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RESUME

L’hypothése selon laquelle les lignages endothélial
et hématopoiétique auraient une origine commune
est postulée depuis longtemps. Dans le modéle des
chimeéres caille-poulet nous avons montré que deux
territoires mésodermiques produisent des progéni-
teurs endothéliaux : le somite produit uniquement
des angioblastes (potentialité angiopoiétique) tandis
que le mésoderme splanchnopleural donne naissance
a des progéniteurs a double potentialité, endothéliale
et hématopoiétique (potentialité hémangiopoiétique).
Cette potentialité hémangiopoiétique est définie par la
capacité de précurseurs greffés en position dorsale a
migrer vers le plancher endothélial de I’aorte et a
participer aux bourgeonnements hématopoiétiques
qui y ont lieu (voir Jaffredo ef al. dans ce volume).

Nous avons mis au point un test in vivo basé sur la
mise en évidence de cette capacité dans le systéme
des chimeres caille-poulet, ou les cellules endothé-
liales et hématopoiétiques de caille sont révélées grace
a P’anticorps monoclonal QH1, spécifique de ces
lignages dans I’espéce caille.

Un contact transitoire avec de I’endoderme ou de
I’ectoderme modifie le comportement des cellules

issues du mésoderme traité et I’effet de ces feuillets
germinaux peut étre mimé par des traitements avec
plusieurs facteurs de croissance, VEGF, FGFb,
TGFp1, EGF et TGFo, connus pour leur implication
dans I’émergence et la prolifération des cellules endo-
théliales et/ou dans les processus d’hématopoiese.

L’endoderme induit une potentialit¢é hémangio-
poiétique dans le mésoderme associé : ’association de
mésoderme somitique ou somatopleural avec ce
feuillet promeut la pénétration des cellules QH1" dans
le plancher de I’aorte et leur participation aux bour-
geonnements hématopoiétiques. L’induction de la
potentialité hémangiopoiétique est reproduite par
VEGF, FGFb et TGF1. A l’inverse, un contact avec
I’ectoderme ou des traitements par EGF et TGFo
abolissent entiérement la potentialité hémangiopoié-
tique du mésoderme splanchnopleural qui produit
alors des angioblastes incapables de gagner le plan-
cher de I’aorte. Nous postulons donc que deux gra-
dients modulent la potentialité angiopoiétique/héman-
giopoiétique du mésoderme, un gradient inducteur,
ventral, issu de ’endoderme, et un gradient inhibi-
teur, dorsal, issu de I’ectoderme.

SUMMARY Manipulation of angiopoietic/hemangiopoietic potentials in the avian embryo

The hypothesis that the endothelial and hemopoie-
tic lineages have a common ontogenic origin is cur-
rently being revived. We have shown previously by
means of quail/chick transplantations that two sub-
sets of the mesoderm give rise to endothelial precur-
sors: a dorsal one, the somite, produces pure angio-
blasts (angiopoietic potential), while a ventral one,
the splanchnopleural mesoderm, gives rise to proge-
nitors with a dual endothelial and hemopoietic poten-
tial (hemangiopoietic potential).

To investigate the cellular and molecular controls
of the angiopoietic/hemangiopoietic potential, we

devised an in vivo assay based on the polarized
homing of hemopoietic cell precursors to the floor of
the aorta detectable in the quail/chick model. In the
present work, quail mesoderm was grafted, after
various pretreatments, onto the splanchnopleure of a
chick host; the homing pattern and nature of graft-
derived cells were analyzed thereafter using the QH1
monoclonal antibody which recognizes both quail
endothelial and hemopoietic lineages. We report that
transient contact with endoderm or ectoderm could
change the behavior of cells derived from treated
mesoderm, and that the effect of these germ layers
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could be mimicked by treatment with several growth
factors VEGF, bFGF, TGFB1, EGF and TGFo,
known to be involved in endothelial commitment and
proliferation, and/or hemopoietic processes.

