5.5 – La spécification de l’endoderme 
C’est au cours du clivage que la nature endodermique des cellules végétatives va se préciser. C’est la spécification. Deux facteurs sont impliqués dans la spécification de l’endoderme. Vg1, facteur de croissance et VgT, facteur de transcription déjà vu lors de l’ovogenèse (Fig.101).

	[image: image1.wmf] Fig.101


Cependant, il semble que Vgt soit le facteur déterminant de la spécification de l’endoderme, car il est le plus en amont des événements. Selon sa concentration, il induit soit la formation d’endoderme, soit celle du mésoderme. A fortes concentrations (proche du pôle végétatif) il oriente les cellules en clivage vers la voie endodermique (Fig.102).
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Fig.102


A faibles concentrations, (dans la zone équatoriale) il oriente les celules vers une voie mésodermique.

En ce qui concerne Vg1, facteur de croissance de la famille des TGFbêta (Transforming Growth Factor), son rôle n’est pas encore bien compris. En effet, la protéine est inactive en tant que facteur de croissance. Pour être active, la protéine nécessite d’être maturée par un clivage protéique. Il semble qu’il soit associé secondairement au rôle de VgT de manière synergique.

Ajoutons à cela que VegT et Vg1 sont d’origine maternelle et qu’ils sont progressivement remplacés par VegT et Vg1 zygotiques au cours de la période de clivage (Fig.103).
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 Fig.103


5.5.1- La spécification de l’endoderme est autonome

C'est-à-dire que les cellules végétatives ne nécessitent aucune interaction cellulaire ou induction provenant de leur environnement.

La détermination de l’endoderme s’effectue en plusieurs étapes successives.


1 - La période de spécification proprement dite liée à l’activation des facteurs endodermogènes ovocytaires (VgT et Vg1).


2 – La période de réponse aux facteurs endodermogènes,  par la transcription de gènes spécifiques du territoire endodermique. Cette transcription commence avec la transition blastuléenne.

L’endoderme est spécifié pendant le clivage, ce qui veut dire qu’il s’est engagé dans la voie de l’endodermisation, mais les cellules restent labiles et peuvent encore changer d’orientation. Les gènes transcrits sont Sox17 (a et b) Mixer, Bix4 et XenF.

3 – la période de détermination accompagnée de la régionalisation qui a lieu après le clivage, pendant la gastrulation. 

	        Les gènes impliqués sont Endodermine, panendodermique, Dickkopf et Cerberus liés à la régionalisation antérieure de l’endoderme (Fig.104).

Fig.104
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5.5.2- Le gène Sox 17, étape de la spécification
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Fig.105


La transcription du gène Sox 17 est probablement l’une des plus précoce puisqu’elle apparaît vers le stade blastula jeune (stade 9) soit à la MBT.
Si on découpe cette blastula en 3 zones, ectoderme, zone marginale (mésoderme) et endoderme, on s’aperçoit que Sox 17 apparaît majoritairement dans l’endoderme. Au stade 11, l’expression est d’emblée très forte dans l’endoderme et se renforce dans la zone marginale (Fig.105).

On peut montrer que l’activation de Sox 17 dépend de VegT.

Si on inhibe la traduction de VegT, on observe que la transcription de Sox 17 dépend de la concentration en VegT. Ceci corrobore l’hypothèse selon laquelle VegT spécifie l’endoderme à fortes concentrations (et le mésoderme à faibles concentrations).

Inversement, l’inhibition totale de VegT conduit à l’absence d’endoderme, par exemple :

5.5.3- Expérience de déplétion de VegT

 
On utilise la technologie des ARN antisens complémentaires des ARNm. Le complexe ARNm + ARNantisens bloque la traduction.  La technique des morpholinos est l’une des techniques de la technologie des ARN antisens. Ce sont des oligonucléotides de 25 à 30 nucléotides qui reconnaissent et se lient à la séquence 5’UTR, empêchant ainsi l’initiation de la traduction par le complexe ribosomique.

 Les morpholinos peuvent également entrer dans le noyau et se lier  aux premessagers avant la modification post-transcriptionnelle inhibant le splicing. L’avantage des morpholinos, est qu’ils sont stables, non ioniques, fortement spécifiques et insensibles à la RNAse-H (Fig.106).
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En résumé, les morpholinos bloquent spécifiquement les processings post-transcriptionnels et la traduction.

	         Ils ont un effet dominant négatif et trouvent un énorme intérêt dans les applications thérapeuthiques. Donc si les ARNm de VegT sont inhibés par l’injection d’ARNantisens, l’embryon n’a plus d’endoderme (Fig.107). 

