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Deéveloppement,
magrations et
gradients

Une des clés du développement est
que les cellules dans lorganisme et
les protéines dans les cellules se
trouvent a leur place normale. La
mutation reeler perturbe
typiquement la migration cellulaire,
en Loccurrence celle des neurones
corticaux qui ne s’arrétent pas au
cours de leur migration, dépassent
leur position attitrée et se pressent
au-dela, en périphérie de leur
champ de migration. Le produit du
gene reelin semble étre une
protéine de la matrice
extracellulaire qui est sécrétée par
des cellules ayant migré
précocement en périphérie et forme
un gradient répulsif essentiel a
Uarrét de la migration des neurones
migrant ultérieurement. C’est aussi
une interaction inhibitrice qui
explique, dans I'embryon syncytial
de drosophile, le gradient croissant
de distribution antéro-postérieur de
la protéine Caudal, dont le
messager est distribué de facon
homogene: sa traduction est inhibée
par la protéine Bicoid, distribuée
en gradient a partir d’un site de
synthese au pole antérieur ou se
trouve concentré ’ARNm. Nous
rapportons aussi un nouvel exemple
de redondance fonctionnelle entre
les membres d’une famille de
protéines inductrices du
développement, en l'occurrence les
facteurs myogeéniques de la famille
MyoD: les protéines Myf5 et
myogénine sont parfaitement
interchangeables, la spécificité
Jfonctionnelle de leurs genes
respectifs étant due a leurs
différences d’expression spatio-
temporelle. Ces résultats ont été
obtenus par recombinaison
homologue dans des cellules souches
embryonnaires ES, méthode qui ne
Jonctionnait jusqu’alors que chez la
souris. Mais, peut-étre, d’autres
especes pourraient se préter dans le
Jfutur a ces techniques, par exemple
les brebis.
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Mlutation reeler
et protéine reelin:
bases d’'un nouveau modele
du développement cortical

Reeler est une mutation récessive
autosomique de la souris, qui affecte
le développement embryonnaire du
cerveau d’une maniére tout a fait
particuliere. Chez I’embryon normal,
comme résumé sur la figure 1, les
neurones corticaux sont engendrés
le long des ventricules, au sein des
zones ventriculaires. Les éléments
postmitotiques migrent ensuite radia-
lement en direction des méninges,
en intime relation avec des fibres
gliales radiaires. Les premiers neu-
rones engendrés ont une organisa-
tion horizontale et deviennent les
cellules de Cajal-Retzius et les neu-
rones de la sous-plaque. Les neu-
rones de la plaque corticale sont
engendrés un peu plus tard et ont
une organisation radiaire tres préci-
se. Chez I’embryon reeler, les neu-
rones sont engendrés en nombre et
selon une chronologie normale, et
migrent le long des fibres gliales
radiaires comme chez les embryons
normaux [1, 2]. Cependant, arrivés
pres de leur destination, les neurones
en migration se comportent comme
s’ils avaient perdu la capacité de
s’ordonner selon les agencements
architectoniques normaux. Les cel-
lules de la sous-plaque sont comme
repoussées vers l’extérieur par le
développement d’une plaque cortica-
le dont I’organisation radiaire est
grossierement défectueuse. Il en
résulte une malformation cérébrale
spectaculaire. Au niveau du cortex,
les couches sont mal séparées et la
maturation se produit de I'extérieur
vers l'intérieur, selon un gradient
inversé par rapport au cortex normal
[2-5]. Le cortex n’est pas la seule
cible de la mutation qui perturbe le