The endoderm induced a hemangiopoietic potential
in the associated mesoderm. Indeed, the association of
paraxial or somatopleural mesoderm with endoderm
promoted the “ventral homing” and the production of
hemopoietic cells from mesoderm not normally endo-
wed with this potential. The hemangiopoietic induc-

tion by endoderm could be mimicked by VEGF,
bFGF and TGFp1. In contrast, a contact with ecto-
derm or EGF/TGFo. treatments totally abrogated the
hemangiopoietic capacity of the splanchnopleural
mesoderm which produced pure angioblasts with no
“ventral homing” behavior. We postulate that two
gradients, one positive and one negative, modulate
the angiopoietic’hemangiopoietic potential of the
mesoderm.

INTRODUCTION

Au cours de I"ontogenese précoce du systeme san-
guin, les cellules endothéliales (CE) et les cellules héma-
topoictiques (CH) sont étroitement associées notamment
au niveau des ilots sanguins et de 1’aorte. Ces relations
anatomiques ont conduit les auteurs a postuler I’exis-
tence d’un ancétre commun, I’hémangioblaste (Murray,
1932). Des résultats récents sont en faveur de cette hypo-
these : chez la Souris, la délétion de plusieurs génes blo-
quent le développement des deux lignages (George et al.,
1993 ; Yang et al., 1993 ; Dickson et al., 1995 ; Shalaby
et al., 1995 ; Carmeliet et al., 1996 ; Ferrara et al., 1996 ;
Oshima et al., 1996); chez I’Oiseau, des cellules triées
a partir de jeunes gastrulas sur la base de I’expression du
récepteur 2 du VEGF (flk1) ont la capacité de donner soit
des CE, soit des CH (Eichmann er al., 1997).

Nous avons, par le passé, étudié les relations entre CE
et CH au moyen des chiméres caille-poulet (Pardanaud
et al., 1989 ; Pardanaud & Dieterlen-Liévre, 1993a ; Par-
danaud & Dieterlen-Liévre, 1993b; Pardanaud et al.,
1996 ; Pardanaud & Dieterlen-Liévre, 1999) en nous
focalisant particuliérement sur un processus hémato-
poiétique restreint au plancher de 1’aorte de 3-4 jours
(E3-E4) ou des bourgeonnements de CH sont respon-
sables de la production des cellules souches hémato-
poiétiques intraembryonnaires (revue dans Dieterlen-
Lievre, 1997 ; Jaffredo et al. dans ce volume).

Chez I’Oiseau, nous avons montré que deux lignages
endothéliaux participent a la formation de I’aorte (Par-
danaud et al., 1996). Le premier, purement endothélial,
dérive du somite : ce lignage qui migre en parallele avec
les myoblastes au sein du mésoderme de la paroi du
corps (lame latérale somatopleurale), édifie le toit et les
coOtés de 'aorte. Le deuxiéme lignage, dérivé du méso-
derme splanchnopleural, vascularise les visceres (Parda-
naud et al., 1989 ; Pardanaud et al., 1996) et est impli-
qué dans la formation du plancher de I’aorte ou il
possede la double potentialité, endothéliale et hémato-
poiétique (Pardanaud er al., 1996). Ces différentes capa-
cités ont été¢ déterminées en substituant des somites de
Poulet par des somites ou du mésoderme splanchno-
pleural de Caille (Pardanaud et al., 1996). Dans ces expé-
riences, les CE et les CH produites par les greffons sont
identifiées dans 1’hote au moyen de I’anticorps mono-
clonal QHI1 spécifique de ces lignages chez I’espece

Caille mais qui ne reconnait aucune de ces cellules chez
le Poulet (Pardanaud et al., 1987).

