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INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE 

AVANT-PROPOS 

Les maladies cardio-vasculaires sont la première cause de mortalité dans le monde 

avec une estimation de 17,1 millions de décès en 2004 d’après les dernières statistiques de 

l’Organisation Mondiale de la Santé. D’ici 2030, ce chiffre devrait être en constante 

augmentation pour atteindre 23,6 millions de décès. Cet accroissement est dû à 

l’allongement de l’espérance de vie, à l’augmentation des facteurs de risque tels que 

l’obésité, le diabète et le tabagisme et au manque d’activité physique. En outre ces 

maladies ne touchent pas que les pays industrialisés et contrairement à une idée reçue, 

une majorité des malades (80%) est issue de pays à revenu moyen ou faible. Dans ces pays, 

le manque de prévention et un accès restreint aux services de santé participent 

grandement à l’augmentation du nombre de décès. 

Parmi les maladies cardio-vasculaires, l’infarctus du myocarde (IDM), qui fait partie 

des cardiopathies coronariennes (7,2 millions de décès en 2004) est l’une des causes 

majeures de morbidité-mortalité dans les pays développés et émergents. Malgré 

l’amélioration de sa prise en charge thérapeutique au cours de ces dernières années, on 

dénombre en France entre 120 000 et 150 000 IDM par an, responsables d’environ 15 000 

décès précoces et d’une importante morbidité. L’IDM évolue généralement vers 

l’insuffisance cardiaque chronique, des problèmes d’arythmies voire même la mort subite. 

Une étude sur cohorte menée entre 1996 et 2000 a montré un taux de survie à 5 ans 

après le diagnostic d’une insuffisance cardiaque de 50% chez les hommes et de 46% chez 

les femmes (Roger et al. 2004). En France, environ 500 000 personnes présentent une 

insuffisance cardiaque dont la majorité suite à un IDM. On dénombre environ 120 000 

nouveaux cas et 32 000 décès chaque année (Delahaye et al. 1998), ce qui représente 1 à 

2% du total des dépenses de santé (Berry et al. 2001). 

Malgré l’arsenal thérapeutique actuellement disponible (revascularisation 

coronaire, traitements pharmacologiques, défibrillateur implantable et stimulation 

multisite) et les progrès réalisés au cours des dernières décennies dans la prise en charge 

des patients, le gain en termes de survie reste minime. Lorsque les patients deviennent 

réfractaires à toutes les thérapeutiques disponibles, la transplantation cardiaque reste 

l’une des dernières options envisageables. Cependant le manque de donneurs, les 

complications post-opératoires, le faible taux de survie et les coûts économiques 
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engendrés mettent l’accent sur la nécessité de développer de nouvelles approches 

thérapeutiques. 

Mon laboratoire d'accueil se propose d'utiliser des cellules souches adultes dérivées 

du tissu adipeux humain, les cellules hMADS (human Multipotent Adipose Derived Stem 

Cells) pour régénérer le muscle cardiaque infarci. Les premiers travaux ont consisté à 

injecter ces cellules souches adultes indifférenciées dans des cœurs de souris après une 

ischémie de l'artère coronaire gauche de 90 minutes. Dans ce modèle, aucune régénération 

cardiaque n'a pu être observée, due essentiellement à une mortalité massive et précoce 

des cellules injectées. Pour augmenter le potentiel cardiomyogénique des cellules hMADS, 

nous avons décidé d'exploiter leur propriété de fusion, antérieurement mise en évidence 

dans le muscle squelettique d'un modèle murin de la myopathie de Duchenne (Rodriguez et 

al. 2005b). Pour se faire nous avons développé un modèle de coculture in vitro entre les 

cellules souches adultes humaines et des cardiomyocytes murins adultes post-mitotiques. 

Mon travail de thèse a eu pour objectif d'analyser les modalités de fusion entre les 

cellules souches du tissu adipeux humain et des cardiomyocytes murins adultes afin de 

mieux comprendre si et comment ce phénomène peut jouer un rôle dans la réparation 

tissulaire médiée par les cellules souches. Dans un premier temps nous avons caractérisé 

les modalités de fusion et le phénotype des cellules hybrides résultantes puis dans un 

deuxième temps nous avons tenté d'augmenter la survenue de ce phénomène en vue 

d'améliorer le potentiel thérapeutique des cellules obtenues. 

En introduction de ce manuscrit, j'aborderai les cellules souches dans leur ensemble 

en partant des cellules souches embryonnaires pour finir par les cellules souches adultes 

avec un intérêt particulier pour les cellules souches adultes du tissu adipeux. Puis je 

présenterai brièvement l'IDM, sa prise en charge et ses conséquences histopathologiques. 

Enfin je m'intéresserai aux différentes cellules utilisées dans la thérapie cellulaire 

cardiaque et aux mécanismes de régénération déployés par les cellules souches adultes au 

cours de la régénération myocardique. 
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1. Les cellules souches 

1.1. Définition de la cellule souche 

Le concept de cellules souches regroupe une grande quantité de populations de 

cellules très différentes tant au niveau de leur origine que de leur morphologie ou de leurs 

propriétés biologiques et fonctionnelles. Cette diversité entraîne une certaine confusion 

dans les termes utilisés pour les définir ainsi que dans les attributs qu’elles doivent 

posséder pour mériter la dénomination de "cellules souches". Néanmoins il existe une 

définition comprenant trois caractéristiques communes considérées comme essentielles 

pour qu'une cellule soit considérée "souche" (Verfaillie 2002). 

Premièrement les cellules souches doivent être des cellules indifférenciées 

capables de s’autorenouveler à l’infini. La cellule souche se divise essentiellement de 

façon asymétrique, donnant au moins une cellule fille identique à la cellule d’origine qui 

conserve toutes ses propriétés génétiques et épigénétiques. Cette caractéristique assure le 

maintien ou l’amplification du réservoir de cellules souches. 

Deuxièmement, les cellules souches doivent posséder la capacité de se différencier 

en un ou plusieurs types de cellules matures. La génération de cellules spécialisées est le 

résultat : 

(i)  d’une étape de différenciation représentant un changement qualitatif du 

phénotype cellulaire (morphologie, composition protéique) après un changement du 

génotype de la cellule,  

(ii)  d’une étape de maturation par une modification quantitative du phénotype 

(accumulation des protéines apparues lors de la différenciation),  

(iii) d’une étape de prolifération par division cellulaire (Potten et Loeffler 

1990). 

Troisièmement, la dernière caractéristique de la cellule souche est sa capacité à 

reconstituer in vivo un tissu par des cellules fonctionnelles. Les cellules souches 

hématopoïétiques (CSH), qui sont les cellules souches adultes (CSA) les plus étudiées, 

représentent un bel exemple de reconstitution d’un tissu. En effet, ces cellules sont 

capables après transplantation chez un receveur ayant subi une ablation médullaire, de 

repeupler son système hématopoïétique par des cellules matures de toutes les lignées 

sanguines (Bhatia et al. 1997). 
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1.2. Les différents types de cellules souches 

Sur les bases de cette première définition, il existe différents types de cellules 

souches qui se distinguent essentiellement en fonction de leur origine mais également de 

leur potentiel de différenciation et de prolifération. A l’exception des cellules souches 

pluripotentes induites ou iPS (induced pluripotent stem cells) qui sont des cellules 

somatiques modifiées que l’on reprogramme vers un stade plus précoce, il existe une 

relation entre le potentiel de différenciation et l’âge d’un individu (Figure 1). Bien que 

formellement non démontré, on peut imaginer que plus l’âge avance, plus les capacités de 

différenciation des cellules souches d'un individu diminuent. 

 

  
Figure 1. Sources de cellules souches humaines au cours de la vie et leur potentiel de 
différenciation. 
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Les cellules souches totipotentes ne sont présentes que jusqu’au quatrième jour 

après fécondation (stade morula). Ces cellules sont potentiellement capables de donner 

l’ensemble des lignages embryonnaires et extra-embryonnaires du corps humain comme en 

atteste la naissance de jumeaux monozygotes bichorioniques qui sont issus du même œuf 

mais qui possèdent des placentas distincts. 

Les cellules souches embryonnaires (ES) sont dérivées à partir de l’embryon au 

stade blastocyste et sont dites pluripotentes, c'est-à-dire qu’elles peuvent donner tous les 

lignages embryonnaires, mais pas les annexes extra-embryonnaires (cordon ombilical et 

placenta) du corps humain. Un peu plus tard dans la différenciation du fœtus (entre la 

cinquième et la neuvième semaine de gestation), on trouve les cellules souches germinales 

qui sont issues des crêtes génitales et qui sont également considérées comme 

pluripotentes (Kerr et al. 2006). Enfin, il est désormais possible de générer artificiellement 

des cellules souches pluripotentes par transfert nucléaire, par fusion cellulaire ou par 

reprogrammation directe à partir de cellules somatiques (Jaenisch 2009). Dans ce dernier 

cas, qui est le plus utilisé et le plus prometteur, on parle de cellules souches pluripotentes 

induites ou iPS (induced pluripotent stem cells). Les autres types de cellules souches 

retrouvées dans l’embryon, dans le fœtus ou chez l’adulte sont qualifiés de multipotentes 

ou unipotentes. Leurs capacités de prolifération à l’état indifférencié et de différenciation 

sont moindres que celles des cellules souches pluripotentes. Cependant ce groupe de 

cellules est très hétérogène et contient des types cellulaires dont certaines 

caractéristiques peuvent être très similaires à celles cellules souches pluripotentes et 

d'autres très éloignées. Les cellules souches fœtales et adultes sont classées dans cette 

catégorie. 

Dans la suite de ce manuscrit, je présenterai brièvement les caractéristiques des 

cellules ES, des iPS et des CSA multipotentes puis je soulignerai les mécanismes mis en jeu 

et leur intérêt dans la thérapie cellulaire cardiaque. 

1.3. Les cellules souches embryonnaires (ES) 

Les cellules ES ont d’abord été isolées pour la première fois chez la souris en 1981 

(Evans et Kaufman 1981; Martin 1981) puis chez l’homme en 1998 (Thomson et al. 1998). 

Ces cellules sont produites par un processus appelé dérivation qui consiste à isoler les 

cellules de la masse cellulaire interne (MCI) du blastocyste entre 5 jours ½ et 7 jours ½ 

après la fécondation chez l’homme (Figure 2). La masse cellulaire interne composée d’une 
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centaine de cellules, est à l’origine de toutes les lignées somatiques et germinales de 

l’embryon. 

Comme évoqué dans l’introduction, les cellules ES ont la propriété de générer des 

cellules différenciées de théoriquement tous les types cellulaires d’un organisme en 

contribuant aux trois feuillets embryonnaires : l’endoderme, le mésoderme et 

l’ectoderme, à la fois in vitro et in vivo. La pluripotence des cellules ES a été démontrée 

in vivo par injection dans des blastocystes. Leur contribution à la formation de tous les 

tissus de l’embryon a été montrée, notamment pour les lignées germinales permettant la 

transmission de leurs caractéristiques à la descendance. Cette propriété a été largement 

exploitée pour étudier la fonction de gènes in vivo après leur mutation (van der Weyden et 

al. 2002). 

 

 
Figure 2. Dérivation des cellules ES. Adapté de (Tomazou et Meissner 2010). 

1.3.1. Mécanismes de préservation de la pluripotence des cellules ES 

Aujourd’hui les mécanismes qui permettent le maintien de la pluripotence et de 

l’autorenouvellement des cellules ES commencent à être bien connus. De manière 

schématique, ces mécanismes de régulation sont classés en fonction de leurs niveaux 

d’intégration. 
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Régulation génique 

Le premier échelon se situe au niveau génique. Les trois gènes les plus importants 

de la pluripotence sont OCT4 (Octamer-binding transcription factor 4), NANOG (Tír na 

nÓg, terre de l'éternelle jeunesse dans la mythologie celtique), et SOX2 (Sex determining 

region Y-box 2). OCT4 et NANOG sont des facteurs de transcription qui sont exprimés très 

tôt dans le développement embryonnaire (Mitsui et al. 2003; Nichols et al. 1998). 

L’expression de ces gènes est finement régulée puisqu’une dérégulation négative des 

niveaux d’expression d’OCT4 et de NANOG entraîne respectivement une différenciation en 

trophoectoderme et endoderme des cellules du blastocyste et des cellules ES (Chambers et 

al. 2003; Mitsui et al. 2003; Nichols et al. 1998; Niwa et al. 2000). A contrario, la 

surexpression d’OCT4 induit une différenciation en endoderme et mésoderme (Niwa et al. 

2000) et celle de NANOG induit une différenciation en ectoderme des cellules ES (Darr et 

al. 2006). OCT4 a également été montré comme formant un complexe protéique avec SOX2 

modulant l’expression de nombreux gènes dans les cellules ES murines (Botquin et al. 

1998; Nishimoto et al. 1999). Le rôle de SOX2 dans la pluripotence a été définitivement 

mis en évidence par son inactivation dans des cellules ES murines qui a entrainé une 

différenciation en de nombreux lignages (Ivanova et al. 2006). Boyer et al. (Boyer et al. 

2005) ont montré que NANOG, SOX2 et OCT4 occupaient simultanément de nombreux 

promoteurs de gènes, y compris les leurs. Ces trois facteurs forment donc un circuit de 

régulation transcriptionnelle capable de s’autoréguler, d’activer la transcription de gènes 

impliqués dans la pluripotence et de réprimer des gènes du développement dans les 

cellules ES humaines (Figure 3). Enfin ces facteurs de transcription ont de nombreux autres 

partenaires coactivateurs de la pluripotence et corépresseurs de la différenciation formant 

un vaste réseau régulateur (Masui 2010). D’autres facteurs de transcription interagissant ou 

non avec le trio cité ci-dessus ont montré une importance certaine dans le maintien de 

l’intégrité des cellules ES. Parmi les plus étudiés on peut citer, KLF4 (Krüppel-like factor 

4) (Nakatake et al. 2006), TCF3 (Transcription factor 3) (Pereira et al. 2006) ou encore la 

famille des MYC (Cartwright et al. 2005). 
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Figure 3. Réseau de régulation transcriptionnelle des facteurs Oct4, Sox2 et Nanog dans les 

cellules ES. (A) Les régulateurs OCT4, SOX2 et NANOG ciblent en majorité les mêmes gènes. (B) 
Boucle d'autorégulation des facteurs de transcription OCT4, SOX2 et NANOG. (C) OCT4, SOX2 et 

NANOG régulent d'autres facteurs de transcription (régulateurs secondaires) qui à leur tour régulent 

plusieurs gènes. Le réseau de régulation ainsi créé permet un contrôle sur un grand nombre de 

gènes. (D) Les promoteurs activés par OCT4, SOX2 et NANOG dans les cellules ES appartiennent à 

des gènes impliqués dans la pluripotence et l'autorenouvellement alors que les promoteurs réprimés 

codent pour des gènes impliqués dans la différenciation et le développement. 

Ovales colorés : protéines ; rectangles oranges : gènes. 

Adapté de (Cole et Young 2008). 
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L’autre processus de régulation génique apparu récemment comme un nouveau 

groupe de régulateurs post-traductionnels intervenant dans les cellules de mammifères 

concerne les microARNs (Farh et al. 2005). Le rôle de ces microARNs dans la pluripotence a 

été établi en découvrant que des cellules ES présentant une déficience en DICER, une 

protéine nécessaire à la maturation des microARNs, ne proliféraient et ne se 

différenciaient pas correctement (Murchison et al. 2005). Plus récemment, il a été 

découvert que les facteurs de pluripotence NANOG, OCT4 et SOX2 jouaient un rôle 

important dans la régulation des microARNs exprimés dans les cellules ES à l’état 

indifférencié. Parmi les clusters de microARNs impliqués dans le maintien de la 

pluripotence, miR-290-295 chez la souris et son homologue miR-302 chez l’homme 

semblent avoir un rôle prépondérant (Marson et al. 2008). 

Régulation épigénétique 

Le deuxième niveau de régulation est de type épigénétique. L’épigénétique 

représente l’ensemble des changements héréditaires et réversibles dans la fonction des 

gènes, ayant lieu sans altération de la séquence ADN. Les deux mécanismes principaux de 

régulation épigénétique sont les modifications post-traductionnelles des histones 

(Kouzarides 2007) et la méthylation des dinucléotides cytosine-guanine (îlots CpG) (Klose 

et Bird 2006). 

Les cellules ES ont un profil riche en euchromatine, la forme relâchée de l’ADN 

(Meshorer et Misteli 2006). Cet état décondensé est à mettre en relation avec des niveaux 

élevés de plusieurs facteurs de remodelage de la chromatine ATP-dépendants, qui par leur 

activité enzymatique jouent sur la conformation générale de la chromatine (Li et al. 

2007). 

Lors du processus de différenciation, la chromatine à tendance à se condenser et à 

former de l’hétérochromatine, réprimant ainsi des gènes non impliqués dans le lignage 

spécifié. Cette condensation/décondensation est sous le contrôle d’une part des facteurs 

de remodelage de la chromatine ATP-dépendants et d’autre part des histones, protéines 

structurales qui modifient l’architecture locale de la chromatine. A l’état indifférencié, les 

histones sont hyperacétylées et méthylées sur des résidus lysine spécifiques. De plus 

l’accès à la transcription des gènes cibles est facilité par une absence de méthylation des 

îlots CpG répartis au sein de séquences répétées ainsi que sur certains promoteurs 

(notamment OCT4 et NANOG) (Lessard et Crabtree 2010). En cas de différenciation 

cellulaire, des déacétylases et des déméthylases pour les histones et des 

méthyltransférases pour les îlots CpG permettent la compaction de la chromatine et 
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favorisent l’expression de gènes de différenciation au détriment de gènes impliqués dans 

l’autorenouvellement et le maintien de l’état indifférencié. 

Régulation par des facteurs extrinsèques 

Le dernier niveau de régulation se fait par des facteurs extrinsèques. Ces facteurs 

entraînent l’activation de voies de signalisation intracellulaires spécifiques qui permettent 

à la cellule de répondre et de s’adapter à un moment donné à des signaux paracrines issus 

de son microenvironnement. Ces voies de signalisation couplent une information 

extracellulaire avec un réseau génique et épigénétique qui vont moduler l’état 

d’indifférenciation et d’autorenouvellement de la cellule. Les ligands spécifiques peuvent 

être des facteurs de croissance, des cytokines ou des hormones qui vont activer ces voies 

de signalisation pour initier des cascades de transduction en un ou plusieurs points 

d’entrée. Les voies les plus importantes sont résumées dans la Figure 4. 

 

 
Figure 4. Signaux externes contribuant à l'autorenouvellement des cellules ES. Adapté de 

(Masui 2010) et (Sumer et al. 2010). 

 

1.3.2. Induction de la pluripotence par reprogrammation nucléaire 

Depuis plusieurs décennies, les scientifiques se sont interrogés sur la possibilité de 

réjuvéner une cellule et de recréer une cellule toti- ou pluripotente à partir d’une cellule 
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différenciée par reprogrammation nucléaire de celle-ci. L’induction de la reprogrammation 

peut se faire par transfert nucléaire, par l’utilisation d’extraits, par fusion cellulaire 

forcée ou par introduction de gènes impliqués dans la pluripotence. 

Transfert nucléaire 

Les travaux de John Gurdon (Gurdon et Uehlinger 1966) ont permis de mettre en 

évidence la possibilité de produire des adultes fertiles de xenopus laevis après transfert du 

noyau d’une cellule somatique dans un ovocyte énucléé. Ces travaux ont démontré d’une 

part la faisabilité de "réverser" le destin d’une cellule différenciée et d’autre part que 

l’ovocyte contenait les facteurs nécessaires à la reprogrammation du noyau somatique. 

Il a fallu attendre environ trois décennies pour voir le premier mammifère naître par 

transfert nucléaire (Wilmut et al. 1997). Malgré les avancées technologiques et les progrès 

dans la compréhension des phénomènes régissant la reprogrammation, l’efficacité de cette 

technique reste très faible. Ces mauvais rendements ont été attribués à une 

reprogrammation incomplète du génome de la cellule somatique durant les premiers 

stades cellulaires (Page et al. 2011). 

Reprogrammation par extraits 

De la même manière que le cytoplasme de l’ovocyte contient les facteurs 

nécessaires à la reprogrammation, des extraits cellulaires variés ont été utilisés pour 

reprogrammer des cellules somatiques (Condorelli et al. 2001; Freberg et al. 2007; 

Hakelien et al. 2002; Hansis et al. 2004). L’ensemble de ces expériences a permis de 

mieux comprendre les modifications épigénétiques et l’activation transcriptionnelle 

intervenant dans le noyau somatique lors de sa reprogrammation (Bru et al. 2008; Kimura 

et al. 2004). Malgré des progrès dans la caractérisation de certains mécanismes, les 

grandes quantités d’extraits cellulaires nécessaires et la faible efficacité du processus de 

reprogrammation n’ont pas permis une démocratisation de cette méthode. 

Reprogrammation par fusion cellulaire forcée 

La reprogrammation du noyau d’une cellule somatique a également été réalisée par 

fusion in vitro avec des cellules ES de la même espèce (Cowan et al. 2005) ou entre 

cellules ES murines et fibroblastes humains (Bhutani et al. 2010). Le premier modèle a 

montré que des facteurs contenus dans les cellules ES non seulement maintiennent l’état 

d’indifférenciation, mais surtout sont capables de l’induire à partir de cellules 

différenciées. Dans le modèle inter-espèces, les hétérokaryons formés ne se divisent plus, 
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ne répliquent plus leur ADN et expriment les formes humaines de OCT4 et de NANOG après 

déméthylation de l’ADN du noyau somatique soulignant une fois de plus l’importance du 

contrôle épigénétique et de l’expression des gènes de pluripotence dans la 

reprogrammation. 

Reprogrammation par introduction de gènes 

En 2006, Takahashi et Yamanaka ont proposé une méthode de reprogrammation 

directe par transduction de quatre rétrovirus contenant les gènes OCT4, SOX2, KLF4 et c-

MYC dans des fibroblastes murins (Takahashi et Yamanaka 2006). Les cellules obtenues, 

dont la pluripotence a été induite ont été baptisées iPS pour induced pluripotent stem 

cells. Après quelques mises au point et améliorations, ce principe a été adapté aux cellules 

humaines en transduisant des fibroblastes du derme avec la même combinaison de gènes 

(Takahashi et al. 2007). Dans cette étude, les iPS ne présentent aucune différence notable 

avec les cellules ES humaines en terme de morphologie, de différenciation et de taux de 

prolifération. Elles sont notamment capables de se différencier en cellules des trois 

feuillets embryonnaires in vitro et de former des tératomes in vivo. 

Malgré ce progrès majeur dans le domaine de la reprogrammation, l’utilisation de 

rétrovirus qui vont s’intégrer dans le génome de la cellule hôte augmente le risque 

d’instabilité génomique pouvant conduire à la tumorigenèse. Après injection d’iPS murines 

dans des blastocystes, des tumeurs sont apparues dans les souris chimériques notamment 

après la réactivation du rétrovirus contenant l’oncogène c-Myc (Okita et al. 2007). L’autre 

point faible de cette méthode est son efficacité. Mali et al. ont estimé l’efficacité de 

reprogrammation des fibroblastes humains en iPS à environ 1 cellule sur 10 000 soit 0,01% 

(Mali et al. 2008). 

C’est dans l’optique de diminuer les risques de tumorigenèse et d’augmenter 

l’efficacité de transduction que de nombreuses équipes s’attachent à trouver de nouvelles 

méthodes pour créer des iPS. Les aspects les plus étudiés concernent l’utilisation de 

nouvelles stratégies permettant de s’affranchir de virus intégratifs et l’optimisation dans 

le choix de la cellule somatique à reprogrammer. Les méthodes utilisées à ce jour sont 

présentées dans la Figure 5. Leurs avantages et inconvénients respectifs sont résumés dans 

le Tableau 1. Parmi ces nouvelles techniques, le rôle des microARNs est à nouveau sur le 

devant de la scène. En effet après la publication de travaux montrant l’importance de ces 

microARNs dans le maintien de la pluripotence, de nombreux auteurs se sont attelés à 

étudier la fonction de ces molécules dans la reprogrammation directe. Très récemment, et 

malgré les inconvénients décrits par Lai et al. (absence de spécificité, cible non accessible 
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car trop en amont de la voie de signalisation et expression mal contrôlée après l'induction 

(Lai et al. 2011)), une nouvelle voie de reprogrammation vient d'être publiée, basée sur 

l’utilisation du cluster miR-302/367 pour la génération d’iPS à partir de cellules somatiques 

humaines et murines. En effet l’efficacité de reprogrammation de ce cluster sur des 

fibroblastes embryonnaires de souris et des fibroblastes humains a été cent fois plus 

importante qu’avec la méthode standard de Yamanaka et al. et le délai avant l’expression 

du marqueur de pluripotence OCT4 a été plus court (Anokye-Danso et al. 2011). Les 

mécanismes sous jacents à cette reprogrammation ne sont pas encore élucidés étant donné 

que le cluster miR302/367 a probablement pour cible des centaines d’ARNm dont certains 

régulant le remodelage de la chromatine et la prolifération cellulaire comme prédit par 

des modèles informatiques (Betel et al. 2008). 

 

 
Figure 5. Stratégies utilisées pour la création d'iPS à partir de cellules somatiques adultes. 

Adapté de (Lai et al. 2011) 
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Tableau 1. Avantages et inconvénients des différentes techniques utilisées dans la génération 
d'iPS. Adapté de (Lai et al. 2011). 
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1.4. Les cellules souches adultes (CSA) 

Dans l'organisme, il existe un équilibre entre la prolifération, la différenciation et la 

mort cellulaire qui assure le maintien des fonctions tissulaires. Cet équilibre est rendu 

possible entre autre par la contribution d’une population de cellules souches dites adultes 

dont la fréquence est faible dans l'ensemble des organes. A l’heure actuelle, de nombreux 

types de CSA ont été identifiés dans une grande variété de tissus. En plus des cellules 

souches hématopoïétiques (CSH) et des cellules souches mésenchymateuses (CSM) dérivées 

de la moelle osseuse (MO) et très étudiées, d’autres types de CSA ont été isolés à partir de 

nombreux tissus ou organes comme l’endothélium, la peau, le tissu adipeux, le tractus 

gastro-intestinal, le foie, le poumon, le système nerveux central (SNC), le cœur ou encore 

le muscle squelettique (Barrilleaux et al. 2006; Mimeault et Batra 2006; Mimeault et Batra 

2008; Mimeault et al. 2007; Sell 2005). 

1.4.1. Difficultés de caractérisation des CSA 

Le terme de CSA fait référence à des populations cellulaires très hétérogènes tant 

au niveau de leur capacité d'autorenouvellement que de différenciation. Les CSA englobent 

des cellules souches qui peuvent être "quasi-ES", dotées d'une très grande plasticité et d'un 

potentiel d'autorenouvellement quasi-illimité et des cellules unipotentes qui se 

différencient en un seul type cellulaire et dont la capacité de prolifération est très 

limitée. 

Actuellement, la classification des différentes populations de cellules souches reste 

difficile et peut entraîner un certain nombre de confusions dues au fait qu'aucun marqueur 

spécifique de CSA n’a à ce jour été identifié, que ce soit l'expression d'un marqueur de 

surface ou d’un gène particulier. En l'absence de marqueurs spécifiques, de nombreux 

auteurs cherchent à caractériser les CSA suivant un profil d’expression de plusieurs 

marqueurs. Chaque expérimentateur définit ses propres critères d’évaluation ce qui ne 

facilite pas la classification. De plus, il est possible que les populations de progéniteurs et 

de précurseurs qui dérivent des CSA, considérées comme des contaminants lors de 

l'isolement, expriment des marqueurs communs avec ces dernières, compliquant ainsi 

l’isolement et l’enrichissement des CSA. 

La localisation et la quantité des cellules souches au sein des tissus sont mal 

définies. Néanmoins, il est maintenant admis que les CSA résident au sein d’un 

microenvironnement ou niche, constituée de cellules stromales, d'une matrice 

extracellulaire renfermant des facteurs solubles et de connexions neurales et sanguines 
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ayant un contrôle sur le destin des cellules souches. Malgré des avancées importantes dans 

la caractérisation de la niche de certains tissus tels que la MO (Yin et Li 2006; Zhang et al. 

2003), la peau (Fuchs 2007), l'intestin (Barker et al. 2007; Mills et Gordon 2001), le 

système nerveux central (Shen et al. 2004) ou le muscle (Kuang et al. 2007), la 

composition et la localisation anatomique de cette structure restent mal connues pour de 

nombreux autres tissus. En outre, en conditions d’homéostasie, la plupart des niches 

maintient les CSA à l’état de quiescence ce qui rend leur étude in vivo difficile. 

Lorsque la niche est stimulée par des signaux de danger tissulaire, les CSA vont entamer un 

processus de prolifération, de différenciation et de maturation pour donner naissance à 

des cellules matures (tout en maintenant le stock de cellules indifférenciées). Ce 

processus fait intervenir de nouvelles populations cellulaires appelées progéniteurs et 

précurseurs qui sont des intermédiaires entre la cellule souche immature et les 

nombreuses cellules matures qui en dérivent. Ces populations de progéniteurs et de 

précurseurs (phénotypiquement très variées et en quantité importante) prolifèrent de 

manière importante puis en s’engageant progressivement vers une voie de différenciation, 

perdent graduellement leurs capacités d’autorenouvellement et de différenciation au 

profit d’une spécialisation tissulaire. 

Au vu de la difficulté d’étudier in vivo les CSA, l’isolement et l’amplification in 

vitro restent les moyens les plus utilisés pour purifier et caractériser une population 

cellulaire. Or la culture in vitro signifie la perte du microenvironnement tissulaire donc 

potentiellement, la modification des propriétés des CSA au niveau de l’expression de 

marqueurs ou de leurs caractéristiques d’autorenouvellement. Par ailleurs, les conditions 

de culture varient fréquemment d'un laboratoire à l'autre (pourcentage de sérum, milieu 

de culture, pression partielle en oxygène et cocktails de cytokines). Il est légitime de 

penser que toutes ces variations modifient les propriétés et même les capacités des 

cellules isolées. 

L'ensemble de ces données montre donc à quel point il est difficile d'établir une 

classification et une hiérarchisation des CSA en fonction de leur immaturité et de leurs 

propriétés. 

1.4.2. Autorenouvellement, quiescence et durée de vie des CSA 

Chez l’homme, la quantité de CSA et leur localisation à l’intérieur des tissus et des 

organes sont encore mal connues. Néanmoins la notion de niche, en tant que 

microenvironnement fonctionnel spécifique des cellules souches a été proposée dès 1978 

par Schofield qui l’a définie comme un emplacement anatomique spécialisé où, en 
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association avec d’autres cellules, l’autorenouvellement de la cellule souche 

hématopoïétique est assuré (Schofield 1978). Cependant, contrairement aux cellules 

souches pluripotentes, les CSA ont une durée de vie limitée et peuvent être la cible de 

nombreux évènements qui vont avoir une influence sur leur durée de vie 

Le concept de niche 

L'hypothèse soulevée par Schofield a depuis été vérifiée in vivo, tout d’abord au 

niveau des lignées germinales des invertébrés Drosophila melanogaster (Xie et Spradling 

2000) et Caenorhabditis elagans (Kimble et White 1981) puis chez les mammifères. Malgré 

un degré de complexité plus important chez ces derniers, il apparaît que les structures 

anatomiques fondamentales et les voies de signalisation opérant dans les niches sont très 

conservées entre espèces. Les éléments récurrents de la niche sont (Figure 6) :  

(i)  des composants de la matrice extracellulaire,  

(ii)  un support de cellules stromales,  

(iii) des vaisseaux sanguins,  

(iv) des connexions neuronales favorisant la mobilisation des cellules souches 

hors de la niche. 

 
Figure 6. Représentation d'une niche de cellule souche. La niche est le lieu de rencontre de 
signaux humoraux, architecturaux, paracrines, neuronaux, métaboliques et physiques qui vont réguler 
le destin de la cellule souche. Adapté de (Scadden 2006). 
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La matrice extracellulaire agit comme un maillage dans lequel les CSA, les cellules 

stromales et des signaux moléculaires sont imbriqués. Sa fonction est d’interagir 

physiquement avec la cellule souche afin de la maintenir dans sa position (ancrage), 

d’adresser des signaux et de créer des gradients de concentration en cytokines et facteurs 

de croissance qui vont guider la cellule souche dans ses processus d’autorenouvellement ou 

de différenciation. 

Les cellules stromales assurent également la sécrétion de facteurs paracrines 

contrôlant le destin des CSA. L’adhésion de la cellule stromale à la cellule souche se fait 

par des interactions cellule-cellule de type protéiques. 

Les vaisseaux transportent vers la niche des nutriments et des signaux systémiques 

venant d’autres organes et participent au recrutement des cellules souches circulantes 

vers et en provenance de la niche. 