développement architectonique pré-
coce de nombreuses structures du
systéme nerveux central [6, 7].
Début 1995, un candidat pour le
geéne reeler fut cloné a partir d’un
nouvel allele engendré fortuitement
par insertion transgénique. Ce candi-
dat, appelé reelin [8], fut aussi identi-
fié par clonage positionnel [9, 10].
L’ARNm codé par le geéne reelin est
de grande taille (environ 12000
bases) et possede une phase ouverte
de lecture de 10383 bases correspon-
dant a une protéine de 3461 résidus.
La séquence débute par un segment
hydrophobe, probablement un pepti-
de signal. Ensuite, on trouve successi-
vement un segment similaire
(~25 %) a la F-spondine, une séquen-
ce anonyme, puis une série de 8répé-
titions de 350 a 390 résidus. Chacune
de ces répétitions est composée de
deux domaines de taille a peu pres
identique, séparés par un motif EGF
similaire a ceux de la ténascine et de
I'intégrine . La protéine se termine
par un court segment riche en argi-
nine et donc positivement chargé. A
part les similitudes mentionnées, la
reelin ne ressemble a aucune protéi-
ne décrite. La séquence de ’ADNc
suggere que la reelin est une protéi-
ne sécrétée dans la matrice extracel-
lulaire, une hypothese renforcée par
la présence de sites potentiels de gly-
canation (O-xylosylation), de liaison
a I’héparine et d’autres modifications
post-traductionnelles.

L’ARNm de la reelin peut étre détec-
té dans le cerveau embryonnaire de
souris a partir du 12¢ jour (E12). Sa
concentration augmente au cours du
développement pour étre maximale

autour de la naissance et la période m———
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périnatale, puis diminue progressive-
ment et persiste a bas bruit dans le
cerveau adulte. Les premiéres ana-
lyses par hybridation in situ démon-
trent une expression extrémement
forte dans des cellules localisées a la
périphérie de la zone marginale du
télencéphale embryonnaire, qui cor-
respondent aux neurones de Cajal-
Retzius [8] ; un exemple est montré
sur la figure 2. 11 existe aussi une forte
expression dans le bulbe olfactif, au
niveau des futures cellules mitrales.
Aucun signal significatif n’est détecté
dans la plaque corticale embryonnai-
re, ce qui est quelque peu surpre-
nant. En revanche, une expression
modérée s’installe au niveau de neu-
rones localisés dans les couches pro-
fondes du cortex vers la naissance ety
persiste durant la période postnatale
de maturation. D’autres structures du
systétme nerveux central sont caracté-
risées par une expression variable du
messager de la reelin. Par exemple,
un signal d’intensité moyenne est
détecté dans la partie interne de la
couche granulaire externe du cerve-

messssmm let embryonnaire, et s’étend a la
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couche granulaire interne pendant la
période de maturation. Aux stades
embryonnaires, la reelin est aussi syn-
thétisée dans la corne antérieure de
la moelle, au niveau de la partie cen-
trale du tectum mésencéphalique
(futurs tubercules quadrijumeaux),
au niveau d’un petit noyau du teg-
mentum mésencéphalique qui pour-
rait correspondre au locus coeruleus,
au niveau des neurones rétiniens et
dans quelques autres structures du
systéeme nerveux central. Durant la
période postnatale, I’expression de
I’ARNm de Ia reelin est aussi percue
dans de nombreuses structures lim-
biques telles que les noyaux du sep-
tum ou l’aire préoptique.

La production d’anticorps anti-reelin
n’a pas encore abouti. Cependant, il
est trés probable que l'anticorps
monoclonal CR-50 [11] soit dirigé
contre un épitope de la reelin. Cet
anticorps monoclonal a été obtenu
en immunisant des souris reeler avec
du cerveau embryonnaire de souris
normale. Il colore spécifiquement les
cellules de Cajal-Retzius et n’est pas
détectable dans le cerveau embryon-

Figure 1. Modéle de I'action de la ree-
lin au niveau du cortex embryonnaire
normal. Le dessin représente une cou-
pe au niveau du cortex de souris au
quatorzieme jour embryonnaire. Le
ventricule est en bas et la méninge en
haut. Les neurones postmitotiques,
engendrés dans la zone ventriculaire
migrent radialement a travers la zone
intermédiaire, le long des fibres gliales
radiaires qui forment un écheveau ra-
dial fin et participent a la formation de
la limitante externe. L’organisation ho-
rizontale primitive comprend les neu-
rones de Cajal-Retzius, situés dans la
zone marginale externe, et les cellules
de la sous-plaque. Ces deux contin-
gents sont séparés par la plaque corti-
cale dont les neurones ont une organi-
sation radiaire. La reelin sécrétée par
les neurones de Cajal-Retzius forme-
rait un gradient (représenté comme le
dégradé de gris) répulsif pour les neu-
rones de la plaque corticale. Le réseau
répulsif de reelin maintiendrait les cel-
lules de la plaque corticale & distance
de la limitante externe et serait ainsi
indispensable a la formation de la
zone marginale, ainsi qu‘au maintien
de l'intégrité des prolongements ex-
ternes des cellules radiaires .

