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Morphogenése, acide rétinoique...
et Sonic Hedgehog

Les interactions entre tissus par le
biais desquelles un tissu agit sur le
développement d’un tissu voisin, ou
inductions, jouent un role crucial au
cours de l'ontogenése. C’est
I’embryologie expérimentale, gref-
fant ou extirpant tel ou tel tissu, qui
I'a établi de manieére classique [1];
mais, a I'exception peut-étre du cas
de I'induction mésodermique [2], les
mécanismes et molécules impliqués
dans ces processus inductifs restent
énigmatiques chez les vertébrés [3].
Chez la drosophile, la recherche
systématique de mutants affectant le
diagramme de segmentation a per-
mis d’identifier un grand nombre
de génes du développement [4]. En
particulier, sont connus des génes
qui controlent les premiéres interac-
tions cellulaires régissant ’organisa-
tion antéro-postérieure des segments
de I’embryon, dits génes de polarité
segmentaire. Le plus célebre a ce
jour est le geéne wingless, car la
découverte de son homologie avec
le protooncogéne murin Wnt-1 avait
révélé pour la premicére fois les liens
entre génes du cancer et génes du
développement [5, 6]. Par la suite,
il a été montré que le gene Wnt-1,
a l'instar de son homologue wingless,
est essentiel au développement [5].
Mais un gene de polarité segmen-
taire peut en cacher un autre...

Pour identifier les génes de messa-
gers des inductions ayant lieu au
cours de l'ontogenese, il est donc
possible de rechercher des homolo-
gues de génes controlant les interac-
tions cellulaires chez la drosophile.
Suivant cette démarche, trois équi-
pes viennent de montrer que le
gene hedgehog, cloné fin 1992 chez
la drosophile [7, 8], possede des

homologues chez les vertébrés et
que 'un d’eux, Sonic hedgehog, joue
un role clé dans les inductions res-
ponsables de I’organisation spatiale
du systéme nerveux central (SNC)
et des membres [9-11].

Le gene hedgehog : un signal intercel-
lulaire essentiel au développement
de la drosophile

Au cours de la croissance de la larve
de drosophile, le maintien des fron-
ticres parasegmentaires et, par ce
biais, celui de I’organisation spatiale
de I’embryon, reposent sur les inter-
actions entre les cellules de part et
d’autre de la frontiére entre para-
segments voisins. D’un c6té, les cel-
lules agissent sur leur voisines par
I'intermédiaire de wingless, et de
l'autre, ces derniéres agissent en
retour sur les premiéres par l'inter-
médiaire de... hedgeghog[12]. Les
mutations de hedgehog initialement
caractérisées désorganisent totale-
ment I'arrangement des denticules
de I'épiderme larvaire, lui donnant
une allure de hérisson (hedgehog en
anglais).

Hedgehog participe en fait a de nom-
breux événements morphogénéti-
ques du développement de la dro-
sophile : le déplacement du sillon a
travers le disque oculaire, dont le
passage déclenche la différenciation
de cet épithélium et constitue une
étape clé de la formation de
I'ceil [13, 14] ; 'organisation suivant
I’axe proximo-distal des cellules des
disques imaginaux [15] ; la différen-
ciation de I'épiderme larvaire [16].
Dans tous les cas ou elle a été réa-
lisée, I'analyse de mosaiques généti-
ques montre que les cellules non

mutantes voisines des clones cellulai-
res hedgehog -/- sont affectées, et par
conséquent que hedgehog code pour
un signal intercellulaire [13, 17]. La
protéine est effectivement localisée
a l'extérieur des cellules qui la
synthétisent, mais elle semble toute-
fois rester principalement dans leur
proximité immeédiate [15, 18].

Sonic hedgehog est exprimé dans plu-
sieurs tissus inducteurs au cours du
développement des vertébrés