Enfin les connexions neuronales favorisent la mobilisation des cellules souches 

hors de leur niche et intègrent aussi des signaux en provenance d’autres organes par effet 

neuro-endocrine. 

L’étude des niches a permis de mettre en évidence d’une part la flexibilité et 

l’adaptabilité des CSA et d’autre part le dynamisme de la niche elle-même. En effet après 

une déplétion en cellules souches, la niche testiculaire de la drosophile est capable 

d’attirer une cellule somatique et d’induire la dédifférenciation de celle-ci pour remplacer 

la cellule souche initiale perdue (Brawley et Matunis 2004). Chez les mammifères, la niche 

hématopoïétique présente les exemples de dynamisme, en réponse à des stimuli multiples 

les plus frappants. Il a été montré que cette niche était capable de résister à une 

irradiation létale en attirant des CSH fraîchement transplantées pour reconstituer 

l’ensemble du système hématopoïétique et de se régénérer elle-même par des interactions 

complexes entre ses cellules stromales et résidentes (Dominici et al. 2009). Le SDF-1 

(stromal-derived factor-1) est un des facteurs cruciaux dans le processus de régénération 

de la niche par les CSH. Il permet le recrutement et la rétention des cellules souches 

transplantées et favorise la néovascularisation et la survie des cellules stromales et 

résidentes de la niche (Jin et al. 2006; Kortesidis et al. 2005; Peled et al. 1999). 

Une autre propriété de la niche hématopoïétique a récemment émergé en tant 

qu’actrice majeure dans les processus de vieillissement des cellules souches. Les cellules 

stromales de la niche hématopoïétique de souris âgées ont montré in vitro une réduction 

importante de leur capacité à soutenir la lymphopoïèse des cellules B par rapport aux 

cellules stromales de souris jeunes (Stephan et al. 1998). La transplantation de CSH de 
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donneurs jeunes dans des niches de receveurs plus âgés a influencé le destin de ces CSH en 

les poussant vers la lignée myéloïde (Liang et al. 2005) comme lors du vieillissement 

normal décrit chez la souris (Morrison et al. 1996). A l’inverse, la transplantation de CSH 

issues de souris âgées dans des niches de sujets jeunes a permis de restaurer en partie la 

production de sous-populations cellulaires B (Labrie et al. 2004). Le vieillissement de la 

niche entraînant le vieillissement des CSA est un processus encore très mal connu qui 

répond à des facteurs locaux mais également systémiques. Des expériences de parabioses 

(deux animaux partagent la même circulation sanguine) ont montré que des facteurs 

sériques issus d’un environnement jeune pouvaient rétablir le nombre et le potentiel de 

prolifération de cellules satellites de souris âgées (Conboy et al. 2005). 

La niche est un facteur qui participe activement au destin des cellules souches, soit 

en les maintenant en quiescence, soit en les poussant vers la prolifération. Néanmoins, 

quelque soit la situation envisagée, un stock constant de cellules souches est conservé au 

sein de la niche. Cet autorenouvellement des cellules souches est possible par un mode de 

division unique, la division asymétrique. 

L'autorenouvellement des CSA 

Le renouvellement du stock de CSA et leur entrée en différenciation repose sur 

deux modèles théoriques : la division asymétrique et la division symétrique (Figure 7). La 

division asymétrique est régulée par différents mécanismes qui sont en relation soit avec la 

cellule souche (facteurs intrinsèques) soit avec son microenvironnement ou niche (facteurs 

extrinsèques). Les facteurs intrinsèques vont réguler la polarité de la cellule avant sa 

division ou bien une répartition asymétrique des ARNm et/ou des protéines dans le 

cytoplasme avant la mitose. La niche favorise le maintien en quiescence du pool de 

cellules souches, notamment par l’orientation du fuseau mitotique. De cette façon, une 

des cellules filles reste au contact de la niche pour maintenir le stock de cellules 

indifférenciées alors que l’autre cellule fille, plus éloignée, va sortir de la niche pour 

entrer en différenciation (Morrison et Kimble 2006). 

Lors de la division symétrique, le destin des deux cellules filles est identique. La 

mitose de la cellule mère donne naissance soit à deux cellules souches soit à deux 

progéniteurs qui vont s’engager dans une voie de différenciation.  
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Figure 7. Théorie des divisions symétriques et asymétriques. (A) Division asymétrique. (B et C) 

Divisions symétriques. Adapté de (Morrison et Kimble 2006). 

 

Ces deux mécanismes ont d’abord été mis en évidence chez le ver C.elegans ou 

chez la drosophile avant d’être démontrés chez les mammifères, notamment au cours du 

développement du SNC (Shen et al. 2002) et de l’hématopoïèse (Morrison et al. 1995) chez 

les rongeurs. Ils semblent cohabiter non seulement au cours du développement mais 

également chez l’adulte. Le choix du mécanisme à adopter serait dicté par les besoins de 

l’organisme. La division asymétrique prédominerait en condition d’homéostasie alors 

qu’après une lésion ou lors d’un besoin d’expansion, la division symétrique prendrait 

l’ascendant (Morrison et Kimble 2006). 

Il a également été suggéré une relation entre le mode de division des cellules souches et 

l’apparition de tumeurs. En effet, des perturbations dans la régulation de la division 

asymétrique chez la drosophile sont une source d’augmentation de la tumorigenèse 

(Caussinus et Gonzalez 2005). D'autres évènements sont susceptibles de modifier le destin 

des cellules souches, notamment en ayant une influence sur leur durée de vie. 

Mécanismes intrinsèques de régulation de la durée de vie des CSA 

Le vieillissement cellulaire ou sénescence intervient lorsqu’une cellule subit un 

arrêt de la croissance, des changements phénotypiques irréversibles et des modifications 

radicales dans l’expression génique. 
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Parmi les facteurs favorisant l'apparition de la sénescence, le raccourcissement des 

télomères a été étudié dans les CSA. Pour étudier l’importance de la longueur des 

télomères dans les cellules souches de sujets adultes, des analyses ont été réalisées sur 

plusieurs générations de souris déficientes en télomérase, enzyme dont la fonction est de 

répliquer les télomères afin de conserver leur longueur (Allsopp et al. 1992; Counter et al. 

1992). Il a été montré qu’à l’intérieur des compartiments des cellules souches de la peau 

des descendants des souris déficientes en télomérase, les télomères étaient plus courts 

que dans les souris sauvages (Flores et al. 2008). Dans une autre étude, les capacités de 

prolifération des CSH des souris déficientes en télomérase ont été réduites, ainsi que leur 

capacité à repeupler la MO de souris irradiées (Allsopp et al. 2003). Ces études montrent 

qu’une certaine stabilité des télomères est indispensable pour le maintien à long terme 

des capacités réplicatives des CSA. 

Au même titre que les cellules somatiques, les CSA sont sujettes à de multiples 

facteurs pouvant altérer leur ADN (erreurs de réplication, radiations UV ou gamma, agents 

chimiques). Le même type de stratégie utilisé pour l’étude de la télomérase (inactivation 

de gènes) a été adopté pour analyser les effets des mutations de l’ADN sur les CSH. Des 

souris âgées déficientes en mécanismes de réparation de l’ADN ont montré une 

hématopoïèse quasi-normale en conditions d’homéostasie mais une capacité de réponse 

fortement diminuée en conditions de régénération tissulaire en comparaison avec des 

souris mutantes jeunes. De manière surprenante, les CSH quiescentes de ces souris âgées 

ont accumulé beaucoup plus de dommages de l’ADN que les progéniteurs en prolifération 

qui en dérivent (Rossi et al. 2007a). Ces travaux indiqueraient que les CSH accumulent des 

mutations même à l’état quiescent et que la réparation ou l’élimination des cellules par 

apoptose ne se fait que lorsqu’elles entrent en cycle (Rossi et al. 2007b; Zhou et Elledge 

2000). 

La première théorie mettant en relation le vieillissement cellulaire et l’action de 

radicaux libres oxygénés (RLO) a été suggérée par Harman en 1956 (Harman 1956). Depuis, 

les voies de réponse de la cellule au stress oxydatif ont été élucidées et montrées comme 

impliquées dans l’allongement de la durée de vie chez la drosophile (Orr et Sohal 1994) et 

chez le rongeur (Migliaccio et al. 1999). Les cibles cellulaires des RLO sont multiples (ADN, 

protéines, membranes) et les conséquences sont un arrêt de la croissance.  

Il a été montré que des souris déficientes en ATM (ataxia telangiectasia-mutated), une 

protéine impliquée dans la réponse aux lésions de l’ADN, accumulent de grandes quantités 

de RLO dans leur cytoplasme, entraînant une diminution fonctionnelle de leurs CSH. Cette 

perte de fonction a pu être rétablie par un traitement avec un agent antioxydant, 

prouvant que les RLO étaient bien responsables de l’effet sur les cellules souches (Ito et 
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al. 2004). Ces études, réalisées sur des CSH de souris, doivent maintenant être étendues à 

d’autres types de CSA et la transposition de ces résultats à l’homme reste également à 

démontrer. 

1.4.3. Sources de confusion dans l’identification de populations de CSA 

Les difficultés énoncées précédemment sur la caractérisation et la classification des 

populations de CSA ont favorisé l'émergence d'une certaine confusion concernant les 

propriétés des CSA. 

Capacité d'autorenouvellement à long terme 

Contrairement aux cellules ES, toutes les CSA ont un nombre limité de doublements 

in vitro. Il est très difficile de définir un nombre de passages minimum pour qualifier une 

population cellulaire souche. En outre, un progéniteur étant également capable 

d'autorenouvellement, il est important de parvenir à distinguer les deux populations 

(Seaberg et van der Kooy 2002). 

Capacité de différenciation 

In vitro, des cellules qui expriment quelques protéines et transcrits spécifiques d’un 

tissu n'ont pas forcément les mêmes propriétés que leurs homologues in vivo (Geraerts et 

Verfaillie 2009) d'où l'importance d'études fonctionnelles au moins in vitro et si possible in 

vivo.  

Capacité de régénération tissulaire 

Ce critère, même associé aux deux précédents ne garantit pas toujours d'être en 

présence d'une population de CSA (Seaberg et van der Kooy 2002). De plus, la maintenance 

à long terme in vivo et la reconstitution d’un tissu à l’intérieur d’un organisme ne sont pas 

une chose aisée à analyser puisqu’il faut être en mesure de suivre et de discriminer les 

cellules introduites. 

L'illustration la plus probante de la confusion qui règne dans le domaine des CSA est 

représentée par les CSM. Depuis le début des années 2000, plusieurs groupes ont isolé des 

populations cellulaires de CSM de la MO qui possèderaient des propriétés se rapprochant 

des cellules pluripotentes. Les MAPC (multipotent adult progenitor cells) ont été isolées 

d’abord à partir de MO d’origine humaine {Reyes, 2001 #294} et murine (Jiang et al. 2002a) 

puis à partir d’autres tissus de rongeurs (Jiang et al. 2002b) et de différents organismes 
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(Zeng et al. 2006). Ces cellules se sont différenciées in vitro en cellules fonctionnelles des 

trois feuillets embryonnaires et ont démontré une fonctionnalité in vivo en reconstituant la 

MO de souris NOD/SCID irradiées (Jiang et al. 2002a; Serafini et al. 2007). Cependant, la 

validité de certaines expériences a été remise en causes car non reproduites par d’autres 

équipes. Concernant notamment la différenciation en cellules neurales, les changements 

morphologiques observés dans les cellules MAPC-like ont été attribués à la suppression de 

sérum dans les cultures alors que certains marqueurs neuronaux exprimés dans les cellules 

différenciées étaient déjà présents à des niveaux comparables dans les cellules avant 

différenciation (Raedt et al. 2007). D'autres populations de CSM ont également été 

décrites comme capables de se différencier en cellules des trois feuillets embryonnaires. 

On peut citer par exemple les cellules MIAMI (marrow-isolated adult multilineage 

inducible), isolées à partir de la MO (D'Ippolito et al. 2004), les hBMSC (human bone 

marrow-derived multipotent stem cells), issues également de la MO (Yoon et al. 2005b) ou 

les MASC (multipotent adult stem cells), isolées à partir de différents tissus (foie, cœur et 

MO) (Beltrami et al. 2007). Pour ces populations, certains critères comme des tests de 

fonctionnalité in vitro ou in vivo après différenciation n’ont pas été communiqués. 

Il ne s’agit que de quelques exemples, néanmoins représentatifs de l’absence de 

consensus observée dans la littérature entraînant certaines confusions dans l'utilisation du 

terme cellules souches. Malgré ces confusions de définitions, les travaux actuels ne 

remettent pas en cause le potentiel des CSA et leurs applications encourageantes en 

médecine régénérative. 

Expression et fonction des gènes de pluripotence dans les CSA 

OCT4 est un des facteurs de transcription clés de la pluripotence des cellules ES. 

L'existence de pseudogènes et d'isoformes d'OCT4 a conduit à une controverse importante 

quant à son expression et sa fonction dans les CSA. A l'instar de la télomérase, l'expression 

d'OCT4 a été recherchée dans les CSA comme marqueur d'immaturité cellulaire. Nous nous 

limiterons à l'exemple d'OCT4 qui dispose d'une littérature abondante. Néanmoins, un 

raisonnement similaire peut être adopté pour un autre gène jouant également un rôle clé 

dans le maintien de la pluripotence, NANOG. 

Les pseudogènes sont des séquences génomiques qui présentent des homologies 

plus ou moins importantes avec un gène connu ou gène parental et sont considérés comme 

non fonctionnels soit parce qu’ils ne sont pas transcrits soit parce qu’ils ne sont pas 

traduits. Il existe deux types de pseudogènes : 
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(i)  Les pseudogènes processed ou rétropseudogènes, issus de la 

retrotransposition d’un ARNm dans le génome et reconnaissables par l’absence d’intron et 

de promoteur en 5’ (Pavlicek et al. 2002). 

(ii)  Les pseudogènes nonprocessed, duplications de la séquence du gène connu 

ayant subi par la suite des mutations induisant une perte de fonction (Mighell et al. 2000). 

Six pseudogènes ont été identifiés pour OCT4 (OCT4-pg1 à OCT4-pg6) (Pain et al. 

2005) dans le génome humain. 

Parmi les techniques de choix utilisées pour démontrer l’expression d’un gène, la 

RT-PCR (reverse transcription polymerase chain reaction) fait office de référence dans la 

communauté scientifique. Cependant, une digestion de l’ADN génomique incomplète et/ou 

un couple d'amorces peu judicieux peuvent entraîner l’amplification d’un pseudogène, 

même si celui-ci n’est pas transcrit. D'où la polémique concernant l'expression ou non 

d'OCT4 dans les CSH humaines issues de sang de cordon (Redshaw et Strain 2010). 

Il existe deux isoformes décrites d’OCT4 (Takeda et al. 1992). OCT4A est le facteur 

de transcription, appelé jusqu’ici OCT4 dans ce manuscrit, impliqué dans la pluripotence 

des cellules ES. OCT4B ne semble pas avoir de fonction activatrice de la transcription et 

est localisé dans le cytoplasme (Lee et al. 2006a). L'homologie en C-terminal des deux 

isoformes peut provoquer des erreurs d'interprétation que ce soit par cytométrie en flux, 

par immunohistochimie (IHC) ou par Western Blot comme cela a été suggéré par 

différentes études (Kotoula et al. 2008; Liedtke et al. 2008). Il en va de même lors 

d’expériences de RT-PCR menées avec des amorces nucléotidiques choisies dans la région 

3’ qui correspond à la région homologue des deux variants (Liedtke et al. 2008). 

Outre son importance dans le maintien de la pluripotence des cellules de la MCI et 

des cellules ES, OCT4 a été décrit comme persistent et indispensable pour la viabilité des 

cellules souches germinales (Kehler et al. 2004) et comme exprimé dans les tumeurs 

testiculaires humaines ayant pour origine des cellules souches germinales (Gidekel et al. 

2003). Le caractère oncogénique d’OCT4 a été encore plus appuyé lors de la production 

ectopique de cette protéine dans des tissus somatiques, en favorisant l’expansion de 

cellules progénitrices et la formation de tumeurs invasives dans l’intestin et la peau 

(Hochedlinger et al. 2005). Ces études sous-tendent un rôle d’OCT4 dans le maintien de la 

pluripotence, aux stades embryonnaire et germinal, mais pas chez l'adulte. 

Afin de confirmer ces résultats, Lengner et al. ont délété le gène OCT4 dans plusieurs 

tissus contenant des CSA et ont analysé l’homéostasie tissulaire et la régénération post 

lésionnelle qui en ont découlé. Ces auteurs ont prouvé que la délétion d’OCT4 ne révèle 
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aucune modification dans l’homéostasie ou la régénération de l’intestin, de la MO, du 

follicule pileux, du foie et du système nerveux. De plus, par une construction OCT4-eGFP 

(OCT4-enhanced Green Fluorescent Protein), la répression du locus OCT4 a été confirmée 

chez l’adulte (Lengner et al. 2007). 

A l'heure actuelle, il semble que même si OCT4 est exprimé dans certains types de 

CSA, son niveau d'expression est sans doute trop faible pour avoir un réel rôle. 

1.5. Les cellules souches mésenchymateuses (CSM) 

1.5.1. Découverte et origine 

Les cellules souches mésenchymateuses (CSM) ont été découvertes dès les années 

soixante par Friedenstein et al. qui ont isolé des cellules issues de la MO, différentes des 

CSH car adhérentes à la surface de culture, ayant un potentiel de différenciation 

ostéogénique à la fois en culture et in vivo. Ces cellules fusiformes, capables de former 

des colonies clonales en culture, ont d’abord été nommées CFUs-F (colony forming units-

fibroblastic) puis marrow stromal cells devant leur capacité à soutenir à long terme 

l’hématopoïèse in vitro (Friedenstein et al. 1974a; Friedenstein et al. 1974b; Friedenstein 

et al. 1968; Friedenstein et al. 1966; Mori et al. 1978). Ce n’est que plus tard que le 

caractère souche de ces cellules a été mis en évidence et que le terme bone marrow 

stromal stem cells a été proposé (Owen et Friedenstein 1988). La culture en conditions 

spécifiques a montré qu’une fraction seulement des cellules issues de la MO avait un fort 

potentiel d’autorenouvellement soulignant l’hétérogénéité des populations isolées 

constituées en réalité d'un mélange de cellules souches et de progéniteurs plus ou moins 

immatures. Ces cellules dotées d’autorenouvellement ont pu par la suite être différenciées 

en fibroblastes, adipocytes, chondrocytes et ostéoblastes. 

Le terme cellules souches mésenchymateuses n’est apparu qu’un peu plus tard, 

lorsque les travaux sur la différenciation de ces cellules ont été plus poussés (Caplan 

1991). Par la suite, de nombreuses équipes ont validé ces résultats et ont isolé des cellules 

ayant des caractéristiques similaires aux CSM de la MO à partir d'autres organes ou tissus 

tel que le tissu adipeux (Zuk et al. 2001), le sang de cordon (Bieback et al. 2004), le 

tendon (Salingcarnboriboon et al. 2003), le ligament parodontal (Seo et al. 2004), le 

muscle (Lee et al. 2000), la peau (Toma et al. 2001) ou le poumon (Kajstura et al. 2011). 

Cependant il a été montré une variation dans l’expression d’un nombre significatif de 

gènes dans différentes lignées de CSM (Wagner et al. 2005) pouvant expliquer des 
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différences observées en terme de potentiel de différenciation et de fonction (Kern et al. 

2006). 

Ces résultats sur la présence de CSM à travers tout l’organisme soulève des 

interrogations quant à leur origine toujours inconnue. Deux hypothèses sont à l’étude. Soit 

les CSM sont localisées au sein d’une niche spécifique dans chaque organe, soit elles sont 

en étroite relation avec une structure commune à tous les organes, le réseau vasculaire. 

Confortant cette dernière hypothèse, plusieurs études suggèrent la cellule souche 

périvasculaire ou péricyte comme la CSM commune à tous les organes. En effet, une fois 

libérée de sa niche périvasculaire, cette cellule est capable de se différencier en 

adipocytes, chondrocytes et ostéoblastes (Brighton et al. 1992; da Silva Meirelles et al. 

2008; Farrington-Rock et al. 2004; Shi et Gronthos 2003). Les deux origines potentielles des 

CSM mobilisées lors de lésions restent actuellement peu claires et fortement débattues 

(Feng et al. 2011). 

1.5.2. Définition des CSM selon l’ISCT 

Du fait qu’elles sont présentes dans de multiples tissus et de l’absence de 

marqueurs spécifiques pour les caractériser, les CSM représentent surement le meilleur 

exemple de la confusion qui règne dans la définition d’une cellule souche comme évoqué 

précédemment dans l’introduction sur les CSA. C’est pourquoi en 2006, l’ISCT 

(International Society for Cellular Therapy) a statué sur une définition concernant les CSM 

(Dominici et al. 2006) qui stipule que :  

"Toute population cellulaire obtenue à partir d’un tissu ou organe ayant les 

caractéristiques minimums suivantes : 

(i)  adhérence au plastique en conditions de culture standard (par opposition 

aux cellules hématopoïétiques), 

(ii)  combinatoire d’expression des marqueurs de surface CD105, CD73 et CD90 

et d’absence d’expression de CD45, CD34, CD14 ou CD11b. 

(iii) capacité à se différencier in vitro dans les types cellulaires du lignage 

mésenchymateux (adipocytes, ostéoblastes et chondrocytes), 
 

pourra être dénommée Multipotent Mesenchymal Stromal cells", ou CSM. 
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1.5.3. Usage des CSM en thérapie cellulaire 

Le rôle des CSM en tant que support stromal des CSH dans la niche hématopoïétique 

de la MO (Sacchetti et al. 2007; Whetton et Dexter 1993) a été le premier paradigme des 

CSM et a permis d’explorer de nouvelles pistes pour l’amélioration des greffes de moelle. 

Le deuxième champ d’investigation est issu des capacités de différenciation des 

CSM en chondrocytes et ostéoblastes et de leur faculté à s’intégrer dans le tissu osseux ou 

cartilagineux après une greffe (Owen et Friedenstein 1988). Ces aptitudes appuyées par 

des observations montrant une amélioration de la réparation osseuse après administration 

locale de CSM (Bruder et al. 1994) ont ouvert la voie à de nombreuses études sur 

l’utilisation des CSM en administration locale ou systémique dans différents modèles de 

lésions ou de maladies induisant une perte cellulaire. Malgré des améliorations de fonction 

notables dans certains modèles (Chopp et al. 2009; Krause et al. 2007; Lee et al. 2006b), 

peu de données ont pu être rassemblées sur l’intégration des CSM dans certains tissus 

comme le muscle squelettique ou cardiaque et sur leur différenciation en cellules hôtes. 

Ces résultats ont poussé les chercheurs à réexaminer de plus près les propriétés des 

CSM in vivo et à mettre le doigt sur un autre aspect de ces cellules : leur capacité à 

répondre aux signaux provenant des tissus lésés par la sécrétion de molécules aux effets 

paracrines multiples et par un contact cellule-cellule. Ces facteurs solubles et ce contact 

cellulaire confèrent aux CSM la capacité, par exemple, de réguler la réponse du système 

immunitaire (Uccelli et al. 2008). Ces propriétés immunorégulatrices favorisent une 

modulation de l'inflammation après un infarctus entraînant une réduction de la cicatrice 

fibreuse cardiaque (Iso et al. 2007) ou permettent de protéger les cellules somatiques de 

l’apoptose sur le site lésionnel (Block et al. 2009). 

Bien que nos connaissances sur les CSM soient de plus en plus grandes, il reste à 

déterminer quels sont les mécanismes (contact cellulaire, fusion, transdifférenciation ou 

effet paracrine) qui permettent aux CSM de répondre spécifiquement à une lésion 

tissulaire et d'induire une réponse régénérative. Outre l'aspect fondamental, une meilleure 

compréhension de ces mécanismes permettra d'optimiser le potentiel de régénération des 

dites cellules. 
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1.6. Les CSM du tissu adipeux 

1.6.1. Le tissu adipeux 

Le tissu adipeux constitue un réservoir de choix pour l’étude des cellules souches 

adultes que ce soit à visées pharmacologique, thérapeutique ou de recherche 

fondamentale. Ce tissu est facilement accessible, souvent présent en grande quantité, le 

nombre de cellules récoltées est généralement élevé et les risques pour le patient lors du 

prélèvement sont minimes. 

Le tissu adipeux dérive du feuillet mésodermique de l’embryon et se développe 

avant et après la naissance (Martin et al. 1998; Nnodim 1987). Après la naissance, il existe 

deux types de tissus adipeux, le tissu adipeux blanc (TAB) et le tissu adipeux brun (TABr) 

(Cinti 2005). L’origine endothéliale, péricytaire ou stromale des cellules préadipocytaires 

(ou progéniteurs adipogéniques) à l'origine des adipocytes matures reste à élucider (Wright 

et Hausman 1990a; Wright et Hausman 1990b). 

Le TAB est constitué d’adipocytes, cellules différenciées gorgées de lipides qui 

représentent 40 à 60% des types cellulaires du tissu adipeux. Les adipocytes sont groupés 

en lobules eux-mêmes séparés par des cloisons conjonctives ou fraction stroma-vasculaire, 

comprenant des fibres de collagène, des capillaires sanguins, des mastocystes, des 

préadipocytes et des fibroblastes. C'est dans cette fraction stroma-vasculaire du tissu 

adipeux que sont localisées les CSM (Zuk et al. 2002). 

1.6.2. Les cellules souches du TAB 

Découverte et caractéristiques 

C’est l’étude de certaines pathologies humaines qui a permis de soupçonner 

l’existence de cellules souches au sein du TAB (Gimble et al. 2007). L’hétérotopie osseuse 

progressive est une maladie rare au cours de laquelle une formation ectopique de tissu 

osseux se produit dans le tissu adipeux sous-cutané. L'analyse histologique de cette 

formation ectopique a montré la présence d’ostéoblastes et de chondrocytes dans ces 

lésions en plus des adipocytes (Kaplan et al. 1994) supportant le concept de la présence de 

progéniteurs multipotents dans ce tissu. Le tissu adipeux est sujet au développement de 

tumeurs appelées lipomes et liposarcomes qui atteignent les dépôts adipeux sous-cutanés 

ou viscéraux. Les liposarcomes ont montré l’expression du récepteur hormonal nucléaire 

clé de l’adipogenèse, PPARγ (peroxisome proliferator-activated receptor γ). Un traitement 
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avec un ligand de ce récepteur a permis de réduire la prolifération cellulaire tumorale et 

de favoriser la différenciation adipocytaire (Demetri et al. 1999; Tontonoz et al. 1997), 

suggérant l’hypothèse que ces tumeurs dérivent d’une cellule souche. Enfin dans le cadre 

de l’obésité, il a été démontré un taux de renouvellement de six à quinze mois des 

adipocytes chez l’humain (Strawford et al. 2004). Ces travaux associés à d’autres résultats 

suggèrent que le volume de tissu adipeux est régulé et maintenu constant et qu’en cas de 

perte de poids rapide, ce mécanisme serait mis en jeu pour retrouver le volume initial 

(Cone 1999), notamment par la génération de nouveaux adipocytes issus des cellules 

souches. 

C'est en 2001 que l'existence de cellules souches dans le tissu adipeux a été 

rapporté pour la première fois (Zuk et al. 2001). De nombreuses terminologies ont depuis 

été utilisées pour désigner les populations de cellules souches dérivées de ce tissu. Les plus 

communes sont : cellules PLA (Processed lipoaspirate cells) (Zuk et al. 2001) et cellules 

(stromales) souches dérivées du tissu adipeux (ADSC ou Adipose-Derived Stromal/Stem 

Cells) (Schaffler et Buchler 2007). Ces populations cellulaires sont généralement extraites 

après digestion enzymatique de la fraction stroma-vasculaire du tissu adipeux provenant 

de liposuccions d'individus adultes. Cette fraction est très hétérogène et contient un 

mélange de cellules endothéliales, de fibroblastes, de cellules vasculaires, de macrophages 

et de précurseurs et progéniteurs adipocytaires. Les précurseurs et progéniteurs perdent 

rapidement leurs propriétés de plasticité et ont une durée de vie limitée due à l'absence 

d'une activité télomérase. Il est donc préférable de les utiliser soit avant leur mise en 

culture si la quantité isolée est suffisante, soit après un nombre limité de passages (2 à 3 

passages maximum). Ces cellules ont montré des capacités de différenciation dans les trois 

lignages embryonnaires : mésodermique (Awad et al. 2003; Lee et al. 2008; Mauney et al. 

2007; Planat-Benard et al. 2004a; Planat-Benard et al. 2004b; Zuk et al. 2001), 

endodermique (Banas et al. 2007; Seo et al. 2005) et ectodermique (Safford et al. 2002; 

Zuk et al. 2002). 

Utilisation des ADSC en pharmacologie et thérapie 

En dépit des inconvénients cités ci-dessus (hétérogénéité et durée de vie limitée), 

le potentiel de différenciation remarquable de ces cellules les rend très attractives en tant 

qu'outil pharmacologique ou pour une utilisation thérapeutique, notamment en ingénierie 

tissulaire. En pharmacologie, les cellules matures dérivées des ADSC peuvent être utilisées 

comme lignée cellulaire de référence dans les tests des nouvelles molécules à visée 

thérapeutique ou cosmétique. Quant aux cellules plus immatures, leurs propriétés 

sécrétrices (Kilroy et al. 2007) en font de bonnes candidates pour les nouvelles approches 
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combinant thérapie cellulaire et thérapie génique pour une expression stable et continue 

d'un gène impliqué dans la guérison ou dans l'élimination de cellules cancéreuses (Grisendi 

et al. 2010; Liu et al. 2010). 

Dans le cadre de la régénération tissulaire, les ADSC ont été montrées comme 

capables d'adhérer à des supports biomimétiques, de migrer, de proliférer et de se 

différencier pour restaurer la fonction du tissu osseux in vivo (Cowan et al. 2004; Jeon et 

al. 2008; Li et al. 2010; Lin et al. 2007). Les ADSC ont également démontré des propriétés 

immuno-modulatrices dans certaines maladies autoimmunes comme la polyarthrite 

rhumatoïde (Gonzalez-Rey et al. 2010) et leur utilisation dans des maladies inflammatoires 

comme la maladie de Crohn ou la colite ulcéreuse est actuellement en cours 

d'investigation (Garcia-Olmo et al. 2008; Gonzalez-Rey et al. 2009). Enfin les ADSC ont été 

rapportées comme améliorant la prise de greffe en prévenant la maladie du greffon contre 

l'hôte en transplantation allogénique de moelle osseuse (Puissant et al. 2005; Yanez et al. 

2006). 

L'immuno-privilège et l'immuno-modulation des ADSC sont dus à l'absence 

d'expression du complexe majeur d'histocompatibilité de classe II (Aust et al. 2004; 

Gronthos et al. 2001) et à leur capacité à inhiber la prolifération des lymphocytes activés 

(Cui et al. 2007; McIntosh et al. 2006; Niemeyer et al. 2008; Puissant et al. 2005). Cette 

suppression de prolifération des lymphocytes est complétée par une inhibition de la 

sécrétion de cytokines pro-inflammatoires des lymphocytes T CD4 et CD8, par une 

stimulation de la production de la cytokine anti-inflammatoire interleukine-10 et par 

l'induction de la génération de lymphocytes T régulateurs (Gonzalez-Rey et al. 2010). 

Plus de 20 essais cliniques, dont certains en phase IV, sont actuellement menés 

avec des ADSC, que ce soit en thérapie cellulaire (reconstruction mammaire, diabète de 

type 1, arthrite) ou pour leurs propriétés immuno-modulatrices (maladie du greffon contre 

l'hôte) (www.clinicaltrials.gov). 

1.6.3. Les cellules hMADS 

Obtention et caractéristiques 

Les cellules souches hMADS représentent un autre type de cellules souches plus 

immatures que celles décrites précédemment. Ces cellules ont été établies à partir 

d’exérèses chirurgicales de TAB de jeunes enfants âgés de moins de 8 ans (Rodriguez et al. 

2004) pour diminuer les risques potentiels d'une perte de fonctionnalité associée à un effet 

http://www.clinicaltrials.gov/�
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néfaste du vieillissement cellulaire antérieurement rapporté (Edelberg et al. 2002; Geiger 

et Van Zant 2002). 

Les cellules hMADS sont obtenues par une méthode d'enrichissement dans laquelle 

le tissu adipeux a été digéré par un traitement à la collagénase qui va libérer la fraction 

stroma-vasculaire (FSV) contenant en théorie les cellules souches mais également des 

cellules endothéliales, des cellules musculaires lisses, des péricytes et des fibroblastes. 

