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RÉSUMÉ
Les stades du développement au cours desquels 

s’effectuent la spécification et la détermination des 
cardiomyocytes murins ont été définis en utilisant 
conjointement des cultures d’explants tissulaires 
d’embryons pré- et post-gastrula et des transplanta­
tions de tissu cardiaque ou cardiogénique d’embryons 
de souris pratiquées chez l’embryon de poulet. La dif­
férenciation des cellules cultivées et transplantées en 
cardiomyocytes a été évaluée en testant l’expression 
des messagers de plusieurs gènes de facteurs de trans­
cription cardiaque (Nkx 2.5, eHAND, dHAND, 
GATA 4), de l’a actine cardiaque et l’expression pro­
téique de l’isoforme β de la chaîne lourde de myosine 
(MHC). Les analyses in vitro montrent que des cellules 
capables de s’engager dans la voie cardiaque sont pré­
sentes avant la gastrulation au niveau de l’épiblaste de
6,5 jpc. Par contre, transplantées chez l’embryon de

poulet, les cellules épiblastiques présentent une diffé­
renciation cardiaque incomplète. Notre étude indique 
que les structures dérivées du neurectoderme de 
l’embryon de poulet hôte n’influencent pas le proces­
sus de cardiogenèse et ne sont pas impliquées dans le 
comportement de l’épiblaste transplanté. Les cellules 
du neurectoderme n’ont aucune action sur la cardio
genèse murine en culture. Nous apportons la démons­
tration que l’émergence des cellules mésodermiques 
dans la voie cardiaque entre les stades MS (mi-ligne 
primitive) et LS (stade tardif de la ligne primitive) est 
stimulée par l’endoderme. Le mésoderme expiante au 
stade tardif de la ligne primitive (7,5 jpc) adopte un 
phénotype cardiaque en greffe chez l’embryon de 
poulet, ce qui permet de conclure que la spécification 
des précurseurs cardiaques apparaît irréversible à ce 
stade chez l’embryon de souris.

SUMMARY Implication cues influence cardiomyogenesis
The staging of murine cardiomyocyte specification 

and determination was investigated in cultures of tis­
sue expiants from pre- and postgastrulation embryos 
and after transplantation of cardiac or cardiogenic 
tissues from mouse embryos into chick embryos. The 
development of cultured and transplanted cells in 
cardiomyocytes was evaluated by testing the expres­
sion of several cardiac transcription factor genes 
(Nkx 2.5, eHAND, dHAND, GATA 4), a cardiac 
actin, and β myosin heavy chain protein. In vitro ana­
lyses showed that cells with the potential to form car­
diac muscle were present prior to gastrulation in 6.5- 
day postconception (dpc) epiblasts. Although, as 
shown by in vivo experiments, neurectodermal

derived structures did not influence cardiogenesis in 
epiblast transplants, these transplants did not exhibit 
full cardiogenic cell differentiation in the chicken 
environment. In in vitro culture, the neurectoderm 
also had no effect on murine cardiomyogenesis. In 
contrast, the presence of endoderm in expiants bet­
ween mid- and late streak stages stimulated emerging 
mesodermal cells to adopt a myocardial pathway. 
Mesoderm from late streak expiants (7.5 dpc) was 
capable of differentiating into a cardiac phenotype in 
the avian heterotopic environment, indicating that 
the specification of cardiac precursors became irre­
versible around the late streak stage in mouse 
embryo.

INTRODUCTION

Chez les Vertébrés, l’identification des mécanismes 
cellulaires contrôlant la cardiogenèse découle principa­
lement d'études effectuées chez les amphibiens et les 
oiseaux. Chez certains amphibiens urodèles, le méso
derme précardiaque ne peut se différencier en muscle

cardiaque qu’au moment de la neurulation (pour revue 
Jacobson & Sater, 1988). Par contre, chez les amphi­
biens anoures, tels le Xénope et la Grenouille, la spéci­
fication des progéniteurs cardiaques apparaît plus précoce 
puisqu’elle s’effectue pendant la gastrulation (Sater 
& Jacobson, 1989 ; Evans et al., 1995 ; Nascone & Mer- 
cola, 1995). Chez l'oiseau, les précurseurs cardiaques
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situés dans la moitié antérieure de la ligne primitive 
s’internalisent et migrent, à partir du stade 3 de Ham­
burger et Hamilton (1951), pour former, au stade 5, les 
deux aires précardiaques dans le mésoderme latéral 
(Rawles, 1943 ; Gonzalez-Sanchez & Bader, 1990 ; Gar­
cia-Martinez & Schoenwolf, 1993). À partir du stade 6, 
les deux aires précardiaques fusionnent et donnent un 
tube unique organisé transitoirement suivant l’axe antéro
postérieur de l’embryon (Stalsberg & DeHaan, 1969). 
Dans cette espèce, les cellules du mésoderme précar­
diaque invaginées aux stades 4-5 donnent des cellules 
myocardiales lorsqu’elles sont cultivées à densité clo­
nale, suggérant que la spécification du lignage cardiaque 
est réalisée une fois la gastrulation achevée (Gonzalez- 
Sanchez & Bader, 1990 ; Antin et al., 1994 ;  Montgo­
mery et al., 1994 ; Gannon & Bader, 1995). L’expression 
du facteur de transcription cardiaque Nkx 2.5 par les cel­
lules mésodermiques précardiaques dès le stade 5 le 
confirme (Schultheiss et al., 1995). Toutefois l’engage­
ment irréversible, autrement dit, la détermination (Slack,
1991) des cellules myocardiales n’est effective chez 
l’oiseau qu’aux stades 7/8. Parvenus à ce stade les car­
diomyoblastes, contrairement aux progéniteurs car­
diaques nouvellement invaginés, ne présentent pas de 
modification de leur phénotype après un traitement par 
des facteurs exogènes comme l’acide rétinoïque (Yutzey 
et al., 1995) ou le bromodésoxyuridine (Montgomery et 
al., 1994).

