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Biologie du
developpement :
frontieres

et organisation

Nous avons développé, dans de
précédents numéros de
médecine/sciences, limportance des
notions d’asymétrie, de gradient de
morphogene et de migration cellulaire
controlée en biologie du développement.
C’est le concept de frontiere et de limite
qui est particulierement illustré dans ce
numéro. Une frontiére est, par essence,
une discontinuité entre deux schémas
d’organisation qui peuvent étre
interdépendants si la frontiere est aussi
le siege du centre organisateur des
structures en deca et au-dela. De telles
[frontiéres organisatrices sont tres
nombreuses au cours du développement
de tous les organismes : frontieres entre
les segments des structures métamériques,
entre la partie dorsale et la partie
ventrale de ’embryon, etc. Au cours du
développement du systeme nerveux
central, Uisthme, situé entre le

ctencéphale et le éphale, est a
proximité immédiate d’un organisateur
gouvernant la différenciation dorsale en
toit optique en avant et en cervelet en
arriere. La différenciation des structures
antérieures en toit optique exige un
signal d’origine postérieure qui peut étre
le FGF-8. En revanche, le signal
d’origine antérieure, nécessaire a la
différenciation du cervelet, n’est pas
connu. La plaque motrice est un autre
schéma de différenciation nécessitant des
influences inductrices réciproques.
L’axone en croissance secrete I’agrine
qui se fixe a un récepteur musculaire a
activité kinasique, la MuSK. Des souris
dépourvues d’agrine ou de MuSK n’ont
pas de plaque motrice. Ainsi, avancons-
nous dans la compréhension des
mécanismes du développement du
systeme nerveux, assez comparable chez
tous les vertébrés, voire de la mouche a
Phomme. Les fonctions cognitives, en
revanche, n’ont pas la méme permanence
au cours de Uévolution, ce qui doit
mettre en garde contre des approches
par trop réductionnistes des mécanismes
de la conscience. Peut-étre est-ce dans de
telles tendances que réside l’origine des
déboires rencontrés dans la recherche des
genes de susceptibilité a des maladies
psychiatriques, notamment la psychose
maniaco-dépressive.
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FGF-8, un signal impliqué
dans lI'organisation du tube neural

La formation du systéme nerveux
des vertébrés nécessite la mise en pla-
ce d’une multitude de types cellu-
laires dont I’agencement est crucial
pour I’établissement du réseau de
connexions qui sous-tendent les
fonctions cérébrales. Au cours du
développement, un jeu d’interac-
tions successives permet d’atteindre a
cette extréme précision d’'une manie-
re a la fois reproductible et tres
souple. Dans un premiers temps, des
sighaux provenant de structures non
nerveuses comme le mésoderme et
I’ectoderme permettent une grossic-
re régionalisation du systeme ner-
veux [1]. Des signaux émanant des
cellules nerveuses elless-mémes vien-
nent tres rapidement se combiner
aux premiers pour en moduler
I’action et augmenter la complexité
des états cellulaires. Dés la formation
des premiers somites, les interactions
a l'intérieur de la plaque neurale
sont devenues prépondérantes.

L’organisateur de Spemann

Les signaux qui agissent a ce stade
sont de deux sortes. D’une part, de
petits signaux qui voyagent de proche
en proche sont constitutifs d’un effet
de communauté: si 'on transplante
un groupe assez grand de cellules voi-
sines dans une autre région du tube
nerveux, elles maintiennent leur pre-
miere identité. Les cellules transplan-
tées ne sont pas déterminées (voir plus
loin) mais elles sont déja engagées
dans une voie de différenciation sous
le fait d’instructions plus anciennes et
elles la maintiennent par solidarité
[2]. D’autre part, il existe des régions
restreintes dans le tube nerveux qui
manifestent des propriétés d’organi-
sateurs. Transplantées en position