L’autre fraction est constituée de cellules flottantes, en majorité des adipocytes qui 

seront rapidement éliminés. Deux populations cellulaires ont pu être isolées à partir de la 

FSV en fonction de leur vitesse d'adhésion au plastique, des cellules dont le temps 

d'adhésion est inférieur à 12 heures (CA) ou supérieur à 12 heures (CS) (Rodriguez et al. 

2005b). Ces deux populations sont capables de se différencier en adipocytes, chondrocytes 

et ostéoblastes. Néanmoins, après 60 à 80 doublements de population, les cellules CS 

cessent de proliférer, perdent leur plasticité cellulaire et montrent des signes de 

sénescence, suggérant que cette population était essentiellement constituée de cellules 

progénitrices. A l'inverse, à ce stade de la culture, les cellules CA entrent en quiescence, 

caractéristique propre aux CSA in vivo dans leur niche, mais ont la capacité de proliférer 

en présence du facteur mitogène humain FGF-2 (fibroblast growth factor-2) et conservent 

leur plasticité cellulaire. Ces résultats évoquent une population CA essentiellement 

constituée de cellules multipotentes plus immatures. 

Ces cellules, entrant spontanément en quiescence in vitro, ont été nommées 

cellules hMADS pour human Multipotent Adipose-Derived Stem cells. Leur phénotype est le 

suivant :  CD44+,  CD49b+,  CD105+,  CD90+, CD13+,  Stro-1-, CD34-,  CD15-, CD117-, Flk-1-, 

Gly-A-, CD133-, HLA-DR- et HLA-Ilow. Elles conservent un caryotype normal même après de 

nombreux doublements de population et leur phénotype en termes de marqueurs de 

surface est en accord avec la définition de l’ISCT. De manière intéressante, les cellules 

hMADS à des passages tardifs ont montré une expression faible du complexe majeur 

d’histocompatibilité (CMH) de classe I et une absence d’expression du CMH de classe II 

suggérant une faible immunogénicité de celles-ci et semblent prometteuses pour une 

utilisation en allotransplantation. Enfin les cellules hMADS présentent une activité 

télomérase significative (20% de l’activité télomérase de la lignée référence HEK293T) en 

accord avec leur grande capacité d'autorenouvellement in vitro (supérieur à 200 

doublements de population) (Rodriguez et al. 2005b). 



 

44 
 

Plasticité in vitro 

Concernant leur plasticité in vitro, les cellules hMADS se différencient avec une très 

haute efficacité et spécificité en adipocytes, ostéoblastes, chondrocytes et myoblastes 

squelettiques après exposition à des milieux conditionnés (Figure 8). L’adipogenèse a été 

vérifiée par expression des ARNm de PPARγ2 et de l’aFABP (adipocyte fatty acid binding 

protein) et par coloration à l’Oil Red-O des triglycérides intracellulaires. La lipolyse en 

réponse aux agonistes des récepteurs β1- et β2-adrénergiques et la faculté des adipocytes 

à sécréter de la leptine et de l’adiponectine ont également été mises en évidence et 

montrent que les adipocytes dérivés des cellules hMADS sont fonctionnels. La 

différenciation ostéoblastique a été validée par la coloration au rouge Alizarine qui reflète 

la calcification de la matrice extracellulaire et par la détection de l’ARNm de 

l’ostéocalcine, un marqueur de différenciation terminale de l’ostéogenèse. Enfin la 

coloration au bleu Alcian a permis de déterminer la présence de glycosaminoglycanes 

sulfatés caractéristiques de la matrice extracellulaire chondrogénique. Les cellules hMADS 

exposées aux conditions de différenciation myogénique ont exprimé les ARNm de la 

desmine et de MyoD1 et un immunomarquage a permis de mettre en évidence la 

myogénine, un facteur de transcription de la voie myogénique. Cependant aucune 

formation de myotubes n’a été observée suggérant que bien que pouvant entrer dans le 

lignage myogénique, les cellules hMADS sont incapables d’achever le processus de 

différenciation en formant des myotubes (Rodriguez et al. 2005b). 
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Figure 8. Plasticité des cellules hMADS in vitro. (A) Cellules hMADS indifférenciées en culture. (B) 

Marquage des gouttelettes lipidiques à l'Oil Red-O après différenciation des cellules hMADS dans un 

milieu adipogénique. (C) Coloration de la calcification de la matrice extracellulaire au rouge Alizarine 

après différenciation des cellules hMADS dans un milieu ostéogénique. (D) Analyse en RT-PCR de 

l'expression de hPPARγ2, de haFABP (deux gènes spécifiques des adipocytes) et de hOC 

(ostéocalcine, spécifique des ostéoblastes) dans des cellules hMADS différenciées en adipocytes (Ad) 

et ostéoblastes (Os). (E) Coloration de la matrice extracellulaire chondrogénique au bleu Alcian après 

différenciation des cellules hMADS dans un milieu chondrogénique. (F) Marquage à la myogénine 

après différenciation des cellules hMADS dans un milieu myogénique. (G) Analyse en RT-PCR de 

l'expression de la Desmine et de MyoD1 (gènes spécifiques de cellules musculaires) dans des 

cellules hMADS indifférenciées (piste 2) ou dans un milieu myogénique (piste 3). Piste 1 : contrôle 

négatif. Adapté de (Rodriguez et al. 2005b). 
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Plasticité in vivo 

Les capacités d’autorenouvellement et de différenciation ont été vérifiées et 

confirmées à l’échelle clonale. Des expériences in vivo ont permis de mettre en évidence 

les propriétés régénératives des cellules hMADS (Rodriguez et al. 2005b). Les cellules ont 

été injectées dans des muscles squelettiques de souris mdx déficientes en dystrophine 

(protéine sous-membranaire essentielle à la stabilité de la structure de la fibre musculaire) 

et modèle de la myopathie de Duchenne. Dix jours après injection dans les tibialis anterior 

de souris immunocompétentes, des myofibres positives pour l’expression de dystrophine 

ont été retrouvées sous formes de clusters avec localement plus de 50% de fibres 

exprimant la dystrophine humaine (Figure 9A). Ce pourcentage augmente pour atteindre 

90% de fibres positives pour la dystrophine humaine dans la zone injectée six mois après 

l’injection (Figure 9A). A l’aide d’une sonde centromérique spécifique des noyaux humains, 

les cellules hMADS ont été retrouvées dans les fibres musculaires murines, témoignant 

d’une fusion cellulaire ou cytogamie. Néanmoins, le mécanisme à l'origine de la 

régénération n'est pas un phénomène de transdifférenciation. En effet, à l'exception de la 

dystrophine humaine, l'expression d'autres marqueurs myogéniques humains n'a pas pu être 

détectée par RT-PCR réalisée à partir d'ARN de muscle transplanté. Une seconde analyse 

cytogénétique en double FISH, avec des sondes dirigées contre l’ADN humain et murin, a 

permis de mettre en évidence que ces noyaux contenaient à la fois du matériel génétique 

d’origine humaine et murine, révélant un mécanisme de fusion nucléaire ou karyogamie 

donnant naissance à des synkaryons (Figure 9B). Parallèlement à ces évènements de 

karyogamie et à la persistence de l’expression de dystrophine humaine, il a pu être établi 

par RT-PCR qu’un grand nombre de marqueurs humains comme la β-actine devenaient 

rapidement indétectables (Figure 9C). Ces résultats suggèrent que dans ce contexte de 

karyogamie et de formation de synkaryons, on assiste à l’élimination progressive des 

chromosomes humains au cours des divisions successives à l’exception des chromosomes 

apportant une complémentation conférant un avantage sélectif à la cellule (Nora et al. 

1994). 
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Figure 9. Potentiel de régénération des cellules hMADS dans le muscle squelettique de souris 

mdx. (A) Expression de la forme humaine de la dystrophine 10 jours et 6 mois après l'injection de 

cellules hMADS dans le tibialis anterior de souris mdx immunocompétentes. (B) Noyau hybride 

contenant de l'ADN murin (FITC, vert) et humain (Cy3, rouge) témoignant d'un mécanisme de fusion 

nucléaire entre les cellules hMADS et les cellules musculaires de la souris mdx. (C) Analyse en RT-

PCR de l'expression de gènes humains et murins spécifiques du muscle (dystrophine humaine) ou 

ubiquitaires (β-actine humaine et HPRT murine) dans le tibialis anterior non injecté (piste 2), dans les 

cellules hMADS seules (piste 3) et dans le tibialis anterior 6 mois après injection de cellules hMADS 

(piste 4). Piste 1 : contrôle négatif. HPRT : Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase. D'après 

(Rodriguez et al. 2005a). 
 

L'étude des cellules hMADS a permis de mettre en évidence le mécanisme de 

fusion (i) dans le cadre de la régénération du muscle squelettique. Cependant, d’après la 

littérature, ce n'est pas le seul mécanisme intervenant dans la régénération tissulaire 

médiée par les cellules souches. Les autres modalités de régénération sont : 

(ii)  la transdifférenciation, 

permettant aux cellules souches de s’orienter dans une voie de différenciation différente 

de celles de leur tissu d’origine (même si ce n'est pas le cas dans la correction du défaut 

génétique de la souris mdx décrite ci-dessus), 

(iii) la sécrétion de molécules solubles ou de contact ayant des effets 

autocrines et paracrines (mécanisme que nous ne pouvons pas exclure dans ce modèle). 

Tous ces mécanismes seront discutés dans la troisième partie de cette introduction. 
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2. L'infarctus du myocarde (IDM) 

2.1. Conséquences fonctionnelles de l'IDM 

L’ischémie myocardique responsable de l’infarctus fait référence à un déséquilibre 

entre les apports et les besoins en oxygène du myocarde faisant basculer l’organe d’un 

métabolisme aérobie à un métabolisme anaérobie. L’agression ischémique est responsable 

de nombreuses altérations (hémodynamiques, biochimiques et métaboliques) qui 

compromettent le fonctionnement normal du cœur. 

Pendant les premières minutes d’ischémie, les dommages cellulaires restent 

totalement réversibles (Jennings et Reimer 1983). En revanche, si l’ischémie perdure, les 

cardiomyocytes seront endommagés irréversiblement et ce, même si l’ischémie est levée 

(reperfusion). La taille de la zone de nécrose qui correspond au territoire infarci varie 

principalement en fonction de trois facteurs chez l’homme : la taille de la zone ischémique 

(zone à risque), la durée et l’intensité de l’ischémie (degré de réduction du débit sanguin 

myocardique) (Reimer et al. 1985). 

Les conséquences fonctionnelles de l’ischémie-reperfusion sont des perturbations 

de l’activité électrique, de la contractilité, de la biochimie cellulaire, de l’ultrastructure, 

de la signalisation cellulaire, de l’expression génique et des voies de mort cellulaire. 

Au niveau cellulaire, les altérations liées à l’ischémie concernent des modifications du 

métabolisme énergétique (favorisation de la glycolyse anaérobie au détriment du 

métabolisme oxydatif), des perturbations ioniques (acidification intracellulaire par 

accumulation de lactate et de protons, augmentation des concentrations sodique et 

calcique intracellulaires et production d’espèces radicalaires), une activation enzymatique 

(endonucléases, phospholipases et calpaïnes) et le déclenchement d’une réaction 

inflammatoire. 

L’ensemble de ces évènements peut aboutir à la mort des cellules cardiaques par 

plusieurs mécanismes : la nécrose, l’apoptose et l’autophagie. La répartition de ces voies 

au cours de l’IDM reste aujourd’hui difficilement quantifiable. Néanmoins, il est établi 

qu’il existe une hiérarchie au sein du territoire infarci entre la nécrose et l’apoptose, 

directement liée à la concentration en oxygène. Il est possible de classer la zone ischémiée 

en plusieurs régions. Une zone centrale, appelée cœur de l’infarctus, caractérisée par une 

anoxie où le phénomène prédominant est de type nécrotique et une zone bordante, en 

hypoxie, riche en cardiomyocytes majoritairement apoptotiques (Mani 2008). 
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2.2. Prise en charge des patients atteints d’IDM 

La prise en charge de l’IDM a beaucoup évolué au cours des cinquante dernières 

années. Perez-Gonzalez et al. ont pu mettre en évidence un lien entre la taille de la zone 

infarcie et la mortalité à court, moyen et long terme pour les patients (Perez-Gonzalez et 

al. 1982). Les stratégies mises en place visent donc à réduire au maximum la période 

ischémique. Les traitements actuels de l’infarctus aigu peuvent être répertoriés en quatre 

catégories (Bassand et al. 2007) :  

(i)  Les agents pharmacologiques anti-ischémiques 

Ces molécules permettent la diminution de la consommation en oxygène du cœur et/ou 

l'induction d'une vasodilatation. Les bêtabloquants, les dérivés nitrés et les inhibiteurs de 

canaux calciques font partie de cette famille. 

(ii)  Les agents pharmacologiques anticoagulants 

Les anticoagulants sont utilisés pour inhiber la synthèse et l’action de la thrombine et vont 

ainsi réduire les évènements de thrombus et favoriser la fluidification du sang. 

(iii) Les agents pharmacologiques antiagrégants plaquettaires 

Cette classe de molécules comprenant l’aspirine sert de traitement non seulement 

pendant la phase aiguë mais également pendant la phase chronique chez les patients 

présentant une inflammation des parois artérielles, diminuant ainsi le risque d’évènements 

athérothrombotiques. 

(iv) La revascularisation coronaire 

Avant toute intervention de revascularisation, qu’elle soit percutanée ou chirurgicale, la 

coronarographie (examen radiologique qui permet de visualiser les artères coronaires et de 

détecter un rétrécissement ou une obstruction) est une étape indispensable qui va 

permettre de déterminer quel traitement adopter par la suite. L’angioplastie ou 

intervention coronarienne percutanée, consiste à gonfler un ballonnet dans la coronaire 

obstruée. Dans la très grande majorité des cas, l'angioplastie au ballonnet est complétée 

par la mise en place d'un stent, petite prothèse métallique en forme de ressort qui est 

sertie sur le ballonnet et qui offre une résistance prolongée à la contrainte radiale exercée 

par la paroi de la coronaire. 

Environ 10% des patients ayant un syndrome coronaire aigu sans élévation du segment ST 

ne sont pas éligibles aux différents traitements cités ci-dessus et doivent subir un pontage 

aorto-coronarien. Cette chirurgie consiste à contourner une artère coronaire rétrécie ou 

obstruée en implantant un autre vaisseau en aval de cette dernière. 
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Tous ces traitements ne sont pas exclusifs et sont la plupart du temps proposés sous 

forme d’associations. De plus la durée des traitements pharmacologiques ne se limite pas à 

la phase aiguë et il est souvent nécessaire de poursuivre le traitement au long cours. 

2.3. Remodelage myocardique post-infarctus 

Une fois l’épisode ischémique terminé, un processus de réparation de la lésion va 

s’engager et la taille du territoire infarci va influencer l’évolution de la maladie 

myocardique. Le terme de remodelage myocardique qualifie tous les états dans lesquels la 

structure normale du myocarde est modifiée (Swynghedauw 1999). C'est la perte de tissu 

contractile provoquée par l’apoptose et la nécrose survenant pendant les 2 jours après 

l’ischémie qui conditionne l’étendue du remodelage myocardique (Swynghedauw 1999). 

Le déficit en cellules cardiaques provoque une surcharge mécanique sur le cœur 

résiduel qui, en réponse, va ralentir sa vitesse instantanée de contraction et réduire sa 

consommation en ATP. Cette dernière est le déclencheur d’un phénomène adaptatif qui 

représente un processus général au cours duquel un organe ou un organisme exprime un 

nouveau programme génétique en réponse à des changements environnementaux. Dans le 

cas présent, le seul programme génétique disponible est le programme fœtal. L’expression 

de ce programme va provoquer certains changements phénotypiques permanents dont les 

plus importants sont une activation génique (induction de nouveaux gènes ou surexpression 

de gènes déjà exprimés) menant à une hypertrophie des cardiomyocytes et la non-

induction de certains gènes, qui ne sont pas exprimés au cours de la vie fœtale et qui vont 

faire diminuer l’efficacité du myocarde. 

En plus du processus adaptatif, l’occlusion coronaire a également des effets sur la 

matrice extracellulaire cardiaque. L’augmentation de la concentration tissulaire en 

collagène, constituant majeur de la matrice extracellulaire cardiaque, est appelée fibrose. 

Dans le cœur, le collagène est synthétisé par les fibroblastes où il joue un rôle primordial 

dans le couplage des myocytes lors de la contraction et dans le maintien de l’ouverture des 

vaisseaux pendant la systole et le remplissage ventriculaire. Les lésions tissulaires 

consécutives à l’infarctus attirent des cellules de l’inflammation, surtout des macrophages 

qui produisent du TGF-β1 (transforming growth factor-β1). Une des propriétés du TGF-β1 

est de transformer les fibroblastes intersticiels cardiaques en myofibroblastes capables 

notamment de synthétiser de l’angiotensine II (facteur pro-fibrosant) et les différents 

types de collagène participant à la fibrose. 
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Au cours du remodelage cardiaque, la fibrose altère la plupart des fonctions 

myocardiques. L’accumulation de collagène de type I et III augmente la rigidité du 

myocarde ce qui va avoir pour conséquences la diminution de l’efficacité de remplissage 

de la chambre ventriculaire et de l’éjection systolique et la génération d’arythmies par un 

manque d’homogénéité électrique (le collagène étant peu conducteur) (Delcayre et 

Swynghedauw 2002). 

2.4. L’insuffisance cardiaque 

La prise en charge d’un patient ayant survécu à un infarctus du myocarde vise 

plusieurs objectifs. Il faut avant tout prévenir une récidive de l’infarctus et éviter le 

phénomène de mort subite. A plus long terme, l’accident ischémique peut donner 

naissance à une maladie chronique appelée insuffisance cardiaque qui est définie comme 

l’incapacité du cœur à assurer un débit sanguin nécessaire aux besoins métaboliques et 

fonctionnels des différents organes en conditions normales. Prévenir ou traiter 

l’insuffisance cardiaque est également un objectif des thérapeutiques actuelles post-

infarctus. Enfin, le dernier point s’attache à prévenir la survenue d’évènements cliniques 

dans d’autres territoires artériels. 

Les outils thérapeutiques actuellement disponibles sont résumés dans le Tableau 2. 

 

 
Tableau 2. Outils thérapeutiques post-infarctus. ARA2 : antagoniste des récepteurs à 
l'angiotensine II ; FE : fraction d'éjection ; IEC : inhibiteur de l'enzyme de conversion. D'après 
(Monassier et Monassier 2007). 

 

Brièvement, en plus des facteurs hygiéno-diététiques (régime hyposodé, arrêt de la 

consommation d’alcool et de tabac) et de la sensibilisation du patient (sur l’importance du 
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traitement et sur les facteurs hygiéno-diététiques), la prescription médicamenteuse tient 

une place prépondérante dans la prise en charge de l’insuffisance cardiaque. Les 

bêtabloquants contrecarrent le système adrénergique ce qui entraîne l’augmentation de la 

fraction d’éjection tout en réduisant les pressions de remplissage du ventricule gauche. 

Les statines jouent sur la stabilisation de la plaque d’athérome. Les inhibiteurs de 

l’enzyme de conversion (IEC) bloquent la synthèse de l’angiotensine II. Les IEC sont des 

vasodilatateurs qui ont une action hémodynamique favorable sur la fonction pompe du 

cœur mais également diminuent le remodelage de part leur action antifibrosante. Enfin les 

diurétiques luttent contre la rétention hydrosodée ce qui diminue les risques d’œdèmes et 

facilite le travail contractile du cœur. 

2.5. Enjeux de la thérapie cardiaque 

La mortalité attribuée à une insuffisance cardiaque suite à un IDM s’explique 

notamment, avec les traitements standards, par l’absence de restauration de la fonction 

contractile liée à la perte cardiomyocytaire et à la raréfaction vasculaire. D’où la 

nécessité de développer de nouvelles approches thérapeutiques pouvant induire une 

régénération efficace du muscle contractile et influer sur les processus de remodelage et 

d’angiogenèse. 

La médecine régénératrice est une discipline novatrice qui a pour but de réparer, 

remplacer et éventuellement régénérer un organe lésé. Cette médecine englobe des 

approches variées telles que l’implantation de biomatériaux, la thérapie génique ou la 

thérapie cellulaire. Cette dernière, fondée sur l’utilisation de cellules matures, 

précurseurs ou souches pour prévenir, traiter ou atténuer une maladie, fait l’objet de 

recherches intenses et fait naître de grands espoirs, notamment dans le domaine de la 

cardiologie. 

Dans la troisième partie de cette introduction, je vais insister sur les différents 

types de cellules souches ayant un intérêt en thérapie cellulaire cardiaque, notamment les 

cellules souches adultes qui ne présentent pas d'inconvénients d'ordre éthique liés à leur 

production et dont le risque tumorigène est faible. Pour terminer j'exposerai les différents 

mécanismes mis en jeu par les CSA dans la régénération du myocarde. 
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3. Thérapie cellulaire cardiaque 

3.1. Enjeux de la thérapie cellulaire cardiaque et choix de la cellule 

Les stratégies actuelles de reperfusion et les progrès en pharmacologie cardiaque 

ont abouti à une augmentation de la proportion de patients qui survivent à un IDM. 

Cependant ces traitements demeurent symptomatiques et pas toujours efficaces. De plus, 

cette diminution des décès précoces entraîne une augmentation du nombre de patients 

souffrant d’insuffisance cardiaque avec toutes les conséquences négatives qui ont été 

détaillées dans la deuxième partie de l'introduction bibliographique. Face à la perte 

massive de cellules cardiaques (cardiomyocytes, cellules vasculaires et intersticielles) qui 

représente le problème central de l’IDM, la thérapie cellulaire offre le potentiel de 

contrecarrer cet écueil en réparant le myocarde lésé. Dans le cadre de la thérapie 

cellulaire cardiaque, les objectifs à atteindre sont les suivants :  

(i)  remplacer le tissu cicatriciel fibreux akinétique par un tissu vivant repeuplé 

de nouveaux cardiomyocytes ayant des caractéristiques contractiles, 

(ii)  stopper ou faire diminuer le remodelage,  

(iii) augmenter l’angiogenèse locale ainsi que la perfusion régionale pour 

limiter la mort des cardiomyocytes résidents,  

(iv) recruter des cellules souches cardiaques résidentes ou circulantes pour 

améliorer la reconstruction fonctionnelle de la zone myocardique détruite. 

Dans cette optique, de nombreux types cellulaires ont été testés. Cependant leur 

légitimité en tant que candidat à la thérapie cellulaire n'est pas si évidente. A défaut de 

remplir toutes les conditions énumérées ci-dessous, ces cellules peuvent néanmoins servir 

de modèles soit en recherche fondamentale pour permettre une meilleure compréhension 

des mécanismes physiologiques, soit pour la recherche de nouveaux médicaments. Le type 

cellulaire idéal pour une utilisation en thérapie, s’il existe, n’a pas encore été découvert. 

Les critères à prendre en compte dans l’évaluation de l'efficacité thérapeutique d’une 

cellule sont : 

(i)  la facilité d’isolement à partir du tissu source,  

(ii)  une caractérisation aisée, 



 

54 
 

(iii) un pouvoir d’expansion in vitro sans perte des capacités biologiques 

initiales ou la capacité à les isoler en grande quantité sans nécessité de les mettre en 

culture,  

(iv) les capacités de différenciation, 

(v)  la voie d’administration, 

(vi) l’acceptation par l’organisme du receveur en termes d’intégration dans le 

tissu hôte et de tolérance immunologique. 

3.2. Principaux types cellulaires utilisés 

Une des premières approches de thérapie cellulaire cardiaque décrite a consisté à 

transplanter des myoblastes avec l’espoir que ces derniers allaient se transdifférencier en 

cardiomyocytes et s’intégrer au myocarde. Malgré certains effets positifs rapportés sur la 

fonction cardiaque chez le rongeur (Taylor et al. 1998) et chez la brebis (Ghostine et al. 

2002), il a été montré que les myoblastes ne se transdifférenciaient pas en cardiomyocytes 

(Reinecke et al. 2002) et ne se couplaient pas électriquement avec le tissu d’origine 

(Rubart et al. 2004). Par la suite, un essai clinique de phase I a été mené chez l’homme 

dans lequel aucune amélioration de la fonction cardiaque n’a pu être mise en évidence. Au 

contraire, un nombre plus important de troubles rythmiques est apparu dans le groupe 

traité avec les myoblastes (Menasche et al. 2008).  

Une alternative aux myoblastes a été l’utilisation des CSH et des CSM de la MO qui 

dans un premier temps ont nourri de très grands espoirs. En effet, les cellules souches de 

la MO, qui remplissent plusieurs des conditions décrites ci-dessus, ont été rapportées 

comme dotées d’un très grand potentiel de transdifférenciation, notamment dans le cœur 

de rongeurs, en améliorant la fonction du ventricule gauche par formation de nouveaux 

cardiomyocytes (Jackson et al. 2001; Orlic et al. 2001). L’enthousiasme autour des CSH et 

CSM s'est accru après la publication d’analyses post-mortem de patients ayant reçu une 

transplantation cardiaque. Des cardiomyocytes portant le chromosome Y ont été retrouvés 

après transplantation de cœurs issus de donneurs féminins dans des receveurs masculins 

(Quaini et al. 2002) suggérant une origine extracardiaque des cardiomyocytes néoformés. 

Des données similaires de chimérisme cardiaque ont été décrites après transplantation de 

MO chez des receveuses, mais en quantité moindre (Deb et al. 2003). Depuis, ces travaux 

ont été remis en question par manque de reproductibilité (Balsam et al. 2004; Murry et al. 

2004) et des études ultérieures ont suggéré que les évènements initialement interprétés 
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comme de la transdifférenciation étaient en réalité une conséquence de phénomènes de 

fusion survenant entre les cellules transplantées et les cardiomyocytes résidents (Alvarez-

Dolado et al. 2003; Nygren et al. 2004; Terada et al. 2002). Ces deux mécanismes 

(transdifférenciation et fusion cellulaire) restent à l’heure actuelle toujours débattus en 

terme d'efficacité régénérative car quand ils surviennent in vivo, c'est à des fréquences 

extrêmement faibles (<1%, (Balsam et al. 2004; Jackson et al. 2001; Nygren et al. 2004) 

(Planat-Benard et al. 2004a)). 

3.3. Essais cliniques 

Malgré ces résultats discordants en terme d’impact physiologique, de nombreux 

essais cliniques utilisant des infusions de MO, purifiées ou pas, dans le traitement de l’IDM 

ou de l’insuffisance cardiaque ont été réalisés dès 2002 (Strauer et al. 2002). Certains de 

ces essais ont montré un effet bénéfique modeste (3% en moyenne sur 10 essais (Lipinski et 

al. 2007)) et souvent transitoire sur la fonction cardiaque alors que d’autres n’ont pas pu 

mettre en évidence de différences significatives entre le groupe traité et le groupe 

contrôle. Le caractère transitoire des effets bénéfiques observés met en avant l’absence 

de régénération myocardique (que ce soit par transdifférenciation ou par fusion). De plus, 

les cellules souches sont difficilement détectables dans le cœur infarci à très court terme, 

c’est pourquoi les bénéfices constatés ont été attribués aux effets paracrines médiés par 

les cellules souches. Parmi ces effets, les cellules transplantées sont capables de sécréter 

des facteurs solubles qui vont avoir une action sur la protection des cardiomyocytes face à 

l’apoptose induite par l'ischémie, sur la néoangiogenèse, sur la fibrose et sur 

l’inflammation. Par ailleurs, les essais cliniques de thérapie cellulaire réalisés jusqu'à 

présent restent difficilement comparables entre eux à cause des nombreuses différences 

relevées dans les protocoles utilisés. En effet, chaque protocole propose une fenêtre 

temporelle d’injection, un type cellulaire et une quantité de cellules différents (Tableau 

3). Quant à la voie d’injection, elle peut être intra-coronaire ou intra-myocardique. 
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Tableau 3. Sélection d'essais cliniques de thérapie cellulaire cardiaque. BMC, bone marrow 

cells ; PBSC, peripheral blood stem cells ; SMB, Skeletal myoblast; IC, intracoronaire ; IM, 

intramyocardique ; FEVG% ∆, différence en pourcentage de la fraction d'éjection du ventricule 

gauche ; NS, non significatif. Adapté de (Flynn et O'Brien 2011; Hansson et al. 2009). 

3.4. Autres voies de recherche 

3.4.1. Sources alternatives de cellules 

Face à ces résultats décevants, des recherches parallèles visant à identifier des 

cellules souches ou des progéniteurs cardiaques à haut potentiel de régénération 

cardiomyogénique ont été entreprises. Par ailleurs des études tendent à prouver qu’il 

existe un renouvellement limité des cardiomyocytes dans le cœur des mammifères au 

cours de la vie suggérant l’existence de ces cellules souches (Bergmann et al. 2009; 

Drenckhahn et al. 2008; Hsieh et al. 2007). Plusieurs équipes ont depuis identifié des 

populations de cellules cardiaques apparemment souches, sur la base de l’expression des 

marqueurs de surface c-kit (Beltrami et al. 2003) et Sca-1 (Oh et al. 2003) ou sur leur 

capacité à effluer le Hoechst 33342 (Martin et al. 2004). Etant donné que ces cellules sont 

capables de se différencier en cardiomyocyte, en cellules endothéliales et musculaires 

lisses et peuvent être isolées et amplifiées in vitro, elles représentent des candidates 

intéressantes pour la régénération myocardique (Messina et al. 2004; Torella et al. 2004; 

Urbanek et al. 2005). Cependant à l’heure actuelle, aucun consensus n’a pu être trouvé 

sur l’identification formelle de ces différentes populations. En outre le potentiel in vivo de 
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ces cellules en termes de recrutement, d’expansion et de différenciation reste à 

déterminer (Hansson et al. 2009; Krause et al. 2010). 

Une autre alternative pour la thérapie cellulaire est l’injection de cardiomyocytes 

(ou progéniteurs cardiaques) dérivés de la différenciation de cellules ES. En effet, les 

milieux utilisés pour différencier des cellules ES en cardiomyocytes sont de mieux en mieux 

définis. Les cardiomyocytes dérivés de cellules ES présentent l’ultrastructure et l’activité 

électromécanique de cardiomyocytes fœtaux (Kehat et al. 2001; Mummery et al. 2003). 

Cette stratégie visant à pré-différencier les cellules ES a pour but non seulement 

d’engager les cellules vers la voie cardiomyogénique mais également d’éviter une 

croissance incontrôlée des cellules indifférenciées en vue de la transplantation. En effet, 

le risque de formation de tératomes est une des restrictions à l’utilisation des cellules ES 

malgré un fort potentiel de régénération myocardique mis en évidence chez le rat 

(Hodgson et al. 2004; Laflamme et al. 2007; Tomescot et al. 2007). Les autres limitations 

liées à l’utilisation des cellules ES sont : 

(i)  la possibilité de séparer à haut rendement et avec une spécificité élevée 

les cellules engagées dans la voie cardiaque, 

(ii)  l’aspect immunogène de ces cellules en allotransplantation, 

(iii) les considérations éthiques liées à la production de lignées humaines 

(Annexe). 

Bien que les nouvelles voies de recherche sur les iPS soient en plein essor, des 

limites importantes rendent leur utilisation en thérapie cellulaire difficile. La première 

concerne, à l'instar des cellules ES, le risque tératogène inhérent à la présence de cellules 

très indifférenciées et le deuxième a été mis en évidence récemment et concerne le rejet 

immunologique de ces cellules après injection dans un animal syngénique (Zhao et al. 

2011). Cependant, dernièrement, une équipe est parvenue à reprogrammer une cellule 

somatique directement en cardiomyocytes grâce à la transfection de trois facteurs selon 

un procédé proche de celui employé par Yamanaka et al en 2006 (Ieda et al. 2010). Cette 

reprogrammation directe des cellules en cardiomyocytes, sans passer par un stade 

pluripotent, présente un bon rendement et permet de s'affranchir de l'étape de 

différenciation obligatoire des iPS vers le type cellulaire somatique d'intérêt. Néanmoins, 

si les cellules obtenues de cette manière ne présentent pas de risque tératogène lié à la 

pluripotence, l'intégration des transgènes comporte toujours des risques tumorigènes. 

Lors d’un IDM classique, la perte cardiomyocytaire est estimée à un milliard de 

cellules (Laflamme et Murry 2005). Par conséquent, quelque soit la cellule utilisée en 
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thérapie cellulaire, elle devra être produite en très grande quantité et purifiée facilement. 

C’est pourquoi il faut poursuivre l’exploration des tissus à la recherche de nouvelles 

cellules plus performantes et améliorer qualitativement et quantitativement la sélection 

et la production de cellules. Dans ce but, les techniques de caractérisations phénotypiques 

et fonctionnelles et de purification des cellules d’intérêt sont à poursuivre. 

