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Construction d’un embryon
de vertébré a partir de

deux gradients de morphogenes

Bernard Thisse, Christine Thisse

> Le développement de I"’embryon de
vertébré dépend de processus molé-
culaires et cellulaires complexes qui
instruisent progressivement les cellules
embryonnaires, leur conférant leur iden-
tité et controlant leur comportement.
Durant les deux derniéres décennies,
de nombreuses activités géniques ont
été identifiées comme essentielles au
développement de I"’embryon de verté-
bré [1, 2]. Néanmoins, les conditions
minimales requises pour instruire les
cellules embryonnaires pluripotentes
et les organiser en différents tissus et
organes n'avaient pas été établies. Nous
avons relevé le défi et avons recherché
les conditions expérimentales permet-
tant de construire un embryon complet
en instruisant des cellules d’embryon
précoce de poisson zébre (Danio rerio)
a partir de combinaison de signaux mor-
phogéniques.

Un peu d’histoire

Les premiéres tentatives ayant pour but
de construire un embryon de vertébré
datent d’il y a 90 ans lorsque Hilde
Mangold, étudiante dans le laboratoire
de Hans Spemann, transplanta la lévre
blastoporale dorsale d’une gastrula de
triton (Triturus taeniatus) dans la par-
tie ventrale d’une gastrula d’une autre
espece de triton (Triturus cristatus,
dont les cellules ne sont pas pigmen-
tées) [3]. 1l en résulta la formation, au
site de la greffe, d’un axe embryonnaire
secondaire qui comprenait des cellules
pigmentées du greffon (provenant de
Triturus taeniatus) ainsi que des cel-
lules de I’hote (Triturus cristatus, non
pigmentées). A cause de sa capacité &
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organiser les cellules de I’hote, la levre
blastoporale dorsale du donneur fut
définie comme un tissu organisateur et
est connue depuis lors sous le nom de
« centre organisateur de Spemann ». La
nature moléculaire de ce centre orga-
nisateur dorsal a été identifiée durant
les deux derniéres décennies [4], et
les éléments essentiels de son activité
correspondent a des facteurs sécré-
tés par la levre blastoporale dorsale,
qui agissent comme antagonistes de
morphogénes ventraux, et conduisent
a I’établissement d’un gradient d’acti-
vité ventro-dorsal de ces morphogenes
(Figure 1A). Dans I’expérience pionniére
réalisée par Spemann et Mangold, les
facteurs dorsaux sécrétés par le greffon
vont inhiber I’activité des morphogenes
ventraux présents au site de la greffe
et générer un nouveau gradient, qui
récapitule dans le territoire ventral, et
comme une image en miroir, le gradient
d’activité morphogénique présent chez
I’embryon sauvage dans ses partie laté-
rales et dorsales (Figure 1B). C’est donc
par une modulation des signaux pré-
sents dans la région marginale ventrale
de I"embryon que les greffes du centre
organisateur de Spemann conduisent a
I'organisation d’un axe embryonnaire
secondaire.

Cependant, lorsque ce centre organi-
sateur est greffé dans un environne-
ment neutre, tel que le péle animal
d’une blastula de poisson zebre, nous
avons montré qu’il ne présente qu’une
activité réduite et ne conduit qu’a la
formation de tissus mésendodermiques
axiaux tels que la notochorde [5]. Ce
résultat suggérait que Iactivité (ou les

activités) organisatrice(s) de I’embryon
s’étendai(en)t au-dela de ce centre
organisateur dorsal.

En greffant différentes portions de la
marge embryonnaire de blastula ou de
celle de gastrula de poisson zebre au péle
animal d’un embryon hote au stade blas-
tula, nous avons découvert que la marge
embryonnaire ventrale agit comme un
organisateur caudal [5], alors que les
régions latérales et dorso-latérales de
la marge embryonnaire organisent res-
pectivement le tronc et la partie cépha-
lique postérieure [6]. Ainsi, les activités
organisatrices de I’embryon ne sont pas,
contrairement au dogme en vigueur, res-
treintes au centre organisateur de Spe-
mann, mais sont en fait distribuées tout
le long de la marge embryonnaire et for-
ment un continuum du territoire dorsal
jusqu’au territoire ventral [6].