Les mécanismes contrôlant la spécification et la 
détermination du lignage cardiogénique ont fait et font 
toujours l’objet de nombreuses études dont beaucoup 
démontrent l’importance des tissus adjacents au terri­
toire cardiogénique dans le développement du cœur. 
C’est ainsi qu’il est observé chez le Xénope que 
l’endoderme situé au contact du mésoderme précar­
diaque influence la spécification des cellules précur­
seurs (Nascone & Mercola, 1995). Chez l’oiseau, 
l’endoderme antérieur est capable de convertir des cel­
lules mésodermiques non cardiogéniques en cellules 
cardiaques, mais il est toutefois incapable de transfor­
mer des cellules épiblastiques en cellules cardiaques 
(Schultheiss et al., 1995 ; Yatskievych et al., 1997). 
Selon Alsan et Schultheiss (2002) c’est le Fgf 8 pro­
duit par les cellules de l’endoderme antérieur qui, chez 
l’oiseau, est à l’origine de ses propriétés inductrices 
cardiaques. Dans cette espèce, l’ectoderme s’est révélé 
avoir une influence directement opposée à celle de 
l’endoderme soit inhibitrice de la différenciation car­
diogénique (Sugi & Lough, 1994 ; Antin et al., 1994 ; 
Climent et al., 1995). Un candidat à un tel signal inhi­
biteur est la protéine Wnt sécrétée pour les cellules 
dérivées du neurectoderme (Marvin et al., 2001 ; Tza- 
hor & Lassar, 2001 ).

Chez l’embryon de souris au stade de la ligne primi­
tive (7-7,5 jours post-coïtum, jpc), les cellules progéni­
trices cardiaques sont associées au mésoderme splanch­
nique antérieur bordant les cavités cœlomiques 
intra-embryonnaires. La fusion des deux régions car­
diogéniques s’effectue à 7,5-8 jpc (De Ruiter et al.,
1992) . Bien que les cellules du mésoderme cardiaque

prennent leur origine au niveau de l’épiblaste latéral 
postérieur (6,5 jpc) (Lawson & Pedersen, 1992 ; Para- 
meswaran & Tarn, 1995), les cellules de l’épiblaste anté­
rieur possèdent également des potentialités cardiogé­
niques (Tarn et al., 1997). La description des 
événements cellulaires qui contrôlent le développement 
cardiaque de l’embryon de souris repose souvent sur 
ceux décrits chez l’oiseau. Il est vrai que les techniques 
d’embryologie expérimentale couramment utilisées pour 
l’embryon d’oiseau sont difficiles à mettre en œuvre 
chez le fœtus de souris.

Nos expériences ont eu pour but d’analyser le rôle 
joué par l’environnement tissulaire dans la différencia­
tion des précurseurs cardiaques de la souris. Deux 
approches ont été utilisées : d’une part, la culture in vitro 
qui permet d’extirper les cellules de leur environnement 
tissulaire et, d’autre part, la greffe chez l’embryon 
d’oiseau qui offre la possibilité de soumettre les cellules 
implantées à des environnements tissulaires distincts liés 
aux sites d’implantation (Fontaine-Pérus et al., 1995, 
1997). En culture in vitro comme en greffe in ovo, la for­
mation du mésoderme a été contrôlée grâce à l’expres­
sion du gène Brachyury (Wilkinson et al., 1990), l’acti­
vation du programme musculaire cardiaque caractérisée 
par l’expression de gènes spécifiques, tels que Nkx 2.5 
(Harvey, 1996), GATA 4 (pour revue Durocher 
& Nemer, 1998), eHAND et dHAND (pour revue Sri- 
vasta, 1999) et la différenciation cardiaque par l’expres­
sion des messagers de l’a actine cardiaque (Sassoon et 
al., 1988) ainsi que par l’expression protéique de l’iso
forme (3 de la chaîne lourde de la myosine (β MHC) (De 
Groot et al., 1989).

Nos résultats obtenus tant in vitro qu’in vivo indiquent 
que la spécification du lignage cardiaque a lieu vers
6,5 jpc chez l’embryon de souris et que l’engagement des 
cardiomyoblastes devient irréversible aux environs de
7.5 jpc (stade tardif de la ligne primitive, LS late streak 
stage). Si l’endoderme n’est pas requis pour la spécifi­
cation du lignage cardiaque, sa présence entre le milieu 
et la fin du stade de la ligne primitive stimule les cellules 
du mésoderme à devenir cardiogène. Le neurectoderme 
est par contre sans effet sur la cardiogenèse chez la Sou­
ris (Auda-Boucher et al., 2000).

ANIMAUX, MATÉRIEL ET MÉTHODES

Toutes les expériences ont été réalisées chez des 
embryons de poulet JA 657 et des embryons de souris, 
issus de la lignée commerciale Swiss et de la lignée 
transgénique M desmine LacZ chez laquelle le gène rap­
porteur LacZ est sous la dépendance du promoteur du 
gène desmine endogène (lignée établie dans l’équipe du 
Pr D. Paulin).

