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Meécanismes de Ia cardiogeneéese
et spécification des lignages cardiaques :
de la drosophile aux vertébreés

sophile a I'aspect d’un tube situé

dorsalement, le long de l’axe
antéro-postérieur. I est formé, sur
toute sa longueur, d’une couche
externe de cellules péricardiaques et
d’une couche interne de cardiomyo-
cytes dont les contractions synchroni-
sées assurent la circulation de
I’hémolymphe. L’homogénéité de ce
tube n’est qu’apparente; il est consti-
tué en réalité d’éléments provenant
de la segmentation du mésoderme.
Les différentes sous-populations de
cardioblastes et de cellules péricar-
diaques composant ces éléments se
distinguent par leur position antéro-
postérieure et les genes qu’elles
expriment.
Nous présenterons ici 1’état des
connaissances sur le développement
du ceeur de la drosophile en mettant
I’accent sur les mécanismes de diver-
sification des différents lignages.
Seront aussi discutés les avantages et
les inconvénients de ce systéme
comme modéele pour I'étude des
étapes précoces de la cardiogenese
chez les vertébrés.

I e coeur embryonnaire de la dro-

Mécanismes moléculaires
de la cardiogenese chez la drosophile

Le cceur de la drosophile se déve-
loppe en trois étapes: (1) détermina-
tion du territoire précardiaque; (2)
spécification des lignages cardiaques;
(3) migration des primordiums et
formation du tube cardiaque. Si la
plupart des événements génétiques
assurant la premiere étape ainsi que
certains éléments qui dirigent la
diversification des précurseurs sont
connus, les mécanismes controlant la
migration des primordiums latéraux
vers la position dorsale ou ils fusion-
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nent pour former le tube cardiaque,
restent obscurs. Ils est maintenant
évident que, dés le début, la cardio-
genese se déroule sous le controle
coopératif d’'un programme exclusi-
vement mésodermique et de signaux
en provenance de I’épiderme.

La cardiogenése débute a la suite de
la subdivision dorso-ventrale du méso-
derme sous l'influence des signaux
émis par le gene decapentaplegic (dpp)
et par le géne short gastrulation (sog)
qui spécifient respectivement la par-

tie dorsale, et la partie ventrale de
I’embryon. Le territoire précardiaque
et le primordium viscéral, situés dans
la partie dorsale du mésoderme, sont,
eux, spécifiés par les signaux Dpp de
I’épiderme (figure 1).

Au sommet de la cascade des génes
impliqués dans la formation du cceur
se trouve (wist (twi) [1], un gene-clé
du développement du mésoderme.
Au début de la gastrulation, fwi active
le géne tinman (tin) [2-4] dont
I’expression transitoire s’étend a

Spécification Diversification
du mésoderme des lignages
précardiaque cardiaques

Dpp —p tin

htl

Migration des primordiums
et formation du tube cardiaque

O Ectoderme dorsal
O Mésoderme précardiaque
O Mésoderme somatique

O Mésoderme viscéral

O Cardioblaste Ib-positif

O Cellule péricardiaque Ib-positive
O Cellule péricardiaque eve-positive
. Cardiomyocyte

