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RESUME

Le cceur est ’'un des premiers organes a se former
pendant ’embryogenése car sa fonction circulatoire
est indispensable dés les premiers stades de la vie
post-implantatoire. Chez I’Homme, les événements
morphologiques sont sensibles aux perturbations
moléculaires pouvant mener a un défaut congénital
cardiaque. Il semble donc important de comprendre,
non seulement les signaux moléculaires mais aussi de
mieux définir les événements morphologiques qui
régulent ’identité des myocytes. L’étude des lignées
transgéniques de souris, Miclv-nlacZ-24 et Mlc3f-
nlacZ-2, nous a permis d’identifier un nouveau terri-
toire précardiaque, «le champ cardiaque antérieur »,
qui contribue au pdéle artériel du ceeur. Récemment,
des expériences de marquage chez le Poulet viennent
de mettre aussi en évidence ’existence de ce champ

cardiaque secondaire. Chez la Souris, I’utilisation de
culture d’explants démontre que le mésoderme pha-
ryngé participe a la formation de la voie efférente et
du ventricule droit, et indique que le tube cardiaque
primitif a essentiellement I’identité du futur ventri-
cule gauche. Nous avons montré que le facteur Fgf-
10 est exprimé dans ce champ cardiaque antérieur, et
les expériences avec des inhibiteurs de cette voie de
signalisation suggérent qu’elle puisse jouer un role
dans la formation du poéle artériel. Enfin, a partir des
cultures d’explants de la lignée Mic3f-nlacZ-2 nous
avons étudié ’acquisition d’identité des deux
oreillettes. Nous montrons que la fenétre de temps
nécessaire a la réception du signal d’asymétrie droite-
gauche est comprise entre le stade quatre et six
somites de développement.

SUMMARY The mouse as model for understanding heart morphogenesis in mammals: The origin of myocytes

and studies with cardiac explants

The heart is one of the first organs to form during
embryogenesis since its circulatory function is critical
from early stages for embryo survival. In man, mor-
phological events are affected by molecular pertur-
bations, which can lead to a congenital heart defect.
It is important therefore to understand not only the
molecular signals, but also the morphological events,
which govern myocardial cell identity. The study of
transgenic mouse lines, MlcIv-nlacZ-24 and Mic3f-
nlacZ-2, has led to the identification of a new precar-
diac territory, the anterior heart field, which has also
been described recently in birds, and which contri-
butes to the myocardium of the arterial pole of the

heart. The use of explant cultures also indicates that
pharyngeal mesoderm participates in the formation
of the outflow tract and right ventricle and shows
that the primitive heart tube has a predominantly
left ventricular identity. We have also shown that
Fgf-10 is expressed in the anterior heart field, where
a role for FGF signaling in arterial pole morphoge-
nesis is suggested by inhibitor experiments. Finally
explant cultures have been employed to examine the
acquisition of left-right atrial identity. The Mic3f-
nlacZ-2 line, which marks the right atrium, allowed
us to determine the time window during which left-
right signaling confers left-right atrial identity.

INTRODUCTION

Le développement du cceur chez les vertébrés
implique des événements morphogénétiques complexes
qui se déroulent de maniére ordonnée et régulée dans le

temps et I’espace. Cette morphogenése inclut des ¢éveé-
nements comme la spécification, la différenciation ou la
migration de types cellulaires différents. L absence ou la
malformation d’une des structures du cceur au cours du
développement entrainent des pathologies congénitales
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avec une incidence de 1 % des naissances chez I’'Homme
(jusqu’a 10 % de toutes les conceptions), ce qui en fait
la premiére des malformations congénitales (Hoffman,
1995 ; Srivastava & Olson, 2000). Les maladies car-
diaques qui se déclarent plus tard chez I’adulte peuvent,
dans certains cas, avoir leurs origines dans des anoma-