Fig.107
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La carte des régions présomptives s’en retrouve totalement perturbée : 

l’embryon est composé d’ectoderme et de mésoderme. Ce dernier occupe la place de l’endoderme dans l’hémisphère végétatif alors que l’aire de répartition de l’ectoderme descend jusque dans la zone marginale à la place du mésoderme.

5.5.4- Expérience d’expression ectopique

L’expression ectopique consiste à faire exprimer un gène dans une région extérieure à son domaine d’expression. Ici nous allons injecter des ARNm de VegT dans un embryon au stade 16 cellules, au niveau du pôle animal, lieu normalement dépourvu de VegT (Fig.108).
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Dans le territoire cellulaire qui exprime VegT, à l’aide de marqueurs d’expression, on observe que les cellules centrales expriment des marqueurs endodermiques tels que XSox17 alors que les cellules périphériques expriment un gène panmésodermique : le gène XBra (Brachyury).

On conçoit que, par rapport au point d’injection, le signal généré par VegT diminue du centre vers la périphérie du domaine d’expression. Ainsi, au centre, là où les concentrations en VegT sont les plus élevées, XSox17 s ‘exprime. Par contre, à la périphérie, là où les concentrations en VegT sont plus faibles XSox17 ne s’exprime pas. C‘est le domaine d’expression de XBra, ou marqueur du mésoderme. Ces expériences prouvent le double rôle de VegT en fonction de sa concentration. Au pôle végétatif, Vegt abondant spécifie l’endoderme. Dans la zone marginale, VegT, peu abondant spécifie le mésoderme.

On peut résumer les étapes de la spécification en les incluant dans la cascade des événements qui conduit à  la formation du tube digestif (Fig.109).

1 – Au début du clivage, VegT active directement Bix4 et XenF. Par contre, il semble que Sox17 soit activé indirectement en passant par l’activation de Vg1 qui active Mixer et coactive avec VegT, XenF.

2 – Sox17, au stade blastula, active Endodermine et Mixer active Dickkopf et Cerberus pendant la gastrulation.
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Fig.109


5.6 – L’induction du mésoderme et sa régionalisation

Dans les années 1970, un certain nombre d’expériences ont amené à la conception de l’induction du mésoderme. Ce sont les expériences de Peter Nieuwkoop.


5.6.1- Expérience de Nieuwkoop (cliquez ici)

Nieuwkoop cherche à construire un modèle expérimental, une sorte de test biologique pour démontrer l’existence de signaux végétatifs.

	[image: image10.wmf] 

Fig.110


Au stade blastula, des explants sont prélevés dans les 3 régions : calotte ectodermique, zone marginale et endoderme. Après 3 jours de culture isolée les résultats sont les suivants (Fig.110): 

-La calotte ectodermique ne donne que de l’épiderme atypique.

-La zone marginale évolue en mésoderme.

-Les cellules végétatives donnent de l’endoderme indifférencié.

Le mésoderme se formant dans la zone marginale, Nieuwkoop recherche le moment où il apparaît au cours de la période de clivage. Pour ce faire, il sépare les deux hémisphères animal et végétatif pour les mettre séparément en culture. De proche en proche, il en conclue que le feuillet mésodermique apparaît au tout début de la période de clivage par un processus lent d’interactions entre les cellules de l’hémisphère animal et celles de l’hémisphère végétatif. 

Par exemple (Fig.111) :

	Au stade 32 cellules, l’hémisphère animal isolé se différencie en épiderme atypique et l’hémisphère vagétatif en endoderme indifférencié.

         Par contre, au stade 128 cellules, l’hémisphère animal se différencie en épiderme et en mésoderme. L’hémisphère végétatif donne toujours de l’endoderme Nieuwkoop pose comme hypothèse que, pendant la période de clivage, les cellules de la calotte animale sont compétentes pour être induites en mésoderme par l’endoderme. indifférencié. Il réalise 
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donc une recombinaison entre les cellules de la calotte animale et celles de l’endoderme afin de mettre expérimentalement en contact ces deux tissus (Fig.112).
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Après 3 jours de culture, la recombinaison fournit de l’épiderme, du mésoderme et de l’endoderme.

Nieuwkoop montre donc que la culture conjointe de l’ectoderme et de l’endoderme génère du mésoderme. Au contraire, dans les expériences contrôles, la culture isolée de chacun de ces tissus ne produit jamais de mésoderme. L’ectoderme forme de l’épiderme atypique, et les cellules végétatives, de l’endoderme indifférencié.