3.4.2. Voies d'administration et amélioration de la survie cellulaire 

Une autre question primordiale pour l’efficacité des cellules souches en thérapie 

cellulaire concerne la voie d’administration des cellules dans le myocarde. La particularité 

de cet organe est la répétition et la fréquence de ses mouvements qui entraînent des 

modifications de pression et de forme à l’intérieur du tissu. L’injection intramyocardique 

(IM) permet de délivrer les cellules directement au site de la lésion mais cette méthode 

reste invasive et lourde (opération à cœur ouvert) et peut être sujette à une élimination 

rapide et à une distribution non homogène des cellules (Hamdi et al. 2009). Moins invasive 

est l’injection intracoronaire à l’aide d’un cathéter mais cette technique a montré une 

capacité de prise de greffe des cellules injectées très faible (Hou et al. 2005). L’injection 

endocardique est également moins invasive que l’injection IM mais nécessite un guidage 

par repérage électromécanique pour être réalisée (Moscoso et al. 2009). Enfin l’injection 

intraveineuse met à contribution la capacité des cellules à migrer vers la zone lésée qui 

attire les cellules circulantes par relargage systémique de facteurs trophiques. Néanmoins 

la proportion des cellules atteignant la zone infarcie est très faible et les cellules sont 

disséminées dans tout l’organisme (Freyman et al. 2006). Malgré ces différentes 

technologies actuellement disponibles, il est difficile de dépasser une prise de greffe des 

cellules supérieure à 11% des cellules injectées chez la truie 1 heure après inoculation des 

cellules (Hou et al. 2005) et 15% chez le rongeur 12 semaines après injection (Muller-

Ehmsen et al. 2002). 

Parmi la fraction de cellules retenues dans le tissu cardiaque, près de 90% meurent 

dans les jours qui suivent l’injection (Laflamme et Murry 2005; Muller-Ehmsen et al. 2002). 

Cette mort cellulaire est un phénomène multifactoriel où interviennent essentiellement 

l’apoptose, mais également la réponse inflammatoire due aux injections elles-mêmes, 

l’hypoxie en relation avec la faible vascularisation des zones infarcies et la perte des 

interactions avec la MEC cardiaque (Skuk et al. 2003; Suzuki et al. 2004). Plusieurs 

stratégies sont envisageables pour augmenter la survie des cellules transplantées. La 

vascularisation du greffon et du tissu hôte peut être améliorée en associant l’injection de 

cellules souches à des facteurs angiogéniques comme l'HIF-1α (hypoxia iducible factor-1 α) 



 

59 
 

(Azarnoush et al. 2005) ou le VEGF (vascular endothelial growth factor) (Yau et al. 2005). 

Par ailleurs les cellules souches injectées peuvent également être manipulées afin 

d’augmenter leur résistance à la mort cellulaire par expression de facteurs favorisant la 

survie et la prolifération comme Akt, facteur impliqué dans la voie de signalisation des 

phosphatidylinositol 3-kinases (Gnecchi et al. 2005) ou Bcl-2 (B-cell lymphoma 2), une 

protéine anti-apoptotique (Kutschka et al. 2006). Enfin, une possibilité consiste à 

reconstruire ex vivo une matrice contractile servant de support aux cellules. Ces matrices 

doivent reproduire au mieux le tissu à reconstruire (biomimétisme) tout en guidant le 

développement des cellules greffées et en facilitant leur vascularisation et leur intégration 

au sein du tissu hôte. Des colles à base de fibrine ou des solutions de collagène ont déjà 

été utilisées (Christman et al. 2004). Le dernier point qui finalisera la greffe cellulaire 

concerne l’intégration du greffon au tissu hôte par un couplage électromécanique au 

syncytium fonctionnel par des jonctions de type gap mais également aux autres cellules 

présentes dans le cœur. 

3.5. Mécanismes de régénération médiés par les CSA : exemple du 

cœur 

Au cours de ces dernières années, les études réalisées sur le petit animal ainsi que 

les essais cliniques chez l’homme ont renforcé l’idée que la thérapie cellulaire du tissu 

cardiaque était envisageable. Cependant bien que certaines données à court terme soient 

encourageantes, de nombreux points restent à éclaircir, principalement concernant les 

mécanismes sous-jacents impliqués dans les modestes effets bénéfiques constatés. 

L’activation du pool de cellules souches cardiaques endogènes ne semble pas être en 

mesure de répondre de manière efficace aux dommages liés à l’IDM. C’est pourquoi 

plusieurs autres phénomènes ont été proposés. Les mécanismes présentés ci-après sont 

basés sur l’existence d’évènements de transdifférenciation des cellules souches en tissu 

cardiaque et/ou de fusion entre les cellules souches et les cardiomyocytes résidents avec 

des conclusions en terme de signification biologiques débattues. Néanmoins au vu du faible 

nombre de cellules qui persistent sur le site lésionnel, il semblerait que ces processus ne 

puissent expliquer entièrement les bénéfices enregistrés d’où le récent mécanisme 

envisagé, la diffusion de facteurs paracrines. 
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3.5.1. Effets paracrines et régénération cardiaque 

Devant les résultats discordants des études in vivo montrant une amélioration 

structurelle et de fonction du cœur mais une prise de greffe très faible des cellules 

injectées, plusieurs hypothèses ont été mises en avant et regroupées sous le terme 

d’effets paracrines. Il s’agit de mécanismes régis par l’action de différentes cytokines et 

de facteurs de croissance sécrétés par les cellules souches qui vont avoir un rôle dans les 

processus de protection cellulaire contre l’apoptose, d’angiogenèse, de remodelage et de 

régénération. 

Des types variés de cellules souches, ayant démontré un effet thérapeutique, ont 

montré un potentiel de sécrétion de molécules à effets paracrines. On peut citer les 

cellules souches de la MO (CSM et CSH), les cellules souches circulantes (cellules 

souches/progénitrices endothéliales) et les cellules souches cardiaques (Burchfield et 

Dimmeler 2008). La mise en évidence de ces molécules solubles a été faite par Kinnaird et 

al., qui dans une série d’études ont analysé par ELISA le milieu de culture de CSM murines 

et ont détecté la présence de quantités importantes de facteurs angiogéniques tels que le 

VEGF, le bFGF (basic fibroblast growth factor), le PGF (placental growth factor) et le 

MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) (Kinnaird et al. 2004). Ce milieu conditionné 

a permis une augmentation de la prolifération des cellules endothéliales et musculaires 

lisses in vitro de manière dose dépendante. 

Protection myocardique, survie cellulaire et néovascularisation 

In vivo, l’injection des CSM dans un modèle d’ischémie des membres inférieurs chez 

la souris a montré un effet angiogénique corrélé à la sécrétion de facteurs solubles par les 

CSA. Depuis cette étude, la littérature sur les facteurs paracrines s’est sensiblement 

étoffée et de nouvelles molécules ont été identifiées. Plus particulièrement concernant le 

cœur, le milieu conditionné de cellules souches de la MO, récolté en condition d’hypoxie, 

a été rapporté comme contenant la protéine impliqué dans la voie de signalisation de la 

survie cellulaire Akt, le facteur proangiogénique VEGF et l'agent chimio-attractant SDF-1 

(Uemura et al. 2006). L’injection dans des cœurs infarcis de ces cellules souches de la MO 

préconditionnées en milieu hypoxique s’est traduite par une augmentation de la fraction 

d’éjection et une diminution de la zone infarcie malgré une très faible quantité de cellules 

retrouvées dans la zone péri-infarcie. Le caractère cytoprotecteur (anti-apoptotique) d’Akt 

a été mis en évidence par sa surexpression dans des CSM cultivées en hypoxie (Gnecchi et 

al. 2006). Le milieu conditionné contenant Akt a inhibé l’apoptose de cardiomyocytes 

isolés et conservés en conditions d’hypoxie. En outre l’injection des CSM génétiquement 



 

61 
 

modifiées pour surexprimer Akt a réduit la taille d’infarctus de manière significative dans 

un modèle d’ischémie cardiaque chez le rongeur. 

Remodelage de la matrice extracellulaire cardiaque 

En plus des effets angiogéniques et anti-apoptotiques, les facteurs paracrines ont 

une action sur le remodelage myocardique post-infarctus. La transplantation de CSM a 

permis une réduction de l’expression des metalloprotéases de la matrice -1 et -9 (MMP-1 et 

9) ce qui se traduit par une diminution de la fibrose (Nagaya et al. 2005), et une réduction 

de l’expression de cytokines pro-inflammatoires impliquées dans le remodelage du 

ventricule gauche comme le TNF-α (tumor necrosis factor- α), l’IL-1α (interleukine-1α) et 

l’IL-6 (interleukine-6) (Guo et al. 2007). 

Mobilisation de cellules souches ou de progéniteurs endogènes 

Après lésion d’un organe, des cellules souches/progénitrices endogènes sont capables de se 

mobiliser et de remonter un gradient de concentration chimioattractant pour rejoindre le 

site lésionnel. C’est notamment le cas des cellules progénitrices endothéliales qui, à partir 

de la MO et du sang périphérique vont remonter la circulation sanguine en suivant un 

gradient de SDF-1 pour atteindre le tissu cardiaque ischémié. Une fois sur place, ces 

cellules vont à leur tour sécréter des facteurs paracrines qui vont atténuer l’apoptose et 

stimuler l’angiogenèse des cellules endothéliales présentes dans le cœur (Urbich et al. 

2005; Yang et al. 2010). Les autres cellules souches endogènes capables d’adopter un 

profil paracrin sont les cellules souches cardiaques. Les données confortant cette 

hypothèse ont été recueillies in vitro sur des milieux conditionnés provenant de 

cardiosphères et de cellules dérivées de cardiosphères qui ont permis une meilleure survie 

de cardiomyocytes isolés maintenus en hypoxie d’une part, et d’autre part ont favorisé la 

formation d’un réseau tubulaire à partir des progéniteurs endothéliaux dérivés des HUVEC 

(human umbilical vein endothelial cells) (Chimenti et al. 2010). Ces effets attribués au 

VEGF et à l’HGF (hepatocyte growth factor) ont également été étudiés in vivo après 

injection des cellules isolées dans un modèle murin d’infarctus du myocarde. Outre ces 

deux facteurs de croissance, l’IGF-1 (insulin growth factor-1) et Akt, qui sont des facteurs 

de survie, ont été détectés et une baisse d’expression de la caspase 3, impliquée dans 

l’apoptose a été induite. En plus de la stimulation de l’angiogenèse et de l’amélioration de 

la survie des cellules du tissu cardiaque, il a été également rapporté que les cellules 

injectées activent les cellules souches cardiaques résidentes comme démontré par 

l’augmentation du nombre de cellules cKit+ et Nkx2.5+ dans la zone bordante de 
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l’infarctus. Néanmoins les molécules solubles responsables de cette activation n’ont pas 

été formellement identifiées. 

Les effets paracrines actuellement connus agissant dans la régénération cardiaque sont 

résumés dans la Figure 10. 

L’étude des effets paracrines n’en est qu’au commencement et d’innombrables 

molécules identifiées par microarray différentielle (Urbich et al. 2005) et potentiellement 

utilisables devront être étudiées afin de pouvoir exploiter au mieux les possibilités offertes 

par cette nouvelle voie dans la thérapie cellulaire cardiaque. 

 

 
Figure 10. Effets des facteurs paracrines dans la régénération myocardique. En réponse à des 

stimuli environnementaux, les cellules souches relarguent des facteurs solubles qui vont affecter le 

microenvironnement cardiaque. Ces molécules biologiquement actives exercent de multiples effets 

sur les cellules résidentes. Ces effets aboutissent à la protection, la réparation et la régénération du 

tissu grâce à des actions sur la survie cardiomyocytaire, sur la néovascularisation et le remodelage de 

la zone infarcie et sur la prolifération des cellules souches cardiaques. Les cellules souches injectées 

sont aussi capables d'avoir un effet autocrin qui va jouer sur leur autorenouvellement et leur 

expansion. D'après (Mirotsou et al. 2011). 
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3.5.2. Fusion ou transdifférenciation ? 

Alors qu’un consensus existe sur le fait que les CSA résidentes d’un tissu régénèrent 

ce dernier en cas de lésion, le débat reste vif sur la possibilité d’engagement in vivo de ces 

cellules souches vers une voie différente de leur tissu d’origine (Mezey 2011). Selon un 

dogme classique en biologie du développement, au cours de l'embryogenèse, l’engagement 

dans une voie de différenciation semble réellement exclusif et aucun écart n'est toléré. 

Par contre, chez l’adulte des études suggèrent que la spécificité de tissu ne soit pas aussi 

restrictive et que les CSA soient plus flexibles que présumées (Leri et al. 2005; Phinney et 

Prockop 2007; Rovo et Gratwohl 2008). Ce comportement flexible a été renseigné comme 

une transdifférenciation que l’on peut désigner comme le franchissement de la barrière de 

lignage d’une cellule souche aboutissant à la formation d’une cellule différenciée 

différente des lignées présentes dans son tissu d’origine. Un terme équivalent à 

l’apparition d’un nouveau phénotype est le terme reprogrammation. Certains auteurs 

qualifient ce phénomène de plasticité et réservent le terme de transdifférenciation au 

franchissement de feuillet embryonnaire (Rovo et Gratwohl 2008). Dans ce manuscrit, nous 

utiliserons les termes de transdifférenciation et de plasticité de manière équivalente pour 

référer au changement de lignage qu’il fasse ou non partie du même feuillet 

embryonnaire. 

Plasticité cellulaire 

La plasticité implique de profonds changements dans l’expression génique se 

traduisant par des modifications de la chromatine et de la structure du noyau. Plusieurs 

théories sont envisageables pour expliquer l’apparition de nouveaux phénotypes. La 

conversion vers un nouveau lignage pourrait se produire par l’activation directe d’un 

programme de différenciation dormant (Figure 11A). Cette hypothèse de conversion 

directe ou reprogrammation directe, mal décrite pour les cellules souches, a déjà été 

vérifiée en utilisant des cellules différenciées issues d’un progéniteur ou précurseur 

commun, ce qui peut avoir une influence quant au nombre de gènes restreints impliqués 

dans la conversion. En effet il est possible de convertir des cellules B en macrophages par 

l’expression de deux facteurs de transcription de la même famille (Xie et al. 2004). La 

production de cellules β du pancréas peut également être accomplie à partir de cellules 

pancréatiques exocrines, toujours par l’expression sélective de plusieurs facteurs de 

transcription (Zhou et al. 2008). Ces résultats de transdifférenciation de cellules matures 

ont été obtenus in vitro dans des conditions expérimentales inductrices. Néanmoins, un tel 

phénomène n'a jamais été mis en évidence in vivo. Malgré l'absence de relevance 
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physiologique in vivo, ces modèles nous facilitent la compréhension des mécanismes 

impliqués dans la plasticité des cellules et nous permettent de mieux appréhender le 

modèle plus complexe mettant en jeu les cellules souches.  

L’autre mécanisme de transdifférenciation fait intervenir une cellule plus primitive 

(progénitrice ou souche) qui est générée par dédifférenciation de la cellule somatique vers 

une cellule plus immature suivie d’une différenciation dans la nouvelle lignée (Figure 11B). 

Ce modèle de dédifférenciation, a été mis en évidence dans la régénération du cristallin 

chez le triton (Tsonis et al. 2004). Lorsque le cristallin est enlevé, les cellules épithéliales 

pigmentées de l’iris perdent leur pigmentation et changent de forme. La protéine du 

rétinoblastome est inactivée par hyperphosphorylation ce qui permet à la cellule de se 

dédifférencier et de ré-entrer en phase de cycle pour proliférer. Lorsque la quantité de 

cellules dédifférenciées est suffisante, le programme de différenciation en cellules du 

cristallin est activé et le tissu est reformé. Bien que ce phénomène de reprogrammation 

ait été observé à partir d’une cellule différenciée, il est plausible d’imaginer le même 

mécanisme avec une cellule souche adulte qui serait capable de remonter vers un stade 

plus indifférencié pour activer un programme différent de celui ou ceux de son lignage 

initial (Figure 11C). 

Dans le cadre de la régénération cardiaque, ce mécanisme de dédifférenciation a été 

observé chez le poisson zèbre (Poss et al. 2002; Raya et al. 2003). Après résection partielle 

du myocarde, le sarcomère des cardiomyocytes est désassemblé et ce mécanisme est 

accompagné d’une diminution de l’expression des gènes sarcomériques comme la chaîne 

lourde de la myosine ventriculaire (Jopling et al. 2010). Les cardiomyocytes ré-expriment 

des régulateurs positifs du cycle cellulaire et des voies de signalisation impliquées dans la 

prolifération pour reformer le tissu manquant (Lepilina et al. 2006; Lien et al. 2006). Il 

faut cependant noter que cette dédifférenciation implique des cardiomyocytes qui vont 

redonner des cardiomyocytes. Il ne s’agit donc pas de transdifférenciation au sens décrit 

ci-dessus (franchissement de lignage). Toutefois, ce processus fait appel à une étape de 

dédifférenciation suivie d’une étape de différenciation. Cet exemple de reprogrammation 

ouvre des perspectives intéressantes pour identifier des gènes responsables de ces 

phénomènes et contribue à mieux comprendre les processus de différenciation 

myocardique. 
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Figure 11. Mécanismes connus ou supposés d'apparition de nouveaux phénotypes. (A) Une 

cellule différenciée d'un tissu produit une cellule différenciée différente appartenant au même tissu par 

reprogrammation directe. (B) Une cellule différenciée va se dédifférencier en cellule souche 

multipotente ou progéniteur pour redonner une cellule différenciée identique ou appartenant au même 

tissu. (C) Une cellule souche multipotente va se dédifférencier en cellule souche pluripotente pour 

donner des cellules différenciées appartenant à un lignage différent ou bien le franchissement de 

lignage se fait directement, sans intermédiaire pluripotent. Adapté de (Jopling et al. 2011; Wagers et 

Weissman 2004). 

Plasticité des cellules souches et régénération myocardique 

En ce qui concerne la transdifférenciation impliquant les cellules souches, les 

mécanismes ne sont pas élucidés et les méthodes de différenciation in vitro sont difficiles 

à mettre en œuvre au vu des multiples facteurs impliqués et des effets encore méconnus 

de certaines molécules. Cependant, les exemples de plasticité in vivo foisonnent dans la 

littérature et se rapportent à de nombreux tissus et organes. Parmi les données les plus 

marquantes, la plasticité après injection de CSH dans le SNC est un bon exemple illustrant 

la controverse à propos de ce phénomène. Les CSH ont été décrites comme pouvant se 

différencier en cellules de la microglie et de la macroglie qui ont été retrouvées à travers 

tout le cerveau que ce soit en conditions normales ou pathologiques (Djukic et al. 2006; 

Eglitis et Mezey 1997; Tanaka et al. 2003). Ces observations ont été acceptées par la 

majorité de la communauté scientifique. En revanche, l’apparition de phénotypes 

neuronaux après la transplantation de CSH (Brazelton et al. 2000; Mezey et al. 2000; 

Mezey et al. 2003) a été fortement critiquée que ce soit après injection de MO totale ou 

bien de populations isolées (Castro et al. 2002; Roybon et al. 2006). 

Dans le myocarde, les évènements de transdifférenciation des cellules souches ont 

été à la fois abondamment décrits et remis en cause. La première étude d'injection de 
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cellules de la MO dans le cœur infarci a montré des résultats surprenants allant jusqu’à 

68% de la zone infarcie colonisée par des cardiomyocytes néoformés, neuf jours après 

transplantation des cellules (Orlic et al. 2001). Dans ce modèle, les souris femelles 

receveuses ont reçu des cellules issues de donneurs mâles exprimant l'eGFP. Cette 

approche a permis d'identifier les cellules néoformées par l’expression de cette protéine 

fluorescente et par la présence du chromosome Y. D’autres travaux utilisant des 

populations cellulaires de la MO ont renforcé cette hypothèse in vitro (Eisenberg et al. 

2003) ou in vivo (Jackson et al. 2001), tout en excluant l’influence des effets paracrines 

angiogéniques (Kajstura et al. 2005).  

Cependant, à l’aide de méthodes d’investigation différentes, ces résultats ont été remis en 

cause par plusieurs auteurs qui ont décrit, soit une absence de transdifférenciation 

cardiomyogénique des CSH (Murry et al. 2004), soit des évènements de fusion entre les 

cellules souches et les cardiomyocytes résidents (Nygren et al. 2004), soit une 

différenciation des CSH en cellules hématopoïétiques matures au sein du myocarde infarci 

(Balsam et al. 2004). 

Les études de transdifférenciation cardiomyogénique menées avec les CSM sont 

autant discordantes que celles obtenus avec les CSH ou les cellules souches de la MO, tant 

au niveau des différenciations in vitro que des transplantations in vivo. 

In vitro, la 5’-azacytidine, un agent déméthylant utilisé pour différencier les CSM en 

cardiomyocytes avant leur injection a permis l'obtention de myotubes multinucléés 

(Wakitani et al. 1995) capables de se contracter et d'exprimer des marqueurs cardiaques 

(Makino et al. 1999). Cependant, in vivo, les résultats de l'injection de CSM traitées à la 5’-

azacytidine chez le rongeur après ischémie semblent discordants quant à l'amélioration 

(Tomita et al. 1999) ou non (Olivares et al. 2004; Perin et al. 2004) de la fonction 

cardiaque. 

Une autre étude a décrit l'intégration au sein du myocarde et l’adoption des phénotypes 

cardiomyogénique et vasculaire des CSM par transdifférenciation dans le cœur de souris 

infarci tout en excluant la survenue de processus de fusion (Rota et al. 2007). De nouveau, 

ces résultats de transdifférenciation des CSM n'ont pas été reproduits dans d'autres études, 

notamment dans un modèle porcin et ce en utilisant 2 populations différentes de CSM 

dérivées de sang de cordon (Ghodsizad et al. 2009). Il a été suggéré que l'amélioration 

constatée est plutôt à mettre sur le compte des effets paracrines.  

Aujourd’hui les résultats sur la transdifférenciation des CSM en cardiomyocytes 

apparaissent discordants. Néanmoins la plupart des travaux actuels s'accordent à dire que 

la transdifférenciation des CSM existe mais à un niveau extrêmement faible et donc 

insuffisante pour expliquer à elle seule le bénéfice régénérateur des cellules souches dans 
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le cœur. La disparité des résultats obtenus entre les diverses études résulte une fois de 

plus probablement de la multiplicité des méthodologies mises en œuvre et des moyens 

d’investigation utilisés (Gruh et Martin 2009). Comme évoqué auparavant, le type 

cellulaire injecté varie d'une étude à l'autre. Certains emploient des cellules souches 

dérivées de la MO, une population hétérogène mal définie d’un point de vue phénotypique, 

alors que d’autres se servent de sous-populations dérivées de cette dernière (Gruh et 

Martin 2009). De plus, l’emploi de populations mixtes issues de la MO peut conduire à des 

effets synergiques pouvant introduire un biais dans l’analyse de la transdifférenciation. En 

prenant l’exemple de cellules souches de la MO, on peut imaginer que certaines sous-

populations plus fragiles peuvent être protégées par les effets anti-apoptotiques des CSM 

injectées de manière concomitante, aboutissant à une surévaluation du potentiel de 

transdifférenciation. En outre, d’autres cytokines seraient en mesure de favoriser ou 

d’inhiber directement ce mécanisme, modifiant ainsi le véritable potentiel des cellules 

injectées. Il est également nécessaire d’être rigoureux sur les critères d’évaluation de la 

transdifférenciation. En effet, comme dans le cas du traitement à la 5’-azacytidine, ce 

n’est pas parce qu’une cellule exprime quelques marqueurs cardiaques qu’elle devient 

pour autant un cardiomyocyte complètement différencié et fonctionnel. 

3.5.3. La fusion cellulaire 

La fusion cellulaire est un processus physiologique naturel intervenant dès le 

commencement de la vie par la fusion d’un spermatozoïde et d’un ovule puis plus tard 

dans la formation des organes (par exemple le muscle squelettique), l’infection virale et la 

réponse immune (Chen et al. 2007; Duelli et Lazebnik 2007; Horsley et Pavlath 2004; 

Vignery 2008). Au cours des deux dernières décennies, la fusion cellulaire a pris une 

dimension supplémentaire après la découverte de la capacité des cellules souches à 

fusionner avec plusieurs types cellulaires appartenant à différents organes (Alvarez-Dolado 

et al. 2003; Johansson et al. 2008; Nygren et al. 2004; Ogle et al. 2005; Stolzing et al. 

2007; Terada et al. 2002; Vassilopoulos et al. 2003). Le potentiel de régénération médié 

par la fusion vient du fait que ce processus peut modifier le programme génétique et donc 

le destin de la cellule. Après fusion des cytoplasmes suivie ou non de la fusion des noyaux, 

ces derniers vont interagir et peuvent subir une reprogrammation suivant différentes 

modalités. In vitro, le destin d’une cellule mature peut être dirigé vers l’expression d’un 

programme plus immature après fusion forcée avec une cellule ES (Cowan et al. 2005; 

Yamanaka et Blau 2010). Après fusion, la cellule somatique a retrouvé des capacités de 

prolifération et de différenciation similaires à celles de la cellule ES. Une telle 

reprogrammation peut s’avérer utile dans le cadre de la régénération tissulaire. La 
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reprogrammation d’un noyau somatique, induite par l’influence de facteurs génétiques 

issus d’un autre noyau, n’est pas la seule possibilité et des facteurs cytoplasmiques sont 

également capables de modifier au niveau épigénétique le destin de la cellule (Pomerantz 

et Blau 2004; Yamanaka et Blau 2010). 

Comme pour la transdifférenciation, une explication de la terminologie s’impose au 

vu des divergences trouvées dans la littérature. Dans ce manuscrit, nous utiliserons les 

termes de cellule hybride, d’hétérokaryon et de synkaryon tels qu’ils sont définis par Ogle 

et al. (Ogle et al. 2005) (Figure 12). Une cellule hybride est un terme générique qui 

désigne la fusion de deux types cellulaires différents. La fusion permanente des 

membranes n'est pas obligatoire si bien qu'une cellule contenant des composés cellulaires 

ou nucléaires issu d'une autre cellule est considérée comme une cellule hybride. Ce 

phénomène est aussi connu sous le nom de fusion hétérotypique ou hétérologue ; à la 

différence d’un syncytium qui est le résultat d’une fusion homotypique (entre cellules 

identiques) et qui possède un nombre de noyaux supérieur ou égal à deux. Plusieurs tissus 

ont besoin de former des syncytiums par fusion homotypique pour devenir fonctionnels 

comme le placenta, les os ou les muscles (Huppertz et al. 1998; Huppertz et al. 2001; 

Loutit et Nisbet 1982; Taylor 2000; Vignery 2000). Un hétérokaryon est le résultat de la 

fusion hétérotypique de deux cellules différentes ou plus et qui possèdent deux noyaux 

distincts ou plus. Un synkaryon résulte de la fusion nucléaire (noyau hybride) des noyaux 

d'un hétérokaryon (Figure 12). 

Avant la découverte des propriétés de fusion de certaines populations cellulaires, la 

fusion hétérotypique n’était envisagée que de manière expérimentale, à l’aide de virus 

(Harris et Watkins 1965), d’agents physiques (Zimmermann 1982) ou chimiques (Ahkong et 

al. 1975) permettant une fusion membranaire et aboutissant ou non à une fusion nucléaire. 

Parmi ces travaux, des études sur des hybrides somatiques entre cellules de rongeurs et 

cellules humaines avaient pu mettre en évidence un phénomène de complémentation 

d’une déficience génétique du receveur par un chromosome du donneur (Davis et Adelberg 

1973). Après fusion nucléaire et recombinaison aléatoire des chromosomes, on peut 

assister à une normalisation de la ploïdie excessive par élimination progressive des 

chromosomes surnuméraires au cours des divisions à l'exception des chromosomes qui 

apportent une complémentation conférant un avantage sélectif à la cellule (Nora et al. 

1994). 

Parmi les travaux pionniers sur la capacité de fusion in vivo des cellules souches de 

la MO, l'étude d'Alvarez-Dolado et al. a été la première à montrer que ces cellules étaient 

capables de fusionner avec les cellules somatiques de certains tissus. En effet, chez des 
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animaux sains ayant subi une irradiation suivie d'une injection de cellules de la MO, la 

présence d’hétérokaryons n'est observée que dans un nombre limité d'organes tels que le 

foie, le cerveau et le cœur, avec une fréquence extrêmement faible (Alvarez-Dolado et al. 

2003). Ces résultats suggèrent que les cellules de certains organes sont plus susceptibles 

de fusionner que d’autres soit à l’état basal soit dans des conditions particulières comme 

par exemple un stress modéré représenté ici par l'irradiation des animaux. 

 

 
Figure 12. La fusion cellulaire. (A) Les cytoplasmes de deux cellules différentes fusionnent pour 

donner naissance à une cellule binucléée appelée hétérokaryon. (B) Fusion hétérotypique ou 

homotypique aboutissant à une cellule uninucléée (synkaryon) après fusion ou non des noyaux. Si la 

fusion nucléaire se produit et après réarrangements chromosomiques, la cellule peut expulser des 

chromosomes surnuméraires pour retrouver une ploïdie normalisée. Les flèches en pointillés 

représentent l'expulsion de chromosomes ou d'un noyau. D'après (Ogle et al. 2005). 
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Fusion cellulaire et correction d’un défaut génétique 

Les premières découvertes suggérant un rôle de la fusion hétérotypique in vivo dans 

la régénération tissulaire ont été dévoilées par des expériences de transplantation de 

fibroblastes du derme dans le muscle squelettique de souris mdx, déficientes en 

dystrophine (Gibson et al. 1995). Les fibroblastes se sont intégrés aux myotubes existants 

pour former des hétérokaryons et ont permis une réexpression de dystrophine. Puis le 

concept de fusion avec les fibres musculaires a été élargi aux CSA. En effet, 

l’administration de cellules souches de la MO chez la souris a révélé leur capacité de 

migration vers un muscle lésé ainsi que leur potentiel de fusion et de restauration de la 

fonction musculaire (Ferrari et al. 1998). Le rétablissement de l’expression de la 

dystrophine dans la souris mdx a également été montré après fusion des cellules souches 

de la MO avec le muscle squelettique (Bittner et al. 1999; Gussoni et al. 1999). Il est 

intéressant de noter que dans toutes ces études, aucun évènement de fusion n’a été 

détecté après injection de cellules dans un muscle sain évoquant l'hypothèse que la fusion 

cellulaire pourrait constituer une modalité régénérative. 

Le processus de fusion des CSA dans le contexte d’un défaut génétique a été 

beaucoup documenté dans le cadre de la régénération hépatique. Deux groupes 

indépendants ont utilisé un modèle de souris présentant une tyrosinémie létale induite par 

une déficience génétique de la fumarylacétoacétate hydrolase (Fah-/-

Fusion cellulaire et stress, lésion ou nature de l’organe 

) (Vassilopoulos et al. 

2003; Wang et al. 2003). Les travaux de ces deux groupes ont montré que les souris non 

traitées par le 2-(2-nitro-4-trifluoro-méthylbenzoyl)-1,3 cyclohexanedione (NTBC) qui 

meurent normalement d’insuffisance hépatique, survivent après injection de cellules 

souches de la MO. Les animaux présentent une fonction hépatique rétablie conséquente à 

la repopulation de leur foie par des hépatocytes exprimant le gène sauvage Fah. Malgré le 

faible nombre d’évènements fusionnels détectés, la population de cellules fusionnées qui 

présentait la correction du défaut génétique a été sélectionnée et a proliféré grâce à son 

avantage sélectif. De plus les travaux de Wang (Wang et al. 2003) montrent qu’une partie 

des hépatocytes hybrides qui ont initialement une ploïdie excessive retrouvent 

progressivement un nombre physiologique de chromosomes. Les auteurs suggèrent que 

l'élimination chromosomique fait intervenir un processus de division réductionnelle sans 

pour autant le démontrer formellement. 

De manière concomitante aux travaux d'Alvarez-Dolado et al. sur la fusion des 

cellules de la MO chez la souris (Alvarez-Dolado et al. 2003), une étude est venue 
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confirmer ces données chez l’homme, dans le cervelet d'une patiente ayant reçu une 

greffe de MO d’un donneur masculin (Weimann et al. 2003a). Certains neurones de 

Purkinje du cervelet de la receveuse étaient tétraploïdes et contenaient des chromosomes 

à la fois de la receveuse et du donneur. La preuve que la fusion a entrainé une 

reprogrammation du noyau hématopoïétique pour exprimer des gènes spécifiques des 

neurones de Purkinje a été rapportée un peu plus tard dans un modèle murin (Weimann et 

al. 2003b). Il a été montré la présence d’hétérokaryons binucléés dont le noyau issu de la 

cellule hématopoïétique a changé de conformation pour adopter celle du noyau neuronal. 

