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AVANT-PROPOS

Cet ouvrage est destiné a des étudiants en Licence et en Master de cursus biologi-
ques ainsi qu’aux candidats aux concours de recrutement de 1’enseignement secon-
daire et aux éleves de BCPST.

La présentation de I’ouvrage a légerement changé par rapport a I’édition précédente.
Nous avons facilité plusieurs niveaux de lecture par quelques aménagements. Pour ceux
qui désirent simplement acquérir des idées générales sur des questions de biologie du
développement traitées dans 1’ouvrage, une lecture négligeant les textes en retrait et en
petits caracteres peut suffire sans nuire a la compréhension générale. Certains de
ces passages donnent un apercu des techniques utilisées dans I’acquisition des
résultats décrits, d’autres apportent des précisions permettant une connaissance
plus approfondie des données exposées ; ils concernent moins les étudiants de
Licence. D’autre part, des encarts ont pour but de donner des informations complémen-
taires et d’attirer I’attention sur des définitions importantes, des hypotheses, 1’historique
de certaines découvertes ou le regroupement de données techniques auxquelles on se
réfere couramment. Enfin, conformément aux recommandations ministérielles incitant
a un développement du travail personnel, des questions de révisions destinées a des
autoévaluations sont présentes a la fin de chaque chapitre et leurs réponses réunies en
fin d’ouvrage. Le lecteur notera qu’elles ne constituent que des propositions d’exercices
et qu’elles ne prétendent pas couvrir la totalité des sujets abordés.

Le plan de I’ouvrage n’est pas modifié par rapport aux éditions précédentes et suit
un ordre chronologique permettant une présentation en boucle depuis la formation
des gametes jusqu’a I’individu en développement chez lequel est considérée 1”acqui-
sition de ses fonctions de reproduction.

La gamétogenese et la fécondation constituent la premiere partie. Elle est suivie
d’une présentation succincte du développement de plusieurs especes animales
modeles sous leur aspect purement descriptif. Les mécanismes de la morphogenese
sont ensuite abordés dans une optique treés générale qui, tout en s’appuyant sur des
exemples issus de travaux portant sur des modeles d’Invertébrés (Oursins, droso-
phile, etc.) et de Vertébrés (poulet, souris), s’efforce de dégager des regles générales
des mécanismes de développement qui soient valables pour tous les Métazoaires.

La connaissance du contrdle génétique du développement tient une place qui ne
cesse de croitre, avec, comme conséquence pour I’étudiant, la découverte d’un inévita-
ble cortege de molécules nouvelles... S’il n’en connait pas nécessairement la liste qui
ne cesse de s’allonger, il aura au moins saisi la vitalité de la discipline qu’il étudie !

Segmentation, mouvements morphogénétiques, inductions embryonnaires forment
une succession d’événements qui obéissent au fonctionnement quasi semblable de
genes organisateurs et régulateurs hautement conservés au cours de 1’évolution ; leur
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connaissance a d’ailleurs ét€ acquise grace a la drosophile, si €éloignée des Vertébrés.
Les étapes du développement sont sous la dépendance de ces genes, qui s’expri-
ment tout d’abord a partir du génome maternel, et qui sont relayés ensuite, plus ou
moins rapidement selon les especes, par ceux du génome embryonnaire. A ces
connaissances acquises depuis plusieurs années déja, nous avons apporté une
attention plus précise a la fin de cet ouvrage, au cas de I’empreinte génomique. Ce
mécanisme, bien étudié chez les Mammiferes, montre que dans un génome diploide,
I’ origine paternelle ou maternelle d’un geéne activé pour certaines fonctions n’est pas
indifférente. Un programme épigénétique tel que celui de méthylations sélectives
décide du gene paternel ou maternel qui sera inactivé et toute erreur peut étre térato-
gene ou létale.

L’embryogenese d’un organisme résulte d’une association complexe d’événe-
ments qui affectent la vie cellulaire et qui s’expriment en termes de prolifération,
différenciation mais également de mortalité programmée, 1’apoptose. Aussi surpre-
nant que cela paraisse, cette derniere s’avere indispensable lors d’étapes critiques du
développement comme peut I’étre une métamorphose ou une organogenese nécessi-
tant un modelage harmonieux de certaines parties corporelles. La brieveté du chapi-
tre qui lui est consacré ne doit pas faire négliger I'importance de ce concept
relativement récent.

Nous décrivions dans I’édition précédente les mécanismes qui gouvernent
I’asymétrie du développement de différentes parties d’un organisme, mais rien ne
permettait d’expliquer les raisons pour lesquelles d’autres parties échappaient a
cette asymétrie. En prenant pour exemple la somitogenese, un élément de réponse
est évoqué avec la mise en évidence du role correcteur de 1’acide rétinoique, une
molécule active dans bien des étapes du développement.

Les travaux de clonage avaient démontré qu’un noyau somatique conservait
toutes ses potentialités génomiques. On montre maintenant que des cellules diffé-
renciées peuvent aussi retrouver des potentialités qu’on pensait perdues. L’expres-
sion du génome embryonnaire et le cheminement des cellules pluripotentes dans des
voies de différenciations spécialisées se sont en effet révélés réversibles. Nous
avions abordé ces questions dans des éditions précédentes, mais les progres réalisés
dans I’obtention et dans I’emploi de ce matériel nous ont conduits a les développer.

Les mécanismes de la différenciation sexuelle s’appuient le plus souvent sur des
exemples pris chez les Vertébrés. Il s’agit d’un domaine qui nécessiterait un ouvrage
entier tant est grande la diversité des solutions adoptées dans le régne animal. Nous
nous sommes limités a ajouter quelques breves données sur la drosophile et, chez les
Vertébrés, sur le role de facteurs externes dans la détermination phénotypique du
sexe. C’est ici également que nous avons cru utile d’apporter quelques explications
sur les fonctionnements des génes portés par les chromosomes X des Mammiferes.
Le male étant haploide pour le X, et la femelle diploide, comment peut-on néan-
moins rendre compte d’une égalité entre les sexes ?...



Avant-propos

Avertissement concernant la nomenclature
utilisée dans le texte a propos des génes et de leurs produits :

e Le nom générique d’une famille de génes (ex : Hox, Pax...) est écrit en caracte-
res normaux cependant que la désignation d’un géne donné est en italique (ex : Hox
B-6, Pax7....),

e Les genes humains sont conventionnellement écrits en majuscules (ex : PAX6,
SRY...) a la différence des geénes des autres especes animales écrits en minuscules
(ex : Pax6, sry...),

e Les produits des geénes sont systématiquement écrits avec une majuscule et en
caractere normal (ex : la protéine Bicoid codée par le géne bicoid),

e La présence d’une majuscule a un nom de geéne signifie le caractére dominant
de ce dernier (ex : Kriippel).

e Les ARN-m sont indifféremment désignés sous deux formes (ex : I’ARN-m
bicoid ou I’ARN-m de Bicoid).






Chez les Métazoaires, la forme la plus typique de développement est celle qu’on
observe dans la reproduction sexuée. Des cellules reproductrices haploides se
différencient : les spermatozoides et les ovules. A la fécondation, elles fusionnent et
forment un ceuf ou zygote diploide qui pourra se développer en un nouvel individu.

L’ovogenese est étudiée ici de facon assez détaillée. C’est en effet pendant cette
période que sont transcrits les premiers genes qui contrdleront le plan d’organisation
du futur organisme.
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GENERALITES SUR
LA GAMETOGENESE
— LA MEIOSE

1.1 Comparaison entre la spermatogenése et 'ovogenése
1.2 Déroulement de la méiose

PLAN

La différenciation des cellules reproductrices ou gameétes est la gamétogenese. Les
gametes males sont les spermatozoides, les gametes femelles sont les ovules. Leur
formation, spermatogenese ou ovogenese a licu dans des organes spécialisés, les
gonades : testicules ou ovaires. Celles-ci peuvent avoir en outre un role de glandes
endocrines d’ou leur appellation de glandes génitales, c’est le cas des Vertébrés.

La spermatogenese et I’ovogenese se déroulent chez des individus différents dans
les especes dites gonochoriques. C’est la regle chez les Vertébrés (avec un certain
nombre d’exceptions, chez des Poissons par exemple).

L’expression phénotypique du sexe est, le plus souvent, déterminée génétique-
ment des la fécondation par I’existence de genes spécifiques portés par des chromo-
somes dits sexuels symbolisés par X et Y ou Z et W, selon les espéces. L’un des
sexes est homogamétique et ne forme qu’une catégorie de gametes : c’est la femelle
(XX) chez les Mammiferes, le male (ZZ) chez les Oiseaux. L’ autre sexe est hétéro-
gamétique (XY ou ZW) et forme deux catégories de gametes qui different par la
nature du chromosome sexuel. Les apports combinés des chromosomes contenus
dans les gametes forment des ceufs a potentialité de développement male ou femelle.
Ce déterminisme génétique du sexe peut-étre modifié par certains facteurs, telle la
température. C’est le cas chez de nombreux Reptiles par exemple (voir § 17.3.2).

Les especes chez lesquelles un méme individu est porteur de gonades males et
femelles sont dites hermaphrodites. Les exemples sont fréquents chez les Inverté-
brés (Vers, Mollusques, etc.) mais se rencontrent également chez des Vertébrés
(certains Poissons). Dans le cas d’hermaphrodisme simultané, un méme individu
possede soit en méme temps des gonades distinctes, males et femelles (ver de terre)
soit un organe unique, a la fois male et femelle, désigné sous le terme d’ ovotestis
(Gastéropodes Pulmonés). Une fécondation croisée entre partenaires a néanmoins lieu
a quelques rares exceptions pres (cas d’autofécondation). Dans le cas d’hermaphro-
disme successif, I’animal présente a des moments différents de son cycle vital, une
activité sexuelle male puis femelle (hermaphrodisme protandre) ou, plus rarement
I’inverse (hermaphrodisme protogyne).

La différenciation des gametes présente une assez grande uniformité de caracteres
dans tout le régne animal.
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1.1 COMPARAISON ENTRE LA SPERMATOGENESE
ET L’OVOGENESE (fig 1.1)

1.1.1 Ressemblances

La gamétogenese commence par une phase de multiplication, pendant laquelle les
cellules germinales diploides (spermatogonies ou ovogonies) se divisent par mitoses
puis les divisions cessent. Pendant la préprophase de méiose, les cellules germinales
dupliquent leur ADN, deviennent des spermatocytes I ou des ovocytes I (parfois
désignés sous le terme général d’auxocytes I) qui augmentent de volume par accrois-
sement de leur cytoplasme et entrent en prophase de la premicre division de méiose.
C’est la phase d’accroissement. Les processus mémes de la méiose sont identiques
dans la spermatogenese et I’ovogenese. Ils seront étudiés dans un paragraphe suivant.

Spermatogenése Ovogenése

Multiplication
2n

Spermatogonies
Ovogonies

Accroissement
2n

Spermatocytes
Ovocytes

Méiose

Ovotide

Spermatozoides Spermatides

Figure 1.1 - Schéma comparatif de la spermatogenése et de I'ovogenése.

1.1.2 Différences
a) Durée du cycle

Le temps nécessaire a la transformation d’une gonie en gamete mir constitue un
cycle. La spermatogenese est de plus courte durée que 1I’ovogenese. Cette différence
est plus marquée chez les Vertébrés supérieurs : un cycle ovogénétique peut s’éten-
dre sur toute la vie sexuelle de la femelle, un cycle spermatogénétique ne dure que
quelques semaines.
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b) Localisation temporelle de |la période de multiplication

Chez le male, elle dure depuis la maturité sexuelle jusqu’a la sénescence. Chez les
femelles de Vertébrés inférieurs ou anamniotes (Poissons Téléostéens et Amphi-
biens) il existe une vague de mitoses qui suit une période de ponte, et dont les
produits sont a ’origine de la ponte suivante. Chez les Vertébrés supérieurs ou
amniotes (Reptiles, Oiseaux, Mammiferes), les ovogonies cessent de se multiplier
trés tot, pendant la vie feetale ou périnatale de la jeune femelle. La croissance et la
maturation des ovocytes concernent des lots limités d’ovocytes au cours de cycles
qui se succedent a partir de la maturité sexuelle et durent toute la vie sexuelle.

¢) Importance de la période d’accroissement

Le volume des spermatocytes I augmente peu par rapport a celui des spermatogo-
nies. L’accroissement des ovocytes I qui accumulent des réserves parfois treés impor-
tantes (cf. le jaune de 1’ceuf d’Oiseau) est considérable ; il est de plus longue durée
que pour les spermatocytes.

d) Place de la méiose dans le cycle

Toutes les syntheses qui caractérisent la différenciation biochimique de 1’ovocyte ont
lieu dans la cellule a I’état diploide, avant I’achevement de la premiere division
de méiose. Dans la lignée male, apres une phase de synthése dans les spermatocytes I,
les deux divisions de méiose précedent la différenciation morphologique en sperma-
tozoides (ou spermiogenese).

e) Résultats de la méiose

Apres la méiose, un spermatocyte I donne naissance a 4 spermatozoides morpholo-
giquement identiques et fonctionnels. Les ovocytes I et II subissent des divisions
trés inégales quant au partage du cytoplasme entre les cellules filles. A 1’acheévement
de la méiose, une seule d’entre elles conserve toutes les réserves cytoplasmiques et
sera fonctionnelle, les autres sont les globules polaires.

1.2 DEROULEMENT DE LA MEIOSE (fig 1.2)

Elle sera décrite assez brievement, son mécanisme et ses conséquences étant large-
ment développés dans les ouvrages de biologie cellulaire ou de génétique.

Une gonie qui a cessé de se multiplier devient un auxocyte I et I’ADN chromoso-
mique se duplique pendant la « préprophase » de méiose (stade préleptotene). Les
deux divisions cellulaires qui, sans duplication intermédiaire des chromosomes,
succedent a cette phase, constituent la méiose.

Les auxocytes I sont les cellules qui entrent en prophase de la premiere division.
Ils se divisent une premiere fois, séparant les chromosomes formant une paire
d’homologues. Les cellules filles sont des auxocytes II avec un nombre haploide de
chromosomes. En réalité, I’ADN de chaque chromosome est déja dupliqué, depuis
la «préprophase», mais les deux chromatides résultant de cette duplication ne se
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Centromeére Chromosome Complgxes
repliqué synaptonémaux
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Leptoténe Zygoténe Pachyteéne
Diplotene Diacinese Métaphase 1
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Anaphase 2 Télophase et cytodiérese

Figure 1.2 - Schéma de la méiose dans une cellule
ou le nombre haploide de chromosomes est égal a 2.

sont pas séparées, car dans cette division particuliere les centromeres ne se clivent
pas. Les auxocytes II vont ensuite se diviser suivant une mitose normale, avec divi-
sion des centromeres, mais il n’y a pas de phase S préliminaire. Les quatre cellules
formées auront un nombre haploide de chromosomes, avec un seul chromosome de

chaque paire formé d’une seule chromatide.
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1.2.1 Syntheéses d’ADN pendant le stade préleptotene

Apres la derniere division des gonies et apres une phase Gl courte!, la duplication de
I’ADN (phase S) est mise en évidence pendant le stade préleptotene, par incorpora-
tion de thymidine tritiée®. Elle précéde I’accroissement de taille des auxocytes 1.
Cette duplication est plus lente que celle qui précede une mitose ordinaire. On a
montré chez les Amphibiens que le nombre de points d’initiation de la synthese
d’ADN est plus réduit que pour une mitose.

1.2.2 Prophase de la premiére division de méiose

C’est au cours de la prophase de méiose que se réalisent les recombinaisons géné-
tiques et qu’ont lieu les syntheéses d’ARN stables nécessaires a la formation des
gametes. Elle peut étre de treés longue durée dans certaines ovogeneses. On distin-
gue cinq stades :

a) Le stade leptoténe

Les chromosomes extrémement déspiralisés pendant I’interphase commencent a se
spiraliser; chaque chromosome est déja dupliqué, mais les deux chromosomes fils
ou chromatides restent reli€s par leur centromere. Les chromosomes homologues
tendent a se rejoindre, suivant un mécanisme qui n’est pas connu.

b) Le stade zygoténe

Un appariement progressif des chromosomes homologues désigné sous le terme de
synapsis se produit. Il s’accompagne de la mise en place de complexes synaptoné-
maux. Ces derniers apparaissent en microscopie électronique sous I’aspect de trois
bandes paralleles et de nombreuses fibres transversales reliant la bande centrale aux
bandes latérales. Ces structures de nature protéique résistent a I’action de la DNase
et contribuent a maintenir les chromosomes s’appariant en contact étroit. Chaque
paire de chromosomes appariés forme un bivalent.

c) Le stade pachyténe

L’appariement des chromosomes homologues est achevé. La spiralisation des chro-
matides s’accentue et les chromosomes sont mieux individualisés. Les deux chro-
matides de chaque chromosome deviennent visibles et les bivalents sont désignés
sous le terme de tétrades.

1. Au cours du cycle mitotique, on distingue apres la fin d’une mitose (phase M), pendant I’inter-
phase, une phase Gl (de I’anglais «gap») sans duplication d’ADN, une phase S correspondant a la
synthese ou duplication de I’ADN, une phase G2 pendant laquelle la duplication de I’ADN est
achevée, et qui précede la mitose suivante.

2. Le tritium représenté par H est un hydrogéne radioactif qui, lorsqu’il est incorporé dans une
molécule de précurseur (nucléotide, acide aminé, etc.), permet de la repérer au cours des proces-
sus métaboliques cellulaires et d’analyser ceux-ci qualitativement et quantitativement.
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C’est pendant ce stade qu’apparaissent des « crossing-over », c’est-a-dire des
échanges de segments entre chromatides de chromosomes homologues d’origine
paternelle et maternelle.

Dans les conditions normales, ce sont des fragments homologues qui sont échan-
gés. Il en résulte des recombinaisons génétiques, une méme chromatide recombinée
pouvant porter alors des geénes d’origine paternelle et d’origine maternelle. Des
anomalies d’échanges sont possibles, entrainant dans 1’une des chromatides des délé-
tions (perte d’un fragment), dans I’autre des duplications (fragment en double exem-
plaire). Une faible synthese d’ ADN est encore décelable au zygotene et au pachytene.
Il pourrait s’agir de réparation de chromosomes brisés dans les « crossing-over ».
Linhibition de ces syntheses tardives provoque en effet des anomalies de la méiose :
absence de complexes, fragmentation des chromosomes.

d) Le stade diplotene

L apparitement étroit entre les chromosomes homologues ne subsiste qu’en des
points spécifiques ou chiasma, les chromatides homologues s’écartant ’'une de
I’autre entre ces points.

Ces chiasma' sont les manifestations morphologiques des «crossing-over» qui se
sont produits au stade pachyteéne. Dans les ovocytes, les chromosomes présentent
souvent une structure particuliere dite en « lampbrush » ou en écouvillon ; c’est
une période de synthese intense d’ARN. Cette synthése sera plus spécifiquement
étudiée a propos de I’ovogenese (voir chap. 3) durant laquelle elle est particuliere-
ment longue. Chez les Mammiferes, dans les jeunes ovocytes, on parle de stade
dictyoténe lorsque ces chromosomes ne sont pas le site de synthéses d’ARN.

e) Le stade diacinese

La condensation atteinte par les chromosomes est maximale. Les bivalents ne
restent unis que par les chiasma. Ces points d’entrelacement local entre chromatides
paraissent s’étre progressivement déplacés depuis le diplotene vers les extrémités
des chromosomes (terminalisation des chiasma). Ce mouvement apparent est dii
au raccourcissement des chromosomes en raison de leur extréme spiralisation.

1.2.3 Fin de la premiere division

Le nucléole et la membrane nucléaire disparaissent, les tétrades se disposent de
telle maniere que les centromeres des paires de chromosomes homologues soient
symétriques de part et d’autre de la plaque métaphasique. A 1’anaphase, les chro-
mosomes homologues se séparent et migrent vers les poles. Leur ségrégation au
hasard dans les cellules filles est un facteur de recombinaisons des genes d’origine
paternelle et maternelle. Il s’y ajoute les recombinaisons dues aux « crossing-
over ». En négligeant les « crossing-over », le nombre de recombinaisons possibles
si n =23 (chez ’homme) est de 223, soit une possibilité de 10 millions de gametes

1. Le pluriel correct, chiasmata, s’emploie peu.
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différents chez un méme individu ; ’existence des « crossing-over » augmente ces
combinaisons a I’infini. Apres la télophase se forment les spermatocytes II ou les
ovocytes II.

1.2.4 Seconde division de méiose

Elle survient sans phase S intermédiaire. Les chromatides se sé€parent a I’anaphase 11
par scission du centromere. Copies identiques, a 1’origine, elles sont différentes a la
suite des recombinaisons dues aux « crossing-over » entre les chromatides des chro-
mosomes homologues.

Questions

1.1 Quels sont les événements principaux qui différencient la 1™ division de méiose
d’une division mitotique normale ?

1.2 A quels phénomenes de la méiose peut-on rattacher I’importance de celle-ci
dans le maintien de la diversité génétique ?

1.3 Citer dans I’ordre les différentes étapes de la prophase de division I de méiose
1.4 A quoi correspond un cycle vital d’'un Métazoaire ?

1.5 Comment les phases haploide et diploide se répartissent- elles chez les Méta-
zoaires ?

1.6 La genese d’un individu nécessite-t-elle toujours I’existence de gametes ?

1.7 Qu’appelle-t-on ovotestis ?

Réponses page 379
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2.1 Structure d’un testicule de Mammifére

2.2 Les cellules germinales

2.3 La spermiogeneése

2.4 Morphologie et biologie des spermatozoides mirs

2.5 Les hormones sexuelles et le controle de la gamétogenése
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La différenciation spermatogénétique a €té décrite pour la premiere fois dans le testi-
cule d’un ascaris (Ver Nématode parasite) par Hertwig (1880)'. Chez cette espece, les
gonades sont filiformes et les différentes séquences se présentent suivant un ordre
linéaire, ce qui en avait fait un matériel de choix pour I’étude de la spermatogenese.
Elle est étudiée ici d’apres des exemples choisis parmi les Vertébrés et plus particulie-
rement les Mammiferes.

2.1 STRUCTURE D’UN TESTICULE DE MAMMIFERE (fig 2.1)

(La différenciation d’un testicule est étudiée dans le chapitre 17).

2.1.1 Organisation générale

Chez les Vertébrés supérieurs, les tissus séminiferes sont organisés en tubules ou
tubes séminiféres. Chez les Mammiferes, ces tubules convergent vers le hile du testi-
cule et entrent en relation avec les canalicules évacuateurs ou tubes droits anasto-
mosés dans le « rete testis » ; ils se prolongent par les canaux efférents, I’épididyme
et le canal déférent ou canal de Wolff qui aboutit au sommet de I’urétre. Entre les
tubes séminiferes se trouve du tissu conjonctif, le tissu interstitiel. Un tissu conjonctif
fibreux, 1’albuginée, forme une gaine protectrice autour du testicule ; elle est doublée
intérieurement d’une tunique tres vascularisée et contient des fibres musculaires lisses;
elle peut, chez certaines especes (ex.: I’homme) émettre des cloisons qui divisent les
testicules en lobules. Le testicule est limité par un épithélium.

2.1.2 Structure du tissu interstitiel

C’est un tissu conjonctif qui est tres vascularisé. Il contient en permanence des
cellules de Leydig regroupées en amas qui produisent 95 % de la testostérone dosée
dans le sang. Ce sont de grosses cellules polygonales dont le réticulum endoplasmi-

1. On notera que I’indication de noms de chercheurs suivis d’une date, sans indications bibliogra-
phiques, est uniquement destinée a fournir une chronologie de I’évolution des connaissances.
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Figure 2.1 - Schéma d’un testicule de Mammifére et coupe histologique
montrant 'organisation des tubes séminiféres et du tissu interstitiel.

que lisse et les enclaves lipidiques propres aux cellules sécrétrices de stéroides sont
tres développés. Leur activité sécrétoire est synchronisée et peut €tre saisonniere
chez certaines especes.

2.1.3 Structure d’un tube séminifeéere (fig 2.2)

Ces tubes dérivent des cordons séminiferes pleins du testicule feetal. Ils débouchent
dans les tubes droits qui sont limités par un épithélium simple. Leur paroi est
formée par un épithélium pluristratifié comprenant deux types de cellules : des cellules
germinales, les cellules de la lignée spermatique, a renouvellement continu, évoluant
en spermatozoides qui sont libérés dans la lumiere du tubule et des cellules somati-
ques, les cellules de Sertoli. A leur périphérie, les tubules sont isolés du tissu inters-
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Figure 2.2 - Schéma de la paroi d’'un tube séminifére de Mammifére.

Toutes les cellules sexuelles sont étroitement enserrées par les cellules de Sertoli
qui ont entre elles des jonctions serrées et communicantes. Ces contacts durent
jusqu’a la fin de la spermiogenése avec des spermatides implantées dans I'apex
des cellules de Sertoli. Les cellules germinales issues d’'une méme spermatogonie
sont reliées par des ponts cytoplasmiques jusqu’au début de la spermiogenése.

titiel par une tunique comprenant la lame basale, une ou plusieurs couches de cellules
myofibroblastiques (cellules myoides) qui se contractent rythmiquement, et un tissu
fibreux constitué notamment de collageéne.

a) Les cellules de Sertoli

Ce sont des cellules somatiques columellaires qui reposent sur la lame basale qui
entoure le tube. Leur forme et leur fonction évoluent considérablement entre la vie
foetale et la puberté ; elles se multiplient jusqu’a la période pubertaire, leur nombre
reste ensuite fixe chez 1’adulte. Dans le testicule adulte, leur cytoplasme est abon-
dant et posséde des ramifications qui entourent les cellules germinales. Etroitement
reliées entre elles par des jonctions serrées particulieres, elles forment une barriere
étanche dite barriere hémato-testiculaire. Celle-ci divise le tubule séminifére en
deux compartiments, I’un basal, contenant les spermatogonies et les spermatocytes I
en préméiose (stade préleptotene), et un autre, adluminal, comportant les cellules
en méiose et en cours de différenciation terminale. Cette barriere permet a ce
dernier compartiment d’isoler du milieu intérieur les cellules engagées dans le
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processus de la spermatogenese et de les protéger du systeme immunitaire. En cas
de perméabilité accidentelle, il y a attaque des cellules germinales par ce systeme et
apparition de pathologies (par exemple immunodestruction des gonies a la suite
d’oreillons chez 1’adulte).

A Textrémité distale de la cellule de Sertoli qui atteint la lumiére du tube, sont
implantées des spermatides qui achévent leur maturation; on en trouve une dizaine a
I’apex d’une méme cellule chez le rat. Le réticulum endoplasmique granulaire et
I’appareil de Golgi des cellules de Sertoli sont peu développés. Le réticulum lisse
abondant est accompagné d’inclusions lipidiques. Le cytoplasme contient aussi du
glycogene et des lysosomes. Le noyau lobulé, situé en position basale, est volumi-
neux, avec une chromatine diffuse et un gros nucléole indiquant une activité élevée
de synthese d’ARN.

Des variations morphologiques s’observent en fonction du cycle spermatogénéti-
que, variations du volume et des ramifications qui atteignent leur minimum apres la
spermiation (voir § 2.3.1c). Par ailleurs, le nombre de cellules de Sertoli mises en
place durant la vie feetale conditionne le nombre de cellules germinales présentes
dans le testicule.

Outre leur roéle de soutien dans la structure du tubule séminifere, les cellules de
Sertoli exercent de maniere directe ou non, un contrdle étroit de la spermatogenese.
Soumises a divers stimuli hormonaux (voir § 2.5.2b) et a des facteurs paracrines
locaux, ces cellules régulent leur propre activité mais également celles des cellules
voisines (cellules germinales) et des cellules de Leydig en produisant pres d’une
soixantaine de molécules.

Parmi les produits synthétisés, on distingue des facteurs de croissance (TGFp, EGF,
IGF, GDNF), des cytokines (interleukines IL-1, IL-6), des protéines de transport
pour des métabolites ou des hormones (transferrine, protéine de liaison de la testostérone
ABP pour « Androgen Binding Protein »,...), des protéases qui en modifiant la
matrice extracellulaire, permettent la progression des cellules germinales vers la
lumiere du tubule, des enzymes nécessaires a la résorption des corps cytoplasmiques
résiduels €liminés aprés la maturation des spermatozoides et a celle de certaines
cellules germinales qui dégénerent (voir § 2.3.1c), des métabolites énergétiques tel
le lactate utilisé comme source d’énergie par les cellules germinales, des hormones
apparentées au TGF-B' comme 1’hormone anti-miillérienne (AMH) synthétisée
dans le testicule feetal et qui détermine la dégénérescence du canal de Miiller (voir
§ 17.4.5d) ou bien encore les inhibines et activines, ces dernieres pouvant également
se comporter en facteurs paracrines.

b) Les cellules germinales

Dans la paroi des tubes séminiferes, on observe la présence constante de cellules
germinales a toutes les étapes de leur différenciation. Ce sont, distribués progressi-

1. Les facteurs de croissance transformants § ou TGF- (pour « Transforming Growth Factor-f »)
forment une famille de médiateurs a laquelle se rattachent diverses molécules, en particulier 1’acti-
vine, qui joue aussi un role important dans les processus d’induction du mésoderme (v oir § 11.1.2a).
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vement depuis la lame basale jusqu’a la lumiere du tube, les spermatogonies, sper-
matocytes I, spermatocytes II, spermatides et les spermatozoides. Leur disposition
résulte de la succession de vagues de mitoses affectant les spermatogonies a des
rythmes réguliers. Les spermatogonies filles se différencient ensuite suivant une
chronologie trés précise au cours du cycle spermatogénétique.

Les spermatogonies se divisent des la vie feetale. Le rythme des divisions s’ampli-
fie a partir de la puberté et certaines d’entre elles se différencient alors en spermato-
cytes. Les divisions se poursuivent pendant toute la vie sexuelle.

e Cycle spermatogénétique

Un cycle est la durée de I’évolution de la spermatogonie en spermatozoide mir. On
peut apprécier expérimentalement la durée d’un cycle, en pratiquant de breves
incorporations de thymidine *H échelonnées dans le temps suivies d’autoradiogra-
phies, ou en réalisant des irradiations ménagées aux rayons X. Concernant cette
derniere approche, on a constaté que les cellules sont d’autant plus sensibles qu’elles
sont moins différenciées. Ainsi, lorsqu’on irradie un testicule avec une dose de
rayonnement suffisamment faible, on ne détruit que les spermatogonies qui se divi-
sent encore, les stades ultérieurs sont épargnés. Le délai nécessaire pour que les
spermatozoides commencent a manquer dans le liquide séminal est le temps qui
aurait été nécessaire aux spermatogonies détruites pour se transformer en spermato-
zoides. C’est donc la durée d’un cycle.

Les cycles ainsi mesurés varient suivant les especes et leur durée constitue une
constante biologique pour chacune d’elles : 12 a 15 jours chez les Oiseaux, 35 jours
chez la souris et 74 jours chez I’homme. A Iintérieur d’un cycle complet, chaque
stade possede une durée tres variable (par exemple 23 jours pour les spermatocytes
I, mais 1 jour seulement pour les spermatocytes Il chez I’homme).

e Vagues spermatogénétiques

A tous les niveaux du tube séminifere, des spermatogonies souches entrent pério-
diquement en spermatogenese donnant naissance a une nouvelle génération de
cellules germinales qui évoluent de facon synchrone, ceci avant que les cellules
de la génération précédente soient devenues des spermatozoides mdrs. Les
vagues mitotiques auxquelles les spermatogonies sont soumises se succedent
chez I’homme par exemple, en un segment donné du tube séminifere, tous les 16
jours (tous les 8,8 jours chez la souris). Ainsi, pendant que se termine la différen-
ciation des spermatozoides au cours d’un cycle de 74 jours, 5 autres cycles ont pu
prendre leur départ sur une méme zone de I’épithélium germinal, ce qui explique
les superpositions, en une méme aire, de cellules germinales a des stades de
maturation différents.

Pour une espece donnée, ces générations successives de cellules germinales
forment un nombre limité d’associations de composition constante (6 par exemple
chez ’homme). Ces associations sont fonction du temps écoulé depuis la derniere
vague de mitoses et de la durée relative de chacune des différentes phases du cycle.
Elles se répetent a des distances régulieres tout le long du tube séminifere.
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2.2 LES CELLULES GERMINALES

2.2.1 Les spermatogonies

Elles se divisent pendant toute la vie sexuelle. Parmi les cellules filles, certaines
évoluent en spermatozoides, d’autres contribuent & maintenir la réserve de cellules
souches.

Ainsi, a la base d’un tube, on distingue plusieurs types de spermatogonies d’apres
la répartition de la chromatine : les spermatogonies souches avec une forte propor-
tion d’hétérochromatine, et les spermatogonies engagées dans la spermatogenese
avec une chromatine diffuse. Les secondes proviennent de la prolifération des
premieéres suivant une programmation tres précise pour chaque espece. Chez le rat,
par exemple, apres deux divisions mitotiques, parmi les 4 cellules obtenues, 1 rede-
viendra une cellule dormante avec une chromatine dense ; elle ne se divisera a
nouveau qu’au début du cycle suivant. Les trois autres cellules se multiplient encore
3 fois jusqu’a former 24 spermatogonies dont la taille est trés réduite car, apres
chaque mitose, le volume cellulaire n’est pas intégralement restauré. Ces cellules
filles restent reliées entre elles par des ponts cytoplasmiques, sont riches en riboso-
mes et possedent une chromatine diffuse. Elles synthétisent activement des ARN.

Chez I’homme, les cellules souches de réserve sont plaquées contre la lame basale du
tubule et constituent les spermatogonies Ad a forte teneur en hétérochromatine (d pour
« dense » ou « dark »). Par division, elles donnent naissance a des spermatogonies Ap (p
pour «pale ») et/ou des spermatogonies Ad. Les spermatogonies Ap proliferent un
nombre limité de fois et donnent des cellules de transit engagées dans la différenciation
spermatogénétique. Chacune de celles-ci donne deux spermatogonies B qui en se divisant
seront a 1’origine des spermatocytes 1.

2.2.2 Les spermatocytes
a) Description

La transition spermatogonie/spermatocyte est attribuée a des variations de taux de
GDNF (pour « Glial cell line-Derived Neurotrophic Factor ») sécrété par les
cellules de Sertoli sous I’influence de FSH (voir § 2.5.2b).

Apres la derniere division mitotique, I’ADN est dupliqué pendant le stade prélep-
totene, les cellules germinales deviennent des spermatocytes I qui sont en prophase
de méiose. Par le jeu d’une dissociation transitoire des jonctions serrées entre les
cellules de Sertoli, elles passent alors du compartiment externe (basal) dans le
compartiment central (adluminal) du tube séminiféere isolé du milieu intérieur.
Pendant les phases pachyteéne et diploténe, la chromatine apparait fortement déspira-
lisée. Les nucléoles sont volumineux. La taille des cellules augmente. Apres la
premiere division de méiose, les 2 spermatocytes II, haploides, de taille deux fois
plus réduite, se divisent rapidement en 4 spermatides.

Jusqu’a un stade avancé, les spermatocytes et les spermatides issus d’une méme
spermatogonie restent reliés par des ponts cytoplasmiques. Les cellules de Sertoli
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possedent aussi des contacts étroits avec la lignée germinale sous forme de jonctions
communicantes'. Ces contacts jouent certainement un role dans le synchronisme de la
différenciation des gametes et dans les échanges d’informations intercellulaires.

b) Les synthéses préméiotiques et postmeéiotiques

Pendant la croissance des spermatocytes I, des syntheses d’ARN sont aisément
décelées par incorporation d’uridine *H et histo-autoradiographie. On n’en observe
pas au niveau des chromosomes sexuels qui restent hétéropycnotiques (chromatine
condensée). Beaucoup d’ARN-m sont transcrits pendant le stade diploténe et ne
sont traduits que durant la différenciation des spermatides. Les protéines correspon-
dantes sont notamment nécessaires pour assurer aux spermatozoides leur mobilité et
leur fixation aux ovules.

Des syntheéses d’ARN-m subsistent apres la méiose, dans les spermatocytes 11 et
les spermatides. C’est par exemple le cas des ARN-m de tubuline, des ARN de
nombreuses protéines de la membrane spermatique et des ARN des protamines. Ils
ne seront traduits que pendant la spermiogenése, ¢’est-a-dire lors de la différencia-
tion des spermatides en spermatozoides. Chez un male hétérozygote pour un des
genes concernés, ce fonctionnement d’un génome a 1’état haploide peut entrainer
des différences entre spermatozoides, notamment dans 1’aptitude a la fécondation,
en fonction du patrimoine génétique qui leur est échu.

On a montré qu'une mutation « t » portée par le chromosome 17 de la souris était transmise
a la descendance par le male hétérozygote dans 99 % des cas; les spermatozoides
présentent une plus grande aptitude a féconder un ovule lorsqu’ils portent ce géne muté.
L’expression de cette mutation doit probablement s’effectuer aprés la méiose et conférer
alors un avantage aux spermatozoides porteurs de la mutation. Un mécanisme analogue
permet sans doute aussi d’éliminer des spermatozoides porteurs de mutations défavorables.
Cependant, de fagon générale, I’existence des ponts cytoplasmiques entre cellules résultant
d’une méme méiose doit permettre des passages d’ARN-m d’une cellule a Iautre, ce qui
atténuerait les effets de telles différences.

Pendant la spermiogenese tardive, les polyribosomes devenus inactifs sont finale-
ment €liminés avec le cytoplasme en exces dans le corps résiduel (voir § 2.3, infra).

2.2.3 Les spermatides

Elles restent en contact étroit avec les cellules de Sertoli, mais sont réorientées de
facon que la téte du gamete soit enfoncée transitoirement dans le cytoplasme apical
d’une de ces cellules. Elles subissent une série de transformations pour former les
spermatozoides : celle-ci constitue la spermiogenese qui s’achéve pres de la
lumiere des tubes qui contient les spermatozoides mirs libérés des cellules de
Sertoli. Chez I’homme, une spermatide est transformée en spermatozoide mir en
3 semaines environ.

1. (3) Ou jonctions de type « gap » (voir § 13.3).
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2.3 LA SPERMIOGENESE (fig 2.3)

Apres la seconde division de la méiose se forment 4 cellules haploides, les sperma-
tides, qui vont subir une différenciation complexe en spermatozoides. Ceux-ci se
dissocient des cellules de Sertoli et deviennent des cellules libres dans la lumiere du
tube séminifere ol elles sont acheminées vers les voies efférentes par les contrac-
tions des cellules myoides des parois des tubes.

2.3.1 Modifications morphologiques

Quatre événements caractérisent la spermiogenese : la condensation du noyau, la
formation de I’acrosome, le développement du flagelle et de la piece intermédiaire,
la résorption du surplus cytoplasmique.

a) La jeune spermatide (fig 2.3-1)

Elle est encore arrondie, le noyau a une chromatine diffuse et un ou plusieurs nucléo-
les. L’appareil de Golgi migre vers la future région apicale du spermatozoide et une
vésicule proacrosomique se forme a partir de la coalescence des vésicules golgiennes.
Celle-ci est plaquée contre 1’enveloppe nucléaire y provoquant une invagination. Le
complexe centriolaire avec une amorce de flagelle est voisin de la vésicule proacroso-
mique. Un réticulum endoplasmique s’organise de facon concentrique autour du
noyau. Les mitochondries sont a la périphérie du cytoplasme. Des ponts cytoplasmi-
ques subsistent encore entre spermatides sceurs.

b) Acquisition d’une polarité (fig 2.3-2)

La vésicule proacrosomique s’aplatit a la future surface antérieure du noyau et consti-
tue progressivement le capuchon céphalique ou acrosome. Celui-ci contient du
matériel dense, encore enrichi par ’apport de vésicules golgiennes. Le complexe
centriolaire et I’ébauche du flagelle migrent a I’opposé de I’acrosome. Le centriole
proximal s’approche du noyau et s’applique étroitement contre I’enveloppe nucléaire
dans une invagination de celle-ci. Quand cette migration est achevée, le noyau qui est
devenu ovoide perd ses nucléoles et se condense progressivement. La spermatide a
alors acquis une polarité suivant un axe passant par I’acrosome et les centrioles.

c) Condensation du noyau - différenciation
de la piéce intermédiaire et du flagelle (fig. 2.3-3 4 2.3-5)

La condensation de la chromatine se poursuit et le contenu du noyau se présente finale-
ment sous I’aspect d’un seul bloc d’hétérochromatine. Sa forme peut varier suivant les
especes : fusiforme chez I’homme, falciforme chez les Rongeurs. L’acrosome recouvre
comme une calotte la moitié antérieure du noyau ; un matériel périnucléaire, riche en
actine, est présent entre la membrane interne de I’acrosome et 1’enveloppe nucléaire
(voir § 4.2). La membrane plasmique recouvrant la partie apicale de la spermatide est
séparée de la membrane externe de 1’acrosome par une mince couche cytoplasmique.
En arriere, s’est formée une membrane dense post-acrosomique autour d’une grande
partie du noyau. Tout cet ensemble forme la téte de la spermatide. Le cytoplasme s’est
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Figure 2.3 - Spermiogenése.

A : Jeune spermatide. VPA : vésicule proacrosomique, G : appareil de Golgi,
C : complexe centriolaire, M : mitochondrie, Ax : amorce de 'axonéme. B : Acqui-
sition d’'une polarité marquée par la position de l'acrosome a l'opposé du
complexe centriolaire. C a E: Formation de la téte du spermatozoide avec
condensation du noyau (Ny) et de I'acrosome (Ac). Organisation des mitochon-
dries autour de la piéce intermédiaire, recul de I'annulus (An), élimination du
cytoplasme excédentaire (Cv) (d’aprés Holstein et Roosen-Runge, 1981).

retiré progressivement vers 1’arriere de la cellule, formant un lobe autour du flagelle et
de I’ébauche de piece intermédiaire. Ce lobe contient des organites qui ne sont plus
fonctionnels (Golgi, réticulum, mitochondries excédentaires).

En arriere du noyau, les centrioles se trouvent dans la zone qui formera le cou de la
spermatide. Le centriole distal se prolonge par I’axonéme (une paire de microtubules
centraux entourée de 9 doublets de microtubules) autour duquel se différencient neuf
faisceaux de fibres denses. En arriére des centrioles, la piece intermédiaire se diffé-
rencie avec mise en place d’une hélice de mitochondries réalisant un manchon autour
des fibres denses. Cette formation suit le recul, le long du flagelle, de 1’ annulus qui est
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un épaississement en forme d’anneau, entourant le flagelle, situé sous la membrane
plasmique. L’ annulus migre ainsi depuis le cou jusqu’a I’emplacement qui constituera
la limite postérieure de la piece intermédiaire.

Le cytoplasme en exces formant le corps résiduel est éliminé et phagocyté par les
cellules de Sertoli. Une gouttelette cytoplasmique subsiste autour de la région anté-
rieure du flagelle et sera éliminée au moment de la maturation finale dans I’épididyme.
Les tétes spermatiques se dégagent des cellules de Sertoli qui les enveloppaient
completement et les spermatozoides peuvent étre libérés dans la lumiere du tube sémi-
nifere (phénomene de spermiation). A leur libération, les spermatozoides sont immo-
biles et n’acquerront leur mobilité qu’au cours de leur transit dans 1’épididyme.

2.3.2 Syntheses au cours de la spermiogenese

Nous avons signalé plus haut la persistance de syntheses d’ARN post-méiotiques. Les
ARN synthétisés dans les spermatocytes codent notamment pour 1’élaboration des
protéines des organites du spermatozoide. On peut citer quelques composants essentiels.

a) Protéines nucléaires

La composition en protéines basiques est modifiée a la fin de la spermiogenése, au
moment ol la composition d’ensemble du noyau se modifie. Le nucléole disparait et
les ARN nucléaires sont éliminés, de méme que les protéines non histones. Le noyau
est légerement déshydraté et 1a masse haploide d’ADN atteint 20 % du poids sec du
spermatozoide. La chromatine est alors modifiée, dans des proportions trés variables
suivant les especes. En effet, les histones riches en lysine sont progressivement
remplacées par des protéines basiques de plus faibles poids moléculaires et synthéti-
sées dans les spermatides. Ce sont des protamines, riches en arginine et en cystéine,
capables d’établir entre elles des ponts disulfures et contribuant ainsi a la condensa-
tion de la chromatine qui acquiert une structure quasi-cristalline. A ce stade, le
patron de méthylation spécifique du génome male est en place (voir chap. 16.3.3).

b) Protéines du flagelle

Les protéines de I’axonéme (tubuline, dynéine, etc.) sont synthétisées et polyméri-
sées au fur et a mesure de sa croissance. Les faisceaux de fibres denses externes
contiennent une kératine Sak57 (pour « Sperm-associated keratin 57 »).

c) Protéines et glycoprotéines de 'acrosome

L’acrosome est riche en protéines synthétisées des le stade pachytene. Il renferme
notamment des enzymes lytiques : neuraminidase, phosphatase alcaline, hyaluroni-
dase, acrosine. Cette derniere est une protéase a activité trypsinique, fixée a la
membrane interne de I’acrosome et qui contribue a la pénétration du spermatozoide
a travers les enveloppes ovulaires lors de la fécondation (voir § 4.2.2¢).

d) Protéines membranaires

Les protéines de reconnaissance et de liaison a la membrane vitelline ou a la zone
pellucide chez les Mammiferes ainsi qu’a la membrane de 1I’ovocyte se mettent en
place dans les structures membranaires de la téte du spermatozoide (voir § 4.2).
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2.4 MORPHOLOGIE ET BIOLOGIE
DES SPERMATOZOIDES MURS

2.4.1 Morphologie (fig. 2.4)

Le spermatozoide a pour réle de transférer le patrimoine génétique du male vers
I’ovule de la femelle. On y distingue la téte, porteuse de 1’acrosome, organe de
pénétration, et du noyau contenant un lot haploide de chromosomes, la piece inter-
médiaire et la queue qui en sont 1I’organe locomoteur. Un spermatozoide mesure de
40 a 250 pum chez les Mammiferes (53 um chez I’homme). Son volume est tres
réduit par rapport a celui de 1’ovocyte : 30 um?® chez le taureau, soit 1/20 000 du
volume de I’ovule de vache.

Sa structure définitive, chez les Mammiferes, s’acquiert hors du testicule, lors de
son passage dans I’épididyme.

a) La téte

Elle a une forme qui varie d’une espece a I’autre (Iégerement aplatie chez 1’homme,
falciforme chez les Rongeurs). Elle contient le noyau que coiffe I’acrosome.

e La composition du noyau a été examinée précédemment. Les nouvelles protéi-
nes basiques contribuent a la condensation et a la stabilisation de la chromatine qui
est totalement sous la forme d’hétérochromatine. Sous cette forme, elle est protégée
contre les altérations qu’elle pourrait subir pendant le stockage des spermatozoides
et leur passage dans les conduits males et femelles. Chez les Mammiferes, une
protéine riche en cystine forme un réseau qui renforce cette protection. La conden-
sation et la déshydratation relative du noyau s’accroissent encore pendant le séjour
dans I’épididyme.

e '‘acrosome acquiert sa forme définitive lors du passage dans 1’épididyme. Sa
membrane est accolée a la membrane plasmique. Il épouse la forme du noyau; une
lame dense post-acrosomique se différencie a son bord postérieur. Son contenu est
riche en phospholipides, en glycoprotéines et en enzymes protéolytiques. Ce
complexe enzymatique extrait de préparations de spermatozoides peut notamment
dissocier in vitro le ciment intercellulaire des cellules de la corona radiata qui
entourent I’ovocyte de Mammifere. In vivo ce role est assuré par les sécrétions des
voies génitales femelles qui contribuent largement a cette dissociation (voir chap. 3,
Ovogenese et 4, Fécondation).

b) Le flagelle

Il comprend le cou, la piece intermédiaire, la piece principale et la piece terminale.

e e cou comporte le centriole proximal disposé derriere le noyau dont il est séparé
par la plaque basale, et le départ de 1’axoneme, celui-ci s’étant constitué a partir du
centriole distal. Une picce connective segmentée relie la partie postérieure du noyau
aux fibres denses.
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Figure 2.4 - Schéma d’un spermatozoide de Mammifére.

e La piéce intermédiaire posséde autour de I’axoneéme, 9 faisceaux de fibres
denses de nature protéique et riches en triglycérides et des mitochondries; 1I’annu-
lus constitue sa limite postérieure. Lors du transit dans I’épididyme, les mito-
chondries s’organisent en hélice et la picce intermédiaire perd la gouttelette

cytoplasmique.

e La piéce principale est longue; elle ne comprend plus de mitochondries, mais
contient les 9 faisceaux de fibres denses et une gaine fibreuse qui entourent
I’axoneme. Cette gaine et ces fibres disparaissent a I’extrémité du flagelle qui cons-
titue la piece terminale. Ces deux éléments constituent la queue du spermatozoide.

les Nématodes.

Chez la plupart des especes, les spermatozoides comportent téte, piece intermédiaire
et flagelle. Il faut signaler des exceptions importantes : les spermatozoides sont
dépourvus de flagelles et sont amiboides chez certains Crustacés et Insectes et chez
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2.4.2 Biologie

a) Motilité du spermatozoide : role de la piece
intermédiaire et du flagelle

Lors de leur transit dans I’épididyme, les spermatozoides acquierent leur mobilité. Celle-
ci implique deux éléments essentiels que sont le complexe axonémal du flagelle et les
mitochondries de la piece intermédiaire. Les microtubules périphériques sont li€s a des
dynéines, moteurs moléculaires a activité ATPasique. Les mitochondries assurent les
phosphorylations oxydatives apportant I’ ATP dont 1’hydrolyse par I’activité ATPasique
des bras des dynéines produit I’énergie nécessaire aux battements du flagelle et a la survie
du spermatozoide. Les sources d’énergie sont fournies par des éléments externes (fruc-
tose du liquide séminal), plus rarement par des réserves endocellulaires (phospholipides
des spermatozoides d’oursin). Ils sont dégradés par les processus de la glycolyse en
I’absence d’oxygene, avec formation d’acide pyruvique et lactique. En présence
d’oxygene, les enzymes mitochondriales complétent leur dégradation avec formation de
CO, et H,0. Ce mécanisme permet a la cellule d’effectuer de longs parcours.

Les spermatozoides pourraient se déplacer chez ’homme a une vitesse de 35 a
50 um/seconde a 37 °C, cette vitesse étant encore accrue dans le tractus génital
femelle. Si la durée de la mobilité€ est courte chez les especes a fécondation externe
(ne dépassant pas quelques minutes), elle peut étre longue dans les cas de féconda-
tions internes (plusieurs heures, voire quelques jours).

b) Acquisition du pouvoir fécondant des spermatozoides

Les spermatozoides, au sortir du testicule, n’ont pas encore la capacité de féconder
un ovule. Ils subissent une premicre série de transformations dans les voies males,
aboutissant a 1’acquisition du pouvoir fécondant, au moment de la traversée de
I’épididyme sous 1’effet de ses sécrétions. La durée de cette traversée varie avec les
especes (1 a 12 jours chez I’homme), les spermatozoides peuvent séjourner dans la
queue de I’épididyme qui sert de réservoir. L’épididyme est un tube trés contourné
résultant de la différenciation du canal de Wolff (voir § 17.2.3), il peut atteindre 7 m
chez I’homme, sa paroi épithéliale sécrétrice, entourée de fibres musculaires lisses,
sécrete des protéines sous I’action de la testostérone.

e Modifications morphologiques

Pendant 1’acquisition du pouvoir fécondant, la condensation de la chromatine se
poursuit par augmentation des ponts disulfures. La stabilité de la membrane plasmi-
que est accrue par des remaniements au niveau des lipides. Certaines protéines
membranaires sont éliminées tandis que d’autres s’y fixent. La topographie des
chaines glycosidiques a la surface de la membrane est modifiée. L’hélice mitochon-
driale acheve sa mise en place pendant ce transit. L’acrosome subit des remanie-
ments morphologiques.

e Modifications fonctionnelles
Le spermatozoide acquiert la possibilité de se déplacer suivant une progression
rectiligne dans 1’épididyme.
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Il acheve d’acquérir I’aptitude a se fixer aux structures enveloppantes de
I’ovule (par exemple la zone pellucide chez les Mammiferes), grace a la mise en
place de protéines membranaires reconnaissant celles-ci (certaines d’entre elles,
comme une galactosyltransférase, étaient déja en place chez les spermatozoides
dans les testicules). Ces molécules sont protégées et non fonctionnelles jusqu’a
la capacitation.

L’activité des enzymes de 1’acrosome est neutralisée par les sécrétions de
I’épididyme, évitant ainsi une attaque des voies génitales mile et femelle en cas de
lyse des spermatozoides.

On montre que 1’acquisition du pouvoir fécondant s’acquiert progressivement en
pratiquant des expériences de fécondation artificielle avec des spermatozoides
prélevés dans la téte, le corps et la partie terminale de I’épididyme. Seuls les
derniers ont un taux de fécondation normal. Chez I"homme, toutefois, le pouvoir
fécondant semble acquis des le début du transit.

Les sécrétions des glandes annexes, dérivées du canal de Wolff (vésicules s€émina-
les) ou du sinus uro-génital (prostate, glande de Cowper) jouent un rdle dans 1’élabo-
ration du sperme : elles constituent les 3/4 du liquide séminal et contiennent entre
autres du fructose.

Chez les animaux marins, la motilité et le pouvoir fécondant sont acquis au
contact de I’eau de mer. Il y aurait donc, dans tous les cas, nécessité d’une modifica-
tion du milieu (voir § 4.1.1.).

¢) Capacitation

Chez les Mammiferes, au sortir des voies males, les spermatozoides ainsi modifiés
sont toutefois incapables de féconder un ovule, comme le montrent les essais de
fécondation in vitro. 1ls doivent au préalable subir de nouvelles transformations ou
capacitation, dans les voies génitales femelles. La durée de ce phénomene est
fonction du temps de transit épididymaire et de la phase du cycle cestrien ou se
trouve la femelle. La capacitation est rapide au moment de 1’ovulation, mais elle ne
se produit pas pendant la phase lutéale. De méme, sa durée est d’autant plus courte
que le temps de transit dans 1’épididyme a été rapide.