Si des facteurs de transcription, tel que SCL/Tal
(Drake et al., 1998; Liao et al., 1998 ; Visvader et al.,
1998), impliqués durant les stades précoces du dévelop-
pement du systéme sanguin commencent a étre identifiés,
les contréles cellulaires et moléculaires qui régissent ce
processus sont encore inconnus. L’hypothése d’un rdle
inducteur de I’endoderme sur 1’érythropoiese primitive
(Wilt, 1965 ; Miura & Wilt, 1969, 1970 ; Kessel & Fabian,
1987 ; Pardanaud et al., 1989 ; Pardanaud & Dieterlen-
Lievre, 1993a; Pardanaud et al., 1996) et la différencia-
tion cardiovasculaire (Fishman & Chien, 1997) a été
posée. Il faut noter que, dans les territoires embryonnaires
possédant la double potentialité endothéliale et hémato-
poiétique, c’est a dire le sac vitellin, I’aorte et I’allantoide
(Caprioli et al., 1998), le mésoderme splanchnopleural est
intimement lié a I’endoderme (Kessel & Fabian, 1986;
Flamme, 1989). Récemment, nous avons montré, en étu-
diant les contréles cellulaires et moléculaires susceptibles
d’affecter le potentiel angiopoiétique/hémangiopoiétique
(Pardanaud & Dieterlen-Lievre, 1999), qu’un contact tran-
sitoire avec de I’endoderme ou de I’ectoderme peut modi-
fier le comportement du mésoderme associé et que 1’effet
de ces feuillets germinaux peut étre reproduit avec des fac-
teurs de croissance, VEGF, FGFb, TGFB1, EGF et TGFo.
connus pour leur implication dans 1’émergence et la pro-
lifération des CE et/ou des CH (Schreiber et al., 1986;
Stewart et al., 1989 ; Flamme & Risau, 1992 ; Dickson et
al., 1995 ; Carmeliet et al., 1996 ; Ferrara et al., 1996).

Nous avons mis au point, dans le systeme caille-pou-
let, un test in vivo basé sur la capacité de certains pro-
géniteurs a gagner le plancher de I’aorte. En fonction de
leur potentiel, les progéniteurs issus des greffons enva-
hissent seulement la paroi du corps et le toit de I’aorte,
ou bien pénetrent également dans les viscéres et le plan-
cher de I’aorte ou ils participent aux bourgeonnements
hématopoiétiques (Pardanaud ef al., 1996). L’analyse de
ces expériences avec QH1, réalisée deux jours apres la
greffe, nous permet de définir un potentiel angiopoiétique
lorsque les CE se restreignent aux territoires dorsaux de
I’hdte mais ne pénetrent pas dans le plancher de I’aorte,
et un potentiel hémangiopoiétique lorsque les cellules
QH1* sont capables de participer a I’endothélium ventral
de I’aorte ainsi qu’aux CH qui bourgeonnent dans la
lumiére du vaisseau.
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Nos résultats récents (Pardanaud & Dieterlen-Liévre,
1999) montrent : 1) qu’un contact bref avec I’endoderme
respécifie le mésoderme axial ou somatopleural en méso-
derme splanchnopleural en induisant un potentiel héman-
giopoiétique au sein du mésoderme associé; 2) que
I’effet de ’endoderme est mimé par le VEGF, le FGFb
et le TGFPB1; 3) que I’ectoderme ainsi que I'EGF ou le
TGFa restreignent la capacité hémangiopoiétique du
mésoderme splanchnopleural au potentiel angiopoiétique.

MATERIEL ET METHODES

Embryons

Les différents territoires mésodermiques a tester sont
prélevés chez des embryons de Caille (Coturnix coturnix
Japonica) puis greffés chez des embryons de Poulet (Gal-
lus gallus souches JA57 ou White Leghorn). Les
embryons de Caille donneurs sont incubés 48 a 72 h, les
embryons de Poulet donneurs et hotes 48 h, les embryons
hotes ayant entre 8 et 25 paires de somites.

Préparation des explants

Le prélevement des différents territoires mésoder-
miques de caille a été décrit précédemment (Pardanaud
et al., 1996). L’endoderme et I’ectoderme de poulet pré-
levés a partir de I’aire pellucide sont disséqués mécani-
quement avec un micro-scalpel.

Cultures organotypiques

Avant d’étre greffés, les tissus sont cultivés une nuit
sur un milieu semi-solide (Wolf & Haffen, 1952). Le
milieu de culture est composé de 600 pul de jus
d’embryons, 600 pl de solution de Tyrode, 200 pl de
pénicilline-streptomycine (10000 U/ml) et 1400 pl
d’agar (a 1 % dans PBS). Pour étudier I’effet de 1’endo-
derme ou de ’ectoderme, ces tissus sont mis en contact
avec des fragments de différents territoires mésoder-
miques. Pour tester 1’effet des facteurs de croissance, le
milieu de base est enrichi avec I’'un d’entre eux : VEGF
recombinant humain (5 ng/ml, 70 ng/ml, 100 ng/ml ou
500 ng/ml), FGFb recombinant humain (1 ng/ml,
20 ng/ml ou 200 ng/ml), TGFB1 recombinant humain
(10 pg/ml, 50 pg/ml ou 1 ng/ml), EGF recombinant
humain ou murin (1 ng/ml, 10 ng/ml ou 100 ng/ml),
TGFo recombinant humain (1 ng/ml, 10 ng/ml ou
100 ng/ml). Pour chaque facteur de croissance, les
concentrations testées se rapportent a des études anté-
rieures (Flamme & Risau, 1992 ; Mews & Meyer, 1993)
ou aux directives des fournisseurs.