Les embryons de souris sont prélevés entre 6,5 et 
9 jpc, et les stades des embryons sont définis pendant la 
gastrulation selon les critères établis par Downs et 
Davies (1993). Le stade pré-ligne primitive (Pre-Streak, 
PS, 6,5 jpc) est caractérisé essentiellement par a) la pré-



SÉANCE DU 18 DÉCEMBRE 20 0 2  171

sence d’une constriction de l’endoderme délimitant clai­
rement les portions embryonnaires et extra-embryon­
naires b) une cavité proamniotique continue entre les 
deux régions c) l’absence de mésoderme. Au stade de la 
ligne primitive, trois niveaux de développement peuvent 
être distingués 1) le stade précoce (Early Streak, ES, 
6,5-7 jpc) défini par l’apparition d’une petite portion de 
mésoderme s’étendant sur la moitié de la région posté­
rieure, 2) le stade intermédiaire (Mid-Streak, MS, 
7-7,25 jpc) caractérisé par l’extension de la ligne primi­
tive sur la presque totalité de la région postérieure et le 
développement bilatéral du mésoderme 3) le stade tardif 
(Late Streak, LS, 7,25-7,75 jpc) identifié par la conden­
sation de la ligne primitive sous forme de nœud et 
l’apparition du repli amniotique postérieur. Les 
embryons de poulet hôte ont soit 1,5 jours d’incubation 
(entre 13 et 20 somites), soit 3 jours selon les séries de 
greffe.

Cultures (Fig. 1)

Les cultures ont été effectuées à partir d’embryons de 
souris isolés à 6,5 jpc, à partir des régions de l’embryon 
incluant les territoires cardiaques présomptifs à 7-
7.5 jpc comprenant soit les 3 feuillets embryonnaires 
(ectoderme, mésoderme et endoderme), soit le méso
derme associé à l’endoderme ou à l’ectoderme, soit le 
mésoderme seul et à partir de tubes cardiaques de 8 jpc. 
Les cocultures ont été établies à partir d’embryons de
6,5 jpc et de fragments de tubes neuraux ou de tubes 
neuraux et notochorde prélevés chez des embryons de 
poulet âgés de 13 à 20 somites. Dans tous les cas, les 
expiants sont placés dans des boîtes de Pétri collagé- 
nées contenant du DMEM additionné de 10 % de sérum 
de veau fœtal.

Greffes
D’une manière générale, les 5 derniers somites des 

embryons de poulet de 13 à 22 paires de somites sont 
enlevés unilatéralement et les greffons donneurs murins 
sont transférés dans l’espace laissé libre par l’ablation. 
Selon les séries, les greffons sont constitués de frag­
ments de ventricule ou d’atrium de 9 jpc, de boucles 
cardiaques de 8,5 jpc, de tubes cardiaques de 8 jpc, des 
lames mésodermiques de 7,5 jpc et d’embryons de
6,5 jpc. Pour tester l’influence des organes axiaux (tube 
neural et notochorde) sur la différenciation des progéni­
teurs cardiaques, les embryons de 6,5 jpc ont été greffés 
chez des embryons de poulet hôte dont on a enlevé soit 
le tube neural et la notochorde soit le tube neural seul. 
Dans une autre série, les transplantations ont été effec­
tuées dans le flanc ou dans le bourgeon de membre 
d’embryons de poulet receveurs de 3 jours.

Techniques histologiques et histochimiques
Les embryons opérés ont été fixés entre 1 et 4 jours 

après la greffe 1) dans une solution de Carnoy puis inclus 
dans la paraffine et les coupes colorées selon la méthode 
de Feulgen et Rossenbeck (1924) 2) dans une solution de 
paraformaldéhyde, congelés et les coupes colorées au bis- 
benzimide (Hoechst n° 33258). Les deux traitements per­
mettent de repérer facilement les noyaux de souris parmi 
ceux de poulet en raison d’une répartition différente de 
l’ADN nucléaire dans ces deux espèces. Les cellules gref­
fées provenant d’embryons de souris transgéniques des­
mine LacZ sont détectées chez le poulet hôte après la 
révélation histochimique de l’activité β galactosidasc. 
L’isoforme β de la chaîne lourde de myosine de souris est 
détectée par immunofluorescence à l’aide de l’anticorps 
monoclonal 1040S (clone F36, Biocytex).

F ig . 1. -  Représentation schématique des embryons de souris MS/LS. (I) Section sagittale. (II. III, IV, et V) Sections transversales, les 
lignes pointillées délimitent les régions qui ont été supprimées. (II) Trois feuillets germinatifs (séries A, E, Q), (III) mésoderme + endo­
derme + ligne primitive (séries B, F, R), (IV) mésoderme + ectoderme + ligne primitive (séries C, G), (V) mésoderme + ligne primitive 
(séries D, H, O).
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Détection des transcrits
Préparation  des embryons et des cultures

Les embryons et cultures sont prélevés et traités selon la 
technique d’hybridation décrite par Henrique et al. (1995).

Préparation  des sondes

Les ADNc de souris : a actine cardiaque (Sassoon et 
al., 1988), GATA 4 (Grépin et al., 1994), eHAND et 
dHAND (Srivasta et al., 1995), Nkx 2.5 (Lintz et al.,
1993) et Brachyury (Kispert et al., 1995) ont été linéa­
risés, respectivement avec EcoRI, BamHI, Notl, EcoRI 
et Xbal. L’ARN polymérase T3 a été utilisée pour trans­
crire les ARNc anti-sens α actine, GATA 4 et brachyury 
et l’ARN polymérase T7 pour les anti-sens Nkx 2.5, 
eHAND et dHAND. Toutes les ribosondes ont été pro­
duites par transcription in vitro en présence d’UTP 
digoxigénine (Boehringer Mannheim).