— Signaux de I'ectoderme

- - - % Direction de la migration

Figure 1. Etapes de la formation du tube cardiaque drosophilien, sur des
coupes transversales d’embryons. Les points d’interrogation reflétent, pour Ib
et eve, le doute sur la voie empruntée par le signal de Wg: directe ou via I’acti-
vité de tin. L’interaction de htl avec tin est indirecte (fleche pointillée). htl assure
la migration dorsale des primordiums cardiaques dans lesquels les signaux
Dpp maintiennent I'activité de tin. L’interaction tardive de htl avec tin n’est pas
prouvée. Si elle existe, elle est aussi indirecte (points d’interrogation).
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toutes les cellules mésodermiques
pour se restreindre au mésoderme
dorsal, en réponse aux signaux Dpp
[5] (figure 1). Les phénotypes mutants
montrent que I'expression de tin est
nécessaire a la formation du ceceur et
de la musculature viscérale [2, 3] sug-
gérant un role pour la restriction dor-
sale de son activité dans la définition
du territoire cardiaque et viscéral.
Dans ce processus, le role des signaux
Dpp est déterminant car 'induction
de son activité dans I’épiderme ven-
tral de mouches transgéniques pro-
voque, dans cette région, la forma-
tion d’un cceur ectopique [2].
Durant la gastrulation, la migration
dorso-latérale des cellules mésoder-
miques dépend d’un récepteur de la
famille des FGF : la protéine Heartless
(Htl), [6-8] (figure 1). Chez les
mutants A/, les précurseurs du méso-
derme cardiaque sont incapables de
migrer dorsalement. L’induction par
Dpp étant alors impossible, la forma-
tion du cceur et de la musculature vis-
cérale sont gravement perturbées. La
fonction du gene &l qui code pour
un récepteur a activité de tyrosine
kinase (RTK), consiste a transmettre
des signaux extracellulaires via une
protéine fixant le GTP, codée par le
geéne Rasl. L'implication de la voie
de signalisation RTK dans la cardio-
genese est confirmée par le sauvetage
du phénotype kil par une forme acti-
vée de la protéine Rasl [7]. En
résumé, la détermination du terri-
toire cardiaque se met en place grace
aux fonctions de génes mésoder-
miques tels que tin, hil et des signaux
Dpp de I'ectoderme dorsal (figure 1).
La deuxieme phase, la diversification
des précurseurs du cceur, nécessite
également la coopération du pro-
gramme mésodermique avec la signa-
lisation de 'ectoderme. Le caractere
métamérique des primordiums du
coeur reflete I'infuence des genes de
segmentation de I’épiderme. En effet,
wingless (wg), un geéne de polarité seg-
mentaire codant pour une protéine
sécrétée, est nécessaire au maintien
de lactivité tin dans le mésoderme
cardiaque [9]. Cette activité permet
Iinduction des genes ladybird early
(lbe) et ladybird late (Ibl) dans une sous-
population de précurseurs de cardio-
blastes et de cellules péricardiaques

s [10], du géne even skipped (eve) dans
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une autre sous-population de cellules
péricardiaques [2] (figure 1) et du
gene 93Bal dans des précurseurs des
muscles d’attachement du coeur
(M. Frasch — communication person-
nelle). Tous ces genes, tin inclus,
codent pour des facteurs de trans-
cription a homéodomaine et résident
dans une méme région génomique
connue sous le nom de cluster 93E
[11]. Selon des données récentes
[10], les genes lbe, Il et eve, ainsi que
les signaux Wg et Hedgehog (Hh)
provenant des cellules épidermiques
en contact avec le mésoderme car-
diaque, apportent 'information
requise pour l'identité antéro-posté-
rieure des cellules du ceeur.

Les genes b exprimés en dessous du
domaine épidermique de wg dans
deux cardioblastes et dans deux cel-
lules péricardiaques par hémiseg-
ment, déterminent l'identité anté-
rieure des précurseurs cardiaques
[10], tandis que eve et les signaux Hh
spécifient I'identité des cellules péri-
cardiaques localisées postérieure-
ment. Les expériences sur des
mouches transgéniques montrent
que I'expression ectopique de b peut
provoquer un changement d’identité
des précurseurs cardiaques, notam-
ment une transformation des cellules
péricardiaques exprimant eve en cel-
lules exprimant . Le méme type
d’expériences montre également que
lbe et Ibl peuvent transformer des pré-
curseurs de certains muscles dorsaux
en cellules cardiaques et les recruter
pour former un coeur hypertro-
phique [10]. Cependant, le contréle
de la diversification des lignages car-
diaques ne dépend pas des seuls
genes d’identité. L’analogie avec les
lignages nerveux et musculaires fai-
sait penser que l’action des génes
d’identité ne se manifestait que
durant la derniere étape de la déter-
mination des lignages cardiaques. Il
est maintenant établi que la diversifi-
cation du mésoderme cardiaque
(comme du mésoderme somatique et
du neuroectoderme) débute par la
ségrégation des cellules progéni-
trices. Ce processus se met en place a
la suite de I'inhibition latérale dirigée
par les geénes neurogéniques [12].
Dans I’état actuel de nos connais-
sances, les progéniteurs cardiaques,
comme les progéniteurs nerveux et