Greffes

Apres avoir réalisé un fond noir sous ’embryon de
poulet héte au moyen d’encre de Chine diluée dans du
PBS, les explants sont insérés sur la splanchnopleure au
sein du ccelome en formation entre le 8¢ et le 20¢ somite,

~

un niveau qui correspond a la future localisation des
bourgeonnements hématopoictiques dans 1aorte (Parda-
naud et al., 1996 ; Pardanaud & Dieterlen-Liévre, 1999).

Immunohistochimie

Les hotes sont sacrifiés deux jours apres la greffe,
fixés dans du liquide de Bouin ou de Carnoy et inclus
dans la paraffine. Le protocole d’immunohistochimie
avec QH1 a été décrit précédemment (Pardanaud & Die-
terlen-Lievre, 1993a). Parfois un double marquage est
réalisé avec I’anticorps monoclonal QCPN qui reconnait
tous les noyaux des cellules de Caille (Pardanaud & Die-
terlen-Li¢vre, 1999).

RESULTATS

La greffe d’explants sur la splanchnopleure hote
(Fig. 1) nous permet d’insérer plus de matériel que lors
d’une substitution de somites (Pardanaud er al., 1996).
Les résultats montrent que ce type de greffe latérale ne
modifie en rien la distribution et le comportement des
cellules QHI1" issues des tissus de caille transplantés,
que ce soit dans le cas du mésoderme paraxial (plaque
segmentaire et somite) ou du mésoderme latéral (soma-
topleural et splanchnopleural). C’est ainsi que la migra-
tion des précurseurs est indépendante de leur localisation
d’origine mais est déterminée par des propriétés intrin-
séques. Les mésodermes paraxial et somatopleural pro-
duisent des CE qui envahissent la région dorsale de
I’embryon hoéte (Fig. 2), participent a I'endothélium du
toit de I’aorte mais ne peuvent pas pénétrer dans les vis-
ceres ni dans 1’aorte ventrale (Tableau I): les cellules
progénitrices QH1" issues du mésoderme splanchno-
pleural ont une capacité invasive ubiquitaire, elles colo-
nisent les organes internes, intégrent I’endothélium du
plancher de I’aorte (Fig. 3) et participent aux bourgeon-
nements hématopoiétiques (Tableau I).

Pour rechercher les facteurs cellulaires et moléculaires
qui interviennent dans le controle du potentiel angio-
poiétique/hémangiopoiétique, nous avons cherché, soit a
induire le potentiel hémangioblastique au sein des méso-
dermes paraxial et somatopleural, soit a restreindre ce
potentiel dans le mésoderme splanchnopleural. Le critére
pris en compte pour analyser la manipulation du poten-
tiel angiopoiétique/hémangiopoictique est la présence ou
I’absence de cellules QH1" dans le plancher de 1'aorte,
les cas ou des cellules QH1" (endothéliales et/ou héma-
topoiétiques) se retrouvent dans ce territoire étant consi-
dérés comme positifs (Tableaux I et II).

L’endoderme induit une capacité hémangiopoiétique
dans le mésoderme associé

Parmi les facteurs environnementaux pouvant influen-
cer la potentialité angiopoiétique/hémangiopoiétique,
I’endoderme qui est en contact étroit avec le mésoderme
splanchnopleural est un bon candidat.
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FiG. 1. — Coupe transversale d’un embryon de Poulet (E2) 3 heures aprés la greffe d’un fragment de mésoderme de Caille sur la splanch-
nopleure. Double marquage QH1/QCPN. Le greffon de caille identifiable grace au marqueur nucléaire QCPN (fléches) est inséré dans le
ceelome (Coe) de I'hote entre le mésoderme somatopleural (MSo) et le mésoderme splanchnopleural (MSp). Des CE QH1* (tétes de fléche)
sont présentes au sein du greffon et a sa périphérie. Ao : aorte; Ec : ectoderme ; En : endoderme ; NC : notochorde ; So : somite ; TN : tube
nerveux ; barre : 20 um.