Alors que le muscle squelettique sain n’est pas sujet à la fusion avec des cellules de 

la MO (Bittner et al. 1999), un muscle stressé ou lésé de manière mécanique induit une 

régénération par fusion avec des cellules de la MO (Doyonnas et al. 2004; LaBarge et Blau 

2002). Ces études sur le muscle squelettique de la souris (mdx et sauvage) associées aux 

résultats d’Alvarez-Dolado (Alvarez-Dolado et al. 2003) ont permis d’élargir la prospection 

de la fusion au muscle cardiaque. Plusieurs modèles ont été utilisés dont la souris mdx 

dans laquelle la capacité des cellules souches à fusionner avec les cellules résidentes pour 

former des cardiomyocytes corrigés génétiquement a été mise en évidence (Payne et al. 

2005). 

La correction du défaut génétique n’est pas la seule modalité faisant intervenir la 

capacité de fusion des CSA et l’ischémie cardiaque est un facteur induisant une fusion des 

cellules souches et des cardiomyocytes (Nygren et al. 2004; Spees et al. 2008; Zhang et al. 

2004). Au sein du myocarde traité, des cellules musculaires multinucléées contenant des 

noyaux hématopoïétiques ont été détectées (Nygren et al. 2004). Ce résultat a été remis 

en question par deux études qui ont avancé le fait que les CSH injectées étaient bien 

retrouvées dans le cœur mais sous la forme de cellules hématopoïétiques et qu’aucune 

cellule musculaire ne contenait de noyau issus du de la MO (Balsam et al. 2004; Murry et 

al. 2004). Cependant ces discordances peuvent être expliquées si la cellule issue de la 

fusion a formé un synkaryon qui est difficilement détectable lorsque les cellules sont 

délivrées de façon autologue. 

Fusion cellulaire et inflammation chronique 

De la même façon que le contexte pathologique (Fah-/-) dans le foie favorise la 

survenue d’évènements fusionnels, le nombre de fusions dans le cervelet peut être 

augmenté de manière très importante dans des conditions spécifiques d’inflammation 

chronique. Dans un modèle d’encéphalite autoimmune expérimentale, Johansson et al. ont 

rapporté une augmentation spectaculaire des évènements fusionnels d’environ trente fois 
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entre les cellules hématopoïétiques et les neurones de Purkinje en comparaison avec le 

groupe contrôle (Johansson et al. 2008). L’accroissement de la fusion des cellules de la MO 

en relation avec le microenvironnement inflammatoire a aussi été mis en évidence dans les 

cellules épithéliales intestinales (Davies et al. 2009). Dans cet exemple, non seulement la 

fusion a été démontré mais également la reprogrammation du génome des cellules de la 

MO qui ont exprimé un gène spécifique de l’intestin. Toujours dans le système digestif, les 

cellules de la MO ont été montrées comme fusionnant avec les cellules épithéliales de 

l’estomac dans un contexte d’inflammation chronique provoqué par la bactérie 

Helicobacter pylori, processus pouvant conduire à l’émergence de cancers gastriques 

(Houghton et al. 2004; Houghton et Wang 2005). 

Les bénéfices potentiels de la fusion dans la thérapie cellulaire ne doivent pas 

masquer les risques possibles de ce processus associés à l’apparition de cancers. Même si à 

ce jour aucune donnée ne prouve qu’un évènement de fusion soit directement responsable 

de l’apparition d’un cancer, son implication dans la progression tumorale est bien 

documentée (Duelli et Lazebnik 2003; Duelli et Lazebnik 2007). La fusion peut conférer de 

nouvelles propriétés aux cellules déjà transformées comme le caractère métastatique qui 

est acquis après fusion de leucocytes circulants à des cellules tumorales (Pawelek 2008). 

Elle peut aussi augmenter le caractère malin de la tumeur, par exemple en améliorant sa 

résistance aux drogues (Miller et al. 1989). Enfin la fusion pourrait être à l’origine des 

cellules souches cancéreuses (Bjerkvig et al. 2005). 

 

4. Objectifs et présentation de l'étude 

Au regard de la littérature sur les capacités de fusion des cellules souches, nous 

avons émis l'hypothèse que ce mécanisme tient une part non négligeable dans les 

mécanismes de régénération tissulaire. Cependant, la nature même de ce phénomène le 

rend difficilement observable et quantifiable in vivo. En effet, l'étape ultime après la 

formation d'un synkarion est une réduction du nombre de chromosomes aboutissant à une 

normalisation de la ploïdie ce qui ne facilite pas la détection du produit de la fusion dans 

les tissus. C'est pourquoi nous avons développé une approche expérimentale consistant à 

réaliser une coculture in vitro entre les cellules hMADS et des cardiomyocytes murins 

adultes post-mitotiques (Figure 13). Cette étape de coculture permet d'augmenter 

l'incidence des évènements de fusion et nous fournit un support moins complexe qu'un 

organe pour l'étude de ce mécanisme. 
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Mon travail de thèse a consisté au sein de ces cocultures, à caractériser 

phénotypiquement les cellules hybrides issues de la fusion puis à analyser les mécanismes 

impliqués dans ce phénomène. Dans une deuxième partie, nous avons cherché à identifier 

des facteurs susceptibles d'augmenter le potentiel de reprogrammation nucléaire médié 

par les cellules souches. Enfin la dernière partie de ma thèse a porté sur la possibilité de 

transposer la méthode de coculture et de reprogrammation à d'autres types cellulaires 

d'intérêt thérapeutique. 

 

 
Figure 13. Présentation de l'approche expérimentale et des objectifs de l'étude. Schéma du 

principe de la coculture entre les cellules hMADS (têtes de flèches jaunes) et les cardiomyocytes 

murins adultes (têtes de flèches noires). 
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MATERIEL et METHODES 

1. Isolement et culture cellulaire 

Toutes les cellules ont été incubées à 37°C, en atmosphère humide et enrichie en 

CO2

Cellules hMADS 

 (5%) et cultivées dans du milieu DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) low 

glucose (1 g/L, Invitrogen) supplémenté en sérum de veau fœtal (SVF, Dominique 

Dutscher, Brumath, France) 10% inactivé à la chaleur ; HEPES, 10 mM ; pénicilline 100 

U/mL et streptomycine 100 µg/mL (Gibco, Cergy Pontoise, France). 

Les cellules hMADS ont été isolées à partir du tissu adipeux blanc de jeunes 

donneurs sains avec le consentement éclairé des parents et l’approbation du Comité 

Ethique Régional (Comité de Protection des Personnes Ile de France IX). Les biopsies ont 

été recueillies lors d’une chirurgie réalisée dans la région ombilicale, pubienne ou 

inguinale des patients. L’isolement des cellules hMADS a été pratiqué selon un protocole 

précédemment publié (Rodriguez et al. 2005b). Brièvement, une quantité d’environ 

200 mg de tissu a été digéré pendant 20 à 30 minutes à 37°C sous agitation dans une 

solution de DMEM additionné de 2 mg/mL de collagénase B (Roche Diagnostics, Meylan, 

France), de 20 mg/mL de sérumalbumine bovine (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, 

France) et d'antibiotiques (100 U/mL de pénicilline and 100 g/mL de streptomycine, 

Invitrogen, Cergy Pontoise, France). La fraction stroma vasculaire a été séparée de la 

fraction adipocytaire par centrifugation (200 g ,10 min) et mise en culture en boîtes de 

Pétri (diamètre 100 mm ; Greiner bio-one, Les Ulis, France). Le milieu est remplacé après 

environ 12 heures pour éliminer la sous population CS à adhésion lente et enrichir la 

préparation en cellules de la fraction CA à adhésion rapide qui va donner les cellules 

hMADS. Ces cellules ont été ensemencées à une densité de 1000 à 3500 cellules / cm2

CSM humaines de moelle osseuse 

. 

Lorsqu’elles atteignent environ 70% de confluence, les cellules sont repiquées au ¼ (1000 - 

2000 cellules / cm²) après dissociation (trypsine EDTA 0,25% ; Invitrogen) et centrifugation 

(300 g, température ambiante). 

Les cellules souches mésenchymateuses humaines (CSM) nous ont été gracieusement 

fournies par madame le docteur Hélène Rouard (Etablissement Français du Sang, Créteil, 

France). Les CSM ont été isolées selon le protocole publié précédemment (Chevallier et al. 
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2010) et après obtention du consentement éclairé des donneurs. Brièvement, les cellules 

sont issues d'aspirats de moelle de la crête iliaque de patients donneurs dans le cadre 

d'une transplantation de MO (Hôpital Henri Mondor, AP-HP Créteil, France). Les cellules 

nucléées de la moelle (dont environ 0,001% sont des CSM) ont été récupérées, 

ensemencées à 2.105 cellules/cm2

Fibroblastes humains MRC5 

 et cultivées dans du milieu α -MEM (α-modified Eagle's 

medium, Invitrogen) supplémenté en SVF 10%, cifloxacine 0,5% (Bayer Pharma, Puteaux, 

France) et glutamine 1%. Les cellules nous ont été fournies sous forme d'ampoule de 

cellules congelées au passage 1. 

Cette lignée fibroblastique nous a été gracieusement fournie par monsieur le 

docteur Jorge Boczkowski (IMRB équipe 04, INSERM U955, Université Paris-Est Créteil, 

Créteil, France). Il s'agit d'une lignée de fibroblastes embryonnaires de poumon humain 

sain capables de 42 à 46 doublements de population provenant de l'ATCC (Molsheim, 

France). 

Obtention de la lignée de cellules hMADS déplétées en mitochondries 

(hMADS ρ0) 

La déplétion en mitochondries de la lignée hMADS ρ0 a été réalisée par traitement 

au bromure d’éthidium (BET, Sigma-Aldrich) 0,5 µg/mL dans du DMEM supplémenté en SVF. 

Pour assurer la survie des cellules sans mitochondries, 50 µg/mL d’uridine (Sigma-Aldrich) 

et 100 µg/mL de pyruvate (Sigma-Aldrich) ont été ajoutés au DMEM additionné de BET. La 

durée du traitement a été d’au minimum 1 mois (King et Attardi 1989; Miller et al. 1996; 

Spees et al. 2006). 

L'absence de mitochondries a été confirmée après marquage au MitoTracker Green et avec 

un anticorps spécifique des mitochondries humaines. 

 

2. Lignées murines et isolement des cardiomyocytes et des neurones 

ganglionnaires 

Les cardiomyocytes adultes ont été obtenus à partir de plusieurs lignées de souris 

âgées de 2 à 5 mois, incluant des C57BL/6J (Centre d’Elevage Janvier, Le Genest-St-Isle, 

France), des souris transgéniques GCAG-GFP (données gracieusement par le docteur 

Fabrice Chrétien, Institut Pasteur, Paris, France) et des souris transgéniques ROSA26R 

(Okabe et al. 1997) (don gracieux du docteur Shaharagim Tajbakhsh, Institut Pasteur). Ces 
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animaux ont été stabulés dans une animalerie thermostatée à 22°C avec un degré 

d’hygrométrie ambiante de 55%. Ils ont eu un libre accès à la nourriture et à la boisson et 

ont été soumis à un rythme nycthéméral imposé de 12 h de lumière et 12 h d’obscurité. 

Les cardiomyocytes néonataux et les neurones des ganglions rachidiens ont été obtenus à 

partir de souriceaux et de souris de la lignée C57BL/6J (Centre d’Elevage Janvier). 

Toutes les manipulations ont été réalisées en conformité avec la législation relative à 

l’expérimentation animale. 

Cardiomyocytes adultes 

Le protocole d’isolement a été adapté de Mitra et Morad (Mitra et Morad 1985). La 

souris a été anesthésiée par voie intrapéritonéale avec un mélange de 250 mg/kg de 

kétamine (kétamine 1000 Virbac France, Carros, France) et 10 mg/kg de xylazine (Rompun 

2%, Bayer Santé, Puteaux, France) additionné de 500 U.I. d’héparine (Héparine Choay 

25000 U.I./5 mL ; Sanofi Winthrop, Gentilly, France). Après anesthésie, le rongeur a subi 

une laparotomie médiane suivie d’une thoracotomie. Le cœur a été excisé le plus haut 

possible et immédiatement plongé dans une solution de perfusion ([mM] NaCl 113 ; KCl 

4,7 ; KH2PO4 0,6 ; Na2HPO4 0,6 ; HEPES 10 ; MgSO4 1,2 ; NaHCO3 12 ; KHCO3

Le cœur excisé a été placé sur un appareil de type Langendorff par canulation de l’aorte 

pour être perfusé à pression et température (37°C) constantes par la solution de perfusion. 

Une fois l’organe rincé, la solution de perfusion a été remplacée par un tampon de 

digestion composé de solution de perfusion additionnée de CaCl

 10 ; taurine 

30 ; rouge de phénol 0,032 ; glucose 5,5 ; pH ajusté à 7,46) refroidie sur un lit de glace. 

Tous les produits proviennent de chez Sigma-Aldrich. 

2 12,5 µM (Sigma-Aldrich) 

et d’enzymes (libérase TM Research Grade 0,1 mg/mL, Roche Applied Science, Meylan, 

France ; trypsine 0,14 mg/mL, Sigma-Aldrich). Lorsqu'il a été bien digéré, le myocarde 

prend une consistance gélatineuse. Il a été alors détaché de l’appareil, les oreillettes ont 

été retirées et les ventricules ont été dilacérés à l’aide de ciseaux. La réaction de 

digestion a été immédiatement stoppée par ajout d’un tampon d’arrêt (Stopping Buffer 1) 

composé de solution de perfusion contenant du CaCl2 12,5 µM et du sérum de veau 

nouveau-né 10% (Gibco). La dissociation finale du myocarde a été assurée par trituration 

douce à la pipette Pasteur. L’homogénat a été filtré sur une toile en nylon de 300 µm de 

seuil (Fisher Bioblock Scientific, Illkirch, France). Les cellules vivantes sédimentent par 

gravité après quelques minutes. Le surnageant a été éliminé et les cardiomyocytes ont été 

resuspendus dans un tampon (Stopping Buffer 2) composé de solution de perfusion 

additionnée de CaCl2 12,5 µM et de sérum de veau nouveau-né 5%. S’en suit une étape 

d’enrichissement en calcium qui a consisté à répéter l’opération suivante : aspiration du 
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surnageant après sédimentation des cellules et ajout de Stopping Buffer 2 contenant des 

concentrations croissantes en calcium, à savoir, [µM] 62 ; 112 ; 212 ; 500 ; 1000. 

Cardiomyocytes néonataux 

Des souriceaux âgés de moins de 48 heures ont été euthanasiés par décapitation et 

les cœurs ont été prélevés après thoracotomie puis coupés en deux et rincés dans une 

solution froide de Hank’s balanced salt solution (HBSS, Gibco) pour éliminer un maximum 

de globules rouges. Les cœurs ont ensuite été digérés pendant 5 heures à 4°C sous 

agitation dans une solution de HBSS contenant 0,25% de trypsine et 1 mM d’acide éthylène 

diamine tétracétique (EDTA) (Gibco). La digestion enzymatique a été stoppée par addition 

de DMEM supplémenté en SVF (10%) et antibiotiques et préalablement chauffé à 37°C. 

Parallèlement, une solution de HBSS froid additionné de 0,1% de collagénase de type II 

(240 U/mg, Gibco) a été préparée, filtrée et répartie dans 5 tubes. Le surnageant du tube 

contenant les cœurs digérés par la trypsine a été éliminé et remplacé par le premier 

aliquot de collagénase 0,1%. La digestion par la collagénase a été effectuée à 37°C sous 

agitation et après 2 à 3 minutes, le milieu d’une apparence trouble du fait de la présence 

de cellules est collecté et mis de côté. Cette opération de digestion et de collecte a été 

répétée avec les 4 aliquots suivant de collagénase. Ce milieu renfermant les cellules a été 

centrifugé à 300 g pendant 5 minutes puis le culot a été resuspendu dans du DMEM 

supplémenté en SVF et antibiotiques. En parallèle, un gradient isotonique de percoll à 39% 

contenant 120 mM de NaCl a été préparé. Les cellules ont été déposées 

précautionneusement sur ce gradient puis le milieu a été centrifugé à 750 g pendant 30 

minutes sans frein. Le culot contenant les cardiomyocytes a été rincé deux fois puis 

ensemencé en boîtes de culture. Après 20 minutes, les cellules flottantes ont été 

récupérées et mises en coculture alors que les cellules qui ont adhérées (majoritairement 

des fibroblastes) ont été éliminées. 

Neurones de ganglions rachidiens 

Le protocole a été adapté de Delree et al. (Delree et al. 1989). La souris a été 

anesthésiée par voie intrapéritonéale avec un mélange de 250 mg/kg de kétamine et 

10 mg/kg de xylazine puis décapitée. La colonne vertébrale a été disséquée et placée dans 

une boîte de Pétri contenant du PBS puis découpée selon le plan sagittal. La moelle 

épinière a été retirée des deux demi-colonnes et les ganglions ont été prélevés et séparés 

de leurs racines. Les ganglions ont été digérés par une solution de collagénase D 0,5% 

(Roche Applied Science) pendant 30 minutes à 37°C sous agitation. La collagénase a été 

remplacée par une solution de trypsine 0,5% à 37°C sous agitation. La digestion 
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enzymatique de 15 minutes a été stoppée par addition de DMEM supplémenté et 

centrifugation à 300 g pendant 10 minutes. Le culot a été resuspendu dans du DMEM 

supplémenté et la dissociation des ganglions par trituration mécanique a été réalisée par 

aspirations successives dans des pipettes Pasteur rodées de diamètre d'ouverture 

décroissant. Le matériel cellulaire non digéré a sédimenté et le surnageant a été récolté 

et mis en culture. 

3. Coculture avec les cardiomyocytes et les neurones ganglionnaires 

Les cardiomyocytes (adultes et néonataux) et les neurones des ganglions rachidiens 

fraîchement isolés ont été mis en coculture, en fonction des expériences, avec les cellules 

hMADS, les CSM ou les fibroblastes MRC5 dans du DMEM supplémenté additionné de 

fungizone (2,5 µg/mL) et de gentamicine (100 µg/mL ; Gibco). Le milieu a été remplacé 

après 48 heures par du milieu supplémenté classique décrit plus haut. Les deux types 

cellulaires cocultivés ont été comptés sur une cellule de Malassez avant mise en culture 

suivant un ratio 1:1. Les expériences de qRT-PCR ont été réalisées à partir de puits de 

boîtes 6 puits avec 1.105 cellules par puits. L’inhibition de contact physique a également 

été réalisée en boites 6 puits en présence d’inserts de culture constitués d’une membrane 

de polycarbonate dont les pores mesurent 0,4 µm et laissent passer uniquement les 

facteurs solubles (Millicell, Millipore). Des inserts identiques mais ayant des pores de 8 µm 

laissant passer les organites, les corps apoptotiques et les débris cellulaires ont été utilisés 

pour l’étude du transfert de matériel entre cardiomyocytes et cellules souches. Pour 

l’immunocytochimie, de 2 à 3.105 cellules ont été distribuées par boîte de culture de 

diamètre 60 mm (Greiner bio-one). En vue des observations en microscopie confocale, la 

coculture a été réalisée dans des boites de culture de type Labtek permanox (VWR, 

Fontenay-sous-bois, France). Le nombre de cellules a été d’environ 2,5 à 4.104

4. Détection de la fusion cellulaire entre cellules hMADS et 

cardiomyocytes 

. 

Système Cre/LoxP 

Les cellules hMADS ont été transduites par un adénovirus de sérotype V exprimant 

la recombinase Cre sous la dépendance d’un promoteur du cytomegalovirus (don gracieux 

du docteur Athanassia Sotiropoulos, Institut Cochin, Paris, France) 48 à 72 heures avant la 

coculture avec les cardiomyocytes ROSA26R. L’ADN de ces souris ROSA26R porte le locus 

LacZ, qui code pour la β-Galactosidase (β-Gal), sous le contrôle d’un codon stop flanqué de 
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deux sites loxP (Soriano 1999). Si les cellules hMADS exprimant la Cre fusionnent avec les 

cardiomyocytes ROSA26R, la recombinase va reconnaitre et exciser les sites loxP contenant 

le codon stop ce qui va entraîner l’expression de la β-Gal dans les cellules fusionnées 

(Figure 14). En conséquence, les cellules fusionnées et leur progénie pourront être 

détectées par une coloration au X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-

galactopyranoside), le substrat de la β-Gal ou bien par immunocytochimie avec un 

anticorps dirigé contre la β-Gal. 

 

 
Figure 14. Principe de la détection de cellules hybrides issues d'une fusion par le système Cre-

LoxP et marquage au X-Gal. Si il y a fusion entre les cellules hMADS exprimant la recombinase Cre 

et les cardiomyocytes murins de la lignée ROSA26R, la Cre va exciser les séquences spécifiques 

LoxP dans l'ADN des cardiomyocytes ROSA26R. L'excision des sites LoxP flanquant un codon stop 

permet la transcription du locus LacZ qui aboutit à l'expression de la β-Gal dans les cellules hybrides. 

En présence de X-Gal, les cellules hybrides β-Gal+ se colorent en bleu. D'après (Alvarez-Dolado et al. 

2003). 

Marquage au X-Gal 

Les cellules en coculture ont été fixées au paraformaldéhyde (PFA) 2% avant d’être placées 

dans un tampon phosphate contenant 10 mM de ferricyanure de potassium (Sigma-Aldrich), 
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10 mM de ferrocyanure de potassium (Sigma-Aldrich) et 1 mg/mL de X-Gal (Qiagen, 

Courtaboeuf, France) à 37°C pendant 24 heures. Les cellules ont été rincées au phosphate 

buffer saline (PBS, Gibco) 1X puis observées au microscope dans un milieu de montage 

contenant 70% de glycérol. 

5. Marquages des échanges intercellulaires et du transfert de 

mitochondries 

Avant la coculture et en fonction des expérimentations, les différents types 

cellulaires (cardiomyocytes et cellules hMADS) ont subi plusieurs marquages. Les échanges 

de matériel cytoplasmique ont été visualisés par un marquage des cardiomyocytes adultes 

et des neurones rachidiens avec du CM-DiI (5 µM) et un marquage des cellules souches avec 

du Qtracker 525 (4 nM). Le matériel nucléaire murin des cardiomyocytes a été marqué 

avec du Syto 64 (500 nM) et l’ADN humain avec du Syto 11 (200 nM). Enfin le transfert de 

mitochondries a pu être mis en évidence par un marquage de ces organites avec du 

MitoTracker Red (1 µM) pour les cardiomyocytes alors que les mitochondries des cellules 

hMADS ont été marquées avec du MitoTracker Green FM (200 nM). Tous ces marqueurs 

fluorescents proviennent du fournisseur Molecular Probes (Cergy Pontoise, France) et les 

marquages ont été réalisés en accord avec les instructions du fabricant. Lorsque les 

cellules ont été fixées (PFA 4%, 5 min), une contre coloration des noyaux au Hoechst 33342 

(R&D, MN, Etats-Unis) a été pratiquée avant montage dans un milieu hydrophile 

(Vectashield, Vector, CA, Etats-Unis). La quantification des échanges entre les cellules a 

été réalisé par cytométrie en flux (Cyan ADP associé au logiciel Summit v4.3, Beckman 

Coulter, Villepinte, France ; plate-forme de cytométrie en flux, IMRB). 

6. Estimation du taux de prolifération des progéniteurs murins par 

comptage cellulaire au MTT  

Pour estimer le taux de prolifération des cellules murines dans la coculture, il a 

fallu éliminer les cellules humaines une fois la reprogrammation des cardiomyocytes vers 

un stade de progéniteur effectuée. L’élimination des cellules humaines au sein des 

cocultures a débuté après 72 heures de coculture entre les cellules hMADS et les 

cardiomyocytes murins par traitement avec de l’ouabaïne 10 µM (Zhang et al. 2007). Le 

traitement a été renouvelé tous les jours pendant 5 jours. L'absence des cellules hMADS 

après traitement à l'ouabaïne a été confirmée par immunomarquage avec l'anticorps anti 

lamine A/C humaine. Entre le huitième et le quatorzième jour de la coculture, 

l’accroissement du nombre de cellules murines correspondant aux progéniteurs a été 
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estimé chaque jour. Les cellules ont été incubées pendant 4 heures à 37°C en présence de 

5% de CO2

7. Cellules hMADS et implication du statut du cycle cellulaire dans la 

reprogrammation des cardiomyocytes 

 dans du DMEM supplémenté contenant 0,1 mg/mL de MTT (bromure de 3-(4,5-

diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tetrazolium). Après l’incubation, les cellules ont été 

délicatement rincées puis lysées par du diméthylsulfoxide (DMSO). Le lysat est lu dans les 

30 minutes au spectrophotomètre à 520 nm contre un blanc (DMSO pur). Des cellules 

hMADS seules traitées à l’ouabaïne et une coculture non traitée à l’ouabaïne ont servies de 

contrôles à l’expérience. 

Avant la coculture, la croissance des cellules souches a été inhibée par une 

irradiation gamma à 100 grays. La synchronisation en phase G1/M ou G2/M avant contact 

avec les cardiomyocytes a été effectuée respectivement par traitement à l’aphidicoline 

500 ng/mL (Sigma-Aldrich) pendant 24 heures ou au nocodazole 1 µg/mL (Sigma-Aldrich) 

pendant 48 heures. La confirmation des effets sur le cycle cellulaire de ces traitements a 

été vérifiée, 24 heures après l’irradiation ou juste après avoir retiré les drogues, par 

prétraitement à la ribonucléase A (250 µg/mL, Invitrogen), marquage à l’iodure de 

propidium (50 µg/mL, Sigma-Aldrich) et analyse par cytométrie en flux (plate-forme de 

cytométrie en flux, IMRB). 

8. Réaction de polymérisation en chaîne en temps réel (qRT-PCR) 

Les ARN totaux de la coculture ou des cellules hMADS seules on été extraits à jour 

0, 1, 2, 4 et 7 à l’aide du RNeasy Mini kit (Qiagen), puis rétro-transcrits en ADN 

complémentaire avec les kits Superscript First-Strand Synthesis System et Oligo(dT)20 

(Invitrogen). Les réactions de qRT-PCR ont été répétées trois fois sur un appareil de type 

7900 qRT-PCR detection system associé au logiciel d’acquisition et d’analyse SDS 2.3 

(Applied Biosystems, Cergy Pontoise, France) en utilisant le Super Mix Platinum SYBR Green 

pour qRT-PCR (Invitrogen). Les conditions de PCR ont été les suivantes : 2 minutes à 50°C 

suivies de 2 minutes à 95°C puis 45 cycles comprenant une étape à 95°C pendant 

15 secondes et une étape à 60°C pendant 45 secondes et enfin la terminaison de la 

réaction par 15 secondes à 60°C et 15 secondes à 95°C. Le gène de référence choisi a été 

celui de la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH). Les séquences des 

amorces spécifiques d’espèces (humaine et murine) utilisées sont regroupées dans le 

Tableau 4. Les résultats ont été exprimés par des valeurs de moyennes ± écarts types. Pour 
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les comparaisons entre groupes, le test t de Student a été utilisé. Des valeurs de p 

inférieures à 0,05 ont été considérées comme statistiquement significatives. 

 

 
Tableau 4. Liste des amorces utilisées en qRT-PCR. 

9. Inhibition de la polymérisation des microtubules et de la f-actine 

Après mise en coculture et adhésion (environ 6 heures), les cellules ont été traitées 

pendant 12 h avec 1 µM de nocodazole (Sigma-Aldrich) pour inhiber la polymérisation de 

l’α-tubuline (protéine constituante des microtubules) ou avec 0,5 µM de cytochalasine D ou 

0,25 µM de latrunculine A (Sigma-Aldrich), deux inhibiteurs de polymérisation de la f-

actine. Le traitement a été renouvelé deux fois, tous les 3 jours. 
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10. Evaluation du taux de reprogrammation des cardiomyocytes adultes 

Pour déterminer le taux de reprogrammation des cardiomyocytes, les cocultures 

entre des cellules hMADS-Cre+ et des cardiomyocytes ROSA26R ont été traitées par 

10µg/mL de mitomycine C (Sigma-Aldrich). Dans ces conditions où la prolifération de 

toutes les cellules de la coculture (dont les cellules hybrides issues de la reprogrammation 

nucléaire des cardiomyocytes) a été inhibée, le comptage des cellules hybrides β-Gal+ / 

GATA-4+

11. Immunocytochimie 

 reflète directement et uniquement du nombre de cardiomyocytes reprogrammés 

après fusion avec les cellules hMADS. Le calcul du taux de reprogrammation a été effectué 

en ramenant le nombre de cellules doubles positives au nombre de cardiomyocytes vivants 

au moment de l'isolement, mesuré par cytométrie en flux, car seuls cette catégorie de 

cardiomyocytes est susceptible d'être reprogrammée. 

Les cellules ont été fixées selon l’anticorps utilisé et en accord avec les instructions 

des fournisseurs, soit au PFA 4% pendant 5 min soit par un mélange méthanol/acétone 

50/50 à – 20°C durant 3 minutes. Dans tous les cas, après réhydratation, la saturation des 

sites protéiques non spécifiques a été assurée par une incubation d’une heure à 

température ambiante dans une solution de PBS, Triton X-100 0,5%, sérum d’âne 10% 

(Sigma-Aldrich). Les cellules ont été ensuite incubées toute la nuit à 4°C en atmosphère 

humide en présence de l’anticorps primaire (Tableau 5 pour les spécificités, les origines et 

les dilutions). Ce dernier a été révélé par un anticorps secondaire anti-espèce dilué au 

centième réalisé chez l’âne et couplé à un fluorochrome (Cyanine 3 (Cy-3), Cyanine 5 (Cy-

5) ou isothiocyanate de fluorescéine (FITC), Jackson Immunoresearch Laboratories, Suffolk, 

Royaume-Uni). Une contre coloration systématique des noyaux a été réalisée à l’aide de 

Hoechst 33342 avant montage en milieu hydrophile et observation au microscope à 

fluorescence (Zeiss Axioplan 2 Imaging). 

Le comarquage α-tubuline / phalloïdine-Tetramethyl Rhodamine Isothiocyanate (TRITC, 

Sigma-Aldrich) a été réalisé après fixation au PFA 4% pendant 5 minutes puis par un 

passage rapide dans l’acétone à -20°C. Le marquage complet avec l’anticorps primaire anti 

α-tubuline et son secondaire associé a été accompli puis l’incubation en phalloïdine-TRITC 

à 5 µg/mL, d’une durée de 40 minutes, a été réalisée à 37°C et suivie d’une contre 

coloration au Hoechst 33342. 
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Tableau 5. Liste des anticorps utilisés. SMA : smooth muscle actin ; GFP : green fluorescent 

protein ; MEF-2C : myocyte enhancer factor-2C ; P4HB : prolyl four hydroxylase subunit beta. 

12. Hybridation in situ en fluorescence (FISH) sur les cocultures 

Les expériences de FISH ont été effectuées comme décrit précédemment (Brown et 

al. 1999). Les sondes COT-1 (Roche diagnostics et Invitrogen) ont été marquées par Nick 

translation (Roche diagnostics) à la Cy-3 ou à la biotine. La sonde biotinylée a été révélée 

par de la streptavidine conjuguée à la fluorescéine (Sigma-Aldrich). 

Pour les marquages centromériques consécutifs à une immunocytochimie, les cellules en 

coculture ont d’abord été marquées par l’anticorps anti-GATA-4 puis par les sondes 

centromériques spécifiques d’espèce couplées à la FITC (Kreatech Diagnostics, Amsterdam, 

Pays Bas). Après l’hybridation, les noyaux ont été contre colorés au Hoechst 33342 et 

observés en microscopie confocale (Zeiss LSM 510 Meta). 

13. Acquisition des images 

Microscopie optique 

L’ensemble des images de microscopie optique ont été acquises à partir de quatre 

dispositifs différents. Les images de fusion après coloration au X-Gal ont été réalisées sur 

un microscope inversé Eclipse TS 100 (Nikon, Champigny sur Marne, France) en association 

avec un appareil photo numérique Coolpix P5000 (Nikon). Les images contenant des 

cellules observées à la fois en contraste de phase et en fluorescence ont été obtenues sur 

un microscope DMI6000 (Leica, Wetzlar, Allemagne) permettant la microscopie en temps 

réel (Plate-forme de recherche ‘‘ImagoSeine’’, Institut Jacques Monod, INSERM, Université 
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Paris Diderot-Paris, Paris, France;) associé au logiciel d’acquisition Metamorph 7 (Universal 

Imaging). Les images des cellules étudiées uniquement en fluorescence ont été obtenues 

soit sur un microscope à fluorescence Zeiss Axioplan 2 Imaging combiné au logiciel Zeiss 

Axiovision LE 4.6, soit sur un microscope confocal Zeiss LSM 510 Méta (Le Pecq, France) 

associé au logiciel du même nom (plate-forme d’imagerie tissulaire et cellulaire, IMRB, 

INSERM U955, Université Paris-Est Créteil, Créteil, France). 