RÉSULTATS

Le gène homéoboîte Nkx 2.5, l’un des marqueurs pré­
coces du lignage cardiaque des Vertébrés est exprimé par 
les cellules précardiaques au stade de la ligne primitive 
(Lintz et al , 1993). Les deux facteurs de transcription, 
dHAND et eHAND, sont aussi exprimés selon un patron 
symétrique au niveau des aires précardiaques puis leur 
expression se restreint aux territoires des futurs ventricules 
droit et gauche (Srivasta et al., 1995 ; 1997). Les messa­
gers du facteur de transcription cardiaque GATA 4 détec­
tés chez la souris à 7,5 jpc sont accumulés tout au long du 
développement fœtal (Fig. 2a) jusqu'à l'âge adulte (Hei- 
kinheimo et al., 1994). Ceux de l’a actine cardiaque sont 
exprimés à partir de 8 jpc dans le tube cardiaque (Sassoon, 
1993). Brachyury, gène requis pour la formation du méso- 
demie au cours de la gastrulation, est exprimé à 6,5 jpc au 
niveau de l’épiblaste proche de la ligne primitive puis dans 
le mésoderme en formation et la notochorde (Wilkinson et

Fig. 2. -  (a) Hybridation in toto d’embryon de 9 jpc avec la 
ribosonde anti-sens GATA 4. L’expression est restreinte au cœur 
et à l’intestin primitif. Barre d’échelle, 500 μm. (b) Vue latérale 
d’un embryon transgénique desmine LacZ à 9,5 jpc traité pour la 
révélation de la (3 galactosidase. A ce stade, les somites les plus 
rostraux apparaissent X-gal positifs et le cœur est très fortement 
marqué. Barre d’échelle, 500 μm.

al., 1990 ; Sassoon, 1993). Chez l’embryon de souris don­
neur desmine LacZ, l’activité du transgène est révélée à 
partir de 7,5 jpc dans l’ébauche cardiaque (Fig. 2b).

Différenciation in vitro des cellules progénitrices 
cardiaques murines
Explants LS (séries A-D)

Les cultures d’explants au stade LS (voir matériel et 
méthodes jet fig. 1) ont été réalisées à partir soit des 
3 feuillets embryonnaires (série A), soit du mésoderme 
seul (série D) ou accompagné de l’endoderme (série B) ou 
de l’ectoderme (série C). Dans toutes les séries, les expiants 
présentent des contractions spontanées après 48 heures, 
expriment les gènes GATA 4, de même que le transgène 
desmine et synthétisent l’isoforme β de la chaîne lourde de 
myosine (|3 MHC) dans tous les cas testés (tableau I).

T a b l e a u  1. -  Développement des précurseurs musculaires cardiaques dans les expiants en culture.

A
LS

mésoderme+ 
ectoderme+ 
endoderme 

(n= 11 )

B

LS
mésoderme
+endoderme

(n=5)

C

LS
mésoderme
+ectoderme

(n=9)

D

LS
mésoderme

(n=5)

E
MS

mésoderme+ 
ectoderme+ 
endoderme 

(n= 12)

F

MS
mésoderme
+endoderme

(n=9)

G

MS
mésoderme
+ectoderme

(n=16)

H

MS
mésoderme 

(n=13)

I
ES/PS

mésoderme+
ectoderme+
endoderme

(n=10)

J

6,5 jpc 
épiblaste+ 
hypoblaste 

(n=22)

GATA4
actine
α cardiaque
transgène-
desmine (βgal)
PMHC
Nkx2.5
eHAND
dHAND
Battements
Spontanés

4/4
4/4

3/3a

3/3“

11/11

3/3
2/3

5/5

3/3
3/3

3/3“

3/3a

9/9

2/2
2/2

1/1“

1/1“

5/5

5/5
3/3

4/4“

4/4a

12/12

5/5
2/2

2/2“

2/2“

9/9

2/6
2/5

1/5“

1/5“

5/16

2/5
2/5

1/3“

1/3“

5/13

1/4

3/3
2/2
1/1

5/10

3/7
3/7

1/3“

1/3“
2/2
1/1
2/2
8/22

Pour chaque marqueur cardiaque, le ratio représente le nombre d'explants exprimant les ARNm rapporté au nombre total d ’explants examinés, n = nombre 
total de cultures pour chaque stade.a L’activité (βgal et la coloration de la PMHC ont été détectées sur les mêmes expiants.
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Explants MS (séries E-H)

A ce stade, les deux aires mésodermiques sont pré­
sentes et s’étendent latéralement de part et d'autre de la 
ligne médiane recouvrant l’ectoderme primitif sous- 
jacent (Down & Davies, 1993). Tous les expiants consti­
tués des 3 feuillets embryonnaires (série E) contiennent 
un ou plusieurs foyers de cellules contractiles exprimant 
les transcrits de GATA 4 (5/5) et de l’a actine cardiaque 
(3/3) (Figs. 3a et 3b). L’activation du transgène (4/4) et 
de la (3MHC (4/4) a également lieu. Des résultats simi­
laires ont été obtenus avec des cultures d’explants MS 
dépourvus d’ectoderme (mésoderme+endoderme) 
(série F) (tableau I). Par contre, des expiants MS culti­
vés sans endoderme (série G) n’acquièrent pas toujours 
un phénotype cardiaque (tableau I). 38 % des expiants de 
mésoderme seul (série H) (5/13) et 31 % (5/16) de méso
derme associé à l’ectoderme (série G) renferment des 
cellules contractiles. Dans ces expiants contractiles le 
transgène desmine est activé ainsi que les gènes 
GATA 4, a actine cardiaque et βMHC.

Fig. 3. -  Analyse par hybridation in situ de l’expression de 
GATA 4 (flèches) (a) et de l’a actine cardiaque (flèches) (b) à 
l’aide de sondes marquées à la digoxygénine. Expiants de souris 
au stade MS constitués des 3 feuillets germinatifs (mésoderme 
+ endoderme + ectoderme) cultivés pendant 48 h exprimant les 
marqueurs cardiaques. Barre d’échelle, 250 μm.

Explants ES/PS (série I)
Comme l’ont indiqué Downs et Davies (1993), il n’est 

pas aisé de classifier les embryons selon le stade ES ou 
PS puisque l’apparition du mésoderme (qui caractérise le 
stade ES) est parfois difficile à discerner. Tous les 
expiants possèdent les 3 feuillets. 25 % (1/4) de ceux tes­
tés pour l’expression de l’a actine cardiaque se sont 
révélés positifs, et ceux examinés pour l’expression des 
messagers de Nkx 2.5, eHAND et dHAND apparaissent 
positifs. Les 5 expiants contenant des foyers contractiles 
(50 % du total des expiants) expriment Nkx 2.5 (3), 
l’a actine cardiaque (1), et eEIAND (1).