ectopique, elles sont capables de
modifier profondément 'identité des
structures nerveuses environnantes.
Les organisateurs sont des structures
biologiques aux propriétés fascinan-
tes. Composés d’un petit groupe de
cellules, ils ne sont particuliers ni au
systétme nerveux ni aux vertébrés.
Leur prototype est la lévre dorsale du
blastopore ou organisateur de Spe-
mann qui assure la formation et I'uni-
cité de I’axe embryonnaire chez les
amphibiens [3]. Spemann et Man-
gold ont montré, voici plus de 70 ans,
que la transplantation en position
ectopique d’'une lévre dorsale surnu-
méraire induit la formation par I'hote
d’un second embryon (voir [1]). On
peut se représenter un organisateur
comme un oscillateur produisant une
onde qui se propage et peut induire
ou réorienter la formation d’une
constellation d’états cellulaires labiles
mais stationnaires. Ce sont ces états
qui sont désignés en général par le
terme d’informations de position et
qui, maintenus assez longtemps,
orientent irréversiblement le devenir
cellulaire vers une identité de posi-
tion.

Les recherches visant a identifier les
facteurs responsables de la formation
et de la fonction de I’organisateur de
Spemann ont été stimulées par ses
étonnantes propriétés. Des molécules
appartenant a plusieurs familles de
facteurs de transcription et de molé-
cules sécrétées qui semblaient impli-
quées dans le réseau d’interactions
cellulaires qui constituent 1’organisa-
teur ont ainsi été identifiées. Ces fac-
teurs sont liés par des interrégula-
tions croisées. Ainsi, I’injection
d’ARN codant pour un seul élément
de la cascade régulatrice dans le pole
animal de I’embryon de xénope suftit

991



a induire la formation d’un organisa-
teur surnuméraire et d’'un second axe
embryonnaire. En particulier, le fac-
teur de transcription Goosecoid et
certains membres de la famille Wnt
de protéines sécrétées, comme Wnt-1
et Wnt-8, peuvent a eux seuls déclen-
cher la formation d’'un organisateur
de Spemann ectopique.

Autres organisateurs: ’organisateur
isthmique

D’autres régions organisatrices ont
été étudiées en détail: la frontiere
organisatrice du segment et la région
de la marge de 'aile chez la drosophi-
le, la zone d’activité polarisatrice du
bourgeon de membre des vertébrés,
et deux organisateurs du tube neural
formés, I'un par le couple notochor-
de/plaque du plancher, l'autre par
I’organisateur isthmique. L'un des
résultats les plus surprenants de ces
études est que certaines familles de
molécules, et peut-étre certaines
boucles de régulation, sont recrutées
de maniere répétée dans les régions
organisatrices. Une région organisa-
trice pourrait étre caractérisée par la
convergence et l’interrégulation
d’une combinaison de boucles d’in-
teractions cellulaires dont le répertoi-
re serait relativement limité.

L’organisateur isthmique a été
découvert récemment a la suite
d’expériences visant a étudier la
détermination de différentes régions
du tube neural d’embryons aviaires
par des transplantations hétéroto-
piques effectuées entre les stades 9 et
16 somites. A ces stades, le tube neu-
ral forme plusieurs renflements ou
vésicules qui préfigurent les grandes
subdivisions du cerveau adulte (figu-
re 1). L’organisateur isthmique est
placé en avant de la constriction
(isthme) qui sépare les vésicules més-
et métencéphaliques et au centre
d’un territoire du tube neural carac-
térisé par 'expression des génes a
homéoboites En-1 et En-2. La partie
dorsale de ce domaine donnera nais-
sance au cervelet et au toit optique.
Des fragments de neuroépithélium
isthmique transplantés dans une
région antérieure ou postérieure au
domaine normal d’expression d’En-
1/2 (figure 2A), maintiennent leur

messsmms identité présomptive et modifient le
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Figure 1. Principales subdivisions du tube neural de poulet au stade 12 so-
mites (1,5 jour d’incubation). A gauche: télencéphale (tél), diencéphale (di),
meésencéphale (més), métencéphale (mét) et rhombencéphale (rh). La région
de l'isthme est indiquée par des tétes de fléches. Au centre et a droite sont
représentés, respectivement, les domaines de synthése des facteurs de
transcription 8 homéodomaine En-1 et En-2 (grisé) et des molécules signali-
satrices Wnt-1 (bistre) et FGF-8 (rouge).