lies développementales moins sérieuses. Il est maintenant
bien démontré que le modele murin fournit un trés bon
systeme d’étude du développement cardiaque chez les
mammiféres car la plupart des malformations décrites
chez I’'Homme y ont été retrouvées (Srivastava & Olson,
2000).
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FiG. 1. — Principales étapes de la morphogenése du cceur chez la Souris. Tous les embryons ou cceurs colorés proviennent de la lignée
transgénique Mlc3f-nlacZ-9. (A) Lors de la gastrulation, 6,5 jours aprées la fécondation, les précurseurs des cellules cardiaques sont invagi-
nés au niveau de la ligne primitive antérieure puis déplacés rostralement (fléches) au niveau de deux régions bilatérales. (B) Stade du crois-
sant cardiaque (4 somites). Vue ventrale d’'un embryon de souris au septiéme jour de développement montrant le croissant cardiaque (CC,
en gris) dans la région antérieure du mésoderme latéral. A, antérieur; P, Postérieur; LC, Lobes céphaliques. (C) Stade du tube cardiaque
linéaire (6 somites). Vue ventrale d’un embryon au huitiéme jour de développement. (D) Stade de I'inflexion du tube cardiaque. Vue ven-
trale d'un embryon agé de 8,75 jours, montrant le tube cardiaque tourné vers sa droite. (E) A 10,5 jours aprés la fécondation, les chambres
cardiaques sont identifiables dans le cceur embryonnaire. OD, oreillette droite ; OG, oreillette gauche ; VE, voie efférente; VD, ventricule
droit: VG, ventricule gauche. (F) Dans le cceur feetal, a 14,5 jours apres la fécondation, les parois des chambres cardiaques sont épaissies
par des trabéculations (traits gris) et les chambres cardiaques sont séparées par des septa et des valves. (G) Dans le cceur nouveau-né, 7 jours
apres la naissance, le flux de sang carboné (trait pointillé) est complétement séparé de celui du sang oxygéné (trait plein).
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Le cceur des mammiferes et des oiseaux se forme a
partir des cellules précardiogéniques du mésoderme anté-
rieur et latéral (DeHaan & Urspurng, 1965). Les expeé-
riences de culture d’explant chez le Poulet et la Caille
indiquent que la spécification des cardiomyocytes a lieu
juste avant la formation du croissant cardiaque (Mont-
gomery et al., 1994; Yatskievych et al., 1997). Aprés
leur spécification, les précurseurs des cardiomyocytes
proliferent et se condensent pour donner un épithélium
en forme de croissant de part et d’autre de la ligne
médiane de I’embryon (Fig. 1B). Récemment, des expé-
riences chez la Souris ont mis en évidence une nouvelle
population de précurseurs de cardiomyocytes située
médialement par rapport au croissant cardiaque, qui par-
ticiperait a la formation du péle artériel du cceur (pour
revue voir Kelly & Buckingham, 2002). Cette région est
nommée le champ cardiaque antérieur ou secondaire en
référence au champ cardiaque primaire qui constitue le
croissant cardiaque. La convergence puis la fusion des
deux demi-croissants cardiaques au niveau de la ligne
médiane ventrale de I’embryon donne naissance au tube
cardiaque primitif avec deux pdles séparés, la voie affé-
rente (ou veineux) et la voie efférente (ou artériel)
(Fig. 1C). Trés rapidement, ce tube se courbe vers la
droite, établissant ainsi la premiére asymétrie morpholo-
gique droite-gauche de I’embryon (Fig. 1D). En effet,
alors que les domaines des futurs ventricules droit et
gauche étaient orientés le long de 1’axe antéro-posté-
rieur, ils se retrouvent a c6té 1’'un de ’autre (Fig. 1D, E).
Aprés maturation, ce tube cardiaque ainsi courbé for-
mera les quatre chambres cardiaques : deux oreillettes et
deux ventricules (Harvey, 1998a). Chez la Souris, a la fin
du dixieme jour, tous les compartiments du cceur
embryonnaire sont en place, mais les composants restent
essentiellement disposés en série : le canal auriculo-ven-
triculaire connecte I’oreillette commune au futur ventri-
cule gauche, et la voie efférente est reliée au ventricule
droit. Un septum musculaire apparait entre les ventri-
cules gauche et droit, de I’apex du cceur vers sa base
(Fig. 1F). La migration des cellules de la créte neurale
contribue a la formation du septum de la voie efférente
du cceur qui formera les gros vaisseaux et les branches
aortiques (Kirby ef al., 1983). Plus tard, la formation des
valves cardiaques a lieu a partir de la migration interne
des cellules endothéliales cardiaques. La maturation du
myocarde est marquée par un épaississement et 1’appa-
rition de saillies de myocarde, les trabécules, sur la sur-
face endocardique. Enfin, le systéme de conduction élec-
trique du cceur (incluant les fibres de Purkinje) dérive des
cardiomyocytes eux-mémes. A la naissance, la fermeture
des septa auriculaires et du canal artériel sépare les cir-
culations pulmonaire et systémique, isolant les deux cir-
cuits paralléles nécessaires a la vie aprés la naissance
(Fig. 1G).