Explants 6,5 jpc (série J)
Le matériel prélevé à ce stade est constitué des 

feuillets épiblastique et hypoblastique. Après 2 jours de 
culture, 36 % (8/22) des expiants présentent des batte-

Fig. 4. -  Cellules musculaires cardiaques différenciées à partir 
d'épiblaste/hypoblaste de souris de 6,5 jpc cultivés pendant 48 h. 
Hybridation in sim avec la sonde GATA 4 (a), Nkx 2.5 (b), 
eHAND (c), dHAND (d). Barre d’échelle, 125 μm

ments. GATA 4 (Fig. 4a), l’a actine cardiaque, le trans­
gène desmine et l’isoforme β de la MHC sont détectés 
dans environ 30 % des expiants examinés. Les mar­
queurs plus précoces sont observés dans tous les expiants 
analysés (2/2 pour Nkx 2.5, 1/1 pour eHAND et 2/2 pour 
dHAND) (Figs. 4b, 4c et 4d).

Différenciation in ovo des cellules 
cardiaques murines
Ébauches cardiaques (séries K, L, M, N)

Le nombre de greffes réalisées pour chaque stade de 
prélèvement : expiants d’oreillette ou de ventricule de 
9 jpc (séries K, L), de boucle cardiaque de 8,5 jpc 
(série M), de tube cardiaque de 8 jpc (série N), est indi­
qué dans le tableau II. Au moment de l’explantation, les 
fragments de tissu cardiaque de 8-9 jpc expriment l’α 
actine cardiaque, GATA 4 ainsi que le transgène des­
mine. 4 jours après transplantation chez l’embryon de 
poulet, un examen histologique utilisant la technique de 
Feulgen et Rossenbeck et la coloration des noyaux au 
bis-benzimide indique que les cellules cardiaques ont 
proliféré au sein de l’hôte pour constituer une masse 
compacte au site de greffe et dans laquelle 95 % des cel­
lules activent le transgène desmine. Dans tous les cas les 
greffons expriment aussi GATA 4 et l’α actine cardiaque 
(tableau II).



174 SOCIÉTÉ DE BIOLOGIE DE PARIS

Tableau II. -  Développement des précurseurs musculaires cardiaques de souris après transplantation in ovo.

K

9 jpc
ventricule

(n=6)

L

9 jpc 
atrium

(n=4)

M

8,5 jpc 
cœur

(n=6)

N

8 jpc 
cœur

(n=6)

O
LS

lame méso­
dermique 

+ lp 
(n=6)

P
LS

lame méso­
dermique

(n=6)

Q
MS

Embryon (ect+ 
mes+endo+lp) 

(n= 12)

R

Embryon (ect+ 
mes+endo+lp) 

(n=6)

S

ES/PS
Embryon

(n=5)

T

6,5 jpc 
embryon

(n=8)

GATA4
actine
αtcardiaque
transgène-
desmine (βgal)
PMHC
Nkx2.5
eHAND
dHAND
Battements
Spontanés

6/6
6/6

6/6

0/6

4/4
4/4

4/4

0/4

6/6
6/6

6/6

0/6

6/6
6/6

6/6

0/6

6/6
6/6

6/6

0/6

6/6
6/6

6/6

0/6

3/12
3/12

3/12

5/9
5/9
5/9

5/12

0/6
0/6

0/6

3/6
4/6
4/6

0/5
0/5

0/5

3/5
4/5
4/5

0/8
0/8

0/8a

5/8
5/8
5/8
2/6

Les valeurs représentent le nombre de greffes qui expriment chaque gène, n = nombre de greffes effectuées dans chaque série, lp = ligne primitive.

Lame mésodermique LS (séries O, P)

Les régions proximales antérieures de l’embryon au 
stade LS (qui contiennent le mésoderme cardiogénique 
résultant de la migration antéro-latérale des progéniteurs 
situés au niveau de la ligne primitive) ont été disséquées 
et débarrassées de l’endoderme et de l'ectoderme. La 
lame mésodermique a été transplantée avec (série 0) ou 
sans (série P) la ligne primitive. L’activation du trans­
gène desmine ainsi que les transcrits de GATA 4 et de 
l’a actine cardiaque sont observés dans tous les greffons 
qu’ils soient ou non associés à la ligne primitive 
(tableau II, Figs 5a, 5b et 5c).

Embryons MS (séries Q, R)

Parmi les 12 embryons chimériques greffés avec des 
expiants MS contenant les 3 feuillets germinatifs et la 
ligne primitive (série Q), seuls 3 d’entre eux présentent 
une activité X-gal et expriment les transcrits de GATA 4

et de l’a actine cardiaque. Les 9 embryons restants peu­
vent dans certains cas exprimer les gènes Nkx 2.5 (5/9), 
eHAND (5/9) et dHAND (5/9) (tableau II). En résumé 
66 % (8/12) des greffons sont capables d’engager un 
processus de cardiogenèse lorsqu’ils sont transplantés 
dans un environnement aviaire. Les messagers du gène 
Brachyury sont observables dans 5 greffons parmi les 
12 testés et seul l’un d’eux (1/5) présente les transcrits 
des marqueurs précoces (Nkx 2.5, eHAND, dHAND). 
Au regard des travaux de Climent et al. (1995) et afin de 
tester l’influence présumée inhibitrice de l’ectoderme sur 
le développement des cellules prémyocardiales du méso­
derme, des expiants MS dépourvus d’ectoderme ont été 
greffés (série R). Comme indiqué dans le tableau II, 
aucune des cellules dérivées du donneur ne montre 
d’activité X Gal, GATA 4 ou a actine cardiaque. Par 
contre dans les expiants GATA 4 négatifs, Nkx 2.5, 
eHAND et dHAND sont présents dans des proportions 
similaires à celles de la série Q (50-60 % des cas).