5.6.2- Expérience de lignage cellulaire

La principale critique de l’expérience précédente réside dans l’incertitude de l’origine du tissu induit. En effet l’absence de marqueur cellulaire ne permet pas d’attribuer l’origine du mésoderme à l’un plus qu’à l’autre des tissus recombinés. L’origine ectodermique du mésoderme a pu être montrée grâce aux marqueurs de lignage cellulaire. Ce sont des molécules fluorescentes introduites dans les cellules par micromanipulation.

Depuis les années 1980, on utilise des complexes moléculaires réunissant une molécule fluorescente (par exemple la fluorescéine), une molécule de dextran de 10kDa et une molécule de lysine.

L’avantage d’un tel composé réside dans le fait que la fluorescéine rend les cellules fluorescentes. La lysine permet de lier in vivo le composé aux autres protéines du cytoplasme par des liaisons électrostatiques, ainsi que par des liaisons covalentes après fixation pour l’histologie. Le dextran permet de réunir le tout en une macromolécule non métabolisable et non exportable par la cellule.

Ce composé moléculaire est injecté dans l’œuf fécondé, voire au stade deux cellules. Il se répartit dans tout le cytoplasme puis est partagé par toutes les cellules au cours de la période de clivage. L’expérience de Nieuwkoop a donc été reprise de la manière suivante (Fig.113).

	[image: image13.wmf] Fig.113


On choisit deux œufs fécondés dont l’un est microinjecté avec le FLDx. Une fois parvenu au stade blastula jeune, on prélève la calotte ectodermique de la blastula marquée (issue de l’œuf microinjecté), et des cellules végétatives de la blastula non injectée. On recombine ces deux explants que l’on met en culture. A l’issue de trois jours de culture, les recombinaisons sont fixées et coupées en histologie. Finalement ces coupes sont examinées au microscope à fluorescence afin de détecter les cellules marquées. Dans ces conditions, on montre que les cellules du mésoderme sont fluorescentes. La conclusion est donc que les cellules mésodermiques sont formées à partir des cellules ectodermiques.

On peut en déduire que, in vivo , l’induction du mésoderme naît des interactions cellulaires entre l’ectoderme et l’endoderme. Ce résultat implique que des réactions similaires doivent avoir lieu in vivo , entre les hémisphères animal et végétatif pendant la période de clivage.

Le principe de l’induction mésodermique est donc le suivant : 

-L’endoderme est le tissu inducteur. Il porte l’information qu’il transmet à l’ectoderme. On parle de signal inducteur.

-L’ectoderme est le tissu inductible. On dit qu’il est compétent, car il est capable de comprendre le signal inducteur, de l’analyser et de répondre par un engagement dans une voie de détermination, en l’occurrence, mésodermique.

L’expérience de Nieuwkoop montre également que la transmission des signaux inductifs nécessite la proximité entre le tissu inducteur et le tissu inductible. 

Ceci implique que les signaux inductifs soient des molécules qui diffusent dans l’environnement cellulaire immédiat. On parle d’interactions paracrines.

5.6.3- Chronologie et compétence 

Si la spécification du mésoderme a lieu dans les premiers cycles de clivage, la détermination se poursuit pendant le reste de cette périod. Ainsi on estime à deux heures le temps nécessaire à la spécification puis 5 heures pour la détermination du mésoderme. En tout état de cause, 11 heures après le début de l’événement, l’ectoderme perd cette compétence pour en acquérir une autre impliquée dans l’induction neurale pendant que le mésoderme commence à exprimer des gènes de la différenciation musculaire. Nous sommes alors au début de la gastrulation (Fig.114).
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Fig.114



5.6.4- Régionalisation de l’induction mésodermique

Le type de dérivés mésodermiques obtenus à la suite  des recombinaisons ectoendodermiques est variable.

D’une manière générale, les cellules dorsovégétatives induisent du mésoderme de type dorsal (de la chorde et de grandes quantités de cellules musculaires). Par contre, les cellules ventrovégétatives induisent du mésoderme de type ventral (cellules sanguines, mésenchyme, lames latérales et un peu de muscle). Cette variation dans la qualité des résultats est corrélative de l’endoderme. Il existe donc une spécificité régionale de l’induction mésodermique (Fig.115).
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La régionalisation de l’induction du mésoderme est démontrée par l’expérience de recombinaison de blastomères au stade 32 cellules (Fig.116).
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Les recombinaisons ont été effectuées entre les blastomères animaux de la rangée A avec un blastomère végétatif : 

Soit D1 (dorsovégétatatif)

Soit D2 (latéro dorsovégétatatif)

Soit D3 (latéroventrovégétatif)

Soit D4( ventrovégétatif)

Les résultats du tableau montrent que la qualité des signaux inducteurs varie en fonction du blastomère végétatif recombiné.