FIG. 2. — Coupe transversale d’un
embryon de Poulet (E3,5) ayant regu
la greffe de somites de Caille deux
jours auparavant. Marquage QHI.
Les CE QHI1" issues des somites
greffés, restreintes au coté opéré, se
distribuent dans les territoires dor-
saux de I’héte, autour du tube ner-
veux (TN), de la veine cardinale
(VC), dans 'aile (A) et la paroi. Sur
d’autres coupes du méme embryon
des CE QHI" gagnent également
I’endothélium dorsolatéral de I’aorte
(Ao). Barre : 100 pm.

FiG. 3. — Coupe transversale d’un
embryon de Poulet (E3,5) ayant requ
la greffe de mésoderme splanchno-
pleural de Caille deux jours aupara-
vant. Marquage QHI1. Sur cette
coupe, au niveau de I’aorte des
CE QHI" participent a 1’endothé-
lium du toit (fléche) et surtout du
plancher de I’aorte (téte de fleche).
Barre : 100 pm.
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Tableau I. — Inducteurs du potentiel hémangiopoiétique.

Cellules QHI1"
dans les structures dorsales

Explants de caille greffés

Cellules QH 1" dans l'aorte ventrale

Cellules endothéliales Cellules hématopoiétiques

Mesoderme somatopleural ou somitique 100 % (30/30%) 3% (1/30) 0 % (0/30)
Mésoderme splanchnopleural 100 % (15/15) 80 % (12/15) 47 % (7/1—53 0
milicu de base 100 % (25/25) 4% (1125) 0% (0/25)
endoderme de poulet 100 % (39/39) 56 % (22/39) 36 % (14/39)
Miksollerme somatopteursi _ VEGF 100 % (46:46) 80 % (37/46) 61 % (28/46)
ou sp{nitique (5 a 500 ng/ml) - -
UaKE-avec FGFb 100 % (37/37) 57 % (21/37) 30 % (11/37)
(14200 ng/ml)
TGF BI 100 % (34/34) 56% (19/34) 24 % (8/34)
(10 pg a 1 ng/ml)
* Nombre de cas positifs/nombre total de cas.
Tableau II. — Inhibiteurs du potentiel hémangiopoiétique.
Cellules QHI' _____ alliles QU1 dan lnorie verials
Explants de caille greffés dans les structures dorsales  Cellules endothéliales Cellules hématopoictiques
Mésoderme somatopleural _EGF (1 & 100 ng/ml) 100 % (5/5%) 0 % (0/5) 0% (0/5)
traité avec TGFo (1 & 100 ng/ml) 100 % (5/5) 0 % (0/5) 0 % (0/5)
i ectoderme de poulet 100 % (25/25) 8 % (2/25) 0% (025
spk:?;ltlggeiuml EGF (1 4 100 ng/ml) 100 % (26/26) 15 % (4/26) 4 % (1/26)
TGFa 100 % (16/16) 19 % (3/16) 6 % (1/16)

* Nombre de cas positifs/nombre total de cas.

Nous avons testé 1’effet de I’endoderme soit sur du
mésoderme paraxial, soit sur du mésoderme somato-
pleural qui normalement ne produit aucune CE et est
colonisé par des précurseurs vasculaires somitiques a
destinée dorsale et sans capacité hématopoiétique (Par-
danaud et al., 1996).

A E2, du mésoderme axial ou somatopleural de caille
a été associé transitoirement a de 1’endoderme embryon-
naire de poulet (E2) avant que le mésoderme ne soit
greffé dans le coelome d’un poulet hote de E2 (Fig. 4).
Dans ces conditions, des CE originaires du greffon
migrent au sein de I’endothélium ventral de I’aorte et
participent aux bourgeonnements hématopoiétiques
(Tableau I). Des greffes témoins de mésoderme paraxial
ou somatopleural non induit ne montrent ni CE ni CH
dans le plancher de I’aorte (Tableau I).