Fig. 5. -  Différenciation in ovo de cellules musculaires cardiaques. Coupes transversales sériées d’un embryon de poulet hôte de 6 jours 
ayant subi au stade de 14 somites, au niveau des 5 derniers somites, la greffe de mésoderme latéral provenant d’un embryon de souris de 
stade LS. Les cellules greffées identifiées par la coloration X-gal présentent une activation du transgène desmine LacZ (a) et expriment les 
transcrits des gènes GATA 4 (b) et l’a actine cardiaque (c). Barre d’échelle, 125 μm.
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Embryons ES/PS ( série S)
Comme l’indique l’expression génique de Nkx 2.5 

(3/5), de eHAND et dHAND (4/5), les cellules nouvel­
lement ou non encore invaginées montrent un début de 
différenciation cardiaque après transplantations chez 
l’embryon hôte. L’expression de GATA 4, de l’a actine 
cardiaque, du transgène desmine sont absents chez tous 
les greffons examinés (tableau II).

Embryons de 6,5 jpc (série T)
Les expiants comportent l’épiblaste et l’hypoblaste. 

Comme dans la série précédente les greffons n’expri­
ment pas GATA 4, l’a actine cardiaque et le transgène 
desmine. Nkx 2.5 et eHAND sont révélés dans 62 % des 
greffons (5/8) (Fig. 6a,b,c). Brachyury est exprimé dans 
33 % des cas examinés (tableau II).

F ig . 6. -  Coupes transversales sériées d’un embryon de poulet 
hôte de 6 jours ayant subi au stade de 14 somites, au niveau des
5 derniers somites, la greffe d’un expiant d’embryon de souris de 
6,5 jpc. Les cellules transplantées expriment les gènes Nkx 2.5 (a), 
eHAND (b) et dHAND (c). Barre d’échelle 250 mm. La cardio­
genèse dans un environnement dépourvu de tube neural (d, e, f). 
Coupes transversales sériées d’un embryon de poulet hôte de
6 jours ayant subi l’ablation des structures axiales et la greffe dans 
l’espace laissé libre par l’ablation d’un expiant d’embryon de sou­
ris de 6,5 jpc. Les coupes hybridées avec les sondes Nkx 2.5 (d), 
eHAND (e), dHAND (0 montrent l’expression des facteurs de 
transcription cardiaques, n : notochorde, tn : tube neural. Barre 
d’échelle, 250 μm.

Tableau III. -  Développement des cellules cardiogéniques trans­
plantées hors influence des structures axiales.

Greffes
dans V environnement 

somitique

Greffes dans le flanc 
ou le bourgeon 

de membre postérieur

U V W
Hôte 

dépourvu 
de structures 

axiales

Hôte 
dépourvu 
de tube 
neural

Hôte normal 

bourgeon
membre flanc

(n=3) (n=4) (n=3) (n=3)

Nkx2.5 2/3 3/4 2/3 2/3
eHAND 2/3 3/4 2/3 2/3
dHAND 2/3 3/4 2/3 2/3

n = nombre total de greffes effectuées. Le ratio représente le nombre 
d'explants positifs rapporté au nombre total de cas examinés.

INFLUENCE DES STRUCTURES AXIALES 
SUR LA CARDIOMYOGENÈSE

Aux stades ES/PS et 6,5 jpc, les cellules progénitrices 
ne paraissent pas toujours aptes à s’engager dans un pro­
cessus de cardiomyogenèse lorsqu’elles sont transplan­
tées chez l’embryon de poulet hôte (séries S, T), bien que 
les marqueurs précoces tels Nkx 2.5, eHAND et dHAND 
soient exprimés dans 100 % des cas lorsque ces mêmes 
tissus sont placés en culture. Afin d’évaluer dans quelle 
mesure les structures axiales de l’hôte peuvent influen­
cer la cardiogenèse des cellules greffées in ovo, des 
embryons de souris de 6,5 jpc ont été transplantés chez 
des embryons de poulet privés de tube neural et de noto­
chorde (série U) ou seulement de tube neural (série V). 
(tableau III). 4 jours après transplantation dans l’envi­
ronnement hôte dépourvu de structures axiales, l’exa­
men des sections du greffon hybridées avec les ribo- 
sondes spécifiques de Nkx 2.5, eHAND et dHAND 
témoigne de l’expression de ces gènes (U, 2/3). Dans 
l’environnement aneural (V), 75 % (3/4) des transplants 
ES/PS contiennent des cellules Nkx 2.5, eHAND et 
dHAND positives (Figs 6d, e, 0· La transplantation de 
progéniteurs cardiaques dans le bourgeon de membre 
postérieur ou le flanc résulte en l’expression de ces 
mêmes marqueurs dans les cellules dérivées du donneur 
(66 % des cas dans les deux séries). Ces données (séries 
U,V,W) sont identiques à celles de la série T. Lorsque 
des expiants de 6,5 jpc sont cocultivés avec des frag­
ments de tube neural et de notochorde ou de tube neu­
ral, les résultats sont comparables (tableau IV) à ceux 
obtenus lorsque ces expiants sont cultivés seuls. En pré­
sence des structures axiales ou du tube neural, la spéci­
fication cardiaque a lieu dans tous les expiants, comme 
le révèle l’apparition de battements spontanés et l’expres­
sion de Nkx 2.5, eHAND et dHAND pour chaque 
expiant examiné. L’ensemble des résultats obtenus in 
vivo et in vitro suggère que des signaux émis par les tis­
sus axiaux ne paraissent pas modifier l’activation du pro­
gramme de différenciation cardiaque.
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Tableau IV. -  Influence des structures axiales 
sur le développement in vitro des expiants de 6,5 jpc.