Le plus dorsal (D1) induit massivement du mésoderme dorsal.

Les 2 plus ventraux (D3 et D4) induisent du mésoderme de type ventral.

Il y adonc bien régionalisation de l’induction mésodermique. Au passage, on notera  que le blastomère D1 correspond à la localisation du Centre de Nieuwkoop.

5.6.5- Rôle du centre de Nieuwkoop. Expérience de restauration de l’induction mésodermique

Nous avons vu que l’irradiation du pôle végétatif par les rayons ultra violets (RUV), une demi-heure après la fécondation, inhibe la polarisation dorsoventrale et donc, la formation du centre de Nieuwkoop. En conséquence, l’induction du mésoderme ne peut avoir lieu.

On peut démontrer le rôle du centre de Nieuwkoop dans l’induction mésodermique, notamment dorsale. 
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L’expérience consiste à greffer le blastomère D1 d’un embryon normal au stade 32 cellules, à la place d’un blastomère végétatif, quelqu’il soit, d’un embryon irradié aux RUV (D’après Gimlich et Gerhart, 1984). En labsence d’irradiation, l’implantation d’un blastomère dorsovégétatif dans la région ventrale entraîne la formation d’un double axe (Fig.117).

Alors que l’embryon irradié est ventralisé, c’est à dire qu’il ne forme pas de structures dorsales, la greffe d’un blastomère dorsovégétatif restaure l’axe dorsal composé de structures mésodermiques dorsales telle que la chorde. On remarque que le lignage du blastomère greffé est essentiellement endodermique. Le clone cellulaire issu du blastomère greffé ne participe donc pas à la formation des structures dorsales restaurées, il les induit.

En fait le blastomère dorsovégétatif contient la région définie comme étant le centre de Nieuwkoop. Le rôle du centre de Nieuwkoop dans l’induction du mésoderme notamment dorsal apparaît ainsi démontré par ces expériences de restauration de l’axe dorsal.

Pour confirmer ces résultats, Gimlich et Gerhart ont même grefffé un blastomère dorsovégétatif dans la région d’un embryon normal, toujours au stade 32 cellules. Le blastomère greffé induit à nouveau un axe dorsal, mais cette fois dans la région ventrale de l’embryon receveur. Le résultat est la formation d’un embryon double axe. A nouveau, le clone cellulaire issu du blastomère greffé est endodermique et ne participe pas aux structures dorsales.

Au total, le centre de Nieuwkoop défini après la polarisation dorsale conserve un rôle prépondérant dans l’organisation embryonnaire pendant la période de clivage. Il est le principal acteur de l’induction mésodermique dans la région dorsale au point qu’il induit à son contact dans la zone marginale un deuxième centre décisionnel dont nous parlerons au moment de la gastrulation : l’organisateur de Spemann (Fig.118) .
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5.6.6- Effet de communauté 

Quels que soient les signaux inducteurs il faut que ceux-ci soient émis au sein d’un groupe de cellules suffisamment important pour qu’ils soient efficaces. C’est ce l’on appelle l’effet de communauté (community effect de J_B Gurdon). On peut le démontrer par l’expérience suivante (Fig.119) : 


Des cellules ectodermiques de blastula sont dissociées puis mises en culture entre deux explants endodermiques. On parle de culture en sandwich. 

1 – Dans un premier cas, les cellules sont alignées afin qu’elles ne se regroupent pas et restent quasiment isolées les unes des autres.

2 – Dans un deuxième cas, les cellules sont regroupées, elles adhèrent entre elles et forment un ensemble cohérent de plusieurs dizaines de cellules. Le critère mésodermique que l’on choisit est la différenciation des cellules musculaires.
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Fig.119


3 – Dans le premier cas, le mésoderme n’est pas induit, et les cellules musculaires n’apparaissent pas.

4 – Dans le deuxième cas, le mésoderme est induit et des cellules musculaires apparaissent au sein des cellules ectodermiques groupées.

De proche en proche, les expériences ont pu déterminer qu’il faut une vingtaine de cellules minimum pour que le signal soit inducteur. La conclusion de cette expérience est qu’il est nécessaire que des cellules soient suffisamment nombreuses pour que le signal inducteur soit efficace. C’est l’effet de communauté.