Trois équipes ont décrit I'existence
d’homologues du géne hedgehog chez
la souris, le poisson-zébre, le poulet
et le xénope ([9-11] et J-P. C., résul-
tats non publiés). Dans toutes ces
espéces, un méme homologue,
appelé Sonic hedgehog d’apres le jeu
électronique fabriqué par Sega (sic),
a été identifié et étudié en détail,
mais d’autres homologues ont été
découverts et la famille pourrait
comporter de nombreux autres
membres. Dans tous les cas, I'extré-
mité amino-terminale des protéines
codées par ces génes présente un
domaine hydrophobe d’une ving-
taine d’acides aminés, suivi d’'un site
de clivage potentiel, structure carac-
téristique des protéines secrétées. La
signification de la conservation de
séquence observée a été renforcée
par la démonstration d’une conser-
vation fonctionnelle: le géne Sonic
hedgehog de poisson-zébre possede les
meémes propriétés que hedgehog dans
des expériences d’expression ubi-
quiste chez la drosophile [10].
Pour identifier les fonctions possi-
bles de Sonic hedgehog, les sites
d’expression de ce gene ont été exa-
minés au cours du développement.
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Peu apres le début de la gastrula-
tion, la transcription de Sonic hedge-
hog débute dans le centre organisa-
teur [2]; au cours de la somitoge-
nese et de la neurulation, elle se
poursuit dans ses dérivés, le méso-
derme axial puis la notochorde, et
est alors activée dans le SNC ventral
de maniere rostrocaudale (territoire
qui correspond au plancher du tube
nerveux a partir du mésencéphale),
cette activation étant suivie de
I'extinction dans la notochorde sous-
jacente. Enfin, lors de I'apparition
des bourgeons de membres (de
nageoires chez le poisson!), Sonic

hedgehog est transcrit dans une
région postérieure de leur
mésenchyme.

Notochorde, plancher du tube ner-
veux, mésenchyme postérieur des
bourgeons de membres: tous ces tis-
sus possedent d'importantes proprié-
tés inductrices. Et de maniére tout
a fait remarquable, ces trois tissus

peuvent étre utilisés indifféremment
dans les expériences démontrant
leurs propriétés respectives; la noto-
chorde et le plancher du tube ner-
veux provoquent des duplications en
miroir des doigts de poulet s’ils sont
greffés dans la partie antérieure des
bourgeons de membres [19] tandis
que le mésenchyme postérieur des
bourgeons de membres provoque
I'induction d'un plancher ectopique
dans des explants du tube nerveux
latéral cultivés a son contact [20]...
Sonic hedgehog, qui est trés probable-
ment une protéine secrétée, est
exprimée dans ces trois tissus, deve-
nant ainsi un candidat de choix
pour le role de messager de leur
pouvoir inducteur.

Polarisation dorso-ventrale du SNC
et Sonic hedgehog

[’apparition et l'organisation spa-
tiale du SNC procedent par induc-

Figure 1. Polarisation dorso-ventrale du tube nerveux et des somites
par la notochorde et le plancher du tube nerveux. Le réle de la noto-
chorde et du plancher du tube nerveux dans la polarisation dorso-ventrale
du tube nerveux et des somites a été déduit de I’analyse d’expériences de
greffe ou d’ablation de ces tissus [21-23]. Le schéma d’une section trans-
versale d’embryon de poulet obtenu aprés la greffe d’'une notochorde sup-
plémentaire est représenté. La greffe d’'une notochorde supplémentaire (ngref)
le long du tube nerveux d’un embryon-héte provoque une « ventralisation »
des tissus adjacents : dans le tube nerveux, un plancher ectopique (P’) appa-
rait dans le tube nerveux latéral en contact avec la notochorde greffée et
des motoneurones ectopiques apparaissent de part et d’autre de ce plan-
cher ectopique [21, 22]; dans le somite adjacent, une différenciation scléro-
tomale prédomine [23]. Le cété droit de I'embryon posséde une organisa-
tion dorso-ventrale normale. Des résultats similaires sont obtenus aprés la
greffe d’un plancher du tube nerveux supplémentaire [21-23]. (D’apres Pour-
quié et al. [23]) n: notochorde ; p : plancher du tube nerveux, tn: tube ner-
veux,; dm: dermamyotome scl: sclérotome, les zones hachurées contien-
nent des motoneurones.

m/s n° 5 wvol. 10, mai 94

tions successives. Ainsi, I’ectoderme
indifférencié, produit durant la gas-
trulation, donne naissance au cer-
veau et au tube nerveux sous I'effet
d’inductions par le centre organisa-
teur et le mésoderme axial [1].