Il apparait donc que I’endoderme a un réle inducteur
sur la capacité hémangiopoiétique du mésoderme associé.

Des facteurs de croissance miment I’effet
de ’endoderme

L’étape suivante a été de rechercher des molécules
qui, dans le feuillet endodermique, pourraient étre res-

ponsables de I’'induction hémangiopoiétique. Nous avons
donc essayé de mimer I’effet de I’endoderme avec des
facteurs de croissance. Trois molécules, dont, pour cer-
taines, I’expression au niveau du messager et/ou de la
protéine a ét¢ montrée dans I’endoderme et dont les
implications dans les processus de vascularisation et/ou
d’hématopoiése ont été démontrées (Flamme & Risau,
1992 ; Gordon-Thomson & Fabian, 1994 ; Sanders ¢f al.,
1994 ; Dickson et al., 1995; Dumont et al., 1995 ;
Flamme et al., 1995a; Shalaby er al., 1995 ; Carmeliet et
al., 1996; Oshima et al., 1996; Ferrara et al., 1997 ;
Beck & D’Armore, 1997 ; Eichmann er al., 1997), ont été
testées : le VEGF, le FGF basique et le TGFB1.

Du mésoderme paraxial ou somatopleural de caille,
prélevé a E2 ou a E3, est cultivé pendant 12 a 36 h sur
un milieu gélosé contenant ou non I'un des facteurs,
avant d’étre greffé dans le caelome d’un hote poulet
(Fig. 4). Chacune de ces trois molécules est capable, a
des concentrations physiologiques, d’induire la partici-
pation des CE, issues du greffon, a I’endothélium aor-
tique ventral, ainsi qu’aux bourgeonnements hémato-
poiétiques (Fig. 5, Tableau I). Si I’effet inducteur est
plus reproductible avec le VEGF (75 % des cas) qu’il ne
I’est avec le FGFb ou le TGFBI (50 % des cas), il est,
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Endoderme de poulet
+ mésodermes somatopleural ou
somitique de caille

Mésodermes
somatopleural ou
somitique de caille

Une nuit d'association

So
S
Mésodermes somatopleural s
ou somitique de caille A ® A p
Embryon de poulet (E 1,5)

Une nuit

FiG. 4. — Représentation schématique du protocole réalisé pour tester I’effet de I’endoderme ou de facteurs de croissance
sur les mésodermes somatopleural et somitique.

FiGs 5 et 6. — Colonisation du plancher de I’aorte par des cel-
lules de Caille issues de mésoderme somatopleural, non héman-
giopoiétique, traité par des facteurs de croissance. Coupes longi-
tudinales. Marquage QHI.

FIG. 5. — Induction par du VEGF. L’embryon héte a 3,5 jours.
Des CE QHI1* envahissent le mésentére dorsal (M), le toit et le
plancher de I’aorte (Ao fleches). A ce niveau, une CH QHI1" (téte
de fleche) bourgeonne dans la lumiére du vaisseau. So : somite;
barre : 20 pm.

FiG. 6. — Induction par du FGFb. L’embryon héte a 3,5 jours.
Des CE QHI1* (fieches) et une CH QHI1* (téte de fleche) sont pré-
sentes dans I’endothélium ventral de I’aorte (Ao). So : somite;
barre : 20 pm.
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dans tous les cas, significatif par comparaison avec les
greffes témoins (Tableau I).

Ces résultats montrent que le VEGF, le FGFb et le
TGFB1 peuvent mimer I’effet de I’endoderme en ce qui
concerne I’induction hémangiopoiétique. Ces molécules
sont donc capables de respécifier la capacité angiopoié-
tique du mésoderme somatopleural ou somitique en un
potentiel hémangiopoiétique qui normalement est propre
au mésoderme splanchnopleural.