Pendant la capacitation, le plasma séminal sécrété par les glandes annexes et
les protéines stabilisantes déposées dans les voies males vont étre éliminés. Les
sites récepteurs membranaires permettant la reconnaissance de la zone pellucide
sont démasqués par 1’action d’enzymes protéolytiques contenus dans les sécré-
tions utérines. Ces récepteurs se regroupent sur la région antérieure de la té€te du
spermatozoide.

La capacitation est plus facile en période d’ovulation, car ces sécrétions sont
enrichies en enzymes protéolytiques et contiennent des éléments favorables a la
survie du spermatozoide : taux élevé de K*, haute teneur en glycine. Des mouve-
ments ioniques accompagnent 1’activation du spermatozoide; ainsi, une libération
du Ca** intracellulaire et un influx de Ca*™ externe stimulent successivement
I’activité d’une adénylate cyclase membranaire, la production consécutive d’ AMPc,
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la phosphorylation de protéines, (en particulier de protéines de choc thermique qui
ont migré dans la téte du spermatozoide) et y forment les récepteurs qui se lient a
la zone pellucide (Asquith et coll., 2004, 2005). Ces phosphorylations entratnent
des changements dans le déplacement des spermatozoides. Ceux-ci présentent un
état d’hyperactivité se traduisant par une modification des battements flagellaires
et des déplacements erratiques plus ou moins circulaires, favorables a une
meilleure pénétration dans un milieu visqueux.

L’inhibition de I’activité des enzymes de I’acrosome est levée ; la rupture de
I’acrosome et I’exocytose de son contenu deviennent possibles a la suite de remanie-
ments affectant les constituants de la membrane plasmique (perte de cholestérol par
exemple) et de la membrane acrosomique.

La capacitation est réversible : des spermatozoides capacités peuvent perdre les
caractéristiques acquises au cours de la capacitation s’ils sont replacés dans le
liquide séminal.

Chez les especes autres que les Mammiferes Euthériens (ou Placentaires vrais),
c’est le contact avec les enveloppes de I’ovule qui active le spermatozoide et stimule
au maximum sa motilité. Chez les Euthériens, il semble qu’au cours de 1’évolution,
I’ovule ait perdu I’aptitude a provoquer la réaction acrosomique (voir § 4.2.2) La
stimulation du spermatozoide par des sécrétions de I’oviducte répondrait a une
nécessité pour lui d’étre stimulé plus tdt pour parvenir a traverser des enveloppes
péri-ovulaires particulierement nombreuses et difficilement franchissables, compa-
rées a d’autres especes (Bedfond et coll., 1983).

d) Durée de la vie dans le tractus génital femelle

Elle est variable suivant les especes. Un des cas extrémes est celui de ’abeille ; les
spermatozoides survivent 2 ou 3 ans dans la spermathéque de la reine. Chez les
Mammiferes, elle ne dépasse pas quelques jours en général (2 a 3 chez la femme).

e) Spermatozoides « males » et spermatozoides « femelles »

On sait distinguer les gametes porteurs du chromosome X ou Y. La coloration a la
quinacrine rend le chromosome Y fluorescent. La téte des spermatozoides porteurs
de Y est plus petite, ils se déplacent plus rapidement, mais sont moins résistants, leur
survie en milieu alcalin est meilleure. Une technique de tri en cytométrie de flux
basée sur une faible différence dans la quantité d’ADN entre les spermatozoides X
etY permet de les séparer. Cette pratique a donné des résultats chez le lapin mais le
rendement en est tres faible.

f) Evaluation de l'activité spermatogénétique

L activité mitotique de I’épithélium séminifere est tres intense et dure toute la vie
sexuelle mais ralentit avec 1’age. Pendant un seul cycle de I’épithélium germinal, la
productivité est de 200 000 spermatides par centimetre de tube séminifere. Chez le
lapin, la production de spermatozoides par les deux gonades est estimée a 80 000 par
minute. De nombreux facteurs peuvent modifier la productivité spermatogénétique
(voir encart 2.1).
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2.4.3 Anomalies de la spermatogenese

L’anomalie peut porter sur la forme du spermatozoide (2 tétes, 2 flagelles...) ou sur
la formule chromosomique, cette derniere étant anormale dans 5 a 10 % des game-
tes. On rencontre des spermatozoides a structure anormale dans le liquide séminal.
Ces spermatozoides n’ont pas de pouvoir fécondant. Les anomalies sont tres
fréquentes chez les individus a taux de fécondité bas (supérieures a 40 %). On
note, au cours de la spermatogencse, la dégénérescence de certains spermatocytes
porteurs sans doute d’un équipement chromosomique anormal résultant d’une
méiose anormale. C’est ainsi que, chez le mulet résultant d’un croisement baudet-
jument, I’appariement des chromosomes se fait difficilement et les gametes dégé-
nerent au stade spermatocyte 1.

Dans I’espece humaine, des anomalies de spermatogenese peuvent résulter d’une
formule chromosomique anormale. L’homme porteur du syndrome de Klinefelter
est phénotypiquement male avec XXY; il est stérile, car la gamétogenese ne dépasse
pas le stade des spermatocytes. Dans le syndrome du Testicule féminisant (TFm)
ou il n’existe pas de récepteurs cellulaires a la testostérone dans les tissus, par suite
d’une délétion, la spermatogenese est aussi abortive (voir § 17.4.2).

\@CART 2.1 Facteurs susceptibles d’affecter
la spermatogenése

= Une température plus élevée que la normale est préjudiciable a la sperma-
togenése. Chez la plupart des espéces de Mammiféres, les testicules subissent au
cours du développement une descente hors de la cavité abdominale jusque dans
le scrotum. Cette localisation peut étre permanente (exemple chez ’homme) ou
saisonniere, liée a la période d’activité sexuelle (exemple des chauves-souris).
Chez les espéces ayant normalement une migration testiculaire, 'absence de
celle-ci (cryptorchidie) entraine de graves anomalies de la spermatogenése
pouvant aboutir a une stérilité. Les gonades se trouvant dans ce cas a une tempé-
rature de 3 a 5 'C plus élevée que dans le scrotum, présentent une dégénéres-
cence de la lignée germinale. Une forte fievre, la pratique de bains chauds
fréquents altérent également la spermatogenése.

Si I'on pratique chez le rat une cryptorchidie expérimentale en replacant 'un des
testicules dans la cavité abdominale, l'autre restant en place servant de témoin, on
constate que les cellules germinales sont d’autant plus sensibles a I’élévation de la
température qu’elles sont avancées dans le processus de la spermatogeneése. Leur
élimination se réalise progressivement et au bout de 35 jours, le testicule cryptor-
chide est envahi de tissu fibreux dépourvu de cellules germinales.

= Des avitaminoses, dues a des carences en vitamines A et surtout E, entrainent
une perte totale et irréversible des spermatogonies chez le rat.

= Les radiations ionisantes exercent un effet sur les spermatogonies, cellules
indifférenciées et se multipliant activement, qui s’averent trés radiosensibles.
Chez ’'homme, des doses de 0,5 a 2 Gy provoquent une diminution, voire un arrét
momentané de la production des spermatozoides. Cette régression transitoire
devient irréversible pour des doses supérieures a 6 Gy.
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\@CART 2.1 (SUITE)

= Des radiations électromagnétiques pulsées, émises par des tubes
cathodiques ont provoqué des anomalies du développement ou des morts
embryonnaires sur des modeéles expérimentaux comme la drosophile. Dans des
cultures de biopsies de testicules humains soumises a ces rayonnements, la morta-
lité cellulaire apparait 3 fois plus élevée que dans les biopsies cultivées dans des
conditions normales. Les phases de mitoses (spermatogonies) et de la méiose
(formation des spermatocytes Il et des spermatides) semblent les plus sensibles.

= Des substances interférant avec Pactivité hormonale dites perturba-
teurs endocriniens comme certains pesticides ou diverses substances chimiques
ont une action stérilisante ou tératogene. lls empéchent le déroulement des
fonctions endocrines a différents niveaux, en agissant comme des analogues
d’hormones, notamment des cestrogenes, auxquelles ils se substituent, ou
comme des inhibiteurs de récepteurs hormonaux, etc. Entre autres nuisances,
ils affectent le déroulement de la gamétogenese dans les deux sexes et provo-
quent une forte baisse de fécondité. On peut citer la dioxine dont I'ef fet réduc-
teur de la spermatogenése sur le rat a été montré. Le PCB (dérivé chloré
présent dans des peintures, plastiques, etc,) affecte les récepteurs d’cestroge-
nes et limite la fertilité chez les amphibiens. Le méthoxychlore, présent dans de
nombreux pesticides, a des effets analogues. Des études américaines sur la
baisse de la population d’alligators dans un de leurs lacs (Apopka) montre qu’ils
sont victimes de déséquilibres hormonaux aboutissant a une augmentation de
leur stérilité ; ces anomalies résulteraient de I'effet de ces pesticides polluant
leurs eaux. Récemment, il a été démontré que la présence de phtalates (additifs
couramment utilisés dans les matieres plastiques souples et en cosmétologie)
tel le MEHP, provoquaient en 3 jours dans des testicules feetaux humains cultivés
in vitro, une réduction drastique du nombre des gonocytes primordiaux
(Rouiller-Fabre et Habert, 2008).

2.5 LES HORMONES SEXUELLES
ET LE CONTROLE DE LA GAMETOGENESE

2.5.1 Caracteres communs aux deux sexes

La régulation hormonale de la gamétogenese présente des caractéres communs au
male et a la femelle, qui seront exposés ici, avant d’étudier le contrdle de la sperma-
togenese.

a) Notions d’organisation du complexe
hypothalamo-hypophysaire

L hypothalamus est un centre neuro-glandulaire situé a la base du cerveau moyen, le
diencéphale. Il est en relation étroite avec 1’hypophyse, glande endocrine dont le lobe
antérieur provient de 1’ectoderme buccal de I’embryon (voir § 8.5.1) et dont le lobe
postérieur est, comme I’hypothalamus, originaire du diencéphale. Des relations fonc-
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tionnelles tres étroites existent entre I’hypothalamus et 1I’hypophyse, notamment une
vascularisation sanguine particuliére qui permet un transfert rapide d’hormones.

Le systeme nerveux central integre des stimuli physiologiques et environnemen-
taux et exerce un contrdle sur la fonction reproductrice par I’intermédiaire de I’axe
hypothalamo-hypophysaire. Parmi les produits sécrétés par 1’hypothalamus, une
gonadolibérine, la GnRH (pour « Gonadotrope Releasing Hormone ») controle
I’activité hypophysaire quant a sa production d’hormones responsables de I’activité
des gonades, les gonadotrophines. Gonadolibérine et gonadotrophines hypophysai-
res agissent sur des cellules cibles en se liant a des récepteurs membranaires spécifi-
ques. Par le jeu de la stimulation hypophysaire, les gonades sécretent des hormones
stéroides sexuelles et des peptides capables d’exercer des actions directes sur divers
tissus et organes et des rétrocontrdles sur 1’axe hypothalamo-hypophysaire.

(A noter que, lors de la gestation, le placenta produit également des gonadotrophi-
nes dites chorioniques, chez les Primates notamment; voir § 10.7.3b).

b) Sécrétions hormonales du complexe
hypothalamo-hypophysaire

Au cours de la régulation hormonale de 1’activité sexuelle, I’hypothalamus sécréte une
gonadolibérine, la GnRH, un décapeptide qui stimule la production, par I’hypophyse
antérieure, de deux gonadotrophines hypophysaires: la LH (pour « Luteinizing
Hormone » ou hormone lutéotrope) et a un degré moindre, la FSH (pour « Follicle-
Stimulating Hormone » ou hormone folliculo-stimulante). La GnRH est parfois
désignée sous le terme de LH-RH (pour « LH-Releasing Hormone)'. La GnRH et
les gonadotrophines sont sécrétées de fagon corrélée, selon un mode pulsatile. Celui-ci
peut étre modifié par de nombreux facteurs environnementaux et/ou hormonaux agis-
sant de facon rétroactive. Les gonadotrophines stimulent sélectivement les sécrétions
par les gonades d’hormones stéroides sexuelles (testostérone, cestradiol) et des
facteurs protéiques (inhibines, activines).

c) Sécrétions d’hormones stéroides par les gonades

Les hormones stéroides sexuelles sont €laborées a partir du cholestérol par des
cellules du tissu interstitiel. On rencontre dans la chaine de leur synthese la méme
succession de substances dans les deux sexes parmi lesquelles, dans 1’ordre d’appa-
rition, la progestérone, la testostérone et 1’cestradiol. Le produit final le plus abon-
dant dépend du sexe. Les hormones stéroides se couplent a des protéines réceptrices
de leurs cellules cibles, qui sont intracellulaires et qui, se liant a I’ADN, régulent
I’activité de genes.

d) Sécrétions d’hormones peptidiques par les gonades

Ce sont les inhibines et les activines. L’inhibine est une glycoprotéine constituée
par I’association de deux sous-unités o et 3, reliées entre elles par un pont disulfure.

1. Certaines données avaient fait penser qu’il pouvait exister une FSH-RH. Cette hypothese n’est
pas avérée a ce jour.
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Seule la sous-unité o. est glycosylée. Deux types d’inhibine A et B sont connus selon
la nature de la sous-unité B qui possede deux variants possibles, 3, et Bg. Les activi-
nes sont des diméres formés par deux sous-unités B des inhibines et sont donc
connues sous trois formes A, B et AB, selon la nature des variants associés'.

Ces hormones sont sécrétées par des cellules somatiques possédant une méme
origine, cellules de Sertoli chez le male et cellules de la granulosa chez la femelle.
L’activine est trouvée dans d’autres cellules (cellules interstitielles) ou tissus (osseux,
érythropoiétique) ; elle est aussi un des inducteurs du mésoderme (voir § 12.5.8c).

C’est enfin une régle commune aux deux sexes que les hormones stéroides et les
inhibines régulent la syntheése et la sécrétion des hormones hypothalamiques et
hypophysaires : c’est une régulation en retour (ou « feed-back ») qui est le plus
souvent négative.

Ces régulations hormonales, de la spermatogenese comme de 1’ovogencse,
dépendent de facteurs trés complexes dont seules les grandes lignes seront exposées
ici. I s’y ajoute, notamment pour 1’ovogenese, une certaine variabilité suivant les
especes. C’est I’homme qui est retenu ici comme modele principal.

2.5.2 Controle hormonal de la spermatogeneése (fig. 2.5)

a) Sécrétions des cellules de Leydig

Ces cellules sont la principale source d’hormones stéroides sexuelles males. Leur
activité est périodique chez les animaux a reproduction saisonniere.

Elles sont activées par la LH et par des facteurs produits par les cellules de Sertoli
(inhibines, IGF-1) pour synthétiser essenticllement la testostérone. Elles n’ont pas de
récepteurs a la FSH, mais cette hormone exerce un effet indirect en stimulant les cellules de
Sertoli qui, par la sécrétion de médiateurs locaux (ABP, voir § 2.1.3a) modulent I’action de
la testostérone et les fonctions des cellules de Leydig en les stimulant ou en les inhibant
(activine, TGF-B). Ces fonctions sont aussi influencées par les cellules germinales
produisant du TNFo (pour « Tumor Necrotic Factor o ») a effet inhibiteur et par le stade du
cycle spermatogénétique dans lequel se trouvent les tubes séminiferes voisins.

La testostérone contribue a la persistance d’une activité spermatogénétique régu-
liere chez I’adulte en association avec d’autres hormones comme la prolactine (PRL),
hormone peptidique de I’antéhypophyse qui stimule la formation et le maintien des
récepteurs a la LH. Les cellules germinales n’ayant pas de récepteurs a la testostérone,
cette hormone ne peut avoir qu’une action indirecte, avec les cellules de Sertoli
comme intermédiaires.

1. Trois sous-unités supplémentaires B¢, Pp et By ont été caractérisées formant des homodimeéres
(activines C, D et E). L’activine D n’a été décrite que chez le xénope. Les sous-unités o, B, et By
montrent des homologies entre elles ; activines et inhibines font partie de la super-famille des
TGF-B dans la mesure ol ceux-ci sont des homodimeres formés a partir de sous-unités 3 tres
proches de celles des activines et inhibines.
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Figure 2.5 - Schéma des interactions hormonales
régulant la spermatogenése.

Les actions stimulantes sont représentées par (—), les actions inhibitrices par ().
Les cellules de Sertoli ont a la fois une activité régulatrice indirecte positive sur la
spermatogenése, par leurs activines, et négative, par leurs inhibines.

Elle stimule 1’expression des caracteres sexuels secondaires deés la puberté :
comportement, pilosité, caracteres propres de la musculature, squelette, etc.

Elle exerce, avec certains de ses métabolites, une régulation en retour sur I’hypo-
thalamus et I’hypophyse : ils inhibent la libération de GnRH et, des hormones hypo-
physaires, celle de la LH en totalité, celle de la FSH partiellement.

Nous verrons plus loin (voir § 17.5) qu’elle intervient déja chez le feetus dans la
différenciation sexuelle.

b) Sécrétions des cellules de Sertoli

L activité de ces cellules est régulée par des hormones (FSH et testostérone) mais
également par des facteurs locaux émis par les cellules germinales et les cellules de
Leydig. A la suite de ces interactions, elles secretent des produits exercant des effets
activateurs ou inhibiteurs sur divers organes ou cellules cibles. Sous I’influence de la
FSH, les cellules de Sertoli produisent notamment :

e IGF-1 (pour « Insulin-like Growth factor ») qui stimule la prolifération des sper-
matogonies et active la stéroidogenese dans les cellules de Leydig,
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e les inhibines qui exercent un rétro-controle négatif sur 1’hypophyse pour
bloquer la synthese et la libération de la FSH, régulent négativement la multiplica-
tion des spermatogonies et potentialisent au niveau des cellules de Leydig I’effet de
la LH sur la production d’hormones androgenes,

e ['ABP, transporteur de la testostérone et dihydrotestostérone,

e du lactate et de la transferrine, la production de cette derniére étant égale-
ment contrdlée par la testostérone.

Parmi les autres sécrétions des cellules de Sertoli, certains facteurs paracrines
(facteurs de croissance, cytokines) peuvent stimuler la prolifération des spermatogo-
nies ou leur engagement dans la spermatogenese (IL-1, EGF, GDNF cités § 2.2.2a),
cependant que d’autres ont des actions inhibitrices sur les cellules germinales (IL-6,
TGF-B) ou sur les cellules de Leydig (TGF-p, activines). Les activines exercent un
rétro-controle positif sur la synthése de la FSH et sont sans action sur la LH.

Enfin, elles sécrétent pendant la vie feetale 1’hormone antimiillérienne qui provo-
que chez ’embryon male la régression des oviductes embryonnaires ou canaux de
Miiller (voir § 17.4.5d).

Les cellules de Leydig et les cellules de Sertoli émettent, ainsi qu’on I’a vu, des
médiateurs locaux qui leur permettent de réguler mutuellement leur fonctionnement
de facon harmonieuse. Les cellules myoides, situées a la périphérie des tubes sémi-
niféres, jouent aussi, par leurs sécrétions, un réle régulateur dans 1’activité des
cellules de Sertoli.

¢) La voie hypothalamo-hypophysaire

Les stimuli sensoriels externes peuvent agir sur I’activité spermatogénétique. On a
ainsi montré I’influence stimulante de la lumiere chez les Oiseaux et chez les Mammi-
feres. La perception visuelle ou olfactive de la présence d’un partenaire sexuel peut
jouer un rdle : on a montré que sa vue provoquait chez le taureau une décharge de LH,
ce qui déclenche rapidement un pic de sécrétion de testostérone (Austin, 1972).

Résume \

Dans les deux sexes, le complexe hypothalamo-hypophysaire controle la
production d’hormones stéroides et d’hormones peptidiques sécrétées par les
gonades. Chez le male, les cellules de Leydig du tissu interstitiel testiculaire et
les cellules de Sertoli de la paroi des tubes séminiféres sont les sources respec-
tives de chacune de ces hormones qui régulent la spermatogengse ; nous
verrons que ces cellules ont leurs homologues dans les ovaires, celles-ci sécré-
tant les hormones qui régulent 1I’ovogenese.

N\ J
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2 . Spermatogenése

Questions

2.1 Quels sont les principaux roles attribués aux cellules de Sertoli ?

2.2 Qu’appelle-t-on spermiation ?

2.3 Quels sont les traits principaux de la spermiogenése ?

2.4 A quel moment peut-on observer I’ensemble de la spermatogenése chez I’homme ?
2.5 A partir de quel moment les spermatozoides acquierent-ils leur mobilité ?

2.6 Qu’appelle-t-on fécondance ?

2.7 Quelles sont les principales causes reconnues pouvant affecter la production de
spermatozoides ?

2.8 Quels sont les roles des cellules de Leydig ?

2.9 En quoi I’axe hypothalamo-hypophysaire est-il important pour la spermatoge-
nese ?

2.10 Qu’appelle-t-on capacitation ?

Réponses page 380
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3.1 Développement des cellules reproductrices et du follicule ovarien
3.2 Hormones sexuelles et controle de I'ovogenése

3.3 Synthéses dans I'ovocyte pendant I'ovogenése

3.4 Maturation de I'ovocyte

3.5 Lovogenése chez la drosophile

3.6 Résultat de 'ovogenese : complexité de la cellule ceuf

=
<
=
o

L’ovogenese est I’ensemble des processus conduisant a la formation des gametes
femelles, les ovules ou plus improprement, « ceufs vierges ». Elle se déroule dans
I’ovaire ou les cellules sexuelles sont associées a des cellules somatiques, les
cellules folliculeuses, I’ensemble formant un follicule ovarien. Il a été démontré
chez certaines especes (drosophile, ascidies par exemple), que les cellules follicu-
leuses contribuent a définir la polarité de I’ovocyte, ce qui déterminera celle de
I’embryon. Elles ont par ailleurs une activité hormonale chez les Vertébrés. Pendant
I’ovogenese, des ARN et des protéines spécifiques sont synthétisés et s’accumulent
dans le cytoplasme de 1’ovocyte. Des substances de nature et d’origine diverses
peuvent également s’accumuler et constituer des réserves vitellines. A la fin de la
croissance 1’achévement de la méiose, souvent sous controle hormonal, aboutit a
I’émission des globules polaires. Leur émission est différée dans certaines especes et
ne s’acheve qu’avec la fécondation.

Les aspects morphologiques de cette étude s’appuieront essentiellement sur une
description de I’ovogenese chez les Mammiferes. L’étude des biosyntheses portera
en majorité sur les modeles Amphibien et Mammifere.

L’ovogenese chez la drosophile sera étudiée car sa connaissance est nécessaire
pour comprendre les mécanismes d’expression des génes du développement.

3.1 DEVELOPPEMENT DES CELLULES REPRODUCTRICES
ET DU FOLLICULE OVARIEN

3.1.1 Ovogonies

Chez les Vertébrés, au cours du développement embryonnaire, des cellules germina-
les primordiales (CGP) colonisent des ébauches de gonades femelles qui deviennent
des ovaires (voir chap. 17). Ces cellules germinales se multiplient activement et
forment des ovogonies. Ce sont des cellules diploides d’aspect indifférencié. Elles
sont de grande taille et arrondies, avec un noyau dont la chromatine est finement
granulaire, et qui contient 1 ou 2 nucléoles.
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3 . Ovogeneése

Leur cytoplasme posséde peu d’organites : quelques mitochondries, peu de réti-
culum endoplasmique et un appareil de Golgi réduit. Elles se trouvent dans 1’épais-
seur de I’épithélium germinatif dont la prolifération a été induite par 1’arrivée des
cellules germinales et elles s’y multiplient. Les ovogonies issues d’une méme
cellule germinale restent reliées entre elles par des ponts cytoplasmiques, leurs divi-
sions sont synchrones. L’activité mitotique dans les ovogonies est limitée dans le
temps chez de nombreuses especes : chez les Vertébrés notamment, on peut distin-
guer deux catégories.

a) Chez les Amphibiens et quelques Poissons osseux

L’activité mitotique est saisonnicre. Les mitoses surviennent apres chaque ponte et
reconstituent un lot d’ovocytes qui, apres la croissance, formeront une ponte ulté-
rieure. Des nids d’ovogonies quiescentes subsistent donc en permanence dans les
ovaires de la femelle adulte.

b) Chez les Vertébrés supérieurs

A de rares exceptions pres, les ovogonies cessent de se diviser avant la fin de la vie
embryonnaire ou peu apres la naissance : 4 a 8 jours apres 1’éclosion chez le pous-
sin, environ 4 mois avant la naissance chez la femme. Une grande partie des ovogo-
nies ayant cessé de se diviser commence a dégénérer, les autres entrent en méiose et
deviennent des ovocytes primaires. Les ovaires du feetus féminin contiennent
plusieurs millions de cellules germinales qui dégénéreront massivement au cours de
la période périnatale. Cette dégénérescence (ou atrésie) se poursuivra puisque, sur
les 1 a 2 millions d’ovocytes I présents a la naissance, il n’en restera plus que quel-
ques dizaines de milliers chez la fillette au moment de la puberté. Seuls 400 a 500
poursuivront leur évolution au cours de la vie adulte (voir tableau 3.1).

Tout récemment, il a ét€ montré que contrairement a ce qui semblait définitive-
ment acquis, il subsisterait dans 1’ovaire, apres la naissance chez les Mammiferes,
des cellules souches germinales ovogoniales. Ces dernieres, mises en évidence dans
I’ovaire de jeunes souris adultes, seraient susceptibles de reconstituer la réserve de
follicules au cours de la vie de la femelle adulte (Johnson et coll., 2004).

Chez les Insectes, les ovogonies cessent de se multiplier au dernier stade larvaire,
avant la mue imaginale.

3.1.2 Ovocytes

Les ovocytes I, issus des ovogonies ayant cessé de se diviser, entrent rapidement
en phase S (préleptotene), au cours de laquelle I’ADN chromosomique se dupli-
que une derniere fois. Par exemple, chez les Mammiferes, cette phase se situe
avant la naissance ce qu’on démontre en injectant de la thymidine *H a des jeunes
embryons de souris et a des souriceaux nouveau-nés : les premiers 1’incorporent
encore dans les noyaux de leurs ovocytes, mais les souriceaux, chez qui la dupli-
cation de I’ADN est achevée, n’incorporent plus le précurseur. Chez les Vertébrés
amniotes, I’entrée en méiose ne se réalise pas de facon synchrone pour I’ensemble
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Tableau 3.1 Evolution qualitative et quantitative des cellules germinales
et des follicules au cours de la vie de la femme.
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des cellules germinales : la multiplication des ovogonies continue alors qu’elle a
cessé pour d’autres cellules devenues de jeunes ovocytes I qui entrent en méiose.
Ainsi, chez le foetus humain, ce passage s’observe a partir de la septiéme semaine
de gestation et se prolonge sur une durée de sept mois environ.

Dans le cytoplasme d’un ovocyte jeune, la plus grande partie des organites est
rassemblée dans une aire limitée voisine du noyau, le corps vitellin de Balbiani. 11
est formé de mitochondries, de réticulum endoplasmique, de lysosomes et d’un
appareil de Golgi développé.

Dans le noyau, les nucléoles restent volumineux, cependant que les chromosomes
se spiralisent au stade leptoteéne puis s’apparient au stade zygotene. C’est durant ce
dernier stade qu’apparaissent les complexes synaptonémaux entre les chromosomes
homologues appariés. Ces structures se résorbent au stade diploténe, les chromoso-
mes homologues n’étant plus appariés qu’au niveau des chiasma.

Chez la plupart des Vertébrés avec une seule période périnatale de multiplication
des ovogonies, le stade diploténe est atteint peu apres la naissance. Le noyau de
I’ovocyte I reste a ce stade, avec des chromosomes qui se décondensent, jusqu’a la
maturation marquée par la reprise de la méiose, peu avant la ponte ovulaire. Il est
désigné sous le terme de vésicule germinative. Ce délai peut donc atteindre de 12 4 50
ans environ chez la femme, suivant qu’on considére un ovocyte €mis au moment de la
puberté ou peu avant la ménopause. On parle parfois de stade dictyoténe pour caracté-
riser les ovocytes qui sont au stade diploténe, mais ne transcrivent pas d’ARN pendant
la longue période qui précede la maturation finale et la ponte ovulaire.

Chez les Amphibiens et les Poissons, des la fin des mitoses ovogoniales saison-
nieres, les ovocytes dupliquent leur ADN et entrent de la méme facon en prophase
de méiose.
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C’est au cours du stade diplotene que 1’ovocyte synthétise des ARN et des protéi-
nes fondamentales pour le développement du futur embryon et qu’il accumule des
réserves. On peut considérer que cette étape constitue le véritable début du dévelop-
pement embryonnaire. Comme ces activités ne peuvent se dérouler qu’en associa-
tion avec des cellules somatiques qui forment le follicule ovarien, 1’évolution de ce
dernier sera étudiée avant d’aborder les syntheses.

3.1.3 Développement des follicules ovariens

a) Relations entre ovocytes et cellules folliculeuses (fig. 3.1)

Chez tous les Vertébrés et chez la plupart des Invertébrés, peu apres la fin des mitoses
ovogoniales, quelques cellules somatiques dérivées de I’épithélium des ébauches
ovariennes forment une couche enveloppant chaque ovocyte jeune. L’association
cellulaire ainsi formée constitue un follicule. La formation de celui-ci ainsi que
I’entrée en méiose de la cellule germinale s’accompagnent de la rupture des ponts
cytoplasmiques qui avaient reli€ les ovogonies issues d’ une méme cellule souche. Des
contacts étroits s’établissent entre 1’ovocyte et les cellules folliculeuses, avec la forma-
tion de jonctions communicantes assurant un couplage métabolique entre ces deux
types cellulaires et la présence de jonctions d’adhérence dites intermédiaires, non
desmosomales. Quand les cellules folliculeuses se multiplient, une couche acellulaire
amorphe se met en place entre celles-ci et I’ovocyte. Cette zone est désignée selon les
taxons' de Vertébrés, zone (ou membrane) pellucide (Mammiféres), membrane vitel-
line (Sauropsidés, Amphibiens). Chez les Mammiferes, c’est 1’ovocyte qui est a
I’origine de sa formation. Cette enveloppe joue un role primordial dans la reconnais-
sance zoospécifique des spermatozoides lors de la fécondation (voir § 4.2.2).

Prolongements des cellules
folliculeuses

Zona radiata

Ovocyte

Figure 3.1 - Jeune ovocyte
de Mammifére en relation
avec le premier rang

de cellules folliculeuses
(d’aprés Anderson et Beams,
1960 modifié).

Cellules
folliculeuses

Villosités
de I'ovocyte

1. Le terme taxon désigne un ensemble concret dans la classification. Exemples : 1’embranche-

ment des Vertébrés, la classe des Oiseaux...
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La membrane plasmique de I’ovocyte présente de nombreuses microvillosités ce qui
accroit la surface de 1’ovocyte (multipliée par 35 chez la grenouille) cependant que les
cellules folliculeuses émettent des macrovillosités dont les extrémités restent en contact
avec la membrane plasmique ovocytaire. Chez les Mammiferes, 1’interpénétration de
ces formations villositaires persiste au cours de 1’élaboration et de 1’accroissement de la
zone pellucide, conférant a cette derniere un aspect strié en microscopie photonique lui
valant le terme de zona radiata (fig. 3.1). Les échanges et 1’absorption par micropino-
cytose de substances dissoutes en sont favorisés. Les contacts par les villosités permet-
tent en outre le transfert de substances de haut poids moléculaire auxquelles les
glycoprotéines de la zona radiata sont imperméables (protéines, polysaccharides).

b) Croissance des follicules chez les Mammiferes (fig. 3.2, 3.3)

L’accroissement de taille des follicules qui arrivent successivement a maturité est dii
surtout, chez les Mammiferes vivipares, a la multiplication des cellules somatiques.
Les ovocytes 1 qu’ils contiennent ne s’accroissent que faiblement par rapport a
I’ovogonie (300 fois chez la souris), car les ceufs de Mammiféeres vivipares sont
alécithes, c’est-a-dire dépourvus de réserves (voir § 5.1.1).

Corpus Follicule
albicans atrétique

Follicule
rompu

Follicule ¥
de De Graaf B &

Follicule §
tertiaire —3

Théque
Granulosa

: A Corps
Follicule 3 g A - (S . 13 jaune

Follicule
primordial —,

Corps jaune
en régression

Figure 3.2 - Représentation théorique d’un ovaire de Mammifére
ou sont présentes toutes les étapes du cycle ovarien (d’aprés Turner, 1966).
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La croissance des follicules est un phénomene continu. Chaque jour, de nouveaux
follicules primordiaux entrent en croissance (15 par jour chez la femme de 20 ans, 1
chez celle de 40 ans). Ils sont pour la plupart condamnés a ’atrésie. La durée qui
s’écoule entre cette reprise de croissance et I’ovulation est le cycle ovarien qui est
propre a chaque espece : 60 jours chez la femme, 21 chez la rate. Cette dynamique
se traduit par la présence de follicules a tous les stades dans un ovaire (fig. 3.2), qui,
chez les Mammiferes vivipares est de « type plein » (voir § 17.1.5b).

e Les follicules primordiaux (fig. 3.3A)

Les ovocytes des ovaires embryonnaires, de petite taille, s’entourent des premicres
cellules folliculeuses en une mince couche aplatie, ces ensembles cellulaires consti-
tuant les follicules primordiaux qui se retrouvent en position périphérique dans
I’ovaire mature.

e Les follicules primaires (fig. 3.3B)

Les cellules folliculeuses se multiplient et forment un épithélium unistratifié de
cellules cubiques entouré d’une fine lame basale. L’ ovocyte a augmenté de volume
(environ 20 a 30u de diametre) et son noyau est déja au stade diplotene. Les
premiers follicules primaires apparaissent vers 1’époque de la naissance.

e Les follicules secondaires (fig. 3.3C-D)

La taille de I’ovocyte continue a s’accroitre, atteignant 60 a 80 de diametre, dans
les follicules secondaires jeunes qui sont entourés de 2 a 3 rangées de cellules folli-
culeuses. Au total, le volume de I’ovocyte aura augmenté d’environ quelques centai-
nes de fois suivant les especes. Cette période correspond a des syntheéses actives
d’ARN, chez les Mammiferes.

Dans les follicules plus 4gés, la croissance de I’ovocyte est achevée et les synthe-
ses sont tres faibles; les cellules folliculeuses continuent de se multiplier. Croissance
ovocytaire et multiplication des cellules folliculeuses sont corrélées dans la mesure
ou chacun des deux types cellulaires sécrete des facteurs de croissance, de la famille
des TGF-f3 notamment, stimulant 1’autre catégorie cellulaire. Les couches les plus
internes, sont disposées de facon radiale autour de I’ovocyte et constituent la corona
radiata. Des contacts persistent entre la membrane ovocytaire et les villosités issues
de la premiere couche de cellules folliculeuses sous la forme de jonctions adhérentes
et de jonctions communicantes. Les couches externes disposées moins réguliere-
ment portent le nom de granulosa'. Les cellules folliculeuses sont limitées extérieu-
rement par une lame basale épaisse ou membrane de Slavjanski. Les tissus
conjonctifs de I’ovaire forment a la périphérie une enveloppe supplémentaire qui se
différencie en une théque interne vascularisée par des capillaires reliés aux vais-
seaux ovariens, et en une theque externe formée de tissu conjonctif fibreux.

Des cellules sécrétrices d’hormones stéroides se différencient dans la theque interne.

Tant que la puberté n’est pas atteinte, les follicules ne dépassent pas le stade
secondaire, dégénerent et deviennent atrésiques.

1. Nom donné au XVIII® siecle a cause de I’aspect granuleux du tissu observé au microscope, ce

qui était di a la répartition désordonnée des noyaux
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Figure 3.3 - Croissance d’un follicule ovarien de Mammifére.

A : Follicule primordial ; B : Follicule primaire ; C: Follicule secondaire jeune (2 couches
de cellules folliculeuses) ; D : Follicule secondaire agé ; E : Follicule tertiaire.

e Les follicules tertiaires (ou cavitaires) (fig. 3.3E)

Tout le long de la vie sexuelle, des la puberté, un lot de follicules secondaires évolue
en follicules tertiaires a chaque cycle cestrien (voir § 3.2). Quelques-uns atteindront
I’ovulation (généralement un seul par cycle chez la femme), les autres dégénerent a
la suite de mécanismes de sélection, contrdlés par les hormones, qui seront vus plus

38



© Dunod - La photocopie non autorisée est un délit.

3 . Ovogeneése

loin. Les traitements hormonaux peuvent dérégler ce mécanisme et favoriser des
ovulations multiples. Il peut en résulter des fécondations multiples. Dans un folli-
cule tertiaire, les cellules de la granulosa se multiplient tant que le follicule n’a pas
atteint sa taille maximale. Une cavité se creuse dans la granulosa, résultant de la
fusion d’espaces intercellulaires €élargis, ot s’accumule du sérum (la liquor folli-
culi) qui diffuse a partir des capillaires de la theque interne. Ce sérum contient des
hormones stéroides sécrétées par les cellules de la granulosa, essentiellement sous la
forme d’estradiol. Outre cette fonction stéroidogene, les cellules folliculeuses
synthétisent des protéines telles 1’inhibine et I’activine.

e Les follicules de De Graaf

A la fin de la croissance folliculeuse, la cavité ou antrum occupe presque tout le volume
du follicule. Un massif cellulaire fait saillie dans cet antrum, le cumulus oophorus,
constitué par 1’ovocyte I entouré par la zone pellucide et les quelques couches de
cellules folliculeuses dont celles de la corona radiata. Le follicule mdr ou follicule de
De Graaf a un aspect kystique et fait saillie a la surface de I’ovaire (fig. 3.2). Le noyau
de I’ovocyte est en fin de stade diploténe. Les chromosomes se condensent et la diaci-
nése commence. A la maturation, la premicre division de méiose s’acheve, avec émis-
sion du premier globule polaire; I’ovocyte est devenu un ovocyte secondaire ou
ovocyte II. La seconde division de méiose s’arréte en métaphase (voir § 3.4.1). C’est
alors que se produit I’ovulation vers le 14¢ jour du cycle cestrien chez la femme.

e Evolution des follicules ovariens aprés I'ovulation (fig. 3.2)

L’ovulation survient a un stade précis du cycle ovarien sous le contrdle des hormo-
nes hypophysaires. Les parois du follicule et de 1’ovaire s’amenuisent sous 1’action
d’enzymes, se déchirent, et I’ovocyte II entouré de sa corona radiata est expulsé par
contraction du follicule et se trouve entrainé vers le pavillon de I’oviducte. Le folli-
cule forme alors le corps jaune ou corps progestatif. Les cellules de la granulosa
deviennent sécrétrices d’une nouvelle hormone stéroide, la chalne des syntheses
hormonales s’arrétant maintenant au niveau de la progestérone. Ce sont alors des
cellules lutéiniques. Le corps jaune est irrigué par des capillaires provenant de la
theque interne. Celle-ci synthétise et sécrete toujours de 1’ cestradiol.

Quelques jours avant la fin du cycle ovarien, les activités de synthese involuent, le
corps jaune se résorbe et ne laisse qu’une trace cicatricielle ou corpus albicans. S’il
y a eu fécondation et implantation du blastocyste, le corps progestatif se maintient
pendant la gestation.

e ['atrésie folliculeuse

Peu de follicules primordiaux arrivent au terme de cette évolution, ils subissent pour la
plupart une dégénérescence. La majorité des follicules primaires dégénerent peu de
temps apres la naissance. Cette dégénérescence est aussi la regle pour tous les follicu-
les qui croissent avant la puberté. Chez 1’adulte, des follicules secondaires dégénerent
encore en cours de croissance ; ce type d’atrésie ne semble pas dépendre de I’action
des hormones hypophysaires gonadotropes. Parmi les follicules qui parviennent a
maturité, I’atrésie en €limine encore, plus de la moitié chez la femme. Cette atrésie
tardive est par contre sous dépendance hormonale (voir § 3.2.1 et tableau 3.1).
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¢) Croissance du follicule ovarien des Amphibiens (fig. 3.4)

L’ ovaire se présente sous la forme d’un sac a paroi €paisse délimitée par un €pithé-
lium ovarien externe et un épithélium ovarien interne. Dans cette paroi, les follicules
se constituent autour d’ovocytes. Dans un méme ovaire, on rencontre plusieurs
générations d’ovocytes et des nids d’ovogonies. Les follicules en croissance font
saillie a I’intérieur de la cavité ovarienne, ce type d’ovaire, dit de « type creux » est
majoritairement représenté chez les Vertébrés, a 1’exception des Mammiferes vivi-

pares! et des Poissons cartilagineux.

Détail agrandi ci-dessous
Vaisseaux sanguins

Epithélium
ovarien externe
Théques

Ovocytes

en croissance

Noyau avec
nucléoles

Site d'ovulation Epithélium ovarien externe
i 1
B ) et Fibroblaste

Fibre de collagéne

Théque externe

» Zona radiata
Vésicule

germinative Fibroblaste

Théque interne

Nucléoles )
.Cellules folliculeuses

Epithélium ovarien interne

Vaisseau sanguin

Villosités de I'ovocyte

Figure 3.4 - Ovaire et follicule ovarien d’Amphibien
(d’aprés Dumont et coll., 1978)

A. Ovaire schématisé avec ovocytes en croissance; B. Détail d’un follicule.

Dans un follicule, I’ovocyte est entouré par une seule couche de cellules folliculeu-
ses, une theque interne treés vascularisée (c’est en effet par la circulation sanguine que
sont apportées les substances utilisées pour la vitellogenese) et par I’épithélium ovarien

1. Les Mammiferes, ovipares ou Monotrémes (Ornithorynques et Echidnés) ont des ovaires de

type creux.
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interne. La theque externe s’étend sous 1’épithélium ovarien externe et n’enveloppe pas
completement le follicule. Elle contient des vaisseaux plus importants qui se ramifient
dans la theque interne. La croissance de follicules provenant d’une méme vague mitoti-
que saisonniere est synchrone. Les follicules ovariens chez les Amphibiens subissent
une croissance importante a la fin de leur cycle, par accumulation de vitellus dans
I’ovocyte pendant la fin de la phase diploténe. Celui-ci accroit son volume de 27 000
fois chez la grenouille. On distingue dans 1’ovocyte une phase de petit accroissement
qui dure environ 2 ans, c’est la prévitellogenese et une phase de grand accroissement
plus courte, inférieure a un an, ¢’est la phase de vitellogenese (fig. 3.5).
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3¢ année (d’apres Grant, 1953).
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160
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3.2 HORMONES SEXUELLES
ET CONTROLE DE L’OVOGENESE

Chez les Mammiferes, la production des gametes femelles est cyclique a la diffé-
rence de ce qui se déroule au cours de la spermatogenese. Cette activité peut étre
saisonniere chez certaines especes (Carnivores) ou continue sur toute 1’année pour
d’autres (femme, rate, souris, truie...). L’activité cyclique ovarienne se manifeste
sous la forme d’un cycle eestrien défini comme la durée entre deux cestrus. L’ cestrus
est le moment d’acceptation du male (période du rut), période qui correspond a la
ponte ovulaire : c’est alors que la fécondabilité est maximale. La durée des cycles
est variable selon les especes (4-5 jours chez la rate, 17 jours chez la brebis...).

Chez certains Primates et en particulier dans I’espéce humaine, 1’activité cycli-
que ovarienne s’accompagne de saignements périodiques dus a une dégénéres-
cence et une élimination de la partie superficielle de la muqueuse utérine (période
des regles ou menstruation). On désigne sous le terme de cycle menstruel la
durée séparant deux de ces événements successifs, la période de la ponte ovulaire
se situant au milieu de ce cycle.

Le contr6le hormonal de cette activité cyclique sera étudi€ ici chez la femme, dont les
cycles durent 28 jours en moyenne et sont ininterrompus de la puberté a la ménopause.
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3.2.1 Activités hormonales pendant la croissance
du follicule ovarien des Mammiféeres (fig. 3.6 et 3.7)

a) Controle de Pactivité hypophysaire par I’hypothalamus

Comme chez le méle (voir § 2.5.1), ’hypothalamus constitue un centre neuroendo-
crinien qui contrle I’activité hypophysaire en sécrétant une gonadolibérine, la
GnRH. La sécrétion de cette hormone est cyclique chez la femelle des Mammiferes.
La périodicité de la stimulation correspond a la durée du cycle cestrien et constitue
une caractéristique génétique. L’hypophyse antérieure ainsi stimulée sécrete les
gonadotrophines, la FSH et la LH. Les cellules de la theque interne et les cellules
folliculeuses qui forment la granulosa sont les cibles respectives de la LH et de la
FSH en raison de 1’expression dans chacun de ces types cellulaires de récepteurs
membranaires spécifiques a I’'une ou I’autre de ces hormones. On verra néanmoins
que I’action de la FSH sur les cellules folliculeuses y induit I’expression progressive
de récepteurs a la LH au cours de la croissance du follicule.

Hypothalamus

Gonadolibérine  GnRH

\
Antéhypophyse
<

Gonadotrophines 187 temps | 2¢ temps

(décharge ovulante)

LH FSH

Androgénes
(dont testostérone)

¥ .—inhibine
aromatase

. folliculeuse
Follicule

ovarien 8
Estrogeénes
(dont cestradiol)

Figure 3.6 - Schéma des interactions hormonales
durant la phase folliculeuse de I'ovogenése.

Trois glandes sont impliquées : hypothalamus, antéhypophyse et follicule ovarien
avec, dans ce dernier, les cellules folliculeuses et celles de la theque interne. Les
actions hormonales sont soit des activations (=) soit des inhibitions (4). Les
figurés en tirets indiquent I'action progressive de la LH sur les cellules folliculeuses,
suite a I'apparition de récepteurs sur leur membrane plasmique.
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Figure 3.7 - Cycle menstruel chez la femme.

A : Lévolution d’'un follicule est schématisée en haut de la figure. a: follicule
secondaire — b : follicule tertiaire — c : follicule de De Graaf — d : ponte ovulaire
— e : formation du corps jaune — f : involution du corps jaune.

B : Evolution des taux d’hormones hypophysaires et ovariennes. Les ordonnées
représentent en unités arbitraires la concentration plasmatique des gonadotro-
phines hypophysaires et des hormones sexuelles stéroides.

C : Evolution de I'état de la muqueuse utérine entre deux menstruations. Noter
son épaississement, le creusement des glandes tubuleuses (Gl) dans 'endométre
et le développement de la vascularisation (Vx).

b) Syntheses d’cestrogénes pendant la période pré-ovulatoire

Pendant la période pré-ovulatoire (ou phase folliculeuse), la synthese des hormones
stéroides sexuelles aboutissant a 1’cestradiol débute dans les cellules de la theque
interne qui sécretent des androgenes et s’acheve dans les cellules de la granulosa qui
les transforment en cestradiol.

L’ eestradiol est I’hormone stéroide sexuelle prédominante sécrétée par 1’ovaire a
cette période du cycle. Les précurseurs des cestrogenes (cestrone et cestradiol) sont,
comme toutes les hormones stéroides, issus du cholestérol ; ce sont la prégnenolone,
la progestérone et des androgenes dont la testostérone.
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Les deux types de cellules stéroidogenes présentes dans le follicule ovarien, celles de la
theque interne et celles de la granulosa, différent non seulement par leurs récepteurs aux
gonadotrophines, mais aussi par leurs équipements enzymatiques. Ces derniers
comportent en particulier des cytochromes P450 spécifiques qui sont inégalement
exprimés dans ces deux types cellulaires. Ainsi, les cellules de la theque interne possedent
une 170-hydroxylase permettant d’obtenir des androgenes précurseurs des cestrogenes, a
partir de la prégnenolone et de la progestérone, mais elles ne peuvent pas dépasser ce
stade. Par contre, les cellules folliculeuses de la granulosa qui sont dépourvues de
I’hydroxylase, possedent une aromatase qui permet la production d’cestrogénes a partir
des molécules d’androgenes issues des cellules de la theque interne.

¢) Stimulation des synthéses d’hormones
par les gonadotrophines hypophysaires

Durant la période pré-ovulatoire, les gonadotrophines hypophysaires stimulent la
prolifération cellulaire, activent les enzymes de la stéroidogenese dans I’ovaire et
stimulent la synthese de I’inhibine et de 1’activine.

Au début de la croissance du follicule, les récepteurs a 1a FSH des cellules follicu-
leuses sont devenus fonctionnels et I’hormone stimule la prolifération cellulaire et la
formation de la granulosa.

e La LH provoque alors dans la théque interne, la différenciation des cellules
productrices des hormones androgenes que les cellules de la granulosa transforme-
ront en cestrogenes. Elle stimule également le développement de la vascularisation
de la theque.

e La FSH contrdle, dans la granulosa, I’activité de 1’aromatase responsable de la
transformation des androgénes en cestrogenes. Elle induit la production d’inhibine o
et la formation de récepteurs a la LH. Lorsque ceux-ci sont fonctionnels, la LH asso-
ciée a la FSH, entraine la formation d’inhibine . L’action de la FSH est renforcée,
chez la femme, par la présence de facteurs de croissance mitogenes du type IGF1
(pour « Insulin-like Growth Factor 1 ») produits par les cellules de la theque.

e L'activine est synthétisée dans les cellules folliculeuses de la granulosa. Elle
stimule la syntheése de FSH. Elle régule la production d’cestrogeénes, soit positive-
ment, en stimulant 1’activité de 1’aromatase dans les cellules folliculeuses soit néga-
tivement, en inhibant I’activité des cellules de la theque productrices d’androgenes.
On a montré enfin qu’in vitro, elle stimule la prolifération des cellules folliculeuses
de rate en présence de FSH. L’activine est régulée par la follistatine qui I’inactive en
s’y liant.

d) Hormones ovariennes et rétrocontroles
exercés sur la production des gonadotrophines

Dans la premiere phase du cycle cestrien, I’augmentation progressive du taux d’cestro-
genes produits par les cellules folliculeuses va provoquer une inhibition en retour des
sécrétions hypophysaires. Cette augmentation de la quantité d’cestrogénes a des effets
régulateurs en stimulant la sécrétion d’inhibine qui, a son tour, inhibe la sécrétion de
FSH. L’ cestradiol a faible concentration inhibe également la sécrétion de LH, mais
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stimulera celle-ci a forte concentration au moment de la ponte ovulaire. Ainsi ces inhi-
bitions se traduisent, au niveau de 1’hypophyse, par une rétention de LH et de FSH.
Lorsque le taux d’cestrogénes plasmatiques atteint un certain seuil vers le 14€ jour du
cycle, il se produit une libération brutale de LH, et a un degré moindre, de FSH, ce qui
correspond a la décharge gonadotrope ovulante (voir fig. 3.6 et 3.7).

e) Régulation de la synthese d’cestrogenes par la prolactine

La prolactine (PRL), hormone hypophysaire sécrétée par les cellules lactotropes,
régule également la synthése d’cestrogenes. Cette hormone possede des effets qui
s’expriment différentiellement selon les especes en agissant sur la stéroidogenése
ovarienne. Elle inhibe la synthese d’androgenes a partir de la progestérone dans les
cellules de la theque et leur transformation en cestrogenes par les cellules de la
granulosa. Cet effet est amplifié par I’ cestradiol lui-méme qui stimule la prolifération
des cellules lactotropes et y active la transcription du gene de la prolactine.

f) Maturation sélective des follicules

Les mécanismes que nous venons de décrire n’aboutissent pas pour chaque follicule
a la ponte d’un ovule miir ; chaque cycle ovarien entraine la croissance de quelques
follicules mais trés peu parviennent a la maturation finale.

e Au cours d’un cycle ovarien, plusieurs poussées de croissance follicu-
leuse sont déclenchées par la FSH dont le taux varie au cours des cycles
cestriens. Elles se soldent pour la plupart par une dégénérescence des follicules.
Seule la poussée se déroulant durant la fin de la phase folliculeuse aboutit a la matu-
ration complete d’un ou plusieurs follicules et s’acheéve par la ponte ovulaire. Il
s’opere un recrutement de follicules qui se développent en follicules tertiaires possé-
dant un antrum ou sont accumulées les sécrétions hormonales. Une sélection
s’établit parmi eux de telle sorte que, a I’exception d’un ou de plusieurs, le nombre
étant variable selon les especes, la plupart dégénerent (voir encart 3.1).

\@CART 3.1 La sélection des follicules

Ce sont les follicules les plus sensibles a la FSH qui parviennent a la maturation : la
granulosa y est plus développée et les cellules de la théque ayant plus de récep-
teurs a la LH, produisent plus de précurseurs pour la synthése d’cestrogénes. Ceux-
ci exercent une inhibition de la sécrétion de la FSH et augmentent par ailleurs le
nombre de récepteurs sur les cellules folliculeuses. Un follicule en croissance voit
donc son nombre de récepteurs et sa sensibilité a la FSH augmenter au moment ou,
par ses sécrétions d’cestrogenes, il contribue a abaisser le taux de FSH circulant. En
fait, on connait encore mal le mécanisme hormonal du choix d’un follicule appelé a
devenir dominant cependant que les autres entrent en dégénérescence. Le follicule
sélectionné se caractériserait par un seuil de sensibilité a la FSH plus bas et donc
une sensibilité accrue a cette hormone. Les follicules appelés a disparaitre par
atrésie montrent un arrét de leur croissance, corrélativement a une disparition de
leurs récepteurs hormonaux et une cessation de leurs synthéses.
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e La maturation du follicule de De Graaf et la ponte ovulaire sont contrélées
par les sécrétions hypophysaires et ovariennes. Lorsque le follicule dominant,

devenu follicule de De Graaf, a achevé sa maturation, sous le jeu du rétrocontrole
exercé par I’cestradiol qui devient positif, la LH et la FSH accumulées au niveau de
I’antéhypophyse sont libérées. Les jonctions communicantes reliant les cellules de la
granulosa et les cellules périovocytaires disparaissent. Les cellules folliculeuses
entourant 1’ovocyte produisent de 1’hyaluronidase sous ’action de la FSH. Cette
enzyme favorise la désorganisation de la matrice extra-cellulaire et entraine la libé-
ration du cumulus oophorus dans I’antrum. Tant que les cellules de la granulosa
n’étaient pas aptes a répondre a la décharge gonadotrope, elles exergaient une inhi-
bition sur la reprise de la méiose de I’ovocyte, bloquée au stade diploténe de la
prophase 1. Cette inhibition est levée (voir § 3.4.2) provoquant la rupture de la vési-
cule germinative et 1’achévement de la premiere division méiotique. L’ ovocyte 11
ainsi formé s’engage dans la seconde division jusqu’au stade de la métaphase dans
lequel il reste bloqué.