Maintenant, quelles sont les molécules impliquées dans l’induction du Mésoderme ? Les expériences de Nieuwkoop ont ouvert la voie à un test biologique que l ‘on appelle : le test de la calotte ectodermique.

5.6.7- Test de la calotte ectodermique

Les molécules impliquées dans l’induction mésodermique ont d’abord été recherchées in vitro. Sachant que les cellules ectodermiques sont compétentes pour former du mésoderme pendant la période de clivage, celles-ci vont servir de test biologique.

	Il suffira de mettre les cellules de la calotte animale en culture isolée, et d’ajouter dans le milieu de culture, les molécules que l’on veut tester (Fig.120). In vitro, deux familles de facteurs de croissance les TGF (Transforming Growth Factor) et les FGF(Fibroblast Growth Factor) sont inductrices de mésoderme.
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Cependant, les résultats des test in vitro n’ont qu’une valeur toute relative. Il faut encore que les molécules testées, si elles sont efficaces, soient présentes en temps et à l’endroit où les interactions cellulaires ont lieu.

Dans l’état actuel de nos connaissances, les candidats moléculaires les plus probables, impliqués dans les signaux inducteurs de l’induction mésodermique, sont des facteurs maternels localisés dans la région végétative de l’œuf. On distingue les molécules secrétées comme les facteurs de croissance et les molécules non secrétées comme le facteur de transcription VegT.

5.6.8- Injection d’ARNm

Il s’agit de l’utilisation de la technologie de microinjection pour faire exprimer des ARNm dans un secteur de l’œuf fécondé voire dans un blastomère au début de la période de clivage.

	On pratique des microinjections à l’aide d’une micropipette contenant une solution d’ARNm RNase free (Fig.121). L’ARNm est pris en charge par la machinerie de la traduction présente en abondance dans le cytoplasme de l’oeuf.
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La protéine ainsi produite peut être maturée, assemblée, secrétée, etc. Les ARNm injecté sont traduits en protéine fonctionnelle.


5.6.9- Les candidats moléculaires

Deux familles de facteurs de croissance sont impliquées. Les TGFb (Transforming Growth Factor) et le FGF (Fibroblast Growth Factor).

Parmi les les TGFb on connaît les activines qui induisent le mésoderme in vitro mais que l’on ne retrouve dans l’embryon qu’à la fin de la période de clivage alors que l’induction mésodermique est quasi terminée.

Vg1 existe dans l’hémisphère végétatif. Il est d’origine maternelle. La protéine nouvellement synthétisée nécessite un processing protéolytique pour devenir actif. En fait, la protéine précurseur inactive est abondante dans la région du pôle végétatif. Expérimentalement, l’injection d’ARNm produit une protéine sans activité inductrice. Ceci suggère que l’activité de Vg1 est régulée au niveau post-traductionnel afin d’activer sa fonction. Dans ces conditions, la protéine Vg1 mature possède une activité inductrice mésodermique forte in vitro.

Deux arguments expérimentaux Conduisent à cette conclusion : 


1 – Après irridiation du pôle végétatif par les RUV, la surexpression de Vg1 mature, restaure l’axe dorsal.


2 – la culture des calottes animales dans un milieu supplémenté en protéine Vg1 active, induit des formes embryoïdes possédant un axe dorsal antéropostérieur, y compris avec des structures céphaliques.

Enfin, à fortes concentrations, Vg1 induit du mésoderme dorsal. A faibles concentrations, Vg1 induit du mésoderme ventral.

Donc, Vg1 représente un bon candidat pour l’induction du mésoderme.

En ce qui concerne les gènes de la famille Nodal, nous verrons que Xnr1, 2 et 4 sont au premier plan des molécules responsables de l’induction du mésoderme. Inversement à Vg1 qui est maternel, les Xnr sont activés à la MBT. Ils sont zygotiques.

Par contre, les BMPs, toujours dans la famille des TGF bêta, ne sont pas inducteurs de mésoderme. En fait, ils ont un effet diamétralement opposé puisqu’ils sont impliqués dans la ventralisation. 

D’autres facteurs de croissance ont un rôle dans l’induction mésodermique, ce sont les FGF. bFGF est présent dans l’hémisphère végétatif et est d’origine maternelle. In vitro il induit exclusivement du mésoderme de type ventral. Aucun phénotype chordal n’a jamais pu être décelé dans les expériences. Quant aux facteurs de transcription, nous connaissons déjà VegT que nous allons retrouver impliqué aussi dans l’induction mésodermique.