Les études faites chez le Poulet et la Souris ont mis en
évidence I’existence de signaux inductifs venant de
I’endoderme pour la spécification des précurseurs car-
diaques (pour revue voir Harvey, 2002 ; Zaffran
& Frasch, 2002). Briévement, les signaux BMP et Fgf
venant de I’endoderme induisent ’expression des génes

de différenciation cardiaque, Nkx2.5 ou GATA-4 (Lough
et al., 1996; Rossant er al., 1997). L’activation de ces
facteurs cardiaques est restreinte au territoire précar-
diaque du mésoderme latéral sous I'effet négatif des fac-
teurs Wnt3 et Wnt8 qui sont sécrétés par 1’ectoderme
(Schneider & Mercola, 2001 ; Tzahor & Lassar, 2001).
Le géne a homéoboite, Nkx2.5 est le premier a étre
exprimé dans le territoire précardiaque (Komuro
& Izumo, 1993 Lints et al., 1993). Ensuite, Nkx2.5
active avec d’autres facteurs de transcription cardiaques
(GATA-4, Mef-2) les geénes de différenciation tel que
I’o-actine cardiaque (Ross ef al., 1996).

L’identification des nouveaux facteurs de transcrip-
tion, Hand, Irx-4 et Thx-5, a apporté la preuve que cer-
tains des facteurs cardiaques précoces sont exprimés de
manieére différentielle dans le cceur (Bruneau er al., 2001 ;
Bruneau et al., 1999 ; Srivastava et al., 1995 ; Srivastava
et al., 1997). En effet, le géne a homéoboite /rx-4 est
exprimé spécifiquement dans le territoire des futurs ven-
tricules, tandis que 7bx-5 est exclu de la partie anté-
rieure du tube cardiaque qui donnera naissance au sac
aortique et au ventricule droit (Bruneau et al., 2000;
Bruneau et al., 1999). Ces facteurs de transcription
jouent un réle dans la régionalisation du tube cardiaque
primitif puisque leur perte de fonction entraine une
absence de I’identité moléculaire des ventricules (Bao er
al., 1999 ; Basson et al., 1997). Ces résultats suggerent
une régionalisation du tube cardiaque au cours de sa for-
mation.

La découverte de ces facteurs cardiaques représente
une avancée importante. Néanmoins nous ne compre-
nons toujours pas comment la régulation moléculaire
qu’ils exercent se traduit en termes cellulaires. Notre
laboratoire a développé différentes stratégies pour abor-
der les questions sur I’origine embryonnaire des com-
partiments cardiaques et sur la mise en place de I'iden-
tité cellulaire qui les caractérise. Ainsi, nous discuterons
successivement de la découverte du deuxieme champ
cardiaque antérieur et de I’acquisition de I’asymétrie
droite-gauche au niveau des futures oreillettes, en
s’appuyant sur I’emploi expérimental des explants car-
diaques.