Microscopie électronique 

Les cellules issues de la coculture ont été fixées une nuit dans une solution tampon 

de phosphate de sodium 0,1 M contenant 3% de glutaraldéhyde et à pH 7,4 puis post-fixées 

pendant 1h30 dans une solution de tetraoxide d’osmium, déshydratées dans des bains 

successifs d’éthanol (50%, 70%, 80%, 95%, 100%, 100%) et inclues en résine époxy. Après 

polymérisation, des sections de 70 à 80 nm ont été préparées sur un ultramicrotome 

(Reichert Ultracut E, Depew, NY), marquées par une solution comprenant de l’acétate 

d’uranyle 2% et du citrate de plomb selon Reynolds et visualisées sur un microscope 

électronique à transmission Philips CM120 (plate-forme de microscopie électronique, 

IMRB). 



 

 
 

 

 

RESULTATS 
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RESULTATS 

1. Impact de la coculture sur les cellules hMADS et les 

cardiomyocytes murins adultes 

1.1. Echanges de matériel cellulaire et formation de cellules hybrides 

Préalablement à la coculture, les cytoplasmes des cellules hMADS et des 

cardiomyocytes ont été marqués respectivement avec les traceurs fluorescents vitaux 

QTracker 525 et CM-DiI. Dès 6 heures après mise en coculture, plus de 95% des cellules 

hMADS ont été identifiées comme contenant des macromolécules d’origine murine par 

analyse en fluorescence après fixation, par microscopie en temps réel et par cytométrie en 

flux, (Figure 15). 

 

 

 

Figure 15. Echanges de matériel cytoplasmique entre les cellules 
hMADS et les cardiomyocytes murins adultes entre 6 et 24 heures 
après l’initiation de la coculture. (A, B) Cellules hMADS contenant du 
matériel cytoplasmique humain (Q525, vert) et murin (CM-DiI, rouge) 
après fixation et coloration des noyaux au Hoechst 33342 (bleu) (A) ou 
en microscopie en temps réel (B). (C) Quantification par cytométrie en 
flux du nombre de cellules hMADS initialement non marquées (panneau 
de gauche) qui, après contact avec des cardiomyocytes murins marqués 
au CM-DiI (panneau central), ont récupéré du matériel cytoplasmique 
cardiaque une fois en coculture (panneau de droite). (A, B) Barres 
d’échelle : 20 µm. 
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De plus, en marquant le cytosquelette humain à la phalloïdine et l’ADN murin au 

Syto 11 ou bien par un marquage des noyaux humains et murins respectivement par du 

Syto 11 et du Syto 64 nous avons pu visualiser et quantifier que la totalité des cellules 

humaines ont hébergé au sein de leur cytoplasme du matériel nucléaire murin (Figure 16). 

Ces transferts de matériel nucléaire ont été observés jusqu’à 48 heures après le début de 

la coculture. 

 

 
Figure 16. Echanges de matériel nucléaire entre les cellules hMADS et les cardiomyocytes 

murins adultes entre 6 et 24 heures après l’initiation de la coculture. (A) Détection de cellules 

hMADS contenant du matériel nucléaire murin (SYTO11, vert) après fixation et coloration des 

cytoplasmes à la phalloïdine-TRITC (rouge) et des noyaux au Hoechst 33342 (bleu). (B) Microscopie 

en temps réel d’une cellule hMADS dont le noyau est marqué au SYTO11 (vert) contenant du matériel 

nucléaire murin (SYTO64, rouge). (C) Quantification par cytométrie en flux du nombre de cellules 

hMADS initialement marquées au CM-DiI (panneau de gauche) qui, après contact avec des 

cardiomyocytes murins marqués au SYTO11 (panneau central), ont récupéré du matériel nucléaire 

cardiaque une fois en coculture (panneau de droite). (A, B) Barres d’échelle : 20 µm. 
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Pour compléter l’étude de ces échanges, nous avons analysé le transfert d’organites 

entre ces deux types cellulaires. Nous avons choisi d’étudier le transfert de mitochondries 

parce qu’il a été décrit dans la littérature que les cellules souches mésenchymateuses sont 

capables de transférer leurs mitochondries à des cellules dont les organites ont été 

déplétés ou endommagés et qu'un tel transfert permettait ainsi à ces cellules une 

restauration de la respiration aérobie (Spees et al. 2006). De plus, une autre publication a 

montré qu'il existe un transfert intercellulaire de mitochondries entre des cardiomyocytes 

et des CSM en coculture (Plotnikov et al. 2008). Après marquage au Mitotracker Green FM 

et Mitotracker Red, respectivement des mitochondries humaines et murines, nous avons 

mis en évidence un transfert bidirectionnel d’organites entre les deux types cellulaires 

(Figure 17A, B). Nous avons montré qu'environ 8 cellules hMADS sur 10 sont capables de 

récupérer des mitochondries d'origine cardiaque (Figure 17C) et de manière réciproque, 

certains cardiomyocytes ont été détectés comme renfermant des mitochondries humaines 

(Figure 17B). L’ensemble de ces observations nous a permis de conclure à l’apparition de 

cellules hybrides en terme de matériel cytoplasmique, nucléaire et d'organites, quelques 

heures seulement après l’initiation de la coculture entre les cellules hMADS et les 

cardiomyocytes murins adultes. Néanmoins, au vu de nos observations, les cellules 

hybrides restent uninucléées et ne sont donc pas des hétérokaryons se formant après des 

évènements cellulaires de fusion permanente comme précédemment suggéré dans la 

littérature (Alvarez-Dolado et al. 2003; Johansson et al. 2008; Weimann et al. 2003b). 
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Figure 17. Echanges bidirectionnels de mitochondries entre les cellules hMADS et les 
cardiomyocytes murins adultes entre 6 et 24 heures après l’initiation de la coculture. (A) 

Microscopie en temps réel d’une cellule hMADS (tête de flèche) contenant des mitochondries murines 

(MitoTracker Red, rouge). (B) Microscopie en temps réel d’un cardiomyocyte (tête de flèche) 

contenant des mitochondries humaines (MitoTracker Green, vert) issues d’une cellule hMADS 

(MitoTracker Green / Q525, vert). (C) Quantification par cytométrie en flux du nombre de cellules 

hMADS initialement marquées au CM-DiI (panneau de gauche) qui, après contact avec des 

cardiomyocytes murins marqués au MitoTracker Green (panneau central), ont récupéré des 

mitochondries cardiaques une fois en coculture (panneau de droite). (A, B) Barres d’échelle : 20 µm. 

 

Afin de clarifier la nature de ces échanges (transferts intercellulaires ou 

phagocytose/endocytose), nous avons décidé de reproduire ces cocultures en présence 

d’un insert de culture qui consiste en une membrane semi-perméable qui permet la 

diffusion de vésicules, d'organites ou de corps apoptotiques dont la taille est inférieure à 
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8 µm mais inhibe le contact entre les cellules. Dans ces conditions, les cellules hMADS ont 

été incapables de capturer du matériel cytoplasmique ou nucléaire provenant du 

cardiomyocyte. Ce résultat suggère que le transfert de matériel a été effectué par 

l’intermédiaire de structures spécialisées permettant un transfert intercellulaire après 

contact et qu’il ne s’agit pas d’un phénomène de phagocytose ou d'endocytose de corps 

apoptotiques présents dans le milieu de culture. 

1.2. Formation et caractéristiques des cellules hybrides issues de la 

coculture 

Quarante huit heures après l’initiation de la coculture entre les cellules hMADS et 

les cardiomyocytes murins, des colonies de petites cellules rondes ont été détectées ayant 

une morphologie différente des deux types cellulaires en présence (Figure 18A). Nous 

avons voulu déterminer si ces cellules étaient bien des cellules hybrides issues de la fusion 

entre les cellules hMADS et les cardiomyocytes murins adultes. Pour ce faire, nous avons 

utilisé le système Cre/LoxP qui permet l’expression d'une enzyme, la β-Galactosidase (β-

Gal), uniquement dans les cellules fusionnées (Figure 14). Une coculture entre des cellules 

hMADS, transduites au préalable par la recombinase Cre, et des cardiomyocytes de la 

lignée murine ROSA26R a été réalisée. L’ADN de ces souris ROSA26R porte le locus LacZ, 

codant pour le gène de la β-Gal inséré entre deux sites loxP (Soriano 1999). Si les cellules 

hMADS exprimant la Cre fusionnent avec les cardiomyocytes ROSA26R, la recombinase va 

reconnaître et exciser les sites loxP contenant le codon stop ce qui va entraîner 

l’expression de la β-Gal dans les cellules fusionnées. Après 2 jours de coculture, les petites 

cellules rondes identiques à celles détectées lors d’une coculture classique ont pu être 

identifiées comme exprimant la β-Gal après coloration en bleu en présence du substrat de 

l’enzyme, le X-Gal (Figure 18B). Le marquage au X-Gal a été réalisé également dans une 

coculture entre des cellules hMADS non transduites par l’adénovirus contenant la Cre et 

des cardiomyocytes ROSA26R afin d’écarter la possibilité d’une expression endogène de la 

β-Gal de la part des cellules hMADS (Figure 18C).  

De plus ce résultat sur la fusion et l’expression de la β-Gal a été confirmé en 

immunocytochimie (ICC) par la co-expression de la β-Gal associée au marqueur 

cardiomyogénique précoce, GATA-4 (Figure 18D). L’expression de GATA-4, qui est un 

facteur de transcription spécifique de la voie myocardique, suggère que ces cellules 

hybrides appartiennent au lignage cardiaque. Une fois de plus la présence de β-Gal non 

spécifique a été vérifiée et exclue à l’aide d’un marquage sur une coculture entre des 
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cellules hMADS non transduites par la Cre cocultivées avec des cardiomyocytes ROSA26R et 

qui a révélé l’absence de l’enzyme au sein des cellules GATA-4 positives (Figure 18E). 

 

 
Figure 18. Détection des cellules hybrides au sein de la coculture après fusion. (A) Colonie de 

petites cellules rondes (flèche) avoisinant des cellules hMADS (tête de flèche noire) et des débris de 

cardiomyocytes (tête de flèche blanche) apparaissant après 48 heures de coculture. (B) Détection de 

cellules hybrides par marquage au X-Gal après 48 heures de coculture entre des cellules hMADS 

Cre+ (tête de flèche noire) et des cardiomyocytes ROSA26R. (C) Contrôle négatif du marquage au X-

Gal réalisé avec des cellules hMADS non transduites (tête de flèche noire). (D,E) Co-

immunomarquage de la β-Gal (Cy-5, blanc) et de GATA-4 (Cy-3, rouge) sur une coculture de 7 jours 

entre des cardiomyocytes ROSA26R et des hMADS Cre+ (D) ou des hMADS non transduites (E). 

(D,E) La flèche indique des débris de cardiomyocytes autofluorescents ; les noyaux ont été contre 

colorés au Hoechst 33342 (bleu). (A-E) Barres d’échelle : 50 µm. 
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Une caractérisation immunocytochimique (ICC) plus approfondie de ces cellules 

hybrides nous a permis d’affiner leur phénotype. La détection de GATA-4 après 7 jours de 

coculture a été combinée à d’autres marqueurs cardiomyogéniques, fibroblastique, 

musculaire lisse ou de prolifération. Les cellules GATA-4 positives ont montré une 

expression concomitante de plusieurs marqueurs cardiomyogéniques précoces comme les 

facteurs de transcription NKX2.5 et MEF-2C (Myocyte Enhancer Factor-2C) (Figure 19). 

 

 
Figure 19. Expression de marqueurs cardiomyogéniques précoces par les cellules hybrides. 
Les cellules GATA-4+ (Cy-3, rouge) expriment NKX2.5 (FITC, vert) (A) et MEF-2C (FITC, vert) (B) 

détectés par immunocytochimie après 7 jours de coculture. Les noyaux ont été contre colorés au 

Hoechst 33342 (bleu) ; barres d’échelle : 50 µm. 
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Les cellules hybrides se sont révélées négatives pour le marqueur de l’α-SMA (α 

smooth muscle actin) (Figure 20A) et pour le marqueur fibroblastique P4HB (prolyl four 

hydroxylase subunit beta) (Figure 20B). Le phénotype cardiaque de ces cellules hybrides 

semble bien confirmé.  

 

 
Figure 20. Les cellules hybrides possèdent un phénotype uniquement cardiaque. 

L’immunocytochimie après 7 jours de coculture n’a pas révélé de cellules GATA-4+ (Cy-3, rouge) 

exprimant également le marqueur de cellule musculaire lisse α-SMA (FITC, vert) (A) ou le marqueur 

fibroblastique P4HB (FITC, vert) (B). Les flèches indiquent des cellules hMADS indifférenciées 

exprimant P4HB. Les noyaux ont été contre colorés au Hoechst 33342 (bleu) ; barres d’échelle : 

50 µm. 
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A l’inverse, la présence de marqueurs cardiaques tardifs comme la desmine, la 

troponine cardiaque I (cTnI) ou l’α-actinine sarcomérique n’a été détectée que dans moins 

de 5% des cellules exprimant GATA-4 (Figure 21) suggérant que les cellules hybrides ont 

plutôt un phénotype de progéniteur cardiaque. 

 

 
Figure 21. Cellules hybrides et expression de marqueurs cardiomyogéniques tardifs. 

Immunocytochimie sur des cocultures de 7 jours. De très rares cellules ont été trouvées exprimant la 

desmine (FITC, vert) (A), la troponine cardiaque I (FITC, cTnI, vert) (B) et l’α-actinine sarcomérique 

(FITC, vert) (C) en association avec GATA-4 (Cy-3, rouge). Les noyaux ont été contre colorés au 

Hoechst 33342 (bleu) ; barres d’échelle : 50 µm. 
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L'hypothèse du phénotype progéniteur des cellules hybrides a été renforcée par la 

présence du marqueur de prolifération Ki67, toujours associé à GATA-4 (Figure 22A) et 

également présent lors d’un triple marquage associant la β-Gal, GATA-4 et Ki67 (Figure 

22B). Il est important de noter que les cellules hMADS cultivées seules ont été testées et se 

sont révélées négatives pour l’ensemble des anticorps utilisés à l’exception de P4HB et 

Ki67. 

 
Figure 22. Capacité de prolifération des cellules hybrides. Immunomarquage de Ki67 (FITC, vert 

(A) et Cy-5, blanc (B)) sur des cocultures de 7 jours en association avec GATA-4 (Cy-3, rouge) (A) et 

β-Gal (Cy-3, rouge) / GATA-4 (FITC, vert) (B). Les noyaux ont été contre colorés au Hoechst 33342 

(bleu) ; barres d’échelle : 50 µm. 

 

Après avoir caractérisé les cellules hybrides en termes de marqueurs cellulaires, 

nous avons analysé les capacités de prolifération des cellules hybrides. Le temps de 

doublement et la prolifération des cellules hybrides ont été analysés à partir de cocultures 
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entre des cellules hMADS-Cre+ et des cardiomyocytes ROSA26R. Nous avons montré que le 

temps de doublement des cellules hybrides β-Gal+ / GATA-4+

 

 est environ de 24h heures par 

comptage de celles-ci entre J2 et J5 post-coculture. L'évolution au cours du temps des 

capacités prolifératives des cellules hybrides a ensuite été analysé à l’aide d’un marquage 

au MTT pratiqué entre jour 8 (J8) et jour 14 (J14) sur des cocultures préalablement 

déplétées en cellules humaines par traitement à l’ouabaïne. Les résultats obtenus ont 

confirmé non seulement la capacité de prolifération des cellules hybrides mais révèlent 

également que ce potentiel est limité dans le temps (inférieur à 14 jours) (Figure 23). 

 

Figure 23. Prolifération des progéniteurs au sein de la coculture mesurée par MTT (courbe 

verte). Une coculture non traitée (courbe bleue) et des cellules hMADS traitées à l’ouabaïne (courbe 

rouge) ont fait office de contrôles. 

Au regard de l'expression de gènes cardiomyogéniques précoces et non tardifs et du 

potentiel de prolifération, l’ensemble de ces résultats a suggéré que la fusion cellulaire 

entre des cellules hMADS et des cardiomyocytes murins adultes post-mitotiques a aboutit à 

la formation de cellules hybrides qui possèdent des caractéristiques de progéniteurs 

cardiaques. 

1.3. Origine des progéniteurs cardiaques 

Nous avons ensuite essayé de déterminer si les progéniteurs cardiaques hybrides 

provenaient de la transdifférenciation des cellules hMADS ou d'une reprogrammation 

nucléaire des cardiomyocytes murins. Pour répondre à cette question nous avons recherché 

l’origine parentale des progéniteurs. Des analyses de qRT-PCR avec des amorces 

spécifiques d’espèce (murine et humaine) ont été réalisées sur des cinétiques de coculture 

allant de jour 0 (J0) à jour 7 (J7). Nous avons choisi d’étudier les gènes correspondant au 

panel de protéines sélectionné en ICC lorsque le choix d’amorces spécifiques d’espèce a 

été possible. En plus de GATA-4, Ki67, MEF-2C et desmine, le gène P300, un activateur 
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transcriptionnel de GATA-4 ayant aussi une activité histone acétyltransférase (Yanazume et 

al. 2003) a été étudié. En ce qui concerne la troponine cardiaque, les formes humaine et 

murine étant très conservées, nous n'avons pas réussi à identifier d'amorces spécifiques 

d'espèce. En conséquence notre choix d'amorces s'est porté sur la sous unité T (cTnT) de la 

forme murine. Les niveaux d’expressions des différents gènes sont présentés en 

multiplication d’expression relative par rapport au J0 qui a été normalisé et qui 

correspond à la mise en coculture des deux types cellulaires. Les valeurs d’abondance 

relative des gènes humains ont été divisées par les valeurs d’abondance des cellules hMADS 

non cocultivées (hMADS seules) afin d’éviter un pic d’expression du gène Ki67 suite à la 

prolifération normale des cellules souches au sein de la coculture. 

De manière surprenante, les cellules en coculture ont montré une activation de 

l’expression des gènes cardiomyogéniques précoces murins alors que leurs équivalents 

humains n’ont pas été activés (Figure 24). L’activation transcriptionnelle des gènes murins 

GATA-4, MEF-2C, Ki67 et P300 a en effet été multipliée respectivement par 6,5 ; 3,8 ; 7 et 

4,5 après 7 jours de coculture (p<0.01 par rapport au J0 pour ces 4 gènes) en comparaison 

de l’activation transcriptionnelle de leurs homologues humains qui n’a pas évoluée et est 

restée stable autour de la valeur initiale. De la même manière que lors des marquages en 

ICC, seuls les gènes cardiomyogéniques précoces ont subi une augmentation de leur 

activité transcriptionnelle alors que les gènes cardiaques tardifs, la cTnT et la desmine, 

n’ont pas connu de variation par rapport à leur niveau d’expression à J0. 

 

 
Figure 24. Reprogrammation des cardiomyocytes mesurée par qRT-PCR. Evolution de 

l’expression des gènes murins (A) et humains (B) au cours de la coculture entre les cellules hMADS 

et les cardiomyocytes de J0 à J7. Les données sont représentées sous forme de moyennes ± écarts 

types à partir d’au moins trois expériences indépendantes. *, p<0,05 ; **, p<0,01 ; ***, p<0,005.  

 

Ces résultats ont suggéré que les progéniteurs cardiaques hybrides avaient une 

origine murine. Cette origine murine des cellules hybrides cardiaques a également été 
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confirmée par ICC grâce à un marquage combinant GATA-4 avec des anticorps anti-lamine 

A/C spécifiques d'espèces (Figure 25A). Par cette technique, nous avons montré que les 

colonies hybrides GATA-4+ n'expriment pas la forme humaine de la lamine A/C. 

Enfin l'origine murine des progéniteurs cardiaques murins a été confirmée en réalisant une 

coculture entre des cellules hMADS et des cardiomyocytes issus de la lignée de souris 

transgéniques exprimant la GFP de façon ubiquitaire. En accord avec les expériences 

précédentes, les progéniteurs GATA-4+

 

 expriment également la GFP d'origine murine 

(Figure 25B). 

 

Figure 25. Analyse de l’origine des progéniteurs par 

immunocytochimie d’une colonie GATA-4 positive après 7 

jours de coculture. (A) La colonie GATA-4+ (rouge) exprime 

une lamine A/C murine (blanc) et pas humaine (vert). (B) Après 

coculture avec des cardiomyocytes GFP+, les progéniteurs sont 

GATA-4+ (rouge) / GFP+ (vert). Les noyaux ont été contre 

colorés au Hoechst 33342 (bleu) ; barres d’échelle : 50 µm. 



 

101 
 

Le phénotype murin des progéniteurs hybrides cardiaques va donc à l’encontre d’un 

phénomène de transdifférenciation des cellules hMADS dans la voie cardiomyocytaire et 

soutient une reprogrammation du noyau du cardiomyocyte adulte vers un stade plus 

immature de progéniteur. 

Afin de montrer le rôle de la fusion entre les deux types cellulaires dans la 

reprogrammation des cardiomyocytes, nous avons effectué des cocultures en présence 

d’un insert de culture constitué d’une membrane semi-perméable de 0,4 µm de seuil. Ces 

membranes, très sélectives, ne sont perméables qu'aux facteurs solubles et inhibent tout 

contact cellulaire ou passage d'organites. Une deuxième série d’expérience a consisté à 

réaliser des cocultures avec des cellules hMADS fixées à la PFA. Cette technique de fixation 

a été montrée comme inhibant les phénomènes de fusion entre des spermatozoïdes et des 

œufs d’oursin ou entre des cellules souches neurales et des cellules endothéliales tout en 

permettant la reconnaissance et les associations entre récepteurs de ces cellules (Vacquier 

1979; Wurmser et al. 2004). Dans ces deux conditions (insert et PFA), aucune 

reprogrammation n’a été observée ce qui indique que les signaux véhiculés par des 

molécules solubles ou bien les interactions cellule-cellule via des récepteurs membranaires 

n’interviennent pas ou peu dans la reprogrammation et dans la génération des cellules 

hybrides progénitrices cardiaques (Figure 26). 

 

 
Figure 26. Importance des contacts cellule-cellule dans la reprogrammation mesurée par qRT-

PCR. (A) En présence d’une membrane semi-perméable inhibant le contact entre les cellules hMADS 

et les cardiomyocytes, aucune modification de l’expression des gènes murins ne se produit. (B) 

L’inhibition des contacts n’a pas d’effet sur l’expression des gènes humains. Les données sont 

représentées sous forme de moyennes ± écarts types à partir d’au moins trois expériences 

indépendantes. 

 

Nous avons également évalué la fréquence de reprogrammation des cardiomyocytes 

murins adultes. Pour ce faire, nous avons traité les cocultures Cre / ROSA26 à la 
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mitomycine C pour inhiber la prolifération des cellules hybrides. Dans ce contexte, le 

comptage des cellules β-Gal+ / GATA-4+

 

 permet d'évaluer le taux de reprogrammation des 

cardiomyocytes. Le nombre de cellules double positives a été en moyenne de 10 pour 

100 000 cardiomyocytes. Néanmoins, les étapes d’isolement de mise en coculture dans nos 

conditions ont représenté des moments de stress pour les cardiomyocytes qui ont été 

nombreux à être endommagés et à ne pas survivre lors de la mise en coculture comme cela 

est montré après un marquage à l’iodure de propidium et analyse au cytomètre en flux 

(Figure 27). En tenant compte de la proportion de cardiomyocytes mourant au moment de 

l'initiation de la coculture (estimée à 90%), le pourcentage de cardiomyocytes susceptibles 

d’être reprogrammés n'est que de 10% et le taux de reprogrammation serait donc d'environ 

0,1%. 

 

Figure 27. Taux de survie des cardiomyocytes après dissociation cardiaque. (A) La population 

de cardiomyocytes de la région R1 a été sélectionnée de façon à exclure les débris de l’analyse. (B) 

Analyse par cytométrie en flux de la compensation pour les canaux FL1-H (FITC) et FL2-H 

(Phycoérythrine) des cardiomyocytes non marqués. (C) Analyse par cytométrie en flux des 

cardiomyocytes après incubation à l’iodure de propidium. 

1.4. Reprogrammation et fusion partielle 

Après avoir démontré le rôle de la fusion dans la reprogrammation des 

cardiomyocytes adultes, nous avons voulu déterminer quel était le type de fusion impliqué 

dans l’apparition des cellules hybrides. En effet, deux modalités de fusion ont été décrites 

à ce jour dans la littérature : une modalité de fusion permanente et une de fusion 

partielle. Le modèle de fusion permanente a déjà été mis en évidence in vivo (Alvarez-

Dolado et al. 2003; Johansson et al. 2008; Terada et al. 2002) et peut se manifester sous 

différents aspects (hétérokaryon ou synkaryon) comme cela a été décrit précédemment 

dans l’introduction. Le deuxième processus, qualifié de fusion partielle, intervient sous la 

forme d’échanges de matériel entre deux cellules comme cela a été montré pour le 
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transfert de mitochondries des cellules souches vers les cardiomyocytes néonataux 

(Plotnikov et al. 2008). Cette modalité de fusion fait intervenir des structures de 

communications intercellulaires appelées nanotubes (Cselenyak et al. 2010; Onfelt et al. 

2006; Rustom et al. 2004). 

Les phénomènes de fusion permanente ont été recherchés par des expériences de 

FISH en utilisant des sondes nucléaires spécifiques d’espèce (Figure 28A, B). Le nombre de 

synkaryons doublement marqués détectés par cette méthode a été très faible, environ 1 

noyau sur 200 cellules hybrides (Figure 28C). De plus, aucun hétérokaryon n’a été observé 

avant l'apparition des progéniteurs cardiaques hybrides mononucléés, entre 0 et 48 heures 

et les cellules ayant une morphologie identiques à celles présentes au sein des colonies 

GATA-4+ /β-Gal+ ont un contenu nucléaire uniquement murin (Figure 28D). Enfin, les 

cellules exprimant GATA-4 ont un noyau contenant uniquement de l'ADN murin (Figure 28E, 

F). L’ensemble de ces données va à l’encontre d’un phénomène de fusion permanente 

comme mécanisme principal responsable de la formation des progéniteurs cardiaques. 

D’autres données sont venues appuyer ces résultats ; en particulier des images de 

microscopie en temps réel et de microscopie électronique qui ont apporté des arguments 

en faveur de la fusion partielle. La microscopie en temps réel a permis de souligner une 

continuité membranaire entre les cellules hMADS et les cardiomyocytes par l’intermédiaire 

de structures ressemblant aux nanotubes décrits dans la littérature et permettant une 

communication entre les deux types cellulaires (Figure 29A, B). La microscopie 

électronique a révélé deux autres types d’interactions entre les cellules souches et les 

cardiomyocytes. La première a consisté en de longues et minces protrusions joignant des 

cellules distantes (Figure 29C) et différant des nanotubes du fait qu’elles ont adhéré à la 

boîte de culture contrairement à ces derniers qui sont décrits comme non adhérents 

(Gurke et al. 2008). L’autre interaction a été constatée entre deux cellules en contact qui, 

au niveau de certains points focaux ont pu connaître des disparitions de leurs membranes 

plasmiques au profit d’une mise en contact de leurs cytoplasmes respectifs (Figure 29D-G). 
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Figure 28. Analyse de la fusion permanente dans les cocultures. (A-D) FISH à l’aide de sondes 

chromosomiques murines (COT-1 FITC, vert) et humaines (COT-1 Cy-3, rouge). (A, B) Contrôle de la 

spécificité des sondes COT-1 utilisées sur des cardiomyocytes seuls (A) et des cellules hMADS 

seules (B). L’étoile indique un agrégat de débris de cellules cardiaques. (C) Détection de synkaryons 

(flèches) contenant à la fois de l’ADN humain et murin après 48 heures de coculture. (D) Au sein 

d’une colonie à J5, les noyaux des cellules contiennent uniquement de l’ADN murin (vert). La flèche 

désigne une cellule humaine (rouge) n’appartenant pas à la colonie. (E, F) Immunocytochimie anti-

GATA-4 combinée à un FISH marquant tous les centromères murins ou humains (FITC, vert) après 48 

heures de coculture. (E) Confirmation du contenu nucléaire uniquement murin (vert) des noyaux 

GATA-4+. (F) Les cellules dont l’ADN est humain (vert) n’expriment pas GATA-4. Les noyaux ont été 

contre colorés au Hoechst 33342 (bleu) ; barres d’échelle : 20 µm. 
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                                                                        hMADS et des cardiomyocytes distants. (C) Vue partielle 

d’une protubérance (têtes de flèche) issue d’une cellule hMADS entourant la membrane d’un 

cardiomyocyte. Barre d’échelle : 378 nm. (D) Partie terminale d’une protubérance. Barre d’échelle : 

644 nm. (E) Vue élargie de la zone de contact encadrée en (D) avec suspicion d’une perte de contact 

(flèche) entre les membranes et mise en commun des cytoplasmes. Barre d’échelle : 275 nm. (F) 
Illustration de la proximité des membranes. Barre d’échelle : 863 nm. (G) Vue élargie du site de 

contact montré en (F) suggérant des points de rupture membranaire (flèches). Barre d’échelle : 

410 nm.  

 

Figure 29. Détection de structures de 

communication intercellulaires 

permettant une fusion partielle. (A, B) 

La microscopie en temps réel réalisée 

après 6 heures de coculture a permis de 

révéler d’étroites structures membranaires 

(têtes de flèche) reliant les cellules 

hMADS (flèches) et les cardiomyocytes 

(étoiles). Barres d’échelle : 20 µm. (C-G) 

Microscopie électronique illustrant les 

nombreux types d’interactions entre les 

cellules hMADS (hMADS) et les 

cardiomyocytes (CM) après 24 heures de 

coculture. (C-E) Longues et fines 

protubérances connectant des cellules  
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D’après la définition et le rôle des nanotubes décrits dans la littérature, nous nous 

sommes focalisés sur ces structures et leur implication possible dans la reprogrammation 

des cardiomyocytes. En effet ce système de communication, découvert récemment 

(Rustom et al. 2004) présente des caractéristiques qui pourraient nous aider à mieux 

comprendre les mécanismes intervenant dans la reprogrammation. Les nanotubes, présents 

chez la plupart des cellules animales sont un moyen de communication transitoire 

privilégié pour le transfert de grosses molécules comme des récepteurs membranaires ou 

encore des organites (Rustom et al. 2004). Ils permettent des communications sur de 

longues distances (plusieurs dizaines de micromètres) et sont classés en fonction de leur 

composition protéique qui peut être de la f-actine (microfilaments), de la tubuline 

(microtubules) ou une association des deux (Onfelt et al. 2006). 

Un marquage de ces structures à l’aide d’une part de phalloïdine-TRITC qui reconnaît le 

cytosquelette d’actine et d’autre part d’un anticorps dirigé contre l’α-tubuline a révélé 

que ces deux protéines entraient dans la composition des nanotubes détectés dans nos 

cocultures (Figure 30A, B). 

1.5. Implication des nanotubes dans la fusion partielle et dans la 

reprogrammation des cardiomyocytes 

Après avoir élucidé la composition des nanotubes, nous avons voulu déterminer 

l’implication de ces structures dans la reprogrammation du cardiomyocyte, c’est pourquoi 

des inhibiteurs de polymérisation ont été utilisés et leurs conséquences sur la 

reprogrammation ont été étudiées. La synthèse des filaments de f-actine a été inhibée par 

deux molécules : la cytochalasine D et la latrunculine A et la polymérisation des 

microtubules a été stoppée par un traitement au nocodazole. Ces poisons moléculaires 

étant toxiques, les temps de contact avec les cellules n’ont pas excédé 12 heures et ont 

été répétés à trois reprises sur une durée totale de 7 jours. Les conséquences sur 

l’expression des gènes cardiaques humains et murins ont été analysées après 7 jours de 

coculture par qRT-PCR et ont été comparés aux cocultures non traitées (Figure 30C). 

L’action des trois drogues a engendré une diminution de l’expression du gène cardiaque 

précoce murin GATA-4 avec une abondance relative de 0,7 ; 0,6 et 0,82 après traitement 

respectif au nocodazole, à la cytochalasine D et à la latrunculine A. Malgré une différence 

significative avec le témoin concernant le gène murin MEF-2C ; 1,53 et 1,3 d’abondance 

relative respectivement après traitement au nocodazole et à la latrunculine A, 

l’augmentation de l’expression n’a pas été suffisante par rapport à l’expression relevée 

dans le contrôle pour l’interprétation de cette donnée. Néanmoins, la baisse d’expression 
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de GATA-4 a été accompagnée d’une augmentation de l’expression des gènes cardiaques 

tardifs murins avec des valeurs d’abondance relative de 3 ; 3,8 et 2 pour la desmine et 

2,7 ; 3,1 et 2,8 pour la troponine cardiaque T respectivement pour le nocodazole, la 

cytochalasine D et la latrunculine A. La diminution de l’activité transcriptionnelle du gène 

cardiaque précoce GATA-4 et l’augmentation de transcription des gènes tardifs constatées 

lors de l'ajout des drogues inhibant la formation des nanotubes indiquent une inhibition de 

la reprogrammation du cardiomyocyte vers un stade plus immature. De plus les données 

correspondant à l’analyse des gènes humains (Figure 30D) ont montré une forte activation 

de la transcription de GATA-4 dans les trois conditions d’inhibition (abondances relatives 

de 4,4 ; 3,3 et 2,2 respectivement pour le nocodazole, la cytochalasine D et la latrunculine 

A) ainsi qu’une augmentation de l’activité transcriptionnelle de la desmine après 

traitement à la cytochalasine D (2,9) et à la latrunculine A (2,2). L’expression des 

transcrits de MEF-2C par contre n’a pas évolué de manière significative. Ces résultats sur 

les variations d'expression des gènes humains suggèrent qu'en l'absence de contacts 

cellulaires, les cellules hMADS s’engagent vers une voie de transdifférenciation 

cardiomyogénique. 