Un contact avec I’ectoderme abolit le potentiel
hémangiopoiétique du mésoderme splanchnopleural

Dans une méme approche, nous avons recherché s’il
était possible d’inhiber la capacité hémangiopoiétique
du mésoderme splanchnopleural. Nous avons testé ’effet
de I’ectoderme connu pour induire une zone avasculaire
dans le bourgeon de membre (Feinberg er al., 1983 ; Wil-
son et al., 1989). Lorsque du mésoderme splanchno-
pleural de caille est associé transitoirement a de I’ecto-
derme de poulet avant d’étre greffé dans un hote poulet,
celui-ci perd sa potentialité hémangiopoiétique et sa
capacité a produire des CE est réduite. Les CE QHI",
issues du greffon, envahissent les territoires dorsaux de
I’hote, participent a I’endothélium dorso-latéral de I’aorte
mais ne sont plus capables de pénétrer au sein de I’endo-
thélium aortique ventral ni de fournir les CH qui bour-
geonnent dans la lumiere du vaisseau (Tableau II).

L’effet de ’ectoderme peut étre reproduit par un
traitement avec de P’EGF ou du TGFo

Dans le but de mimer I’effet de I’ectoderme, nous
avons choisi de tester I’EGF et le TGFo., deux molécules
qui partagent le méme récepteur et qui sont exprimées
dans certaines cellules ectodermiques. De plus, il a été
montré, chez le Porc, que ’EGF s’exprime dans le méso-
derme de I’amnios, une annexe embryonnaire totalement
avasculaire (Vaughan ef al., 1992).

Du mésoderme splanchnopleural de caille a été cultivé
transitoirement sur un milieu semi-solide enrichi avec de
I’EGF ou avec du TGFo avant d’étre greffé dans un
embryon de Poulet. Dans ces expériences, les CE issues
du greffon ne peuvent pénétrer dans I’endothélium aor-
tique ventral, ni participer aux bourgeonnements héma-
topoiétiques (Tableau II).

Il apparait donc que, comme I’ectoderme, I’EGF et le
TGFo abolissent la capacité hémangiopoiétique du
mésoderme splanchnopleural en modifiant la destinée
des cellules QH1" émigrantes.

DISCUSSION

Nos expériences de manipulations du potentiel angio-
poiétique/hémangiopoiétique ont donc conduit a modifier
et méme a inverser ces capacités en réalisant soit des
associations entre différents territoires mésodermiques
avec de ’endoderme ou de ’ectoderme, soit en traitant
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ces régions du mésoderme par des facteurs de croissance.
Nos résultats établissent que I’architecture embryonnaire
modele le systéeme sanguin (Pardanaud & Dieterlen-
Liévre, 1999).

Des données de la littérature ont mis en ¢évidence un
role trophique de I’endoderme sur I’émergence des CE
et des CH dans le mésoderme, mais n’ont pas permis de
conclure a une véritable induction. En revanche nos tests
in vivo ont montré que I’endoderme doit avoir un role
instructeur dans la mesure ou il induit I’acquisition d’un
potentiel nouveau au sein du mésoderme somatopleural
ou somitique.

Afin d’appréhender les mécanismes moléculaires qui
sous-tendent I’effet de I’endoderme, nous avons sélec-
tionné des facteurs de croissance exprimés dans ce
feuillet. Les messagers du VEGF sont détectés précoce-
ment dans I’endoderme (Breier e al., 1995 ; Dumont et
al., 1995; Flamme et al., 1995a) et 'un de ses récep-
teurs, flk1, est transcrit dans le mésoderme dés I'initia-
tion de la gastrulation (Eichmann et al., 1993 ; Millauer
et al., 1993). Les souris VEGF-/- meurent in utero des
suites d’une désorganisation importante des lignages
endothélial et hématopoiétique (Carmeliet er al., 1996 ;
Ferrara et al., 1996). Flk1 est indispensable a I'¢tablis-
sement et/ou a la croissance du lignage endothélial (Sha-
laby et al., 1995) et, chez le Poulet, des cellules flkl’
triées a partir de blastulas ont la capacité de donner in
vitro des CE ou des colonies hématopoiétiques (Eich-
mann et al., 1997). A des stades plus tardifs, I'injection
de VEGF conduit a accroitre la densité du réseau endo-
thélial et a ’apparition de vaisseaux dans des territoires
normalement avasculaires (Drake & Little, 1995
Flamme et al., 1995b).

En ce qui concerne le role du FGFb, des expériences
in vitro ont montré que ce facteur promeut la différen-
ciation des ilots sanguins, I’émergence de CE flk1"
(Flamme & Risau, 1992) et la synthése d’hémoglobine
(Gordon-Thomson & Fabian, 1994).