Deux gradients de morphogénes,

BMP et Nodal, définissent

les conditions minimales pour organiser
un axe embryonnaire complet

La marge embryonnaire de I’embryon est
le site d’expression de nombreux facteurs
inducteurs. C’est en particulier le cas des
facteurs Nodal et BMP (bone morphogenic
protein). La voie de signalisation BMP
est active ventralement et son activité
décroit progressivement en direction de la
marge dorsale, alors que I'activité Nodal
est présente dans toutes les cellules mar-
ginales, mais est plus forte a la marge
dorsale (Figure 1C). Il existe ainsi une
variation continue du rapport des activi-
tés BMP/Nodal depuis les territoires ven-
traux ou ce rapport est élevé, vers les ter-
ritoires dorsaux ot il est nul (Figure 1C).
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Figure 1. L’organisation de I’axe embryonnaire dépend du rapport d’activité des voies de signalisation BMP et Nodal. A. Gradients morphogéniques

chez I’embryon sauvage. B. Uexpérience de Spemann et Mangold (illustrée ici chez le poisson zébre) entraine I’expression ectopique, en position

ventrale, des facteurs antagonistes dorsaux. Ceci conduit a une duplication en miroir du gradient des facteurs ventralisants présents chez I’embryon

sauvage. C. Le rapport des activités BMP/Nodal varie continuellement de la marge ventrale a la marge dorsale de I’embryon sauvage. Les territoires

ol BMP et Nodal sont actifs sont présentés pour un embryon au stade blastula tardive. PA : p6le animal, PV : p6le végétatif. D. La stimulation des

cellules du pdle animal avec différents rapports BMP/Nodal conduit a I'induction des différentes parties de I’axe embryonnaire. Un rapport BMP/

Nodal élevé induit la formation d’une queue ectopique [5]. Un rapport moyen induit la formation de structures troncales [6], un rapport faible

induit la formation de la téte postérieure [6], tandis que I'injection de Nodal seul induit seulement la formation de structures mésendodermiques

axiales [5, 6, 8] telles que la notochorde révélée ici par hybridation in situ avec un géne spécifiquement exprimé dans cet organe.

Nous avons montré que I'injection, dans
un blastomere du péle animal au stade
128 cellules, de mélanges d’ARN messa-
gers codant pour BMP et Nodal résulte
en la formation de structures ectopiques
identiques a celles qui sont induites par
les greffons issus des différentes régions
de la marge embryonnaire (Figure 1D).
L'injection d’ARNm dans un rapport BMP/
Nodal élevé (25 fois plus d’ARNm BMP
que d’ARNm Nodal) conduit & la forma-
tion de queues ectopiques, alors que des
rapports plus faibles (quantité d’ARNm

m/s n® 8-9, vol. 30, aolit-septembre 2014

BMP 5x ou 1x supérieure & ’ARNm Nodal)
résultent en I'induction de structures
troncales ou de parties céphaliques pos-
térieures [6]. Enfin, I’injection d’ARNm
Nodal seul conduit a la formation de
mésendoderme axial, mimant ainsi I'ac-
tivité du centre organisateur de Spe-
mann lorsque ce dernier est greffé au
pole animal de ’embryon.

Sur la base de ces observations, nous
avons postulé que deux gradients oppo-
sés de Nodal et de BMP qui permettraient
de créer une variation continue du

rapport d’activité BMP/Nodal devraient
étre suffisants pour générer I’ensemble
des activités organisatrices de la marge
embryonnaire, et donc pour instruire des
cellules embryonnaires pluripotentes et
les conduire a former un axe embryon-
naire complet.