devenir du territoire adjacent de
I’héte [4]. Vingt-quatre a 48 heures
apres transplantation, le neuroépi-
thélium de I’hdte commence a expri-
mer En-1/2 au contact du greffon. A
des stades plus tardifs, le neuroépi-
thélium induit adopte une identité
de toit optique ou de cervelet selon
qu’il est situé dans un domaine anté-
rieur (diencéphale) ou postérieur
(rhombencéphale) par rapport a la
région mét/mésencéphalique. Seules
certaines régions du tube neural sont
compétentes et modifient leur phé-
notype en réponse a I’organisateur
isthmique; en particulier, les parties
les plus antérieures du tube ne
réagissent pas a la présence d’un
greffon isthmique qui, d’ailleurs, s’y
intégre difficilement. D’autre part,
les différences de phénotype obser-
vées dans différentes régions du tube
neural en réponse a I'induction sug-
geérent que le signal isthmique n’est
pas instructif mais seulement permis-
sif (voir plus loin).

L’identification de molécules impli-
quées dans la formation ou la fonc-
tion de I'organisateur isthmique s’est
faite un peu par hasard. D’une part,
les genes a homéoboites En-1 et -2

(homologues de en de drosophile) et
Otx-1 et -2 (homologues de otd de
Drosophile) ont été identifiés a la
suite de I'effort général pour cloner
des homologues chez les vertébrés
de divers geénes de développement
de la drosophile. L’étude du profil
d’expression des geénes En, isolés
d’abord chez la souris puis chez
d’autres vertébrés, a montré qu’ils
étaient exprimés tres tot a la jonc-
tion mét/mésencéphalique du tube
neural. Wnt-1 d’autre part, a d’abord
été identifié sous le nom de int-I
(integration site 1) comme un pro-
tooncogene activé par l’insertion
préférentielle, dans ses séquences
régulatrices, du virus MMTYV respon-
sable de la formation de tumeurs
mammaires chez la souris. Lorsque
Int-1 a été cloné, on s’est apercu
qu’il codait pour une protéine sécré-
tée et était exprimé précocement a
la jonction mét/mésencéphalique
du tube neural [5]. L’analyse des
séquences et des tests de complé-
mentation fonctionnelle ont montré
que int-1 était ’homologue du gene
wg de drosophile. int-I a alors été
rebaptisé Wnt-1 pour wg related inte-
gration site 1. wg et en sont des genes
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Figure 2. A. Mise en évidence des propriétés organisatrices de I'isthme. Un greffon (noir) prélevé dans la région isth-
mique d’un embryon aviaire (9-12 somites) est transplanté dans le diencéphale ou dans le rhombencéphale d’un
autre embryon aviaire au méme stade. Deux jours aprés transplantation une synthése ectopique de En-2 est induite
dans le tissu nerveux de I’héte au contact du greffon. A des stades plus tardifs, le neuroépithélium induit change de
phénotype et adopte une identité mét/mésencéphalique: le diencéphale forme un toit optique et le rhombencéphale
forme un cervelet. B. Une bille d’héparine-acrylique trempée dans une solution de FGF-8 reproduit I'effet d’un gref-
fon isthmique lorsqu’elle est placée dans le diencéphale mais elle n’a pas d’effet sur le rhombencéphale.

dits de segmentation impliqués dans
I’organisation des segments de dro-
sophile.