Les facteurs de croissance tels que le FGF agissent toujours de la même manière à l’image de ce que l’on a déjà vu avec la voie Wnt.

	Si on prend par exemple  FGF, celui-ci se lie à son récepteur transmembranaire et déclenche une voie de transduction (Fig.122).

Ici, il s’agit d’une cascade de phosphorylations qui passe par les MAPK, MAPKK, MAPKKK etc…

Parallèlement, le récepteur, lié à son ligand active la voie des messagers secondaires (DAG, IP3) qui libère les ions Ca++ nécessaires au métabolisme cellulaire. Au total, la voie de transduction FGF contribue à activer la transcription des premiers gènes du développement impliqués dans la spécification du mésoderme.
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5.6.10- Rôle des gènes Nodal dans l’induction du mésoderme.

Expression

Actuellement, ce sont les gènes Nodal de la famille des TGFb qui offrent le plus d’évidence quant à leur rôle dans l’induction mésodermique.

Nodal est un gène découvert chez la souris et impliqué dans la formation de l’axe dorsal troncal ainsi que dans les mouvements de gastrulation notamment au niveau dorsal, ce qu’on appelle le « node » équivalent chez le xénope de ce que nous étudierons sous le nom de lèvre dorsale du blastopore.

Xnr1, 2 et 4, dont les ARNm sont maternels et transcrits à la MBT. Ils apparaissent approximativement au stade 9 du clivage et restent présents jusqu’au début de la gastrulation (stade 11) pour Xnr1 et 2, voire jusqu’au stade neurula jeune (stade 14) pour Xnr4. Xnr 2 se maintient à un taux faible jusqu’à la fin de la neurulation. Cependant, on observe que Xnr1 est réexprimé fortement à la fin de la neurulation (stades 17, 18) pour d’autres raisons que celle de l’induction du mésoderme (Fig.123).

On remarquera sur cette image, l’apparition de siamois à partir de la MBT, ainsi que celle d’un gène impliqué dans la formation de la région antérieure, le gène Goosecoïd (gsc) dont nous parlerons un peu plus tard.
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Fig.123


Enfin, on remarquera également que la protéine Vg1 est présente quasiment tout au long de la période de clivage (ici, à partir du stade 6 jeune blastula). L’ODC (Ornithine Décarboxylase) est là pour montrer que les dépôts sont équivalents dans toutes les pistes, contrôle nécessaire pour comparer les pistes entre elles. Ce qui importe pour nous, c’est de pouvoir conclure que les ARNm et les protéines Xnr1, 2 et 4 apparaissent au moment de la MBT.

Régionalisation

	       L’expression des gènes Xnr1, 2 et 4 s’effectue principalement dans l’hémisphère végétatif et la région dorsale. On le démontre en extrayant les protéines à partir d’explants (Fig.124).

Dans une première expérience, on sépare l’ectoderme, la zone marginale et l’endoderme au stade blastula.

Xnr1, 2 et 4 s’expriment majoritairement dans l’endoderme et faiblement dans la zone marginale.
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	        Dans une deuxième expérience, on sépare l’endoderme dorsal de l’endoderme ventral. Xnr1, 2 et 4 s’expriment majoritairement dans l’endoderme dorsal. Des traces d’expression sont observées dans la région ventrale, ce qui indique que les Xnr1, 2 et 4 s’expriment faiblement (Fig.125).

En conclusion, Xnr1, 2 et 4 sont exprimés fortement dans l’endoderme dorsal et faiblement dans l’endoderme ventral.

La détection in situ de Xnr1, 2 et 4 montre bien que leur expression est bien endodermique mais située dans la zone marginale. Au début de la gastrulation, elle affecte un gradient

dorsoventral décroissant qui
	[image: image25.wmf] Fig.125


apparaît au cours de la période de clivage .

L’expression des gènes Xnr1, 2 et 4 est régulée en amont par VegT. Cette régulation peut être directe on indirecte. On sait cependant, que le promoteur de Xnr1 possède un site de fixation pour le facteur de transcription VegT, ce qui suggère dans ce cas précis que Xnr1 soit directement activé par VegT .

	On démontre que les gènes Xnr1, 2 et 4 sont régulés positivement par VegT en utilisant à nouveau les morpholinos. Ainsi, lorsque VegT est déplété, Xnr1, 2 et 4 ne s’expriment plus qu’à un niveau minimum non significatif quelles que soient les concentrations utilisées dans cette expérience (Fig.126). 

