissent une caractérisation fonctionnelle des cellules obtenues.
Néanmoins, plusieurs groupes ont observé la réexpression de marqueurs cardiaques et
leurs cellules pourraient donc avoir juste commencé le processus de différenciation
cardiaque. D’autres études sont requises afin de déterminer si on peut pousser ces
cellules a se développer en cardiomyocytes pleinement fonctionnels en utilisant des
facteurs pro-cardiogéniques comme ceux résumeés sur les Figures 1 et 3.

Pour atteindre ce but, une meilleure compréhension de la biologie fondamentale des
cellules souches adultes est nécessaire. La plupart des populations de cellules souches
adultes étudiées a ce jour sont hétérogénes, c'est-a-dire qu’elles contiennent des cellules
de phénotypes différents ou exprimant différents marqueurs de surface. La production
d’anticorps spécifiques qui permettraient de sélectionner positivement ces cellules
souches est également nécessaire. D’autre part, plusieurs équipes essaient de travailler a
un niveau clonal, c’est-a-dire a partir d’'une lignée cellulaire dérivée d’'une seule cellule.
Ceci afin de prouver gu'une seule cellule a bien le potentiel de se différencier dans des
phénotypes attendus selon son origine et des phénotypes inattendus. Répondre a ce type
de questions est dune réelle importance, car certaines cellules souches adultes

pourraient avoir un potentiel de différenciation plus large que d’autres.
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H. Conclusion

Les cellules souches dérivées d’embryons sont un outil unique qui permet d’'étudier
la cardiogenese in vitro. Beaucoup de progres ont été effectués dans notre
compréhension des mécanismes de différenciation cardiaque, spécialement en ce qui
concerne le réle et I'effet de certains facteurs de croissance. Les cardiomyocytes dérivés
de CECs, de CSEs et de CSEh ont été caractérisés fonctionnellement et structuralement
et nous savons maintenant que leur développement récapitule la cardiogenése précoce,
mais que leur stade de maturation reste, pour la plupart des caractéristiques, a un stade
embryonnaire. La quantité de cardiomyocytes obtenus est suffisante pour des études in
vitro. Néanmoins, augmenter l'efficacité de la différenciation avec des facteurs de
croissance est nécessaire si on veut obtenir assez de cellules cardiaques pour la thérapie
cellulaire. De meilleures procédures sont également requises pour purifier les cellules, car
le potentiel des CSE de former des tératomes ne doit pas étre oublié. D'autres études
devront aussi déterminer comment les cellules, différenciées ou non, répondent a
'environnement aprés implantation in vivo tout d’abord dans des modéles animaux, d’'un
point de vue fonctionnel et immunologique.

Le potentiel des cellules souches adultes de générer des cardiomyocytes in vitro est
encore investigué de maniére active en ce moment. Il n’y a pas encore de consensus
guand a savoir quelles cellules souches adultes ont le potentiel de se différencier en
cardiomyocytes. Cependant, les connaissances acquises en étudiant les CSE aideront
srement a pousser la différenciation cardiaque des cellules souches adultes.

Les cellules souches adultes autologues sont une source de cellule a considérer tres
sérieusement pour la thérapie cellulaire, car leur utilisation réglerait un certain nombre de
problémes soulevés par la transplantation de cellules dérivées de CSE, comme le rejet
immunitaire et le risque de formation de tératomes.

De futures études sur les cellules souches au moyen d’analyses génomiques et
protéomiques de large échelle aideront sirement a découvrir des molécules qui régulent
les processus de différenciation. D’autres champs de recherche pour lesquels les cellules
souches pourraient permettre de répondre a des questions cruciales incluent le
reprogrammage du génome et le contrble des modifications épigénétiques. L'effet de la
sous- ou surexpression de génes de type sauvage ou mutés dans certaines maladies
humaines pourra aussi étre étudié en utilisant ces modéles de cellules souches. Des
études pharmaceutiques sur les CSE seront également utiles afin de déterminer la sGreté
ou la teratogénicité de substances chimiques ou de médicaments.

La recherche sur les CSE et la recherche sur les cellules souches adultes sont
complémentaires. A ce point de nos connaissances, aucune option ne doit étre négligée,
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car l'usage de cardiomyocytes dérives de cellules souches adultes pour la thérapie
cellulaire cardiaque supprimerait les problémes de rejet immunitaire et éthiques, deux
points de controverse qui sont contre 'utilisation de CSE pour ces applications cliniques.
La recherche sur ces deux grandes classes de cellules devrait progresser en paralléle afin
de mener éventuellement au développement de traitements efficaces de I'insuffisance

cardiaque par thérapie cellulaire.
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