 



 

108 
 

 
Figure 30. Implication des filaments de f-actine et des microtubules dans la reprogrammation 

des cardiomyocytes. (A) Six heures après le début de la coculture, des filaments composés de f-

actine (rhodamine-phalloïdine, rouge) et de microtubules (FITC, vert) permettent la connexion des 

cellules souches (flèche) et des cardiomyocytes (tête de flèche). (B) Contact membranaire étroit entre 

une cellule hMADS (flèche) et un cardiomyocyte (tête de flèche) montrant la concentration en 

microtubules (vert) et en f-actine (rouge) au niveau du site de contact. (A,B) Les noyaux ont été contre 

colorés au Hoechst 33342 (bleu) ; barres d’échelle : 10 µm. (C, D) Inhibition de la reprogrammation 

après traitement aux inhibiteurs de polymérisation de la f-actine (cytochalasine D 0,5 µM et 

latrunculine A 0,25 µM) et de microtubules (nocodazole 1 µM) analysée par qRT-PCR après 7 jours 

de coculture. Les données sont représentées sous forme de moyennes ± écarts types à partir d’au 

moins trois expériences indépendantes. *, p<0,05 ; **, p<0,01 ; ***, p<0,005. 
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Des marquages immunocytochimiques en présence des inhibiteurs de synthèse des 

nanotubes ont été menés pour étudier le degré de transdifférenciation cardiaque des 

cellules hMADS en coculture. Ces marquages ont permis dans un premier temps de mettre 

en évidence une diminution importante du nombre de cellules doubles positives pour 

GATA-4 et lamine A/C murine au sein des colonies de progéniteurs (données non 

montrées). Dans un second temps, des cellules GATA-4 positives ont été détectées en 

association avec l’expression de lamine A/C d’origine humaine (Figure 31), supportant 

l’hypothèse d’une transdifférenciation des cellules hMADS en l’absence de transferts de 

matériel cytoplasmique et nucléaire. Cependant, les protéines MEF-2C, troponine 

cardiaque I et desmine n’ont pas été détectées après 7 jours de coculture, appuyant 

l’hypothèse d’une transdifférenciation incomplète des cellules souches humaines. Les 

effets des drogues sur des cellules hMADS seules non cocultivées ont été évalués et n'ont 

montré aucune activation d'un programme cardiomyogénique (données non montrées). 

Aucune différence significative sur les expressions des différents gènes analysés n’a 

été observée entre les trois drogues ce qui a montré l’action simultanée et indispensable 

des nanotubes composés à la fois de f-actine et de microtubules. 
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Figure 31. Transdifférenciation partielle des cellules hMADS en coculture après exposition aux 
inhibiteurs de polymérisation des nanotubes. (A-C) Co-immunomarquage de GATA-4 (Cy-3, 

rouge), lamine A/C humaine (FITC, vert) et desmine (Cy-5, blanc) sur des cocultures de 7 jours après 

traitement à la cytochalasine D (A), à la latrunculine A (B) et au nocodazole (C). En présence des 

drogues, certaines cellules humaines positives pour la lamine A/C humaine expriment GATA-4 mais 

pas la desmine (têtes de flèches). De plus le nombre de progéniteurs GATA-4+ / lamine A/C humaine- 

et desmine- est plus faible (flèches) que dans les cocultures non traitées. Les noyaux ont été contre 

colorés au Hoechst 33342 (bleu) ; barres d’échelle : 50 µm. 
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1.6. Transfert des mitochondries humaines et reprogrammation 

Etant donné que des transferts de mitochondries des cellules souches vers les 

cardiomyocytes ont été antérieurement décrits dans des systèmes de coculture (Plotnikov 

et al. 2008), nous avons voulu déterminer si un tel transfert avait lieu dans notre 

configuration. Après marquage des mitochondries humaines et mise en coculture avec les 

cardiomyocytes adultes, les organites fluorescents humains ont été retrouvés dans le 

cytoplasme des cellules murines après 12 heures de coculture (Figure 32A). 

Une coculture en présence d’une membrane semi-perméable de 0,8 µm de seuil a montré 

qu'en l'absence de contacts intercellulaires, la proportion de mitochondries transférées de 

la cellule souche vers le cardiomyocyte était largement diminuée (données non montrées). 

Cette donnée suggère que la présence de mitochondries humaines dans le cardiomyocyte 

murin ne résulte pas d'un transfert via le milieu extracellulaire par capture de débris ou de 

corps apoptotiques mais bien que ce transfert de mitochondries a été assuré par un 

phénomène mettant en jeu des structures intercellulaires comme cela est montré dans la 

Figure 32A. 

Les mitochondries transférées, détectées 12 heures après le début de la coculture 

ont également été retrouvées dans les cellules progénitrices β-Gal+ / GATA-4+ à J7 comme 

nous avons pu l’observer après une coculture entre des cellules hMADS-Cre+ et des 

cardiomyocytes ROSA26R (Figure 32B, C). 
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Figure 32. Transfert de mitochondries humaines vers les cardiomyocytes et présence de ces 

organites dans les progéniteurs cardiaques murins. (A) Présence de mitochondries humaines 

(têtes de flèche, MitoTracker Green, vert) à l’intérieur d’une structure nanotubulaire entre une cellule 

hMADS (flèche) et un cardiomyocyte (étoile) après 12 heures de coculture et fixation à la PFA 4%. (B) 

Malgré leur phénotype murin, les cellules hybrides β-Gal+ / GATA-4+ contiennent des mitochondries 

humaines (FITC, vert) dans leur cytoplasme. (C) Contrôle de spécificité de l’anticorps anti-

mitochondries humaines utilisé (FITC, vert). Les noyaux ont été contre colorés au Hoechst 33342 

(bleu) ; barres d’échelle : 20 µm. 

 

Au regard de ces résultats sur les cellules progénitrices et sur l’importance des 

nanotubes dans la reprogrammation, le rôle des mitochondries dans ce phénomène a été 

investigué grâce à la création d’une lignée de cellules hMADS déplétée en mitochondries 

(hMADS ρ0) après traitement au bromure d'éthidium (BET) sur une longue période 

(supérieure à 1 mois). En effet, l'ajout de BET dans le milieu de culture à faible 

concentration (0,5 µg/mL) permet la déplétion de l’ADN mitochondrial sans altérer l’ADN 

nucléaire comme cela a été rapporté antérieurement dans la littérature pour d’autres 

types cellulaires (King et Attardi 1989; Miller et al. 1996; Spees et al. 2006). Après avoir 
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confirmé l'absence de mitochondries dans les cellules hMADS ρ0 (environ 95%, Figure 33A) 

celles-ci ont été transduites par la Cre et leur capacité de fusion a été analysée par 

coculture avec des cardiomyocytes ROSA26R et comparée à une coculture contrôle. La 

proportion de cellules β-Gal+ / GATA-4+ issues de la coculture avec les cellules hMADS ρ0 a 

été réduite de 70 à 90% par rapport à la coculture témoin (Figure 33B, C). Ce résultat 

indique l'importance du transfert de mitochondries fonctionnelles de la cellule souche vers 

le cardiomyocyte pour que ce dernier puisse se reprogrammer. Le faible taux de 

reprogrammation détecté en ICC résulte probablement de la fusion de quelques cellules 

hMADS présentes dans la lignée ρ0 dont les mitochondries n'ont pas été altérées 

(proportion estimée à 5% après marquage au Mitotracker Green). L'importance du transfert 

de mitochondries pour la reprogrammation du cardiomyocyte a été confirmée en qRT-PCR 

(Figure 33D). L’activation des gènes cardiaques précoces et tardifs murins ont subi une 

diminution significative de transcription avec des valeurs d’abondance relative de 0,43 

pour GATA-4 ; 0,22 pour MEF-2C ; 0,02 pour la desmine et 0,07 pour la troponine cardiaque 

T. La diminution relativement peu importante d’un facteur 2,3 pour GATA-4 et d’un 

facteur 4,5 pour MEF-2C peut s’expliquer par la présence des quelques cellules hybrides 

cardiaques β-Gal+ / GATA-4+ détectées en ICC, alors que l’effondrement des transcrits de 

la desmine et de la troponine cardiaque T traduit une diminution drastique de la capacité 

de survie des cardiomyocytes en l’absence de transfert de mitochondries humaines et leur 

incapacité à se reprogrammer. L’inhibition de la reprogrammation constatée dans ces 

conditions va de pair avec l’augmentation du nombre de transcrits humains de GATA-4, 

suggérant une entrée en différenciation des cellules hMADS dans la voie cardiomyogénique 

(Figure 33E). 
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Figure 33. Rôle du transfert de mitochondries dans la reprogrammation. (A) Marquage au 

MitoTracker Green (vert) indiquant la déplétion en mitochondries de la lignée hMADS ρ0 (panneau de 

droite) par rapport à des cellules hMADS contrôle (panneau de gauche). (B) Une coculture à 7 jours 

entre les cellules hMADS ρ0 et des cardiomyocytes ROSA26R montrant un nombre réduit de 

progéniteurs β-Gal+ / GATA-4+ comparée à une coculture témoin (C). (D, E) QRT-PCR montrant 

l’expression des gènes cardiaques murins (D) et humains (E) d'une coculture entre cellules hMADS 

ρ0 et cardiomyocytes ROSA26R comparée à une coculture avec des cellules hMADS non déplétées 

en mitochondries. Les données sont représentées sous forme de moyennes ± écarts types obtenus à 

partir d’au moins trois expériences indépendantes. **, p<0,01 ; ***, p<0,005. 
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2. Analyse du potentiel de reprogrammation des cardiomyocytes par 

d'autres types cellulaires 

Nous avons voulu déterminer si le potentiel de reprogrammation des cellules hMADS 

leur était spécifique ou bien si d’autres types cellulaires partageaient cette capacité. Le 

premier type cellulaire choisi a été des cellules souches mésenchymateuses humaines 

(CSM) dérivées de moelle osseuse. Les analyses pratiquées ont été du même ordre que 

celles réalisées avec les cellules hMADS. Après avoir mis en évidence l'apparition dans les 

cocultures de cellules morphologiquement différentes des cellules souches et des 

cardiomyocytes in vitro, une exploration phénotypique de ces cellules a été menée. Dans 

les cocultures, les cellules exprimant GATA-4 expriment également NKX2.5, la lamine A/C 

d’origine murine et le marqueur de prolifération Ki67 (Figure 34). 

 
Figure 34. Caractérisation phénotypique par immunocytochimie des cellules issues de la 

coculture entre des cellules souches mésenchymateuses de la moelle osseuse et des 

cardiomyocytes adultes. Les cellules GATA-4+ (Cy-3, rouge) expriment NKX2.5 (FITC, vert) (A), 
Ki67 (FITC, vert) (B) et la lamine A/C d’origine murine (Cy-5, blanc) (C). Les noyaux ont été contre 

colorés au Hoechst 33342 (bleu) ; barres d’échelle : 50 µm. 
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Les expériences de qRT-PCR ont révélé le même profil d’activation 

transcriptionnelle que les cellules hMADS à savoir une augmentation significative de la 

transcription des gènes cardiaques précoces et de prolifération murins GATA-4, MEF-2C, 

P300 et Ki67 et l’absence d’activation des gènes cardiaques tardifs de la desmine et de la 

troponine cardiaque T (Figure 35A) ainsi qu’une absence d’activation de tous les gènes 

humains testés (Figure 35B). Les résultats obtenus en ICC et qRT-PCR montrent donc que 

les CSM possèdent des caractéristiques similaires en termes de reprogrammation à celles 

des cellules hMADS. Cependant il est important de noter que ces expériences de cocultures 

ont été réalisées avec des CSM cultivées à des passages précoces (passages 2 à 3). Des 

tentatives de cocultures à des passages plus tardifs se sont soldés par des résultats 

décevants tant au niveau de la coculture en elle-même (morphologie des MSC et 

interactions avec les cardiomyocytes) que des analyses en qRT-PCR qui démontrent 

l'absence de reprogrammation (données non montrées). 

Le deuxième type de cocultures a été effectué entre des cardiomyocytes et des 

fibroblastes pulmonaires humains de la lignée MRC5. Ces cellules ont été choisies car elles 

sont douées d’une capacité de prolifération mais dépourvues de plasticité. Contrairement 

aux cellules hMADS et aux CSM de moelle osseuse, les fibroblastes humains ne sont pas 

capables de reprogrammer les cardiomyocytes en coculture. Malgré une augmentation 

significative à partir de J4 des transcrits de GATA-4, aucun autre gène cardiaque précoce 

murin (MEF-2C, P300) n’a été activé (Figure 35C), suggérant une reprogrammation 

incomplète des cardiomyocytes. Une étude en ICC de cocultures entre des MRC5 Cre+ et 

des cardiomyocytes ROSA26R a confirmé l'absence de cellules hybrides β-Gal+ / GATA-4+ et 

donc l'absence de fusion entre ces deux types cellulaires (résultats non montrés). Du côté 

des gènes humains, l'analyse en qRT-PCR a montré que seul GATA-4 a subi une 

augmentation de transcription (Figure 35D). Ce phénomène peut à nouveau être 

interpréter comme un engagement des fibroblastes dans la voie cardiomyogénique mais 

nous n’avons pas exploré cette possibilité plus en détails. 
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Figure 35. Comparaison du potentiel de reprogrammation de différents types cellulaires par 

qRT-PCR. (A-D) Mesure de l’expression des gènes cardiaques murins (A, C) et humains (B, D) au 

cours d’une coculture de J0 à J7 entre des cardiomyocytes et des cellules souches de la moelle 

osseuse (A, B) ou des fibroblastes (C, D). Les données sont représentées sous forme de moyennes ± 

écarts types à partir d’au moins trois expériences indépendantes. *, p<0,05 ; **, p<0,01. 
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3. Modulation de la reprogrammation des cardiomyocytes 

3.1. Importance du cycle cellulaire des cellules hMADS dans la 

reprogrammation des cardiomyocytes 

Dans les modèles de reprogrammation par transfert nucléaire, le noyau transféré a 

été rapporté comme pouvant être reprogrammé uniquement si le cytoplasme du zygote 

énucléé était en phase de division cellulaire (Egli et al. 2008). A la lumière de ces 

résultats, nous avons cherché à savoir si le statut du cycle des cellules hMADS est un 

facteur pouvant influencer le taux de reprogrammation cardiomyogénique murin. Les 

cellules hMADS ont été arrêtées ou synchronisées dans différentes phases de leur cycle par 

des traitements physiques ou chimiques. La croissance cellulaire des cellules hMADS a été 

stoppée par une irradiation gamma de 100 grays, la synchronisation en phase G1 a été 

menée par traitement à l’aphidicoline et la synchronisation en phase G2/M a été assurée 

par traitement au nocodazole. Les effets des traitements sur le cycle cellulaire des 

cellules hMADS ont été mesurés par cytométrie en flux et la capacité de reprogrammation 

a été évaluée par qRT-PCR (Figure 36). Alors que l’aphidicoline et le nocodazole n’ont pas 

montré d’effets par rapport au contrôle (Figure 36A-D), l’irradiation gamma des cellules 

hMADS se traduit par une augmentation plus rapide de l'expression transcriptionnelle de 

GATA-4 murin dès J2 avec un pic à J4 et une abondance relative de 7 contre 3,9 pour le 

contrôle (Figure 36F). Cependant l'accélération du phénomène de reprogrammation ne 

perdure pas et le niveau de transcription de ce gène rejoint celui du contrôle à J7 avec des 

abondances relatives respectivement de 6,3 et 6. Toutefois, l'effet de l'irradiation des 

cellules hMADS sur la reprogrammation ne semble pas lié à l'arrêt du cycle cellulaire 

comme en témoigne l'analyse du cycle des cellules irradiées par cytométrie en flux (Figure 

36E). 

Ces résultats sur le cycle cellulaire nous ont indiqué que la reprogrammation médiée par 

les cellules souches était indépendante de leur position dans le cycle et qu’elle pouvait 

avoir lieu lorsque les cellules hMADS étaient en phase de synthèse d’ADN ou de mitose. 
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Figure 36. Impact du cycle cellulaire sur l’efficacité de reprogrammation mesurée par qRT-PCR. 
(A, C, E) Les effets des traitements utilisés ont été confirmés par cytométrie en flux (courbes grises). 

Les pourcentages de cellules dans chaque phase du cycle sont indiqués. Les courbes en trait plein 

représentent les cellules hMADS non traitées. (B, D, F) Mesures par qRT-PCR de l’expression des 

gènes cardiaques après traitement (pointillés) et en condition contrôle (trait plein). Les données sont 

représentées sous forme de moyennes ± écarts types. 
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3.2. Stade de développement des cardiomyocytes et reprogrammation 

nucléaire 

De nombreuses études utilisent le modèle de coculture entre cellules souches et 

cardiomyocytes pour investiguer les capacités de transdifférenciation cardiaque des 

cellules souches, notamment des CSM (Nishiyama et al. 2007; Wang et al. 2006; Yoon et al. 

2005a). La plupart des études publiées sur les cocultures utilisent comme modèle de 

cellules cardiaques, des cardiomyocytes fœtaux ou néonataux. Ces cellules possèdent des 

caractéristiques différentes des cardiomyocytes adultes. En effet, elles sont capables 

d’adhérer à une surface de culture non coatée, se mettent spontanément à battre 24 

heures après leur isolement et sont capables de proliférer, bien que cette capacité soit de 

courte durée en culture (Dhein et al. 2005). 

Nous avons décidé d'utiliser des cardiomyocytes néonataux en coculture avec des 

cellules hMADS pour déterminer (i) si le stade développemental des cardiomyocytes 

pouvait influencer la reprogrammation médiée par les cellules hMADS, (ii) si les cellules 

hMADS, à l’instar de ce qui est trouvé dans la littérature, ont suivi un mécanisme de 

transdifférenciation selon la voie cardiomyogénique. Nous avons donc réalisé des 

cocultures avec des cardiomyocytes néonataux murins et avons analysé l’expression des 

gènes cardiaques précoces et tardifs d'origine murine et humaine, par qRT-PCR. Nous 

n’avons pas remarqué d’augmentation significative de l’activité transcriptionnelle des 

gènes cardiaques murins, qu’ils soient précoces ou tardifs (Figure 37A) de même qu’aucune 

transdifférenciation des cellules souches humaines n’a pu être mesurée à l’aide de cette 

technique (Figure 37B). En conclusion, l'utilisation de cardiomyocytes néonataux dans les 

cocultures avec les cellules hMADS dans nos conditions n'induit ni la transdifférenciation 

cardiaque des cellules souches ni une reprogrammation vers un stade de progéniteur 

cardiaque suggérant que l'état post-mitotique du cardiomyocyte est un élément important 

pour sa reprogrammation. 
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Figure 37. Effet du stade de développement des cardiomyocytes sur la reprogrammation 

mesurée par qRT-PCR. Evolution de l’expression des gènes cardiaques et de prolifération murins (A) 

et humains (B) au cours de la coculture entre les cellules hMADS et les cardiomyocytes murins 

néonataux de J0 à J7. Les données sont représentées sous forme de moyennes ± écarts types. 

4. Extension de la reprogrammation à un autre type de cellules 

somatiques d'intérêt thérapeutique 

Dans une dernière partie de mon travail, j'ai essayé brièvement de déterminer si la 

capacité de reprogrammation d'un noyau somatique des cellules hMADS par une approche 

de coculture avec des cardiomyocytes pouvait être transposé à un autre type de cellules 

considérées comme post-mitotiques et présentant un intérêt thérapeutique. Nous avons 

choisi les neurones sensitifs du système nerveux périphérique présents dans les ganglions 

rachidiens postérieurs de souris adultes. La première étape a consisté à vérifier la 

possibilité d'échanges entre les cellules hMADS et les neurones rachidiens. Le même type 

de marquages que ceux réalisés avec les cardiomyocytes adultes ont été réalisés, à savoir 

du Q525 pour les cellules hMADS et du CM-DiI pour les neurones adultes. Nous avons pu 

mettre en évidence des cellules hybrides dès 24 heures de coculture (Figure 38). 

 
Figure 38. Echanges de matériel cytoplasmique entre les cellules hMADS et les neurones 

adultes de ganglions rachidiens 24 heures après l’initiation de la coculture. Présence de cellules 

hybrides contenant du matériel cytoplasmique humain (Q525, vert) et murin (CM-DiI, rouge). Barres 

d’échelle : 50 µm. 
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Une fois isolés, les neurones cultivés seuls ont montré la capacité d'étendre leurs 

corps cellulaires sous la forme d'un réseau de neurites (marquage β-III tubuline) mais à 

aucun moment nous n'avons pu détecter des cellules β-III tubuline+

 

 dont les noyaux ont 

exprimé le marqueur de prolifération Ki67 (Figure 39). 

 

Figure 39. Les neurones de ganglions rachidiens adultes seuls n'expriment pas Ki67. 

Immunomarquage de la β-III tubuline (Cy-3, rouge) et de Ki67 (FITC, vert) sur une culture de 

neurones de ganglions rachidiens. Les cellules exprimant la β-III tubuline sont négatives pour Ki67. 

Les noyaux ont été contre colorés au Hoechst 33342 (bleu) ; barre d’échelle : 50 µm. 

 

En revanche lors d'une coculture avec des cellules hMADS, des cellules ont exprimé 

de façon concomitante la β-III tubuline et le marqueur de prolifération Ki67 (Figure 40). 

Ces cellules, morphologiquement différentes des neurones et des cellules souches, ont été 

détectées après 8 jours de coculture soit de manière isolée (Figure 40A, B) soit sous forme 

de colonies dont les prolongements étaient orientés dans le même sens (Figure 40C). 

L'ensemble de ces résultats, bien que préliminaires, suggèrent que les cellules hMADS sont 

capables de reprogrammer vers un stade plus immature des cellules post-mitotiques autres 

que des cardiomyocytes et notamment des neurones ganglionnaires. 
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Figure 40. La coculture entre les cellules hMADS et les neurones de ganglions rachidiens 
induit l'apparition de cellules β-III tubuline / Ki67 double positives. Immunomarquage de la β-III 

tubuline (Cy-3,rouge) et de Ki67 (FITC, vert) sur une coculture de 8 jours. Les cellules doubles 

positives ont été détectées soit de manière isolée (A, B) soit en colonies (flèches) (C). Les noyaux ont 

été contre colorés au Hoechst 33342 (bleu) ; barres d’échelle : 50 µm. 
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DISCUSSION 

L'utilisation des cellules souches adultes mésenchymateuses en thérapie cellulaire 

et notamment cardiaque semble prometteuse. Néanmoins, les mécanismes par lesquels les 

cellules souches contribuent à la régénération myocardique restent encore confus. 

L'ensemble des résultats dans la littérature s'accorde sur le fait que les effets bénéfiques 

des CSM constatés in vivo ne sont pas dus à une différenciation de celles-ci en 

cardiomyocytes (Alvarez-Dolado et al. 2003; Nygren et al. 2004; Terada et al. 2002). De 

plus certains travaux ont rapporté l'existence d'évènements de fusion cellulaire 

accompagnée de fusion nucléaire in vivo (Alvarez-Dolado et al. 2003; Payne et al. 2005). 

Néanmoins l'extrême rareté de ces évènements a provoqué une polémique sur le rôle réel 

de ce phénomène en tant que mécanisme de régénération. 

Ce travail de thèse a donc eu pour objectif de mieux évaluer la fusion cellulaire 

entre les cellules souches adultes et les cardiomyocytes et de caractériser les cellules 

hybrides résultant de cette fusion afin de mieux comprendre la signification biologique de 

ce phénomène. Grâce à une approche de coculture in vitro entre des cellules souches 

adultes dérivées du tissu adipeux humain et des cardiomyocytes murins post-mitotiques, 

nous avons notamment pu montrer que les évènements fusionnels permettent la 

reprogrammation des noyaux post-mitotiques murins vers un stade progéniteur. De plus, 

contrairement aux hypothèses précédemment formulées, les évènements de fusion 

survenant entre cellules souches et cardiomyocytes impliqués dans cette reprogrammation 

somatique sont des évènements de fusion partielle impliquant des structures 

nanotubulaires permettant le transfert de mitochondries fonctionnelles de la cellule 

souche vers le cardiomyocyte. 

Notre étude montre que la fréquence du phénomène de reprogrammation par fusion 

partielle reste faible, même si elle a été en partie optimisée par l'approche in vitro. Ce 

taux de reprogrammation est sans doute sous-estimé par la faible viabilité des 

cardiomyocytes qui est liée à l'étape de dissociation et à nos conditions de culture. Il reste 

donc à déterminer si l'utilisation d'un milieu de culture mieux adapté aux cardiomyocytes 

permettrait de prolonger dans le temps la survenue des évènements fusionnels entre les 

cellules hMADS et les cardiomyocytes ce qui augmenterait leur taux de reprogrammation. 

L’utilisation de boîtes coatées reproduisant une matrice extracellulaire (à base de laminine 

et/ou de fibronectine) et d’un milieu additionné d’un cocktail contenant par exemple de 
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l’insuline, de la transferrine et du sélénium (ITS) devraient permettre de répondre à cette 

question (Sambrano et al. 2002). 

Nous avons caractérisé d'un point de vue phénotypique des cellules hybrides 

cardiaques issues de la fusion entre les cellules hMADS et les cardiomyocytes adultes. Ces 

cellules hybrides, expriment des facteurs de transcription cardiomyogéniques précoces tels 

que GATA-4 et MEF-2C ainsi que le marqueur de prolifération Ki67. Cependant, elles 

n'expriment pas de marqueurs cardiomyogéniques tardifs impliqués dans la contraction 

musculaire. Ces éléments font penser à un phénotype intermédiaire entre des cellules 

souches et des cellules complètement différenciées conférant aux hybrides des 

caractéristiques de progéniteurs cardiaques. 

Ce phénotype révélé par immunocytochimie a été confirmé par qRT-PCR avec 

l'activation de l'expression des gènes cardiomyogéniques précoces et de prolifération 

exclusivement murins et l'absence d'activation des gènes cardiaques humains. 

Les expériences de coculture entre des cellules souches et des cardiomyocytes GFP positifs 

ont abouti à la caractérisation de cellules murines exprimant à la fois le marqueur GATA-4 

et la GFP et une analyse immunocytochimique de la Lamine A/C présente dans les cellules 

hybrides a permis de mettre en évidence que cette protéine nucléaire était bien d'origine 

murine. L'hypothèse d'une transdifférenciation des cellules hMADS vers la voie 

cardiomyogénique humaine a donc été exclue. Ce résultat est discordant avec un ensemble 

de travaux décrivant la transdifférenciation cardiaque comme mécanisme prépondérant 

lors d'une coculture entre des cardiomyocytes et des CSM (Nishiyama et al. 2007; Yoon et 

al. 2005a). Toutefois, ces modèles de coculture aboutissant à une transdifférenciation sont 

basés sur l’emploi de cardiomyocytes fœtaux (Nishiyama et al. 2007) ou néonataux (Yoon 

et al. 2005a) qui possèdent des caractéristiques différentes des cardiomyocytes adultes. 

Ces cellules sont capables d’adhérer à une surface de culture non coatée, se mettent 

spontanément à battre 24 heures après leur isolement et présentent une courte phase de 

prolifération (Dhein et al. 2005). Les divergences avec notre modèle de coculture ne 

concernent pas que les cardiomyocytes, puisque les sources de CSM sont également 

différentes. Les CSM de sang de cordon utilisées par Nishiyama et al. (Nishiyama et al. 

2007) ont montré une synchronisation électromécanique avec les cardiomyocytes 

néonataux par l'expression de la connexine 43 ainsi que l'expression de la troponine 

cardiaque I. De plus, les auteurs ont exclu le phénomène de fusion comme étant 

responsable de ce nouveau phénotype. Dans le modèle de coculture mettant en jeu des 

CSM de MO de Yoon et al. (Yoon et al. 2005a) la fusion cellulaire n'a pas été étudiée en 

détails et seul le contact cellule-cellule a été décrit comme indispensable. Dans cette 

étude, environ 10% des CSM de MO cocultivées avec des cardiomyocytes néonataux ont 
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exprimé le marqueur de différenciation cardiaque α-actinine sarcomérique alors que dans 

une coculture entre ces CSM et des cardiomyocytes adultes, aucun processus de 

transdifférenciation n'a été observé. 

Une question importante soulevée par notre travail est de caractériser le degré de 

similitude des progéniteurs cardiaques hybrides dérivés des cocultures avec les cellules 

souches cardiaques résidentes (Beltrami et al. 2003; Dawn et al. 2005; Messina et al. 2004; 

Oh et al. 2003). Il serait notamment intéressant d'analyser dans les progéniteurs hybrides 

l'expression des marqueurs très précoces tels que c-kit, Lin ou Sca-1 que l'on retrouve dans 

cellules souches cardiaques ainsi que les capacités de différenciation de ces cellules en 

cardiomyocytes battants. Cette différenciation terminale n'a pas été observée dans nos 

conditions expérimentales. Néanmoins nous ne pouvons pas exclure qu'avec des conditions 

de différenciation favorables, comme par exemple un milieu reproduisant le 

microenvironnement cardiaque, ce phénomène puisse avoir lieu. Ces milieux de 

différenciation cardiaque pour cellules souches adultes sont à ce jour très difficiles à 

concevoir et contiennent pour la plupart de la 5-azacytidine (Porat et al. 2006), agent 

déméthylant de l'ADN et dont la spécificité pour la voie cardiomyogénique n'a pas été 

démontrée. C'est pourquoi le laboratoire a étudié la différenciation in vivo des 

progéniteurs issus de cocultures avec des cardiomyocytes murins GFP+ après 

transplantation dans un modèle d'ischémie chez le petit animal. Ces travaux ont montré 

des cardiomyocytes adultes GFP+ dans le myocarde de souris C57Bl6J prouvant ainsi que les 

progéniteurs hybrides GFP+

Nos travaux montrent également qu'à côté des évènements de fusion partielle, se 

produisent des évènements de fusion permanente. Cependant, nous n'avons pas détecté la 

présence d'hétérokaryons dans les cocultures et le nombre de synkaryons s'est révélé très 

faible. A aucun moment nous n'avons pu mettre en évidence des synkaryons exprimant le 

marqueur cardiomyogénique précoce GATA-4. Toutes ces données suggèrent le rôle peu 

probable de la fusion permanente dans la génération des hybrides cardiaques. Néanmoins, 

le rôle de cette fusion, même s'il est marginal, reste à déterminer. Nous avons également 

pu mettre en évidence des échanges entre les cellules souches et les cardiomyocytes dès 6 

heures de coculture. Les transferts cytoplasmiques et nucléaires ont été observés des 

cardiomyocytes vers les cellules hMADS alors que pour les mitochondries, ils ont été 

bidirectionnels. De plus, nous avons montré que ces échanges précoces ne sont pas la 

conséquence de la diffusion de matériel via le milieu extracellulaire, mais bien le résultat 

d'un processus de transfert. Ces échanges entre cellules souches et cardiomyocytes ont 

 issus des cocultures sont capables de se différencier en 

cardiomyocytes fonctionnels in vivo. 
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antérieurement été observés in vitro dans les mêmes délais, à savoir entre 4 heures et 24 

heures de coculture et témoignent d'une fusion partielle (Cselenyak et al. 2010; Koyanagi 

et al. 2005; Plotnikov et al. 2008). Cependant, ces études présentent plusieurs 

différences. Cselenyak et al. et Koyanagi et al. décrivent des transferts unilatéraux de 

mitochondries alors que Plotnikov et al. rapportent comme nous des transferts bilatéraux. 