L’inactivation par recombinaison
homologue des geénes Wnit-1 [6] et
En-1 [7] chez la souris a montré que
leurs fonctions étaient nécessaires a
des stades précoces pour le dévelop-
pement du mésencéphale et du
métencéphale. La majeure partie du
cervelet et du mésencéphale man-
quent dans le cerveau des mutants
Wni-I" ou En-I". Ces données sugge-
rent que les interactions génétiques
qui modelent les segments de droso-
phile pourraient étre similaires a
celles qui organisent le territoire
mét/mésencéphalique du tube neu-
ral des vertébrés. En effet, les seg-
ments de drosophile sont organisés
par des signaux provenant de la fron-
ticre du parasegment qui marque la
limite entre la rangée de cellules
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exprimant wg et celle exprimant en
(figure 3). Comme pour Wnt-1 et En-1,
les deux génes de Drosophile sont
d’abord mis en route indépendam-
ment. Plus tard, vers le stade 5-7
somites chez la souris, ils commen-
cent a s’interrégler de telle sorte que
I’expression de I'un décline puis dis-
parait en réponse a I’absence de
lautre. Pour essayer d’identifier des
genes impliqués dans la fonction de
I’organisateur isthmique, on s’est
donc tout naturellement tourné vers
la recherche d’autres génes de verté-
brés homologues de génes de seg-
mentation de la drosophile [8]. Hed-
gehog (hh), en particulier, qui code
pour une autre molécule sécrétée et
qui joue un role majeur dans I’orga-
nisation des segments: en effet, hh
constitue le signal en retour des cel-
lules exprimant en vers celles expri-
mant wg (figure 3). Des homologues

de hh, constituant une famille com-
portant au moins quatre membres
différents, ont été clonés simultané-
ment chez la souris [9], le poulet et le
poisson zebre. Il s’est avéré qu’aucun
de ces génes n’était exprimé a la
jonction mét/mésencéphalique mais
qu’ils étaient probablement impli-
qués dans plusieurs autres interac-
tions cellulaires. L’'un de ces geénes
shh a été étudié plus en détail parce
qu’il était exprimé dans deux struc-
tures organisatrices bien caractéri-
sées, la notochorde/plaque du plan-
cher du tube neural et la zone
d’activité polarisatrice du bourgeon
de membre. Il a pu étre montré dans
les deux cas que l’expression ecto-
pique de shh est suffisante, d’abord
pour induire les génes caractéris-
tiques d’'un nouvel organisateur, puis
en mimer la fonction inductrice

[10].
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Une nouvelle molécule inductrice de
Porganisateur isthmique : FGF-8

Le signal responsable de I’action
inductrice de l’organisateur isth-
mique restait mystérieux, d’autant
que le résultat d’expression ectopique
de Wnt-1 dans le tube neural semblait
Iimpliquer dans le contrdle de la
prolifération ou le maintien des cel-
lules dans un état réceptif plutot que
comme signal inducteur. Un tel
signal vient enfin d’étre identifié par
le groupe de G. Martin [11, 12]. Il
s’agit du FGF-8 une protéine sécrétée
de la famille des fibroblast growth fac-
tors dont plusieurs membres sont
impliqués dans la formation du bour-
geon de membre et le maintien de
I’expression de shh et de Dactivité
polarisatrice. Il avait été montré que
I'on pouvait induire un membre sur-
numéraire chez le poulet en implan-
tant une bille imbibée de FGF-2 ou
FGF-4 entre les bourgeons des
membres antérieur et postérieur.
C’est en essayant d’identifier la molé-
cule endogéne agissant comme
inducteur que Crossley et al. [10] ont
isolé FGF-8. Comme c’est le cas pour
shh, Fgf-8 s’exprime dans plusieurs
structures inductrices comme le
mésoderme néphrogénique, la créte
apicale ectodermique du bourgeon
de membre et surtout dans la région
isthmique du tube neural juste au
contact du domaine d’expression de
Wat-1 (figure 1). Une bille imbibée de
FGF-8 implantée dans le diencéphale
d’un embryon de poulet mime 'effet
d’un greffon isthmique et modifie le
phénotype du tissu adjacent (figure
2B). L’expression des geénes Fgf-8
endogene et en-2 est induite 24 heu-
res aprés I'implantation et, apres 48
heures, on observe une modification
du profil d’expression de Wnt-1. A
des stades plus tardifs, le tissu pro-
sencéphalique de I’hote forme un
toit optique surnuméraire au lieu des
structures thalamiques attendues.
Dans la région du tube antérieure a
la constriction isthmique, les mémes
domaines sont compétents a
répondre a une induction isthmique
et a I'implantation d’une bille imbi-
bée de FGF-8. Cependant, bien que
FGF-8 puisse mimer son activité dans
le tube neural antérieur, il est évi-
dent que d’autres signaux contri-
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Figure 3. La limite organisatrice du segment de drosophile s’élabore autour
d’une boucle d’interactions cellulaires impliquant les génes wg (Dwnt-1), en
et hh. Le corps de la drosophile est constitué par des métameres ou seg-
ments recouverts d’une cuticule. La couche monocellulaire de I'épiderme sé-
crete la cuticule et comporte une constellation de poils et organes sensoriels
divers facilement reconnaissable par simple inspection visuelle. Les seg-
ments du corps sont tous construits sur le méme modéle et la mise en place
de ce plan commun dépend des interactions cellulaires contrélées par les
genes de segmentation en particulier wg, en et hh. Par ailleurs, I'expression
différentielle des génes de type HOM/Hox permet de moduler I'exécution du
plan de base, donnant a chaque segment une identité de position particulie-