Les souris TGFB1-/- ont un sac vitellin dont I'archi-
tecture vasculaire est anormale en raison de mauvaises
connections entre les CE et les cellules mésodermiques
et de la présence de capillaires distendus (Dickson ef al.,
1995). Les souris TGFB1R2 -/- meurent aussi in utero en
raison de défauts dans les processus de vasculogenese et
d’hématopoiese (Oshima et al., 1996). Chez les Oiseaux,
bien que les transcrits et la protéine TGFB1 soient détec-
tés dans I’endoderme et le mésoderme (Sanders et al..
1994), in vitro cette molécule ne semble pas impliquée
dans I’émergence de CE et de CH a partir de suspensions
cellulaires de blastulas (Flamme & Risau, 1992).

Dans notre protocole expérimental, chacun de ces trois
facteurs peut conférer un potentiel hémangiopoictique
aux progéniteurs issus des mésodermes somitique ou
somatopleural, cette induction étant plus importante avec
le VEGF dont I’efficacité est méme supérieure a celle de
I’endoderme.

Le role de I’ectoderme dans le développement du
bourgeon de membre est bien connu (Tabin, 1995
Tickle, 1995). 1l y induit une zone avasculaire dans le
mésoderme sous-jacent (Feinberg et al., 1983 ; Wilson er
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al., 1989). Nous avons choisi de tester I’EGF et le TGFo.
car ces molécules s’expriment dans les cellules d’origine
ectodermique (Hursh er al., 1987 ; Snead et al., 1989). De
plus, ’EGF est détecté, chez le Porc, dans le mésoderme
somatopleural de I’amnios, une annexe embryonnaire
totalement avasculaire (Vaughan et al., 1992).

Nos résultats montrent que I’ectoderme, I’EGF et le
TGFo. abolissent le potentiel hémangiopoiétique du
mésoderme splanchnopleural, la capacité angiopoiétique
étant maintenue mais réduite de telle sorte que le méso-
derme traité est envahi par des CE de I’hote : normale-
ment, la vascularisation des dérivés splanchnopleuraux
est assurée par des angioblastes intrinséques (Pardanaud
et al., 1989 ; Pardanaud & Dieterlen-Liévre, 1993a).

La manipulation du potentiel angiopoiétique/héman-
giopoiétique chez I’embryon nous permet donc de postu-
ler I’existence de deux gradients qui modulent les capa-
cités du mésoderme a produire, soit seulement des CE,
soit des CE et des CH ; le premier gradient, négatif, a pour
origine I’ectoderme, le second gradient, positif, provient
de I’endoderme (Pardanaud & Dieterlen-Liévre, 1999).

Quel que soit le rdle joué in vivo par les facteurs de
croissance que nous avons testés, il est probable que
d’autres molécules sont impliquées dans le contrdle du
potentiel angiopoiétique/hémangiopoiétique. Parmi les
candidats possibles, il y a BMP4 dont le réle est impor-
tant dans la formation du systeme sanguin chez le
Xénope (Jones et al., 1996). Chez I’Oiseau, cette molé-
cule est notamment transcrite caudalement, au niveau du
mésoderme latéral (Pourquié et al., 1996 ; Watanabe &
Le Douarin, 1996 ; Tonegawa et al., 1997), région riche
en angioblastes.

CONCLUSION

La capacité¢ de différents facteurs de croissance a
controler le potentiel angiopoiétique/hémangiopoiétique
des différents territoires mésodermiques, mise en évi-
dence par nos expériences, ouvre une voie dans I’identi-
fication des facteurs opérant in situ dans I’embryon. I1 est
indispensable de déterminer, au niveau protéique,
I’expression de ces différentes molécules afin de pouvoir
la relier éventuellement aux rdles inducteur ou inhibiteur
de ces facteurs dans 1’hémangiopoiése. L’utilisation
locale de récepteurs dominants négatifs peut permettre
I’identification des facteurs de croissance impliqués. En
effet, arriver a distinguer précisément les processus mis
en jeu dans le controle du potentiel angiopoiétique/
hémangiopoiétique devrait nous permettre de mieux
comprendre la mise en place de la vascularisation au
cours de I’ontogenése.
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