Dans le tube nerveux, I’apparition
de I'organisation dorso-ventrale est
bien décrite. La notochorde, dérivée
du mésoderme axial, et le plancher
du tube nerveux y jouent un role
prédominant (figure I). La noto-
chorde entraine la différenciation
du plancher du tube nerveux; puis,
a partir de signaux émis par la noto-
chorde et ce méme plancher, le
tube nerveux s’organise et se diffé-
rencie : les motoneurones apparais-
sent en position ventro-latérale de
part et d’autre du plancher, des
axones commissuraux se dirigent
vers le plancher, ... [21, 22]. Pour
examiner le role de Sonic hedgehog
au cours du développement du tube
nerveux, des expériences d’expres-
sion ectopique ont été réalisées. En
forcant I'expression de Sonic hedgehog
a des positions ectopiques dans
'embryon de souris (au moyen d'un
transgeéne exprimant Sonic hedgehog
sous le controle des séquences régu-
latrices du gene Wnt-I) ou dans
I'embryon de poisson-zébre (par
microinjection d’ARNm transcrits in
vitro dans 1'ceuf fécondé), une
expression ectopique de marqueurs
du plancher a été provoquée, sug-
gérant que les cellules ayant recu un
signal Somic hedgehog ectopique ont
été conduites a adopter des carac-
téristiques de cellules du plancher
du tube nerveux [9, 10]. Sonic hed-
gehog serait donc le médiateur de
I'induction du plancher du tube
nerveux. Toutefois, I’expression
ectopique de marqueurs du plan-
cher qui a été décrite est restreinte
a certaines régions du domaine
d’expression ectopique de Sonic hed-
gehog. En particulier, elle n’est pas
observée dans le tube nerveux qui,
d’apreés les expériences de greffe de
notochorde ou de plancher, sont
tout a fait aptes a répondre a ces
inducteurs du plancher. Il est donc
possible que Sonic hedgehog ne soit
pas a lui seul le médiateur des acti-
vités de la notochorde et du plan-
cher du tube nerveux ; un autre fac-
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teur (ou plusieurs) pourrait étre
nécessaire. On peut, par ailleurs,
noter que la notochorde et le plan-
cher du tube nerveux partagent éga-
lement la propriété d’agir sur la
polarisation dorso-ventrale des somi-
tes (figure 1) [23] et la participation
de Sonic hedgehog a ce processus est
donc envisageable.

Polarisation dorso-ventrale du cer-
veau et Sonic hedgehog

Dans le cerveau, contrairement a ce
qui se passe dans le tube nerveux,
I'apparition de I'organisation dorso-
ventrale est mal comprise. Cepen-
dant, et c’est tout a fait remarqua-
ble, 'expression de Sonic hedgehog
dans le SNC ventral s’étend en fait
antérieurement au-dela du plancher.
L’organisation dorso-ventrale du cer-
veau pourrait donc en partie repo-
ser sur des molécules (Sonic hedge-
hog) et des mécanismes analogues
a ceux employés dans le tube ner-
veux. En particulier, le territoire
ventral du cerveau pourrait donc

avoir des propriétés communes avec
le plancher. L'importance de ce ter-
ritoire dans l'organisation du cer-
veau est soulignée par le phénotype
du mutant de poisson-zebre cyclops
[24]. Chez ce mutant, I'expression
de Sonic hedgehog dans le SNC ven-
tral n’apparait jamais, ni dans le
cerveau, ni dans le tube nerveux:
c'est la premiére explication molé-
culaire de l'absence d’apparition,
chez ce mutant, du territoire ventral
du SNC [10]. Cette absence du
SNC ventral bouleverse 1'organisa-
tion du cerveau: elle conduit a la
délétion d'une grande partie du
diencéphale et, par suite, a la cyclo-
pie qui donne son nom a ce
mutant. En effet, I'introduction de
cellules sauvages cyclops +/+ dans un
embryon mutant c¢yclops -/- peut
supprimer la cyclopie et, de
maniere générale, restaurer une
organisation normale du cerveau
antérieur si des cellules cyclops +/+,
méme en trés petit nombre, vien-
nent a se localiser dans le SNC ven-
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tral [24] ! Peut-étre Sonic hedgehog
est-il le signal impliqué ?

L’acide rétinoique,
déchu

morphogéne

L’organisation antéro-postérieure des
membres, en particulier I’apparition
ordonnée des différents doigts, sem-
ble dépendre de I'activit¢ d’une
région du mésenchyme postérieur
des bourgeons de membres appelée
zone a activité polarisatrice. En effet,
la greffe de cellules du mésenchyme
postérieur des bourgeons de mem-
bres dans la partie antérieure d’un
bourgeon hoéte provoque une spec-
taculaire duplication en miroir de
I'arrangement des doigts (figure 2)
(1].

La greffe de deux autres tissus est
capable de provoquer cette duplica-
tion... : la notochorde et le plancher
du tube nerveux [19] ! Cette obser-
vation a donné son poids a I'hypo-
these d’un role de Sonic hedgehog
dans ce processus.