Une fragilisation des parois de I’ovaire et du follicule, a laquelle serait associée sous
I’influence de la LH, la sécrétion de protéases ou de leurs activateurs (ex. : collagé-
nase, activateur du plasminogene) et de prostaglandines, aboutit a leur rupture.
L’ovocyte entouré de la zone pellucide et de la corona radiata est expulsé hors de
I’ovaire. Le délai entre la décharge hormonale et la ponte ovulaire, variable selon les
especes, est de 36 heures chez la femme.

3.2.2 Activités hormonales apreés 'ovulation (fig. 3.7)

La période qui suit la ponte ovulaire jusqu’a la fin du cycle constitue la phase lutéi-
nique dite encore lutéale. Elle débute par 1’envahissement de la paroi du follicule
vide par des capillaires sanguins. La FSH et la LH déclenchent une vague finale de
mitoses dans ce qui reste de la granulosa; I’arrét de la chaine des synthéses d’hormo-
nes stéroides au niveau de la progestérone y est programmé. Les cellules folliculeu-
ses ne se divisent plus, deviennent polyploides, hypertrophiées et chargées d’un
pigment jaune : elles forment le corps jaune ou corps progestatif. On a montré en
culture in vitro que la présence de 1’ovocyte dans le follicule inhibe cette synthese.

Le corps jaune, composé par des cellules dites lutéales correspondant aux ancien-
nes cellules de la granulosa et a des cellules de la theque interne qui se sont infil-
trées, sécrete des hormones stéroides (de 1’cestradiol et surtout de la progestérone)
mais aussi des hormones peptidiques et des facteurs de croissance. Son maintien
apres I'ovulation est lié a la LH, pour laquelle une forte présence de récepteurs se
manifeste a la surface des cellules lutéales. Plus tard, par un effet de retour, 1’ cestra-
diol et I’inhibine dépriment la syntheése de FSH, la progestérone déprime celle de
LH, ce qui empéche le développement et la maturation complete de nouveaux folli-
cules. En absence de fécondation, le corps jaune commence a régresser (lutéolyse)
vers le dixieéme jour apres la ponte ovulaire. Un facteur lutéolytique ovarien, la pros-
taglandine F2q, intervient dans ce processus selon un mécanisme d’action encore
mal connu. La sécrétion de progestérone et d’cestrogenes diminuant, leur action
inhibitrice sur la production des gonadotrophines se Ieve progressivement, ce qui
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permet la mise en place d’un nouveau cycle. Parallelement, un tissu cicatriciel se
développe au niveau du corps jaune et constitue le corpus albicans.

Si une fécondation a lieu, des facteurs embryonnaires empéchent la lutéolyse et
permettent le maintien de la sécrétion de progestérone. Ce sont les cellules tropho-
blastiques du blastocyste qui, vers le 6¢ jour apres la fécondation correspondant a la
période de la nidation environ, produisent une gonadotrophine a activité LH, la hCG
(pour « human Chorionic Gonadotropin »), en quantité suffisamment importante
pour empécher la régression du corps jaune. La sécrétion d’hCG persiste pendant
2 mois, période au-dela de laquelle la production hormonale du corps jaune est alors
relayée par la sécrétion placentaire de stéroides.

Une régulation hormonale analogue gouvernant la croissance et la maturation de
I’ovocyte existe chez les autres Vertébrés.

3.2.3 Préparation de la muqueuse utérine
par les hormones stéroides sexuelles

Au cours du cycle de 28 jours, la muqueuse utérine ou endometre subit des modifi-
cations contrdlées par les hormones sexuelles (cestradiol et progestérone).

Au début d’un cycle correspondant a la phase proliférative ou folliculeuse,
1’ cestradiol stimule 1’épaississement de la muqueuse, 1’accroissement de son réseau
de capillaires sanguins et I’apparition de glandes tubuleuses. A la fin de cette
période se soldant par I’ovulation, les cellules deviennent sensibles a la progesté-
rone. Sous I’action de cette hormone, durant la phase lutéinique, I’endometre conti-
nue a s’épaissir et a développer sa vascularisation, les glandes tubuleuses
s’allongent et deviennent sécrétrices, la muqueuse interne est préte pour la nidation'.
Si elle n’a pas lieu, les sécrétions du corps jaune cessent, la muqueuse involue, ce

qui provoque les hémorragies menstruelles chez la femme et d’autres Primates.

3.3 SYNTHESES DANS L’OVOCYTE
PENDANT L’OVOGENESE

Dans toutes les especes étudiées, les ovocytes primaires, pendant la prophase de
méiose et particulicrement pendant le stade diploténe, synthétisent activement des
ARN qui sont conservés dans le cytoplasme sous une forme plus stable que dans les
cellules somatiques. Une partie est utilisée pour les synthéses de protéines pendant
I’ovogenese. Le restant assure la synthese des protéines au début de la segmentation,
sans que la participation d’ARN provenant de la traduction des geénes paternels soit
nécessaire. Bon nombre de ces ARN sont identifiés, et notamment ceux qui codent
pour des protéines organisatrices du développement étudiées plus loin.

Les Amphibiens, la drosophile et les Mammiferes sont pris pour modeles.

1. Un stéroide synthétique, le mifepristone (RU486), en se liant au récepteur nucléaire de la
progestérone, entre en compétition avec celle-ci et provoque I’inhibition de son action sur les
geénes cibles des cellules utérines. Cet antiprogestatif, en empéchant la nidation, est utilisé a des
fins d’IVG médicamenteuse.
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3.3.1 Syntheses dans 'ovocyte d’Amphibiens

L’ceuf de xénope est actuellement le mieux connu. De grande taille (env. 2 mm de
diametre), il est de type hétérolécithe, c’est-a-dire qu’il possede des réserves vitel-
lines abondantes inégalement réparties dans le cytoplasme mais qui n’empéchent
pas la segmentation totale.

La croissance de I’ovocyte s’étend sur environ 3 ans, entre la fin d’'une multiplica-
tion d’ovogonies et la ponte ovulaire (fig. 3.5). Au cours des 2 premieres années et
au début de la troisieme, la croissance est lente. Il s’accumule une population stable
d’ ARN-m et des protéines qui en sont la traduction. C’est 1a phase de prévitelloge-
neése. Dans la troisieme année, la taille de 1’ovocyte augmente considérablement par
I’apport de molécules de réserve élaborées hors de 1’ovaire et stockées dans les
ovocytes, c’est la phase de vitellogenese.

La durée de I’ovogenese est variable d’une espece a 1’autre. Nous nous référons le
plus souvent au xénope.

a) Les transcriptions au niveau des chromosomes en écouvillon
e Structure du chromosome en écouvillon (fig. 3.8)

Au stade diploteéne, les chromosomes homologues appariés tendent a se séparer,
n’étant plus réunis qu’au niveau des chiasma. Chaque chromosome contient
2 chromatides résultant de la duplication de I’ ADN durant le stade préleptotene. Chez
les Amphibiens, ces chromosomes ont une structure en écouvillon (en anglais
« lampbrush »). Les 2 chromatides d’'un méme chromosome présentent une alter-
nance de secteurs condensés et de boucles symétriques de tailles variées. Les premiers,
les chromomeres, sont de la chromatine non déspiralisée ou les geénes (ou les unités
de transcription pouvant comporter plusieurs genes) ne sont pas transcrits. Les
boucles, d’environ 50 mm de longueur, sont des zones déspiralisées correspondant a
des unités de transcription transcrites pendant 1’ovogenese. Elles représentent 5 a
10 % de la longueur totale des chromosomes. La cartographie des chromosomes se
retrouve identique d’un ovocyte a I’autre et reste stable dans le temps pour un méme
ovocyte, ce qui indique que la nature des séquences traduites est constante pour une
espece donnée pendant 1’ovogenese. On a pu identifier la nature des ARN transcrits
sur certaines boucles et ainsi commencer la cartographie de ces chromosomes.

e Mise en évidence d’une synthése d’ARN au niveau des boucles

La microscopie €lectronique permet d’observer des molécules d’ARN natif, c’est-
a-dire en cours de transcription, ainsi que les ARN polymérases qui catalysent leur
élongation a la racine de chaque brin. On observe sur des préparations pour la
microscopie électronique ol la chromatine isolée est étalée et contrastée, une ou
plusieurs séries de brins d’ ARN de taille croissante le long d’une boucle, suivant que
la boucle comporte un ou plusieurs geénes transcrits simultanément. Ces ARN sont
immédiatement combinés a des protéines stabilisantes pour former des ribonucléo-
protéines qui forment une matrice autour des boucles (fig. 3.8).

Si de ’uridine *H est injectée a la femelle, une forte radioactivité se détecte au niveau de
ces boucles ou le nucléotide a été incorporé dans les ARN natifs. Le marquage reste
stable dans la matrice jusqu’a 2 semaines.
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La densité en brins d’ARN transcrits et en ARN polymérases n’est pas constante pendant
toute I’ovogenese. Dans les ovocytes jeunes, en prévitellogenese, les ARN polymérases et les
brins en cours d’élongation sont 5 a 10 fois plus espacés que pendant la vitellogenese, ce qui
signifie que le taux de transcription s’est accéléré pendant cette derniere période. Le rapport
de la quantité d’ARN/quantité d’ADN, est de 9 pendant I’ovogenese, soit 145 fois plus que
dans la chromatine de noyaux somatiques comme les cellules du foie. Ceci confirme une tres
forte activité de synthese. Lorsque I’ceuf est mir, les boucles sont moins étendues, mais les
unités de transcription persistent, quoique peu visibles (voir aussi encart 3.2).
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Chromomere
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Fibrilles d'ARN
ARN polymérase
Matrice protéique

Sensde
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R
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Figure 3.8 - Chromosomes en écouvillon dans un ovocyte d’Amphibiens

A : Schéma de chromosomes homologues appariés (a-b). B : Détail : chaque chro-
mosome comprend deux chromatides (1) (2). Elles sont tantét condensées en
chromomeéres inactifs, tantot étendues en boucles (chromoméres actifs), entou-
rées d’'une matrice. Les fleches représentent le sens de transcription. C : Détail
d’une boucle (d’apres Lacroix). D : Détail d’'une boucle d’aprés une observation en
microscopie électronique. Le sens de transcription va de gauche a droite.

D Chromatine
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b) ARN nucléaires pré-messagers
et ARN messagers — leur stabilité

De I’ensemble des ARN synthétisés dans le noyau, seule une faible part forme des
ARN-m fonctionnels au niveau cytoplasmique. Ceux-ci s’accumulent pendant la
prévitellogenese mais se dégradent rapidement pendant la phase finale de la vitello-
genese, ce qui entraine des syntheses intenses pour assurer leur renouvellement.

\@CART 3.2 Evaluation des ARN synthétisés

Une forte proportion de molécules d’ARN de poids moléculaire élevé ne forme
pas d’ARN-m directement opérationnels. Lors du passage des molécules de pré-
messagers du noyau vers le cytoplasme, se produisent I'excision des introns et
1’épissage des exons ; les premiers étant en quantité nettement plus importante
que les exons, les molécules d’ARN-m sont nettement plus courtes. Chez le
xénope ce ne sont que 11% de ces séquences d’ARN dans I'ovocyte en croissance
(5% dans les ovocytes mars) qui passent dans le cytoplasme. Cette population
d’ARN cytoplasmiques de coefficient de sédimentation 4S a 40S est relativement
stable; elle est polyadénylée?. Cependant, par le jeu des excisions et des épis-
sages alternatifs, a partir d'une méme séquence de pré-messager, peut étre
élaborée une grande diversité d’ARN-m dont la traduction fournit une famille de
protéines apparentées, aux fonctions variées.

On a calculé que, pendant la phase d’activité des chromosomes en écouvillon,
'activité de transcription était 1 000 fois plus élevée dans le noyau de 'ovocyte
(avec 4 compléments d’ADN) que dans les cellules de gastrula agée (avec seule-
ment 2 compléments d’ADN). Cette activité est due a la densité en ARN polymé-
rases qu’on peut observer sur les boucles et qui transcrivent en série la méme
unité de transcription. Le taux de passage dans le cytoplasme des transcrits
stables est aussi 1 000 fois plus élevé que dans d’autres cellules.

Cependant il existe aussi des molécules de pré-messagers qui passent dans le
cytoplasme sans maturation. Elles sont polyadénylées également, mais sont, en
I’état, intraduisibles, puisque les introns n’ont pas été éliminés. On ignore la signi-
fication du phénomeéne.

2 Un ARN polyadénylé (poly-A) contient a son extrémité 3’ une séquence d’acide polyadény-
lique, c’est-a-dire une suite de ribonucléotides dont la base azotée est I'adénine. La polya-
dénylation est un caractére stabilisant de la plupart des ARN-m.

Pendant la prévitellogenese, les ARN-m poly(A) s’accumulent jusqu’a atteindre
un plateau de concentration quatre fois plus €levé au début de la vitellogenese
(Golden et coll., 1980). Il est ainsi montré que la quantité d’ARN-m poly(A) par
ovocyte reste constante depuis la fin de la prévitellogenese, malgré une activité de
transcription intense observée sur les chromosomes en écouvillon pendant la vitello-
genegse qui suit.

Ces ARN-m sont stables, leur demi-durée de vie est de 35 jours environ, ce qui
explique qu’auparavant on n’ait pas détecté aisément leur dégradation, dans d’autres
conditions expérimentales.
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Une quantité totale de 80 ng (10~ g.) par ovocyte est atteinte a la fin de la prévitel-
logenese. Son maintien, au rythme de renouvellement d’une demi-durée de vie de
35 jours nécessite une activité de transcription intense. On a calculé que, pour maintenir
constant le niveau des produits d’un gene qui a été transcrit activement a 4 exemplaires,
sur 4 chromatides pendant la prévitellogenese, 44 copies par minute étaient nécessaires
(11 x 4) pendant la vitellogenese. Cela signifie le départ d’une transcription toutes les 5
a 6 secondes, ce qui explique la densité des transcrits et des ARN polymérases sur une
boucle de chromosome en écouvillon; c’est 1a que se retrouvent 2 jours plus tard, 90%

de la radioactivité apres injection d’uridine *H dans les ovocytes en fin de croissance.

Il semblerait donc qu’en fin de croissance les ARN synthétisé€s ne feraient qu’assurer le
renouvellement de la quantité totale qui s’était formée pendant la prévitellogenese.

c) ARN de transfert — ARN ribosomiques

Parmi les produits de transcription se trouvent aussi les ARN de transfert, les ARN
5S ribosomiques et les ARN précurseurs ribosomiques 40S!. Ces derniers sont
transcrits au niveau nucléolaire.

e Les ARN de transfert. 1ls sont synthétisés tout le long de 1’ovogenése et sont
utilisés pendant la segmentation. Un ceuf mir en contient 60 000 fois plus qu’une
cellule somatique.

e Les ARN ribosomiques 5S. Ils sont transcrits a partir de génes trés redondants?
(20 000 genes environ) localisés sur plusieurs chromosomes. Cette activité, maximale
dans le jeune ovocyte, se maintient de la prévitellogenese a 1’ceuf miir (fig. 3.9).

Ces ARN tres stables vont s’accumuler dans le cytoplasme en particules ribonu-
cléoprotéiques 42S, dont une catégorie contient en outre des ARN de transfert 4S.
Ce sont des particules qui donnent au cytoplasme des jeunes ovocytes leur forte affi-
nité pour les colorants histologiques basophiles. Il existe en fait des ARN 5S ovocy-
taires et des ARN 5S somatiques, ces derniers apparaissent plus tardivement.

e Les ARN ribosomiques nucléolaires. La quantité de ribosomes présente dans un
ovocyte miir (10'?) est telle qu’on a calculé qu’il faudrait 2 une cellule normale prés de
100 ans pour transcrire les ARN qui s’y trouvent. En réalité, les composants 18S, 28S
et 5,8S de ces ARN sont transcrits en majorité dans les 6 derniers mois de I’ovogenese.
Ces constatations ne sont pas contradictoires. Il se greffe un phénomene préalable
durant le stade pachyténe de I’ovogenese de certaines especes (Amphibiens, Poissons
osseux, certains Insectes) : ’amplification des organisateurs nucléolaires qui rend
possible ultérieurement une transcription accélérée des ARN 18S, 28S et 5,8S.

e Amplification des organisateurs nucléolaires. La réplication de I’ADN
cesse dans les ovocytes au stade préleptotene. Cependant, au stade pachyténe, on
assiste chez les Amphibiens, certains Poissons et certains Insectes, a une réplication
intense de I’ADN au niveau des geénes qui constituent les organisateurs nucléolaires.

1. ARN précurseur ribosomique 40S chez les Amphibiens, 45S chez les Mammiferes.
2. Gene redondant : géne qui se répete plusieurs fois de suite le long d’un brin d’ADN.
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Figure 3.9 - Récapitulation des synthéses d’acides nucléiques pendant
I'ovogenése (ARN et ADN mitochondriaux n’ont pas été pris en compte).

A : Chronologie de la prophase | de méiose dans les premiers jours de I'ovoge-
nése, ol sont précisées les périodes de duplication de ’ADN chromosomique,
des organisateurs nucléolaires et les quantités d’ADN synthétisées. PL : prélepto-
téne, L : leptoténe, Z : zygoténe, P : pachyténe, D : diploténe. B : Diagramme des
synthéses d’ARN pendant la prévitellogenése et la vitellogenése (Les ordonnées
ne correspondent pas a des valeurs chiffrées.)

Chez les Amphibiens, une cellule somatique posséde un organisateur nucléolaire
par génome haploide. C’est une suite répétitive d’environ 500 genes identiques codant
pour des ARN 40S (précurseurs des ARN ribosomiques autres que I’ARNr 5S) et
séparés par des espaceurs non transcrits. Il y a donc dans une cellule diploide
normale 2 fois cette séquence, soit environ 1 000 geénes.

Dans I’ovocyte des Amphibiens, ces organisateurs sont «polycopiés » un certain
nombre de fois au stade pachytene, de telle sorte qu’a la fin du processus, les noyaux
ovocytaires contiennent suivant les ovocytes, 500, 1 000 ou 2 000 organisateurs
surnuméraires. Cette duplication répétée est strictement localisée au niveau des
organisateurs. La quantité¢ d’ADN des organisateurs nucléolaires est importante. Sur
les 42 pg (107'2g) d’ADN contenus dans le noyau d’un ovocyte de xénope, 30 pg
sont de I’ADN nucléolaire.

e Synthéses des ARN ribosomiques nucléolaires. 3 catégories d’ ARN ribosomi-
ques dérivent d’'un méme précurseur 40S, transcrit par un organisateur nucléolaire. Ils
sont associés aux protéines de la grande et de la petite sous-unité ribosomique au
niveau du nucléole. C’est la que vient également s’insérer, dans la grande sous-unité,
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I’ ARN ribosomique 5S, mentionné plus haut. Au début du stade diplotene, les organi-
sateurs nucléolaires néoformés se dispersent a la périphérie du noyau, deviennent
actifs et sont a I’origine des nucléoles surnuméraires. Les 2 nucléoles normaux subsis-
tent également.

C’est sur les nucléoles des ovocytes d’ Amphibiens que Miller (1969) a montré
pour la premiere fois en microscopie €lectronique des molécules d’ARN en cours de
transcription (fig. 3.10).

Pendant le petit accroissement de 1’ovocyte (prévitellogenese), les synthéses
d’ ARN 40S sont faibles, les brins d’ARN transcrits sont espacés sur les organisateurs.
Les syntheses s’accroissent considérablement pendant la vitellogenese (fig. 3.9). Les
histo-autoradiographies montrent alors que la radioactivité des nucléoles est 60 fois
plus importante que celle des boucles de chromosomes en écouvillon. Pendant un
temps relativement court de quelques mois, I’ovocyte va synthétiser autant d’ARN
nucléolaires qu’en synthétiserait une cellule ordinaire en de nombreuses années.
Associés a des ARN ribosomiques 58S et a des protéines, ces ARN nucléolaires vont
contribuer a former une réserve de ribosomes pour le début de la vie embryonnaire.
L’assemblage des ribosomes se fait dans les nucléoles pendant le grand accroisse-
ment de I’ovocyte.

Figure 3.10 - Détail %
d’un organisateur nucléolaire

d’ovocyte d’Amphibien

synthétisant des ARN 7 \ %

nucléolaires. (Une molécule ) %
on \

entiere d’ADN de l'organisateur
nucléolaire forme une boucle
fermée). Ici, 3 génes codant
pour le précurseur 40S,

# Segment

séparés par deux espaceurs. d.;&:‘n:ll;; b {&g espaceur
(d’apres Miller, 1971).
en cours de
transcription ADN

d) Activité des ARN traduits pendant 'ovogeneése :
synthese et stockage de protéines

Pendant la croissance de 1’ovocyte, la synthese des protéines augmente. Par exem-
ple, chez le xénope, cette augmentation est de 127 fois. Il ne s’agit pas d’un
accroissement de la vitesse de traduction des mémes ARN, mais de I’incorpora-
tion croissante de nouveaux ARN-m dans les polyribosomes, donc d’une diversifi-
cation croissante des protéines synthétisées. Elles continuent d’ailleurs a I’€tre
apres la fécondation. Cette synthese active n’implique cependant que le cinquieme
des ARN totaux (4 ng).

1. Un terme imagg est parfois utilisé pour désigner 1’aspect observé, celui d’« arbres de Nogl ».
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e Protéines intervenant dans la maturation de 'ceuf

et dans la fécondation
Ce sont des facteurs qui controlent 1’achévement de la méiose, comme le facteur
promoteur de la maturation, le facteur cytostatique, (voir § 3.4.2) ou des récepteurs
de la membrane ovocytaire permettant la rencontre des gametes.

e Protéines organisatrices des premiers stades du développement

Des la fécondation et le début de la segmentation, 1’acquisition de la polarité de
I’ceuf, la détermination des territoires et les premieres inductions avant la transition
blastuléenne, résultent de 1’activité de protéines (facteurs de croissance, facteurs de
transcription) dont la synthese a débuté pendant 1’ovogenese (voir chap. 12 et 14). La
cohésion cellulaire est assurée par des protéines d’adhérence cellulaire (voir §13.2.2).
Par ailleurs, des protéines matricielles comme la fibronectine, nécessaires au moment
de la gastrulation, sont déja synthétisées dans 1’ovocyte (voir § 13.4.1a et 13.4.4).

e Protéines nécessaires aux divisions cellulaires
ou d la traduction des ARN-m

Les mitoses se succédant a un rythme rapide et les syntheses de protéines étant tres

actives, il est nécessaire que I’embryon puisse utiliser, pendant la segmentation, des

protéines synthétisées d’avance pendant I’ovogenese et stockées dans I’ceuf. On
citera a titre d’exemple :

- Les histones, constituants de la chromatine, produites pendant I’ovogenese a
partir de genes répétitifs (environ 40 chez le xénope), se trouvent en quantité
suffisante pour former la chromatine de 20 000 cellules ; elles s’ajoutent au cours
de la segmentation aux histones synthétisées dans les blastomeres en division.

- Les tubulines, constituants des microtubules, notamment des fuseaux mitotiques,
forment une part importante des protéines non vitellines de 1’ceuf mfr.

- Les protéines ribosomiques qui entrent dans la composition des ribosomes.

- Les ADN-polymérases synthétisées pendant I’ovogenese, surtout a la matura-
tion, ont une activité enzymatique égale 2 celle d’une gastrula Agée (107 cellules),
ce qui signifie que I’ovocyte a accumulé une quantité d’enzymes équivalant au
contenu de milliers de cellules somatiques.

- Les ARN-polymérases dont la quantité accumulée pendant 1’ovogenese est telle
que I’activité enzymatique d’une seule vésicule germinative d’ Amphibien est égale
a celle de la totalité des ARN-polymérases d’un tétard de 400 000 cellules.

e) ARN non fonctionnels de I'ovocyte. Leur stabilité

e Stabilité de la population d’ARN-m

II'y aenviron 21 ng d’ARN-m a la fin de I’ovogenese, dont 80 % ne sont pas traduits
a ce moment. Cette quantité n’a pas diminué a la fécondation et se retrouve dans la
blastula. La population d’ARN-m est donc stable. Nous avons vu qu’elle a atteint
son maximum au début de la vitellogenese et se renouvelle ensuite régulierement
suivant une rotation lente (demi-durée de vie de 35 jours), mais qui réclame cepen-
dant une grande activité de transcription.
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Les mécanismes qui empéchent la traduction de ces ARN-m (voir chap. 4) contri-
buent aussi a assurer leur stabilité.

Le milieu cytoplasmique de I’ovocyte est stabilisant pour les ARN-m, cette stabi-
lité se maintient au début du développement embryonnaire.

e Stabilité des ribosomes et des ARN ribosomiques

Les ribosomes accumulés pendant I’ovogenese sont stables et suffisent a assurer la
traduction des messagers jusqu’a un stade avancé du développement (bourgeon
caudal). Des ARN-r nouveaux, transcrits a partir du génome de I’embryon, n’appa-
raissent qu’a la mi-blastula (voir § 12.6) et le relais fonctionnel des nouveaux ribo-
somes n’est assuré que progressivement.

e Mécanismes de neutralisation des ARN-m
non fonctionnels dans l'ovocyte

80 % des ARN-m de I’ovocyte mir ne sont pas traduits pendant I’ovogenese. Or ces
ARN, apres extraction, peuvent étre traduits in vitro dans un systeme acellulaire, ou
in vivo apres injection dans un autre ovocyte en croissance. Il existe plusieurs méca-
nismes possibles qui expliqueraient cette neutralisation (voir § 4.5.2e).

e Distribution des ARN-m dans le cytoplasme ovocytaire

On a montré que la distribution régionalisée des ARN-m dans le cytoplasme d’une
cellule conduit, apres traduction, a des localisations spécifiques de protéines qui sont
a 1’origine d’asymétries fonctionnelles cellulaires. Dans 1’ovocyte, la répartition
différentielle d’ ARN-m et/ou de protéines confere a ces derniers des roles de déter-
minants cytoplasmiques qui conditionneront notamment le devenir individuel des
cellules de 1’embryon en formation. Il est aisé de comprendre que deés les premiéres
divisions de I’ceuf, les cellules filles different par leurs potentialités de synthese
(King et Barklis, 1985).

Certains ARN-m transcrits précocement sont cantonnés immédiatement en des
sites bien définis du cytoplasme. On citera plusieurs exemples : des ARN localis€s
des le début de 1’ovogenese dans le nuage mitochondrial, qui sont des constituants
du plasme germinatif (voir § 17.1.2a) ; des ARN-m codant pour des déterminants
cytoplasmiques, qui se localisent dans I’ensemble de I’embryon en s’y accumulant
apres la fécondation (voir § 12.5.8) ; les ARN-m codant pour VegT, une protéine-
clé de la détermination de 1I’endoderme, localisés dans le cortex végétatif des le
début de la vitellogenese (voir § 12.5.5). On pourrait allonger cette liste en
incluant une grande partie des ARN qui controlent le développement jusqu’a la
transition blastuléenne.

A Tinverse, certains ARN-m présentent une distribution initiale homogéne dans
I’ovocyte immature et ne se localisent qu’ensuite dans une région spécifique de 1’ ceuf
mature. C’est le cas de I’ARN-m codant pour la protéine Vgl, qui joue un role prédo-
minant dans 1’induction du mésoderme dorsal (voir § 12.5.8b). Par hybridation in situ
utilisant des sondes radioactives d’ARN complémentaire, la distribution dynamique
de cet ARN a pu étre suivie et a permis d’observer sa localisation progressive dans le
cortex végétatif, site qu’il occupe au moment de la maturation de 1’ovocyte.
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Les localisations ciblées des ARN-m sont attribuées a 1’existence de signaux spécifiques.
Des séquences nucléotidiques situées dans les régions non traduites a ’extrémité 3’ des ARN-m
(3’-UTR pour « 3’-untranslated région ») paraissent directement impliquées dans ce processus.
Ainsi des ARN-m de Vgl injectés dans un ovocyte se localisent correctement au pole végétatif,
indépendamment de toute traduction et il a été montré qu’une séquence de 340 nucléotides située
dans la 3’-UTR, qui comporte 1 300 nucléotides, est directement associée a cette localisation
privilégiée. De plus, des facteurs cytoplasmiques encore mal caractérisés doivent interagir avec le
signal porté en 3’-UTR (6 protéines au moins semblent capables de se lier avec la région non
traduite de Vgl). Les ARN-m associés a ces facteurs forment des ribonucléoprotéines qui
interagissent avec les éléments du cytosquelette. On a en effet reconnu que celui-ci est
impliqué a la fois dans la mobilité et I’ancrage des ARN-m localisés. Selon les types d” ARN-
m et les stades dynamiques de la localisation, I’'un des 3 systémes cytosquelettiques peut
jouer un rdle. Ainsi le transport des ARN-m de Vgl au pdle végétatif nécessite 1’intégrité du
systeme microtubulaire cependant que 1’ancrage de ces mémes transcrits requiert un systeme
de microfilaments intact. En revanche les ARN-m de Xcat-2 jouant, semble-t-il, un réle dans
la détermination germinale, seraient liés au systeéme des filaments intermédiaires.

L attention portée a ces mécanismes montre que ceux-ci sont fondamentaux pour
les étapes de la morphogenese et sont observés de facon générale dans tous les
modes de développement (voir § 3.5.4 a propos de I’ovogenese des Insectes).

f) Vitellogenése et accumulation du vitellus

Sous le terme ancien de vitellus se regroupent des substances de réserve diverses.
On distingue, apparaissant le premier, un vitellus glucidique (glycogene), puis un
vitellus lipidique (graisses, phospholipides) et un vitellus protéique (protéines et
phosphoprotéines).

Le vitellus n’est pas synthétisé dans 1’ovocyte. Les protéines et les phosphoprotéi-
nes sont élaborées dans le foie maternel. Elles sont amenées par la circulation
sanguine et la vascularisation de la théque interne.

Le vitellus protéique, chez les Amphibiens, est organisé en inclusions, les plaquettes
vitellines, formées de phosvitine, protéine hautement phosphorylée et de lipovitel-
line, contenant une forte proportion de lipides liés. Ces 2 protéines sont dérivées
d’un précurseur commun de 470 kDa, la vitellogénine. Leurs molécules sont orga-
nisées en un réseau cristallin observable en microscopie électronique.

La vitellogénine est synthétisée sous le contrdle d’cestrogenes sécrétés par les
cellules folliculeuses, qui stimulent dans le foie la synthése des ARN-m correspon-
dants et leur traduction.

La phosvitine, un des dérivés de la vitellogénine, est soluble dans I’eau parce
qu’incomplétement phosphorylée. Apres pénétration dans 1’ovocyte, la phospho-
rylation s’acheve, insolubilisant la phosvitine et les plaquettes vitellines se forment
au voisinage des mitochondries ou cette réaction s’est déroulée.

Outre leur réle hormonal indiqué plus haut, les cellules folliculeuses jouent un
role dans le transit des éléments de vitellus prélevés dans le sang ; elles contribuent
aussi a I’élaboration des molécules vitellines qui sont ensuite émises dans 1’espace
périovocytaire et absorbées dans 1’ovocyte par micropinocytose.
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C’est pendant la vitellogenese que I’organisation du cytoplasme de 1’ovocyte
s’acheve : les granules corticaux (voir § 3.4.1 et 3.6.1), d’abord dispersés, migrent a
la périphérie de 1’ovocyte. Les mitochondries se multiplient abondamment (il ne
s’en formera pas de nouvelles avant la gastrulation) et se localisent a la périphérie de
I’ovocyte. Chez les Amphibiens, le vitellus se dépose selon un gradient de concen-

tration croissante du pdle animal vers le pdle végétatif (ceufs hétérolécithes).

En résumé

Pendant I’ovogenese des Amphibiens, la synthese d’informations sous la forme
d’ARN-m en quantité suffisante pour un développement tres rapide est assurée.

La structure des chromosomes en écouvillon permet la transcription d’une
quantité d’ARN qui atteint un niveau qui reste stable jusqu’a la fin de 1’ovoge-
nese. Cette stabilité est acquise grace a un renouvellement lent des molécules
dégradées pour lequel une activité maximale de transcription reste cependant
nécessaire.

En fin de croissance, il s’accumule un lot de protéines nécessaires a une multi-
plication cellulaire rapide ainsi qu’a la détermination précoce de territoires
embryonnaires.

Un stock considérable d’ARN ribosomiques nucléolaires, ainsi que 5S, ne
peut étre accumulé dans les délais nécessaires que par un processus annexe
d’amplification des organisateurs nucléolaires.

3.3.2 Synthéses dans 'ovocyte de Mammiféres

II n’y a pas de vitellogenese chez les Mammiferes Euthériens (voir encart 3.3). Leurs
ceufs sont alécithes, c’est-a-dire dépourvus de réserves vitellines. Leur période de crois-

sance ovocytaire s’étend sur les semaines qui précedent la ponte (2 chez les souris).

\@CART 3.3 Signification biologique des synthéses ovocytaires

Les synthéses d’ARN chez les Mammiféres ressembleraient a ce qui est observé
pendant la prévitellogenése des Amphibiens. Au point de vue évolutif, la phase
de vitellogenése n’a pas lieu d’étre chez les Mammiféres Euthériens qui, trés vite,
établissent des liens trophiques avec la mere. Les besoins ne sont pas les mémes
que chez les Amphibiens. Lenvironnement nutritif dispense de la vitellogeneése.
Le trophoblaste se différencie précocement et prépare le terrain a une organoge-
nése qui ne débute qu’au bout de 15 jours chez ’lhomme, contre 10 heures
chez le xénope, et 28 heures chez le poussin.

Dans ces conditions, il suffit d’'une faible synthése d’ARN pendant I'ovogeneése,
sans structure de chromosomes en écouvillon spécialisée pour un processus de
transcription intense. D’autre part, les cycles mitotiques étant lents, il peut y avoir
des syntheses d’ARN nouveaux transcrivant le génome de 'embryon, dés le début
de la segmentation (transcrits zygotiques détectés a partir des stades 4-8 cellules).
D’importantes synthéses d’ARN stables qui gouvernent les premiers stades du
développement sont également observées chez de nombreux Invertébrés.
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a) Synthéses d’ARN

L’incorporation des précurseurs d’ARN est intense dans les ovocytes en croissance.
Une accumulation rapide de transcrits maternels s’effectue pendant la premiere
partie de la croissance ovocytaire (au cours de cette période, 95 % de la totalité des
ARN ont été synthétisés, alors que 1’ovocyte n’a atteint que 65% de son volume
final). On reléve, comme chez les Amphibiens, une forte production de pré-messa-
gers dont 19% au lieu de 2 % dans les cellules somatiques, sont a I’origine des
ARN-m stables qui s’accumulent dans le cytoplasme sous la forme polyadénylée.

e Sites de synthése

L’accumulation des ARN-r n’est pas aussi importante que chez les Amphibiens. 11
n’y a d’amplification des organisateurs nucléolaires que chez les Primates dont
1’homme, avec formation de quelques nucléoles surnuméraires. Ailleurs, les nucléo-
les grossissent considérablement pendant 1’ovogenese (90 fois chez la souris). On a
calculé que les syntheses d’ARN-r n’étaient pas plus élevées dans les ovocytes en
croissance que dans des cellules en culture. Ils représentent cependant la plus grande
partie des ARN synthétisés.

Les chromosomes, pendant le stade diploténe, n’ont pas de véritable structure
en écouvillon mais présentent une chromatine déspiralisée. La fréquence de trans-
cription a été calculée sur cette derniere. Un départ toutes les 8 minutes par unité
de transcription suffit a assurer le taux de synth&se qu’on connait chez les Mammi-
feres'. Un tel rythme fait que les molécules d’ARN transcrits sont trés espacées,
ce qui explique que la structure en boucles des chromosomes en écouvillon ne
puisse s’observer ici.

e Stabilité des ARN synthétisés

Apres injection a des souris d’un précurseur d’ARN marqué, on mesure au bout de
2 jours la radioactivité des ARN dans I’ovaire. Le taux de radioactivité constaté se
retrouve a 80 % dans les ovocytes qui sont pondus 10 a 20 jours plus tard. Toutes les
catégories d’ARN sont marquées (Brower et coll., 1981).

Le contenu de I’ovocyte en ARN augmente de 20 fois. Les ARN-m non traduits
pendant 1’ovogenese s’accumulent sous forme d’ARN-m faiblement polyadénylés
stables. On observe une variabilité d’une espece a 1’autre dans la quantité d’ARN
accumulée dans I’ovocyte. Les Primates peuvent avoir 20 fois plus d’ARN que la
souris, le lapin 10 fois plus. C’est pourquoi, chez la souris, une reprise rapide des
synthéses d’ARN est nécessaire, des le début de la segmentation.

Une part importante des ARN-m maternels accumulés dans 1’ovocyte des
Mammiferes semble destinée a la synthese des protéines qui modifient 1’environne-
ment de 1'utérus maternel : chez la souris, présence d’ARN-m codant pour des
protéines sécrétées par les cellules du trophoblaste qui digérent la matrice extra-
cellulaire de la paroi utérine et permettent I’implantation du blastocyste.

1. L’ovocyte de souris aurait environ 40 000 sites de transcription sur 1’ensemble de ses chromo-
somes dupliqués.
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b) Syntheses de protéines

La teneur en protéines augmente de 100 fois pendant la croissance. De nombreuses
synthéses protéiques se déroulent pendant I’ovogenese : 23 % des ARN-m de
I’ovocyte sont inclus dans les polyribosomes et sont traduits en protéines, mais le
taux de syntheses est faible. On en a détecté pres de 400 sortes différentes. Les histo-
nes, pour les toutes premieres divisions (10 cellules), I’actine, la tubuline, les protéi-
nes de la zone pellucide, etc. La nature des protéines synthétisées change pendant la
maturation. Il est possible que 1I’ovocyte en croissance absorbe aussi, par endocy-
tose, des protéines circulant dans le sang maternel (Wassarman, 1983).

3.4 MATURATION DE L’OVOCYTE

Chez les Vertébrés, lorsque 1I’ovocyte primaire a achevé sa croissance, il passe par
une phase de repos dont il sort sous 1’action d’hormones. Le début de la maturation
s’exprime morphologiquement par la rupture de la vésicule germinative a la suite de
la désorganisation de I’enveloppe nucléaire.

3.4.1 Manifestations morphologiques :
achevement de la premiere division de méiose
et arrét en métaphase de seconde division

Chez les Vertébrés, la 1% division s’achéve avec émission du premier globule polaire
au moment de 1’ovulation, avant la fécondation, ce qui correspond, pour les Mammi-
feres, a la rupture du follicule de De Graaf. L’ovocyte entouré de la corona radiata se
sépare de la granulosa. L’influence inhibitrice exercée par celle-ci sur ’ovocyte grace
aux communications cellulaires au niveau du cumulus oophorus est levée. Ainsi, des
transferts d’ AMPc par les jonctions communicantes depuis la granulosa vers 1’ovocyte
cessent. Comme des taux élevés d’AMPc inhibent la maturation de I’ ovocyte, la baisse
de son taux et, consécutivement celle de I’activité de la protéine kinase A, entrainent la
reprise de la premiere division de méiose. Chez les Amphibiens, le noyau de I’ovocyte
est proche de la membrane plasmique au pdle animal. 11 est localisé au niveau d’une
tache claire qui s’est formée dans la couche pigmentaire corticale au moment de
I’émission du premier globule polaire, c’est la tache de maturation. Le fuseau mito-
tique qui se forme s’oriente perpendiculairement a la membrane plasmique, et
pénetre partiellement dans le cortex de I’ovocyte. A la télophase, deux cellules tres
inégales se forment, le ler globule polaire et I’ovocyte II, tous deux haploides. Tres
rapidement, les chromosomes de I’ovocyte Il s’organisent en métaphase de la
seconde division de méiose.

Lors de la rupture de 1’enveloppe nucléaire, les protéines du nucléoplasme se
dispersent et des va-et-vient de celles-ci entre cytoplasme et noyau s’observent par
la suite jusque dans les cellules de la blastula.

De méme, des ARN présents dans la vésicule germinative gagnent le cytoplasme
et occupent des localisations qui seraient en rapport avec de futurs territoires et avec
un plan de symétrie dorso-ventral (Imoh et coll., 1984).
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C’est enfin au moment de la maturation que les granules corticaux provenant
de I’appareil de Golgi se mettent en place en association étroite avec le cytosque-
lette sous-membranaire. Les centrioles maternels auraient disparu avant la reprise
de la méiose.

Chez les Invertébrés, la maturation est provoquée par d’autres facteurs. Ainsi,
pour I’Oursin, c’est la ponte dans 1’eau de mer qui entraine les deux divisions de
méiose ; chez les Nématodes, c’est la pénétration du spermatozoide qui déclenche
la méiose.

3.4.2 Meécanisme de la maturation (fig. 3.11)

On a montré le role successif de deux catégories de substances : le facteur promoteur
de maturation MPF (pour « Maturation/Mitosis Promoting Factor ») et le facteur
cytostatique CSF (pour « Cytostatic Factor »). Chez les Amphibiens, le déclenche-
ment de la maturation est sous la dépendance de la progestérone qui intervient indi-
rectement dans la formation et I’activation de ces deux facteurs.

_Cellules
folliculeuses

Ovocyte |

Vésicule
germinative L]

Télophase 1

1¢" globule polaire

Figure 3.11 - Maturation de I'ovocyte de Mammifére avant I'ovulation.

A a D : déroulement de la premiére division de méiose, avec rotation du fuseau
mitotique a I'anaphase, ce qui permet la formation de deux cellules filles de taille
inégale. E : ovocyte Il et le I°" globule polaire.

a) Le facteur promoteur de maturation (MPF)

Découvert dans les ceufs d’ Amphibiens, il existe dans toutes les cellules d’eucaryo-
tes et intervient dans le passage G2/M de la mitose ou de la méiose. Il correspond a
un complexe protéique associant une cycline, la cycline B, synthétisée avant la
reprise de la division cellulaire a partir d’un stock d’ARN-m maternels, et une
protéine kinase cycline-dépendante, la protéine p34, encore désignée sous les termes
de kinase cdc2 ou cdkl.
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Une cascade de phosphorylation aboutit a I’activation de la protéine p34 rendant le MPF
actif. Ces phosphorylations sont déclenchées par 1’activité d’une phosphoprotéine de
39kDa, la protéine c-mos encore nommée pp39mos, produit du proto-oncogene c-mos. La
protéine mos est synthétisée des le début de la maturation sous 1’effet de la progestérone,
a partir d’ARN-m inactifs transcrits pendant I’ovogenese. Le MPF rendu actif est a
I’origine de toute une cascade de phosphorylations de protéines cibles permettant ici la
reprise de la méiose dans 1’ovocyte compétent : phosphorylation notamment de 1’histone
HI1, permettant une condensation chromosomique, et de lamines, entralnant la
désorganisation de 1’enveloppe nucléaire et la rupture de la vésicule germinative. Le MPF
intervient également dans 1’organisation du fuseau de division en interagissant avec les
MAPs (pour « Microtubule Associated Proteins »).

L’activité du MPF disparait lors de la transition métaphase-anaphase par suite de
la destruction de la cycline B, et la division I de méiose s’acheve avec I’émission du
1¢" globule polaire. Des la fin de cette division, de nouvelles cyclines sont synthéti-
sées permettant a nouveau la formation d’un MPF actif induisant la seconde division
méiotique. Chez les Vertébrés, cette division se bloque en métaphase sous 1’action
du second facteur évoqué précédemment, le CSE.

b) Le facteur cytostatique (CSF)

II existe chez tous les Vertébrés. On considere qu’il est constitué par c-mos évoquée
précédemment et une protéine kinase cycline-dépendante (cdk2).

Le CSF a une activité de protéine kinase élevée. Son activité aboutit ici a bloquer
la seconde division de méiose en métaphase en empéchant, semble-t-il, la dégrada-
tion de la cycline du MPF.

Au moment de la fécondation, le CSF est dégradé par suite d’une libération de
Ca** intracellulaire (voir § 4.3.1). La cdk2 est inactivée par une protéine-kinase
calmoduline-dépendante (Cam-PKII) rendue active par la calmoduline, elle-méme
activée par ce flux de Ca**, et c-mos est dégradée par une enzyme protéolytique
Ca**-dépendante, la calpaine II. Le blocage de la métaphase II est levé et la seconde
division de méiose peut alors s’achever.

3.4.3 Réactivation des syntheéses a la maturation
a) Réactivation des synthéses de protéines

Les syntheses de protéines sont réactivées et augmentent continuellement pendant la
maturation, avec un maximum au moment de 1I’émission du premier globule polaire.
Elles se maintiennent a un niveau élevé pendant plusieurs heures. Les syntheses
surviennent méme dans un ovocyte d’ Amphibien énucléé s’il est soumis a I’action
de la progestérone. Les ARN-m qui codent pour ces protéines ont donc €té synthéti-
sés auparavant. Dans les conditions normales, les protéines néoformées pénetrent
dans les noyaux de I’ovocyte. Elles pénetrent également dans des noyaux de cellules
somatiques injectés expérimentalement dans des ovocytes mirs. Parmi ces protéines
se trouvent les constituants des facteurs de maturation : le MPF et le CSF.

Des observations analogues ont été faites sur I’ovocyte de souris.
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Un mécanisme d’activation de la traduction des ARN-m a la maturation semble
étre la polyadénylation : addition d’une chaine poly(A) en 3’, de 50 a 300 bases qui
précede le début de la traduction en protéines. Des exemples ont été étudiés chez les
Amphibiens comme chez les Mammiferes : par exemple polyadénylation de I’ ARN-
m de la protéine mos ou de celui de I'activateur du plasminogene, juste avant
I’expulsion du 1" globule polaire.

b) Activation et blocage du mécanisme de duplication de ’ADN

La maturation est accompagnée de 1’activation d’'une ADN polymérase cytoplasmi-
que qui pénetre dans le noyau. On le constate en injectant dans le cytoplasme de
I’ovocyte des noyaux provenant de cellules somatiques ; apres gonflement dii au
passage de protéines cytoplasmiques ovocytaires, ces noyaux incorporent de la
thymidine *H, entrent en division et s’arrétent en métaphase, sous I’action du CSF.

3.5 L’OVOGENESE CHEZ LA DROSOPHILE

Quelques mécanismes généraux qui président au développement d’un organisme
commencent a étre compris, grice a des connaissances acquises d’abord sur la
drosophile et généralisées ensuite a un bon nombre de Métazoaires. C’est pourquoi
des notions sur I’embryogenese de cet Insecte, qu’on peut considérer commencer
avec I’ovogenese, nous paraissent indispensables.

La drosophile est I’animal dont la génétique est la mieux connue. Toute anomalie
dans son organisation a pu étre reliée au dysfonctionnement de certains genes. On a
montré qu’un certain nombre de genes contrdlant la polarité de la larve et de 1’adulte
sont des génes maternels exprimés des I’ovogenese et dont les protéines qui les
traduisent se trouvent dans le cytoplasme de 1’ovocyte. L’étude de cette ovogenese
est nécessaire pour comprendre le réle des composants du cytoplasme de 1’ovocyte
dans I’organisation d’un animal.

3.5.1 Organisation de l'ovaire et des ovarioles

Les ovaires des Insectes sont composés d’ovarioles qui débouchent dans un oviducte
(fig. 3.12). Chaque ovariole est un tubule épithélial qui contient, dans sa partie
apicale, ou germarium, des ovogonies. Dans 1’ovariole, sont alignés des ovocytes
dont I’état de développement est d’autant plus avancé qu’on s’approche de
I’oviducte. Les ovocytes sont entourés de cellules folliculeuses. Dans certains types
d’ovaires, ils sont reliés par des ponts cytoplasmiques a des cellules nourricieres qui
appartiennent aussi a la lignée germinale. La zone de croissance des ovocytes cons-
titue le vitellarium.

Chez les Dipteres, par exemple la drosophile, les ovarioles sont dits méroisti-
ques car ils comprennent des cellules nourricieres, et polytrophiques car ces
cellules nourricieres accompagnent I’ovocyte dans le vitellarium au cours de sa
descente le long de I’ovariole. (fig. 3.12B).
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Le nombre des cellules nourricieres dépend du nombre de mitoses réalisées a
partir d’une ovogonie. Chez la drosophile, 4 divisions donnent un clone de 16
cellules reliées entre elles par des ponts cytoplasmiques, dont une seule se différen-
cie en ovocyte I et les 15 autres en cellules nourricieres. 4 d’entre elles sont directe-
ment reliées a I’ovocyte par 1 pont cytoplasmique.

Certains ovarioles méroistiques ont des cellules nourricieres qui restent proches du
germarium. Ces ovaires sont dits méroistiques télotrophiques ou acrotrophiques (cas
des Hémipteres et de nombreux Coléopteres).

Les ovarioles sans cellules nourricieres, c’est-a-dire pour lesquelles les ovocytes
accumuleront des réserves a partir de substances provenant de I’hémolymphe apres transit
ou non par les cellules folliculeuses, sont appelés panoistiques (cas des Odonates ou des
Orthopteres par exemple).

3.5.2 Les syntheses d’ARN

Les ovocytes de drosophile n’ont pas de chromosomes en écouvillon et ne synthéti-
sent pas activement d’ ARN. Les noyaux ont doublé leur ADN et restent en prophase
de division I de méiose. Les ARN sont transcrits dans les cellules nourricieres et
transportés dans le cytoplasme de 1’ovocyte par les ponts cytoplasmiques.

Les synthéses d’ARN sont montrées en faisant incorporer de 1’uridine *H dans
les ovaires et en observant les sites d’incorporation par histo-autoradiographie.
Les ARN marqués se retrouvent dans les cellules nourricieres. Quelques heures
apres I’incorporation, on observe le passage progressif des ARN marqués dans
I’ovocyte, au niveau des ponts cytoplasmiques. Ces transferts peuvent se solder
par une distribution des ARN suivant des gradients de concentration dans le cyto-
plasme de I’ovocyte.

L’ovogenese est de courte durée, 12 jours. Des syntheses actives d”’ARN sont
facilitées par le fait que les cellules nourricieres deviennent polytenes par endopo-
lyploidie, en multipliant par 500 leur lot diploide de chromosomes, sans division
cellulaire.

Comme chez les Amphibiens, les ARN-m et les ribosomes ne s’associent pas en
polyribosomes dans 1’ovocyte.

Le temps nécessaire aux syntheéses d’ARN est beaucoup plus long chez les
especes a ovaires panoistiques ot seuls des chromosomes en écouvillon de 1’ovocyte
assurent la transcription. Elle est de 100 jours environ chez le criquet.

3.5.3 La vitellogenese

En fin de croissance, I’ovocyte accumule des protéines de réserve qui sont en majo-
rité synthétisées hors de 1’ovaire, dans le corps gras'. Cette synthése et ce transfert
dans I’ovocyte, en passant par les cellules folliculeuses, sont sous contrdle hormo-
nal. Le vitellus contient aussi des réserves lipidiques et glycogéniques.

1. Corps gras : tissu de réserve des Insectes, riche en lipides.
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3.5.4 L’établissement de la polarité de 'ovocyte
et son controle par des genes régulateurs

a) Mise en place des axes céphalo-caudal
et dorso-ventral de 'embryon et de I'adulte

Les polarités établies dans I’ovocyte sont a la base des axes de I’embryon et de
P’adulte. Ces polarités s’établissent au cours de I’ovogencse : elles résultent de
I’activité de plusieurs genes qui s’expriment dans I’ovocyte, dans les cellules nourri-
cieres ou dans les cellules folliculeuses.

Les études des mutants ont permis d’identifier de nombreux transcrits et de préci-
ser leur role. Chaque mutation a donné son nom au gene, a I’ARN-m et a la protéine
régulatrice correspondants.

Parmi les ARN-m maternels transportés des cellules nourricicres vers I’ovocyte et
qui sont essentiels dans 1’établissement des polarités, nous retiendrons les transcrits
bicoid localisé€s antérieurement, nanos dans la région postérieure ainsi qu’ hunchback
et caudal uniformément répartis dans le cytoplasme de I’ovocyte mais dont la traduc-
tion sera modulée en relation avec les polarités au cours du développement (voir
§ 11.2.1). La protéine Dorsal, facteur régulateur de ventralisation est la traduction,
apres la fécondation, de I’ARN-m dorsal provenant des cellules nourricieres. Elle se
trouve répartie dans la totalité du cytoplasme et s’y maintient dans un premier temps
par sa combinaison avec Cactus (voir fig. 3.13 et encart 3.4).

Beaucoup de ces ARN-m codent pour des facteurs de transcription. Ces protéines
sont traduites des la fécondation et pénetrent dans le noyau du zygote, puis dans les
noyaux de division. Certaines d’entre elles peuvent se lier a I’ADN par une séquence
tres conservée au cours de 1’évolution, ’homéodomaine, au voisinage des génes
qu’elles contrdlent en les activant ou en les inhibant. On retrouve ces caractéristi-
ques dans d’autres protéines qui seront étudiées plus loin (voir chap. 11).

b) Le géne bicoid' et I'établissement du pole céphalique
(fig. 3.12C et fig. 11.2)

Des larves d’animaux atteints d’une mutation appelée bicoid, 1étale a 1’état homo-
zygote, ne développent ni téte ni thorax, mais deux abdomens affrontés. Partant de
cette mutation, le geéne déficient a été identifi€ et appelé gene bicoid (Niisslein-
Volhard? et coll., 1988-1989). Chez les formes sauvages, le géne est transcrit dans
les cellules nourricieres et I’ ARN-m bicoid migre dans 1’ovocyte ot il se localise au
pole céphalique. Cet ARN-m est traduit, juste apres la fécondation, en protéine
Bicoid qui se répartit selon un gradient décroissant antéro-postérieur sur les deux
tiers du cytoplasme. Injecté au pdle antérieur d’un ovocyte de mutant bicoid, ce
transcrit restaure la capacité de différencier les structures de la téte et du thorax. A
I’inverse, la ponction de cytoplasme dans la région céphalique de 1’ovocyte normal

1. Il n’existe pas de tréma sur le i dans la terminologie anglo-saxonne.
2. Un prix Nobel a été attribué en 1995 a cet auteur et a son collegue E. Wieschaus pour leurs
travaux sur I’ensemble des génes de polarité de la drosophile.
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Figure 3.12 - Ovaire d’Insecte.