Pour tester cette hypothése, nous avons
ainsi généré deux clones, I'un sécré-
tant BMP et I"autre Nodal, par injection
d’ARNm codant pour ces facteurs dans
deux blastomeres distincts du pdle ani-
mal d’un embryon au stade 128 cellules
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Figure 2. Construction, in vivo et in vitro, d’un axe embryonnaire complet a partir de deux gradients de morphogénes, BMP et Nodal, instruisant les
cellules naives du péle animal d’un embryon de poisson zébre. A. La création expérimentale de deux gradients opposés de BMP et de Nodal (par
injection de leurs ARN respectifs dans des blastoméres séparés) récapitule au pdle animal de I’embryon la variation graduelle du rapport entre
les activités des voies de signalisation BMP et Nodal observée dans la région marginale d’un embryon sauvage. Ceci conduit (B) a I’organisation
d’un axe secondaire complet a partir des cellules du pdle animal [7]. C. Explantation au stade 512 cellules du territoire animal d’un embryon de
poisson zébre (double fléche rouge). D. Placé en milieu de culture, I"explant devient sphérique au bout d’une heure et les cellules superficielles se
différencient en cellules de la couche enveloppante (précurseur du périderme) [7]. Aprés 24 h, (€) la couche péridermique est rompue suite a la
prolifération et la croissance des cellules embryonnaires. €n absence de stimulation, aucun tissu ou organe n’est observé [7]. F. Explantation de
la région du pdle animal apres injection dans deux blastomeres séparés d’un mélange d’ARNm BMP et de fluorescéine-dextran d’une part, et d’un
mélange d’ARNm Nodal et de rhodamine-dextran d’autre part. G. Aprés 1 h en milieu de culture, "explant est sphérique et la position des clones BMP
(vert) et Nodal (rouge) est visualisée par les fluorescences de la fluorescéine et de la rhodamine [7]. H. A5hde développment, "explant instruit par
les gradients morphogéniques BMP et Nodal forme un blastopore et gastrule [7]. . Uorganisation de cette gastrula est trés similaire a celle d’une
gastrula d’embryon d’amphibien avec une cavité blastoccelienne en position animale et une asymétrie du blastopore, avec une lévre blastoporale
dorsale plus épaisse [7].). Aprés 24 h en milieu de culture, les explants instruits forment des embryoides trés similaires aux embryons sauvages et
dans lesquels on peut distinguer par exemple un cerveau antérieur, un tronc contenant un tube neural et une notochorde [7]. K. Vue dorsale de la
partie céphalique d’un embryoide construit par instruction d’explant du péle animal. Cette partie céphalique est tres similaire a celle d’'un embryon

sauvage et est caractérisée notamment par la présence de deux yeux (comprenant rétine et cristallin) séparés par du tissu céphalique antérieur.

(Figure 2A). Nous avons observé la for-
mation d’axes embryonnaires secon-
daires formés de tissus et d’organes
identiques a ceux de I’embryon sauvage
[7]. Dans la plupart des cas, les terri-
toires antérieurs des axes primaire et
secondaire sont fusionnés car il existe
une compétition entre ces deux axes
pour le recrutement des cellules du péle
animal. Toutefois, dans certains cas, les
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deux axes ne fusionnent pas, et I'axe
embryonnaire secondaire induit au péle
animal présente alors une téte, un tronc
et une queue séparés de I’axe embryon-
naire primaire (Figure 1B). Ces embryons
secondaires possedent leur propre cceur,
ont une symétrie bilatérale, deux yeux et
deux oreilles, et on observe des contrac-
tions myotomales indiquant la présence
d’un systéme nerveux fonctionnel.