musculaires, se divisent en distri-
buant asymétriquement les produits
des genes numb (nb) et Inscuteable
(Insc) (m/s n°1, 1997, p. 123) [13-16].
La présence de la protéine Nb dans
une cellule fille et son absence dans
I’autre, assure la diversification finale
des cellules fondatrices des muscles
[15, 16]. Le role de la distribution
asymétrique des protéines Nb et Insc
dans des cellules cardiaques est
confirmé par la surproduction des
cellules péricardiaques exprimant eve
dans les mutants nb [15] et leur
absence dans les mutants Insc [17].
L’association de la spécification des
cardioblastes et des cellules péricar-
diaques avec leurs mouvements rend
probable I'implication de la protéine
Htl et de la signalisation dépendante
de FGF dans la deuxiéme phase de la
cardiogeneése.

La derniere étape, qui aboutit chez la
drosophile a la formation du tube
cardiaque, est la moins connue. Nos
observations montrent qu’elle est éga-
lement sous l'influence des signaux
de I’épiderme dorsal. La communica-
tion entre cellules épidermiques et
précurseurs cardiaques est assurée
par la transmission tardive de signaux
Wg dont nous avons montré récem-
ment [11] qu’elle est maintenue par
la fonction épidermique des geénes b
(figure 1). En dehors de b, le gene
pannier (pnr), codant pour un facteur
GATA drosophilien, est spécifique-
ment exprimé dans I’épiderme dorsal
et requis pour Iactivité tardive de wg
— donc pour les événements tardifs de
la cardiogenése (figure I). Si nous
ignorons quels éléments répondent
aux signaux tardifs de wg, nous obser-
vons que l'absence de sa fonction,
pendant la rétraction de la bande ger-
minale, réduit le nombre des précur-
seurs et perturbe la formation du
tube cardiaque. La fusion des primor-
diums étant précédée par leur migra-
tion, il est probable que ce mouve-
ment est dirigé par htl et la
signalisation FGF (figure 1).

Mécanismes cardiogénétiques
communs a la drosophile
et aux vertébrés

L’anatomie et I’embryologie compa-
rées suggerent que le coeur des inver-
tébrés et des vertébrés provient de
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I’adaptation d’une structure ances-
trale commune correspondant a un
vaisseau musculaire contractile [18];
cette hypothése est étayée par la res-
semblance surprenante entre la car-
diogenese de la drosophile et les
étapes précoces de la formation du
coeur des vertébrés (figure 2). Dans les
deux cas des primordiums segmentés
sont spécifiés bilatéralement dans le
mésoderme. Cela laisse supposer que
les mécanismes dirigeant le dévelop-
pement du cceur drosophilien sont
les mémes dans la phase initiale de la
cardiogenese des vertébrés, ce que
confirme la conservation des génes et
des molécules de signalisation impli-
qués. Ces similitudes meénent a voir
dans la drosophile un modele pour
I’étude des mécanismes moléculaires
de la cardiogenese des vertébrés.