A : Représentation générale de I'appareil génital femelle. B : Ovariole de type
méroistique polytrophique (Ex. : drosophile). Noter I'existence des ponts cyto-
plasmiques entre les cellules nourriciéres et 'ovocyte. C: Ovocyte proche de la
ponte : a : accumulation des ARN-m bicoid issus des cellules nourriciéres au pole
antérieur de I'ovocyte. b : accumulation des ARN-m nanos au pole postérieur,
c : cellules folliculeuses synthétisant la protéine Torso-like.

réduit les formations de téte et de thorax. La protéine Bicoid est responsable de
I’inhibition de la traduction de I’ ARN-m caudal et active dans le noyau zygotique la
transcription du geéne hunchback (tableau 11.1).

c) Le géne nanos et 'établissement du pole postérieur
(fig. 3.12 et fig. 11.3)

La polarité postérieure s’établit de facon plus complexe. On connait en effet 7 génes
a effet maternel, c’est-a-dire transcrits des I’ovocyte, dont la défection peut &tre
responsable de I’absence d’abdomen.

Le centre organisateur du développement de 1’abdomen est localisé dans le cyto-
plasme postérieur de I’ovocyte : si du cytoplasme de cette région est prélevé dans un
ovocyte normal et injecté dans la région postérieure d’un embryon défectueux, il
peut rétablir un développement normal.
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L’ARN-m nanos synthétisé dans les cellules nourricieres est finalement trans-
porté au pole postérieur de I’ovocyte. Il est traduit juste apres la fécondation en
protéine Nanos, régulatrice d’un développement normal, qui se répartit suivant un
gradient décroissant du pole postérieur vers la région antérieure de 1’ovocyte. La
protéine Nanos, a la différence de Bicoid, n’est pas un facteur de transcription et
joue un role de répresseur pour la traduction des ARN-m hunchback. Son rdle dans
I’ organisation de I’embryon sera examiné dans le chapitre 11.

La double expression régionalisée des genes a effet maternel, bicoid et nanos,
entraine la distribution de Hunchback selon un gradient antéro-postérieur. Concen-
tré dans la région antérieure, ce facteur de transcription y réprime les génes spécifi-
ques de la région abdominale.

d) Rble du cytosquelette de I'ovocyte

II conditionne la migration et la localisation des ARN-m bicoid en position céphali-
que et nanos en position caudale.

Les ARN-m bicoid sont redistribués dans la région antérieure de I’ovocyte par suite
de leur liaison par leur région 3’-UTR avec la dynéine, moteur moléculaire se dépla-
cant vers les extrémités (—) des microtubules localisées du c6té antérieur de 1’ovocyte.
Les transcrits nanos sont quant a eux concentrés dans la région postérieure par suite de
leur liaison avec la protéine Oskar dont la localisation dans cette région est due au fait
que les ARN-m oskar; en étant liés a la kinésine I qui se déplace vers les extrémités (+)
des microtubules, se retrouvent concentrés dans la région postérieure.

Le réarrangement du cytosquelette conduisant a ce que les extrémités (-) et (+) des
microtubules soient respectivement orientées vers les pdles antérieur et postérieur de
I’ovocyte est le résultat d’un échange complexe de messages entre I’ovocyte et les
cellules folliculeuses. Au début de I’ovogenese, le noyau de I’ovocyte est en position
postérieure, proche de la membrane plasmique. Des transcrits du géne gurken puis son
produit sont concentrés entre le noyau et la membrane. La protéine Gurken, analogue a un
facteur de croissance, est sécrétée localement vers les cellules folliculeuses les plus
proches. Celles-ci ayant des récepteurs a cette protéine codés par le gene forpedo sont
activées et induisent en retour, par une série d’étapes qu’on n’examinera pas ici, la
réorganisation du cytosquelette de 1’ovocyte. Cette réorganisation permet, outre la
redistribution des transcrits bicoid et nanos, la migration du noyau de 1’ovocyte vers une
position antéro-dorsale (fig. 3.13A, B). Quand le noyau a gagné cette position, de
nouveau des transcrits et produits du géne gurken s’accumulent entre noyau et membrane
plasmique. La protéine Gurken, sécrétée par I’ovocyte, se lie aux récepteurs des cellules
folliculeuses proches, ce qui provoque une différenciation dorsale de ces dernieres.

e) Polarité dorso-ventrale et centres organisateurs terminaux

IIs résultent des relations entre I’ovocyte et les cellules folliculeuses pendant
I’ovogenese (fig. 3.13).

Certains genes de I’ovocyte codent pour des signaux qui sont émis vers les cellules
folliculeuses. Le noyau de I’ovocyte est excentré et est proche de la future paroi
membranaire dorsale. Les signaux émis sont peu diffusibles, et atteignent d’abord les
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Figure 3.13 - Acquisition de la polarité dorso-ventrale chez la drosophile.

A : Migration du noyau de I'ovocyte du pole postérieur vers la future région
antéro-dorsale.

B : La protéine Gurken est synthétisée dans la région dorsale, ou les ARN-m se
sont accumulés; elle est sécrétée vers les cellules folliculeuses dorsales, elle ne
parvient pas aux cellules folliculeuses ventrales, plus éloignées. N : noyau.

C: Lorsque le récepteur membranaire Torpedo des cellules folliculeuses est
activé par Gurken, il s’élabore un signal d’inhibition de la synthése des protéi-
nes ventralisantes telle Pipe.

D : Les cellules folliculeuses ventrales n’ayant pas recu le signal Gurken, synthé-
tisent la protéine Pipe. Cette protéine participe a l'activation de Nudel, ce qui
déclenche une cascade de réactions enzymatiques activant au final une protéine
Spatzle. Celle-ci se lie a un récepteur Toll exprimé a la surface membranaire des
cellules du blastoderme. Lactivation de Toll provoque une suite de réactions
aboutissant a la dissociation du complexe Dorsal/Cactus et a la dégradation de
la protéine Cactus. La protéine régulatrice Dorsal pourra alors pénétrer dans les
noyaux des cellules ventrales du blastoderme et y induire des programmes de
différenciation ventrale : mésoderme, etc.

cellules folliculeuses jouxtant cette paroi. Ces signaux sont constitués par diverses
protéines dont le produit du gene gurken. Ce dernier en se liant au récepteur Torpedo
des cellules folliculeuses y entraine I’inhibition de la synthese de la protéine Pipe. En
revanche, ce signal n’atteint pas les cellules folliculeuses qui sont éloignées du noyau
de I’ovocyte et qui peuvent ainsi synthétiser cette protéine. Il en résulte des différences
entre 1’activité des cellules folliculeuses dorsales et ventrales qui sécréteront donc,
vers I’ovocyte, des protéines distinctes (voir encart 3.4).

II existe aussi deux autres centres organisateurs dans les cellules folliculeuses des
extrémités du follicule ovarien (fig. 3.12C) qui dirigent I’organisation de I’acron et
du telson de la drosophile, régions de I’embryon se situant respectivement en avant
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et en arriere de la zone métamérisée (fig. 7.2H). La mutation d’un méme gene clg, le
gene maternel forso codant pour un récepteur membranaire, empéche la différencia-
tion de ces deux extrémités.

Dans les conditions normales, I’ ARN-m forso est traduit apres la fécondation en
une protéine Torso présente dans toute la membrane ovocytaire, sous forme inactive.
Elle n’est activée que par une protéine synthétisée et sécrétée par les cellules follicu-
leuses situées aux extrémités apicales du follicule, la protéine Torso-like. La
protéine Torso est un récepteur membranaire tyrosine-kinase dont I’activation aux
extrémités de 1’ovocyte déclenche I'inactivation de Groucho, protéine réprimant
I’expression des geénes de différenciation des régions terminales dans 1’ceuf. La
différenciation de 1’acron dépend de I’activation de Torso et de la présence de
Bicoid, celle du telson dépend de la seule activation de Torso.

\@CART 3.4 Interactions moléculaires déterminant
la ventralisation

Dans les cellules folliculeuses de la région ventrale qui n’ont pas recu le signal
Gurken, la synthése de la protéine Pipe est rendue possible. Au stade du blasto-
derme cellularisé (voir § 7.1), les cellules embryonnaires ventrales expriment
nudel dont le produit sera activé selon un mécanisme encore incertain par la
protéine Pipe sécrétée par les cellules folliculeuses voisines. Nudel activé initie
'activation en cascade de trois sérine protéases sécrétées par I'embryon dans
'espace périvitellin. Cette série de réactions enzymatiques étroitement localisée
dans la région ventrale aboutit au clivage d’une protéine Spatzle qui se lie a un
récepteur Toll exprimé au niveau des membranes plasmiques des cellules
embryonnaires. Lactivation de Toll entraine celle des protéines Pelle et Tube. Cette
derniére, en phosphorylant Cactus, provoque sa dégradation et par la-méme la
libération de la protéine Dorsal avec laquelle Cactus formait un complexe.

Cette protéine Dorsal, produit d’ARN-m ayant pour origine les cellules nourricié-
res, passe dans les noyaux des cellules ventrales du blastoderme (voir § 11.2.2)
et se distribue selon un gradient de localisations nucléaires décroissant ventro-
dorsalement.

3.6 RESULTAT DE L’OVOGENESE :
COMPLEXITE DE LA CELLULE CEUF

L’ ceuf vierge ne peut étre considéré comme une cellule indifférenciée banale. 1l a
emmagasiné, avec une organisation spatiale précise, des ARN stables et certaines
protéines qui conditionneront le début du développement embryonnaire (voir 3°
partie). Cette régle est particulicrement bien illustrée chez la drosophile (voir les
données précédentes) ; elle semble universelle, comme le montrent de nombreux
travaux portant sur des especes appartenant a des taxons autres que celui des Insectes.

3.6.1 Structure de I’ceuf

Une description de la structure des ceufs d’ Amphibien, d’Oiseau et de Mammifere
est donnée dans la 2° partie (chap. 8 a 10) relative a I’Embryologie descriptive.
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De fagon générale, I’ceuf est une cellule polarisée. Chez les Amphibiens, cette
polarité s’acquiert tres tot ; la polarité animale-végétative s’établit dans les ovogo-
nies du xénope lorsque se constitue le nuage mitochondrial, ou corps de Balbiani,
élément du plasme germinatif (voir § 17.1.2a). Des ARN-m stables y sont déja
présents, comme ceux qui codent pour le facteur de transcription VegT (voir § 12.5.5).
Ce nuage se localise d’abord au voisinage du noyau, et I’axe qui passe par le noyau
et ce nuage constitue 1’axe animal-végétatif. Plus tard, la répartition des plaquettes
vitellines obéit a cette polarité, avec un gradient de répartition croissant suivant un
axe pdle animal — pdle végétatif. Il en résulte une position du noyau plus ou moins
excentrée vers le pdle animal ot il est entouré d’un cytoplasme plus pauvre en réser-
ves vitellines, mais plus riche en ribonucléoprotéines.

Sous la membrane plasmique se trouve une fine couche de cytoplasme visqueux,
le cortex, riche en éléments cytosquelettiques, en particulier en microfilaments
d’actine, et dépourvu de réserves vitellines. Chez de nombreuses especes (certains
Mollusques, Echinodermes, Amphibiens Anoures, quelques Mammiferes, etc.) il
existe dans le cortex des vésicules de 1 a 2 mm de diametre, les granules corticaux.
Provenant de I’appareil de Golgi, ces vésicules contiennent des enzymes protéolyti-
ques, diverses glycoprotéines, des mucopolysaccharides (fig. 4.5). Lors de la fécon-
dation, leur contenu est déversé dans 1’espace périovocytaire, ce qui jouera un role
important dans la protection contre la polyspermie (voir § 4.3.2).

Lors de la ponte ovulaire, I’ovule est une cellule qui est pourvue de protections
particulieres désignées sous les termes de membranes ou enveloppes primaires.
Celles-ci, constituées dans 1’environnement ovarien, correspondent, selon les especes,
a la membrane vitelline ou a la zone pellucide. Chez les especes ovipares, durant son
transit dans les voies génitales femelles précédant sa ponte dans le milieu extérieur,
I’ceuf fécondé ou non s’entoure de dépdts qui formeront les enveloppes secondaires
(albumine, membrane coquilliere et coquille chez les Sauropsidés, gangue muqueuse
chez les Echinodermes et les Amphibiens). Quoique d’une origine différente, on assi-
mile la corona radiata des Mammiferes a une enveloppe secondaire.

3.6.2 Existence des localisations cytoplasmiques
particuliéeres dans I'ceuf

De facon générale, dans de nombreuses especes d’Invertébrés, notamment celles
regroupées dans 1’ensemble des Spiralia (Annélides, certains Mollusques....), les
Nématodes ou encore certains Urocordés telles les Ascidies, la destinée des cellules
au cours de la segmentation est trés précise (voir § 12.2.2). Cette rigueur peut
s’expliquer par des distributions différentielles dans le cytoplasme ovulaire, de
molécules (ARN-m, protéines...) désignées sous le terme de déterminants cyto-
plasmiques (voir § 3.3.1f et 12.2.1) qui, localisées dans quelques blastomeres lors
de la segmentation, conférent a ceux-ci des caractéristiques et un devenir spécifi-
ques. L’importance des localisations cytoplasmiques en relation avec les activités
nucléaires est étudiée au chapitre 12. Il semble que I’édifice moléculaire constitué
par ces localisations est d’autant plus rigoureux que I’ceuf fécondé aura a se déve-
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lopper tres vite en une larve pouvant mener une vie autonome. Les Mammiferes,
protégés pendant toute I’embryogenese, ne montrent pas dans leurs ovocytes de
caracteres d’organisation aussi stricts.

Parmi les divers déterminants cytoplasmiques ovocytaires, on peut mentionner
ceux qui, en se retrouvant seulement dans quelques blastomeres, amenent ces
derniers a étre a 1’origine des cellules germinales primordiales (voir § 17.1.2). La
mise en place de la lignée germinale, par suite d’une localisation précoce de déter-
minants cytoplasmiques spécifiques dans certaines cellules, a été particulierement
bien étudiée chez certaines especes d’ Amphibiens Anoures (plasme germinatif),
d’Insectes (plasme polaire chez la drosophile) et de Nématodes (granules P chez
Caenorhabditis elegans).

3.6.3 Effets maternels sur le développement

Les effets maternels sur le développement sont une conséquence de cette organi-
sation de I’ceuf avant la fécondation : le début du développement dépend toujours,
pour une période plus ou moins longue, de la traduction de génes maternels. Un
caractére mutant apporté par la mere pourra ne pas étre compensé par le géne pater-
nel. C’est le cas de plusieurs mutations comme bicoid de la Drosophile, par exemple
(voir § 3.5.4b).

La traduction en protéines des ARN transcrits par les génes maternels est étudiée
pendant la segmentation (voir chap. 12). L’importance, pour la suite du développe-
ment, du matériel dépos€ dans le cytoplasme ovocytaire et synthétisé par la mere
seule a été mise en évidence chez la drosophile (voir § 3.5.4). Nous compléterons
par un autre exemple : la dominance du caractere maternel dans I’enroulement d’une
coquille de Gastéropode.

Chez les Gastéropodes, la direction d’enroulement des spires de la coquille est soit
dextrogyre (enroulement vers la droite), soit senestrogyre (enroulement vers la gauche).
Ce caractere est controlé par une seule paire de genes; le gene dextre « D » est
dominant sur son allele senestre « d ». Pour un individu donné, le sens de 1’enroulement
est déterminé par le génotype de la mere et non de I’embryon. Les meres « D x D », « D
x d », auront une descendance entierement dextre, les meres « d x d » auront une
descendance senestre, quel que soit I'allele apporté par les spermatozoides qui
fécondent ces ceufs. Les facteurs déterminant le sens de I’enroulement se trouvent en
effet dans le cytoplasme de ’ovocyte avant la fécondation et sont 1’expression du
génotype de 1’ovaire dans lequel I’ovocyte se développe. Ce n’est qu’a la génération
suivante que I’influence paternelle pourra étre éventuellement observée selon la nature
de I’allele apporté par le spermatozoide. En effet, cet allele est un élément du génome
du nouvel individu et participe aux syntheéses des ovogeneses d’ ol sortiront les ceufs de
la génération suivante.

On peut d’ailleurs modifier le sens de 1’enroulement d’embryons : si du cytoplasme
ovocytaire, provenant d’ovocytes de femelle «D x d» ou «D x D» est injecté dans les
ovocytes de femelle «d x d», le sens de I’enroulement des embryons sera dextrogyre.
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Résumé w

L’ovogenese, ou production de gametes femelles, présente des caractéristiques
communes a toutes les especes. Les ovules sont plus volumineux que les sper-
matozoides, avec un cytoplasme contenant des molécules informatrices et des
réserves. Cet ensemble ne se divise pas durant la méiose mais se retrouve intact
par le jeu d’une répartition inégale du cytoplasme entre ovocyte II et premier
globule polaire puis entre 1’ovotide et le second globule polaire. Les informa-
tions accumulées sous la forme d’ARN a durée de vie longue présentent une
stabilité qu’on ne retrouve pas dans les cellules somatiques.

La production d’ovules par une espece est d’autant plus élevée que les probabi-
lités pour chaque ovule d’étre fécondé€ et, pour chaque ceuf, de se développer
jusqu’a son terme sont faibles. C’est le cas des especes parasites ou des especes
a fécondation externe qui sont, pour la majorité, aquatiques. A 1’inverse, chez
les especes a fécondation interne (Mammiferes, Insectes...) et plus encore chez
les especes ou I’embryon se développe dans 1’organisme maternel (Mammife-
res vivipares) ou dans un ceuf a réserves abondantes incubé dans un milieu
protégé (Oiseaux), les chances d’un développement complet sont élevées, la
production en gametes femelles est beaucoup plus faible.

L’ovogenese peut étre considérée comme la premicre étape du développement
embryonnaire dans la mesure ou, dans le cytoplasme ovocytaire, I’accumula-
tion et la distribution d’informations sous forme d’ARN stables et de diverses
protéines régulatrices conditionnent le plan d’organisation et le déroulement du
développement de I’embryon telles que Dishevelled, VegT, Vgl, etc. L’ hétéro-
généité du cytoplasme ovocytaire est un élément clef pour que s’amorce plus
tard une rapide diversification cellulaire. L’accumulation en plus ou moins
grandes quantités de réserves vitellines permet une plus ou moins grande auto-
nomie de développement.

Les ovocytes ne se développent qu’en association étroite avec des cellules
somatiques qui les entourent et forment avec celles-ci des follicules. Chez les
Vertébrés, ces ensembles posseédent une activité endocrine.

Le gamete femelle pondu par I’ovaire et prét a étre fécondé peut, selon les
taxons, €tre un ovocyte I (Annélides, Insectes), un ovocyte II bloqué en méta-
phase de division II de méiose (Vertébrés) ou un ovotide (Echinodermes). On
lui donne I’appellation générale d’ovule, cette définition ne prenant pas en
compte le stade de I’ovogenese dans lequel se trouve cette cellule.

J
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3.1 Qu’est-ce qu’un ovule ?
3.2 Dans quels taxons de Vertébrés peut-on observer des ovaires de type creux ?
3.3 A quel stade de I’ovogenése le gaméte femelle se trouve-il chez les Vertébrés ?

3.4 Dans I’espece humaine, a quelle période la multiplication ovogoniale s’effec-
tue-t-elle ?

3.5 Définissez le phénomene d’atrésie

3.6 A quoi la vitellogenése correspond-elle et I’observe-t-on chez toutes les especes ?
3.7 A quelle origine hormonale peut-on rattacher la maturation des follicules ?
3.8 Quelle est I’origine du corps jaune et quelle est sa fonction ?

3.9 A quoi la décharge ovulante correspond-elle ?

3.10 Quels sont les types de substances produits par les cellules folliculeuses ?

3.11 A quoi I'amplification nucléolaire observée chez les Amphibiens correspond-
elle ?

Réponses page 381



© Dunod - La photocopie non autorisée est un délit.

FECONDATION

4.1 Rencontre de I'ovule et des spermatozoides

4.2 Reconnaissance et adhérence des gameétes

4.3 Réactions membranaires de I'ceuf

4.4 Rétablissement de la diploidie par fusion des pronuclei

4.5 Conséquences de la fécondation du point de vue structural
et métabolique

4.6 La parthénogenese

PLAN

La fécondation est le résultat de la fusion d’un spermatozoide et d’un ovule suivie de
la fusion des noyaux de ces deux gametes ou amphimixie. Il se forme ainsi un ceuf
fécond€ ou zygote. Outre les processus conduisant successivement a la rencontre,
1’adhérence spécifique puis la fusion des gametes, deux autres aspects peuvent étre
distingués lors de la fécondation, I’activation de 1’ovule et le rétablissement de la
ploidie caractéristique de I’espece.

L activation du gamete femelle le fait ou bien sortir d’une inertie physiologique ou
il était entré apres la maturation, comme c’est le cas chez les Oursins, ou bien ampli-
fier les syntheses qui avaient débuté a la maturation, comme chez les Amphibiens.

L’amphimixie confere a la fécondation sa dimension génétique par le rétablisse-
ment de la diploidie. En effet, dans les conditions normales, quelle que soit la nature
de I’ovule, la fusion ne se fait qu’entre pronuclei male et femelle haploides, c’est-a-
dire seulement apres I’achevement de la méiose pour le gamete femelle. C’est lors
de ce processus que la détermination génétique du sexe est établie.

La majorité des travaux qui ont permis de comprendre la fécondation chez les
animaux ont porté sur les Oursins ou les Amphibiens dont on peut se procurer les
produits génitaux en abondance. Nous choisirons la plupart de nos exemples dans
ces groupes et apporterons également les précisions propres aux Mammiferes.

4.1 RENCONTRE DE L’OVULE ET DES SPERMATOZOIDES

Chez la plupart des animaux aquatiques, il n’existe pas de fécondation interne. Si des
rapprochements et des accouplements se produisent entre méle et femelle chez certai-
nes especes, par exemple chez des Amphibiens, ceux-ci sont rares voire inexistants
dans la majorité des cas. Malgré la nature du milieu créant un facteur de dilution
néfaste a la fécondation, les rencontres entre gametes sont néanmoins favorisées par
différents moyens. Outre la production d’un grand nombre de gametes, on constate
une synchronisation de I’activité gamétogénétique entre les deux sexes dépendant de
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facteurs environnementaux (saisons, cycles lunaires, etc.) et se soldant par I’émission
simultanée des produits génitaux. Généralement, les pontes déclenchent aussitdt chez
les males, I’émission de spermatozoides, comme chez les Annélides Polychetes. Ces
facteurs déterminent aussi parfois des comportements de rassemblement des deux
sexes en des milieux restreints, ce qui accroit les probabilités de rencontre des game-
tes. Chez les animaux terrestres (dont les Mammiferes), la fécondation est interne et la
maturation des ovules est contemporaine ou proche de I’insémination des spermato-
zoides. Cette simultanéité dans 1’émission des gametes est d’autant plus importante
que la durée de vie des cellules sexuelles émises est courte : chez I’Oursin, quelques
minutes pour les spermatozoides en concentration diluée, quelques heures pour les
ovules; chez I’homme les spermatozoides restent fertiles 2 jours, les ovules 24 heures.

4.1.1 Mécanismes de rencontre chez 'oursin,
un animal a fécondation externe

Lillie (1919) a montré que les spermatozoides d’oursin en suspension dans I’eau de
mer s’agglutinaient a la périphérie des ceufs mirs entourés de leur gangue et que
cette attraction ne fonctionnait qu’entre gametes de la méme espece (phénomene
appel€ alors réaction fertilisine-antifertilisine). Plus récemment, il a ét€¢ montré que
les spermatozoides acquierent d’abord leur mobilité au sortir de la gonade a la suite
d’une modification de leur pH au contact de I’eau de mer, qui passe de 7,2 environ a
7,6, ce qui active I’ ATPase de la dynéine (voir § 2.4.2a) ; I’orientation chimiotacti-
que des mouvements des spermatozoides est ensuite déterminée par un oligopeptide
de 14 acides aminés, le resact (Ward et coll., 1985) qui a été€ identifié dans la gangue
ovulaire de I’ceuf mir de 1’oursin Arbacia punctulata. 11 diffuse dans 1’eau de mer.
Les spermatozoides en sa présence changent leurs déplacements désordonnés contre
un déplacement rectiligne suivant son gradient de concentration croissante, resact
qu’ils reconnaissent spécifiquement grace a des récepteurs membranaires, de telle
sorte qu’ils rencontrent 1’ceuf. Ces récepteurs ont une activité guanylate-cyclase.
Liés au resact, ils sont activés et le cGMP formé ouvre les canaux Ca*t. Le Cat*
active la motilité du spermatozoide en activant également les ATPases mitochondria-
les et la dynéine. La fonction du resact est donc double.

Ce type d’attraction par chimiotaxie a été décrit pour de nombreuses especes
d’Invertébrés aquatiques a fécondation externe. En particulier, chez les Oursins, plus
de 70 peptides agissant comme des médiateurs chimiques stimulant 1’activité des
spermatozoides ont été isolés a partir de différentes especes.

4.1.2 Mécanismes de rencontre chez un Mammifeére,
un animal a fécondation interne

Différents facteurs interviennent. L’activité des spermatozoides est stimulée par le
contenu du liquide séminal (a pH alcalin). Le milieu a pH acide des voies génitales
femelles (vagin) est défavorable a leur survie. C’est juste avant I’ovulation que les
spermatozoides franchissent le col de I’utérus, dans les conditions les plus favora-
bles : le pH est alors alcalin. On a aussi montré récemment que les spermatozoides
sont sensibles a un gradient de température dans les voies génitales femelles. La
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texture du mucus sécrété par le col de I'utérus (glaire cervicale) acquiert une confi-
guration plus favorable au passage des spermatozoides pendant la courte période ou
I’ovule est fécondable. Sur quelques centaines de millions de spermatozoides émis,
quelques millions seulement franchissent cette barriere. Leur progression vers les
trompes utérines se fait par leurs mouvements flagellaires propres, combinés aux
mouvements ciliaires et aux contractions de la paroi de 1’utérus. Quelques centai-
nes arrivent jusqu’a I’ovocyte. Les cellules de la corona radiata enrobées de glyco-
protéines forment des expansions autour de I’ovocyte qui captent les spermatozoides
et, par rétraction, les amenent a proximité de la zone pellucide.

Les ovocytes et les cellules du cumulus oophorus sécretent des molécules qui atti-
rent les spermatozoides. Si ces sécrétions sont prélevées (a partir d’ovocytes destinés a
des fécondations in vitro) et microinjectées dans une suspension de spermatozoides
humains ayant subi la capacitation (voir § 2.4.2¢), elles provoquent des mouvements
orientés de ceux-ci. Ne sont efficaces que les sécrétions provenant des follicules
contenant des ceufs fécondables (Sun et coll., 2005).

4.2 RECONNAISSANCE ET ADHERENCE DES GAMETES

Le spermatozoide arrive au contact de la membrane plasmique ovulaire grace a la
libération des enzymes hydrolytiques qui s’effectue lors de la réaction acrosomique,
ce qui lui permet de digérer et de traverser les enveloppes entourant I’ovule. De
profondes analogies ont été observées dans les diverses étapes de la fécondation
décrites chez plusieurs especes de Vertébrés et d’Invertébrés. On se limitera aux cas
des Oursins et des Mammiferes.

4.2.1 Adhérence des gametes chez un Invertébreé :
Poursin (fig. 4.1)

La réaction acrosomique se produit en présence de la gangue d’un ceuf de la
méme espece. La partie apicale de la membrane plasmique du spermatozoide
fusionne avec la membrane externe de la vésicule acrosomique et 1’acrosome
s’ouvre ; cette réaction est consécutive a un influx de Ca**. Dans le méme temps, un
échange d’ions avec le milieu extérieur, un influx de Na* compensant un efflux de
H*, provoque une élévation du pH intracellulaire.

La téte spermatique de 1’oursin possede, entre I’acrosome et le noyau, du matériel
post-acrosomique constitué par de 1’actine sous forme globulaire. Celle-ci se poly-
mérise alors, ce qui entraine la formation d’un tubule acrosomique dont I’axe est
constitu€ par des microfilaments d’actine.

Les enzymes contenues dans 1’acrosome sont libérées et permettent au tubule
acrosomique de traverser par digestion la gangue gélatineuse et d’atteindre la
membrane vitelline.

Lors du contact entre le tubule acrosomique et la membrane fibreuse vitelline se
produit un phénomene de reconnaissance et d’adhérence spécifiques : au cours de
I’extrusion, la membrane acrosomique expose sur sa face interne des molécules
d’une protéine de 30,5 kDa, la bindine qui est caractéristique de I’espece et qui est
reconnue par des récepteurs glycoprotéiques de 350 kDa (EBR1) portés par la
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Figure 4.1 - Schéma récapitulatif des étapes de la pénétration
du spermatozoide pendant la fécondation chez I'oursin.

A : Région acrosomique du spermatozoide. B : Uacrosome s’ouvre au contact de
la gangue. C et D : lactine du matériel post-acrosomique se polymérise et le
tubule acrosomique se développe. C: Les enzymes de I'acrosome digérent la
gangue; des molécules de bindine portées par la membrane acrosomique interne
se lient a des récepteurs de la membrane vitelline. D : La membrane vitelline est
a son tour digérée; le tubule acrosomique entre en contact avec la membrane
plasmique de Povule. E: Les membranes du spermatozoide et de I'ovule ont
fusionné (Fu). Un cone de fécondation est en cours de formation. Acr : acrosome,
Act : actine. Ce : centriole, G : gangue, N : noyau, MV : membrane vitelline, M PI :
membrane plasmique, Ov : ovule, TA. : tubule acrosomique.

membrane vitelline. Ceux-ci sont regroupés en complexes de quelques centaines de
molécules, concentration nécessaire pour lier le spermatozoide a 1’ovocyte. La
liaison qui s’établit assure I’adhérence entre les deux gametes, méile et femelle.

4.2.2 Adhérence des gametes chez les Mammiferes (fig. 4.2)

La pénétration des spermatozoides a travers la barriere cellulaire de la corona radiata
est facilitée par la dissociation partielle du ciment intercellulaire sous 1’action
d’enzymes sécrétées par les parois de I’ampoule de 1’oviducte. La capacitation des
spermatozoides est un préalable indispensable aux processus de reconnaissance et
de fixation comme il a été montré au chap. 2. A la différence de ce qui a été décrit
chez 1I’oursin, les spermatozoides parviennent a la zone pellucide, qui joue un rdle
analogue a celui de I’enveloppe vitelline des Invertébrés, sans avoir subi la réaction
acrosomique. Celle-ci se produira, suite a la fixation.

a) Adhérence du spermatozoide a la zone pellucide
Chez les Mammiferes, la fixation a la zone pellucide se réalise en deux étapes entre
lesquelles se produit la réaction acrosomique.

Chez la souris, une liaison faible s’établit d’abord entre une protéine membra-
naire spermatique de 250kDa et une protéine sécrétée par la paroi de 1’oviducte et
enrobant la zone pellucide (Rohefer et Shur, 2004). Une seconde protéine de la
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Figure 4.2 - Réaction acrosomique au cours
de la fécondation chez un Mammifere.

A : Le spermatozoide entre en contact avec la zone pellucide et se lie a la protéine
ZP3 par divers récepteurs R ZP3. B : Les récepteurs spermatiques s’agrégent; la
membrane externe de I'acrosome et la membrane plasmique fusionnent et des
pores se forment d’ou s’échappent les enzymes de I'acrosome. C : La téte sperma-
tique pénétre dans la zone pellucide, digérée localement par I'acrosine fixée sur la
paroi interne de I'acrosome. Ac. : acrosine, Ny. : noyau spermatique, Ov. : ovocyte,
P. : pores de 'acrosome. VA. : vésicule acrosomique, ZP : zone pellucide.

membrane spermatique (SED1) se lie alors au complexe glycoprotéique de la zone
pellucide, liaison qui n’est possible qu’avec des ovocytes non fécondés. Trois cons-
tituants glycoprotéiques majeurs formant ce complexe ont été identifiés. Deux
glycoprotéines, ZP2 et ZP3, forment des chaines hétérodimériques a séquence
répétée reliées entre elles par une troisieme glycoprotéine ZP1. La fixation spécifi-
que du spermatozoide s’effectue au niveau de ZP3. Des galactosyltransférases de
60kD, ancrées dans la membrane plasmique périacrosomique du spermatozoide,

reconnaissent des résidus N-acétyl-glucosamine portés par ZP3 et se lient a ceux-ci.

ZP3 peut se lier avec au moins trois protéines de la membrane plasmique des sperma-
tozoides. Outre la galactosyltransférase déja citée, deux autres constituants ont é&té
identifiés chez la souris, une protéine de 56 kDa, la SP56, se fixant sur un galactose
terminal de ZP3 et une kinase transmembranaire de 95 kDa, la SP95, qui développe une
activité tyrosine kinase consécutive a 1’établissement de la liaison avec ZP3. Ces
récepteurs concourent non seulement a réaliser la fixation du spermatozoide mais aussi a
initialiser chez celui-ci, la réaction acrosomique.

Le role central de ZP3 dans la fixation du spermatozoide est attesté par le fait que des
spermatozoides incubés en présence de ZP3 extraits de zones pellucides voient leurs sites
récepteurs saturés et perdent leur capacité de liaison. L’expérience reproduite avec les
protéines ZP1 et ZP2 est sans effet.
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Chez des Mammiferes autres que la souris, de nombreuses similitudes sont
observées concernant cette premiere étape de fixation, avec I’implication de molé-
cules présentant de fortes homologies avec ZP3 de souris et des récepteurs sperma-
tiques qui sont soit identiques a ceux qui ont été cités précédemment, soit différents
(o-D-mannosidase au lieu de galactosyltransférase chez I’homme).

IT a été montré que de facon générale, aussi bien chez les Invertébrés que chez les
Vertébrés, les groupements prosthétiques de glycoprotéines constituant 1’enveloppe
primaire ovulaire jouaient un réle déterminant dans la reconnaissance et I’adhérence
des spermatozoides. Ainsi des traitements d’ovules de différentes especes par des
lectines telle la concanavaline A' les rendent non fécondables.

Le contact établi initialement dans la région apicale du spermatozoide, s’étend
progressivement a d’autres régions de sa téte par la mise en jeu d’un nombre croissant
de récepteurs, ce qui amene le spermatozoide a étre couché sur la zone pellucide.

b) Réaction acrosomique

Les liaisons qui s’établissent entre un motif peptidique de ZP3 et les kinases trans-
membranaires spermatiques SP95 seraient a 1’origine de 1’agrégation suivie de 1’acti-
vation de ces kinases. La réaction acrosomique semble directement lie a la
stimulation de ces récepteurs membranaires et se trouve amorcée par une ouverture de
canaux calciques. Celle-ci provoque la libération de Ca** intracellulaire qui favorise
alors indirectement des fusions ponctuelles entre la membrane externe de 1’acrosome
et la membrane plasmique de la téte spermatique. Cette réaction est facilitée par les
modifications préalables survenues dans la membrane plasmique au cours de la capa-
citation (voir § 2.4.2c). Ceci entraine la formation de pores par lesquels sont libérées
les enzymes contenues dans la vésicule acrosomique. Des échanges ioniques entre H*
cellulaire et Na* du milieu extérieur provoquent localement une modification de pH
qui favorise I’activation de ces enzymes (voir encart 4.2 et fig. 4.4).

c) Pénétration a travers la zone pellucide (fig. 4.2)

Suite a la réaction acrosomique, la membrane plasmique périacrosomique est désor-
ganisée et les récepteurs portés par celle-ci ne peuvent plus maintenir la fixation de
la téte spermatique a la zone pellucide. Cette fixation est alors assurée par un second
type de liaison s’établissant entre ZP2 et un récepteur porté par la membrane interne
de la vésicule acrosomique mise a nu au cours de la réaction acrosomique. Ce récep-
teur, PH20, primitivement identifié chez le cobaye, a été ensuite mis en évidence
chez diverses especes de Mammiferes. Chez I’homme et la souris, ¢’est une protéine
SPAM-1 (pour « SPerm Adhésion Molécule-1 ») présentant un haut degré de simili-
tude avec PH20 qui a été identifiée.

Parmi les enzymes libérées lors de la réaction acrosomique, on peut citer I”hyaluro-
nidase qui dégrade 1’acide hyaluronique contenu dans la zone pellucide et 1’ acrosine,
enzyme protéolytique qui apreés activation, déstabilise les liaisons existant entre les

1. Les lectines sont des protéines capables de se lier de fagcon spécifique a des oses de natures
différentes. Elles sont utilisées entre autres pour localiser ou neutraliser des sites de glycoprotéi-
nes membranaires.
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protéines ZP1, ZP2 et ZP3 en modifiant la conformation de ZP1 qui a une fonction de
lien entre ZP2 et ZP3. La digestion locale de la zone pellucide au niveau de la zone de
contact avec le spermatozoide, permet d’aider la pénétration de ce dernier, celle-ci
s’effectuant principalement par des mouvements mécaniques. S’insinuant par 1’ouver-
ture pratiquée dans la zone pellucide, le spermatozoide entre en contact, au niveau de
sa coiffe post-acrosomique, de facon tangentielle avec les microvillosités ovocytaires.

4.2.3 Fusion des gametes

Au cours de ces dernieres années, il a été montré que la fusion s’opérant entre les
membranes des deux gametes fait intervenir diverses protéines dont certaines ont
des propriétés comparables a celles des protéines de fusion présentes chez certains
virus (ex : protéines P du virus Sendai ou HA du virus de la grippe).

Chez I’ oursin, la bindine serait susceptible de remplir ce role dans la mesure ou a
été observée, a son extrémité N-terminale, une séquence de résidus hydrophobes
capable d’induire la fusion de vésicules phospholipidiques. Le récepteur membra-
naire ovulaire est apparenté a la famille des hsp (pour « heat shock protein » ou
protéines de choc thermique).

Chez les Mammiferes, le mécanisme de fusion entre les structures membranai-
res des deux gametes est encore mal connu. Il est le résultat des interactions entre
plusieurs molécules de la région équatoriale du spermatozoide (zone de jonction
des membranes plasmique et acrosomique interne) et de 1’ovocyte, agissant
conjointement, chacune d’elles étant nécessaire mais insuffisante pour assurer la
fusion (voir encart 4.1).

\@CART 4.1 Quelques protéines de fusion des gametes

— CD9 est une protéine constitutive de la membrane de I'ovocyte avec plusieurs
domaines transmembranaires et deux domaines extracellulaires. Elle appartient
a la famille des tétraspanines dont les fonctions seraient de regrouper des protéi-
nes de la surface cellulaire, concentrant ainsi des sites actifs d’'un type de molé-
cule, comme des intégrines de la membrane de I'ovocyte, et d’'augmenter ainsi
leur réactivité.

Le role de CD9 dans la fécondation peut étre montré par la technique de « knock-
out » : des femelles chez qui le géne CD9 a été éliminé sont stériles, leurs ovocy-
tes étant incapables de fusionner avec les spermatozoides. Leur mode d’action
n’est pas connu.

— lzumo, une protéine de type immunoglobuline, (Inoue et coll., 2005), a été
mise en évidence chez la souris comme chez ’homme, sur la paroi de la téte
spermatique. Elle contribue a réaliser la fusion avec I'ovocyte ; 'emploi, in vitro,
d’anticorps dirigés contre Izumo empéche cette fusion.

— Des protéines désignées sous le terme de fertilines sont présentes au niveau
de la région post-acrosomique du spermatozoide ; elles se lient a des intégrines
de la membrane ovulaire et paraissent directement impliquées dans le processus
de fusion. Elles appartiennent a la famille des protéines ADAMs.
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\@CART 4.1 (suite)

— Les ADAMSs (pour « A Disintegrin And Metalloprotease proteins ») forment
une famille de protéines transmembranaires qui possédent différents domaines
extracellulaires assurant des fonctions de protéolyse, d’adhérence, de fusion et
d’initialisation de signal. Actuellement 23 membres de cette famille moléculaire
ont été décrits et/ou caractérisés, et certains d’entre eux sont directement impli-
qués dans le processus de la fécondation (Blobel et coll., 1992). Chez le cobaye,
un hétérodimere, la fertiline ou protéine PH30, constitué de deux sous-unités o
et B, est présent sur la membrane plasmique des spermatozoides. La sous-unité
B (fertiline B ou ADAM 2) se lie a des intégrines exprimées au niveau de la
membrane ovulaire. Parmi celles-ci a été caractérisée l'intégrine Bla6. Par un
processus coopératif, la sous-unité o (fertiline o ou ADAM 1) exposerait un
segment hydrophobe susceptible de jouer le réle d’un peptide de fusion. Chez la
souris et ’hnomme, seule la sous-unité  a été identifiée.

Lorsque la fusion cellulaire a lieu, il se forme chez les Invertébrés tels les Echino-
dermes, un cone de fécondation : il est dfi au développement local de microvillosi-
tés qui tapissent ’ceuf. L’actine qu’elles contiennent se polymérise. Elles se
contractent et entrainent un soulévement de la membrane de I’ovule qui fusionne
avec la membrane du spermatozoide. Le cytoplasme ovulaire s’insinue sous la
membrane commune et englobe les structures spermatiques : noyau et piece inter-
médiaire. C’est des ce moment que se forme 1’ceuf ou zygote.

Chez les Mammiferes (fig. 4.3), la fusion a lieu entre la membrane latérale du
spermatozoide, en arriere de I’acrosome ouvert au niveau de la coiffe post-acrosomi-

Zone pellucide
Téte spermatique Villosités ovocytaires

\— Espace périvitellin

A B C

Figure 4.3 - Pénétration d’un spermatozoide dans 'ovocyte de rat.

A : Le spermatozoide est dans I'espace périvitellin, 'acrosome s’est ouvert lors du
passage a travers I'enveloppe de l'ovocyte. B : Un contact s’établit entre micro-
villosités ovocytaires et la coiffe post-acrosomique. C: Fusion membranaire,
pénétration de la téte du spermatozoide et de la piéce intermédiaire dans le cyto-
plasme ovocytaire (d’aprés Piko’, 1968).
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que, et celle des villosités de I’ovocyte. Les limites des deux membranes plasmiques
deviennent indistinctes et le cytoplasme ovocytaire entoure le noyau spermatique
qui pénetre tangentiellement dans 1’ovocyte.

Plus tard les organites de la piece intermédiaire dégénerent a I’exception du
centriole proximal. [’ensemble des réactions décrites parait indispensable pour
qu'un spermatozoide soit fécondant; s’il est injecté expérimentalement dans
I’ovocyte, il se révele incapable d’assurer une fécondation.

4.3 REACTIONS MEMBRANAIRES DE L’CEUF

Cette étude est essentiellement basée sur des observations réalisées chez 1’oursin.
Quelques secondes apres la pénétration du spermatozoide, des phénomenes se mani-
festent au niveau de la membrane, qui engendreront non seulement une activation des
processus métaboliques dans 1’ceuf mais aussi I’établissement de barrieres contre la
polyspermie. Les pénétrations multiples de spermatozoides seront évitées grace a
deux mécanismes : 1’'un rapide, par une modification du potentiel de membrane,
I’autre plus lent, par la formation d’une membrane de fécondation due a I’exocytose
de granules corticaux.

4.3.1 Modifications au niveau de la membrane ovocytaire
et leurs conséquences

a) Modifications physiques

L’indice de réfraction du cortex de I’ovule d’oursin est modifi€é par ’entrée en
contact avec le spermatozoide. En effet, I’ovule vierge apparait jaune sous le micros-
cope a fond noir qui ne transmet que les rayons réfractés ; fécondé, il devient blanc.
Le changement se manifeste au point de contact apreés 7 secondes et se propage a
toute la surface ovulaire en 20 secondes.

Ces changements, indices d’une modification de structure du cortex, s’accompa-
gnent d’une augmentation de viscosité du cytoplasme périphérique et d’une dépola-
risation membranaire.

b) Flux ioniques et activation de I'ceuf (fig. 4.4)

Le potentiel de repos de la membrane de 1’ceuf d’oursin vierge est négatif (- 80 milli-
volts), la face interne de la membrane étant €lectronégative par rapport a la face
externe. La concentration interne de Natt est faible, celle de K* élevée.

La fécondation provoque une série d’échanges ioniques transmembranaires
Na*/H*et Na*/K* et une libération de Ca** lié intracellulaire qui sont impliqués
dans la formation d’une premiere barriere a la polyspermie et dans 1’activation de
I’ceuf (voir encart 4.2).

o) Interprétation du role des flux ioniques

Ces flux ioniques paraissent résulter d’une cascade d’événements déclenchée selon
des voies classiques de transduction de signaux. Nous décrirons la voie qui, décrite
aussi dans d’autres cas d’activation cellulaire, se retrouve dans toutes les especes
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Nature et séquence des flux ioniques associés
a l'activation de I'ceuf

e Premiers flux de Na* et de H*

La fécondation provoque une premiére augmentation de l'influx de Na*. Son
intensité est maximale au bout de 1 minute, puis décroit ; la teneur en sodium se
stabilise. Dans le méme temps se produit une sortie d’ions H* suivant une cinéti-
que parallele a celle de I'influx de Na* (non représentée sur les graphiques).

e Dépolarisation membranaire transitoire et blocage de la polyspermie

Le flux de Na* contribue a provoquer une dépolarisation transitoire de la
membrane ovulaire qui se transmet dés la 3 seconde a partir du point de péné-
tration du spermatozoide. Le potentiel de membrane s’éléve alors a + 20 milli-
volts. Cette dépolarisation dure quelques minutes. Les spermatozoides sont
alors incapables de fusionner avec la membrane de I'ceuf et la polyspermie est
provisoirement empéchée.

La membrane se repolarise ensuite lentement, modification due a une conduc-
tance au potassium qui pénétre activement dans les cellules.

e Signification des variations Na*/H*

La sortie de H* en compensant l'influx de Na* contribue a 'augmentation du pH
intracellulaire qui passe de 6,6 a 7,2. Lalcalinisation du milieu cellulaire ainsi
créée, associée a la libération de Cat*, entraine une dérépression des activités
métaboliques (voir ci-dessous).

o Evolution de la teneur en Na*/K* de l'oeuf

Passé cette période initiale de quelques minutes, la résultante de l'influx et de
efflux de Na* aboutit a une concentration intracellulaire maximale vers 10
minutes suivie d’'une diminution progressive jusqu’a un niveau inférieur a celui
de I'ceuf vierge.

Cette perte de Na* est compensée par une pénétration de K* qui, au bout de
1 heure, atteint un maximum qui est de 20 % supérieur a celui de 1’ceuf vierge
(fig. 4.4B).

e Libération de Ca** intracellulaire

Aprés 20 secondes, la concentration en Ca** libre dans le cytoplasme augmente
brusquement, puis s’abaisse en 3 minutes. Cette augmentation transitoire a été
démontrée dans plusieurs espéces apres injection d’équorine dans les ovules.
Cette substance n’est fluorescente qu’en présence de Ca*™. On a ainsi montré que
la fécondation s’accompagne d’un bref accroissement de luminescence (10 000
fois aprés | minute chez un poisson), suivi d’'un retour a son niveau d’origine. Ce
calcium est d’origine intracellulaire, contenu en particulier dans le réticulum
endoplasmique lisse.

Chez les Mammiferes, I'élévation du taux de calcium se manifeste sous la forme
d’un pic suivi, pendant plusieurs heures apres la fécondation, d’oscillations espa-
cées par des intervalles de temps réguliers.

Des augmentations de la perméabilité membranaire a I’eau, aux acides aminés et
aux phosphates ont également été observées.
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étudiées. Le contact du spermatozoide avec 1’ovule activerait indirectement une
phospholipase C (PLC). Chez 1’oursin, il semblerait que ce soit la PLCy activée
par une kinase de la famille src. La PLC intervient dans 1 hydrolyse du phosphati-
dylinositol 4,5-diphosphate (PIP2), ce qui entraine la libération de deux seconds
messagers, 1'inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) et le diacylglycerol (DAG). L’inosi-
tol triphosphate libéré dans le cytoplasme déclenche la libération de Ca** contenu
dans le reticulum endoplasmique et des mitochondries.

Une autre modalité d’activation du flux calcique pourrait consister dans la micro-
injection directe par le spermatozoide de facteurs qui induiraient 1’ouverture de
canaux calciques. On propose aussi 1 hypotheése d’un transfert massif de Ca** lors
de la fusion du spermatozoide et de 1’ovule (théorie de la bombe a calcium), celui-
ci pouvant provenir aussi du milieu extra-cellulaire ; cet influx déclencherait des
oscillations calciques.
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Figure 4.4 - Modifications des concentrations ioniques
dans le cytoplasme de I'ceuf d’oursin, aprés fécondation.

A : Variations immédiates de la concentration de Ca** libre et de Na*. Augmenta-
tion de pH partiellement liée a un efflux de H* (d’aprés Epel, 1977). B : Variations
des concentrations de Na* et K*. Le Na* excrété activement au bout de quelques
minutes tombe au-dessous de son niveau dans I'ceuf vierge. En échange, le K* est
pompé activement. Ordonnées : concentrations comparées a celle trouvée dans
'ceuf vierge, qui est arbitrairement ramenée a 0 (d’apreés Girard et coll., 1982).
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La vague de libération du calcium se propage dans toute la cellule. Un des premiers
effets du calcium serait d’activer une enzyme, la NAD™* kinase qui convertit le NAD*
en NADP*. Cette étape est nécessaire pour la reprise des biosyntheses et de 1’activité
respiratoire. Il induit ensuite la fusion et 1’exocytose des granules corticaux avec la
membrane plasmique et déclenche la réaction corticale. Le Ca*™ lié a d’autres protéi-
nes réceptrices, comme la calmoduline, stimule d’autres protéines kinases qui provo-
quent a leur tour des phosphorylations et des réactions métaboliques.

Le diacylglycérol, second messager produit par 1’hydrolyse du phosphatidylinosi-
tol, et resté intégré dans la membrane, active une protéine kinase C, enzyme qui, en
présence de Ca**, stimule a son tour la protéine responsable des échanges trans-
membranaires Na*/H*. L’élévation de pH qui en résulte est indispensable pour
stimuler les syntheses de protéines, la réplication de I’ ADN et les mouvements cyto-
plasmiques liés aux premicres étapes de la morphogenese. D’autre part, la protéine
kinase C active la pompe a calcium, une ATPase, et ramene le Ca** & son niveau de
concentration d’origine. L’activation de la protéine kinase C déclencherait aussi la
traduction des ARN-m de I’ovocyte et une reprise intense de la synthese des protéi-
nes ainsi que la duplication de I’ADN.

La pénétration du spermatozoide déclenche donc une série de réactions d’activa-
tion décrites aussi dans de nombreux systemes cellulaires activés par des facteurs de
croissance, par exemple. Ces modifications rapides de la surface de 1’ceuf forment
d’autre part un obstacle provisoire et précaire a la pénétration d’autres spermatozoi-
des. Cet obstacle est consolidé par la formation chez de nombreuses especes d’une
membrane de fécondation.

4.3.2 Formation de la membrane de fécondation :
barriere a la polyspermie

Avec un certain retard, une seconde réaction caractérisée par 1’extrusion du contenu
des granules corticaux et la transformation de la membrane vitelline, protege I’ceuf
de pénétrations multiples de spermatozoides (voir encart 4.3).

a) Rappel de la structure corticale de I'ceuf vierge (fig. 4.5)

Sous la membrane plasmique existent des granules corticaux d’origine golgienne,
d’environ 0,1 a 0,5 um de diametre, qui contiennent des protéines, des protéogly-
cannes, et des protéases. Ces granules corticaux sont présents chez de nombreux
groupes zoologiques. Chez les Vertébrés, on les connait chez les Poissons osseux,
les Amphibiens Anoures et des Mammiferes (ex : lapin, rat, hamster, homme).

b) Formation d’'une membrane de fécondation

A partir du point de pénétration du spermatozoide se forme une membrane de fécon-
dation. Elle est le résultat de la transformation de la membrane vitelline sous 1’action
du contenu des granules corticaux. Cette membrane se souleéve a partir du point
d’impact du spermatozoide. Chez les Mammiferes, il ne se forme pas de membrane
de fécondation, mais la zone pellucide subit des modifications.
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\@CART 4.3 Cas de polyspermie

La polyspermie est létale en général, si elle est suivie d’amphimixie. Cependant,
elle est la régle chez certaines espéces possédant des ceufs télolécithes, mais
alors les spermatozoides surnuméraires se perdent dans le vitellus. Chez les
Urodéles ou la polyspermie est aussi la régle (triton, salamandre), tous les
noyaux spermatiques paraissent évoluer normalement jusqu’a ce que le plus
proche du pronucleus femelle fusionne avec celui-ci. Aussitot, les autres dégéneé-
rent de proche en proche.