re. (D’apres [13, 14].)

buent a la fonction de 1’organisateur
isthmique. Ainsi, une bille imbibée
de FGF-8 implantée dans le rhom-
bencéphale ne le modifie pas alors
que, dans les mémes conditions, un
greffon isthmique induit I’expression
de en-2 et la formation d’une structu-
re cérébelleuse ectopique dans le
neuroépithélium de I'hoéte [11] (figu-
re 2, comparer A et B).

Il est probable que d’autres molé-
cules signalisatrices impliquées dans
la fonction de I'organisateur isth-
mique restent a identifier. L’activité
de tous les organisateurs étudiés jus-
qu’ici dépendait des interactions
entre au moins deux populations cel-
lulaires différentes: au niveau de I’or-
ganisateur isthmique, on peut suppo-

ser que la différenciation en toit op-
tique en avant de I'isthme serait le ré-
sultat d’un signal provenant de cel-
lules postérieures, alors que la
différenciation du cervelet en arriere
de listhme nécessiterait la percep-
tion d’un signal provenant de cel-
lules antérieures. Placé dans le tube
neural antérieur, FGF-8 remplacerait
ainsi, probablement, le signal de la
population cellulaire postérieure. Le
signal de la population antérieure est
cependant de nature différente, in-
connue a ce jour, expliquant que
FGF-8 n’ait pas d’effet dans le
contexte postérieur. L’approche évo-
lutive semble prometteuse mais sa
difficulté est bien illustrée dans le cas
de lorganisateur isthmique. Fautl
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poursuivre I’analogie avec la limite or-
ganisatrice du segment de drosophi-
le? Des genes de souris constituant
des familles d’homologues de plu-
sieurs geénes de segmentation de dro-
sophile ont été clonés par les équipes
qui s’intéressent au développement
de la jonction més/métencéphalique.
Il n’est pas toujours évident que ces
homologues soient réellement impor-
tants dans le contexte mét/mésencé-
phalique. Faut-il s’intéresser a des si-
gnaux impliqués dans la fonction
d’autres régions organisatrices? sur
quels critéres les choisir?

Il reste toujours la consolation de se
dire que, méme si la molécule signa-
lisatrice que vous aurez ainsi identi-
fiée n’est pas impliquée dans la fonc-
tion de votre organisateur favori, elle
a de fortes chances d’étre impliquée
dans un autre, vous donnant ainsi
I'occasion d’étendre votre culture et
une excuse pour explorer un nou-
veau systeme biologique ®
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