naire reeler (allele »l classique). Au
moyen de cet anticorps CR-50, nous
avons montré que les cellules de
Cajal-Retzius sont bien colorées dans
le cerveau des souris reeler de 'allele
Orléans (figure 1). Cette mutation I
est caractérisée par la délétion d’un
exon du messager de la reelin [9],
qui entraine un cadre de lecture
tronqué et probablement la produc-
tion d’'une protéine tronquée. Nos
observations avec I’anticorps CR-50
suggerent donc fortement que I’épi-
tope reconnu est associé a la reelin.
De plus, elles confirment que les cel-
lules de Cajal-Retzius sont présentes
chez les souris reeler et que la muta-
tion n’affecte ni leur position ni leur
différenciation.

Les premiers résultats concernant
I’étude de la distribution de la reelin
dans le cerveau embryonnaire font
apparaitre un paradoxe apparent
puisque des cellules qui expriment le
transcrit et probablement la protéine
reelin (pour autant que l’anticorps
CR-50 soit bien dirigé contre cette
protéine), telles que les cellules de
Cajal-Retzius, sont disposées a peu
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preés normalement dans le cerveau
embryonnaire reeler, alors que
d’autres éléments, en particulier les
cellules de la plaque corticale, qui
sont trés anormalement ordonnées
chez le mutant, n’expriment pas le
gene reelin. Une solution évidente de
ce paradoxe consiste a postuler une
action indirecte des cellules de Cajal-
Retzius sur le développement de la
plaque corticale. En d’autres termes,
les neurones de Cajal-Retzius, via la
sécrétion de reelin dans la matrice
extracellulaire locale de la zone mar-
ginale, influenceraient le développe-
ment du cortex en agissant sur les
neurones de la plaque corticale
et/ou sur I’écheveau des fibres
gliales radiaires qui guident la migra-
tion neuronale [12, 13]. Plusieurs
modéles sont, bien sar, envisa-
geables. Une hypothése qui nous
parait intéressante, fondée sur une
suggestion de A. Pearlman (commu-
nication personnelle), est que la ree-
lin forme, dans la matrice extracellu-
laire de la zone marginale, un réseau
répulsif pour les neurones en migra-
tion. Cette action répulsive pourrait
résulter par exemple d’un rayon
hydrodynamique élevé, un mécanis-
me analogue a celui proposé par
Rutishauser pour expliquer la distri-
bution et I’action de la forme poly-
sialylée de la N-CAM [14]. En
repoussant les neurones de la plaque
corticale, ce réseau de reelin partici-
perait a la formation d’une zone
marginale peu cellulaire et, indirec-
tement, a I’organisation laminaire de
la plaque corticale précoce. De
méme, une zone marginale normale
serait nécessaire au maintien de
I'intégrité des pieds externes des
fibres gliales radiaires [19], qui ont
une morphologie trés délicate.