Chez les Mammiferes, exceptionnellement, un certain développement peut se
produire aprés fécondation par 2 spermatozoides. Lembryon dégénére au cours
de la gestation. Cependant, dans un cas trés particulier, 'embryon peut étre
viable. En effet lors de la division Il de méiose, le second fuseau de division peut
étre dévié de sa position normale, entrainant alors la formation de deux cellules
plus ou moins égales au lieu d’un ovotide et un globule polaire. Un second sper-
matozoide peut pénétrer dans cet équivalent du globule polaire et les deux
cellules en étant fécondées peuvent donner lieu au développement d’un individu
normal « chimeére ». (Un autre mode de formation possible de chimeére est aussi
décrit avec les régulations des excédents, § 12.3.4c¢).

e Ouverture des granules corticaux (fig. 4.5)

Les membranes des granules corticaux qui sont nombreux (environ 15 000 chez
I’oursin), fusionnent avec la membrane plasmique de I’ceuf. Le flux de calcium
libéré précédemment est indispensable aux contractions des microfilaments d’actine
du cytoplasme cortical et a la fusion entre membrane des granules et membrane
plasmique. Les granules s’ouvrent et leur contenu est déversé entre la membrane
plasmique et I’enveloppe vitelline. Du liquide est €émis sous I’enveloppe vitelline par
I’ceuf qui se contracte, créant ainsi un espace périvitellin. I1 s’agit en quelque sorte
d’une réaction en chaine qui se propage plus ou moins rapidement suivant les
especes : chez I’oursin, elle se déclenche 30 secondes apres 1’entrée en contact du
spermatozoide et dure 20 secondes. Chez la grenouille elle dure environ 1 heure.

e Devenir du contenu des granules corticaux

A la suite de I’ouverture des granules, différents constituants sont libérés dans
I’espace inter-membranaire. Une protéine a activité peroxydasique s’insere dans la
membrane vitelline et en provoque le durcissement en induisant des ponts tyrosine
entre ses constituants protéiques. Une autre enzyme a activité de type trypsinique
détruit les liaisons entre la membrane plasmique et la membrane vitelline ainsi que
les sites récepteurs des spermatozoides situés sur la face externe de cette derniere.
Des glycosaminoglycannes sont également libérés et créent un gradient osmotique
qui se traduit par un appel d’eau et la formation de 1’espace périvitellin. Cette eau
provient du milieu extérieur et aussi de I’ovocyte dont le volume diminue fortement
(diminution de prés d’un tiers chez les Mammiferes). Enfin, une derniére fraction,
glycoprotéique, reste accolée a la membrane plasmique et forme la couche hyaline
qui contribue, en s’épaississant, a maintenir entre eux les blastomeres lors de la
segmentation. Cette couche n’est pas connue chez les Amphibiens.
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Figure 4.5 - Formation d’'une membrane de fécondation.

A : De gauche a droite, les granules corticaux s’ouvrent et leur contenu se répand
dans I'espace périvitellin qui s’agrandit. La membrane vitelline se transforme en
membrane de fécondation. Une couche hyaline (chez 'oursin) s’étale a la surface
de la membrane plasmique. B : Détail des fonctions exercées par les composants
des granules corticaux libérés lors de la fécondation.

e Transformation de la membrane vitelline
en membrane de fécondation imperméable aux spermatozoides

Des travaux sur des membranes vitellines d’ceufs vierges de xénope montrent
qu’elles sont aisément pénétrées par les spermatozoides et dissoutes par la trypsine,
tandis que la membrane de fécondation n’est ni dissoute ni traversée. Sa face externe
modifiée par la sécrétion des granules corticaux est la plus résistante (Grey et coll.,
1976). Chez les Oursins, cette partie externe contient en outre la protéase qui contri-
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bue a détacher les spermatozoides encore attachés a la membrane de fécondation en
digérant ou en dénaturant les sites récepteurs a la bindine des spermatozoides sur la
membrane vitelline (Carroll, 1975). C’est I'interprétation qu’on peut donner des
images de la membrane de fécondation dépourvue de spermatozoides autour du
point de fécondation, chez I’ oursin.

Des enzymes jouant des rdles analogues ont été mises en évidence chez le
hamster et la souris. Une glucosaminosidase clive la N-acétylglucosamine, site actif
de fixation a la glycoprotéine ZP3, cependant que des protéases dégradent ZP2
(Florman et Wassarman, 1985 ; Moller et Wassarman, 1989).

Ainsi, suite a ces transformations membranaires, se crée une imperméabilité aux
spermatozoides, phénomene probablement tres général.

e Roéle de l'espace périvitellin
Le contenu des granules corticaux qui est resté présent dans 1’espace périvitellin et
qui s’est imbibé d’eau, joue aussi un rdle protecteur contre la polyspermie. Si, par
exemple, la couche hyaline qui recouvre I’ceuf d’oursin est enlevée, 1’ceuf peut étre
fécondé€ a nouveau.

On notera cependant que des ceufs d’Oursins dont I’émission du contenu des granu-
les corticaux est inhibée expérimentalement, peuvent se développer normalement.

e Différences de modalités selon les espéces

Chez les Mammiferes, la libération du contenu des granules corticaux dans I’espace
périvitellin est tres rapide lors de la fécondation, ce qui expliquerait la rareté des
observations. De facon générale, il existe déja un espace périvitellin sous la zone
pellucide au moment de la ponte ovulaire.

En fait, la formation d’'une membrane de fécondation ne semble pas étre un
événement généralisable. Cela peut étre imputé notamment a 1’absence de granules
corticaux tel que cela existe dans certains taxons (exemple chez les Insectes, les
Amphibiens Urodeles, les Sauropsidés). Cependant la membrane de fécondation ne
se forme pas non plus chez les Mollusques dont les ceufs possedent des granules. I1
a été montré chez les Amphibiens Urodeles, que la pénétration du spermatozoide
provoquait, par suite d’activations enzymatiques, une dissociation entre la gangue et
la membrane vitelline, détachant ainsi I’ceuf de son enveloppe la plus externe. Ceci
a pour conséquence de constituer un obstacle pouvant limiter la polyspermie et de
permettre surtout a 1’ceuf de s’orienter sous I’effet de la pesanteur. Ce dernier fait
revét une importance considérable pour le déroulement futur de 1’embryogenese
(voir § 4.5.1 et chap. 8).

4.4 RETABLISSEMENT DE LA DIPLOIDIE
PAR FUSION DES PRONUCLEI (fig 4.6)

Les deux divisions de méiose doivent étre achevées, et les deux globules polaires €émis
avant que les noyaux male et femelle fusionnent. La fusion des noyaux ou amphi-
mixie dure moins de 1 heure chez les Oursins, 12 heures chez les Mammiferes.
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Figure 4.6 - Fécondation d’un ceuf de Mammifére (lapin).

Stade 1 : Pénétration du spermatozoide dans I'ovocyte, éclatement des granu-
les corticaux, rotation du fuseau de 2° division de méiose. Stade 2 : Emission
du 2¢ globule polaire. Stades 3-4-5 : Formation des pronuclei, amphimixie. Le
pronucleus male est le plus volumineux.

4.4.1 Formation des pronuclei et du spermaster

Chez les oursins, le noyau spermatique pénetre dans le cytoplasme ovulaire et
subit comme dans la plupart des espéces, une rotation de 180° amenant ainsi le
centriole proximal en avant du noyau. Les autres parties du spermatozoide encore
éventuellement visibles perdent leurs connexions avec le noyau et le centriole.
L’enveloppe nucléaire est partiellement désorganisée par suite de la phosphoryla-
tion affectant les lamines, protéines structurales associées a la membrane
nucléaire interne. Le noyau se gonfle (550 fois chez le rat), il devient le pronu-
cleus male. Au cours de ce phénomene, les histones spermatiques sont remplacées
par des histones ovocytaires et la chromatine devient finement fibrillaire. Chez les
Mammiferes, les protamines (protéines basiques caractéristiques du noyau du
spermatozoide, voir § 2.3.2a) sont éliminées de la chromatine et remplacées par
des histones synthétisées dans 1’ovocyte.

Chez la souris, on a pu mettre en évidence cette élimination des protamines en injectant a
un male adulte un acide aminé radioactif abondant dans les protamines. Il s’incorpore
dans ces dernieres dans les cellules germinales. On obtient ainsi des spermatozoides au
noyau fortement radioactif. Apres fécondation et pénétration d’un de ces spermatozoides,
le noyau male perd progressivement sa radioactivité qu’on retrouve dans le cytoplasme
ovulaire (Kopecny et coll., 1975).

Pendant la période de gonflement, le centriole spermatique devient le centre de
formation d’un aster, le spermaster. Le noyau femelle acheve éventuellement sa
méiose (2° division chez les Vertébrés) avec une émission de globule(s) polaire(s), et
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grossit sensiblement. Devenu le pronucleus femelle, il se dirige vers la zone de
fusion avec le pronucleus male et vient s’y accoler étroitement. Le centriole femelle
a été éliminé avec la derniere division de méiose. Il faut toutefois noter que cette
origine exclusivement méle du centriole n’est pas aussi nette chez les Mammiferes.

Le gonflement des noyaux s’accompagne d’une reprise des activités de synthese,
en particulier d’une replication d’ADN rendue possible par la décondensation de la
chromatine. Si on fait incorporer de la thymidine *H 2 des ovocytes, on constate que
I’incorporation reprend dans les pronuclei méle et femelle avant I’amphimixie,
I’équipement enzymatique nécessaire a la duplication étant présent dans 1’ovocyte.
La duplication de I’ADN achevée, I’amphimixie peut avoir lieu et la premicre
mitose pourra commencer immédiatement.

4.4.2 Fusion des noyaux, ou amphimixie

Dans les ceufs sans réserves, comme ceux des Oursins ou des Mammiferes, les deux
noyaux migrent vers le centre de 1’ceuf. Dans les ceufs hétérolécithes (Amphibiens)
ou télolécithes (Oiseaux), la fusion se fait dans la région du pdle animal.

Le centriole proximal formant le spermaster se duplique et constitue I’amphiaster.
Les deux asters le constituant se séparent et migrent vers les deux régions qui cons-
titueront les deux podles du premier fuseau mitotique. Les deux noyaux fusionnent
avec formation d’une enveloppe unique. Les chromosomes paternels et maternels
s’individualisent a nouveau, ils s’apparient et s’organisent a I’équateur du fuseau
achromatique au moment de la premiere division. Chez les Mammiferes, les chro-
mosomes des deux pronuclei se condensent et forment une plaque métaphasique
sans fusion préalable des noyaux.

4.5 CONSEQUENCES DE LA FECONDATION
DU POINT DE VUE STRUCTURAL ET METABOLIQUE

4.5.1 Remaniements structuraux

La pénétration du spermatozoide dans I’ovule provoque un certain nombre de réac-

tions qui sont :

- Un achevement de la méiose si elle n’était pas achevée avant la pénétration du
spermatozoide et I’émission des globules polaires.

- Une réaction corticale et la formation de la membrane de fécondation. Comme
celle-ci est accompagnée d’une rétraction sensible de 1’ceuf qui devient libre dans
ses enveloppes, celui-ci, s’il possede des réserves vitellines plus lourdes dans
I’hémisphere végétatif, va s’orienter selon la pesanteur avec son hémisphere
végétatif orienté vers le bas. C’est la rotation d’orientation (ou d’équilibra-
tion). Elle dure 30 minutes a 18 °C chez les Amphibiens (voir § 8.5.3).

- Des remaniements cytoplasmiques qui sont assez généraux. Chez les Oursins (par
exemple Paracentrotus lividus), le cytoplasme cortical de 1’ceuf miir contient des
pigments orangés largement répartis dans I’hémisphere végétatif. Apres la fécon-
dation, ils se rétractent en une large bande subéquatoriale. Chez les Amphibiens,
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la tache claire de maturation au pole animal disparait sous 1’effet d’une contrac-
tion du cytoplasme cortical. Plus tard, des remaniements intéressant le cortex et le
cytoplasme profond de I’aire végétative dorsale se manifestent extérieurement par
I’apparition d’un croissant dépigmenté a 1’opposé du point de pénétration du
spermatozoide (voir § 8.1.4).

4.5.2 Changements meétaboliques

a) Modifications de l'activité respiratoire

L activité respiratoire dans les ceufs vierges est variable suivant les groupes zoologiques;
elle est tres faible chez les Oursins. La fécondation la stimule de I’ordre de 3 a 5 fois en
activant des enzymes : la libération de Ca*™ intracellulaire active d’une part la NAD-
kinase qui catalysera, deés la réaction corticale, la synth¢se de NADP a partir de NAD et
d’ATP, et d’autre part les cytochromes oxydases. Chez la grenouille et d’autres Verté-
brés, par contre, le taux respiratoire n’est pas modifié. Par ailleurs une élimination anor-
malement élevée de CO, est notée dans certains groupes comme les Oursins et les
Amphibiens ; la fécondation parait donc avoir pour effet d’activer 1’élimination des
déchets du métabolisme accumulés dans I’ ceuf vierge, plus ou moins en état d’anoxie.

b) Syntheses d’ADN et activation des mitoses

Elles ont été évoquées précédemment. L’effet inhibiteur dfi au facteur cytostatique
(voir § 3.4.2b) est levé. C’est le cytoplasme qui contréle les reprises de syntheses
d’ADN. Ce contrdle est démontré en injectant dans 1’ceuf fécondé des noyaux de
cellules adultes qui ne se divisent pas (voir § 16.3). Ces noyaux recommencent a incor-
porer de la thymidine *H. En effet, le cytoplasme de I’ovocyte est riche en ADN poly-
mérase, en thymidine kinase ainsi qu’en cyclines. Ces protéines qui proviennent de la
traduction des ARN-m maternels, sont nécessaires au déroulement de la mitose ; elles
sont présentes a chaque métaphase et sont dégradées a chaque division. Ces molécules
migrent du cytoplasme vers le noyau pendant les divisions de la blastula. Les sperma-
tozoides de certaines especes possedent également une ADN polymérase endogene.

¢) Syntheses d’ARN

On ne détecte pas d’augmentation notable de syntheses d’ ARN.

d) Déclenchement des syntheses de protéines

Apres la fécondation et pendant la segmentation qui suit, les syntheses de protéines
sont actives, ainsi qu’on le verra en étudiant les syntheses pendant la segmentation
(voir chap. 12).

Le début de ces syntheéses ne dépend pas toujours de la fécondation. Chez les
Oursins, I'ceuf vierge a achevé sa méiose et se trouve au repos métabolique. La
fécondation joue ici le role de réactivateur des syntheses. Chez les Amphibiens et les
Vertébrés dont 1’ceuf n’acheéve pas la méiose avant la fécondation et dont la ponte
peut étre différée par la femelle dans la recherche de conditions écologiques conve-
nables, une faible synthese de protéines a débuté a la maturation ; la fécondation ne
fait que I’amplifier. Chez les Mammiferes, la fécondation suit la maturation apres un
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délai précis de I’ordre de quelques heures. C’est la maturation qui stimule la reprise
de syntheses, on ne note pas d’amplification a la fécondation.

e) Mécanismes d’activation des syntheses de protéines

Ce sont des ARN transcrits pendant I’ovogenése qui sont traduits. En effet, un inhi-
biteur de syntheses d’ARN tel I’actinomycine D, administré lors de la fécondation chez
I’oursin par exemple, ne modifie pas I’activation des synthéses de protéines. Nous
avons vu dans I’étude de I’ovogenese que toutes les catégories d’ARN sont stockées
dans le cytoplasme de I’ovocyte et on a identifié bon nombre d’ ARN-m non fonction-
nels dans les ceufs mrs de différentes especes (transcrits de tubuline, d’actine, d’histo-
nes, d’enzymes, de facteurs de croissance, de facteurs de transcription, etc.).

Cependant, il y a peu de polyribosomes dans les ceufs vierges : 90 % des riboso-
mes sont libres dans I’ovocyte et disponibles pour la formation des polyribosomes.
En revanche, 40 min a 2 heures apres la fécondation, 25 a 50 % des ribosomes sont
inclus dans les polyribosomes chez 1’oursin. Les ARN-m s’associent donc active-
ment aux ribosomes des la fécondation.

Plusieurs mécanismes sont proposés qui expliquent a la fois les modalités de la
neutralisation de ces messagers dans 1’ceuf vierge et de 1’activation de leur lecture
des la fécondation (ou parfois lors de la maturation). Ils ont été démontrés sur diffé-
rents modeles, mais ne s’excluraient pas mutuellement et pourraient étre simultanés
(voir encart 4.4).

\@CART 4.4 Mécanismes possibles du controle de la traduction
des messagers de I'ceuf vierge

e L’état de polyadénylation d’un ARN-m peut conditionner
sa traduction ou sa stabilité dans 'ovocyte et I'ceuf fécondé.

Ceci a été montré initialement chez la souris et le xénope, avec quelques varian-
tes dans les mécanismes de fonctionnement et également chez des Invertébrés
comme Spisula (Mollusque).

On rappellera que les ARN-m sont dotés a leur extrémité 3’ d’'une séquence plus
ou moins longue de nucléotides qui sont identiques, la séquence poly (A), et que
la durée de vie d’'un messager est en relation avec la longueur de cette
séquence : le messager de la globine, par exemple, est trés stable et a une queue
poly (A) importante.

Pendant 'ovogeneése, une séquence de quelques centaines d’adénylates subsiste
chez les ARN-m qui sont traduits en protéines dans l'ovocyte ; par contre, le
raccourcissement de la séquence poly (A) réprime temporairement I'aptitude des
autres ARN-m a étre traduits. A ce stade ils restent muets et stables. Dans les
ovocytes d’Amphibiens, les terminaisons 5’ et 3’ de nombreux ARN-m non traduits
sont reliées par une protéine maskin, ce qui rend le site d’initiation de la traduc-
tion inaccessible (Mendez et Richter, 2001). Cette protéine est liée a 'extrémité 3’
non traduite (3’'UTR) par une protéine de liaison a I'élément de contrble de 'adény-
lation, la séquence UUUUAU ; a I'extrémité 5’, elle est liée au facteur initiateur de la
traduction. De cette facon, TARN-m ne peut ni étre adénylé ni étre traduit, le facteur
d’initiation ne pouvant effectuer la liaison a une petite sous-unité ribosomique.
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CART 4.4 (suite)

Au moment de 'ovulation, les processus d’allongement de la queue poly (A) et de
libération de I'extrémité 5’ sont engagés. Une kinase activée par la progestérone
phosphoryle la protéine de liaison entre maskin et la séquence UUUUAU. Cette
protéine de liaison peut alors se lier a une cycline dont la synthése est aussi fonc-
tion de la maturation; celle-ci se complexe avec une poly (A)-polymérase qui
allonge la queue poly (A). Une autre protéine de liaison se lie alors a poly (A); elle
détache maskin du facteur d’initiation de la traduction en 5’. La petite sous-unité
du ribosome peut alors étre positionnée en 5’ sur TARN-m et la traduction peut
s’amorcer. Si les liens entre la maturation et I'adénylation sont établis, on ne
comprend pas encore clairement la raison pour laquelle les ARN-m a courte
séquence poly (A) n'amorcent pas leur traduction.

e Dans l'ovocyte, des modifications au niveau des extrémités 5’
ou 3’ pourraient rendre les ARN-m intraduisibles

Par exemple, une 7-méthylguanosine est indispensable en 5’ chez les Eucaryotes
pour permettre la liaison de 'ARN-m a la sous-unité ribosomique et amorcer la
traduction. Chez un Insecte, la chenille a corne du sphinx du tabac, on a montré
que cette base n’était pas méthylée dans les ARN-m de 'ovocyte et ceux-ci ne sont
pas traduits dans un milieu acellulaire®. La méthylation survient a la fécondation,
rendant ainsi ces ARN-m traduisibles dans le méme systéeme expérimental.

e Une compartimentation intra-ovocytaire peut empécher
la formation de polyribosomes

C’est le cas des ARN-m codant pour les histones qui restent dans le nucléoplasme
de 'ovocyte d’oursin jusqu’a I'éclatement de la vésicule germinative a la féconda-
tion (DeLeon et coll., 1983). D’autres ARN peuvent étre I'objet d’'une séquestra-
tion dans le cytoplasme méme, en se trouvant notamment associés au
cytosquelette par leur région non traduite en 3’.

e L’élévation du pH intracellulaire est un événement essentiel
dans la reprise de la synthése des protéines

On peut le mimer en traitant des ceufs avec une solution alcaline contenant des
ions NH,* pénétrant a travers la membrane sous la forme NH; ; ils capturent H*
dans le cytoplasme pour reformer NH,*, augmentent le pH intracellulaire, ce qui
éléve le taux de synthése des protéines et provoque la duplication de I’ADN
(Winkler et coll., 1980).

e La traduction de tous les ARN-m préformés
ne commence pas simultanément a la fécondation

Au cours des premieres heures, I'association des ARN-m en polyribosomes est
sélective et donc la nature des protéines synthétisées n’est pas quelconque ;
’examen chez l'oursin des profils de sédimentation des polyribosomes a diffé-
rentes heures apres la fécondation montre une évolution dans la taille des polyri-
bosomes, donc dans la nature des messages traduits. Ainsi, apparaissent dans
I'ordre : la ribonucléotide réductase (aprés une heure), les enzymes de I'éclosion
et les histones suivant les besoins en chromatine.

2 On prépare un milieu acellulaire a partir de broyats de E. coli ou de germes de blé conte-
nant les ribosomes, les ARN-t, les acides aminés et les enzymes nécessaires a la synthése
de protéines. Ces protéines sont synthétisées lorsqu’on ajoute un extrait cellulaire conte-

nant des ARN-m. La méthode permet de tester la présence d’'un ARN-m donné par I'identifi-
cation de la protéine synthétisée.
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f) Utilisation des macromolécules des réserves

Chez les Oursins, on a pu montrer, des la fécondation, une augmentation de la glyco-
génolyse, une diminution de la quantité de protéines et de la teneur en lipides phos-
phorés, événements qui pourraient €tre li€s a une utilisation des réserves des
I’activation. Tres rapidement d’ailleurs, les syntheses nouvelles de phospholipides et
de protéines pendant la segmentation compensent ces dégradations.

4.6 LA PARTHENOGENESE

La parthénogenese est 1’aptitude d’un ceuf a se développer sans fécondation Elle
existe a I’état naturel, notamment chez de nombreux Arthropodes (Insectes : puce-
rons, abeilles, phasmes... Crustacés : daphnies, artémies, cloportes...), mais aussi
chez quelques rares especes de Vertébrés. Les cas de parthénogenese naturelle ne
seront pas abordés ici.

Elle peut étre provoquée expérimentalement chez des espéces ou la fécondation
est la regle, c’est le cas d’Oursins et d’ Amphibiens, et I’interprétation des résultats
obtenus a permis d’en connaitre les mécanismes.

4.6.1 Expeériences de parthénogenése expérimentale

De nombreux travaux sur les Oursins ont montré depuis Loeb (1899) que des agents
chimiques tres divers peuvent déclencher un développement parthénogénétique.

Certaines substances tels des ionophores, en augmentant la perméabilité membra-
naire a des ions Ca**, peuvent entrainer une activation parthénogénétique : ache-
vement de la méiose, déchargement du contenu des granules corticaux, activation
de I’ceuf (exemples chez les Oursins, les Amphibiens, le hamster). Ainsi, ajouté a
de I’eau de mer appauvrie ou non en Ca**, I’ionophore A23187 provoque dans
des ovules d’Oursins, une concentration du Ca** cytosolique 20 fois supérieure a
celle observée chez des ovules non traités. Cette augmentation résulte d’une libé-
ration de Ca™ endogene associé a des compartiments cellulaires. La pénétration
du spermatozoide produit le méme effet (Steinhard et Epel, 1974) (voir § 4.3.1b
et fig.4.4).

Bataillon (1910) obtient des développements parthénogénétiques sur 1’ceuf de
grenouille par piqlres :

Des ceufs vierges et lavés de Rana temporaria sont piqués avec un stylet de verre :
le second globule polaire est émis, il se forme un monoaster, mais on n’observe pas
de division donc pas de développement ultérieur.

Il obtient par contre des développements complets a partir d’ceufs non lavés,
souillés de sang lors de I’ouverture des oviductes. Sachant que les hématies d’ Amphi-
biens sont nucléées, 1’expérience est reprise systématiquement avec un stylet souillé
d’éléments sanguins sélectionnés : avec des hématies de cheval qui sont anucléées il
n’obtient que 1 % de développement, avec des leucocytes, 70 %. Il en déduit que des
éléments présents dans les cellules nucléées sont nécessaires pour permettre un déve-
loppement normal. Des travaux plus récents montrent que les éléments cellulaires
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actifs se trouvent dans une fraction cytoplasmique sédimentable a 10 000 g, contenant
de gros granules et notamment les mitochondries et les centrioles. L’activité de cette
fraction disparait par traitement a la colchicine qui désagrege les microtubules.

Des développements parthénogénétiques d’ceufs de xénope ont été obtenus apres
injection de centrosomes isolés a partir de cellules lymphoides humaines a différen-
tes phases de leur cycle de réplication : GO, Gl et G2. Le cytoplasme de 1I’ceuf
stimule la duplication de ces centrosomes, et la segmentation peut alors commencer
(Tournier et coll., 1989).

4.6.2 Interprétation de ces expériences

Ces travaux de parthénogenese expérimentale ont permis de comprendre les rdles
que joue le spermatozoide dans la fécondation :

- 11 induit I’activation de 1’ceuf, par action superficielle au niveau de récepteurs
membranaires, selon un processus analogue a celui qui est provoqué par un
élément chimique ou un facteur de croissance,

- Il permet d’autre part la formation d’une figure mitotique dicentrique par I’apport
indispensable du centriole : c’est la régulation astérienne.

- Il apporte enfin le matériel génétique rétablissant ainsi la diploidie. C’est la régu-
lation chromosomique (cette régulation peut se produire de diverses manieres
dans les cas de parthénogenese naturelle : absence d’émission du second globule
polaire par exemple). C’est la condition nécessaire pour que le développement
parthénogénétique puisse se poursuivre, 1’état haploide étant peu observé chez les
Meétazoaires car rarement viable. Ainsi, les parthénogénotes males chez I’abeille
Apis mellifera, les faux-bourdons, ne conservent une haploidie qu’au niveau des
cellules germinales, les tissus somatiques étant diploides, voire polyploides.

Résumé w

La fécondation est un événement commun a la plupart des especes, animales ou
végétales, si I’on néglige ici celles ou la parthénogenese naturelle existe de facon
réguliere ou seulement dans des conditions d’environnement exceptionnelles.
On peut retenir des caractéristiques générales applicables a toutes les especes.
Une densité suffisante en gametes des deux sexes émis simultanément est le
plus souvent nécessaire ; elle est acquise grace a des mécanismes du comporte-
ment propres a chaque espece, qui provoquent la rencontre des partenaires et
1’émission des gametes dans un environnement propice. Les adaptations les
plus efficaces sont les modes de fécondation interne.

La fécondation n’est possible que si des mécanismes de reconnaissance,
d’adhérence et de fusion cellulaires fonctionnent et ceci uniquement entre
gametes de méme espece ou d’especes tres proches. Ces mécanismes ont des

caracteres communs a toutes les especes.
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Résumé w

Les risques de polyploidie qui résulteraient de pénétrations multiples de sper-
matozoides, sont évités en faisant appel le plus souvent a des modifications de
la surface de I’ovule (échanges ioniques, disparitions de récepteurs etc.) et/ou
des structures périovulaires apres la pénétration d’un premier spermatozoide.
L’activation déclenchée par I’entrée du gamete male provoque un réveil de
1’ovule ou la plupart des activités étaient a 1’état de veille (méiose inachevée,
syntheses de protéines réduites ou nulles) alors que la cellule se trouve pourvue,
plus que toute autre cellule somatique de la méme espece, des équipements
nécessaires pour assurer les diverses fonctions métaboliques.

La fusion des pronucléi rétablit la diploidie et assure la combinaison de deux
génomes avec toutes les conséquences favorables qu’assure cet état, notamment
en garantissant la diversité génétique de I’espece. Ceci n’est cependant pas
toujours indispensable comme le montrent les cas de parthénogenese chez

certaines especes.

\_ J

Questions

4.1 A quoi la réaction acrosomique correspond-elle ?

4.2 Existe-t-il un phénomene de capacitation lors d'une fécondation externe ?

4.3 A quel(s) constituant(s) de la zone pellucide les spermatozoides se fixent-t-ils ?
4.4 Comment la membrane de fécondation se forme-t-elle chez l'oursin ?

4.5 Fertiline et fertilisine sont-ils des termes synonymes ?

4.6 A quel moment peut-on observer une hyperactivation des spermatozoides ?
4.7 Quels sont les processus empéchant les cas de polyspermie ?

4.8 Quand I’amphimixie a-t-elle lieu ?

4.9 Quels phénomenes observe-t-on au niveau de la membrane ovocytaire lors de la
fécondation ?

Réponses page 382
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Nous décrirons brievement les premiers stades du développement dans cing groupes
zoologiques.

e Chez les Oursins

L’embryogenese des Oursins constitue un modele simple de développement qui sert
de base pour de multiples approches expérimentales et pour la compréhension de
mécanismes aux niveaux cellulaire et moléculaire.

e Chez les Insectes

La drosophile est prise pour modele ; en effet, des notions élémentaires sur les
premieres phases du développement de cette espece sont nécessaires pour exposer
ensuite les principes du fonctionnement des genes de segmentation et des genes
sélecteurs homéotiques de développement. La présence de genes équivalents a €té
retrouvée dans I’ensemble des groupes zoologiques étudiés a ce sujet.

e Chez les Amphibiens

La connaissance du développement des Amphibiens a permis une approche fruc-
tueuse pour la compréhension des déterminations précoces et des mécanismes de
I’induction, et pour I’étude de la morphogenese des autres Vertébrés.

e Chez les Oiseaux

Comparé aux exemples précédents de développement, celui des Oiseaux présente de
profondes modifications liées a I’accumulation importante de réserves vitellines et a
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la mise en place de structures transitoires, les annexes embryonnaires qui permettent
a ’embryon un développement autonome en milieu aérien terrestre et dépourvu
d’une phase larvaire.

o Chez les Mammiferes placentaires

Les ceufs étant quasiment dépourvus de réserves vitellines, les embryons puisent
leurs substances nutritives dans la circulation sanguine maternelle. Pour ce faire, les
embryons élaborent rapidement des annexes embryonnaires, homologues de celles
des Oiseaux ou des Reptiles, contribuant notamment a la formation du placenta. Ce
dernier assurera les échanges foeto-maternels nécessaires a la viviparité.
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GENERALITES

5.1 Segmentation
5.2 Gastrulation

PLAN

5.3 Organogenése

Lorsqu’un ceuf a été fécondé ou activé parthénogénétiquement, sa segmentation
débute. Trois' feuillets, ectoderme, mésoderme et endoderme se mettent en place
selon les grands axes de polarité de I’embryon lors de la gastrulation et la neurula-
tion. La différenciation progressive des organes ou organogenese constitue la fin du
développement.

5.1 SEGMENTATION

L’embryon qui se segmente est une blastula. Elle est le siege d’une activité mitoti-
que intense pour former un organisme multicellulaire sans accroissement de volume
par rapport a I’ceuf. Dans chaque cellule, le rapport nucléo-cytoplasmique se rappro-
che de la normale des cellules des tissus de 1’espece. Au sein de la blastula apparait
une cavité de segmentation ou blastocele. Les éléments constitutifs du cytoplasme
initial ne subissent pas de grands déplacements, mais se répartissent de maniere
souvent inégale entre les cellules filles ou blastomeres.

5.1.1 La nature des ceufs détermine
le type de segmentation

Le mode de segmentation est fonction de la quantité de réserves en vitellus que
I’ceuf aura accumulée pendant 1I’ovogenese. On distingue a cet €gard plusieurs caté-
gories d’ceufs.

- Les ceufs alécithes, sans réserves vitellines (Mammiferes vivipares).
- Les ceufs oligolécithes, avec de tres faibles réserves vitellines (Oursins).

- Les ceufs hétérolécithes, aux réserves relativement importantes et inégalement
réparties qui n’empéchent pas une segmentation totale (Amphibiens, esturgeon,
Annélides).

1. Deux chez certains embranchements. Voir § 5.2.
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- Les ceufs télolécithes, avec un vitellus abondant, fusionné en une masse compacte,
le noyau étant refoulé dans une aire cytoplasmique réduite : le disque embryonnaire
(Oiseaux et Reptiles, nombreux Poissons, Mollusques Céphalopodes).

- Les ceufs centrolécithes, propres aux Insectes, avec un vitellus central et un cyto-
plasme périphérique dépourvu de vitellus (cortex ou périplasme).

Les enclaves cytoplasmiques inertes, comme les constituants du vitellus, entra-
vent la cytodiérese. La segmentation est donc d’autant plus aisée que le cytoplasme
en est moins encombré (regle de Balfour). La répartition de ces réserves va croissant
suivant un gradient du pdle animal au pdle végétatif (sauf dans le cas des ceufs
centrolécithes). Les cellules de I’hémisphere animal se multiplient donc plus rapide-
ment. Suivant que 1’hémisphere végétatif pourra encore se diviser en cellules ou
non, on distingue les ceufs a segmentation totale (alécithes, oligolécithes et hétéro-
lécithes), segmentation partielle (t€lolécithes, centrolécithes)’.

5.1.2 Segmentation totale (ou holoblastique) (fig. 5.1)

Elle peut étre égale, les blastomeres résultants étant tous de méme taille a la fin de
la segmentation. Le cas est rare; elle existe pour des ceufs alécithes, ex. : le
synapte (Echinoderme Holothuride). Elle est le plus souvent inégale. Chez les
Amphibiens, les blastomeres de 1’hémisphere végétatif ou macromeres sont plus
volumineux car plus chargés en vitellus ; ceux de I’hémisphere animal sont des
micromeres. Dans les premiers stades, I’ensemble des blastomeres comprimés
latéralement et gonflés sur la face libre évoquent une mire, d’ou le nom de
morula donné a la jeune blastula. Les premieres divisions cellulaires se déroulent
suivant un ordre et avec un synchronisme rigoureux. Les deux premiers plans de
segmentation passent par les poles animal et végétatif, et sont perpendiculaires
entre eux ; le troisieme, horizontal, délimite les blastomeres des hémispheres
animal et végétatif. Suivant I’ordre dans lequel se disposent les blastomeres fils
résultant d’une division cellulaire antérieure, on distingue la segmentation de type
radiaire et la segmentation de type spiral.

Chez les Mammiferes, la segmentation totale est de type rotationnel. Le premier
plan de segmentation est méridien, mais au cours du second cycle de division, les
plans de segmentation des deux blastomeres sont, I’'un méridien et I’autre équatorial.

Au cours de la segmentation radiaire qu’on rencontre chez des Vertébrés et les
Echinodermes, des sillons de segmentation méridiens et horizontaux alternent régu-
lierement lors des premieres divisions. Les sillons méridiens déterminent des quar-
tiers a 'intérieur desquels les plans de segmentation horizontaux entrainent une
superposition des blastomeres situés exactement les uns au-dessus des autres. La
blastula présente une symétrie radiaire par rapport a I’axe de symétrie de I’ ceuf.

Au cours de la segmentation spirale, caractéristique notamment des Vers Annélides et
des Mollusques autres que les Céphalopodes, des la troisieme division, les blastomeres
de I’hémisphere animal sont décalés latéralement par rapport a ceux de I’hémisphere

1. Le radical « lécithe » désigne le vitellus ; on dit aussi lécithique.
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végétatif et se superposent a la jonction de deux blastomeres végétatifs adjacents. Cette
disposition résulte de 1’orientation oblique des fuseaux mitotiques qui, observés depuis
le pdle animal, forment une spirale qui s’enroule dans le sens des aiguilles d’une mon-
tre (spirale dextre) ou inverse (spirale senestre). Au cours des divisions ultérieures, la
disposition alternée des blastomeres se maintient, 1’obliquité des fuseaux alternant vers
la droite et la gauche.

PA
A @
PV

Stade Vue polaire Stade Stade
Stade 2 cellules 4 cellules 8 cellules 16 cellules
B PA Microméres
PV Macroms
Stade Stade Stade acromeres Stade Blastula
2 cellules 4 cellules 8 cellules 16 cellules
PA .
1
c PA 1a ‘ 18
B
PV PV
Stade Stade Vue polaire Stade
4 cellules 8 cellules 16 cellules
D Plan de
Plan de Plan de d
segmentation | segmentation [l A S€gmentation |

Plan de
segmentation Il B

Stade
2 cellules

Stade
4 cellules

Figure 5.1 - Principaux types de segmentation totale.

A : Segmentation, radiaire, égale (ex : g. Synapta, Echinoderme Holothuride).
B : Segmentation, radiaire, inégale (ex : grenouille). C : Segmentation spirale.
(Noter l'alternance de l'orientation des fuseaux a chaque division) (ex : g. Spisula,
Mollusque Lamellibranche). D : Segmentation rotationnelle (Mammiféres).
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5.1.3 Segmentation partielle (ou méroblastique)

Chez les ceufs tres riches en réserves vitellines, la segmentation dans 1’hémisphere
végétatif est progressivement ralentie. Elle est totalement inhibée dans les ceufs télolé-
cithes des Mollusques Céphalopodes, des Poissons osseux et S€laciens, des Oiseaux et
des Reptiles. La segmentation n’intéresse qu’un disque de cytoplasme dépourvu de
réserves, contenant le noyau de fécondation et situé€ au niveau du pdle animal : c’est le
disque germinatif désigné sous le terme de blastoderme. La segmentation est discoi-
dale et aboutit a une blastula, dite discoblastula, constituée d’un feuillet cellulaire
séparé du vitellus par une cavité, le blastocele (voir fig. 9.3).

Dans les ceufs centrolécithes comme ceux des Insectes, le noyau de fécondation se trouve
au centre de I’ceuf au début de la segmentation. Il se divise un certain nombre de fois
avant que les noyaux fils migrent, entourés d’une portion du cytoplasme central, vers le
cytoplasme périphérique. Celui-ci est d’abord syncytial. Il s’organise en cellules par for-
mation de membranes plasmiques, la masse vitelline centrale restant compacte. C’est une
segmentation superficielle dite encore périphérique qui aboutit a2 une blastula dite péri-
blastula. Il ne se forme pas de blastoctle (voir fig. 7.1).

5.2 GASTRULATION

Les divisions de segmentation se ralentissent, la croissance est nulle ou insigni-
fiante. Des migrations coordonnées des cellules de certaines aires embryonnaires
aboutissent a la mise en place des trois feuillets fondamentaux des Métazoaires dits
triploblastiques : un feuillet externe, 1’ectoderme, un feuillet profond, 1’endo-
derme et un feuillet moyen, le mésoderme. Dans quelques embranchements primi-
tifs il n’y a pas de mésoderme, mais seulement les deux autres feuillets ; c’est le cas
des Métazoaires diploblastiques regroupant les Spongiaires et les Coelentérés.

Suivant les modalités des mouvements morphogénétiques, on peut définir plusieurs
types de gastrulation.

e La gastrulation par invagination (ou embolie) (fig. 6.1)

Elle concerne des embryons possédant un blastocele développé et des cellules endo-
dermiques peu chargées en réserves vitellines, donc peu volumineuses (ex. : Oursins,
amphioxus). Le feuillet constitué¢ des cellules de 1’hémisphere végétatif s’enfonce
dans le blastocele qui se réduit et tend a disparaitre. Il délimite une seconde cavité
emboitée dans la premiere, I’archentéron ou intestin embryonnaire qui s’ouvre a
I’extérieur par le blastopore. C’est la mise en place d’une ébauche de tube digestif
qui a valu son nom au stade. En fin de gastrulation, c’est au niveau du blastopore que
se fait la transition entre I’ectoderme et les feuillets invaginés, endoderme et méso-
derme. ’endoderme limite 1’archentéron, les éléments mésodermiques qui primitive-
ment bordent également cette cavité migrent entre I’endoderme et I’ectoderme suivant
des modalités qui varient avec les groupes zoologiques.

e La gastrulation par épibolie
Lorsque les blastomeres végétatifs sont trop volumineux pour s’enfoncer a I’inté-
rieur du blastocele, ou lorsque le blastocele est virtuel (c’est le cas de certains
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vers Annélides comme les vers de terre), les cellules de I’hémisphere végétatif
deviennent internes de fagon passive, par multiplication et intercalation des
cellules de I’hémisphere animal formant un feuillet qui les enveloppe progressi-
vement. C’est le phénomene d’épibolie. Ce mécanisme peut se combiner au précé-
dent quand la charge vitelline est de moyenne importance. C’est le cas chez les
Amphibiens (fig. 8.4).

e La gastrulation par immigration

Elle se rencontre chez les Vertébrés amniotes. Chez les Oiseaux par exemple, des
cellules migrent activement du blastodisque dans le blastocele; elles y deviennent
libres puis s’agencent pour constituer les feuillets internes, hypoblaste puis endo-
derme d’abord, mésoderme le long de la ligne primitive ensuite (fig. 9.6).

e Les gastrulations par délamination et par prolifération polaire

On les trouve par exemple chez les Ceelentérés. La premiere résulte de I’orientation
des plans de divisions cellulaires qui, a un certain moment, s’orientent parallelement
a la surface de la blastula, d’ou la formation d’un feuillet cellulaire interne endoblas-
tique qui entoure un archentéron. La seconde se déroule par multiplication active
des blastomeres du pdle végétatif a I’intérieur du blastocele. Un mouvement de déla-
mination est également impliqué dans la formation finale du feuillet hypoblastique
chez les Oiseaux.

5.3 ORGANOGENESE

Les mouvements morphogénétiques qui suivent la gastrulation mettent en place,
selon le plan d’organisation de I’espece, les ébauches d’organes qui se différencient.
Chez les Vertébrés, la séparation du tube nerveux d’avec le reste de I’ectoderme est
réalisée au cours de la neurulation. Chez les especes aquatiques, aux ceufs relative-
ment pauvres en réserves (Echinodermes, Mollusques, Amphibiens) et chez les
Insectes, le jeune éclot sous la forme d’une larve différente de 1’adulte. A la méta-
morphose, cette larve subit un ensemble de modifications importantes permettant
son passage a I’état adulte. Ce type de développement est qualifi€¢ d’indirect.

Chez les especes dont les ceufs possedent des réserves abondantes ou se déve-
loppent dans I’organisme maternel, le développement est direct c’est-a-dire qu’il
se poursuit jusqu’a la réalisation, deés la naissance, d’une organisation semblable a
celle de I’état adulte. Cet état adulte sera atteint simplement par des processus de
croissance.

Au cours du développement peuvent étre mises en place des structures particulie-
res, les annexes embryonnaires, facilitant le développement de I’embryon en lui
assurant protection, mobilisation des réserves, stockage des déchets. Chez les
especes vivipares, ces annexes peuvent étre utilisées pour établir des contacts avec la
mere, le développement se déroulant dans les voies génitales maternelles.
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5.1 Comment un ceuf oligolécithe se définit-il ?

5.2 En quoi la présence de vitellus peut-elle jouer sur les modalités de segmenta-
tion ?

5.3 Citer des taxons chez lesquels on observe des cas de segmentation partielle ?
5.4 Chez quelles especes observe-t-on une segmentation de type rotationnel ?
5.5 A quoi correspondent les termes blastodisque et blastoderme ?

5.6 Quelle est la signification biologique de la gastrulation ?

5.7 Quels sont les principaux types de gastrulation ?

5.8 Quels devenirs observe-t-on a propos de 1'orifice blastoporal ?

5.9 A partir de quel feuillet une cavité ceelomique se met-elle en place chez les
Diploblastiques ?

5.10 Existe-t-il des annexes embryonnaires chez tous les Vertébrés ?

Réponses page 383
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DEVELOPPEMENT
DE L’OURSIN

6.1 Segmentation
6.2 Gastrulation

PLAN

L’ceuf d’Oursin est oligolécithe. Chez Paracentrotus lividus, la pigmentation corti-
cale uniforme se rassemble apres la fécondation en une ceinture pigmentée, dans
I’hémisphere végétatif. Les deux globules polaires ont €t€ émis avant la fécondation.

6.1 SEGMENTATION (fig 6.1)

La segmentation est totale radiaire et sub-égale, les différences de taille entre les
blastomeres n’étant jamais importantes. Les deux premiers plans sont méridiens,
perpendiculaires et s€parent quatre blastomeres égaux. Le troisiéme plan équatorial
sépare quatre blastomeres animaux et quatre blastomeres végétatifs contenant la
ceinture pigmentée.

Au stade 16 cellules, les quatre blastomeres animaux donnent 8 blastomeres orga-
nisés suivant un plan radiaire (mésomeres), tandis que les blastomeres végétatifs se
divisent suivant un plan sous-équatorial en 4 cellules contenant le matériel pigmen-
taire, les macromeres, et 4 cellules plus petites au pole végétatif, les micromeres.
Au cours des deux cycles de division ultérieurs les plans de segmentation vont
diviser I’ceuf de sorte qu’il comprendra cinq assises de blastomeres. Les 8 blastome-
res animaux se divisent d’abord suivant un plan latitudinal, puis suivant un plan
méridien, et forment deux couches de 16 blastomeres (an. 1, an. 2). Les 4 macrome-
res se divisent successivement suivant un plan méridien, puis latitudinal et forment
deux couches de huit blastomeres (vég. 1, vég. 2). Apres 2 cycles de division, les 16
micromeres formés restent au pdle végétatif en une seule assise. Les différences de
taille s’estompent progressivement. A la fin de la segmentation, la blastula est
creusée d’une cavité, le blastocele, qui est apparu des le stade 8. Les cellules
embryonnaires s’organisent en une seule couche autour de cette cavité. Elles déve-
loppent une ciliature avec une touffe apicale, ce qui permet, a 1’éclosion, la libéra-
tion d’une larve sous la forme d’une blastula libre nageuse. [.’axe antéro-postérieur
de I’ceuf correspond a celui de la blastula et de la gastrula. Il reste stable au cours des
expériences de régulation (voir § 12.3.1 et fig. 12.4).
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Figure 6.1 - Développement de I'oursin.

A : (Euf fécondé. B, C, D : Premiéres divisions de segmentations (2-4-8 blastoméres)
E F G : Morula (16, 32, 64 blastomeéres). H : Coupe méridienne d’une blastula. 1 : Immi-
gration des microméres qui forment le mésenchyme primaire (tissu mésodermique).
J, K : Invagination de I'endoderme, formation de I'archentéron. L: Formation d’un
mésenchyme secondaire a partir du fond de l'archentéron par prolifération cellulaire.
M, N : Formation des vésicules ceelomiques. O, P : Formation d’une larve pluteus : acqui-
sition d’une symétrie bilatérale, ouverture d’une bouche et développement des bras.

6.2 GASTRULATION (fig 6.1)

En I’absence de réserves vitellines notables au pdle végétatif, la gastrulation se fait
par embolie. La destinée de chaque catégorie de cellules de la morula est connue.
Dans un premier temps, des cellules dérivées des micromeres, formant le mésen-
chyme primaire, migrent isolément dans le blastocele. C’est la blastula avec
mésenchyme. Ces cellules sécreétent les spicules calcaires de la larve pluteus.
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Les territoires de ’endoderme et du mésoderme s’invaginent ensuite et forment
1’archentéron qui s’ouvre par le blastopore. La limite d’invagination se situe entre les
dérivés de la premicere et de la seconde rangée de macromeres végétatifs. Tout I’hémis-
phere animal et la premiere rangée de macromeres végétatifs forment I’ectoderme.

Tandis que la larve s’aplatit suivant la future région ventrale et acquiert une symé-
trie bilatérale avec un plan de symétrie passant par la bouche, I’anus et la touffe de cils
apicaux, I’archentéron s’allonge. Des cellules se détachent de ce dernier et forment le
mésenchyme secondaire a 1’origine de catégories cellulaires diverses (cellules
pigmentaires, cellules musculaires pharyngiennes...). Dans la partie terminale de
I’archentéron, on observe des bourgeonnements qui donnent naissance a des vésicules
a I’origine des formations ceelomiques; celles-ci présenteront une évolution complexe.
Ce mode de formation du coelome est désigné sous le terme d’entéroccelie. Lorsque
I’individualisation des vésicules est achevée, 1’extrémité de 1’archentéron rencontre
sur la face ventrale une dépression ectodermique ou s’ouvrira la bouche, le blastopore
devenant I’anus’'. La mise en place des trois feuillets, ectoderme, mésoderme et endo-
derme est alors achevée. La larve s’étire, avec une face anale aplatie, une face orale
dont la concavité s’accentue, cette face orale étant encadrée de quatre bras soutenus
par les spicules calcaires. La larve pluteus est ainsi formée au bout de 3 jours (fig. 6.1).
Elle possede une symétrie bilatérale a laquelle se substituera une symétrie radiaire
d’ordre 5 au moment de la métamorphose.

Questions

6.1 A quel type d'ceuf celui de I'oursin se rattache-il ?

6.2 Quel est le type de segmentation observé majoritairement chez les Echinodermes ?
6.3 Quel est le devenir des micromeres ?

6.4 Quel est le nom donné a la larve caractéristique des Echinides ?

6.5 A partir de quelle région embryonnaire les vésicules ceelomiques se mettent-
elles en place?

6.6 Quel nom donne-t-on a la maniére dont se forme le coelome ?
6.7 A quel moment une symétrie d’ordre cinq se met-elle en place?

Réponses page 384

1. Cela constitue la caractéristique des Métazoaires Deutérostomiens par opposition aux Protos-
tomiens chez lesquels c’est I’ orifice blastoporal, ou sa région, qui est a I’origine de la bouche.
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DEVELOPPEMENT
D’UN INSECTE

7.1 Segmentation et formation du blastoderme

=
<C
-
o

7.2 Gastrulation et neurulation

Cette étude sommaire portera sur la segmentation et la gastrulation de I’embryon de
drosophile (fig.7.1,7.2).

7.1 SEGMENTATION ET FORMATION
DU BLASTODERME (fig 7.1)

La segmentation de 1’ceuf d’Insecte, centrolécithe, est une segmentation superficielle.

A la fin de la vitellogengse, 1’ovocyte est entouré de la membrane vitelline tres
fine, et d’'une seconde enveloppe plus externe et plus dure, le chorion, sécrétée par
les cellules folliculeuses et pourvue d’une ouverture apicale ou micropyle. L’empla-
cement de celui-ci marque la future région antérieure de I’embryon. C’est par cet
orifice que pénétrent les spermatozoides contenus dans la spermathéque!, lorsque
I’ovocyte passe devant I’ouverture de celle-ci au moment de la ponte.

Apres I’amphimixie, le noyau de fécondation situé dans la masse vitelline se
divise rapidement et, 72 minutes apres la ponte, I’embryon comprend la plupart des
128 énergides (c’est-a-dire des noyaux entourés d’un domaine cytoplasmique
dépourvu de réserve et de membrane limitante). Apres un cycle supplémentaire de
division, les 256 énergides gagnent la périphérie de I’ ceuf. Les noyaux continuent a s’y
multiplier, mais plus lentement. Il se forme un blastoderme syncytial. Au stade
512 noyaux, les cellules polaires s’individualisent dans la future région postérieure de
I’embryon. Ces cellules ont un contenu cytoplasmique constitué par le plasme polaire
(voir § 3.6.2) et sont a I’origine des cellules germinales primordiales. .es membra-
nes plasmiques isolant les cellules du blastoderme se forment par invagination de la
membrane de I’ceuf ; chaque noyau entouré de son domaine cytoplasmique est isol€ et,
3 heures plus tard, un blastoderme cellulaire, comprenant environ 6 000 cellules, est
formé autour d’une masse centrale de vitellus contenant quelques noyaux vitellins,
polyploides. Treize cycles cellulaires se sont succédés depuis la fécondation.

1. L’appareil génital femelle des Insectes comporte une poche, la spermatheque (fig 3. 13) ou sont
conservés les spermatozoides apres 1’accouplement, pendant des durées qui peuvent étre assez
longues.
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Figure 7.1 - Schémas de la segmentation de I'ceuf de drosophile
et formation du blastoderme.

A : (Euf fécondé. B, C, D, E : Multiplication des noyaux au sein d’un blastoderme
syncytial (le nombre de noyaux est indiqué sous chaque figure). C, D : Les noyaux
du blastoderme se mettent en place a la périphérie, dans le périplasme; des
noyaux vitellins restent dans l'aire vitelline centrale. F, G : Le blastoderme syncytial
devient un blastoderme cellulaire. Les cellules germinales initiales sont individuali-
sées au stade 512 noyaux. H : 3 phases de la cellularisation avec formation des
membranes cellulaires par invagination de la membrane plasmique de I'ceuf.

Dans le blastoderme syncytial, des différences apparaissent déja parmi les noyaux
quant a la durée de leurs cycles mitotiques et ceux-ci deviennent asynchrones tandis
que la transcription d’ARN-m augmente. Cette augmentation s’accélere apres le
14¢ cycle cellulaire. C’est alors que les mouvements morphogénétiques de la gastru-
lation commencent.

7.2 GASTRULATION ET NEURULATION (fig 7.2)

A la fin de la segmentation, la carte des territoires embryonnaires présomptifs
montre, en position ventrale, une large bande médiane correspondant au territoire
mésodermique. Celui-ci est €pais et constitué par environ 1 000 cellules, hautes et
volumineuses. De part et d’autre de cette zone médio-ventrale s’étendent, latérale-
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ment et dorso-latéralement, les territoires neurectodermiques. On trouve, en position
antérieure et postérieure, des territoires ectodermiques et endodermiques qui partici-
peront a la formation du futur tube digestif (fig. 7.2 A, B). L’ensemble de ces terri-
toires organogenes du futur embryon constitue la bandelette germinative qui
s’étend, chez la drosophile, sur toute la face ventrale du germe. Sur la face dorsale
de ’embryon se situe la région de I’amnio-séreuse, d’origine ectodermique, qui ne
participe pas directement a 1’organogenese.

Les cellules mésodermiques s’invaginent le long d’un sillon ventral qui se
referme, et forment une ébauche aplatie de mésoderme sous 1’ectoderme ventral
(ig. 7.2 C, C).

Une double invagination du blastoderme, d’abord a I’arriere puis a I’avant du
sillon ventral, met en place les territoires endodermiques antérieur et postérieur de
I’intestin moyen qui se rejoignent sous la forme de deux bandelettes ventrales.
Celles-ci fusionnent ventralement et, par expansion latéro-dorsale, englobent
progressivement la masse vitelline (fig. 7.2 D-F’). Au cours du mouvement d’invagi-
nation de la partie postérieure du futur tube digestif, les cellules polaires sont entrai-
nées a I’intérieur de I’embryon.

L’extension de la bandelette germinative dans sa partie postérieure retrousse cette
derniere en position dorsale. L’extrémité de cette région qui correspond aux futures
structures abdominale et caudale, se trouve ainsi repliée au-dessus de la future
région céphalo-thoracique (fig. 7.2 F, G). Au cours de I’élongation dorsale de la
bandelette germinative, la région de 1’amnio-séreuse se trouve refoulée ; elle ne
formera, chez la drosophile, qu’une structure de jonction constituée par une mince
couche cellulaire aplatie!.

Des cellules neuroblastiques se détachent du feuillet neurectodermique ventral et
migrent pour former deux bandelettes longitudinales qui sont a I’origine de la chaine
nerveuse ventrale (fig. 7.2 E-F’). Par condensation, ces cellules forment une paire de
ganglions par segment ; les ganglions de la région céphalique fusionnent ensuite en
ganglions cérébroides.