Si la totalité des éléments de la cas-
cade cardiogénique n’est pas encore
connue, il est clair que la spécifica-
tion du territoire précardiaque chez
les invertébrés et les vertébrés est
dirigée par des molécules sécrétées
de la famille des TGF- (figure 2).
Chez la drosophile, un membre de
cette famille, la protéine Dpp, et son
homologue chez les vertébrés, la pro-
téine BMP-4, induisent le développe-
ment du cceeur dans le mésoderme
dorsal a partir de I’ectoderme [5, 19,
20]. Ainsi, les molécules FGF-4 expri-
mées au cours de la gastrulation chez
le poulet dans I’endoderme anté-
rieur, en coopération avec les
signaux BMP de I’ectoderme, spéci-
fient la région précardiaque du
domaine antérieur du mésoderme
[21]. A la suite de cette induction le
développement du mésoderme car-
diaque des vertébrés suit une voie
analogue a celle de la mouche en
exprimant les homologues de tin, les
genes Nkx2.5, Nkx2.3 et Nkx2.7 [22-
24] (figure 2). La similitude des pro-
fils d’expression de ces homologues
avec celui de tin, se reflete dans des
ressemblances phénotypiques des
mutants manifestant un gain de fonc-
tion. Comme I’expression ubiquitaire
de tin chez la drosophile [2], I'injec-
tion, chez le xénope, de ’ARNm
Nkx2.5 ou Nkx2.3, provoque I’élargis-
sement du territoire cardiaque sans
toutefois induire la formation d’un
coeur ectopique [25]. Cependant,
I’étude des mutants de tin et de
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Drosophile e Vertébrés
Spécification
des primordiums D
du coeur
TGF-B (Dpp) TGF-B (BMP-4)
FGF FGF
Diversification
des lignages D
cardiaques
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D Activation du programme D
myogénique et migration
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D Formation du tube D
cardiaque
? GATA (pnr) 5
? Wg :
\% \%

Figure 2. Eléments communs a la cardiogenése chez la drosophile et les ver-
tébrés. Les molécules de signalisation sont inscrites dans les grandes
fleches. Les genes mésodermiques exprimés au cours de la cardiogenése
sont inscrits a l'intérieur des primordiums cardiaques. Direction de la migra-
tion des primordiums: chez la drosophile, vers la partie dorsale (D); chez les
vertébrés vers la partie ventrale (V).

Nkx2.5 n’a pas confirmé leur identité
fonctionnelle. La perte de fonction
du gene Nkx2.5, si elle perturbe gra-

vement la cardiogenése, n’est pas
aussi sévere que celle de tin qui abolit

la formation du cceur [26]. Cette dif- m——
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férence inattendue reflete une pro-
bable redondance fonctionnelle des
genes Nkx2.5, Nkx2.3 et Nkx2.7. Cela
reste a élucider par génération de
doubles et triples mutants de genes
de la famille Nkx2.

Les mécanismes de la spécification
des différents lignages cardiaques
sont peu connus chez les vertébrés
(figure 2), donc difficiles a comparer a
ceux de la drosophile. Néanmoins, le
marquage avec des vecteurs rétrovi-
raux chez le poulet [27] ou de
I’encre de Chine chez le poisson
zebre [24], indiquent que les
lignages myocardiques et endocar-
diques sont spécifiés avant la forma-
tion du tube, comme c’est le cas pour
les lignages péricardiaque et cardio-
blastique chez la drosophile. II est
évident que, comme chez la droso-
phile, I'identité des cardiomyocytes
des vertébrés differe selon leur posi-
tion le long de ’axe antéro-posté-
rieur, ce que manifeste le battement
plus rapide de la partie postérieure
du tube cardiaque et, chez certains
mutants du poisson ze¢bre, une
absence ou une malformation sélec-
tive de la partie antérieure du coeur
[28, 29]. L’énumération des ressem-
blances dans la diversification des
lignages cardiaques s’arrétera 1a, car,
chez les vertébrés, les homologues
des geénes d’identité sont encore
inconnus, de méme que le role des
signaux €mis par la famille des genes
Wnt (figure 2), nécessaires chez la
mouche a la spécification de I'iden-
tité des cellules cardiaques de la par-
tie antérieure des segments. L’impli-
cation des homologues des génes
neurogéniques dans la ségrégation
des cellules progénitrices et le role
des homologues de Nb et d’Insc dans
la division asymétrique restent, de
méme, a déterminer.