RESULTATS

L’origine du champ cardiaque antérieur

Comme nous I’avons mentionné dans I'introduction, le
tube cardiaque composé des deux poles veineux et arté-
riel, semble étre a I’origine des différents compartiments
qui forment le cceur mature. Mais des études menées
chez le Poulet et la Souris mettant en évidence I’exis-
tence d’un deuxiéme champ cardiaque appelé antérieur,
ont changé cette vision simpliste (Kelly er al., 2001 ;
Mjaatvedt et al., 2001 ; Waldo et al., 2001). Chez la
Souris, cette découverte a été rendue possible en étu-
diant une lignée de souris transgéniques, générée dans le
contexte de ’analyse du promoteur Mlc/v dans le muscle
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squelettique (Jerkovic et al., 1997), qui exprime la
3-galactosidase dans le pole artériel du cceur (le ventri-
cule droit et la voie efférente) et le mésoderme pharyngé
avoisinant (Fig. 2A et 3B). Le profil d’expression du
transgene Mlclv-nlacZ-24 est partiellement complémen-
taire de celui du transgéne Mlc3f-nlacZ-9 qui marque le
myocarde a ’exception du pdle artériel (Fig. 2A et 3D).
L’expression dans le mésoderme pharyngé au cours de
I’élongation du tube cardiaque est tres dynamique. Elle
pourrait correspondre a I’activation de ce transgéne dans
des cellules précurseurs des cardiomyocytes du pole arté-
riel. Par marquage avec le colorant, Dil, des embryons
mis en culture, nous avons pu mettre en évidence un
mouvement continu des cellules du mésoderme pharyngé
vers le pole artériel du cceur entre le huitieme et le
dixieme jour du développement, et montré qu’il ne s’agit
pas de cellules de la créte neurale (Kelly er al., 2001).
L’expression de nlacZ dans cette région est ectopique

puisqu’elle n’est pas observée dans les autres lignées
porteuses du méme transgeéne : elle pourrait donc étre
due a sa localisation prés d’un élément régulateur d’un
gene impliqué dans la morphogenése du pdle artériel.
Le site d’intégration du transgene Miclv-nlacZ-24 est
situé en amont du géne codant pour le facteur de crois-
sance Fgf-10 (Kelly et al., 2001). Fgf~10 est un bon géne
candidat, puisque le signal Fgf a déja été identifié comme
nécessaire a I’induction du mésoderme précardiaque et
que, chez le zebrafish, Fgf8 est nécessaire a la formation
du ventricule (Reifers er al., 2000). Comme le transgéne
Miclv-nlacZ-24, Fgf-10 est exprimé dans une région du
mésoderme antérieur médiale au croissant cardiaque (Fig.
2B). L’expression du transgéne est ensuite observée dans
le mésoderme pharyngé et les cellules épithéliales qui
forment la paroi dorsale de la cavité péricardique. Ces cel-
lules sont continues avec le péle artériel du cceur (Kelly
et al., 2001). A jour 9,5 du développement, la voie effé-

Mic1v-24

Mic3f-9

Fgf10

F1G. 2. — Deux populations contribuent a la formation du cceur. (A) Comparaison des domaines d’expression de la B-galactosidase des
lignées lransgcmques MilcIv-nlacZ-24 et Mlc3f-nlacZ-9. Vue latérale d’embryons dgés de 8 jours. Le schéma représente le modéle que nous
proposons, avec une participation du mésoderme pharyngé dans la formation du tube cardiaque. (B) Comparaison de I'expression de la
B-galactosidase de lignée Mlclv-nlacZ-24 et du mRNA, Fgf-10. Vue ventrale d’embryons agés de 7.5 Jours. Les deux domaines d’expres-
sion définissent un nouveau champ cardiaque, nommé champ cardiaque antérieur. Ce champ cardiaque antérieur est médial au croissant car-
diaque. Le schéma représente la position des deux champs cardiaques, CC : croissant cardiaque : CCA : champ cardiaque antérieur.
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rente elle-méme est marquée par la B-galactosidase, mais
les transcrits Fgf~10 et lacZ n’y sont pas détectés, ce qui
suggere que ces cellules sont originaires d’une région ou
le transgéne et Figf-10 sont transcrits a un haut niveau, la
stabilité¢ de la B-galactosidase expliquant sa perdurance
dans le myocarde (Kelly et al., 2001). La découverte de
’expression de Fgf-10 dans le champ cardiaque antérieur
de souris suggére que ce facteur puisse jouer un role dans
le controle de la migration de ces cellules lors de la for-
mation du tube cardiaque. Nous étudions actuellement le
role que peut en effet jouer le signal Fgf, en utilisant des
inhibiteurs spécifiques de la voie Fgf, qui perturbent la
formation du pole artériel du cceur quand les embryons
sont mis en leur présence. Nous analysons en détail la
morphologie cardiaque des souris portant une délétion
du locus Fgf-10 (Sekine et al., 1999).