>

Figure 7.2 - Gastrulation et neurulation de ’embryon de drosophile (A-C).

A, B : Carte simplifiée des territoires présomptifs de la blastula en vue latérale
externe (A) et en coupe transversale (B). A’, B’ : Coupes sagittale (A) et transversale
(B) d’'une blastula ; le blastoderme est épaissi dans sa partie ventrale. C: Coupe
sagittale au début de la gastrulation ; invagination de la partie postérieure du tube
digestif. C’ : Détail d’'une coupe transversale au méme stade ; formation du sillon
ventral par invagination de la bandelette mésodermique.

1. Chez les Insectes présentant une bandelette germinative de longueur réduite, I’amnio-séreuse
forme des replis antéro-postérieur et latéraux qui fusionnent et sont a 1’origine de structures
membranaires extra-embryonnaires entrainant la formation d’une cavité amniotique ventrale dans
laquelle baigne I’embryon.
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«4 Figure 7.2 (suite)

D : Formation de I'ébauche de la partie antérieure du tube digestif vue en coupe
sagittale. D’ : Coupe transversale au méme stade montrant le mésoderme interna-
lisé. E : A un stade ultérieur, deux bandelettes d’endoderme se développent et
commencent a englober le vitellus. Immigration de cellules neuroblastiques a
partir de I'ectoderme ventral. F : Extension en direction dorsale de la partie posté-
rieure de la bandelette germinative. F’ : Coupe transversale au méme stade que F;
I’ébauche de la chaine nerveuse ventrale s’est formée et la fermeture de I'intestin
moyen est en cours d’achévement. G : Vue externe d’'un embryon de 5 heures.
H : Vue externe d’'un embryon de 10 heures, aprés rétraction de la partie retrous-
sée postérieure de 'embryon.

L’embryon se contracte dans le sens antéro-postérieur, et le repli en position
dorsale de la partie abdominale disparait. La division du corps en segments ou
métameres (voir § 8.6) devient visible. Sur une larve de 10 heures, se mettent en
place 6/7 segments céphaliques (nombre soumis a controverse), 3 segments thoraci-
ques et 8/9 segments abdominaux (nombre li€ a un dimorphisme sexuel). Les
régions apicales de ’animal, 1’acron en avant du premier métamere et le telson en
arriere du dernier ne sont pas des métameres.

On verra plus loin (voir chap. 11), que les mécanismes de régulation génétique
qui déterminent la nature céphalique, thoracique ou abdominale d’un métamere
chez un Insecte présentent de remarquables similitudes avec ceux qui contrdlent la
différenciation des métameres suivant 1’axe antéro-postérieur de tous les animaux
métamérisé€s et notamment les Vertébrés.

Questions

7.1 A quel type d’ceuf celui de la drosophile se rattache-il?

7.2 Quel est le type de segmentation observé chez les Insectes ?

7.3 Existe-t-il une polarité détectable chez 1'ceuf non fécondé de drosophile ?

7.4 Qu’appelle-t-on plasme polaire ?

7.5 Qu’appelle-t-on énergide ?

7.6 A quoi correspond la bandelette germinative ?

7.7 Les extrémités antérieure et postérieure correspondent-elles a des métameres ?
7.8 A partir de quels feuillets embryonnaires le tube digestif se constitue-il?

7.9 La drosophile est-elle un Hyponeurien ? Si oui, pour quelle raison ?

7.10 Combien de métameres observe-t-on pour chaque partie du corps de I’embryon ?
Réponses page 384
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DEVELOPPEMENT
DES AMPHIBIENS

8.1 Structure de I'ceuf d’Amphibien
8.2 Segmentation
8.3 Gastrulation
8.4 Neurulation

PLAN

8.5 Evolution des feuillets aprés la neurulation
8.6 La métamérisation chez les Vertébrés

8.1 STRUCTURE DE L'GEUF D’AMPHIBIEN (fig 8.1)

Le chapitre traitant de I’ovogenese a exposé les mécanismes de la formation de cet
ceuf hétérolécithe'. Cette structure conditionne les modalités de segmentation.

8.1.1 CEuf vierge

L’ ceuf vierge d’Amphibien Anoure ou Urodele est une cellule arrondie de deux
millimetres de diametre. I possede un axe de symétrie qui passe par le pdle animal
(PA) sous lequel se trouve le noyau en métaphase de seconde division de méiose, au
sommet de I’hémisphere animal, et par le pdle végétatif (PV), situé a I’opposé, au
sommet de I’hémisphere végétatif.

On distingue une couche de cytoplasme cortical superficiel et un cytoplasme
interne.

Sous le plasmalemme (membrane plasmique) de I’ceuf non fécondé, le cyto-
plasme cortical ne contient pas de plaquettes vitellines. Il est plus visqueux que le
cytoplasme interne avec un cytosquelette constitué d’un réseau de microfilaments
d’actine enserrant dans ses mailles des granules corticaux superficiels et des pigments
(mélanine) en profondeur. Les granules corticaux sont d’origine golgienne ; ils sont
absents chez les Amphibiens Urodeles. Les pigments sont répartis suivant une inten-
sité qui diminue souvent chez certaines especes, dans 1’hémisphere végétatif. Ils
sont également absents au voisinage du pdle animal de I’ceuf vierge ou le noyau est
voisin de la membrane cellulaire ; c’est la tache de maturation, emplacement ou
les globules polaires sont expulsés au cours de la méiose, le premier lors de la matu-
ration et le deuxieme a la fécondation.

1. Cet embranchement contient aussi des especes vivipares et des especes a ceufs télolécithes.
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Le cytoplasme interne est hétérogene. C’est le résultat d’une répartition inégale
des produits de syntheses élaborés pendant I’ovogenese. Schématiquement, des ARN
stables se répartissent suivant un gradient décroissant du pole animal au pdle végétatif.
A T’inverse, des réserves lipidiques, protéiques et glucidiques formant notamment des
plaquettes vitellines suivent un gradient de taille croissante du pdle animal au pdle
végétatif et de la périphérie de I’ ceuf vers le centre, de sorte que le hyaloplasme est peu
abondant dans I’hémisphere végétatif. L’analyse globale montre que I’ceuf d’ Amphi-
bien contient 52,5 % d’eau, 34,5 % de protéines, 7,5 % de graisses, 3 % de glucides et
2 % de substances diverses.

8.1.2 Modifications des structures cytoplasmiques
a la fécondation

La pénétration du spermatozoide dans I’hémisphere animal déclenche des remanie-
ments cytoplasmiques dont la conséquence sera de déterminer le plan de symétrie de
I’embryon dans les deux heures qui suivent la fécondation.

Le second globule polaire est émis apres la pénétration du spermatozoide, la
tache de maturation disparait par contraction du cytosquelette de la couche corti-
cale pigmentée. Le noyau femelle haploide ou pronucleus femelle se porte a la
rencontre du noyau spermatique, pronucleus maéle, en une aire plus profonde du
cytoplasme, le spermatozoide entraine du pigment dans le cytoplasme profond,
formant la trainée spermatique.

8.1.3 Rétraction de I'ceuf dans ses enveloppes :
rotation d’orientation (ou d’équilibration)

Apres la réaction corticale (voir § 4.3), le plasmalemme est libéré du contact avec
la membrane vitelline devenue la membrane de fécondation. L’ ceuf s’équilibre
selon les lois de la pesanteur, le pdle végétatif plus lourd s’oriente vers le bas.
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Cette rotation d’orientation ou d’équilibration s’achéve en 30 minutes et inté-
resse la totalité de la masse de I’ ceuf (La chronologie qui est donnée correspond au
développement a 18 °C d’un Urodele).

8.1.4 Formation du croissant gris,
acquisition du plan de symétrie de ’embryon :
rotation de symeétrisation (fig. 8.2)

Une heure dix apres la fécondation', un déplacement de cytoplasme superficiel
comprenant la couche pigmentaire s’effectue suivant un mouvement de bascule
d’une ampleur d’environ 30 degrés, autour d’un axe passant par le centre de I’ceuf, et
orthogonal a un plan déterminé par I’axe PA-PV et la trainée spermatique. Le sens du
déplacement est tel que le pigment descend vers le PV du c6té correspondant au point
de pénétration du spermatozoide et remonte vers le P.A. du c6té opposé. La zone de
remontée a une forme de croissant de teinte grisatre due a du pigment resté sur place,
le croissant gris (ou croissant dépigmenté). C’est dans le plan défini par I’axe PA-
PV et la trainée spermatique que la remontée du pigment est a son maximum. Ce plan
constitue le plan de symétrie bilatérale de I’embryon et le croissant gris sa région
dorsale. Le mouvement superficiel du cortex est appelé rotation de symétrisation.

Chez le xénope (fig. 8.2), ce mouvement est dirigé par le spermaster qui se déve-
loppe, lors de la pénétration du spermatozoide, dans le cytoplasme de I’hémisphere
animal autour du centriole spermatique et qui suit la migration du pronucleus méle.
Apres la fusion des pronuclei male et femelle au centre de I’hémisphere animal, le
cortex dorsal se contracte en direction du point d’entrée du spermatozoide, entrai-
nant un retrait dans la partie dorsale. Le sens de ce mouvement du cortex dorsal est
sans doute induit par les interactions entre les microfilaments du cortex dorsal et les
microtubules mis en place sous le controle du spermaster. Ils sont orientés parallele-
ment a la direction de la rotation et ils disparaissent quand cette rotation est achevée.
Des mouvements cytoplasmiques plus profonds sont li€s a des déplacements le long
de microtubules parall¢les situés sous le cortex et associés au cytoplasme interne. Ils
sont alignés dans la direction de rotation et se forment apres que les mouvements de
rotation corticale ont eu lieu. Ils n’interviennent donc pas dans la rotation du cortex,
mais pourraient contribuer au mouvement d’organelles endogenes se déplacant
dorsalement suivant une ampleur de 60 & 90° a partir du pdle végétatif. Ainsi, Dishe-
velled, un composant de la voie Wnt, associé a de petites vésicules est déplacé vers
le site dorsal prospectif pendant la réaction corticale (Miller et coll., 1999) (voir
§ 12.5.7). A ces mouvements correspond aussi dans le vitellus une dissymétrie avec
remontée d’un mur vitellin dorsal (Ubbels et coll., 1983). C’est alors que les
éléments du plasme germinatif, qui ne sont plus ancrés aux plaquettes vitellines, se
regroupent au pdle végétatif.

Chez les Urodeles qui sont polyspermiques, on ne connait pas de relation entre
croissant gris et pénétration du spermatozoide. Il est possible que, dans ce groupe, le
plan de symétrisation soit prédéterminé.

1. Chronologie variable suivant les especes. Il s’agit ici d’un Urodele.
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CEuf dans Membrane
Oviducte  sa gangue Spermatozoide de fécondation

Espace
périvitellin

PV PV
Cytoplasme Croissant Trainée  Pronuclei Rempart
végétatif gris spermatique vitellin dorsal

Figure 8.2 - Rotations d’orientation et de symétrisation
dans I'ceuf d’Amphibien.

A : CEufs vierges dans l'oviducte orientés de facon quelconque. B et C : Pénétra-
tion du spermatozoide, décollement de la membrane de fécondation, rotation
d’orientation. D-F : Rétraction superficielle du pigment vers le point de pénétra-
tion du spermatozoide et formation du croissant gris dorsal. Remaniement
profond du cytoplasme végétatif et formation du rempart vitellin dorsal. CEuf vu
en coupe sagittale avant (4) et apres (6) la rotation de symétrisation

8.2 SEGMENTATION (fig 8.3)

C’est une segmentation totale et inégale.

Le développement se déroule a I’intérieur de la membrane de fécondation, jusqu’a
I’éclosion.

La durée de la segmentation varie avec les especes. Chez 1’axolotl, un Urodele, le
premier sillon de segmentation qui sépare les deux premiers blastomeres apparait
2 h 30 apres la fécondation et coincide dans 50 % des cas avec le plan de symétrie
bilatérale de I’embryon. Apres une seconde division suivant un plan méridien
perpendiculaire au premier et une troisieme sus-équatoriale, les blastomeres
commencent a s’€carter sur leur face interne pour délimiter un blastocele qui occu-
pera surtout I’intérieur de ’hémisphere animal. Les deux plans de division suivants
sont méridiens et forment un angle de 45° avec les deux premiers. Les divisions sont
d’abord synchrones pendant onze cycles, chaque cycle dépourvu des phases G1 et
G2, dure 70 minutes. Ce rythme se ralentit et les divisions deviennent asynchrones,
avec I’apparition de G1 et de G2, apres le 11° cycle qui correspond a la transition
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Figure 8.3 - Segmentation de ’ceuf d’Amphibien
représenté dépourvu de sa gangue.
A aD:Stades 2 a 16; E : Morula ; F-G : Blastula en vue externe
et en coupe méridienne.

blastuléenne ou mi-blastula'. Le ralentissement est plus marqué dans 1’hémisphere
végétatif. Au bout de 30 heures a 18°C, I’embryon compte environ 10 000 cellules et
la gastrulation commence.

La chronologie est différente chez le xénope, avec des cycles de 35 minutes et une
mi-blastula atteinte a la 9¢ heure de segmentation. Chez d’autres especes aux ceufs
volumineux, certaines rainettes par exemple, elle est par contre beaucoup plus lente.

8.3 GASTRULATION (fig 8.4)

8.3.1 Manifestations externes de la gastrulation

Dans cet ceuf hétérolécithe, la totalité des cellules contenant des inclusions vitellines
est concernée par les mouvements morphogénétiques. La gastrulation dure 24 heures
chez le pleurodele ou I’axolotl, mais seulement 7 heures chez le xénope.

Une zone de dépression du matériel cellulaire, 1’encoche du blastopore, se
dessine sous I’emplacement du croissant gris dont les limites se sont estompées
pendant la segmentation. Cette encoche se présente d’abord sous la forme d’un
sillon horizontal incurvé, la Ievre dorsale du blastopore qui évolue progressivement
tandis que les tissus mésodermique et endodermique pénetrent dans la cavité de
segmentation et forment une seconde cavité qui s’y emboite, 1’archentéron. La
levre blastoporale s’incurve, se prolonge par les levres latérales, puis se referme en
un cercle avec 1’apparition de la levre ventrale du blastopore, entourant le bouchon
vitellin constitué par des cellules endodermiques encore visibles a 1’extérieur et
dont le diametre se réduit progressivement. Le blastopore prend enfin la forme d’une

1. Ce qui correspond au début de I’activité de génome embryonnaire.
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fente blastoporale verticale lorsque I’invagination est achevée. Cette fente, située
au pole végétatif par suite de la progression de la zone d’invagination dans I’hémis-
phere végétatif correspond a I’anus chez les Urodeles. Chez les Anoures, elle s’obli-
tere, 1’anus résulte d’une réouverture secondaire.

B C
Blastopore Levre latérale
(levre dorsale) du blastopore

PV Blastocele Archentéron  Blastopore

D E F
Levre ventrale Bouchon Fente
du blastopore  vitellin blastoporale

Blastocele Archentéron

Figure 8.4 - Gastrulation d’embryon d’Amphibien Urodéle.

Vues externes dorsales : la lévre blastoporale dorsale (A) se prolonge par des
lévres latérales (B, C) qui se rejoignent par une lévre ventrale (D). Le tout circons-
crit un bouchon vitellin qui se réduit (D, E) et fait place a une fente blastoporale
(F) quand I'endoderme a disparu a lintérieur. Les vues en coupe sagittale
montrent la formation de I'archentéron, la réduction du blastocéle, I'élongation
des feuillets ectodermiques et mésodermiques. A la fin de la gastrulation,
'embryon bascule sur la face ventrale (F). Des marques colorées, représentées ici
en noir, sont déposées a la surface de la blastula. On suit leurs déformations et
leurs migrations jusqu’a la fin de la gastrulation. Les territoires sont représentés
suivant des conventions précisées (fig. 8.5).
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La formation et I’évolution du blastopore sont le résultat d’un mouvement
combiné d’élongation et de recouvrement des tissus de I’hémisphere animal (€pibo-
lie) et de la disparition passive des cellules chargées en vitellus de 1’hémisphere
végétatif (embolie). Les mouvements de 1’hémisphere végétatif provoquent une
modification du centre de gravité, et un basculement de I’embryon sur la face
ventrale. L’ axe animal végétatif devient presque horizontal (fig. 8.4).

8.3.2 Carte des territoires présomptifs (fig. 8.5)

Il est possible par des techniques appropriées de marquage (voir encart 8.1) d’iden-
tifier dés la fin de la segmentation des ensembles cellulaires qui seront a 1’origine
des divers territoires embryonnaires. Cependant les cartes dites des territoires
présomptifs ainsi établies ne permettent d’apprécier qu'une probabilité selon
laquelle telle cellule issue d’une aire cytoplasmique donnée de I’ceuf aura telle
descendance, dans la mesure ou il ne se produit pas de ségrégation rigoureuse entre
les cellules issues des divers territoires cytoplasmiques de 1’ ceuf.

IT faut noter que la carte classique des territoires qui est présentée ici est celle
d’un Urodele. Elle ne convient pas exactement au xénope chez qui les aires
présomptives mésodermiques ne sont pas visibles en surface (voir infra).

Epiderme _ _ Neurectoderme

_ Mésoderme caudal

Mésoderme cordal

o Mésoderme somitique

Limite
d'invagination
, # . Mésoderme précordal
Mésoderme ——

des lames latérales Blastopore

Endoderme

PV

Figure 8.5 - Carte des territoires présomptifs d’une blastula d’Urodéle.
Vue latérale correspondant a la vue dorsale de la fig. 8.4 A.

Elle ne préjuge pas de I’état de détermination des territoires mais n’indique que
leur destinée probable. On n’envisagera ici que les grandes subdivisions, bien que
des localisations plus précises (organes des sens par exemple) soient connues :

- D’ectoderme correspond a peu pres a I’hémisphere animal. Il se subdivise en une
région ventrale, qui donnera I’épiderme et ses dérivés (placodes sensorielles notam-
ment) et en une région dorsale, le neurectoderme, a I’origine du systéme nerveux.

- Le mésoderme forme une ceinture équatoriale et sous-équatoriale élargie dans la
région dorsale. Cette ceinture est désignée sous le terme de zone marginale. On
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identifie dorsalement les territoires de la corde et du mésoderme précordal a
I’emplacement du croissant gris; latéralement, les territoires des somites et du
mésoderme des lames latérales et une ceinture continue de mésoderme caudal.

- L’endoderme appartient a I’hémisphere végétatif. Il est a 1’origine de 1’épithé-
lium du tube digestif et de ses dérivés. Il s’y forme les cellules germinales primor-
diales chez les Anoures.

Etablissement d’une cartographie
des territoires embryonnaires

Un marquage a l'aide de colorants vitaux des différentes parties de la surface de la
blastula fut la premiére technique qui ait permis de suivre les mouvements cellulai-
res a la gastrulation et de reconstituer a posteriori une carte du devenir présomptif
des différentes parties de la blastula avant la gastrulation : la carte des territoi-
res présomptifs. |l suffisait d’utiliser de minuscules fragments d’agar agar impré-
gnés de rouge neutre ou de sulfate bleu de Nil qui étaient appliqués a la surface de
la blastula immobilisée dans une logette de paraffine et convenablement orientée.
On suivait ensuite le cheminement des marques colorées ainsi obtenues (fig. 8.4),
ce qui permettait de préciser la chronologie, le sens et 'importance des mouve-
ments des tissus pendant la gastrulation. D’autre part, on identifiait les différentes
ébauches d’organes ou se retrouvent les cellules colorées. Pour repérer sur la jeune
blastula les emplacements normalement destinés a former un feuillet ou un organe
donné, il suffisait d’y reporter aprés coup l'aire correspondant a ces organes et
d’établir ainsi une carte des territoires présomptifs.

La carte des territoires ainsi dressée par Vogt (1925) reste trés commode pour
décrire les mouvements morphogénétiques. Cependant, on ne peut plus considé-
rer qu’elle indique trés exactement la destinée des cellules d’un territoire. En
effet, ce marquage n’est pas assez précis; un certain degré de mélange cellulaire
se produit a la frontiére des territoires, dés la segmentation, puis a la gastrula-
tion, ce que les marques colorées ne permettent pas de repérer. Par ailleurs, les
plans de segmentation ne sont jamais exactement reproductibles.

On procéde actuellement par microinjection dans un blastomére, d’une subs-
tance de poids moléculaire élevé qui ne peut traverser la membrane plasmique et
par conséquent ne diffuse pas hors de la cellule. Il s’agit de molécules de
dextrane liées a une molécule fluorescente, rhodamine ou fluorescéine qui, sous
le microscope a ultra-violets apparaissent en rouge ou en vert dans les cellules
dérivées du blastomeére injecté. Ce type de marquage est, par exemple, pratiqué
chez le xénope choisi pour la régularité de sa segmentation, sur une morula de
32 cellules. Il permet de localiser la position, dans la neurula, de chacune des
cellules filles issues de chaque blastomére injecté et d’établir ainsi des filiations
cellulaires (Dale et Slack, 1987). Il existe certes une relation avec la cartographie
classique, mais on constate aussi qu’une fraction des cellules dérivées des blas-
tomeéres bien identifiés s’est trouvée intégrée, au stade neurula, dans des ébau-
ches d’organes que I'analyse classique ne prévoyait pas. Les frontiéres entre les
différents territoires sont donc beaucoup moins précises qu’il n’apparaissait de
prime abord avec la méthode de Vogt.
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Il est a noter que chez les Urodeles, les cellules fondatrices du mésoderme se
répartissent sur toute 1’épaisseur de la paroi du germe au niveau de la zone margi-
nale. Ce n’est pas le cas chez le xénope chez lequel les cellules mésodermiques sont
situées au niveau de cette zone en profondeur, et seules les cellules ectodermiques et
endodermiques constituent les couches superficielles de I’embryon.

La distinction parfois faite entre ectoblaste, mésoblaste et endoblaste d’une part et ecto-
derme, mésoderme et endoderme repose sur une conception actuellement dépassée de
I’état de détermination et de la mise en place de ces feuillets. Elle nous parait difficile a
maintenir actuellement et nous avons préféré uniformiser la terminologie.

8.3.3 Interprétation des mouvements morphogénétiques
lors de la gastrulation (fig. 8.6)

Les tissus situés sous la limite de 1’ectoderme vont passer a I’intérieur. Les mouve-
ments sont complexes. On peut les décomposer comme suit :

— Involution correspondant a un enroulement des tissus mésodermiques de la zone
marginale situés au-dessus de la Ievre dorsale du blastopore. C’est au cours de ce
mouvement que les cellules acquic¢rent un pouvoir de migration, la migration active
des cellules mésodermiques sur le toit du blastocele s’avérant un phénomene clé de
la gastrulation chez les Urodeles.

— Convergence des tissus mésodermiques axiaux, des somites et des lames latéra-
les vers les levres blastoporales dorsale et latérales ou ils involuent.

— Extension et élongation : L’extension de 1’ectoderme lui permet de recouvrir
activement la totalité de ’embryon par épibolie. L’extension et 1’élongation du
mésoderme se poursuivent encore a l’intérieur, apres I’involution des tissus de
I’hémisphere animal et la mise en place de 1’axe antéro-postérieur.

— Embolie (ou invagination) de la masse de I’endoderme. Celle-ci est progressive-
ment recouverte par les tissus ectodermiques, il n’en restera transitoirement qu’une
petite partie visible entourée par les levres blastoporales, le bouchon vitellin.

— Intercalation : Des mouvements des feuillets peuvent se produire grace d’une
part a I’augmentation de la population cellulaire et d’autre part a la réorganisation
des relations cellulaires au sein d’un méme feuillet par la voie des intercalations
radiaires et des intercalations latérales.

— DPintercalation radiaire affecte notamment I’ectoderme de la calotte animale
dont les cellules sont initialement organisées en couches pluristatifiées. Elle consiste
en une imbrication sur un méme plan de cellules appartenant a des couches différen-
tes (fig. 8.7A). La surface finale de I’aire concernée en sera accrue, ce qui rend
possible au cours de 1’épibolie le recouvrement de 1I’embryon par 1’ectoderme ainsi
modifié. Le front de progression du feuillet ectodermique autour de la masse de
I’endoderme devient visible a la fin de la gastrulation par la matérialisation de levres
latérales et ventrales du blastopore.

— L’intercalation latérale concerne les cellules d’'une méme assise cellulaire qui
se réorganisent de telle sorte que le feuillet s’allonge, sans changement de surface
(fig. 8.7B). On I’observe dans les cellules mésodermiques ayant involué dorsale-
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Figure 8.6 - Mouvements morphogénétiques lors de la gastrulation.

A : Vue dorso-végétative d’'une gastrula avec indication des mouvements de
convergence, élongation, enroulement autour des lévres blastoporales, et diver-
gence en profondeur. B : Coupe transversale de gastrula agée lors de I'extension
du mésoderme et de I'endoderme. C et D : Mouvements d’extension du méso-
derme, de I'endoderme (fleches), I'ectoderme étant supposé enlevé. C : Vue de
avant. D : Vue de l'arriére.

ment; elle aboutit & leur rassemblement selon une ligne médio-dorsale, ce qui provo-
que une élongation antéro-postérieure vers le pdle animal de I’ensemble cellulaire
que ces cellules constituent. Ce phénomene est désigné sous le terme d’extension
convergente et semble le processus majeur de la gastrulation chez les Anoures.

Les phénomenes d’intercalation jouent aussi un rdle a d’autres étapes de la
morphogenese, comme 1’allongement de la corde, par exemple.

Le résultat de ces mouvements est la formation d’un germe a feuillets emboités ;
I’un, externe ou ectoderme, 1’autre interne, composite avec une voiite dorsale mince
de mésoderme et un plancher massif d’endoderme. Le feuillet interne limite une
cavité nouvelle, I’archentéron, qui s’ouvre au niveau d’un blastopore qui peut se
fermer pour s’ouvrir plus tard et former I’anus en une aire dépourvue de mésoderme.
Le blastocele est a peu pres totalement oblitéré (fig. 8.4).

Simultanément, a la limite entre endoderme et mésoderme entourant 1’archenté-
ron, une discontinuité se crée. Il y a divergence du matériel mésodermique des
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Figure 8.7 - Schémas des mécanismes d’intercalation radiaire

et d’intercalation latérale.

A : Au cours de l'intercalation radiaire, les cellules appartenant a deux couches
superposées s’imbriquent de sorte que la couche cellulaire finale, plus mince,
sera plus étendue dans toutes les directions. B : Au cours de l'intercalation laté-
rale, des cellules situées sur un méme plan s’imbriquent de telle facon que le
feuillet qui en résulte subit une extension dans une direction privilégiée.

lames latérales qui s’étale a droite et a gauche puis vers le bas entre 1’ectoderme et
1’endoderme. Les lames latérales se mettent en place plus précocement dans la
région postérieure que dans la région antérieure. Parallelement a ces mouvements
du mésoderme, la masse endodermique se creuse et les parois latérales ainsi
formées convergent et se rejoignent dorsalement, mouvements aboutissant a la
formation du tube digestif et qui s’achévent durant la neurulation. Trois feuillets
emboités se mettent ainsi en place, I’ectoderme, qui s’€paissit sur la face dorsale, le
mésoderme et I’endoderme. Dans le mésoderme, la couche axiale va s’isoler
progressivement, le mésoderme précordal se dissocie sous I’ectoderme situé dans
la future région céphalique (fig. 8.8).

8.4 NEURULATION (fig 8.8)

Cette étape du développement embryonnaire s’achéve en 24 heures a 18 °C chez les
Urodeles.

Extérieurement, on note un allongement dans le sens antéro-postérieur et un apla-
tissement de 1’embryon dans la région dorsale, marquant I’apparition de la plaque
neurale en forme de raquette. Celle-ci se creuse en gouttiere neurale, se referme
d’abord au niveau médian puis sur toute la largeur du germe, formant ainsi le tube
nerveux. Des épaississements latéro-dorsaux répétés au niveau du tronc sont la
manifestation de la différenciation des somites. Des épaississements antérieurs et
latéraux dans la région du cerveau marquent les ébauches des placodes sensorielles
(cristallin, oreille interne) et des bourgeons branchiaux.

Des mouvements internes internes se déroulent en continuation avec les mouve-
ments gastruléens.



8 - Développement des Amphibiens

o @&__ O

- Gouttiére neurale ..— Crétes neurales
Créte neurale Tube neural

— Corde
Somites

- Piece
intermédiaire

Plaque
neurale

Corde
Epiderme

Somites

— Piéce intermédiaire

. Splanchnopleure

. Somatopleure
Coelome
Epiderme
Tube digestif

Lames
latérales

Epiderme

Archentéron Tube neural

Vésicule
céphalique
Mésenchyme
céphalique

Blastopore Mésentere ventral |/ |

Pharynx Plaque anale____J

Mésoderme caudal —

MésenchYme
précorda

Figure 8.8 - Neurulation d’'embryon d’Amphibien.

3 stades différents : Plaque neurale, gouttiére neurale et tube neural. Haut : vues
externes dorsales. Milieu : coupes transversales. Bas : coupes sagittales.

8.4.1 Différenciation du neurectoderme

L’ectoderme dorsal, en contact étroit avec le mésoderme, se différencie en neurecto-
derme sous I’influence inductrice de ce dernier (voir chap. 15). Les bords latéraux de
I’aire aplatie de la plaque neurale forment les bourrelets médullaires. Leur partie la
plus externe forme les crétes neurales. La fusion des bourrelets dans le plan de symétrie
de ’embryon isole un tube nerveux du restant de 1’ectoderme. Celui-ci n’est plus alors
constitué que par de I’épiderme qui recouvre la totalité de I’embryon et d’ou s’isoleront
plus tard des placodes sensorielles. Le tube nerveux est élargi vers 1’avant en une vési-
cule céphalique, futur encéphale ; il est flanqué latéralement par les crétes neurales.

8.4.2 Evolution du mésoderme et de I’endoderme

Dans le mésoderme, les somites s’individualisent, leur nombre varie suivant I’espece.
Ce sont des masses de mésoderme paires, situées de part et d’autre de la corde qui est
axiale. Ils forment une structure répétitive qui se différencie en arriere du niveau de la
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vésicule céphalique dans le sens antéro-postérieur. La corde s’isole en un cylindre de
cellules turgescentes. Le mésoderme précordal s’étale sous la vésicule céphalique. Les
lames latérales se creusent d’une cavité ou ceelome qui est a I’origine de la cavité géné-
rale. Cette formation est dite par schizoccelie. Le feuillet externe est la somatopleure, le
feuillet interne la splanchnopleure. Entre les lames latérales et les somites, des zones
d’étranglement constituent les piéces intermédiaires qui s’isoleront des somites mais
restent en communication avec la cavité ceelomique. Comme les somites, elles se méta-
mérisent et forment le gononéphrotome a I’origine de I’appareil uro-génital.

L’endoderme acheve son mouvement de fermeture dorsale permettant ainsi la
formation du tube digestif. Ce feuillet se trouve au contact direct de I’ectoderme aux
emplacements de la future bouche et du futur anus.

8.5 EVOLUTION DES FEUILLETS
APRES LA NEURULATION (fig 8.9)

Le devenir de chacun de ces territoires est illustré par des schémas de bourgeon
caudal en coupes transversale et sagittale.

Ces données s’appliquent a tous les Vertébrés; une partie des données exposées
ci-dessous provient en réalité de travaux réalisés sur I’embryon de poulet.

8.5.1 Ectoderme

Il comporte plusieurs territoires, I’épidermique et le neurectodermique comprenant
le neurodermique et celui des crétes neurales. Ce dernier sera étudié¢ séparément
compte tenu de la diversité et de I’importance de ses dérivés.

a) Territoire épidermique
1l se différencie en :
e épiderme et phaneres : chez les Vertébrés supérieurs, les phaneres se présentent

sous la forme de structures variées : poils, plumes, écailles cornées, ongles et grif-
fes, cornes ...

e placodes sensorielles : vésicules olfactives, cristallins, vésicules auditives.
e placodes des lobes antérieur et intermédiaire de ’hypophyse et certains
ganglions craniens.

b) Territoire neurodermique

Il est a I’origine du systeme nerveux central avec :

e la vésicule céphalique : clle est formée d’abord de trois vésicules (le
prosencéphale, le mésencéphale, le thombencéphale). La premiere se divise en
télencéphale (hémispheres cérébraux) et diencéphale (avec les vésicules optiques),
la deuxieéme donne les lobes optiques et les pédoncules cérébraux, et la dernicre
forme le métencéphale (cervelet) suivi du myélencéphale (bulbe rachidien)

e le tube nerveux : il évoluera en moelle épinicre.
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Figure 8.9 - Bourgeon caudal d’Urodéle en coupes sagittale
et transversale avec une perspective montrant la métamérisation.

c) Les crétes neurales

Leur role est essentiel dans le développement des Vertébrés et, d’apres des spécialis-
tes de I’évolution, c’est leur apparition qui a permis I’émergence de ce phylum a
partir d’ancétres du Précambrien.

Le territoire des crétes neurales se situe a la limite de 1’épiderme et de la plaque
neurale. I1 est constitué de cellules pluripotentes qui se caractérisent par leur pouvoir
migratoire, leur capacité de prolifération élevée, I’importance et la diversité de leurs
dérivés. Ces cellules évoluent différemment suivant qu’elles appartiennent a la
région de la téte ou du tronc :

e Elles fournissent au niveau de la téte les ganglions craniens, les méninges et leur
vascularisation, la paroi des gros vaisseaux artériels issus du cceur, des éléments
du squelette a savoir la totalité des os de la face et des éléments dérivés des arcs
branchiaux (mandibule, os hyoide, osselets de I’oreille moyenne), les dents, les os
du crane a I’exception de quelques éléments du plancher de la boite cranienne. En
proviennent également le derme de la face et du cou, certains muscles lisses et
striés, les tissus conjonctifs de ces muscles ainsi que des glandes situées dans la
téte et le cou (glandes salivaires, glandes lacrymales, hypophyse, parathyroide,
thyroide, thymus).

127



Partie 2 - Embryologie descriptive

128

e Les crétes neurales du tronc migrent en deux vagues et constituent le systeme
nerveux périphérique (ganglions rachidiens, chaines ganglionnaires sympathi-
ques et parasympathiques, plexus nerveux du tube digestif, cellules de Schwann
des nerfs périphériques), les cellules chromaffines des glandes médullo-surréna-
les, les cellules a calcitonine de la thyroide des Mammiferes.

Enfin, sur toute la surface du corps, elles sont a I’origine des cellules pigmentaires

(dont les mélanocytes), responsables notamment de la coloration de tous les phane-

res, poils, plumes, écailles; la rétine pigmentaire en est exceptée.

8.5.2 Mésoderme

1l se subdivise en quatre territoires.

a) Mésoderme cordal et précordal (mésoderme axial)

Chez la quasi-totalité des Amphibiens, la corde régresse et disparait a 1’état adulte'.
Le mésoderme précordal forme le mésenchyme céphalique d’ou dérivent divers
constituants de la téte et notamment une partie du squelette de la téte.

b) Mésoderme des somites (mésoderme para-axial)

Il comprend deux régions : le sclérotome et le dermomyotome. La premiere est a
I’origine des ébauches du squelette axial (corps vertébraux). La seconde est fugace
et donne rapidement le dermatome formant le tissu mésenchymateux du derme

dorsal, et le myotome a I'origine de toute la musculature squelettique striée a
1’exception de certains muscles de la face.

c) Mésoderme des pieces intermédiaires

Restant provisoirement en communication avec le cecelome des lames latérales
situées du méme coté, les picces intermédiaires forment les blastemes rénaux, la
médulla des gonades et les conduits urinaires (voir § 17.1.5 et 17.2.1).

d) Mésoderme des lames latérales

Il est constitué de fagon symétrique par deux feuillets séparés par la cavité ceelomi-
que et qui, en s’accolant ventralement puis dorsalement, forment les mésenteres
ventraux et dorsaux.

e La splanchnopleure (ou feuillet interne) est a I’origine du myocarde et de
I’endocarde, des muscles lisses du tube digestif, de I’endothélium des vaisseaux
sanguins, des cellules sanguines.

e La somatopleure (feuillet externe) donne la musculature viscérale de la téte,
le péricarde, les structures conjonctives et squelettiques des membres, le cortex des
gonades.

1. Elle peut subsister sous une forme intervertébrale réduite chez quelques rares especes
d’ Amphibiens et quelques Poissons. Il est a noter que la corde ne persiste a I’état adulte que chez
les vertébrés primitifs tels les myxine et lamproie, le ceelacanthe ou 1’esturgeon.
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8.5.3 Endoderme

Ce feuillet constitue :

- les épithéliums du tube digestif (cellules sécrétrices et cellules de soutien) et des
glandes annexes (glandes salivaires, hépatocytes du foie, pancréas), des glandes
de la cavité pharyngienne et de ses dérivés (thyroide, parathyroide, thymus),

- les épithéliums du poumon et de la vessie.

8.6 LA METAMERISATION CHEZ LES VERTEBRES

Un métamere est une unité d’organisation du corps qui se répete presque a

I’identique, délimitant des segments le long de I’axe antéro-postérieur.

Chez certains Invertébrés, (exemple : segments de Vers Annélides), ce mode
d’organisation répétitif est assez bien conservé. Cependant, au cours de I’évolution,
des spécialisations de plus en plus poussées des différentes régions du corps ont pu
aboutir, dans certains taxons, a ce que I’organisation en segments ne soit plus visible
chez I’adulte et ne reste perceptible que chez I’embryon. Il n’en demeure pas moins
que de nombreux caracteres de la métamérie subsistent chez 1’adulte. C’est le cas
des Vertébrés.

La segmentation du mésoderme para-axial en somites est une manifestation de
cette organisation qui reste partiellement visible chez le Vertébré adulte. Le méca-
nisme de la somitogenese est étudié plus loin (voir chap. 15.6).

- Les vertebres, par exemple, sont des structures métamérisées, formées par I’union
d’éléments provenant de la moitié antérieure d’un somite et de la moitié€ posté-
rieure de celui qui le précede.

- La division en somites du mésoderme dorso-latéral influence la disposition
d’autres organes, notamment la distribution des nerfs moteurs, des ganglions
spinaux et sympathiques. La répartition de ceux-ci est imposée par le découpage
du mésoderme dorso-latéral en sclérotomes, une paire de ganglions se situant
entre deux sclérotomes successifs.

- Le mésoderme dorsal n’est pas seul a é&tre métamérisé ; le rhombencéphale de la
jeune neurula est segmenté en sept rhombomeres et cette organisation condi-
tionne celle, ultérieure, des nerfs criniens, du mésoderme pharyngien (arcs viscé-
raux), ainsi que la destinée des cellules des crétes neurales, qui semble dépendre
de leur rhombomere d’origine (voir § 11.3.2 et fig. 11.7).

Nous verrons que chaque métamere se différencie en fonction du niveau ot il se
trouve le long de 1’axe antéro-postérieur du corps, et que cette différenciation est
régulée par des familles de genes régulateurs, dont les mieux connus actuellement
sont les genes sélecteurs homéotiques (voir § 11.2.4).
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8.1 A quel type d’ceuf celui d'un Amphibien se rattache-il ?
8.2 Par suite de quel phénomene la rotation d’équilibration se produit-elle ?

8.3 A partir de quel moment le plan de symétrie bilatérale se trouve-t-il mis en
place ?

8.4 Aubout de combien d'heures aprés la fécondation observe-t-on le stade neurula ?

N

8.5 Quels sont les mouvements morphogénétiques qui affectent les territoires a
destinée mésodermique ?

8.6 Dans quels territoires cellulaires observe-t-on des mouvements d’intercalation ?
8.7 Que désigne-t-on sous le terme de mésoderme para-axial ?

8.8 Quels noms donne-t-on aux diverses vésicules céphaliques quand elles sont au
nombre de trois puis de cinq ?

8.9 Quels sont les tissus qui ont pour origine les cellules des crétes neurales ?

Réponses page 385
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DEVELOPPEMENT
DES OISEAUX

9.1 Structure de I'ceuf d’oiseau
9.2 Segmentation
9.3 Gastrulation

PLAN

9.4 Neurulation
9.5 Annexes embryonnaires

9.1 STRUCTURE DE L’CEUF D’OISEAU

9.1.1 Organisation de I’ceuf et de ses enveloppes (fig. 9.1)

C’est un ceuf télolécithe qui se caractérise par une accumulation tardive de réserves.
La croissance de 1’ovocyte se déroule lentement jusqu’a une semaine environ avant
I’ovulation; dans une seconde phase qui dure 6 a 7 jours chez la poule, I’ceuf passe
de 0,2 a 16 grammes environ. Il se dépose un vitellus dont les éléments sont €labo-
rés dans le foie. Le jour, un vitellus jaune se forme, plus riche en graisse et en
pigment que le vitellus nocturne qui est blanc. La latebra est la masse centrale du
vitellus anciennement formé, le col et le noyau de Pander marquent le chemin de
migration de la cicatricule encore appelée disque germinatif vers la surface du
cytoplasme pendant la croissance de 1’ceuf. La cicatricule, de 3 mm de diametre,
marque le pdle animal de 1’ceuf ; constituée de cytoplasme sans réserves dans lequel
se trouve le noyau, elle seule se segmentera.

Une membrane vitelline constituant une membrane primaire entoure primitive-
ment ’ovule. Puis, qu’il y ait eu fécondation ou non, celle-ci se produisant quand
elle a lieu au niveau de la trompe de 1’oviducte, des enveloppes dites secondaires
vont se déposer lors du transit de I’ceuf dans le tractus génital. Le blanc ou albumine
se forme en trois heures dans une portion égale a la moitié de la longueur de
I’oviducte (le magnum), puis la membrane coquilliere se dépose dans I’isthme en
une heure. Le blanc s’enrichit en eau dans I'utérus ot son volume double ; la coquille
se constitue en 22 heures.

L’ ceuf d’Oiseau est composé d’eau, 65 %; de protéines, 12 %; de graisses, 10 %;
de calcite, 10 % et divers, 2,5 %.

9.1.2 Acquisition de l'orientation de ’'embryon

L’axe antéro-postérieur de I’embryon se fixe au cours du séjour de I’ceuf dans
I’utérus (fig. 9.2) apres formation des membranes et de la coquille. Les enveloppes
de I’ceuf subissent un mouvement de rotation qui se matérialise par la torsion d’une
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Cicatricule

Noyau de Pander

Chambre a air Membrane vitelline

Membrane Chalaze
coquilliére

externe

Membrane
coquilliére
interne Membrane

plasmique

Latebra

Vitellus blanc Albumine

Coquille calcaire

Figure 9.1 - Représentation schématique d’un ceuf de poule (d’aprés Renoux, 1971).

partie de I’enveloppe albumineuse, les chalazes, qui se fixent & la membrane
coquilliere : a la droite de I’embryon, la chalaze est senestre, a sa gauche elle est
dextre. C’est la pesanteur et le sens de rotation de 1’ceuf durant son transit dans le
tractus génital qui interviennent dans cette détermination.

La démonstration en a été apportée en agissant sur des ceufs obtenus précocement par
pression au niveau de 1’utérus ou ils n’avaient séjourné que 10 heures. L’ axe antéro-posté-
rieur n’est pas encore définitivement fixé et sa direction peut étre modifiée selon la posi-
tion qu’on fait adopter expérimentalement aux ceufs en les tournant artificiellement.

oD

Dans les conditions normales, le disque germinatif, ou blastodisque adopte une
position dans I’espace telle que I’axe de I’embryon est perpendiculaire au grand axe
de la coquille, la téte étant tournée dans le sens de la rotation de I’ ceuf. L’acquisition

Chalazes sénestres

Chalaze dextre Chalaze dextre

Figure 9.2 - Détermination de la polarité céphalo-caudale
chez ’'embryon d’Oiseau (d’aprés Clavert, 1960).

Dans un ceuf d’Oiseau, I'enroulement des chalazes par rapport a I'embryon
examiné la téte vers I'avant, est dextre sur la gauche de I'embryon et senestre
sur sa droite. Cette orientation est déterminée essentiellement par le sens de
rotation des enveloppes dans l'utérus, indépendamment de I'orientation du gros
bout et du petit bout de la coquille.
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de la symétrie bilatérale n’est irréversible qu’apres un temps de transit dans
I’oviducte de 14 a 16 heures ; ce temps correspond a un stade de la segmentation ou
les cellules de la zone marginale postérieure, qui ont des capacités organisatrices
identiques a celles du centre de Nieuwkoop chez les Amphibiens (voir § 12.5.3 et
12.5.4), sont en place (Khaner, 1995). Le plan dorso-ventral de I’animal correspond
au gradient vitellin, la partie dorsale étant a la surface du disque germinatif.

0.2 SEGMENTATION (fig 9.3)

C’est une segmentation partielle qui n’intéresse que le disque germinatif (segmenta-
tion discoidale). Son cytoplasme est dépourvu de réserves et contient le noyau de
fécondation. Chez le poulet, la segmentation se produit dans 1’oviducte et
commence 5 heures apres la fécondation pour s’achever au bout de 24 heures. La
blastula comporte alors quelques dizaines de milliers de cellules.

Les premiers blastomeres, jusqu’au stade 16 cellules, n’ont pas de membrane
plasmique inférieure (fig. 9.3A). Le blastodisque en segmentation ou blastoderme
compte 8 blastomeres centraux a limites nettes et 8 blastomeres périphériques dont
les limites avec le vitellus sont peu distinctes. Aux stades 32 et 64, les blastomeres
centraux acquierent une limite inférieure. Plusieurs assises cellulaires se mettent en
place par multiplication des cellules du disque central. Une cavité se creuse entre
celles-ci et le vitellus sous-jacent formant le blastocele primaire (fig. 9.3B). On
distingue alors plusieurs régions dans le blastoderme. Au centre, I’aire pellucide
avec les cellules au-dessus de la cavité de segmentation. A la périphérie, 1’ aire
opaque comprend 3 zones : la zone de recouvrement, ol les mitoses sont actives,
avec des blastomeres bien individualisés au contact du vitellus, le rempart germi-
natif qui est une zone profonde dont les blastomeres sont individualisés, la zone de
jonction qui est une assise profonde, sans limites nettes avec le vitellus et qui cons-
titue le syncytium vitellin.

9.3 GASTRULATION

Différentes méthodes ont été utilisées pour établir des cartes des territoires présomp-
tifs de la blastula des Oiseaux et analyser les mouvements morphogénétiques. On
emploie surtout actuellement la technique des greffes caille-poulet mise au point par
N. Le Douarin dés 1968 qui utilise deux especes tres proches appartenant a la famille
des Gallinacées et qui se développent au méme rythme. On excise, sous la loupe bino-
culaire, un territoire chez 1’embryon d’une des especes considéré comme receveur et
on le remplace par le territoire analogue prélevé chez I’embryon de I’espece donneuse.
Les cellules issues du greffon et de I’animal greffé restent parfaitement identifiables
pendant tout le développement, grace a une différence dans la structure de leur noyau ;
chez la caille, une masse volumineuse d’hétérochromatine est accolée au nucléole, alors
que la chromatine de I’embryon de poulet est diffuse. Ce marqueur nucléaire ne dispa-
raissant pas au cours des divisions successives est donc repérable avec une grande
précision. Il a notamment permis de reconnaitre tous les dérivés des crétes neurales.
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A. Premiers stades de segmentation

Vitellus

Blastodisque

opaque
Aire
pellucide

B. Blastula primaire
Zone de jonction Blastoderme

Rempart

germinatif
Vitellus  Aire opaque Aire pellucide  Aire opaque
C. Formation de I'hypoblaste
Zone marginale Ectophylle Zone de
postérieure recouvrement

Région Région

posterieure Hypoblaste Blastocéle Hypoblaste Zone de anterieure

secondaire secondaire  primaire jonction

Figure 9.3 - Segmentation et formation de la blastula
chez 'embryon d’Oiseau.

A : Premiers stades de segmentation de 'embryon d’Oiseau en vue polaire (Blas-
todisque, stades 2, 4, 8, 16 et 128 blastomeéres). B : Jeune blastula (stade 32 a 64
cellules), le blastocéle se forme par clivages horizontaux au-dessous des blasto-
meres centraux; sa présence délimite l'aire pellucide. C: Formation de I'hypo-
blaste; ce feuillet provient de l'immigration dans le blastocéle primaire, de
cellules isolées (hypoblaste primaire), qui sont progressivement incorporées
dans le feuillet provenant de l'aire postérieure, 'lhypoblaste secondaire.

Les cartes des territoires présomptifs obtenues présentent de 1€geres variantes suivant la
technique employée. La carte de la figure 9.5, établie par Vakaet (1985), ne représente pas
le neurectoderme présomptif; il apparait sur les schémas de la figure 9.4, établis d’apres
d’autres travaux.

Cette carte est établie au stade de la blastula secondaire et ne concerne que
I’épiblaste, seul territoire organogene du futur embryon (voir infra).

Comme chez les Amphibiens (voir encart 8.1), les limites réelles entre les territoi-
res ne sont pas aussi tranchées que semblent I’indiquer les schémas.
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9 . Développement des Oiseaux

Ligne primitive /
Nceud de Hensen

Aire opaque
Aire pellucide

4h 9h 16 h 18h ; 33h

Figure 9.4 - Vue externe de ’embryon d’Oiseau pendant la gastrulation
et le début de la neurulation.

4 h : Convergence des tissus vers un épaississement postérieur. 9 h et suivantes :
immigration au niveau de la ligne primitive et du nceud de Hensen, puis extension
en profondeur. 33 h : Le tube neural est formé. Le nceud de Hensen et la ligne
primitive ont régressé. Entre 4 h et 18 h : Les lignes indiquent I'allongement de la
ligne primitive. Entre 18 h et 33 h, elles montrent son raccourcissement. Le neurec-
toderme est délimité en bleu, la position de la corde est indiquée en rouge.

9.3.1 Mise en place de I’hypoblaste

Un feuillet interne, 1’entophylle ou hypoblaste, va doubler le feuillet externe, 1’ ecto-
phylle ou épiblaste qui s’étend et s’amincit. Ces deux feuillets délimitent un blasto-
cele secondaire homologue du blastocele des Amphibiens.

Le mode de formation de I’hypoblaste est encore discuté. Il se produit une
premiere migration en profondeur dans le blastocele primaire, de petits groupes de
cellules ou de cellules isolées provenant de I’aire pellucide, elle forme 1’ hypoblaste
primaire. Elle est suivie d’une seconde migration plus importante, dans le sens
postéro-antérieur, d’un feuillet de cellules issues de la partie postérieure de I’aire
pellucide qui s’est épaissie (la faucille de Koller). Ce feuillet constitue 1’ hypoblaste
secondaire qui rejoint et repousse les ilots de cellules de I’hypoblaste primaire pour
former I’hypoblaste (fig. 9.3c). La direction de cette derniere migration est détermi-
née par la rotation de 1’ceuf dans I’oviducte (fig. 9.2), la présence de I’hypoblaste
détermine a son tour la migration des cellules du futur endo-mésoderme dans la
moitié€ postérieure du disque embryonnaire (fig. 9.5).

Le disque germinatif comprendrait, répartis en zones concentriques, des territoires ayant
des potentialités endodermiques et mésodermiques, qui ne s’expriment pas naturellement
dans la moitié antérieure, mais seulement sous certaines conditions expérimentales (voir
§ 12.3.3). La limite de ces zones est évoquée par un tracé en pointillé fig. 9.5 A.
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9.3.2 Formation de la ligne primitive

La symétrisation de I’ceuf a lieu environ 5 heures avant la ponte et les territoires de
I’endoderme se condensent a I’arriere du blastoderme (fig. 9.5 A). Dans les premieres
heures de I’incubation qui, chez la poule, dure 21 jours a 38 °C, il se forme, dans la
zone marginale postérieure de 1’aire pellucide, un épaississement qui progresse
d’arriere en avant et se referme comme un éventail dont I’extrémité serait au centre du
blastoderme, et les bras aux limites extrémes du mésoderme présomptif (fig 9.5, 9.6).
Cet épaississement résulte de la migration, vers I’arriere du disque embryonnaire, de
certaines cellules dispersées dans 1’épiblaste. Ces cellules dont la membrane
contient un acide glycuronique sulfaté particulier seraient guidées (chimiotactisme)
par une substance émise par I’hypoblaste et dont la concentration est maximale dans
la zone marginale postérieure. Les cellules qui s’enfoncent alors sous 1’épiblaste
formeront 1’endoderme et du mésoderme (Stem, 1991). Tandis que le blastoderme
s’allonge dans le sens antéro-postérieur, cet épaississement en éventail s’allonge
également et se referme en une ligne primitive avec un sillon médian, trace de
I’immigration en profondeur des cellules du mésoderme ; elle est terminée par un
renflement antérieur, le neeud de Hensen. Son développement est a son maximum
apres 18 heures d’incubation. Au fur et & mesure que la gastrulation se déroule, cette
ligne régresse et le prolongement céphalique constitué par le mésoderme axial
invaginé devient visible par transparence.

9.3.3 Mise en place de 'endoderme et du mésoderme

L’embryon se développe uniquement a partir de I’épiblaste de la blastula. Les tissus
de I’aire opaque constituent 1’ectoderme extra-embryonnaire dont les cellules du

Hypoblaste

Ectoderme.

Mésoderme
axial

Mésoderme
somitique

des lames
latérales

Mésoderme
extra-embryonnaire

Endoderme Endoderme
Figure 9.5 - Carte des territoires présomptifs
du blastoderme de I’embryon d’Oiseau.

A : Avant la ponte. B : Vers 12 h d’incubation. Le feuillet superficiel a été enlevé
sur le coté droit du schéma pour montrer les mouvements de I'endoderme et du
mésoderme (tracés en pointillés). Sous I’équateur, les territoires de 'endo-méso-
derme convergent, a la maniére d’un éventail qui se referme, vers la ligne primi-
tive puis divergent aprés immigration.



© Dunod - La photocopie non autorisée est un délit.

9 . Développement des Oiseaux

front migrent activement a la surface du jaune, proliferent et tendent a 1’envelopper
par épibolie. Elles sont a I’origine de I’ectoderme des annexes. Ce feuillet est doublé
intérieurement par 1’expansion du mésoderme extra-embryonnaire.