La différenciation des cellules car-
diaques, étape suivante de la cardio-
genese, débute chez la drosophile et
les vertébrés par l’activation de fac-
teurs de transcription de type «boite
MADS » de la famille MEF-2 (figure 2).
Chez la drosophile, DMef-2, activé
directement par Tin s’exprime spéci-
fiquement dans des cardioblastes
pendant les étapes tardives de la car-
diogenese (figure 1) [30]. Chez la sou-
ris, I'invalidation du géne MEF-2C

s 2ffecte la formation du cceur, comme
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celle de Nkx2.5 [31], suggérant que les
deux genes fonctionnent dans la méme
voie de régulation. Chez les mutants
MEF-2C, la formation de tube car-
diaque se déroule normalement, mais
ensuite la morphogenese du cceur est
gravement perturbée. Il est probable
que la sévérité du phénotype est atté-
nuée parce que la perte de fonction du
MEF-2C est associée a I'induction de
Iexpression d’un autre membre de
cette famille, le gene MEI-2B.

Les facteurs GATA sont également
communs a la cardiogenése de la
drosophile et des vertébrés (figure 2).
Chez la souris trois d’entre eux
(GATA-4, -5 et -6) sont exprimés
dans la région cardiaque avant fusion
des primordiums [20]. Les expé-
riences de gain et de perte de fonc-
tion du geéne GATA-4 semblent
I'impliquer dans la différenciation
des primordiums et du tube car-
diaque [32-34]. Ici, comme pour la
famille des génes Nkx.2, les combinai-
sons de mutations de tous les génes
GATA permettront une vision plus
compléete de leur role dans la cardio-
genese. La fonction du geéne pnr,
homologue drosophilien de GATA,
confirme I'implication de cette
famille dans la différenciation des
cellules cardiaques. Cependant, son
mode d’action semble différent, car
pnr exprimé dans 1’épiderme
influence la formation du cceur, plus
probablement via la signalisation Wg.
Les avantages du modéele drosophi-
lien pour étudier la cardiogenése peu-
vent se résumer ainsi: la drosophile
est 'organisme le mieux caractérisé
génétiquement dont le développe-
ment du cceur est similaire aux étapes
précoces de la cardiogenese des verté-
brés; toutes les familles de génes
impliquées dans la spécification, la
migration et la différenciation du
mésoderme cardiaque chez les verté-
brés sont représentées chez la droso-
phile, par au moins un géne homo-
logue; les phénotypes de perte et de
gain de fonction drosophiliens sont
précieux pour interpréter les effets de
mutations des genes homologues
chez la souris; les avancées dans la
compréhension des événements liés a
la diversification des lignages car-
diaques drosophiliens, facilitent les
meémes recherches chez les vertébrés.
Ce modele, s’il présente de gros

avantages, n’est cependant pas sans
inconvénients, comme, par exemple,
Iinfluence sur la diversification des
lignages de la segmentation du méso-
derme (qui n’est pas homologue
dans les deux systemes). Chez la dro-
sophile la segmentation est synchro-
nisée sur toute la longueur de
I’embryon, tandis que chez les verté-
brés, elle progresse par addition suc-
cessive des segments. Une autre limi-
tation est liée a la spécialisation
fonctionnelle et a la plus grande
complexité de la régulation des
genes chez les vertébrés. Mais,
I'inconvénient majeur est lié au fait
que I’homologie des deux systémes
se restreint aux stades précoces du
développement du ceceur. Cette limi-
tation n’est peut-étre pas absolue,
car, comme le montre I'implication
deNkx2.5 dans les étapes tardives de
la cardiogeneése, une voie de régula-
tion préexistante peut étre utilisée
pour développer une complexité
morphogénétique m
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