Figure 2. Mise en évidence du messager de la reelin chez un embryon de Quelques observatlons\plaldent €n
souris. A. embryon normal 4gé de 16 jours. Coupe coronale au niveau du té- faveur de cette hypotheése. Derer e
lencéphale médian (primordium hippocampique). Hybridation in situ avec al. [15] ont démontré que les pro-
une sonde antisens correspondant au messager de la reelin (systéme digoxi- longements externes des cellules
génine de Boehringer). L’expression du messager est, & ce stade, restreinte gliales radiaires sont altérés chez les
aux neurones de Cajal-Retzius (fleche). B. Embryon de souris 4gé de 18 jours, souris reeler. Les mémes auteurs ont
homozygote pour la mutation reeler, alléle Orléans. Coupe coronale au ni- également proposé que la matrice
veau du cortex. La coloration par immunoperoxidase (substrat DAB) au extracellulaire et les cellules de
moyen de I'anticorps CR-50 [11] met en évidence les cellules de Cajal-Retzius  Cajal-Retzius jouent un role impor-
(fleche) a leur place normale, dans la zone marginale (MZ) chez I'embryon tant dans I'organisation de la plaque
reeler. CP: plaque corticale. Barre: 200 um. corticale chez 1’animal normal et

dans sa perturbation chez la souris
reeler [16-18]. De plus, une étude
récente suggere que l’ablation des m———
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cellules de Cajal-Retzius semble per-
turber I’écheveau glial et la migra-
tion neuronale radiaire [20].

Un mécanisme analogue pourrait
expliquer 'action de la reelin sur le
cervelet embryonnaire. Les cellules
granulaires externes joueraient un
role équivalent a celui des cellules
de Cajal-Retzius au niveau du télen-
céphale et influenceraient la forma-
tion de la plaque des cellules de Pur-
kinje par la formation d’un réseau
répulsif de reelin dans la zone mar-
ginale. De méme, une action répul-
sive de la reelin cadre bien avec le
profil d’expression observé a
d’autres niveaux de ’encéphale ou a
des stades plus tardifs du développe-
ment. Par exemple, la sécrétion de
reelin par quelques cellules de la
profondeur du cortex pendant la
période postnatale pourrait contri-
buer a la séparation des corps cellu-
laires bien visible morphologique-
ment a ce stade et, partant, faciliter
I’ascension dans le cortex des fibres
thalamiques qui patientent dans le
sous-cortex depuis les stades
embryonnaires tardifs (pour une dis-
cussion du développement des affé-
rences thalamo-corticales voir [21]).
En revanche, nous ne voyons pas
actuellement comment expliquer les
anomalies présentes au niveau de
plusieurs structures du tronc céré-
bral, en particulier I’olive inférieure.
Nous avons montré voici plusieurs
années que l'olive bulbaire se déve-
loppe anormalement chez les souris
reeler [5]. Or nous ne sommes pas
parvenus jusqu’ici a mettre en évi-
dence le messager reelin dans cette
structure, ni au niveau des cellules
gliales qui ’entourent. De méme,
nous n’avons obtenu aucune colora-
tion au niveau de l'olive inférieure
par I'anticorps CR-50. La méme
remarque peut étre faite concernant
d’autres noyaux du tronc cérébral,
comme le noyau du nerf facial qui
est, lui aussi, fortement affecté par la
mutation [6].

En conclusion, le remarquable travail
de D’Arcangelo et al. [8] nous donne
enfin ’occasion de comprendre
I'action de la mutation reeler et ainsi
de clarifier un mécanisme clé du
développement cérébral. Comme tout
travail majeur, le clonage de 'ADNc
codant pour la reelin pose une série

de nouvelles questions et procurera, a
n’en pas douter, mati¢re a réflexion
pour quelques années encore W
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* GLOSSAIRE *

Ténascine : protéine de la matrice
extracellulaire, souvent associée a
la fibronectine, en particulier dans
les tissus conjonctifs, mais égale-
ment présente dans le cerveau
embryonnaire. Auparavant égale-
ment appelée cytotactine, hexabra-
chion, ou J1 [21].

F-spondine : protéine de la matrice
extracellulaive possédant une ana-
logie avec la thrombospondine et
synthétisée par la lame basale
(floor plate) du tube neural
embryonnaire. Elle interviendrait
dans le développement de la moelle
[22].

O-xylosylation : attachement principal
des glycosaminoglycans sur les pro-
téines axiales des protéoglycans, par
Jixation d’un résidu xylose sur la
sérine, au niveau dun site consen-
sus SGXG (S: sérine; G: glycine;
X: résidu quelconque).

TIRES A PART ee——
A.M. Goffinet.
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