Figure 9.6 - Gastrulas d’embryon d’Oiseau
vers 13, 15, 16 et 20 heures d’incubation.

Mémes conventions que pour la fig. 9.5. Les coupes transversales sont établies aux
niveaux CT ; la coupe sagittale est celle de 'embryon de 20 h. Les fleches indiquent
les mouvements des feuillets. C. : Corde, N. : Nceud de Hensen, L. P. : ligne primitive.
A 13 h, 'endoderme s’insere dans le feuillet hypoblastique (voir coupe transversale).
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Les mouvements gastruléens peuvent se décomposer comme chez les Amphi-
biens (fig. 9.6) : convergence des cellules du blastoderme vers la zone marginale
postérieure ou se forme la ligne primitive ; immigration en profondeur des cellules
de I’endoderme et du mésoderme au niveau de la ligne primitive, ces cellules
migrant isolément ou sous la forme d’un mésenchyme lache; divergence du méso-
derme extra-embryonnaire et des lames latérales de part et d’autre de la ligne primi-
tive (les cellules de ’endoderme et du mésoderme axial migrent vers I’avant au
niveau du nceud de Hensen et restent dans la zone médiane) ; les mouvements
d’élongation de I’embryon se poursuivent pendant toute la gastrulation; celle-ci ne
s’acheve, a I’arriere de I’embryon, qu’avec la disparition totale de la ligne primitive,
tandis que la neurulation est déja terminée dans la région antérieure.

— Les cellules de I’endoderme qui migrent les premieres, a partir de la 10° heure,
au niveau du nceud de Hensen, se dirigent vers I’avant (fig. 9.6); elles s’inserent en
I’écartant dans I’hypoblaste, le remplagant dans 1’axe antéro-postérieur de I’embryon
et formant I’ébauche du tube digestif antérieur. L’hypoblaste, repoussé dans 1’aire
extra-embryonnaire, forme vers I’avant et latéralement le croissant germinal conte-
nant les cellules germinales primordiales (voir § 17.1.3b) et va prolonger I’endo-
derme dans I’aire extra-embryonnaire. De I’endoderme migre aussi latéralement, de
part et d’autre de la ligne primitive ; a I’arriere de 1’aire pellucide, de I’endoderme
de jonction a une destinée extra-embryonnaire.

— La migration du mésoderme débute vers la 14° heure, tous ces tissus se
mettent en place dans le blastocele, entre I’épiblaste et le feuillet endo-hypoblasti-
que (fig. 9.6). Elle commence dans la moitié postérieure de la ligne primitive par
I’immigration et I’extension vers 1’avant du mésoderme extra-embryonnaire.
Lorsque commence le recul de la ligne primitive, le mésoderme axial, précordal et
cordal, immigre au niveau du nceud de Hensen a la suite de I’endoderme et migre
dans I’axe de I’embryon; la corde forme un axe dense, le prolongement céphalique.
De part et d’autre du nceud de Hensen et de la moitié antérieure de la ligne primitive
migrent successivement le mésoderme des lames latérales et celui des pieces inter-
médiaires qui divergent vers ’avant et latéralement ; le mésoderme des premiers
somites s’installe en dernier lieu, sans s’étaler.

— Fin de la gastrulation : vers la 20° heure d’incubation, il ne reste en surface
que l’ectoderme, a 1’exception d’une zone de prolifération intense au niveau du
nceud de Hensen, ol continuent a se former du neurectoderme et de la corde, et au
niveau des parois de la ligne primitive, ou se forment les mésodermes latéral et
somitique de la partie postérieure de I’embryon.

L’ectoderme comprend le neurectoderme qui s’étend dans I’axe de I’embryon,
au dessus de la zone de migration du mésoderme cordal et précordal (fig. 9.4) ; le
reste de la surface de I’aire pellucide correspond a 1’épiderme. Le mouvement de
recul du nceud de Hensen et de la ligne primitive ne s’acheéve que vers la 48° heure
d’incubation, alors que I’organogenese a déja largement commencé.

A 18 heures, sont déja en place les ébauches présomptives des divers organes senso-
riels (placodes), des territoires organo-formateurs comme ceux du cceur etc. On peut
considérer que ce stade correspond a celui de la fente blastoporale chez les Amphibiens.
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9.4 NEURULATION (fig 9.7 et 9.8)

9.4.1 Mouvements généraux des feuillets

Les plis neuraux apparaissent apres 20-21 heures d’incubation, de part et d’autre du
neurectoderme, délimitant la plaque neurale et se rencontrent dans 1’axe médian au
niveau du cerveau moyen apres 26 heures. La fermeture progresse vers I’avant,
isolant le cerveau antérieur vers 30-33 heures. La fermeture du tube neural s’acheve
au niveau caudal apres 44 heures d’incubation.

L’embryon commence a se détacher de la masse de I’ceuf : la région antérieure
se souleve au-dessus du blastoderme. Il se forme alors un repli céphalique ecto-
dermique ventral qui entraine la délimitation de 1’intestin antérieur en repliant
avec lui I’endoderme sous-jacent. Le méme pincement délimitera plus tard I’ intes-
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Figure 9.7 - Neurulation chez ’embryon d’Oiseau.

3 stades sont représentés : 19 h, 21 h et 25 h. La coupe sagittale (a droite) et les
2 coupes transversales (a et b en bas) correspondent au stade 25 heures.
Lembryon étant translucide, les différents niveaux sont visibles. Les lignes a et b
permettent de situer le niveau des structures observées sur les coupes a et b.

139



Partie 2 - Embryologie descriptive

tin postérieur ; les deux ébauches se rencontrent au bout de 4 jours ; la communi-
cation entre le tube digestif et le vitellus sous-jacent est alors réduite a un simple
tube, le pédicule vitellin.
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Figure 9.8 - Embryon d’Oiseau de 33 heures
en vue dorsale et en coupes sagittale et transversales.

Lorganogenése a commencé : 'encéphale se découpe en 3 vésicules cérébrales,
les vésicules optiques sont formées. Le coeur est déja fonctionnel. Lintestin anté-
rieur est délimité. Le repli amniotique antérieur recouvre la téte.
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Les somites se différencient a partir de la 20° heure d’incubation, la métamérisation
découpant le mésoderme somitique a raison d’1 paire par heure et demie environ
d’incubation (voir § 15.6). Les pieces intermédiaires s’individualisent. Les lames laté-
rales se rejoignent ventralement sous le pharynx en avant de la zone des somites. Des
ébauches paires qui s’en détachent fusionnent pour former le tube cardiaque.

Les lames latérales extra-embryonnaires s’insinuent dans I’aire opaque a la
périphérie du blastoderme. C’est dans la paroi de leur splanchnopleure que se diffé-
rencient les Tlots sanguins avec les premieres cellules sanguines. Ces flots se rami-
fient et fusionnent en une aire vasculaire extra-embryonnaire. Les lames latérales
extra-embryonnaires entreront dans la constitution des annexes embryonnaires.

Le neud de Hensen et la ligne primitive continuent de reculer et de se raccour-
cir en direction caudale, tandis que la gastrulation se poursuit.

9.4.2 Noeud de Hensen et ligne primitive

Chez les Amphibiens, il est aisé de décrire successivement les mouvements de la
gastrulation suivis de ceux de la neurulation. Chez les Oiseaux, ainsi que chez les
Mammiferes, la situation est plus complexe, et la neurulation s’acheve dans la
région céphalique d’un embryon, tandis que les mouvements gastruléens se poursui-
vent au niveau des futures zones thoracique, abdominale et caudale, ce qui a été
évoqué plus haut. Il nous a paru utile d’insister sur ce point en énumérant quelques
résultats acquis notamment grace a des expériences de greffes caille-poulet.

Ces expériences sont réalisées lorsque I’embryon atteint 26 heures, 6 paires de
somites sont alors individualisées. La fermeture de la plaque neurale est en cours au
niveau du futur encéphale. En arriere, au niveau du tronc, les bords postérieurs de
la gouttiere neurale s’écartent et s’amincissent, délimitant 1’aire allongée et légere-
ment déprimée du sinus rhomboidal, dans I’axe duquel on retrouve le nceud de
Hensen et la ligne primitive (fig. 9.8). Tandis que I’embryon, s’allonge cette struc-
ture recule vers I’arriere. Des greffons prélevés sur le nceud de Hensen, la ligne
primitive et le sinus rhomboidal d’embryons de caille sont transplantés aux mémes
emplacements sur des embryons de poulets apres que ceux-ci aient subi des exci-
sions de territoires correspondants.

On a pu ainsi montrer que les cellules du nceud de Hensen sont a I’origine de la
corde et du plancher du tube neural, depuis le thorax jusqu’a la région caudale. Les
parois latérales et dorsale du tube proviennent des aires latérales du sinus rhomboi-
dal. Une population de cellules distinctes, également incluses dans le nceud de
Hensen fournit de I’endoderme dorsal. Les cellules de la ligne primitive fournissent
le mésoderme des lames latérales, des pieces intermédiaires et des somites.

Cette morphogenese est le résultat a la fois de migrations et de proliférations
cellulaires que nous ne détaillerons pas.

Les plis neuraux acheévent de se rejoindre au bout de 44 heures. L’embryon devient
asymétrique, il se couche sur sa gauche, dans sa partie antérieure au bout de 33 heures, au
niveau du tube cardiaque, tandis que les vésicules cérébrales et la région cardiaque se
différencient et croissent rapidement. L’ acquisition de 1’asymétrie est étudiée § 15.7.1.
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9.5 ANNEXES EMBRYONNAIRES (fig 9.9 et 9.10)

Ce sont des formations d’origine ectodermique, mésodermique et endodermique qui
se développent hors du corps de I’embryon proprement dit, et qui assurent des fonc-
tions de protection, d’absorption des réserves, de respiration, de stockage et d’élimina-
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Figure 9.9 - Formation des annexes embryonnaires a 33 h, 48 h et 72 h.

La taille de 'embryon et celle des annexes ont été exagérées par rapport a celle du
vitellus. Les stades 48 et 72 h sont représentés en coupes transversales et sagittales.
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tion des déchets. Vers 20-24 heures d’incubation, le corps de I’embryon commence a
se distinguer des tissus périphériques ; les plis antérieur, postérieur et latéraux le
soulevent et I’isolent de la masse vitelline. Pendant ce temps, les feuillets embryonnai-
res s’étendent hors du corps de I’embryon et vont contribuer a former les annexes :
vésicule vitelline, amnios et allantoide. Celles-ci s’individualisent tandis que I’isole-
ment de I’embryon par rapport a la masse de 1’ ceuf s’accentue rapidement. A 96 heures
d’incubation, il n’est plus reli€ a la vésicule vitelline et a I’allantoide que par les pédi-
cules vitellin et allantoidien. La cavité amniotique 1’entoure alors complétement. Ces
mémes annexes vont se retrouver au cours de 1’ontogenese des Mammiferes.
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Figure 9.10 - Coupe sagittale d’'embryon de 96 heures avec ses annexes.

La taille du vitellus et de I'albumine ont été considérablement réduites de facon a
donner une vue de ce que seront les relations entre I'allanto-chorion et la coquille
dans la suite du développement. Encart : Expansion ultérieure de I'allantoide au-
dela des limites du raphé séro-amniotique, marqué par des fléches.

9.5.1 Vésicule vitelline

L’endoderme n’est qu’un mince feuillet aplati au-dessus d’une petite cavité, 1’archen-
téron.

Tandis que I’archentéron en se refermant vers I’avant, I’arriere et les cotés va
donner le tube digestif de I’embryon, les tissus endodermiques et I’hypoblaste qui le
prolongent vont proliférer hors de I’embryon, s’étaler a la surface du jaune, tendre a
I’englober et a constituer la vésicule vitelline (fig. 9.9).
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Cet endoderme extra-embryonnaire est suivi dans sa croissance par le mésoderme
extra-embryonnaire, creusé d’un ccelome extra-embryonnaire. Celui-ci est délimité
par un feuillet externe ou somatopleure et par un feuillet interne ou splanchno-
pleure, plaqué contre I’endoderme, lui-méme en contact avec la masse vitelline.
Des vaisseaux sanguins se différencient dans le mésoderme splanchnique entrai-
nant une riche vascularisation de la vésicule vitelline, ce qui permet le transfert
des réserves vers ’embryon. En effet, I’endoderme sécrete des enzymes qui frag-
mentent les granules vitellins et les rendent assimilables. L’ectoderme extra-
embryonnaire double ces formations vers ’extérieur. Ces feuillets n’englobent
jamais totalement le vitellus.

9.5.2 Cavité amniotique

La cavité amniotique se forme a partir de 30 a 33 heures d’incubation. C’est le résul-
tat de la soudure d’un repli de I’ectoderme doublé de la somatopleure extra-
embryonnaire, situé en avant de la téte, qui se souléve a 30 heures (repli amniotique
céphalique) et d’un repli postérieur de méme nature qui apparait a 48 heures (repli
amniotique caudal). IIs progressent I’un vers 1’autre, prolongés par des replis laté-
raux. La fermeture totale se fait a 96 heures.

L’embryon se développe dans cette cavité, isolé du milieu environnant. Il baigne
dans un liquide qui provient de la déshydratation de 1’albumine. Le feuillet externe
du repli constitue la séreuse de Von Baer ou chorion qui vient s’appliquer contre la
membrane coquilliere. Le feuillet interne est I’amnios stricto sensu. Chacun d’eux
est formé d’ectoderme doublé de somatopleure.

Ils sont séparés par le coelome extra-embryonnaire ou cavité séro-amniotique
qui va se trouver rapidement comblée par le développement de la troisieme annexe
importante : 1’allantoide (fig. 9.9).

La présence de cellules contractiles au niveau de I’amnios permet un brassage du
contenu de la cavité, ce qui permet d’éviter le risque d’un accolement de I’embryon
contre les parois de I’amnios susceptible d’engendrer des malformations. Par la mise
en mouvement du liquide amniotique, I’embryon flotte dans ce dernier et peut se
développer harmonieusement dans les trois directions de I’espace.

La mise en place de I’amnios a joué un réle décisif dans 1’évolution des Vertébrés.
En effet, cette annexe en assurant a I’embryon une protection contre les risques
d’une déshydratation, a permis aux espeéces I’ayant développée de se libérer du
milieu aquatique pour accomplir tout ou partie de leur cycle vital. Le développement
embryonnaire peut s’effectuer dans ces conditions en milieu aérien terrestre soit in
ovo (c’est le cas ici) soit in utero (voir chapitre suivant).

9.5.3 Allantoide

a) Mise en place

C’est un diverticule endodermique, issu de la face ventrale de ’intestin postérieur,
qui apparait a 60 heures d’incubation. Sa croissance est rapide. Il repousse devant lui
une lame mésodermique, la splanchnopleure, qui le double.
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L’allantoide envahit tout le ccelome extra-embryonnaire et entoure I’amnios et la
vésicule vitelline en refoulant 1’albumine. L’embryon a 14 jours sera entouré a la
fois par I’amnios et par 1’allantoide.

b) Fonctions de I'allantoide

e Respiratoire. Le feuillet mésodermique qui double 1’allantoide, la splanchno-
pleure extra-embryonnaire, est vascularisé et s’applique contre la séreuse, c’est-a-
dire D’association de I’ectoderme et de la somatopleure extra-embryonnaires.
L’ensemble forme un allanto-chorion, trés vascularisé ot se font les échanges
respiratoires a travers la coquille.

On retrouve les mémes feuillets chez les Mammiferes, dans le placenta feetal qui
contracte des rapports étroits avec la muqueuse utérine ou se font les échanges respi-
ratoires.

e Nutritive. L’ allanto-chorion est un site d’absorption d’une partie des sels de Ca**
de la coquille a laquelle il est accolé€ ; ils sont mobilisés et utilisés notamment pour
la formation du squelette, ce qui entraine la fragilisation de la coquille.

L’allantoide absorbe aussi en partie I’albumine, ou blanc de 1’ ceuf.

e Excrétrice. 'allantoide accumule les déchets éliminés par les reins (la vessie,
chez les Vertébrés amniotes adultes, est d’ailleurs I’homologue du pédoncule allan-
toidien de I’embryon qui relie I’intestin postérieur a la vésicule allantoidienne).

9.5.4 Destinée des annexes apres l’éclosion

L’amnios, I’allantoide et la séreuse sont éliminés en méme temps que la coquille.
L’albumine a été totalement utilisée.

Il reste 1/3 a 1/5 du jaune. 1l se rétracte a I’intérieur de la cavité abdominale de
I’embryon et se trouve incorporé a I’intestin moyen ; il sera utilisé dans les deux
premieres journées de la vie libre.

Conclusion

Cette description des premiers stades du développement montre qu’a partir d’un
plan d’organisation différent de 1’ceuf d’Amphibien, on aboutit a de grandes
similitudes et a des homologies parfaites entre 1’organogenese des Oiseaux et
celle des Amphibiens.

Une différence essentielle est liée au mode de segmentation dii au vitellus et au
développement d’organes transitoires, les annexes, qui protegent I’embryon et
lui permettent d’utiliser les réserves vitellines qui restent externes au corps de
I’embryon proprement dit.

145



Partie 2 - Embryologie descriptive

Questions

146

9.1 A quel type d'ceuf celui des Sauropsidés se rattache-t-il ?

9.2 Quel est le type de segmentation observé chez les Oiseaux ?

9.3 Dans un ceuf de poule, quelle est la partie correspondant a la cellule-ceuf ?
9.4 L’hypoblaste correspond-t-il a un feuillet embryonnaire ?

9.5 Au bout de combien de jours d’incubation a 38 °C 1'éclosion se réalise-t-elle ?

9.6 A partir de quel moment du temps d'incubation voit-on apparaitre des somites
et selon quel rythme ?

9.7 Quelle différences fondamentales observe-t-on entre le développement d’un
amphibien et celui d’un oiseau ?

9.8 Qu’appelle-t-on séreuse de Von Baer ?
9.9 Quel apport évolutif la mise en place d'une cavité amniotique constitue-t-elle?

9.10 Quelles sont les principales fonctions exercées par 1’allantoide ?

Réponses page 386



© Dunod - La photocopie non autorisée est un délit.

DEVELOPPEM‘ENT
DES MAMMIFERES

10.1 Structure de I'ceuf et de ses enveloppes
10.2 Segmentation

10.3 Gastrulation

10.4 Neurulation

PLAN

10.5 Développement de 'amnios et de la vésicule vitelline
10.6 Evolution des annexes embryonnaires et formation du placenta
10.7 Rapports entre les parties maternelles et embryonnaires du placenta

10.1 STRUCTURE DE L’GEUF ET DE SES ENVELOPPES

L’ovocyte des Mammiferes supérieurs est alécithe. La zone superficielle du cyto-
plasme, ou cortex, possede un cytosquelette avec un réseau de microfilaments
d’actine. Des granules corticaux, dont on a étudié le rdle pendant la fécondation,
sont présents chez certaines especes (lapin, hamster, homme), et absents chez
d’autres (rat).

IT existe, dans les trés jeunes ovocytes de certaines especes, une organisation
polarisée, I’axe pdle animal-pdle végétatif se matérialisant par la superposition de la
vésicule germinative, vers le pdle animal et d’une structure appelée corps vitellin ou
corps de Balbiani vers le pole végétatif. Cette dernicre, formée par la condensation
en proportion variable de mitochondries, de réticulum endoplasmique et de corps de
Golgi, se disperse avec la croissance de I’ovocyte. Rien n’indique que la redistribu-
tion de ces organites dans le cytoplasme puisse contribuer a fournir une polarité a
I’ovocyte mr.

Cet ovocyte est entour€, a la ponte, par la zone pellucide, qui est une enveloppe
primaire, et les cellules de la corona radiata, qu'on assimile a une enveloppe
secondaire. Apres la fécondation, 1’ceuf se segmente dans 1’oviducte puis
s’implante dans la muqueuse utérine et acquiert des annexes embryonnaires
homologues de celles des Sauropsidés (Oiseaux et Reptiles). Ces annexes partici-
pent a I’édification du placenta, formation qui établit le contact avec 1’organisme
maternel. Ce placenta n’existe pas chez les Mammiféres Monotremes (ornithoryn-
quéchidné) qui sont ovipares ; il est rudimentaire chez les Marsupiaux (kangou-
rou, opossum) ; il n’est développé que chez les Mammiferes placentaires vrais ou
Euthériens, qui seuls seront étudiés ici.
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10.2 SEGMENTATION (fig 10.1)

La segmentation de I’ceuf de Mammifere est totale ou holoblastique. Elle est tres
lente. L’ ceuf est fécond€ entre 12 et 24 heures apres la ponte ovulaire et la premiere
division ne survient dans I’oviducte que vers la 30° heure chez la femme, les divi-
sions suivantes se succedent a des intervalles de plus en plus courts. C’est une
morula compacte de 16 blastomeres qui atteint la partie supérieure de 1’utérus au 4°¢
jour. L’ceuf a perdu progressivement sa corona radiata apres la fécondation et ne
reste entouré que de la zone pellucide qu’il perd a son entrée dans I’utérus, a la fin
du stade morula. I1 utilise ses faibles réserves et les sécrétions de I’oviducte jusqu’au
moment de la nidation, c’est-a-dire de son implantation dans la muqueuse utérine.
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Figure 10.1 - Développement de I'ceuf humain depuis la ponte ovulaire
jusqu’a son implantation dans la muqueuse utérine.

10.2.1 Morula et blastula primaire (ou blastocyste primaire)

La segmentation est asynchrone, légérement inégale dans certaines especes, et
présente des caractéristiques propres a ce groupe quant a I’orientation de ses plans
de segmentation et a I’adhérence entre les blastomere.

C’est une segmentation rotationnelle, décrite précédemment, (fig. 5.1D). Son
asynchronisme fait qu’on peut observer des morulas avec un nombre impair de
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cellules. Des observations anciennes ont décrit, chez le chat, une filiation a partir des
deux premiers blastomeres différant par leur taille et leur coloration, 1’un, petit et
sombre a segmentation lente étant a 1’origine du bouton embryonnaire ou masse
cellulaire interne et I’autre, clair et se divisant plus rapidement, a 1’origine de la
partie extra-embryonnaire, le trophectoderme qui évoluera en trophoblaste. Ces
observations ne semblent pas avoir été confirmées dans d’autres especes.

L’adhérence entre les blastomeres est tres lache jusqu’au stade 8 cellules, chacun
d’eux restant bien distinct avec des surfaces de contact réduites. Au cours du stade 8
survient un changement rapide et profond propre aux Mammiferes, la compaction
qui transforme 1’embryon en une morula sphérique ou les limites cellulaires sont
difficilement discernables. Des jonctions cellulaires de type jonctions serrées se
développent alors entre les parois latérales des cellules de la surface externe de la
morula ; ces cellules acquierent ainsi une polarité. Les jonctions assurent 1’étan-
chéité entre le milieu externe et I’intérieur de I’embryon. Au stade 16 cellules, la
plupart de ces cellules entrent dans la constitution de I’enveloppe externe qui sera a
I’origine du trophectoderme, et quelques cellules internes seulement donneront le
bouton embryonnaire. Au stade 32 cellules, chez la souris par exemple, leur orienta-
tion vers I’une ou 1’autre voie se définit selon la position profonde ou superficielle
des cellules et de 1’orientation des plans de clivage.

A B

Trophoblaste — Cavité amniotique

Pédicule
embryonnaire
Somatopleure

Amnios

Membrane
pharyngienne

B it

Canal cordal
Entoblaste

Lécithocele
Nceud de Hensen
Plaque neurale

Plaque cordale

Gouttiére neurale
20j.
Corde
Membrane_____ ¢
pharyngienne
Allantoide

Figure 10.2 - Coupes sagittales (A) et transversales
(B) de gastrulas d’embryon humain a 17, 19 et 20 jours.
La corde est d’abord une invagination tubulaire (17 j.) qui s’ouvre et se soude provisoi-

rement a I'entoblaste (19 j.), puis s’isole en corde proprement dite (20 j.). Le pédicule
allantoidien se développe dés le 19¢ jour. L'ébauche cardiaque est en place a 20 jours.
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Figure 10.3 - Formation de la cavité amniotique
chez 'embryon de Mammifeére.

A : Par plissement (type Carnivore) : érosion du trophoblaste au niveau du bouton
embryonnaire, apparition de replis amniotiques antérieur et postérieur. Simultané-
ment, développement de I'entoblaste qui tapisse le lécithoceéle. Mise en place du
mésenchyme extra-embryonnaire et du ccelome. B et C : Par cavitation (homme) : la
cavité amniotique apparait par clivage dans la partie supérieure du bouton embryon-
naire. Le syncytiotrophoblaste est hypertrophié et lacunaire. Le lécithocéle est réduit,
le ceelome extra-embryonnaire est mieux développé que dans le modéle précédent.
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La blastula primaire qui se forme comprend deux catégories de cellules bien
distinctes chez les Primates :

- Le trophectoderme, assise de cellules périphériques a I’origine d’une partie des
annexes embryonnaires et qui joue un rdle dans la formation du placenta.

- Le bouton embryonnaire, amas cellulaire sous le trophectoderme regroupant les
territoires organo-formateurs de I’embryon.

La blastula se creuse d’une cavité ou lécithocele primaire vers le stade 32
cellules. Elle arrive alors au contact de la muqueuse utérine (6° jour chez la femme).
Les contacts s’établissent par I’intermédiaire du trophectoderme apres rupture de la
membrane pellucide sous I’effet d’une protéase, la strypsine. Le degré d’implanta-
tion dans la muqueuse utérine est fonction de la nature du placenta chez 1’espece
considérée (voir § 10.7).

10.2.2 Blastula secondaire (ou blastocyste secondaire)

Comme chez les Oiseaux, 1’entoblaste (ou hypoblaste, ou endoderme primaire) se
met en place avant la gastrulation. Il apparait comme une couche de cellules tres
aplaties sur la face inférieure du bouton embryonnaire. Son origine n’est sans doute
pas identique chez toutes les especes. Il peut étre le résultat d’une délamination de la
couche basale du bouton embryonnaire (ex. : brebis, femme). Dans d’autres especes
(rat), ’entoblaste proviendrait de la prolifération de cellules originaires du tropho-
blaste qui s’étalent sous la vofite du lécithocele au contact du bouton embryonnaire ;
cette interprétation (Dalcq, 1954), est fondée sur des caractéristiques cytochimiques
des cellules de I’entoblaste qui sont analogues a celles du trophoblaste.

Quoi qu’il en soit, ’embryon est alors didermique. Dans 1’espece humaine, le
mésoderme extra-embryonnaire se met en place sous une forme mésenchymateuse
cependant que I’entoblaste prolifere en doublant I’intérieur du lécithocele primaire
(fig. 10.2B). Celui-ci, délimité initialement par une structure cellulaire aplatie, la
membrane de Heuser, devient un lécithocele secondaire considéré comme 1’homo-
logue de la vésicule vitelline des Oiseaux. Le bouton embryonnaire serait a titre de
comparaison, I’homologue de 1’aire pellucide.

10.3 GASTRULATION fig 10.2 et 10.4)

La gastrulation commence lorsque 1’amnios et le chorion achevent de se former, et
que la nidation a eu lieu.

L’ébauche de I’embryon ou disque embryonnaire est didermique lorsque la
gastrulation commence. En surface il se compose de 1’épiblaste, en profondeur, de
I’entoblaste. Le disque embryonnaire s’allonge. Prés du bord postérieur de 1’aire
embryonnaire se forme un nodule, le nceud postérieur. Plus pres du centre un autre
épaississement forme le neeud antérieur ou nceud de Hensen. Une ligne médiane
réunit les deux nceuds et marque ainsi le plan de symétrie bilatérale de I’embryon,
c’est la ligne primitive qui se creuse en gouttiere.
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Ce stade correspond a un blastoderme d’Oiseau de 18 heures d’incubation mais
qui serait recouvert par I’amnios. Il est atteint chez ’homme vers le 15° ou 16° jour.

Les mouvements morphogénétiques et la mise en place des feuillets (fig. 10.4)
sont analogues a ceux des Oiseaux. Les coupes sagittale et transversale précisent
I’organisation du disque embryonnaire au début de la gastrulation (fig. 10.2).

Ectoderme

e Amnios
— Somatopleure
Splanchnopleure

Entoblaste délimitant
le lécithocele

} extra-embryonnaires

Endoderme

Figure 10.4 - Disque embryonnaire au cours de la gastrulation.

A : Vue externe. Les fleches indiquent le sens des mouvements des feuillets
mésodermiques qui se mettent en place. 1 : mésoderme caudal ; 2 et 2bis : méso-
derme latéral; 3 : canal cordal. A et B : zones des futures membranes pharyn-
gienne et cloacale, dépourvues de mésoderme. B : Mouvements des feuillets au
niveau de la ligne primitive. (d’apreés Tuchman-Duplessis).

a) Le matériel cordomésodermique

Il s’invagine au niveau du nceud de Hensen. Toute la région en avant de celui-ci
s’accroit énormément et le noeud de Hensen semble, comme chez les Oiseaux,
reculer vers I’extrémité caudale. La corde se situe sous le neurectoderme qu’elle
va induire a former du tissu nerveux. Chez les Mammiferes, la corde qui est
d’abord une invagination tubulaire, le canal cordal, s’ouvre ventralement et se
soude a I’entoblaste pour former une plaque cordale. Cette association est transi-
toire, la corde s’isole & nouveau pour former un cordon cellulaire plein lors de la
mise en place de I’endoderme.
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b) Le mésoderme des somites et des lames latérales

Il s’invagine latéralement le long de la ligne primitive et s’étend de part et d’autre de
la corde. Les somites commencent a se métamériser a la fin de la gastrulation, avec
4 paires a 21 jours chez ’homme. Les lames latérales entrent en continuité avec le
mésoderme extra-embryonnaire.

c) Lendoderme

Il proviendrait, au moins pour partie, du matériel épiblastique invaginé lors de la
gastrulation, qui s’insérerait dans 1’entoblaste. Il est ainsi en continuité avec la vési-
cule vitelline ; il se forme un pincement endodermique antérieur ou repli céphalique,
qui correspond a I’apparition de I’intestin antérieur. L’allantoide se développe dans
la région postérieure de I’endoderme.

Apres 17 jours de développement chez un embryon humain, le schéma d’organi-
sation correspond a celui d’un oiseau apres une vingtaine d’heures d’incubation.

10.4 NEURULATION (fig 10.5)

Le neurectoderme situé dans 1’axe médian du disque embryonnaire, au-dessus de la
corde a la fin de la gastrulation, est induit & former la plaque neurale qui s’épaissit en
raquette. Les bords latéraux se soulevent (gouttiere neurale) et se rejoignent formant
le tube neural qui acheve de se clore d’abord dans le milieu, puis vers ’avant et vers
I’arriere, tandis que la ligne primitive acheve de régresser. Chez I’embryon humain,
le tube neural commence a se former le 21° jour. Il est fermé le 29° jour de gestation.

Pendant la formation de I’ébauche de systeme nerveux central, le mésoderme conti-
nue a se découper en somites, en picces intermédiaires et en lames latérales creusées
du ceelome. Par le jeu des replis céphalique, caudal et latéraux, I’embryon s’isole des
annexes auxquelles il n’est plus relié que par le cordon ombilical contenant les pédicu-
les vitellin et allantoidien. Le tube digestif a achevé de se refermer ventralement.

Région céphalique Somite Tube neural

o piece
intermédiaire,

Gouttiere
neurale

neurales

Nceud de Hensen
Ligne primitive

Figure 10.5 - Trois étapes de la neurulation chez ’'embryon humain.
(d’apres Tuchman-Duplessis).
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10.5 DEVELOPPEMENT DE L’AMNIOS
ET DE LA VESICULE VITELLINE

Chez les Mammiferes supérieurs aux ceufs dépourvus de réserves, les annexes
embryonnaires permettent I’implantation de I’embryon dans la muqueuse utérine ou
nidation, ce qui est indispensable a la survie et aux échanges. Ces annexes vont se
développer avant la gastrulation ou en méme temps.

10.5.1 Formation de ’'amnios

On distingue 3 modalités de formation de I’amnios :

- Par plissement, ce qui rappelle les Oiseaux.

- Par cavitation, c’est le cas des Primates.

- Par cyste ectochorial, mode propre aux Rongeurs et qui ne sera pas étudié ici.

a) 'amniogeneése par plissement (fig. 10.3A)

Elle se rencontre chez les Carnivores, les Ongulés, les Lagomorphes (lapins) et chez
les Primates primitifs (Lémuriens).

Les cellules trophoblastiques de la couche enveloppante qui recouvraient le
bouton embryonnaire disparaissent par exfoliation, de telle facon que les cellules de
celui-ci affleurent a la surface de I’embryon. Comme chez les Oiseaux, il se forme a
la périphérie du bouton embryonnaire des replis qui vont a la rencontre 1'un de
I’autre tandis que le bouton s’enfonce dans le blastocyste. Les replis se soudent et
délimitent une cavité amniotique.

b) PFamniogenése par cavitation (fig. 10.3B, C)

On I’observe chez les Insectivores (hérisson, musaraigne), les Chiropteres (chauve-
souris) et chez les Primates (singes, homme).

Le trophoblaste s’étale sur toute la surface externe de I’embryon, y compris le
bouton embryonnaire. Entre la zone la plus externe cytotrophoblastique et
I’épiblaste du bouton embryonnaire, des vacuoles se forment, confluent et donnent
une cavité amniotique, vers le 8° jour chez la femme.

Le mésoderme extra-embryonnaire, sous la forme d’un mésenchyme, tapisse le
trophoblaste. On ignore s’il provient de la délamination du cytotrophoblaste ou de
I’entoblaste. Ce mésenchyme se condense en une lame externe appliquée contre le
cytotrophoblaste : la somatopleure extra-embryonnaire, et une lame interne appliquée
contre 1’entoblaste qui délimite le lécithocele : la splanchnopleure extra-embryon-
naire. Ces deux feuillets se confondent au niveau du pédicule embryonnaire. Le
ceelome extra-embryonnaire est la cavité délimitée par les feuillets mésodermiques.

10.5.2 Formation de la vésicule vitelline

Pendant ou avant I’amniogenese, le trophoblaste va se trouver entierement doublé
intérieurement par la prolifération de 1’entoblaste puis du mésoderme. L’ organisation
de la vésicule vitelline ou lécithocele secondaire est alors comparable a une petite
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vésicule vitelline d’oiseau ne contenant pas de vitellus. On peut considérer que cette
annexe est une réminiscence des ancétres reptiliens. Elle est d’ailleurs réduite chez les
Mammiferes supérieurs et notamment chez ’homme. C’est un sac contenant du
liquide physiologique. La vésicule vitelline a sans doute un rdle respiratoire a
I’origine, ce qui explique I’importante circulation sanguine dans les premiers stades ;
c’est d’ailleurs dans la splanchnopleure extra-embryonnaire qui double la vésicule
vitelline que se constituent les premiers éléments sanguins, comme chez les Oiseaux.

10.5.3 L’embryon a la fin de 'amniogenése

Lorsque le trophoblaste est doublé de la somatopleure extra-embryonnaire, le chorion
est formé. 11 correspond a la séreuse des Oiseaux qui s’applique sous la coquille. Ici, le
chorion s’applique contre la muqueuse utérine, en épouse les cryptes et en digere plus
ou moins profondément la paroi, suivant le type de placentation.

A la fin de I’amniogenése, 1’embryon se trouve au stade de la ligne primitive.
Lintestin est encore largement ouvert sur la vésicule vitelline mais déja une évagi-
nation de I’endoderme repousse les tissus mésodermiques, c’est I’ébauche de la
vésicule allantoidienne qui reste réduite chez I’homme.

10.6 EVOLUTION DES ANNEXES EMBRYONNAIRES
ET FORMATION DU PLACENTA

10.6.1 Evolution de ’'amnios

Etabli par plissement ou par cavitation, il délimite une cavité ol baigne 1’embryon,
emplie d’un liquide riche en fructose et en hormones comme I’cestradiol et qui
atteint chez I’homme une contenance de 1 a 1,8 litres a la naissance. L’ emploi
d’isotopes radioactifs permet de montrer que ce liquide est continuellement absorbé
par I’embryon par voie buccale et évacué vers 1’allantoide par les reins.

A mesure que se développe 1’amnios, le ceelome extra-embryonnaire se réduit et
I’amnios s’accole au chorion sur une étendue de plus en plus grande (fig. 10.6).

10.6.2 Evolution de la vésicule vitelline

C’est une formation de caractere primitif ; importante chez les Oiseaux et les Repti-
les. Elle est encore bien développée chez les Marsupiaux ou elle est en contact avec
le chorion. Elle est trés vascularisée et la circulation vitelline apporte alors des subs-
tances nutritives au feetus. Le placenta a vascularisation vitelline est un omphalo-
placenta (placentation vitello-chorionique).

La vésicule vitelline, chez les Carnivores, subsiste pendant toute la gestation,
mais n’entre pas en contact avec le chorion. Chez les Ruminants, elle régresse
précocement. Chez I’Homme, c’est une poche qui reste tres réduite (fig. 10.6), elle a
sans doute un role respiratoire au début du développement, en raison de son impor-
tante circulation sanguine.
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Syncytiotrophoblaste

Cytotrophoblaste
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Figure 10.6 - Formation des annexes embryonnaires
chez un embryon de Mammifére (homme).

A : 2 a 3 semaines; B : 4 semaines; C: 8 semaines.

10.6.3 Evolution de I'allantoide

Cette formation est I’homologue de celle des Oiseaux. Son importance relative par
rapport a la vésicule vitelline varie avec les especes. Chez les Monotremes il n’y a pas
de relation avec le chorion et pas de role respiratoire. Chez les Marsupiaux, I’allan-
toide est d’importance égale ou inférieure a la vésicule vitelline. Chez les Carnivores,
elle est tres développée. Chez les Primates, elle régresse tres tot. Dans 1’espece
humaine (fig. 10.6), son développement atteint son maximum au bout de 2 a 3 semai-
nes de gestation, puis il y aura oblitération. Dans tous les cas se développent dans sa
paroi splanchnopleurale, des vaisseaux allantoidiens qui vont coloniser le chorion et le
vasculariser. La participation de I’allantoide a la formation du placenta constitue une
caractéristique des Mammiferes placentaires (placentation allanto-chorionique).

10.6.4 Développement du placenta

A la nidation, I’embryon s’implante au stade blastocyste dans la muqueuse utérine
hypertrophiée et trés vascularisée. 11 a été vu (chap. 3) que cet état résulte de 1’action
préparatoire des cestrogenes élaborés dans le follicule ovarien. Il est maintenu pendant
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la grossesse sous I’action de la progestérone sécrétée par le corps jaune. Cette
muqueuse utérine forme la partie maternelle du placenta.

L’embryon s’implante par son pdle embryonnaire. Les cellules du trophectoderme
proliferent. La partie la plus externe devient syncytiale, formant le syncytiotropho-
blaste (fig. 10.2a,b). Il s’enfonce dans la muqueuse utérine, par digestion plus ou moins
poussée des tissus maternels, suivant le type de placenta. Chez la femme, la pénétration
de I’embryon a I'intérieur de la muqueuse utérine est totale au 13° jour de gestation.

Le trophoblaste est doublé par la somatopleure extra-embryonnaire, I’ensemble
formant le chorion qui constitue la partie feetale du placenta. Le chorion déve-
loppe des villosités vascularisées sur toute sa surface. C’est le chorion villeux. Plus
tard, ces villosités ne se développeront plus que dans des régions déterminées qui
dépendent du type de placentation. La vascularisation placentaire est celle qui s’est
développée dans la splanchnopleure de la vésicule vitelline, ou celle de 1’allantoide
(voir supra) ; ces annexes assuraient les échanges maternels au début du développe-
ment. Chez les Primates et les Rongeurs, le chorion assure toutes les fonctions
placentaires alors que le sac allantoidien est vestigial ou a disparu. Les vaisseaux
allantoidiens constituent une partie essentielle de 1’allantoide vestigiale et ce sont
eux qui irriguent le chorion. Le placenta est donc fondamentalement allanto-chorio-
nique, méme si le sac allantoidien est resté insignifiant.

Le chorion est doublé intérieurement par les parois des annexes. Suivant les
régions, et avec une plus ou moins grande extension suivant les especes, cette
doublure est soit le feuillet ecto-mésodermique de I’amnios, soit le feuillet endomé-
sodermique de 1’allantoide. La formation a 4 feuillets qui en résulte est dans le
premier cas un amnio-chorion, dans le second un allanto-chorion.

10.7 RAPPORTS ENTRE LES PARTIES MATERNELLES
ET EMBRYONNAIRES DU PLACENTA

IIs sont variables suivant les especes'.

10.7.1 Placentas indécidués (fig. 10.7A, B)

L’implantation de I’embryon n’entraine aucune lésion vasculaire au niveau des
tissus utérins et I’expulsion du placenta se fait sans hémorragie. L’ épithélium utérin
demeure intact pour tout ou partie, et se trouve accolé au trophoblaste embryon-
naire. On distingue généralement deux degrés :

a) Type épithélio-chorial (ex. : porc, cheval, Cétacés)

Les villosités choriales nombreuses et développées s’inserent entre les digitations de
la muqueuse utérine. C’est un placenta diffus parce que les villosités s’étendent sur
toute la surface du trophoblaste.

1. La classification présentée est assez artificielle et dans chaque groupe des variations d’une
espece a ’autre sont relevées. D’autre part le type conjonctivo-chorial est contestable, les obser-
vations en microscopie €lectronique montrent qu’une structure épithéliale maternelle discontinue
subsiste ; il devrait étre considéré comme épithélio-chorial.
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Figure 10.7 - Principaux types de placentation chez les Mammiféres.

A-B : Placentation indéciduée. A : épithélio-choriale (placenta diffus). B : conjonc-
tivo-chorial (placenta cotylédonaire). C-D : Placentation déciduée. C : endothélio-
choriale (placenta zonaire) D : hémo-choriale (placenta discoidal).
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b) Type conjonctivo-chorial (ex. : Ruminants)

Dans ce type de placenta encore parfois désigné sous le terme de syndesmochorial,
I’épithélium maternel est corrodé et devient discontinu. Les échanges sont plus intimes :
cing couches cellulaires seulement séparent le sang feetal du sang maternel. Les villosi-
t€s sont localisées au niveau de plages ou cotylédons. C’est un placenta cotylédonaire.

10.7.2 Placentas décidués (fig. 10.7C, D)

Le trophoblaste pénetre profondément dans la muqueuse utérine, une partie de
I’endometre est détruite ou rejetée lors de la parturition. C’est la décidue ou cadu-
que. Elle s’accompagne d’hémorragie. On distingue, la encore, deux degrés :

a) Type endothélio-chorial (ex. : Carnivores)

Au niveau de I’endometre, I’épithélium a disparu et le conjonctif a en partie été
résorbé. 1l ne subsiste que 1’endothélium des capillaires formant barriere entre le
trophoblaste et le sang maternel. Il y a hémorragie a la parturition. Les villosités sont
réparties en une ceinture autour du sac embryonnaire. C’est un placenta zonaire.

b) Type hémo-chorial (ex. : Rongeurs, Insectivores, Primates)

Les villosités choriales détruisent les parois des capillaires maternels. Il se forme des
lacunes sanguines dans lesquelles elles baignent directement. Les villosités ne
subsistent qu’en une aire discoidale. C’est un placenta discoidal.

10.7.3 Physiologie du placenta

a) Le placenta est une zone d’échanges materno-foetaux

Lintensité des échanges s’accroit avec la diminution de I’épaisseur des barrieres
placentaires. Les échanges sont donc plus importants dans les placentations déciduées.

D’autre part, comme la barriere placentaire s’amincit au cours de la grossesse, ce
n’est qu’a partir d’un certain stade (4° mois chez la femme) que se trouve acquise la
structure la plus favorable pour les échanges.

La barriere placentaire présente une perméabilité sélective, et les échanges se font
non seulement par diffusion mais surtout par transfert actif. De la mere vers 1’enfant
peuvent passer oxygene, eau, sels, protéines, glucides, lipides, hormones vitamines,
anticorps, certains médicaments et de nombreux virus. Le feetus élimine CO,, eau et
urée, des déchets et des hormones.

b) Le placenta est aussi un organe endocrine

Les hormones placentaires contrdlent la grossesse en conjugaison avec les hormones
ovariennes et hypophysaires. Le site d’élaboration des hormones est essentiellement le
syncytiotrophoblaste. Une gonadotrophine chorionique apparait rapidement apres
la nidation. L’hormone lactogéne placentaire a une activité analogue a celle de
I’hormone de croissance hypophysaire ; des hormones estrogenes et de la progesté-
rone augmentent régulierement jusqu’a la fin de la grossesse (voir § 2.5.1 et 3.2.2).
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10.1 De quelles structures 1’ovocyte d'un mammifére est-il entouré lors de la ponte
ovulaire ?

10.2 Que désigne-t-on sous le terme de compaction ?
10.3 Quelles sont les structures constituant un blastocyste primaire ?
10.4 A quel stade du développement la nidation se réalise-t-elle?

10.5 Quel est le phénomene qui intervient entre les stades embryonnaires didermi-
que et tridermique ?

10.6 Existe-t-il une vésicule vitelline chez les Mammiferes ?
10.7 Qu’est-ce qui constitue la partie feetale du placenta ?
10.8 Qu’appelle-t-on placenta indécidué ?

10.9 Quels sont les différents types d'amniogenése et dans quels taxons les
observe-t-on ?

10.10 Quel type de placentation observe-t-on chez les Primates ?

Réponses page 387



e Contréle génétique du développement

L’ ceuf fécondé est, dans la majorité des cas, une cellule polarisée et porteuse d’infor-
mations maternelles sous forme d’ARN stables et de protéines régulatrices de
I’expression des genes, répartis selon des gradients. Cette topographie moléculaire
et sa traduction dans le plan d’organisation de I’embryon sont particulierement bien
connues chez la drosophile. L’étude préliminaire du controle génétique du dévelop-
pement de cet Insecte se révélera indispensable lorsqu’on apprendra que les genes
régulateurs du développement des Vertébrés programment le développement de
I’embryon suivant des regles analogues.

e Analyse de la segmentation

Au cours de la segmentation qui partage le cytoplasme hétérogene de I’ ceuf entre les
blastomeres, les noyaux fils se trouvent dans des cellules équipées de protéines régu-
latrices différentes. Celles-ci activent des génes suivant un programme qui est fonc-
tion de la position de la cellule dans la blastula ; s’il s’agit d’Insectes, le programme
est li€ a la position du noyau dans le syncytium. Cellules et noyaux regoivent ainsi
des informations de position, en relation avec leur localisation sur les axes antéro-
postérieur et dorso-ventral de 1’organisme en formation. Une spécialisation crois-
sante des différents territoires embryonnaires en résulte ; rapidement chaque partie
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de I’embryon deviendra un composant indispensable du futur organisme, trop
spécialisé pour que son ablation puisse étre compensée par une partie voisine. Cette
spécialisation est stricte chez les embryons a développement en mosaique et chez les
embryons d’Insectes qui restent dans un premier temps a 1’état syncytial ; elle est
plus souple et plus progressive dans les développements a régulations.

e Mouvements morphogénétiques

Apres un certain nombre de cycles mitotiques, la taille des cellules est proche de
celle des cellules somatiques. Des mouvements morphogénétiques coordonnés
s’amorcent et durent pendant toute I’embryogenese. Des modifications du cytosque-
lette permettent aux cellules de migrer sur un substrat de matrice extracellulaire
contenant notamment de la fibronectine. Les migrations alternent avec des adhéren-
ces intercellulaires spécifiques assurées par le jeu complexe d’une gamme de molé-
cules d’adhérence cellulaire.

e Mort cellulaire programmée ou apoptose

La disparition de certains tissus ou de certains organes au cours du développement
embryonnaire est une composante normale de la morphogenese. C’est 1’apoptose qui
est programmeée génétiquement. Elle est souvent nécessaire pour 1’acquisition de la
forme définitive et de 1’état fonctionnel des organes. Chez les animaux a métamor-
phose, dont I’organisme est 1’objet d’un ou plusieurs remaniements cellulaires, des
apoptoses programmeées de grande ampleur se produisent aussi apres la naissance.

e Inductions embryonnaires pendant la gastrulation et la morphogenése

Pendant un développement a régulations, les territoires embryonnaires peuvent
exercer 1’un sur I’autre une influence qui détermine 1’apparition de spécialisations
territoriales nouvelles : c’est le cas des inductions du mésoderme par des molécules
issues de I’endoderme, dans la blastula d’ Amphibiens, puis de I’induction neurale
par des facteurs mésodermiques pendant la gastrulation et finalement des inductions
qui se succedent dans la différenciation d’un organe, comme I’ ceil.

e Expression du génome embryonnaire

Les protéines synthétisées au début de la segmentation sont toujours la traduction
d’ARN-m accumulés dans I’ovocyte. Le génome embryonnaire transcrit, plus ou
moins tot suivant les especes, des ARN-m nouveaux qui prennent le relais des ARN
maternels. Les inductions provoquent la transcription d’ARN-m exprimant des
genes régulateurs, puis des genes spécifiques de tissus.

e Différenciation des gonades et différenciation sexuelle.
Médiation hormonale. Déterminisme génétique

La différenciation des gonades fournit un modele d’organogenese ou les relations
cellulaires sont différentes. Cette différenciation est le résultat d’actions hormona-
les, mais la différenciation des cellules sécrétrices de ces hormones nécessite 1’inter-
vention d’une série de génes portés en particulier par les chromosomes sexuels et
que I’on commence a identifier.
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11.1. Les facteurs de transcription et les protéines inductrices

11.2 Support génétique du développement précoce de I'embryon
de drosophile

PLAN

11.3 Les geénes régulateurs dans le développement des Vertébrés

Depuis longtemps, les embryologistes souhaitaient connaitre la nature et le mode
d’action des geénes qui contrdlent I’ organisation de I’ ceuf, puis celle de I’embryon et
finalement la position et la différenciation des organes ; ils ne possédaient pas les
outils nécessaires jusqu’a ce que les travaux sur la drosophile aient apporté des
connaissances nouvelles. Grace a I’étude des mutations chez cet Insecte on a identi-
fi¢ des familles de genes régulateurs du développement. On peut maintenant, avec
les techniques de biologie moléculaire, et principalement celle de I’ADN recombi-
nant, extraire, isoler et reproduire en de nombreuses copies les génes qu’on désire
étudier. Nous avons vu dans le chapitre 3, le role joué par les génes de polarité.
D’autres familles de génes interviennent ensuite pendant la segmentation, et notam-
ment les génes sélecteurs homéotiques. Leur intérét, cantonné d’abord a la droso-
phile, s’est considérablement accru aprés qu’on eut découvert qu’il existe chez
d’autres Invertébrés et chez les Vertébrés un systeme de genes régulateurs présentant
dans leurs séquences un degré élevé d’homologies avec ceux de la drosophile et
exercant des fonctions régulatrices tout a fait comparables. Chez les Vertébrés,
certains de ces génes commencent a s’exprimer des la blastula, au cours de laquelle
se définit la polarité céphalo-caudale ; ils controlent largement la mise en place des
grands axes et des feuillets tandis que d’autres s’expriment plus tardivement pour
orchestrer la différenciation d’organes plus précis.

La compréhension du fonctionnement de ces genes permet de dégager la notion
de génes maitres (W. Gehring) qui, dans une morphogenese, agissent a la maniere
de chefs d’orchestre, coordonnant I’activation en cascade d’autres genes, eux-
mémes régulateurs de la différenciation d’un secteur de plus en plus restreint de
I’organisme ou d’un organe, et finalement de 1’activation de genes effecteurs codant
pour la syntheése de protéines constitutives des tissus et des organes.

Ces mécanismes sont communs aux Vertébrés et aux Invertébrés ; ils ont donc été
mis en place depuis plus de 500 millions d’années, ce qui conduit a réviser certaines
notions sur 1’évolution.

163



Partie 3 - Mécanismes de la morphogenése

164

11.1. LES FACTEURS DE TRANSCRIPTION
ET LES PROTEINES INDUCTRICES

L’étude des mécanismes du développement qui va suivre décrit a toutes les étapes et
dans toutes les especes 1’activation de génes du développement. Des protéines, les
facteurs de transcription, codées par des genes régulateurs trés conservés au cours
de I’évolution, stimulent ou répriment I’expression d’autres génes parmi lesquels
nous rencontrerons ceux qui codent pour les protéines inductrices, protéines sécré-
tées qui se lient a des récepteurs de cellules voisines et orientent le devenir de celles-
ci. La liste de ces molécules s’allonge sans cesse et leur nomenclature se révele diffi-
cile. Nous présenterons les molécules les plus fréquemment citées avant d’aborder
I’étude du controle génétique du développement.

11.1.1 Les facteurs de transcription

Ce sont des protéines codées par des genes régulateurs ; elles déclenchent ou répri-
ment la transcription d’un geéne. Ces facteurs de transcription possedent des domaines
de liaison a des séquences spécifiques d’ADN (promoteur ou élément amplificateur
d’un geéne) formant ainsi des complexes de transcription. L’activité d’un facteur de
transcription peut elle-méme étre régulée par d’autres facteurs de transcription.

Les domaines de liaison a I’ADN sont formés de séquences d’acides amin€s tres
conservées au cours de I’évolution. On peut regrouper ces facteurs en familles
d’apres la structure de ces domaines ; a I’intérieur d’une famille dont les membres
possedent de fortes homologies de structure, de 1égeres différences dans la séquence
des acides aminés du domaine de liaison déterminent, pour chaque facteur de trans-
cription, la spécificité de la reconnaissance d’une séquence d’ADN.

a) Les protéines a homéodomaine

Elles résultent de 1’expression de genes, désignés sous le terme d’homéogenes, qui

possédent une séquence particuliere, 1’homéoboite (ou « homeobox » en anglais).

Celle-ci code pour un site de liaison a I’ADN appelé homéodomaine, de 60 acides

aminés environ. Outre les produits des génes homéotiques (genes Hox), de nombreux

facteurs de transcription contiennent un homéodomaine. D’abord reconnues chez la
drosophile, des protéines de ce type ont été trouvées dans tous les groupes zoologi-

ques. Elles sont étudiées a propos du développement de la drosophile (§ 11.2.4).