Battements
spontanés Nkx 2.5 eHAND dHAND

Expiants de 6,5 jpc + 
TN et notochorde de 
poulet

(n = 5)

5/5 3/3 1/1 1/1

Expiants de 6,5 jpc + 
TN de poulet 

(n = 3)

3/3 1/1 1/1 1/1

TN, tube neural ; n = nombre total de cocultures. La ration représente le 
nombre d ’explants positifs rapporté au nombre total de cas examinés.

DISCUSSION

Notre objectif a été de préciser les étapes du dévelop­
pement auxquelles s’effectue l’engagement des cellules 
myocardiaques murines. Au regard de la définition de 
Slack (1991), deux niveaux d’engagement doivent être 
distingués. Le premier caractérise les cellules dites spé­
cifiées c’est-à-dire capables de se différencier de façon 
indépendante dans un environnement neutre comme celui 
offert par la culture. Le deuxième est franchi lorsque les 
cellules deviennent réfractaires aux signaux de l’envi­
ronnement, leur engagement apparaît irréversible, elles 
sont dites déterminées.

Les données d’Arai et al. (1997), obtenues suite à l’ana­
lyse par RT-PCR de l’expression de gènes cardiaques spé­
cifiques, indiquaient que les cellules mésodermiques 
murines cultivées in vitro sont capables de s’engager dans 
la voie cardiaque dès 7,25 jpc. Notre étude démontre 
qu’elles le sont dès 6,5 jpc. A ce stade, 30-40 % des 
expiants expriment en culture le facteur de transcription 
GATA 4, l’a actine cardiaque, le transgène desmine et la 
protéine βMHC et deviennent contractiles. Un peu plus 
tard (stade MS), les capacités de différenciation des progé­
niteurs cardiaques s’accroissent comme le montre l’aug­
mentation concomitante du pourcentage d’explants contrac­
tiles qui en culture sont caractérisés par le gène GATA 4, 
l’a actine cardiaque, le transgène desmine et la βMHC.

Lorsque les cellules de 6,5 jpc sont transplantées in 
ovo, les phases terminales de l’engagement dans le lignage 
cardiaque ne sont jamais observées. Nos résultats peuvent 
être mis en parallèle avec ceux de Tarn et al. (1997) mon­
trant que l’engagement des cellules mésodennales dans la 
voie cardiaque n’est pas définitif à ce stade, puisqu’elles 
sont capables de fournir des dérivés mésodermiques autres 
que cardiaques après transplantation. C’est in vivo comme 
en culture in vitro un peu plus tard (stade MS) que les pré­
curseurs cardiogéniques commencent à être déterminés 
dans le lignage cardiaque. Enfin, au stade LS ils présen­
tent une cardiomyogenèse robuste, comme en témoigne en 
greffe la détection du facteur de transcription GATA 4, de 
l’a actine cardiaque, du transgène desmine. Lorsque le 
mésoderme au stade LS est cultivé seul, l’expression des 
gènes cardiaques est toujours associée à la présence d’une 
activité contractile. Considérés dans leur ensemble nos

résultats indiquent donc que le lignage cardiaque est spé­
cifié dès 6,5 jpc et déterminé dès le stade LS, c’est-à-dire 
après l’achèvement de la gastrulation.

Chez l’embryon de poulet, selon Climent et al. (1995) 
le mésoderme précardiaque de l’oiseau s’avère incapable 
de se différencier lorsqu’il est cultivé en présence du 
feuillet ectodermique. Nous observons au contraire que la 
phase précoce de différenciation du mésoderme murin 
précardiaque caractérisé par l’expression de Nkx 2.5 et 
e/dHAND n’est pas inhibée par la présence du feuillet 
ectodermique. Le rôle joué par l’endoderme dans la dif­
férenciation cardiaque est aussi l’objet d’un désaccord. 
Selon Antin et al. (1994) puis Gannon et Bader (1995), 
l’endoderme ne semble pas, chez les oiseaux, nécessaire 
à l’expression de gènes cardiaques spécifiques. En 
revanche, il apparaît indispensable à la myofibrillogenèse 
et à l’initiation des contractions spontanées (Gannon et 
Bader, 1995 ; Yutzey et al., 1995). Par contre, Schul- 
theiss et al. (1995) démontrent que des cellules non car- 
diomyogéniques au niveau de la partie postérieure de la 
ligne primitive peuvent se différencier en cardiomyocytes 
lorsqu’elles sont cultivées en présence d’endoderme anté­
rieur prélevé au stade post-gastrula. Selon ces auteurs, 
l’activité inductrice de l’endoderme antérieur vis-à-vis du 
mésoderme s’inscrit dans la continuité d’une influence 
précoce des cellules endodermiques nouvellement for­
mées. Ils présument que la spécification des cardiomyo­
blastes se réaliserait au cours d’une brève période pendant 
laquelle les cellules présomptives cardiaques entrent en 
contact avec l'endoderme au moment où elles quittent la 
ligne primitive. Parmi les signaux produits par l’endo­
derme qui interviennent dans la spécification du méso­
derme précardiaque, les protéines BMPs (bone morpho- 
genetic proteins) (Schultheiss et al, 1997, Schlange et al., 
2000) ont une place privilégiée. Chez l’embryon de pou­
let, il est suggéré que la répression de la signalisation 
Wnt, par des antagonistes tels crescent exprimés au 
niveau de l’endoderme antérieur, combinée à l’action 
inductrice des BMPs sont nécessaires à la formation du 
tissu cardiaque dans le mésoderme antérieur (Marvin et 
al., 2001, Tzahor & Lassar, 2001). Chez cette espèce, 
une autre molécule signal de la famille des FGFs (Fibro- 
blast Growth Factor) semble coopérer avec les BMPs 
pour réguler la cardiogenèse précoce (Alsan & Schul­
theiss, 2002). Chez la souris, nos expériences indiquent 
que l’endoderme contribue à la différenciation cardiaque 
des expiants de mésodenne prélevés au stade MS puisque 
la transcription des gènes spécifiques de la myogenèse 
cardiaque a été mise en évidence dans tous les cas asso­
ciant à ce stade le mésodenne à l’endodenne. Dans ces 
conditions, 100 % des expiants examinés présentent des 
contractions spontanées indiquant que les cellules progé­
nitrices cardiaques ont atteint un niveau de différenciation 
tenninale, tandis que le pourcentage d’explants contrac­
tiles n’est que de 38 % en l’absence d’endoderme.