Un argument du rôle de Xnr1, 2 et 4 dans l’induction mésodermique est la restauration des facteurs de croissance par surexpression.
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Dans un œuf de xénope déplété en VegT on microinjecte soit les ARNm de Xnr1, soit Xnr4, soit l’ARNm de Derrière, un facteur de croissance TGF bêta proche de la famille nodal (Fig.127).

A titre ce contrôle, on réalise l’expérience avec les ARNm de eFGF et VegT.

Les deux contrôles positif (uninjected) et négatif (VegT-) donnent le niveau d’expression de 3 gènes sélectionnés pour leur rôle dans la détermination du mésoderme.

Ce sont : 

-Xbra pour Brachyny, gène ubiquiste du mésoderme qui apparaît à la suite de l’induction du mésoderme. Il peut être considéré comme un marqueurdu mésoderme.

-Chordin, induit par l’induction du mésoderme et qui intervient à l’étape suivante dans la dorsalisation du mésoderme et l’induction neurale.

-XWnt-8, qui marque le mésoderme latéroventral suite à l’induction mésodermique.
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1 – Dans les non injectés, les 3 gènes mésodermique s’expriment au même niveau ou quasiment soit avec un taux aux alentour de 100%.

2 – Dans les injectés avec l’antisens VegT, l’expression de ces 3 gènes tombe à des niveaux proches de 10%.

3 – Si on ajoute Xnr1, Xnr4 et Derrière, on restaure l’expression de ces 3 gènes sans atteindre le niveau des contrôles non injectés (entre 20 et 50 à 60%)

4 – Avec le gène Derrière, on constate que la restauration est plus efficace pour Xbra géne panmésodermique.

5 – Par contre eFGF ne restaure pas l’induction mésodermique médiée par VegT.

6 – Et bien sûr, la restauration avec VegT constitue l’expérience contrôle indispensable.

Au niveau morphologique, les facteurs de croissance Xnr1,2,4 s’expriment en un gradient dorsoventral dans l’hémisphère végétatif. Il s’étend au cours de la période de clivage et est réalisé au début de la gastrulation.
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Fig.128


	En conclusion, cette expérience montre qu’après déplétion de VegT, l’expression des premiers gènes marqueurs du mésoderme restaure l’induction du mésoderme. Par contre, FGf ne fait pas partie de cette voie d’induction et n’est donc pas activé par VegT (Fig.129).

Xnr1 et 4 ainsi que Derrière agissent donc en aval de VegT et sont activés par lui, directement ou indirectement au même titre que les gènes endodermiques Bix4, Mix1 ou Mixer. 

Cependant, VegT agit en synergie avec FGF pour l’expression de Xbra. 

Xbra est un gène ubiquiste panmésodermique. Il apparaît un peu après la MBT au stade blastula 9,5 – 10 dans la zone marginale, se renforce et s’étend dans toute la zone
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marginale qu’il suit pendant la gastrulation. A la mi-gastrulation il marque la chorde naissante sur le plan médian dorsal puis se restreint à la région caudale qui reste morphogène pendant l’embryogenèse (Fig.130).
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Fig.130


Le schéma de régulation de Xbra est le suivant : 

- VegT active les Xnr1, 2 et 4, lesquels activent Xbra.

- Xbra fonctionne alors comme un activateur de FGF qui en retour entretient l’expression de Xbra . nous sommes alors au stade gastrula.

- Xbra aura entre autre rôle d’activer l’expression de Xwnt11 dans la zone marginale sachant que XWnt 11 est impliqué dans la polarité et la motilité des cellules du mésoderme, notamment dans les mouvements de convergence extension (Fig.131).
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Fig.131


La mutation nulle pour Xbra, ou plus exactement les ARN antisens-Xbra provoquent un phénotype hypomorphe sévère avec absence  de région tronco-caudale entr’autres anomalies (Fig.132).
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Fig.132


Xbra est donc un des gènes maîtres de la détermination du mésoderme troncal.


En ce qui concerne maintenant Xnr3. Son expression n’est pas modifiée après déplétion en VegT. De plus, la surexpression de Xnr3 ne restaure pas l’induction mésodermique. Par conséquent, Xnr1, 2 et 4 d’un côté et Xnr3 de l’autre ne sont pas régulés par les mêmes voies. En effet, on a vu que Xnr3 et Siamopis sont régulés par les facteurs bcat/TCF alors que Xnr1, 2 et 4 le sont par VegT.

Ainsi, Xnr1, 2 et 4 sont impliqués dans l’induction et la régionalisation du mésoderme pendant la période de clivage. Xnr3 apparaît plutôt impliqué dans la dorsalisation et l’induction neurale au cours de la période suivante, la gastrulation.