En outre, ces études ont suggéré que ces échanges étaient à la base de l'initiation de la 

transdifférenciation des cellules souches cocultivées, même si la caractérisation de la 

différenciation cardiaque est restée très partielle. Ces différences viennent probablement 

des modèles mis en jeu. Cselenyak et al. ont utilisé des cardiomyoblastes de la lignée H9c2 

cultivés en hypoxie et privés de glucose pendant 150 minutes avant la coculture avec des 

CSM de MO. Plotnikov et al. ont employé le même modèle de cellules souches mais 

cocultivées avec des cardiomyocytes fœtaux. Enfin, dans les travaux de Koyanagi et al., 

les cellules souches sont des progéniteurs endothéliaux cocultivés avec des cardiomyocytes 

néonataux alors que nous avons utilisé des cardiomyocytes adultes en normoxie en 

présence de cellules hMADS dérivées du tissu adipeux. 

Malgré ces différences dans la direction des transferts mitochondriaux et de 

différenciation des CSM, ces études ainsi que nos observations ont montré en plus de 

l'existence de contacts étroits cellule-cellule, la présence de fins prolongements 

membranaires faisant penser à des structures de communications intercellulaires appelées 

nanotubes (Cselenyak et al. 2010; Plotnikov et al. 2008). Les nanotubes, présents chez de 

nombreuses cellules animales, représentent un moyen privilégié pour le transfert sur de 

longues distances de grosses molécules comme des récepteurs membranaires, des vésicules 

intracellulaires ou encore des organites (Rustom et al. 2004). Ces données de la littérature 

associées à nos observations de nanotubes, de contacts cellule-cellule et d'échanges de 

matériel cytoplasmique et nucléaire nous ont permis d'avancer la possibilité d'un 

phénomène de fusion partielle pour expliquer l'apparition des cellules hybrides au sein des 

cocultures. Cette hypothèse s'est vue confirmer par la réalisation d'une coculture en 

présence d'une membrane semi-perméable inhibant les contacts cellulaires et les échanges 

mais pas la diffusion de facteurs solubles. Dans ces conditions, aucune activation des gènes 

cardiomyogéniques précoces murins n'a été observée par qRT-PCR. En conséquences, le 

contact cellulaire, qu'il soit étroit ou distant, permet les échanges cellulaires observés et 

est indispensable à la reprogrammation des cardiomyocytes après fusion partielle. 

Pour compléter l'étude sur les échanges intercellulaires et la reprogrammation, la 

composition ainsi que l'importance des nanotubes dans ce phénomène ont été étudiées. 

Plusieurs types de nanotubes ont été décrits, en fonction de leur diamètre et de leur 

composition (Onfelt et al. 2006). Il a été montré que les nanotubes dont le diamètre est le 
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plus petit sont composés uniquement de f-actine alors que les plus gros, sont constitués à 

la fois de f-actine et de microfilaments de tubuline. Cette deuxième catégorie de 

nanotubes a été mise en évidence dans le transport de vésicules et d'organites, notamment 

lors du transfert de mitochondries in vitro entre macrophages (Onfelt et al. 2006). Dans les 

conditions de notre étude, nous avons pu déterminer qu'à la fois la f-actine et l'α-tubuline 

entraient dans la composition des nanotubes, suggérant que les transferts de 

mitochondries observés durant la coculture pourraient intervenir via ces structures. 

L'utilisation de cytochalasin D, de latrunculine A et de nocodazole, pour inhiber 

respectivement la polymérisation des filaments d'actine et de tubuline, a permis de mettre 

en évidence le rôle de ces structures dans la reprogrammation des cardiomyocytes. Les 

résultats suggèrent qu'en absence de fusion partielle médiée par les nanotubes, la 

reprogrammation des cardiomyocytes ne peut avoir lieu. En parallèle et de façon 

intéressante, nos résultats suggèrent également qu'en présence de ces drogues et donc de 

l'inhibition des mécanismes de fusion partielle, les cellules hMADS entament un processus 

de transdifférenciation cardiaque. Ce phénomène semble être une réponse alternative en 

absence de fusion. Néanmoins ce processus de transdifférenciation cardiaque n'est que 

partiel et son rôle en tant que mécanisme de régénération reste à déterminer. 

Les nanotubes, dont l'existence a été démontrée in vitro dans des lignées cellulaires 

ou dans des cellules fraîchement isolées, (Gerdes et al. 2007; Onfelt et al. 2006; Rustom 

et al. 2004), ont pris une nouvelle dimension après la découverte de leur présence in vivo, 

dans la cornée de souris (Chinnery et al. 2008). La mise en évidence de ces structures a 

été possible grâce aux propriétés de la cornée, un tissu rigide, transparent et avasculaire. 

Ce résultat signifie que dans les autres tissus, la présence de nanotubes a pu être masquée 

par les propriétés physiques et biologiques des tissus considérés qui rendent la détection 

de ces structures extrêmement difficile. Ce résultat est d'autant plus intéressant que le 

nombre et la longueur de ces nanotubes ont augmentés lors d'une inflammation de la 

cornée. Ces données sont à rapprocher du contexte inflammatoire que l'on retrouve dans le 

myocarde à la suite d'un infarctus et qui pourrait représenter le meilleur moment pour 

injecter des cellules souches, des progéniteurs ou un mélange des deux. 

La donnée la plus importante de cette étude, révélée pour la première fois, est que 

les mitochondries humaines ont été retrouvées dans les progéniteurs cardiaques murins et 

qu'en l'absence d'un transfert de ces mitochondries, la reprogrammation des 

cardiomyocytes est significativement inhibée. Tout d'abord, nous avons pu mettre en 

évidence par microscopie confocale le transfert des mitochondries par les nanotubes, de la 

cellule hMADS vers les cardiomyocytes adultes. Puis ces mitochondries humaines ont été 
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montrées comme persistantes dans des progéniteurs cardiaques murins hybrides exprimant 

GATA-4 et la β-galactosidase issus de la fusion entre des cardiomyocytes ROSA26R et des 

cellules hMADS-Cre+

Pour résumer de façon chronologique les évènements, les échanges intercellulaires 

et notamment le transfert de mitochondries ont été mis en évidence dès 6 heures après le 

début de la coculture entre les cellules hMADS et les cardiomyocytes murins adultes mais il 

est raisonnable de penser qu'ils ont débuté dès l'initiation de la coculture. Après 48 heures, 

. L'importance de leur rôle dans la reprogrammation a été démontrée 

par une coculture entre des cardiomyocytes adultes et des cellules hMADS déplétées en 

mitochondries après un traitement chronique au BET. Dans ces conditions, la capacité de 

fusion des cellules hMADS n'a pas été altérée mais la quantité de progéniteurs et la 

fréquence de reprogrammation ont été fortement diminuées. 

Le rôle exact des mitochondries des cellules souches dans la reprogrammation 

cardiomyogénique reste à définir. Plusieurs hypothèses peuvent néanmoins être émises 

pour expliquer à quel niveau ces organites agissent. Tout d'abord, le transfert de 

mitochondries humaines en direction du cardiomyocyte en souffrance pourrait favoriser la 

survie des cellules murines ce qui dans un second temps permettrait la reprogrammation 

de ce dernier vers le stade de progéniteur. En effet lors de l'hypoxie, les mitochondries 

cardiaques sont sujettes à plusieurs phénomènes (ouverture du pore mitochondrial, 

autophagie) qui conduisent à la mort du cardiomyocyte, c'est pourquoi le transfert de 

mitochondries fonctionnelles pourrait lui permettre de survivre, ou en tous cas, de 

prolonger sa survie. Cette hypothèse est renforcée par l'étude de Spees et al. (Spees et al. 

2006) qui a montré que des cellules A549 ρ0 déplétées en mitochondries et mises en 

coculture avec des cellules souches sont capables de récupérer des mitochondries 

fonctionnelles permettant un rétablissement de leur respiration cellulaire. Néanmoins, il 

reste à élucider si les mitochondries participent directement à la reprogrammation 

nucléaire et si oui, par quel mécanisme. Une des pistes à explorer concerne les voies de 

signalisation rétrogrades. En effet, la mitochondrie, en plus d'assurer la phosphorylation 

oxydative à l'intérieur d'une cellule eucaryote, communique avec le noyau et est capable 

d'orienter et de réguler la transcription de nombreux gènes nucléaires (Liu et Butow 2006). 

Ces signaux rétrogrades sont mal connus chez les eucaryotes supérieurs et les molécules 

impliquées ne sont, pour la plupart, pas encore identifiées. Néanmoins ces signaux 

semblent impliqués dans de nombreux processus cellulaires comme le métabolisme, le 

cycle et la prolifération cellulaires (Erol 2005). On peut également imaginer que les 

mitochondries ont uniquement un rôle dans la survie des cardiomyocytes et que le 

transfert concomitant d'autres molécules telles que des facteurs de transcription 

permettent la reprogrammation directe du noyau. 
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les premières cellules hybrides contenant des mitochondries humaines ont été détectées et 

expriment les marqueurs cardiomyogéniques précoces GATA-4, NKX2.5, MEF-2C et le 

marqueur de prolifération Ki67. Puis la reprogrammation s'achève et les progéniteurs 

cardiaques hybrides se multiplient jusqu'à au moins J14. 

Un point important soulevé par notre étude est que le potentiel de 

reprogrammation cardiomyogénique ne semble pas être une caractéristique restreinte aux 

cellules hMADS. En effet, nous avons pu montrer que d'autres types de cellules souches 

mésenchymateuses, des CSM dérivées de la moelle osseuse, sont capables de 

reprogrammer les cardiomyocytes de façon similaire aux cellules hMADS. Néanmoins il est 

nécessaire de préciser que seuls les passages précoces des CSM de moelle osseuse 

permettent une reprogrammation des cardiomyocytes, les passages tardifs se sont révélés 

inefficaces. Cette perte de la capacité à reprogrammer au passage tardif est à relier à la 

perte de plasticité des CSM. De plus, nous avons pu montrer que des fibroblastes humains, 

bien qu'étant capables de proliférer mais dépourvus de plasticité cellulaire sont incapables 

de reprogrammer les cardiomyocytes vers un stade progéniteur. L'ensemble de ces 

résultats suggèrent que cette capacité à reprogrammer est liée non pas à l'état prolifératif 

des cellules mais à leur multipotentialité. En effet, les cellules hMADS peuvent être 

considérées comme plus immatures que les CSM de la MO puisqu'elles ont des capacités 

d'auto-renouvellement plus importantes et une activité télomérase (Rodriguez et al. 

2005b). Pour confirmer davantage cette hypothèse, il serait particulièrement intéressant 

d'analyser les capacités de reprogrammation de cellules souches plus immatures, i.e. 

pluripotentes, telles que les cellules ES ou les iPS. 

 

La deuxième partie de notre étude a eu pour objectif de mieux comprendre les 

facteurs permettant d'influencer le taux de reprogrammation afin d'augmenter l'incidence 

de ce dernier. 

Nous avons tout d'abord analysé si l'état du cycle cellulaire des cellules hMADS 

pouvait influer sur l'efficacité de reprogrammation des cardiomyocytes. L'avancement dans 

le cycle cellulaire des cellules hMADS a été étudié suite aux résultats soulignant 

l'importance de la phase du cycle dans laquelle doit se trouver le cytoplasme receveur afin 

de faciliter la reprogrammation du noyau transféré lors d'expériences de transfert 

nucléaire (Egli et al. 2007; Gao et al. 2002). En effet, l'expression du programme 

embryonnaire du noyau transféré est possible uniquement dans un cytoplasme mitotique 

contenant les facteurs de transcription indispensables à l'expression de ce programme. 

Nous avons testé trois configurations. Des cellules hMADS bloquées en phase G1, en phase 
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G2/M ou bien gamma-irradiées afin de stopper leur prolifération. L'aphidicoline et le 

nocodazole, utilisés pour synchroniser les cellules respectivement en phase G1 et en phase 

G2/M n'ont pas modifié le potentiel de reprogrammation des cellules hMADS suggérant que 

l'avancement dans le cycle n'était pas un facteur déterminant pour la reprogrammation des 

cardiomyocytes. Concernant les effets de l'irradiation, les résultats sont plus surprenants. 

Nous avons assisté à une activation plus importante de l'expression de GATA-4 et de Ki67 

murins alors que les résultats de cytométrie montrent que l'irradiation des cellules hMADS 

n'a pas d'effet sur la prolifération cellulaire, y compris à des doses de 100 grays, suggérant 

que l'effet de l'irradiation sur la reprogrammation n'est pas en relation avec l'état de 

prolifération des cellules hMADS. Nos résultats sur l'absence d'effet de l'irradiation sur la 

prolifération sont en accord avec d'autres travaux sur les cellules souches montrant qu'elles 

sont plus résistantes aux irradiations que les cellules somatiques (Hambardzumyan et al. 

2006). Cette résistance à l'irradiation est sans doute un mécanisme adaptatif des cellules 

souches qui doivent générer un grand nombre de cellules différenciées avec un génome 

exempt de mutations. Les effets que nous avons constatés sur la reprogrammation 

pourraient donc être en relation avec un mécanisme de protection cellulaire des cellules 

hMADS face au stress génotoxique de l’irradiation et/ou à un accroissement de la sécrétion 

de facteurs qui permettraient aux cellules hMADS de survivre et qui après transfert dans le 

cardiomyocyte, pourraient augmenter sa viabilité et donc sa reprogrammation. Néanmoins, 

la caractérisation de tels facteurs reste à effectuer. De façon intéressante, des études 

récentes ont montré que l’irradiation a permis d’augmenter les évènements de fusion dans 

plusieurs modèles (Espejel et al. 2009; Nygren et al. 2008). Dans ces travaux, les auteurs 

avancent l'hypothèse que l'irradiation provoque une réaction inflammatoire locale dans les 

organes irradiés, ce qui favoriserait la fusion des cellules souches dérivées de moelle 

osseuse avec les cellules du receveur, notamment dans le foie, le cœur et le cervelet.  

Classiquement, les systèmes de coculture avec des cardiomyocytes fœtaux ou 

néonataux sont utilisés pour étudier la capacité de transdifférenciation des CSM en cellules 

cardiaques (Nishiyama et al. 2007; Yoon et al. 2005a), les milieux conditionnés permettant 

l'induction d'une telle différenciation étant encore mal décrits dans la littérature. 

Néanmoins, ces études sont hétérogènes et certains travaux ont du mal à démontrer une 

réelle transdifférenciation des CSM (Koninckx et al. 2009; Roura et al. 2010). D'autre part, 

la plupart des cocultures sont réalisées intra-espèce, donc ce qui est interprété comme 

une transdifférenciation cardiaque des cellules souches peut être en réalité la 

conséquence d'un phénomène de reprogrammation. En accord avec cette hypothèse, 

l'analyse de la transdifférenciation cardiaque des cellules souches demeure quelques fois 

très partielle (analyse de l'expression de quelques marqueurs, sans quantification) et peu 
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d'évidences existent dans la littérature sur la possibilité d'obtenir des cardiomyocytes 

battants et fonctionnels à partir de cellules souches différenciées. 

L'utilisation d'un dispositif expérimental consistant à cocultiver des cellules hMADS 

avec des cardiomyocytes néonataux doit nous permettre de répondre à deux questions : (i) 

le stade développemental des cardiomyocytes est-il susceptible d'augmenter le potentiel 

de reprogrammation par les cellules hMADS et (ii) l'absence de transdifférenciation des 

cellules hMADS est-elle due au fait que nos cocultures ont été réalisées avec des 

cadiomyocytes adultes ? Dans les cocultures réalisées avec des cardiomyocytes néonataux, 

nous n'avons pas détecté de transdifférenciation des cellules hMADS, ceci suggère que le 

potentiel de transdifférenciation de nos cellules ne résulte pas du stade développemental 

du cardiomyocyte utilisé pour la coculture (contrairement à ce qui avait été suggéré par 

une étude antérieure avec des CSM de MO qui avaient été décrites comme capables de se 

transdifférencier en présence de cardiomyocytes néonataux mais pas adultes (Yoon et al. 

2005a)). Outre l'absence de transdifférenciation cardiaque des cellules hMADS cocultivées 

avec des cardiomyoyctes néonataux, nous avons également constaté dans ce contexte une 

absence de reprogrammation des cellules cardiaques murines. Ces résultats suggèrent que 

la capacité des cellules souches à reprogrammer une autre cellule semble restreinte aux 

cellules post-mitotiques. Ce phénomène de reprogrammation peut permettre à la cellule 

somatique de ré-entrer dans le cycle cellulaire pour proliférer, ce qui lui confère un 

avantage sélectif avant de donner des progéniteurs. Le phénomène de dédifférenciation 

des cardiomyocytes adultes a déjà été remarqué au cours de cocultures en présence de 

fibroblastes cardiaques. Ces derniers, après contact cellule-cellule avec les 

cardiomyocytes, entraînent la perte d'expression des gènes cardiaques au profit d'une 

dédifférenciation des cardiomyocytes adultes (Dispersyn et al. 2001) suivie d'une réentrée 

dans le cycle cellulaire (Zaglia et al. 2009). Cependant aucune de ces deux études n'a mis 

en évidence la présence de progéniteurs comme nous avons pu le faire après coculture 

avec les cellules hMADS. 

 

Le dernier point de ce travail a concerné la possibilité d'étendre la capacité de 

reprogrammation des cellules hMADS à d'autres types de cellules d'intérêt thérapeutique. 

Nous avons choisi des neurones sensoriels des ganglions rachidiens car bien que ces 

neurones soient capables de régénérer leurs dendrites après section (Geuna et al. 2009), 

ils sont considérés comme-post mitotiques et plus faciles à isoler que des neurones du 

système nerveux central, beaucoup plus sensibles à l'apoptose in vitro. 
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Les cocultures issues des cellules hMADS et des neurones sensitifs ont permis de 

mettre en évidence des échanges entre les deux types cellulaires en présence. Cependant 

on peut noter que le nombre de cellules hMADS contenant du matériel cytoplasmique 

murin a été moindre que lors des cocultures avec les cardiomyocytes. Après mise en 

culture des neurones seuls, aucune cellule ayant la morphologie typique des neurones 

ganglionnaires adultes, c'est-à-dire un gros corps cellulaire sphéroïde comportant des 

neurites plus ou moins longs s'étalant dans toutes les directions et positifs pour la β-III 

tubuline, n'a été trouvée positive pour le marqueur de prolifération Ki67. En revanche à la 

suite d'une coculture avec les cellules hMADS, des petites cellules isolées ou regroupées en 

colonies ont été détectées comme exprimant le marqueur neuronal de la β-III tubuline 

associé au marqueur de prolifération Ki67. De plus les corps cellulaires bipolaires des 

cellules rassemblées sous la forme d'une colonie sont orientés dans la même direction alors 

que les neurones ganglionnaires cultivés seuls ont présenté une croissance neuritique 

désorganisée. Cette observation soulève une interrogation sur la présence possible de 

cellules hMADS non fusionnées mais activées qui pourraient diriger la croissance des 

neurites par sécrétion d'un facteur trophique. 

Ces résultats restent cependant incomplets et d'autres études sont nécessaires pour affiner 

ce travail, notamment pour découvrir si les mécanismes mis en jeu sont identiques à ceux 

impliqués dans la reprogrammation des cardiomyocytes. Il reste donc à déterminer quel 

mécanisme est à l'origine des résultats observés. S'agit-il d'une fusion cellulaire ou bien 

d'une transdifférenciation des cellules hMADS? S'il s'avère que la fusion est bien impliquée, 

nous devrons établir si elle est partielle ou permanente, quel est le rôle éventuel des 

nanotubes dans cette fusion, en particulier ceux composés de f-actine et de microtubules, 

et si des mitochondries sont transférées par l'intermédiaire de ces structures. Enfin une 

caractérisation plus approfondie des cellules β-III tubuline+ / Ki67+

Toute l'étude présentée dans ce travail a été réalisée in vitro et même si elle a 

permis de mettre en évidence un mécanisme de fusion partielle et de caractériser les 

cellules hybrides qui en dérivent, il reste à déterminer si ce type de phénomène se produit 

in vivo, avec quelle fréquence et son impact en termes de régénération tissulaire. Peu 

d'études existent sur les mécanismes de fusion partielle via les nanotubes in vivo car très 

difficiles à mettre en œuvre techniquement. Néanmoins, la découverte de ces structures 

dans la cornée de souris et le fait que l'inflammation accroît leur fréquence (Chinnery et 

al. 2008), renforce l'idée de la fusion partielle comme un mécanisme important de 

 doit être entreprise 

ainsi que la possibilité d'obtenir ce type de cellules par coculture avec des cellules souches 

adultes d'une autre origine. 
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régénération médié par les cellules souches. De plus, des résultats préliminaires de 

scientifiques de l'université de Pittsburgh suggèrent, bien que non démontré, que les 

bénéfices observés après transplantation de cellules souches dans des cœurs infarcis 

humains pourraient venir du transfert de mitochondries dans les cardiomyocytes 

ischémiques après fusion avec les cellules transplantées (Mack 2006). 

Outre l'apport de notre étude dans la connaissance des mécanismes de 

régénération, elle offre également des perspectives intéressantes dans l'optimisation des 

protocoles de thérapie cellulaire. En effet, des résultats au laboratoire montrent 

clairement que l'augmentation des phénomènes de fusion partielle par l'approche in vitro 

de coculture entre les cardiomyocytes et les cellules hMADS améliorent de façon 

significative le potentiel régénérateur des cellules souches dans un modèle d'ischémie 

cardiaque chez la souris qui se traduit par une amélioration des paramètres histologiques 

et fonctionnels cardiaques. 

En parallèle, le laboratoire est en train de transférer les données obtenues sur le petit 

animal à un modèle préclinique d'ischémie-reperfusion chez le porc. Ce modèle de gros 

animal permet de reproduire une situation pathologique similaire à celle rencontrée chez 

l'humain. En outre, ce système permettra d'analyser les voies et les phases d'administration 

des cellules ainsi que la potentielle tumorigénicité des cellules transplantées. Des résultats 

préliminaires in vitro ont montré que la méthode de coculture entre des cellules hMADS et 

des cardiomyocytes adultes porcins a permis d'obtenir des cellules exprimant à la fois 

GATA-4 et Ki67. 

L'ensemble de ces résultats valident la capacité de reprogrammation nucléaire des 

cellules hMADS et justifient la faisabilité de l'étude préclinique.  

Enfin, les cellules cocultivées (tout comme les cellules hMADS seules) ont démontré leur 

propriété non immunogène in vitro en n'activant pas la prolifération de lymphocytes 

alloréactifs et in vivo par une absence d'infiltration lymphocytaire suite à l'injection des 

cocultures dans les cœurs ischémiés de souris et de porcs. Ces cellules, utilisées dans un 

contexte de coculture qui augmente leur potentiel régénérateur, représentent donc une 

alternative pour la thérapie cellulaire des organes post-mitotiques à faible pouvoir 

d'autorégénération et une utilisation allogénique peut être envisagée. 
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PERSPECTIVES 

Pour la première fois, nous avons pu mettre en évidence le potentiel de 

reprogrammation d’une population de cellules souches adultes par coculture et fusion 

partielle avec des cellules somatiques. Ce processus a permis la réjuvénation de 

cardiomyocytes adultes vers un stade plus immature. 

Dans notre modèle, nous avons observé une faible survie des cardiomyocytes due à 

la méthode d’isolement et aux conditions de culture défavorables. Compte tenu de 

l'absence de reprogrammation constatée dans les cocultures avec des cardiomyocytes 

néonataux, il reste à déterminer si les processus de fusion partielle et de reprogrammation 

sont dépendants de l'état de souffrance des cardiomyocytes. 

Afin de mieux comprendre les mécanismes de reprogrammation, une étude du 

remodelage de la chromatine par immunoprécipitation pourrait être entreprise. De plus 

une analyse transcriptomique sur des cellules souches hMADS seules, des cardiomyocytes et 

des cocultures pourrait permettre d'analyser les gènes activés dans les cellules hMADS 

cocultivées et dans les cellules hybrides murines et permettrait d'identifier les facteurs 

(facteurs solubles ou facteurs de transcription) responsables de la reprogrammation des 

cardiomyocytes vers le stade progéniteur. 

Les résultats découlant de ces approches pourraient permettre d'augmenter l'efficacité de 

reprogrammation, par exemple en prétraitant les cellules souches avec des agents 

responsables de modifications épigénétiques comme la trichostatine A ou la 5-azacytidine, 

respectivement une histone déacétylase et un agent déméthylant. 

Enfin l'identification d'acteurs de la reprogrammation par l'approche de transcriptomique 

permettrait d'envisager une augmentation de l'efficacité de la reprogrammation soit en 

stimulant de façon exogène l'expression de ces facteurs par ajout de molécules solubles 

dans le milieu, soit en transfectant les cellules souches par des gènes candidats codant 

pour ces facteurs. 

Lorsque nous avons comparé différentes populations de CSA, nous avons constaté 

que la capacité de reprogrammation était peut être liée à l’immaturité des cellules 

souches. Afin de confirmer cette hypothèse, les capacités de fusion et de reprogrammation 

des cellules souches embryonnaires et des iPS en présence de cardiomyocytes adultes 

seront également évaluées. 

Ce système de coculture peut avoir également un intérêt thérapeutique en 

améliorant le potentiel cardiomyogénique des cellules hMADS. En effet, au laboratoire, 
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l’injection des cocultures contenant les cellules reprogrammées a démontré une 

amélioration fonctionnelle plus importante que l’injection des cellules souches seules dans 

un modèle d’ischémie cardiaque chez le petit animal. Dans ce modèle, toute la coculture 

est injectée ce qui permet, en plus de l'effet thérapeutique des progéniteurs cardiaques, à 

des cellules souches de fusionner in vivo avec des cadiomyocytes résidents situés en 

bordure de la zone infarcie. Toutefois, la capacité de fusionner avec des cellules 

somatiques n’est pas le seul mécanisme de régénération mis en jeu par les CSA et il serait 

très intéressant d’évaluer les facteurs paracrines sécrétés par les cellules souches au 

contact des cardiomyocytes pendant la coculture. Ceci peut être envisagé par une 

approche de type Luminex qui permettra le dosage d’un très grand nombre de cytokines et 

facteurs solubles présents dans les surnageants des cellules hMADS et des cocultures. Cette 

approche nous permettra de mieux caractériser les mécanismes de régénération médiés 

par les cellules souches que sont les effets paracrines et la fusion partielle. 

Les études présentées dans ce travail devront être renouvelées dans un contexte de 

coculture avec des cardiomyocytes humains fraîchement isolés. La possibilité d’obtenir des 

myocardes humains prélevés sur des patients en cours de transplantation cardiaque est un 

projet de collaboration avec le service de chirurgie cardiaque de l’hôpital Henri Mondor de 

Créteil. Ce type de coculture nous permettra d’obtenir de précieuses informations sur la 

possibilité de reprogrammation intra-espèce. 

Enfin les travaux préliminaires sur les cocultures entre les cellules hMADS et les 

neurones ganglionnaires sont encourageants et semblent indiquer que la méthode de 

reprogrammation est applicable pour l'obtention d'autres types de progéniteurs d'intérêt 

thérapeutique. 

Le modèle de coculture avec les cellules hMADS représente donc un outil très intéressant 

pour l'étude du phénomène de reprogrammation après fusion cellulaire partielle et peut 

être étendu à de nombreux types cellulaires. 

Les résultats à venir sur les cellules souches, notamment les cellules hMADS, 

devraient permettre de mieux comprendre le potentiel régénérateur de ces cellules et 

d'optimiser leurs capacités de réparation tissulaire qui quelque fois demeurent décevantes, 

notamment dans le cadre de la reconstruction cardiaque lors d'un infarctus. Ce potentiel 

pourra également être étendu au traitement d'autres pathologies extra-cardiaques telles 

que les maladies neurodégénératives du système nerveux central. 
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ANNEXE 

Les cellules souches embryonnaires : aspects éthiques et cadre légal 

L’étape de dérivation qui mène à la création des cellules ES nécessite la destruction 

de l’embryon ce qui pose des problèmes éthiques sur son statut et sur la notion de 

protection et de respect de la dignité humaine. 

En France, le débat sur l’embryon et les cellules souches suscite de nombreuses 

réactions. En effet en Février 2011, le Parlement avait adopté en première lecture le texte 

de loi qui révise la loi de bioéthique de 2004. Cette révision prônait le statu quo en ce qui 

concerne la recherche sur l’embryon et les cellules souches embryonnaires, à savoir 

l’interdiction du clonage, qu’il soit thérapeutique ou reproductif ainsi que la recherche sur 

l’embryon. Cependant, à titre dérogatoire et pour une période probatoire de cinq ans (qui 

passait à une dérogation permanente dans le texte de loi de 2011), cette loi permettait 

aux chercheurs autorisés de travailler sur des lignées de cellules ES humaines issues 

d’embryons conçus in vitro mais uniquement dans le cadre d’une assistance médicale à la 

procréation effectuée sur le territoire français ou sur des lignées de cellules importées de 

pays étrangers et créées dans les mêmes conditions. Depuis 2006, l’Agence de 

Biomédecine (autorité gouvernementale) a ainsi accordé 122 autorisations à 35 équipes 

pour conduire des recherches fondamentales sur des cellules embryonnaires 

(www.lemonde.fr, édition du 07.04.2011). 

Le 8 Avril 2011, le Sénat est allé à l'encontre de l'avis du gouvernement. Les 

sénateurs ont ratifié en séance la position de leur commission des affaires sociales, qui 

avait décidé, lors de son examen préalable du texte, de passer d'un régime d'interdiction 

avec dérogation de ces recherches à un régime d'autorisation réglementée. Sur le fond, les 

autorisations sont soumises aux mêmes conditions qu’auparavant ; il s’agit donc plus d’une 

décision symbolique qui vise à sécuriser et pérenniser la position des chercheurs. 
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La thérapie cellulaire régénératrice offre des perspectives d'applications dans de nombreuses 

pathologies entraînant une perte cellulaire. Cependant, suite à un infarctus du myocarde et donc une 

diminution importante du nombre de cardiomyocytes, l'injection de cellules souches n'a permis de mettre en 

évidence qu'une amélioration légère et transitoire de la fonction cardiaque. Ces résultats suggèrent qu'il est 

nécessaire d'améliorer l'efficacité des protocoles de thérapie cellulaire cardiaque. Cette amélioration passe 

par une meilleure compréhension des mécanismes mis en jeu par les cellules souches dans la régénération 

myocardique. Parmi les hypothèses soulevées, la fusion entre les cellules souches et les cardiomyocytes a été 

décrite dans plusieurs études mais le rôle physiologique de ce phénomène reste inconnu. Mon travail de thèse 

a consisté à étudier ce mécanisme in vitro au sein de cocultures entres des cellules souches adultes humaines 

(cellules hMADS pour human multipotent adipose derived stem cells) et des cardiomyocytes murins adultes. 

Nous avons pu mettre en évidence un processus de fusion hétérologue entre ces deux types cellulaires, 

aboutissant à la reprogrammation du cardiomyocyte vers un stade de progéniteur. Les cellules hybrides 

résultant de cette fusion ont exprimé des marqueurs cardiomyogéniques précoces et de prolifération et ont 

été montrées comme ayant un génotype exclusivement murin. Ces cellules hybrides ou progéniteurs 

cardiaques se sont formés préférentiellement par un mécanisme de fusion partielle par l'intermédiaire de 

structures intercellulaires appelées nanotubes composés de f-actine et de microtubules. En outre, nous avons 

montré que le transfert de mitochondries des cellules souches vers les cardiomyocytes était indispensable 

pour la reprogrammation des cardiomyocytes. En conclusion, nos résultats apportent de nouveaux éléments 

dans la compréhension des mécanismes de régénération médiés par les cellules souches qui est un pré-requis 

pour optimiser les protocoles de thérapie cellulaire cardiaque. 

 

Regenerative cell therapy offers potential applications in many diseases involving cell loss. However, 

following myocardial infarction and the dramatic decrease in the number of cardiomyocytes, the injection of 

stem cells led to a poor and transient improvement of cardiac function. Therefore stem cell-based therapy to 

treat myocardial infarction requires a better understanding of the mechanisms brought into play by stem cells 

in heart regeneration. Among the different hypothesis raised, cell fusion between stem cells and 

cardiomyocytes has been described in several studies. However, the respective physiological impact of cell 

fusion remains unknown. During my thesis, I investigated this cell fusion mechanism in vitro in a coculture 

model between human multipotent adipose-derived stem cells (hMADS) and murine fully differentiated 

cardiomyocytes. We showed intercellular exchanges of cytoplasmic and nuclear material between both cell 

types, followed by a heterologous cell fusion process promoting cardiomyocyte reprogramming back to a 

progenitor-like state. The resulting hybrid cells expressed early cardiac commitment and proliferation 

markers and exhibited a mouse genotype. We provided evidence that cardiac hybrid cells were preferentially 

generated through partial cell fusion mediated by intercellular structures composed of f-actin and 

microtubule filaments. Furthermore, we showed that stem cell mitochondria were transferred into 

cardiomyocytes and were required for somatic cell reprogramming. In conclusion, by providing new insights 

into previously reported cell fusion processes, our results might contribute to a better understanding of stem 

cell-mediated regenerative mechanisms and thus, the development of more efficient stem cell-based heart 

therapies. 
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