Ces résultats nous ont permis d’établir un modele de
formation du pdle artériel du cceur dans lequel des cel-
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lules exprimant Fgf-/0 au niveau du mésoderme pha-
ryngé entrent dans I'épithélium splanchnique et se
déplacent vers le tube cardiaque (Fig. 2A). Notre
modele vient d’étre renforcé par les observations de
deux laboratoires qui travaillent sur la cardiogenese
chez le Poulet aux Etats-Unis (Mjaatvedt er al., 2001 ;
Waldo er al., 2001). Ces résultats sont importants,
puisqu’ils apportent pour la premiere fois une réponse
claire a la question de 1’origine embryonnaire du pole
artériel du ceeur qui a longtemps été controversée (de la
Cruz et al., 1977 Viragh & Challice, 1973). Enfin,
nous pensons que la voie efférente ainsi que le ventri-
cule droit du cceur dérivent de cellules précurseurs
situées en dehors des régions a I'origine des autres
compartiments cardiaques (Zaffran er al., 2003 en pré-
paration).

Afin de conforter notre hypothese sur I'implication du
champ cardiaque antérieur dans la formation pole artériel

“Mic3f-9

FiG. 3. — La voie efférente provient du mésoderme pharyngé. (A) Schéma représentant une coupe d’embryon dgé de 8,5 jours sur lequel
est prélevé la région du mésoderme pharyngé (en pointillé). (B) Vue d'un ceeur d’un embryon transgénique MlcIv-nlacZ-24 agé de 10,5
jours. L’expression de la B-galactosidase est détectée uniquement dans le ventricule droit (VD) et la voie efférente (VE). (C) Vue d’un explant
cardiaque aprés coloration X-gal et prélevé a partir du mésoderme pharyngé (comme indiqué en A) d’un embryon Mlc/v-nlacZ-24 agé de
8,5 jours. (D) Vue d'un cceur de 10,5 jours d’un embryon transgénique Mic3f-nlacZ-9. L'expression de la B-galactosidase est visible dans
les quatre chambres cardiaques, mais est exclue de la voie efférente. (E) Vue d'un explant cardiaque aprés coloration et prélevé 4 partir du
mésoderme pharyngé (comme indiqué en A) d’un embryon Mic3f-nlacZ-9 agé de 8.5 jours.
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du cceur nous avons fait appeler a des techniques de cul-
ture in vivo d’embryon et d’explant embryonnaire. Le
mésoderme pharyngé disséqué a partir de différentes
lignées d’embryons transgéniques de 8,0 jours de déve-
loppement est maintenu en culture pendant 48 h avant
d’observer I’expression du rapporteur /acZ par révélation
de activité de la B-galactosidase. Comme nous 1’avions
suggéré, le mésoderme pharyngé en culture est capable de
produire des cardiomyocytes contractiles qui ont une iden-
tité de type voie efférente et ventricule droit (Fig. 3). En
effet, I’explant contractile ayant été prélevé sur les souris
transgéniques, Mlclv-nlacZ-24 exprime la B-galactosi-
dase, ce qui révele une identité de type voie efférente et
ventricule droit (Fig. 3B, C). Les explants provenant de la
lignée Mlc3f-nlacZ-9, qui marque le ventricule droit mais
pas la voie efférente, ont également des cellules positives
pour la -galactosidase mais en plus faible nombre a ce

stade (Fig. 3D,E). De plus, notre expérience de culture de
la partie centrale du tube cardiaque d’embryon de 8.0
jours de développement révele que le tube cardiaque
linéaire a une identité de type ventricule gauche a 8,0
jours (Fig. 4A,B). Ce résultat a été confirmé par d’autres
expériences menées sur des cultures d’embryon de 8,0
jours de développement. Le marquage du tube cardiaque
avec le colorant Dil est retrouvé de maniére reproductible
dans le ventricule gauche des embryons mis en culture
(Fig. 4C,D). Enfin, tous ces résultats suggerent qu’au
stade du tube cardiaque, 1’identité majeure du tube est de
type ventricule gauche. Ce constat est conforme a notre
modele sur I’origine différente de la voie efférente et d’au
moins une partie du ventricule droit, qui proviennent du
champ cardiaque antérieur, tandis que le ventricule gauche
est formé a partir du tube cardiaque primitif (Zaffran et
al., 2003 en préparation).