On peut donc bâtir le modèle suivant (Fig.133):
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1 – Une heure après la fécondation, la face dorsale est spécifiée par la voie Wut avec la bêta-cat.

2 – Au début du clivage, VegT active les gènes Xnr1, 2 et 4 et leur expression se répartit en un gradient décroissant dorsoventral., dans la région endodermique sous équatoriale, au contact de la zone marginale.

Dorsalement, l’expression élevée de Xnr1, 2 et 4 induit du mésoderme dorsal. 

Ventralement, l’expression faible de Xnr1, 2 et 4 induit du mésoderme ventrolatéral.

3 – Au stade blastula, la régionalisation a spécifié deux régions mésodermiques dans la zone marginale : le mésoderme dorsal avec un nouveau centre décisionnel : l’organisateur de Spemann et le reste du mésoderme latéroventral non encore déterminé et qui sera séparé en éléments distincts par la dorsalisation au moment de la gastrulation.  

5.6.11- En résumé, les lois de l’induction embryonnaire sont les suivantes : 

1 – Notion de contact cellulaire

la nécessité de contact entre les tissus est cruciale pour la transmission des signaux. Les expériences de Nieuwkoop montrent que si le contact entre les explants ectodermique et endodermique est incomplet ou si les explants se séparent pendant les 2 premières heures, l’induction n’a pas lieu.

2 – Notion de cellules inductrice ou de tissu inducteur

il s’agit du territoire qui possède l’information sous fporme de signaux moléculaires qui sont transmis au tissu cible. Ce sont des molécules secrétées dans le milieu extérieur transmises de manière paracrine.

3 – Notion de cellule compétente ou de tissu compétent

Il s’agit du territoire qui reçoit l’information. Les cellules possèdent des récepteurs transmembranaires qui se lient spécifiquement à la molécule signal.

4 – Notion de transduction du signal

le récepteur activé par son ligand déclenche une succession d’événements moléculaires dans le cytoplasme. C’est la transduction  du signal qui porte l’information jusqu’au noyau où le dernier maillon de cette cascade, généralement un facteur de transcription, active la transcription d’un ou plusieurs gènes cible.

5.6.12- Bilan de la période de clivage :

C’est au cours de la période de clivage que l’œuf unicellulaire devient un embryon pluricellulaire. 


1 – La cellularisation génère trois tissus fondamentaux : l’ectoderme, le mésoderme et l’endoderme.

2 – Le mésoderme résulte d’interactions entre l’ectoderme et l’endoderme.

3 – Une cavité de clivage ou blastocoele crée un espace interne dans lequel le mésoderme migrera au stade suivant, la gastrulation.

4 – les premières transcriptions zygotiques sont détectées lors de la transmission blastuléenne. Les nouveaux ARNm sont destinés à remplacer les ARNm maternels et sont nécessaires aux étapes suivantes du développement.

5 – Au total, toutes les structures mises en place pendant le clivage préparent le stade suivant. Ce point constitue une des lois générales du développement embryonnaire qui veut que l’apparition d’une structure ou la mise en œuvre d’un mécanisme embryonnaire à un stade donné est préparé au stade précédent. 

Les mouvements cellulaires de la gastrulation peuvent commencer.

A partir de cette étude , on peut dresser les lois générales de l’induction embryonnaire (Fig.134)
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A partir de ces expériences on peut tirer un certain nombre de généralités sur les
interactions cellulaires qui régissent l'induction embryonnaire.

a) Notion de contact cellulaire

Les expériences citées jusqu'a maintenant et notamment celles de

Nieuwkoop mettent en évidence la nécessité d'un contact étroit entre les tissus pour
la transmission des messages.

b) Notion de cellule inductrice ou de tissu inducteur

; C'est celle ou celui qui possede le ou les signaux moléculaires a transmettre
au tissu cible.

c) Notion de cellule compétente ou de tissu compétent

.. Pour que le tissu cible comprenne le signal, il faut qu'il soit compétent. La
compétence se définit par I'existence de récepteurs transmembranaires qui se lient
spécifiquement a la molécule signal.

d) Notion de transduction du signal

Le couple molécule signal/récepteur transmembranaire induit une
succession d'événements moléculaires cytoplasmiques en cascade qui transduisent le
signal jusqu'au noyau de la cellule cible. Ce sont des cascades de phosphorylations.
Une fois dans le noyau, la derniére étape de cette cascade active un géne de
développement.




Fig.134
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