Pour tester son role dans la polari-
sation antéro-postérieure des mem-
bres, des cellules exprimant Sonic
hedgehog aprés infection rétrovirale
ont été implantées dans la partie
antérieure de bourgeons de mem-
bres: elles provoquent des duplica-
tions [11] ! Ces duplications ressem-
blent remarquablement a celles pro-
duites par greffe de la zone a acti-
vité polarisatrice. Des duplications
de structures osseuses proximales,
I’humérus et le radius, ont aussi été
observées, suggérant que la polarisa-
tion antéro-postérieure des structu-
res proximales des membres est éga-
lement affectée par I'expression de
Sonic hedgehog.

Le modele le plus populaire pour
rendre compte de [I'organisation
antéro-postérieure des membres fait
intervenir un morphogeéne dont le
gradient de concentration serait tra-

Figure 2. Polarisation antéro-postérieure des membres par le
mésenchyme postérieur des bourgeons de membres. Le mésenchyme
postérieur des bourgeons de membres correspondant a la zone & activité
polarisatrice est représenté en rouge. Partie supérieure de la figure: dans
le bourgeon de membre, une polarisation antéro-postérieure est mise en
place, ce qui conduit a I'émergence de doigts distincts numérotés de 2 a
4 suivant leur position le long de I'axe antéro-postérieur. Partie inférieure
de la figure: la greffe du mésenchyme postérieur d’'un bourgeon de mem-
bre dans la partie antérieure d’un bourgeon de membre d’un embryon-héte
msssmmm provoque une duplication en miroir des doigts. (D'apres [1,11].)
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duit en information de position par
les cellules (modele da a Wolpert,
[1]). L’implantation d’une bille
d’acide rétinoique est capable de
reproduire I'action de la zone a acti-
vité polarisatrice et I'acide rétinoi-
que était donc LE candidat-
morphogene. Cependant, d’élégan-
tes manipulations embryologiques
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semblaient aller a I'encontre de
cette hypothese [25] et elle semble
désormais définitivement exclue.
Riddle et al ont en effet montré que
I'acide rétinoique provoque l’activa-
tion de Sonic hedgehog. La duplica-
tion en miroir des doigts par I'acide
rétinoique est donc certainement
une conséquence de cette activation
de Sonic hedgehog et non pas de la
création d’un nouveau gradient
morphogénétique d’acide rétinoi-
que. II reste possible que, in vivo, ce
soit bien I'acide rétinoique qui con-
duise a I'activation de Sonic hedgehog.
Cela pourrait intervenir de maniere
directe, si la transcription du geéne
est activée par des récepteurs de
I'acide rétinoique, ou, plus probable-
ment, de maniere indirecte, compte
tenu de la latence observée dans
I'apparition de transcrits de Sonic
hedgehog apres I'implantation de bil-
les d’acide rétinoique. Mais Sonic
hedgehog est-il alors le morphogeéne
spécifiant une information de posi-
tion par le biais d’'un gradient de
concentration? Une description
systématique des modifications de la
polarité des doigts en fonction de la
dose de Sonic hedgehog implantée
sera cruciale pour une nouvelle éva-
luation du modele de Wolpert.
D’autres mécanismes d’action de
Sonic hedgehog semblent toutefois
envisageables ; par exemple, il pour-
rait agir au départ d’une cascade
d’interactions cellulaires [11].

Quel est le mécanisme de I’action
morphogénétique ?

Pour comprendre le mécanisme
d’action de Sonic hedgehog, il sera
indispensable de déterminer son
«rayon d’action » (a quelle distance
des cellules sécrétrices la protéine
est-elle capable de diffuser? sera-
t-elle toujours active si elle est
ancrée a la membrane sous forme
d'une chimeére avec une protéine
transmembranaire [26] ?) et de
découvrir les caractéristiques de son
récepteur (comment le signal est-il
interprété par les cellules réceptri-
ces? comment la compétence a
répondre au signal apparait-elle et
comment évolue-t-elle ?). Enfin, les
travaux chez la drosophile montrent
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clairement I'importance de I'associa-
tion de Sonic hedgehog avec
d’autres signaux moléculaires pour
la réalisation de ses effets morpho-
génétiques, partenaires qu'il faudra
egalement identifier chez les verté-
brés avant qu'un scénario ne
s'impose pour décrire I'action de
Sonic hedgehog. Autant de ques-
tions qui pourraient permettre une
analyse moléculaire de I'apparition
des formes et de I'organisation spa-
tiale au cours du développement de
I'embryon de vertébré B
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