FIG. 4. - Origine du ventricule gauche et tube cardiaque chez la Souris. (A) Tube cardiaque disséqué sur un embryon agé de 8 jours. (B)
Vue d’un explant cardiaque aprés coloration provenant de la partie centrale du tube cardiaque (braquet en A) d’un embryon Mic3f-nlacZ-
2 age de 8 jours. (C) Vue ventrale d’un embryon dgé de 8 jours avant sa mise en culture. Le colorant Dil est injecté dans la partie anté-
rieure du tube cardiaque (téte de fleche). (D) Vue latérale d’embryon aprés 24 heures de culture, le colorant Dil est maintenant localisé dans

le ventricule gauche (téte de fleche).
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La voie de signalisation droite-gauche

Le cceur est la premiére structure embryonnaire a pré-
senter une asymétrie droite-gauche. L’asymétrie axiale
est sous le contrdle de trois membres de la superfamille
des TGF-B, nodal, lefty-1 et lefiy-2, qui sont exprimés
dans la partie gauche du mésoderme latéral (Pour revue
voir Harvey, 1998b; Mercola, 1999). Les récents tra-
vaux sur le géne a homéoboite, Pitx2 ont permis de
mieux comprendre ’interprétation de ces signaux.
L’expression délocalisée de nodal ou lefiy-2 dans le
mésoderme latéral droit d’embryons de Poulet ou de
Xénope conduit a la mis-expression de Pitx2, et une
inversion de I’axe du corps, suggérant que ce facteur est
a I’interface du signal d’asymétrie droite-gauche et de la
morphogenése polarisée des organes (Logan er al., 1998 ;
Piedra et al., 1998; Ryan et al., 1998). Malgré notre
compréhension de cette voie de signalisation, nous ne
savons toujours pas comment cette information est inter-
prétée, par I’intermédiaire de Pitx2, dans le tube car-
diaque. D’abord nous avons voulu comprendre a quel
moment le tissu cardiaque est compétent pour répondre
a ce signal. L’analyse des souris porteuses de la mutation
inversus (iv) qui perturbe la voie de signalisation droite-
gauche avait démontré que les oreillettes, mais pas les
ventricules, sont la cible d’une perte d’identité droite-
gauche (Franco et al., 2001).

Les expériences de culture d’explant sont opérées a
partir de la lignée transgénique, Mlc3f-nlacZ-2 dans
laquelle la 3-galactosidase est exprimée de maniere dif-
férentielle dans les oreillettes. Lorsque la partie posté-
rieure droite et gauche du croissant cardiaque (Fig. 1B
stade 4 somites) sont mises en culture, aucune différence
n’est distinguée dans I’expression de la -galactosidase
(Stéphane Zaffran et Andrew Munk, observations per-
sonnelles). Par contre, dans la culture des « sinus veno-
sus » provenant de la partie postérieure du tube car-
diaque (Fig. 1C; stade 6 somites), une plus forte
expression de la B-galactosidase est observée de maniere
reproductible dans les explants provenant du coté droit.
Ces résultats suggerent donc que les signaux qui confe-
rent une identité droite-gauche agissent sur la région pos-
térieure, d’ou proviennent les oreillettes, entre les stades
quatre et six somites de développement, une période de
quelques heures.

CONCLUSION

L’étude de différentes lignées de souris transgéniques
nous a permis de mettre en évidence I’existence d’un
nouveau champ cardiaque appelé champ cardiaque anté-
rieur. L utilisation de culture d’explant et d’injection de
colorant, dans des embryons de 8,0 jours de développe-
ment, montre que le champ cardiaque antérieur participe
a la formation du cceur et en particulier de la voie effé-
rente et du ventricule droit. Nous avons identifié une
expression du geéne Fgf-10 dans ce champ cardiaque
antérieur, ce qui suggeére une implication potentielle de

ce facteur dans la formation de cette partie du ceeur chez
la Souris.

Les cultures d’explant de lignées transgéniques nous
ont aussi permis de mettre en évidence la fenétre de
temps de compétence dans la réponse a la voie
d’asymétrie droite-gauche qui se situe au cours du hui-
tieme jour de développement.
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