Construction d’un embryon in vitro

Les gradients opposés de Nodal et
BMP peuvent non seulement conduire
a la formation d’un axe embryon-
naire complet et indépendant de 'axe
embryonnaire primaire lorsque ces der-
niers sont générés expérimentalement
au p6le animal d’un embryon, mais ils
peuvent également instruire des cellules
embryonnaires pluripotentes in vitro.
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Les cellules de la région animale d’une
jeune blastula, explantées et placées
dans un milieu de culture, forment rapi-
dement une sphére qui se différencie en
une couche extra-embryonnaire super-
ficielle, le périderme, puis forme, aprés
quelques heures, une cavité centrale,
semblable a une cavité blastoccelienne
(présente chez la plupart des embryons
de vertébrés mais normalement absente
chez le poisson zébre). Cette sphere
creuse ne présente aucun mouvement
cellulaire et aucune trace de différencia-
tion de tissus ou d’organes apres 24 h en
milieu de culture (Figure 2€). A opposé,
en présence de clones sécrétant BMP et
Nodal (Figure 2F-G), un blastopore appa-
raft (Figure 2H). Les explants instruits par
BMP et Nodal présentent des mouvements
de gastrulation trés similaires a ceux
que I’on observe chez les gastrula d’am-
phibiens ainsi que la formation d’axes
antéro-postérieur et dorso-ventral bien
définis (Figure 21). Maintenus en milieu
de culture, ces explants instruits forment
in vitro des embryoides trés similaires aux
embryons sauvages, avec des organes
dérivés des différents feuillets embryon-
naires, une symétrie bilatérale et des
polarités dorso-ventrale et antéro-pos-
térieure claires (Figure 2J)-K) [7].

Conclusions et perspectives

Notre étude démontre que I’on peut
instruire des cellules pluripotentes de
blastula de poisson zebre avec des
gradients de morphogénes (Nodal et
BMP) et les conduire & s’organiser en
un embryon complet contenant organes
et tissus. Ces deux facteurs agissent en
amont, au sommet de la cascade des
régulations et inductions géniques qui
caractérisent les programmes déve-
loppementaux. Ils sont donc suffisants
pour enclencher le développement
embryonnaire et pour induire et réguler,
directement ou indirectement, toutes
les voies de signalisation requises pour
achever un programme développemen-
tal complet.

Les vertébrés dérivant tous d’un
ancétre commun, nous pouvons pré-
dire que les lois établies en utilisant
un modele animal téléostéen seront
pour 'essentiel conservées chez tous
les vertébrés, y compris chez ’homme.
Des études complémentaires visant a
reproduire avec un modele mammifere,
la souris, les résultats obtenus chez le
poisson zebre sont en cours. Ces études
offrent une base de travail pour des
recherches futures dans le domaine
de la médecine régénérative, dont le

NOUVELLE

Régulation de la visibilité
immunologique par le récepteur

de PEGF

Pierre Vantourout?, Adrian Hayday®%%*

> Le terme «visibilité immunologique »
désigne I’ensemble des phénomenes
permettant au systéme immunitaire de
détecter tout statut anormal des cel-
lules de I'organisme. Traditionnellement,
ceux-ci furent principalement consi-
dérés dans le contexte des infections,
comme par exemple la présentation, par
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les complexes majeurs d’histocompati-
bilité (CMH), d’antigénes du « non-soi »
dérivant de protéines exprimées par des
agents pathogenes. Il est a présent trés
bien établi que le systéeme immunitaire
est également capable de détecter des
dérégulations cellulaires causées par
divers types de stress dits « stériles », tels

but serait de fabriquer des tissus et
organes humains in vitro a partir de
populations de cellules pluripotentes
en vue d’applications thérapeutiques
en médecine régénérative. ¢
Construction of a vertebrate embryo
from two morphogen gradients
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que des perturbations physico-chimiques
ou une transformation tumorale. Cette
« réponse lymphoide au stress » (RLS)
[1] est principalement le résultat de
la détection du « soi modifié » par les
cellules du systeme immunitaire via la
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