Nos résultats montrent que la spécification des progé­
niteurs cardiaques ne dépend pas exclusivement de 
l’endoderme, puisque les cellules épiblastiques sont, dès
6,5 jpc, capables de fournir des cellules cardiaques en 
culture. On peut dès lors penser que dans notre système
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de culture, les potentialités de l’épiblaste murin à former 
des cellules cardiaques sont liées au contact existant entre 
ce feuillet et l'hypoblaste, à l’image des résultats obtenus 
chez l’embryon de poulet. En effet il a été montré en cul­
ture que des facteurs sécrétés par l’hypoblaste tels que 
l’activine et/ou le TGFβ peuvent potentiellement induire 
la myogenèse cardiaque chez cette espèce au stade pré- 
ou milieu de gastrula (Yatskievych et al , 1997 ; Ladd et 
al., 1998). Néanmoins, nous observons que l’endoderme 
stimule, dans la période comprise entre les stades ES/PS 
et MS, les cellules mésodenniques à adopter le phénotype 
cardiaque. Nos résultats sont donc en accord avec les 
données obtenues par Arai et al. (1997) impliquant 
l’endoderme dans la phase tardive de différenciation des 
cellules progénitrices en cardiomyocytes pulsatiles expri­
mant la chaîne lourde de myosine. A partir du stade LS, 
la présence de l’endoderme n’apparaît plus essentielle 
puisque la différenciation cardiaque se réalise dans les 
expiants dépourvus d’endoderme placés ou en culture ou 
en greffe. C’est aussi ce qui se passe chez l’embryon de 
poulet après le stade de gastrulation (stade 6) puisque la 
répression des signaux émanant de l'endoderme par des 
antagonistes ne bloque pas la myogenèse cardiaque.

Si l’on se réfère au pourcentage d’explants (6,5 jpc et 
ES/PS) exprimant les facteurs de transcription Nkx 2.5 et 
e/dHAND, la spécification du lignage cardiaque semble 
effective dès 6,5 jpc en culture, toutefois ces gènes ne sont 
exprimés que dans 60 % des cas lorsque des expiants de 
même stade sont transplantés in ovo. Ceci n’est pas dû à 
un effet inhibiteur des signaux de l’environnement hôte sur 
la formation du mésoderme puisque la présence de ce der­
nier est attestée par l’expression du gène Brachyury. Au 
regard du patron d’expression du marqueur mésodermique 
(Wilkinson et al., 1990 ; Herrmann, 1991 ; Kispert & Herr- 
mann, 1994), la persistance de l’expression du gène Bra­
chyury dans nos greffons à des stades tardifs suggère que 
les cellules mésodenniques ne se sont pas différenciées. 
Climent et al. (1995) ont démontré que des cellules neu­
rogéniques inhibent la différenciation des cardiomyocytes 
chez l’embryon de poulet lorsque ces deux types cellulaires 
sont dissociés et réagrégés en culture. Dans ces conditions, 
le tube neural et la chorde empêchent la différenciation car­
diaque terminale du mésoderme antéro-médian (non car­
diogène) induite par les BMPs (Climent et al., 1995). De 
façon analogue si l’application de BMP-2 in vivo entre la 
plaque neurale et le mésendoderme induit l’expression de 
Nkx 2.5, elle ne permet pas l’expression ectopique de la 
chaîne lourde de myosine (Climent et al., 1995). Ces don­
nées suggèrent que l’activité inductrice cardiaque de 
l’endoderme antérieur et des BMPs est contrecarrée par les 
signaux répressifs provenant des tissus axiaux qui bloquent 
la cardiogenèse dans le mésoderme paraxial antérieur. 
L’influence inhibitrice du tube neural peut être mimée par 
l’administration ectopique de Wnt-3a ou Wnt-1, deux 
molécules exprimées par le tube neural dorsal (Tzahor & 
Lassar, 2001). Nous montrons que l’ablation, chez 
l’embryon hôte, du tube neural et de la notochorde ou du 
tube neural seul ne modifie pas l’expression des gènes Nkx
2.5 et e/dHAND dans les cellules murines de 6,5 jpc. Des 
transplantations réalisées soit dans le flanc, soit dans le

membre postérieur, nous ont conduits à la même conclu­
sion. De plus la spécification cardiogénique observée dans 
les cultures de cellules murines de 6,5 jours n’est pas affec­
tée lorsqu’elles sont en présence de cellules du tube neu­
ral. Par conséquent, le fait que les cellules greffées in vivo 
n’atteignent pas, comme elles font in vitro, le stade de dif­
férenciation cardiaque terminale ne peut être dû à une 
influence inhibitrice de la part des structures axiales de 
l’hôte.

En résumé, nos résultats indiquent que la spécification 
des cardiomyocytes débute avant le processus de gastru­
lation chez la Souris dans les cellules épiblastiques de
6,5 jpc. Si les signaux émis par les structures axiales 
paraissent ne pas avoir d’influence sur l’activation du 
programme de différenciation cardiaque, l’endoderme 
semble être nécessaire à la stabilisation dans la voie car­
diaque des cellules progénitrices commises. A partir du 
stade tardif de la ligne primitive la détermination du 
lignage cardiaque est effective.
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