Nous indiquons ici celles que nous retrouvons a toutes les étapes du développement

des Vertébrés (voir § 11.3).

e La B-caténine, protéine a fonctions multiples, peut s’associer a d’autres facteurs
de transcription et modifier éventuellement leurs propriétés. Elle s’associe par
exemple a des facteurs TCF pour activer des geénes spécifiques comme siamois,
Xnr3 et cerberus chez le xénope (voir § 12.5.7).

e Les protéines codées par Pitx1 et Pitx 2, Otx1 et Otx2, genes de la famille Bicoid
décrits a propos de la drosophile (voir § 3.5.4b). Leurs génes sont activés pendant
le développement du cerveau antérieur des Vertébrés (voir § 11.3.5 a).
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e La protéine codée par goosecoid, proche des genes gooseberry et bicoid de la
drosophile et dont le nom résulte d’ailleurs de la contraction de ces derniers.
Goosecoid s’exprime dans le futur organisateur de Spemann et Mangold et dans
le nceud de Hensen (voir § 12.5.8d et 15.3.2).

e La protéine codée par siamois est active dans 1’organisateur de Spemann ou elle a
une activité dorsalisante. Le géne ne s’exprime qu’apres la transition blastu-
léenne. Le geéne twin a des fonctions voisines (voir § 12.5.8a).

e Les protéines codées par les genes ventl et vent2 sont présentes dans le méso-
derme ventral para-axial et latéral.

e Les protéines codées par les génes mx et Sox ; mxl et Sox7, par exemple, sont
présentes dans 1I’endoderme.

e Les protéines codées par lim qui possédent, outre ’homéodomaine, deux autres
domaines de liaison a ’ADN. Lim participe notamment a I’organisation de la
téte (voir § 11.3.5).

e La famille de protéines codées par les genes Pax qui posseédent une séquence
homologue dans les genes de segmentation « paired » de la drosophile. Cette
homologie est a I’origine du nom donné a ces geénes (Pax pour « paired box »,
Noll et coll., 1986). Cette séquence code pour un domaine de 128 acides
aminés appelé « paired » qui constitue au niveau des produits un site de liaison
a ’ADN. De nombreuses protéines Pax comportent en plus un homéodomaine
(voir §11.3.5b).

b) Les facteurs de transcription avec des domaines
de liaison a ’ADN autres que 'homéodomaine

e Les protéines codées par des génes apparentés a Brachyury. Ce nom est
tiré de I’observation d’une mutation du gene 7~ chez la souris qui provoque un déve-
loppement anormal du mésoderme axial postérieur notamment au niveau de la
queue ; chez le xénope, on emploie I’abréviation Xbra. Les facteurs de transcription
appartenant a cette famille possedent un domaine de liaison semblable a celui de T’
et sont désignés par I’abréviation Thx ( pour « Tbox ») (voir § 15.3.4).

On peut citer le déterminant endodermique VegT, synthétisé des le début de
I’ovogenese (voir § 12.5.5) et les facteurs Tbx4 et Tbx5 déterminant les caractéristi-
ques propres aux membres antérieurs et postérieurs (voir § 11.3.4b).

e Les produits codés par les génes smad sont des protéines cytoplasmiques de
50 kDa qui sont phosphorylées a la suite d’une liaison d’un TGF-f (voir plus loin)
avec son récepteur sérine-thréonine kinase. Smad migre alors vers le noyau ou elle
se lie & un geéne cible dont elle régule I’activité. Smad 1, 5 et 8 sont par exemple
phosphorylées quand une protéine BMP se lie a son récepteur (voir § 11.1.2a).

e Les facteurs TCF ont été identifiés chez la souris, I’homme et des amphibiens.
Ils different des précédents en ce qu’ils sont des facteurs architecturaux sans
domaine d’activation ou de répression spécifique. Ils se lient a I’ADN, mettant en
contact des sites régulateurs et des complexes de transcription. Tcf3 par exemple
contient des domaines de liaison avec la B-caténine et un domaine HMG (pour
« High Mobility Group ») qui reconnait une séquence consensus d’ADN dans la
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séquence régulatrice des genes cibles. On leur connait une double fonction pendant
la gastrulation : ils répriment la transcription de siamois sur la face ventrale d’une
gastrula, mais 1’activent en présence de -caténine dans la région dorsale.

o lLes récepteurs aux hormones thyroidiennes, aux hormones stéroi-
diennes et a l'acide rétinoique sont des récepteurs nucléaires. Les protéines
de cette famille posseédent un domaine de liaison a I’ADN et un domaine d’activa-
tion de la transcription. Elles interviennent dans différentes étapes de la morpho-
genese.

L’acide rétinoique est élaboré par I’embryon, c¢’est un produit d’oxydation du rétinol ou
vitamine A. Cette vitamine apportée par 1’alimentation maternelle est indispensable pour
un développement normal de I’embryon. Son déficit ou son exces provoquent des graves
malformations. L’acide rétinoique est liposoluble et traverse la membrane plasmique sans
passer par un récepteur membranaire. Il se lie dans les cellules cibles a des récepteurs
nucléaires spécifiques (RARs) et forme des complexes qui, a la maniere des hormones
stéroides, pénetrent dans le noyau et se lient a des séquences d’ADN. Il existe plusieurs
formes de molécules réceptrices a I’acide rétinoique dont chacune posséde des variantes.
Son action n’est donc pas uniforme car elle peut étre modulée par la variété des récep-
teurs. Les combinaisons « Acide rétinoique/RAR » remplissent ainsi la fonction de fac-
teurs de transcription en régulant I’activité des genes cibles. Les cellules ne possédant pas
ces récepteurs sont insensibles a 1’acide rétinoique.

11.1.2 Les protéines inductrices

Les protéines inductrices sont souvent synthétisées des 1’ovogenese. Elles devien-
nent actives des la segmentation, au cours des inductions et des déterminations des
territoires embryonnaires. Elles sont, a quelques exceptions pres (voir infra, f) sécré-
tées dans le milieu extra-cellulaire et sont des agents de communication cellulaire a
courte distance (facteurs paracrines). Beaucoup de ces protéines ont été identifiées
dans de nombreux groupes zoologiques (voir Méthodes, encart 11.1).

Les modalités suivant lesquelles les informations portées par ces molécules inductrices
sont transmises a des cellules cibles sont désignées sous le terme de transduction des
signaux : ces protéines inductrices se lient a des récepteurs spécifiques intégrés dans leur
membrane cytoplasmique et déclenchent ainsi une série de réactions intracellulaires
aboutissant a I’activation ou a la répression d’un gene. Les modes de transduction sont
décrits pour chacun des différents inducteurs.

a) Les facteurs de croissance transformants
(TGF-B pour « Transforming Growth Factorf »)

Ces protéines constituent une super-famille moléculaire d’environ trente membres.
Ce sont des protéines sécrétées vers des cellules cibles proches, sous la forme de
précurseurs de poids moléculaire plus €levé ; ils doivent subir une maturation pour
étre actifs. Les premiers facteurs identifiés qui ont donné leur nom au groupe étaient
des agents mitogenes sécrétés par des cellules transformées. On les retrouve dans
toutes les cellules.
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CART 11.1

Quelques méthodes expérimentales utilisées
pour identifier des molécules inductrices

Nous présentons ici, sommairement, quelques-unes des méthodes les plus
fréguemment utilisées dans les travaux destinés a tester l'activité inductrice
d’une protéine. La plupart de celles qui sont citées ont été utilisées sur le modeéle
Amphibien, mais certaines sont également applicables a d’autres modéles expé-
rimentaux (souris, drosophile...).

e Culture d’explants : on cultive, en présence d’un inducteur potentiel de struc-
tures neurales ou mésodermiques, des calottes animales de xénope prélevées a
la mi-blastula et qui ont donc encore une compétence étendue. On recherchera
ensuite dans I'explant des différenciations de structures mésodermiques ou ecto-
dermiques ou des produits de I'expression de génes caractéristiques pour identi-
fier la nature de linducteur recherché (par exemple, N-CAM pour du tissu
nerveux, actine pour du muscle, etc.) Les types de différenciations obtenues
peuvent d’ailleurs varier en fonction des concentrations employées et de I'age de
'explant, d’ol la nécessité de maitriser avec soin ces deux paramétres.

La méthode de culture en sandwich, mise au point par Holtfreter sur des tissus
d’Amphibiens est une variante de la précédente : le fragment de tissu inducteur
a tester est placé a I'intérieur d’'un explant prélevé sur la cape apicale et replié sur
lui-méme.

Les cultures de cellules dissociées n’aboutissent pas obligatoirement aux mémes
résultats ; elles introduisent un nouveau parametre en supprimant des inter-
actions cellulaires (voir § 15.5.2).

e Injection d’ARN-m codant pour la protéine testée : les ARN-m codant pour
un inducteur éventuel sont injectés dans un blastomere ou ils seront traduits.
Dans l'aire ventro-végétative d’'une morula, le caractere d’inducteur dorsalisant
de la protéine synthétisée sera démontré par la différenciation en position ecto-
pique d’'un axe dorsal surnuméraire complet, ou seulement partiel, la partie
céphalique ou troncale faisant défaut, suivant la nature de I'inducteur.

e Recherche du site d’expression d’un gene régulateur : 'emploi de sonde
d’ADNc permet cette recherche. On isole les ARN-m transcrits dans le centre
organisateur ou dans toute autre région de I'embryon, suivant la nature de
’expérience. Des ADNc sont obtenus avec la technique des transcriptases inver-
ses ; les banques d’ADN ainsi obtenues sont triées a I'aide d’homéoboites de
genes régulateurs connus chez la drosophile ou chez les Vertébrés. On retient les
ADNc possédant ces mémes séquences. Il est alors possible, en les liant a un
marqueur fluorescent, d’en faire des sondes a I'aide desquelles on peut repérer
par hybridation moléculaire in situ tout ARN-m porteur de la méme séquence et,
apres l'avoir isolé, entreprendre son identification.

e Techniques de transgeneése : elles permettent d’évaluer le role d’'un geéne;
elles consistent a provoquer une mutation chez I'embryon en modifiant le fonc-
tionnement d’'un géne déterminé suivant des techniques de génie génétique qu’on
n’abordera pas et a déduire par ses effets le fonctionnement du géne normal.

Les mutations « knock-out » consistent a rendre inactif un géne particulier sélec-
tionné pour son role présumé a un stade du développement. Lanalyse des anoma-
lies observées a la suite du traitement permet de connaitre le réle de ce gene.
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\@CART 11.1 (suite)

Les mutations « dominantes négatives » produisent la transcription d’'un ARN-m
défectueux ; il est traduit en une protéine qui perturbe le fonctionnement cellulaire
et le développement, ce qui permet, par comparaison avec les conditions normales
d’apprécier le role du géne sauvage. Cest le cas, par exemple, d’'un facteur de
transcription privé par mutation de son domaine de liaison a ’ADN ; s’il est surex-
primé par transfection chez un embryon expérimental, il entre en compétition avec
le facteur de transcription normal et perturbe la fonction régulatrice de celui-ci.

e Les ARN antisens : cette méthode consiste a introduire un ARN-m ou des
oligonucléotides synthétisés in vitro a partir d’'un gene cloné et qui sont une
version inversée d’'un ARN-m qu’on veut neutraliser. Il formera un hybride avec
’ARN normal qui sera ainsi neutralisé. On pourra alors apprécier les effets de la
suppression de I'expression du géne sur le développement.

e Modification agissant sur le fonctionnement des récepteurs : on citera
deux démarches.

Modification de la nature d’un récepteur : le role des FGF et des TGF-B peut
étre démontré en agissant sur le fonctionnement de leurs récepteurs (voir
fig. 11.A). Ces récepteurs membranaires sont des diméres. Une mutation est
provoquée expérimentalement de telle maniére que les ARN-m codant pour ces
récepteurs élaborent une protéine dépourvue de son domaine cytoplasmique a
activité tyrosine-kinase. Par exemple des ARN-m mutés sont injectés en exces a
'lembryon expérimental, des molécules tronquées sont alors synthétisées en
quantité et entrent en compétition avec les molécules normales. La probabilité
pour que les diméres formés a la surface de ses cellules comportent une forme
tronquée est élevée, les récepteurs ne seront pas fonctionnels. Les embryons
ainsi traités présenteront donc des anomalies au niveau des structures que le FGF
ou le TGF-B était supposé induire. La nature de la déficience renseigne sur les
potentialités inductrices de la protéine.

Compétition au niveau d’un récepteur : on peut également établir une
compétition d’une autre nature au niveau d’un récepteur avec pour conséquence
I'apparition de dysfonctionnements dans le développement. Ainsi, le réle induc-
teur des protéines Wnt est par exemple étudié en utilisant une compétition entre
son récepteur membranaire Frizzled et la protéine soluble Frizbee dont on peut
induire la synthése en excés par injection de son ARN-m. Frizbee se lie avec la
méme efficacité a Wnt mais, n’étant pas transductrice de signaux, elle neutralise
ses effets. On pourra alors analyser les déficiences qui en résultent.

e Molécules appartenant a la famille des TGF-$3
— Les TGF-B au sens strict sont souvent des inhibiteurs de la division cellulaire et
interviennent dans la formation de la matrice extracellulaire. On les rencontre
surtout plus tardivement, au cours des organogeneses.
— Les facteurs de type activine sont actifs dans I’induction et la différenciation du
mésoderme des embryons de Vertébrés (voir 12.5.8c).

On connaissait déja I’activine A et I’activine B chez les Mammiferes adultes ou elles
ont des fonctions différentes de celles que nous étudierons chez les embryons. L’ acti-
vine A, protéine de 24kDa, module notamment la libération de FSH (voir § 2.5.1
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et 3.2.1¢c). Dans les expériences sur I’induction du mésoderme chez les Amphibiens,
I’activine A est la plus efficace. Son ARN-m n’est transcrit qu’apres la transition blastu-
lI€enne. L’activine A induit dans des calottes de I’hémisphere animal de blastula isolées
des différenciations qui sont fonction de sa concentration ; en relation avec celle-ci, elle
induit d’abord de 1’épiderme, puis du mésoderme ventral (éléments sanguins), du
pronéphros, des structures dorsales avec des cellules musculaires.

— La protéine Vgl (voir § 12.5.8b et 12.5.9b) est présente dans 1’hémisphere
végétatif de I’ovocyte sous une forme inactive. Elle est activée apres la réaction
corticale, surtout dans la région dorsale, par une protéase. Elle contribue a I’induc-
tion de structures dorsales, ses effets étant dose-dépendants ; elle agit aussi sur la
différenciation de I’endoderme.

— Les protéines Nodal, (voir § 12.5.8d, 15.4.2a et 15.7) découvertes chez la souris
dans les cellules voisines du nceud de Hensen et les protéines Xnr! voisines de
Nodal, chez le xénope (Xnr pour « Xenopus nodal related gene »). Ces protéines
sont présentes dans I’endoderme de la blastula suivant un gradient de concentration
maximum dans la région du centre de Nieuwkoop. La régulation de I’expression de
Nodal permet de contrdler la formation du mésoderme dorsal et ventral et, plus tard,
I’asymétrie droite-gauche. Cette régulation s’exerce par des inhibiteurs, produits des
genes inhibiteurs des familles lefty et cerberus.

— Les protéines BMP (pour « Bone Morphogenetic Proteins ») ont d’abord été recon-
nues comme des facteurs capables de provoquer des différenciations osseuses et cartila-
gineuses. Ces protéines et leurs homologues, sont tres conservés au cours de 1’évolution.
Elles jouent tres tot un role dans 1’établissement du plan d’organisation dorso-ventrale
de I’embryon, aussi bien chez un Insecte comme la drosophile (protéine Decapentaple-
gic ou Dpp) que chez un Vertébré comme la grenouille (voir § 15.4.1 ; encart 15.6). On
les retrouve dans I’établissement des plans d’organisation de différentes €bauches ot
elles régulent la prolifération, la migration et la différenciation cellulaires.

On a actuellement identifié une vingtaine de protéines BMP synthétisées sous la
forme de précurseurs de 396 a 513 acides aminés. Les récepteurs membranaires de ces
protéines comportent deux sérine/thréonine-kinases, comme ceux des TGF-3, plus un
protéoglycanne. Le mode de transduction des signaux qu’émettent les BMP liées a leurs
récepteurs implique des molécules Smad spécifiques selon la nature de I’inducteur.

— La protéine Derriére est un TGF-B actif dans I’induction du mésoderme posté-
rieur, apres la mi-blastula ; son expression est activée par VegT (voir § 12.5.5).

e Les récepteurs membranaires des TGF- (fig. 11.1B)

Ces protéines membranaires possedent un domaine cytoplasmique a activité sérine/
thréonine-kinase. Ces récepteurs se combinent aux facteurs sous la forme de
dimeres dont I’un des éléments est commun a de nombreux facteurs et I’autre spéci-
fique d’un ou de quelques facteurs donnés. Ils s’autophosphorylent apres activation ;

1. Par convention, la dénomination d’une protéine régulatrice et de son gene débute par X
lorsqu’elle a été identifiée chez le xénope, elle a toujours son homologue chez les autres Verté-
brés, par exemple : Xwnt et Wnt, Xnr et Nodal.
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Figure 11.1 - Modéles de fonctionnement de récepteurs membranaires.

A : Schéma du fonctionnement de récepteurs aux FGF

A1l : Combinaison d’'un FGF avec deux molécules de son récepteur membranaire
qui forment un dimére. Leurs domaines cytoplasmiques a activité tyrosine-kinase
se phosphorylent mutuellement, ce qui active une chaine de phosphorylations de
protéines et la transmission du signal FGF vers un géne cible. A2 : a la suite d’'une
mutation provoquée amputant la molécule du récepteur FGF de son domaine
cytoplasmique a activité tyrosine-kinase, les diméres formés en présence de FGF
peuvent comprendre une ou deux molécules tronquées. Les phosphorylations
nécessaires a la transmission du signal ne peuvent pas avoir lieu.

B : Schéma du fonctionnement des récepteurs aux TGFp. Il existe des récepteurs
de type | (Réc.l) avec un domaine cytoplasmique Ser/Thr, et des récepteurs de
type Il (Réc. Il), avec un domaine cytoplasmique a activité Ser/Thrkinase. Les
ligands (Lig) se combinent d’abord aux récepteurs de type Il, puis I'ensemble aux
récepteurs de type |, et forment des hétérodimeres. Ceux-ci sont phosphorylés et
déclenchent a leur tour la phosphorylation de protéines Smad. Selon la nature du
TGF (Activine, BMP, etc.) différents types de protéines Smad sont impliqués. Les
protéines Smad migrent vers le noyau ou, associées a des protéines nucléaires,
elles forment des facteurs de transcription.

C : Schéma du fonctionnement des récepteurs aux Wnt. Les récepteurs de Wnt
sont des protéines membranaires Frizzled qui présentent des différences
suivant le type de ligand. La liaison de Frizzled avec Wnt active une protéine
cytoplasmique Dishevelled (Dsh), qui réprime 'activité d’'une glycogéne synthé-
tase-kinase (GSK3). En I'absence de Wnt, sous I'action de GSK3, la B-caténine
reste liée a un complexe protéique APC avant d’étre dégradée par le protéa-
some. En présence de Wnt, GSK3 est inactivée par Dsh, la B-caténine est libérée,
elle se combine avec un facteur de transcription (TCF) dans le noyau ou celui-la
régulera des transcriptions.

E.n. : enveloppe nucléaire; M.pl : membrane plasmique; Lig : ligand.
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il s’en suit des phosphorylations en cascade de polypeptides cytoplasmiques, les
protéines Smad ; celles-ci comme on I’a vu plus haut deviennent des facteurs de
transcription. Chez le xénope, on a identifié un certain nombre de ces récepteurs qui
sont transcrits abondamment dans la calotte animale de la blastula et dont les
séquences en acides aminés ont été déterminées apres clonage.

On peut distinguer trois groupes parmi ces récepteurs, dont les spécificités se
recouvrent partiellement : les récepteurs des TGF-J3 au sens strict, les récepteurs de
facteurs de type activine, et les récepteurs des protéines BMP.

b) Les facteurs de croissance fibroblastiques
(FGF pour « Fibroblast Growth Factor »)

Ces protéines sont répandues dans tout le regne animal. Elles ont d’abord été€ reconnues
comme des agents mitogenes des fibroblastes en culture. On connait une vingtaine de
membres de cette famille. Ce sont des polypeptides de 15 a 30 kDa, trés largement
répandus dans les tissus embryonnaires ou adultes ou ils régulent la prolifération et la
migration cellulaires et certaines différenciations. Ils ont une forte affinité pour les
sulfates d’héparane de la surface cellulaire. Les complexes FGF-héparanes se lient a
des récepteurs associés en dimeres (fig. 11.1A) qui sont des molécules transmembranai-
res a activité tyrosine-kinase ou sérine/thréonine-kinase; ces récepteurs ont une certaine
sélectivité. Ils s’autophosphorylent et par une voie de transduction complexe qu’on ne
décrit pas ici permettent la pénétration dans le noyau d’une kinase phosphorylée (ERK
pour « Extracellular signal Regulated Kinase », anciennement MAP kinase). Cette
kinase active finalement les génes de différents facteurs de transcription.

Pour chaque FGF, a partir d’un méme gene, les ARN-m transcrits peuvent étre
traduits en une grande variété d’isoformes a la suite d’épissages alternatifs (voir
FGF4, FGF8 et FGF 10, § 11.3.4).

c) La famille des protéines Wnt

Ce sont des protéines qui agissent comme des facteurs de croissance (voir § 12.5.7
et 15.3.3). Ce sont des glycoprotéines riches en cystéine. On en connait actuelle-
ment une quinzaine chez les Vertébrés et les génes de six d’entre elles ont été
séquencés chez le xénope. Elles ont été treés conservées au cours de 1’évolution et
ont un fort degré d’homologie avec les quatre protéines Wnt connues chez la
drosophile : le géne wingless exprime une protéine apparentée qui intervient dans
I’établissement de la polarité pendant la segmentation chez la drosophile. Integra-
ted est le nom d’un des homologues de ce gene chez les Vertébrés ; I’appellation
Whnt résulte d’une contraction de ces deux termes. Les protéines Wnt agissent en
connexion avec Hedgehog (voir infra) suivant un mécanisme identique chez la
drosophile et les Vertébrés.

Ces protéines sécrétées ont des récepteurs transmembranaires de la famille des
protéines Frizzled (récepteur Xfr7). La fixation de Wnt sur son récepteur Frizzled
active une voie de transduction intracellulaire : par I’intermédiaire de Dishevelled,
Frizzled réprime I’activité d’une glycogene synthétase kinase (GSK-3) et permet la
libération de la B-caténine d’un complexe protéique. Celle-ci peut alors s’associer a
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des facteurs de transcription de la famille TCF et pénétrer dans le noyau pour activer
des genes spécifiques (voir fig. 11.1 C).

Certains des genes cibles de la protéine Wnt contrdlent la régionalisation du
systéme nerveux central (voir § 15.4.2b, c).

d) La famille des protéines Hedgehog

Ces protéines sont codées par des genes dont le premier a ét€ identifié chez la droso-
phile. Hedgehog a ét€ ainsi dénommé du fait que sa déficience produisait, sur la cuti-
cule de I’insecte, des denticules a la maniere des piquants de hérisson (en anglais :
« hedgehog »). C’est un gene de polarité segmentaire chez la drosophile, il est
exprimé au niveau des parasegments (voir § 11.2.3c).

Son récepteur membranaire, une protéine G (Patched) normalement active, est
réprimé par Hedgehog. Cette répression libére I’activité d’une autre protéine
membranaire (Smoothened) ; celle-ci peut alors libérer un facteur de transcription
(Cubitus interruptus chez la drosophile, Gli chez les Vertébrés) qui pénetre dans le
noyau et régule 1’activité d’un gene cible de Hedgehog.

Chez les Vertébrés, on connait plusieurs génes homologues, dont Sonic hedgehog
qui s’exprime au niveau de la corde (voir § 15.4.2¢) ; le polypeptide correspondant
se clive et la partie N-terminale qui est sécrétée est active. Cet inducteur intervient
dans 1’organisation dorso-ventrale du tube neural (voir § 15.4.2e) et aussi dans
I’asymétrie droite-gauche (voir § 15.7.1 et 2), dans la polarité du tube digestif et
dans I’établissement de 1’axe antéro-postérieur des membres (voir § 11.3.4c).

e) Les antagonistes de facteurs de croissance

IIs agissent dans le contrdle du développement en inhibant I’activité d’autres facteurs.
Ils se trouvent presque exclusivement dans le centre organisateur de Spemann et
Mangold ou le nceud de Hensen.

e Cerberus est une protéine inductrice de structures dorsales antérieures, dont les
ARN-m ne sont transcrits qu’a partir de la gastrulation. Elle est un inhibiteur des
facteurs Wnt, BMP, Nodal et Xnr (voir 15.4.2b).

e Chordin est une protéine dont la synthése est activée par les facteurs de trans-
cription Goosecoid et Xnot-2 peu avant la gastrulation. C’est un inhibiteur des
BMPs (voir § 15.4.1b). Le couple chordin-BMP est trés conservé au cours de
I’évolution, et est I’homologue de Sog-Dpp de la drosophile, ces deux couples étant
fonctionnels dans I’organisation dorso-ventrale de I’embryon (voir encart 15.6).

e Dickkopf (de I’allemand : grosse téte) se fixe sur les récepteurs de Wnt, inhibant
ainsi la transmission de leur signal.

e Frizbee (Frzb) est une protéine soluble proche du récepteur membranaire de
Whnt, Frizzled. Elle entre en compétition avec celui-ci et peut ainsi inhiber le signal
(voir § 15.3.3).

e Follistatine a son géne transcrit des I’ovogenese ; elle est sécrétée a la gastrula-
tion dans le mésoderme dorsal de xénope ou dans le nceud de Hensen et la ligne
primitive. Elle est inductrice du systeme nerveux en inhibant I’action des BMPs et
de I’activine (voir § 15.4.1¢).



© Dunod - La photocopie non autorisée est un délit.

11 - Controle génétique du développement

e Noggin est une protéine présente en faible quantité dans 1I’ovocyte de xénope et
n’est transcrite activement qu’a partir de la mi-blastula. Elle induit la syntheése de
protéines neurales ; c’est aussi un inhibiteur des BMPs (voir § 15.4.1a). Cette
protéine en exces provoque une hypercéphalisation de I’embryon, ce qui lui a valu
son nom, terme de 1’argot anglais qui signifie « téte ».

f) Voies d’induction intercellulaire par contact

e Systeme Delta-Notch : lors du contact entre deux cellules, des récepteurs protéi-
ques transmembranaires Notch, présents a la surface de I’une d’entre elles, peuvent
se lier avec des protéines membranaires portées par la cellule adjacente (protéines
Delta, Serrate ou Jagged). A la suite de cette liaison, Notch subit une transformation
dans sa conformation qui permet le clivage de son domaine cytoplasmique par une
protéase. Le fragment protéique ainsi isolé migre dans le noyau et active un facteur
de transcription de la famille CSL en s’y associant (fig 11.2).

Des récepteurs Notch se trouvent a la surface de presque tous les types de cellules.

Ce mode de transmission des signaux entre cellules en contact est treés répandu dans de
nombreux types de développement chez les Métazoaires. Nous verrons un exemple de
son fonctionnement dans 1’étude de la somitogenese (voir § 15.6).
e Les éphrines et leurs récepteurs Eph forment également des voies de transmis-
sion des signaux. Les éphrines sont des protéines transmembranaires (groupe B) ou des
protéines attachées a la surface des cellules sécrétrices par une liaison GPI (groupe A).
Leurs récepteurs sont des récepteurs a activité tyrosine-kinase (Eph A et Eph B) et la
transmission d’information ne s’effectuera qu’entre cellules contigués.

Figure 11.2 - Régulation de la transcription d’un géne déclenchée
par I'activation d’un récepteur membranaire Notch.

A : La cellule (B) possede des récepteurs Notch, mais n’est pas en contact avec
d’autres cellules (A) équipées de Delta. Le récepteur posséde un domaine extra-
cellulaire qui peut se lier avec Delta ou Serrate, un domaine transmembranaire et
un domaine cytoplasmique qui peut étre clivé par I'action d’'une protéase spécifi-
que (Pr). Un géne (G) inactivé dans le noyau (Ny) est représenté avec un facteur
de transcription (FT) et son répresseur (R).

B : Une cellule (A) entre au contact de la cellule B. La liaison Delta-Notch active la
protéase (Pr+) qui isole le domaine cytoplasmique de Notch (n). Celui-ci migre
dans le noyau (Ny) déplace le répresseur et se lie au facteur de transcription et a
des activateurs (Ac); la transcription du géne est alors possible.
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Le systeme Eph/éphrines constitue un régulateur clé dans les processus d’attrac-
tion/répulsion, d’adhérence et de migration cellulaires. Il intervient notamment dans
la neurogenese (guidage axonal) et dans la somitogenese (voir § 15.6.2).

11.2 SUPPORT GENETIQUE DU DEVELOPPEMENT
PRECOCE DE L’EMBRYON DE DROSOPHILE

Trois catégories de génes concourent successivement a 1’organisation de 1I’embryon
durant les phases précoces de son développement : les geénes de polarité, les genes
de segmentation et les génes homéotiques.

11.2.1 Les génes de polarité

Leur expression conditionne la spécification des polarités de I’organisme, c’est-a-
dire la mise en place des axes antéro-postérieur (céphalo-caudal) et dorso-ventral.

Elle résulte de la traduction d’ ARN-m transcrits pendant 1’ovogenese (tableau 11.1
et fig. 11.3).

Nous avons vu que I’établissement de 1’axe antéro-postérieur de I’ovocyte est
contrdlé par des genes de polarité (§ 3.5.4). La traduction des ARN-m qui expriment
ces genes contrdle la polarité de I’embryon.

Dans I’ceuf fécondé, les ARN-m de bicoid sont traduits en une protéine qui est
distribuée suivant un gradient de concentration décroissant d’avant vers 1’arriere
dans le cytoplasme de 1I’embryon.

Tableau 11.1 - Régulation de I'expression d’un géne
de segmentation (knirps) sous I'action combinée des génes
maternels de polarité, nanos et bicoid.

Région antérieure Région postérieure

ARN-m bicoid ARN-m nanos

™

Protéine régulatrice Bicoid Protéine régulatrice Nanos

N\

Régulation de I'expression

positive du géne hunchback

Syntheése de protéine Hunchback

accrue qui régule négativement knirps diminuée

Quantité d’ARN-m knirps synthétisée

/ \

diminue augmente
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Pénétrant dans les noyaux en division, la protéine Bicoid stimule la transcription
du gene zygotique hunchback, augmentant ainsi la concentration du produit corres-
pondant dans la région antérieure de I’embryon. Elle inhibe d’autre part la traduc-
tion des ARN-m caudal ; 1a protéine Caudal sera donc plus abondante dans la partie
caudale de I’embryon ou la protéine Bicoid est absente.

A L
T Q Bicoid N
y Hunchback anos
ARN-m Caudal
hunchback et caudal S
&
X « XX « b=
ARN-m _| o ox ARN-m &
bicoid X X X nanos o
X X g
X X X
ARN-m
hunchback et caudal
@ G
ARN-m ARN-m Gradient de Gradient de

bicoid nanos protéine Bicoid protéine Nanos

ARN-m ARN-m ARN-m ARN-m
giant Krippel knirps/giant

protéine
Hunchback

ARN-m ARN-m ARN-m ARN-m
giant Krippel knirps giant

Fig. 11.3 - Régulation de ’expression des premiers génes de segmentation
chez ’'embryon de drosophile.

A : Répartition dans I'ceuf des ARN-m bicoid, nanos, hunchback et caudal.

B : Au début du développement, gradient de répartition des protéines qui sont la
traduction de ces ARN-m. La protéine Bicoid stimule la transcription du gene
zygotique hunchback et inhibe la traduction des ARN-m caudal, la protéine
Nanos inhibe la traduction des ARN-m hunchback.

C : Le taux de concentration de la protéine Hunchback, décroissant d’avant vers
I’arriére, régule différentiellement I'expression des génes « gap » giant, Kriippel
et knirps.

175



Partie 3 - Mécanismes de la morphogenése

176

Dans la région caudale de I’embryon, I’ ARN-m nanos est traduit en une protéine
qui se distribue suivant un gradient inverse du précédent. La protéine Nanos inhibe
la traduction des ARN-m hunchback, en liaison avec une autre protéine régulatrice.
Tres rapidement, deux nouveaux gradients des protéines régulatrices Caudal et
Hunchback, orientés en sens opposé, se mettent ainsi en place (fig. 11.3 A-B).

Les protéines Bicoid et Nanos en agissant sur 1’expression des génes hunchback
et caudal, entrainent une suite de régulations. Dans la région antérieure, les protéi-
nes Bicoid et Hunchback agissent en synergie pour activer I’expression de certains
genes de la téte. Par ailleurs, la protéine Hunchback inhibe, dans les territoires ol
elle est présente, le géne knirps qui gouverne la formation de structures abdomina-
les. La synthése des ARN-m de knirps sera donc réprimée dans la région anté-
rieure et sera normale dans la région postérieure ol les protéines Knirps activeront
la chaine des syntheses nécessaires a la différenciation de I’abdomen. D’autres
genes interviendront dans le transport, I’établissement et le maintien du gradient.

11.2.2 Organisation dorso-ventrale de I’embryon

Elle résulte de la translocation s€lective d’un facteur de transcription dans les noyaux
du blastoderme ventral.

Un développement harmonieux de I’embryon est le résultat de I’équilibre entre
I’expression des genes du groupe dorsal (pour lesquels on connait onze mutations
qui perturbent la dorsalisation) et du gene qui contréle la ventralisation, le gene
cactus. La différence entre 1’aire du blastoderme ventral et 1’aire dorsale résulte de
I’exécution d’un programme établi pendant I’ovogenese et que nous avons rapide-
ment décrit (voir § 3.5.4e) : c’est dans la région ventrale que les récepteurs Toll de la
membrane ovocytaire sont activés, déclenchent des réactions qui dégradent la
protéine Cactus, la détachent de la protéine Dorsal, ce qui permet a celle-ci de péné-
trer dans les noyaux et d’exercer ses fonctions régulatrices. Les ARN-m dorsal sont
transcrits dans les cellules nourricieres et transportés dans I’ovocyte ou ils ne sont
traduits en protéines que tardivement, une heure et demie environ apres la féconda-
tion, le blastoderme étant en cours de formation. La quantité par énergide (ou plus
tard, par cellule) de la protéine Dorsal est a peu pres constante dans tout le blasto-
derme mais sa localisation, dans le noyau ou dans le cytoplasme, varie suivant qu’on
se trouve dans le blastoderme dorsal ou ventral. Dans le noyau, ce facteur de trans-
cription détermine la ventralisation des cellules du blastoderme en activant des
genes de ventralisation (snail et twist) et en réprimant des genes de dorsalisation
(decapentaplegic, zerkniillt et tolloid). Dés la formation du blastoderme syncytial, la
protéine régulatrice Dorsal est dans les noyaux de la face ventrale ol sa concentra-
tion est maximale, puis elle décroit dans les noyaux latéraux du blastoderme et
devient nulle dans ceux de la région dorsale. A I’inverse, sa concentration dans le
cytoplasme augmente suivant le méme gradient ventro-dorsal. Apres le quatorzieme
cycle de division des noyaux, les territoires embryonnaires sont déterminés en fonc-
tion de la concentration nucléaire en protéine Dorsal. Dans la bande cellulaire axiale
ventrale, ou elle est la plus forte, se différenciera le mésoderme. Les territoires situés
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de part et d’autre de cette zone deviendront en allant vers la région dorsale ou les
concentrations deviennent de plus en plus faibles, du neurectoderme, de I’épiderme
ventral puis de I’épiderme dorsal et enfin de la séreuse amniotique (voir fig. 7.2).

Chez les mutants ou les formations dorsales sont prédominantes, la protéine est
présente exclusivement dans le cytoplasme des cellules du blastoderme. Chez les
mutants cactus ou les caractéres sont exclusivement ventraux, la protéine régulatrice
Dorsal ne se trouve que dans les noyaux.

11.2.3 Les génes de segmentation

Des expressions successives de ce type de génes régulateurs seront a 1’origine de la
mise en place d’une organisation métamérisée de I’embryon qui s’exprimera par
I’apparition d’une segmentation corporelle.

La répartition en gradients des protéines codées par les genes régulateurs des
polarités antéro-postérieure et dorso-ventrale crée un environnement particulier
pour chaque noyau de segmentation suivant la région du blastoderme ou il aura
migré. Dans les noyaux du blastoderme, ces protéines vont réguler 1’expression de
plusieurs populations de genes régulateurs : les genes de segmentation. Ils sont au
nombre d’une vingtaine (tableau 11.2) et seront activés différentiellement dans des
régions séparées progressivement par des sillons ectodermiques qui découpent
superficiellement le blastoderme de fagon transversale, (fig. 11.4). Au cours de ce
processus, des aires ne correspondant pas exactement aux métameres de la larve et
de I’adulte se mettent en place de facon transitoire : ce sont, au nombre de 14, les
parasegments a cheval sur 2 métameres successifs. Les véritables segments corres-
pondant aux métameres n’apparaissent qu’ultérieurement.

L activation des génes de segmentation comporte 3 étapes et concerne successive-
ment les genes « gap », les genes « pair-rule », et les genes de polarité segmentaire.
On peut considérer, en simplifiant, que chaque génération de géne code pour des
protéines régulatrices qui agissent sur I’expression des genes de la génération suivante.

Tableau 11.2 - Liste des génes de segmentation de la drosophile.

Génes gap Krappel (Kr) tailless (tll)
knirps (kni) huckebein (hkb)
hunchback (hb) buttonhead (btd)
giant (gt) empty spiracles (ems)
orthodenticle (otd)

Génes pair-rule hairy (h) runt (run)

primaires even-skipped (eve)

Génes pair-rule fushi tarazu (ftz) sloppy-paired (slp)

secondaires odd-paired (opa)1 paired (prd)
odd-skipped (odd)2

Geénes de polarité | engrailed (en) armadillo (arm)

segmentaire wingless (wg) patched (ptc)
cubitus interruptus | (cb) gooseberry (gsb)
hedgehog (hh) pangolin (pan)
fused (fu)
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Il convient de signaler 1’ambiguité terminologique lie a I’emploi du mot segment. Ce
terme correspond ici a celui de métamere et la segmentation désigne alors la mise en
place de la métamérisation.

Cependant, une acception plus large du terme est couramment utilisée pour désigner le fait
qu’un animal présente une organisation répétitive visible extérieurement, méme si les seg-
ments ne sont pas 1’expression de la métamérisation (exemple du Ténia, ver segmenté, chez
lequel les unités corporelles observées, les proglottis, n’ont pas valeur de métameres).

a) Les génes « gap »

Au nombre de 9 actuellement connus (tableau 11.2), ce sont des genes dont une muta-
tion détermine un vide (ou « gap ») dans I’organisation de la larve. Ce sont ces anoma-
lies qui ont permis de les définir. Chaque gene s’exprime dans un ensemble de
parasegments qui lui est propre. Dans la mutation Kriippel, par exemple, il manque
des régions correspondant aux parasegments 4 a 6, c’est-a-dire ceux a partir desquels
s’élaborent les trois segments thoraciques et le premier abdominal. Ce géne exerce
normalement, dans le territoire ol il s’exprime, une inhibition des génes « gap » actifs
dans les territoires voisins. Chez les animaux normaux, les genes « gap » s’expriment
sous I’effet régulateur des produits des genes de polarité (voir § 3.5.4).

Le gene hunchback est, par exemple, régulé positivement par la protéine Bicoid et
les transcrits correspondants (fig. 11.3) seront normalement traduits en protéine
régulatrice Hunchback dans les parasegments antérieurs du corps. En s’approchant
de la partie postérieure du corps, la traduction de ces ARN-m en protéines sera
progressivement inhibée par une quantité croissante de la protéine de polarité Nanos
qui inhibe la traduction de Hunchback ; la protéine sera par conséquent présente
suivant un gradient décroissant vers 1’arriere (fig. 11.3).

Les genes « gap » influencent leur expression mutuelle par le jeu de leurs protéi-
nes et délimitent ainsi des frontieres entre leurs domaines respectifs d’expression.
La protéine Hunchback, par exemple, contrdle les territoires ol sont transcrits en
ARN-m trois autres genes « gap » (giant, Kriippel et knirps), chacun d’eux étant
activé par une (ou des) concentration(s) différente(s) de cette protéine.

Dans la partie postérieure de ’embryon, c’est la protéine Caudal, distribuée
suivant un gradient inverse de la protéine Hunchback qui régule I’expression de
knirps et du second site de giant.

Les aires de répartition de ces protéines régulatrices sont plus larges que celles
des ARN-m correspondants car elles diffusent apres leur sécrétion. Plusieurs protéi-
nes régulatrices peuvent ainsi étre présentes dans un méme territoire, combinant
leurs actions, ce qui, au fur et a mesure que le développement progresse, crée pour
les cellules de I’embryon un équipement régulateur de plus en plus diversifié.

b) Les geénes « pair-rule »
Ces genes, au nombre de § (tableau 11.2), sont activés en deux étapes, des le 13°€ cycle
mitotique, dans I’embryon déja compartimenté en territoires par les génes « gap ».

Trois genes « pair-rule » dits primaires (ou précoces) sont sous le contrdle de
protéines régulatrices codées par les génes « gap » ; les 5 autres genes, « pair-rule »
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Figure 11.4 - Métaméres et parasegments chez la drosophile.

A : Représentation d’une larve sur laquelle on identifie 3 métaméres céphali-
ques : Ma, Mx, Lb ; 3 métameéres thoraciques : T1, T2, T3 et 9 métameéres abdo-
minaux : Al a A9. Le corps se découpe aussi en 14 parasegments, définis par
les limites d’expression des génes de segmentation. lls présentent un décalage
par rapport aux limites des métameres. La combinaison des deux systémes
permet de déterminer, dans chaque métameére, un compartiment antérieur (A)
et un compartiment postérieur (P). Un géne « pair-rule », le géne fushi tarazu
(ftz) ne s’exprime que dans les parasegments pairs, et donc a cheval sur deux
métameres. B: Exemple de domaines d’expression de génes de polarité
segmentaire, conditionnés par les domaines des génes « pair-rule » qui se sont
exprimés au préalable. a : niveau de 4 métameéres abdominaux. b,c : les protéi-
nes codées par engrailed (en), ne s’expriment que dans les cellules du paraseg-
ment ou est exprimé soit even-skipped (eve) soit fushi tarazu (ftz). Le domaine
de la protéine wingless (wg) correspond quant a lui aux noyaux d’ou ces protéi-
nes sont absentes, mais ou odd-paired (opa) est exprimé.
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dits tardifs (ou secondaires), sont sous le controle des protéines régulatrices codées
par les 3 premiers génes « pair-rule ». L’expression de ces différents geénes se mani-
feste quand le blastoderme est encore syncytial. Chaque géne s’exprime au niveau
de rangées de noyaux organisées le long de I’axe céphalo-caudal, et qui alternent
avec des rangées ol il ne s’exprime pas. Etant donné que pour chacun de ces geénes,
la succession des rangées de noyaux ou il s’exprime ou non est différente, il en
résulte que chaque rang de noyaux possede probablement son assortiment propre de
35 protéines régulatrices. Cette organisation qui définira les parasegments est donc
le résultat d’une série de régulations géniques exercées par les protéines issues de
I’expression antérieure de génes « gap ».

L’expression de ces génes « pair-rule » est aussi stabilisée ou régulée par des
interactions. Par exemple, I’activité du gene fushi tarazu (en japonais : trop peu de
segments) produit des protéines, dans tous les parasegments, au début du 14° cycle
mitotique. C’est un geéne « pair-rule » tardif. Sa transcription est rapidement répri-
mée dans certaines rangées de noyaux ou des geénes « pair-rule » précoces exercent
une régulation négative ; ces rangs alternent avec d’autres ou, en 1’absence des inhi-
biteurs, les protéines Fushi tarazu stimulent leur propre synthese (fig. 11.4).

¢) Les genes de polarité segmentaire

Ils s’expriment lorsque le syncytium se compartimente. Les cellules du blastoderme
vont interagir par le jeu des génes de polarité segmentaire. Leur action va aboutir a
diviser les domaines des génes « pair-rule » en 14 bandes de transcription, chacune
étant large de 1 a 2 rangs de cellules (fig. 11.4 A).

Il y a 9 génes (tableau 11.2) transcrits chacun a partir d’une bande de noyaux
dans chaque parasegment. Ce sont les produit des genes « pair-rule » qui définis-
sent quels noyaux peuvent exprimer un gene de polarité segmentaire particulier.
Par exemple, (fig. 11.4 B) dans les cellules d’un parasegment, le géne engrailed
est exprimé si I’une ou ’autre des protéines « pair-rule » Even-skipped ou Fushi
tarazu est présente ; le géne wingless, au contraire, ne s’exprime que si ’'une et
I’autre sont absentes, mais odd paired doit étre exprimé. Une mutation d’un géne
« pair-rule », comme fushi tarazu altere I’ordre des cellules ou les conditions
d’expression de wingless sont favorables, et il peut alors se trouver exprimé dans
deux rangées de cellules adjacentes. L’expression des genes wingless et engrailed
se maintient grice a des interactions entre les cellules exprimant I’un ou I’ autre de
ces deux genes. Chaque type de cellule stimule par ses sécrétions I’expression des
genes spécifiques de I’autre, maintenant ainsi la stabilité du plan établi par le
produit des genes de polarité.

Au début de la gastrulation, le blastoderme, a I’exclusion de I’endoderme
présomptif, est donc constitué de rangées de cellules organisées en parasegments
polarisés, se succédant suivant 1’axe céphalo-caudal, chaque parasegment étant
aussi polarisé dorso-ventralement. Outre les genes de polarité, 26 genes de
segmentation sont intervenus pour établir cet ordre. C’est dans cet embryon que
les structures propres a chaque segment seront définies par I’expression des genes
sélecteurs homéotiques.
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11.2.4 Les génes sélecteurs homéotiques'

Cette troisieme série de genes intervient pour spécifier phénotypiquement les struc-
tures caractéristiques de chaque segment.

Ils sont connus grace a des mutations qui provoquent la transformation d’une
partie du corps en une autre, phénomene qui fut observé et décrit par Bateson (1894)
et désigné par celui-ci, d’aprés un terme grec, sous le nom d’ « homéosis » (voir
encart 11.2). Ces mutations ont été appelées homéotiques et les génes correspon-
dants, genes sélecteurs homéotiques, car ils sélectionnent les génes activés dans
chaque segment.

\@CART 11.2 Historique de la mise en évidence
des génes homéotiques

Les généticiens de la drosophile se sont attachés depuis prés de 50 ans a identi-
fier les génes responsables des mutations homéotiques connues.

Lewis (1950) a montré que la mutation Bithorax (formation d’'une seconde paire
d’ailes sur le troisieme segment thoracique, a la place de balanciers), résulte de
la mutation d’un seul géne ; il en est de méme pour la mutation Antennapedia, ou
les antennes de la mouche mutante sont remplacées par des pattes. Etant donné
que la différenciation de ces organes nécessite en réalité I'expression d’une
cascade de génes, les chercheurs ont pensé que tout gene qui, a lui seul pouvait
modifier a ce point une organogenése, était un géne directeur de celle-ci. Une
recherche systématique pour identifier de tels genes a été entreprise des que les
progrés du génie génétique l'ont permis et différents groupes de chercheurs,
notamment aux Etats-Unis et en Suisse, découvrirent successivement, dés 1980,
la série des genes homéotiques (voir §11.1.1a).

En 1983, Gehring et McGinnis, a Bale, ont montré qu’une séquence de bases
quasi identique se trouvait dans ’ADN de ces différents génes et la séquence fut
établie par Scott. On en conclut rapidement qu’ils résultaient de 'amplification
d’un géne ancestral unique. Lintérét devint général chez les embryologistes
lorsqu’il fut montré que de nombreux embranchements d’Invertébrés et les diffé-
rentes classes de Vertébrés possédaient aussi des génes codant pour des protéi-
nes régulatrices, actifs au cours du développement et contenant cette séquence
conservée avec un degré d’homologie étonnant. On fit ’hypothese que ces genes
pouvaient avoir des fonctions comparables dans tous les groupes et que saisir
leur role pouvait permettre de comprendre un mécanisme général a tous les
développements embryonnaires.

Chez la drosophile, ces génes s’expriment dés la gastrulation, c’est-a-dire dans
les cellules d’'un blastoderme qui ont recu toutes les informations décrites dans
le paragraphe précédent et qui ont connaissance de leur position le long de I'axe
antéro-postérieur. Les génes homéotiques s’expriment a leur tour avant toute
différenciation et des protéines régulatrices sont mises en évidence dans des
territoires correspondant a des parasegments ou a des fractions de métameéres.
Ils continueront a s’exprimer apres le début de la morphogenése.

1. Ou geénes homéotiques.
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a) Cartographie des génes sélecteurs homéotiques (fig. 11.5) ;
Regle de colinéarité

Chez la drosophile, on a localisé ces génes sur le chromosome 3 ol, regroupés pour
la plupart en 2 régions, ils forment 2 complexes de genes :

e Le complexe « Antennapedia » avec 5 génes qui déterminent des structures
de la téte et du thorax.

e Le complexe « Bithorax » qui détermine des structures du 3¢ segment thoraci-
que et de I’abdomen.

L’ensemble de ces deux complexes de genes a été appelé initialement complexe
HOM ou HOM-C (E. Lewis). Actuellement cette terminologie est progressivement
remplacée par la dénomination générale Hox désignant I’ensemble des genes
homéotiques. Ses genes ont été clonés et des sondes d’ ADNc permettent, par hybri-
dation in situ, de localiser les ARN-m qu’ils transcrivent dans des régions spécifi-
ques de I’embryon. L’aire d’expression de chacun de ces genes a une répartition

-~ ANT-C — <—BX-C—
D hil lab  pb Dfd  Scr Antp Ubx abd-A Abd-B
rosophiie {0 B—E—& HOM-C
Groupes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
paralogues
al a2 a3 a4 a5 a6 a7 a9 aio ait ail3
Hox a
S b1 b2 b3 b4 b5 b6 b7 b8 b9 b13
0 | Hoxb 0 ——a——D—4—- -
b <
c4 cs5 c6 c8 ¢c9 c10 ci11 c12 c13
|| Hoxc
S
d1 d3 d4 d8 d9 di
Hox d — B
3 Direction de transcription des génes Hox 5
- Génes précoces - Geénes tardifs
- Génes exprimés vers la - Génes exprimés vers
la partie antérieure la partie postérieure
de 'embryon de 'embryon
- Réponse forte a - Réponse faible a
I'acide rétinoique I'acide rétinoique

Figure 11.5 - Cartes de répartition des génes régulateurs homéotiques
de la drosophile et d’'un Mammifere.

En haut : Complexe HOM-C, sur le chromosome 3 de la drosophile regroupant les
complexes de genes Antennapedia (ANT-C) et Bithorax (BX-C). En bas : Représenta-
tion cartographique des 4 complexes Hox : a, b, ¢, d portés par 4 chromosomes
différents. On distingue 13 groupes paralogues ; les génes HOM et Hox apparte-
nant a un méme groupe paralogue présentent de fortes homologies. Les blancs
existant sur cette carte correspondent peut-étre a des génes restant a découvrir.
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caractéristique le long de 1’axe antéro-postérieur de 1I’animal qui respecte la regle de
colinéarité, avec une limite d’expression antérieure tres nette et un taux d’expression
décroissant d’avant en arriere.

On appelle regle de colinéarité la constatation suivante : 1’ordre dans lequel les
genes homéotiques sont localisés sur le chromosome 3 de la drosophile, établi en
suivant le sens de leur transcription (de 3’en 5°), est identique a 1’ordre dans
lequel se succedent les aires anatomiques ou ces genes s expriment dans le sens
céphalo-caudal (fig. 11.6).

Cette regle se vérifie chez tous les animaux possédant des génes homéotiques,
notamment chez les Vertébrés (voir § 11.3).

Lorsqu’un gene régulateur ne s’exprime plus dans son territoire normal d’expres-
sion a la suite d’une mutation, un autre géne impose son information de position : si,
par exemple, Ultrabithorax (Ubx) ne s’exprime plus dans la partie antérieure de
I’abdomen, ou il permet la différenciation des premiers segments abdominaux,
Antennapedia (Antp) qui régule les différenciations thoraciques s’exprime alors
dans ces segments ol il est normalement réprimé et commande le développement de
structures thoraciques supplémentaires dans 1’abdomen.

b) Structure d’'un gene homéotique

Tous les genes homéotiques sont des homéogenes (voir §11.1.1a). Ils contiennent
donc (ainsi que quelques autres geénes de développement, comme bicoid) une
séquence de 180 paires de base, 1’ « homéobox » ou homéoboite codant pour une
séquence de 60 acides aminés qui constitue le domaine de liaison a ’ADN de la
protéine régulatrice. C’est ’homéodomaine.

Ces homéodomaines sont importants car ils déterminent les sites de liaison des
protéines régulatrices sur I’ADN, et donc le gene, ou les génes, qui seront régulés,
par activation ou inhibition de la transcription, dans les cellules ol ces protéines sont
présentes. Ce sont donc ces homéodomaines qui déterminent le (ou les) géne(s) que
régulera chaque protéine régulatrice.

Les homéodomaines de toutes ces protéines régulatrices sont extrémement
proches par leur structure et ne différent entre eux que par quelques acides aminés.
Ce degré d’homologie élevé entre les genes homéotiques résulterait de leur
origine commune. Ils seraient le produit d’une amplification d’une séquence
hypothétique, la séquence consensus, reconstituée par comparaison entre elles
des séquences actuelles. Survenue probablement chez I’ancétre des Arthropodes,
au Précambrien, cette amplification a donné lieu a une série de génes qui auraient
ensuite évolué indépendamment, leur taux d’homologie restant obligatoirement
tres élevé au niveau de I’homéodomaine.

Par exemple, la protéine codée par le gene labial (lab) ne differe de la séquence
consensus que par 19 acides aminés sur 60, celle du geéne Deformed (Dfd) par
10 acides aminés, et celle du gene Antennapedia par 1 seul. Ces faibles différences
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dans la structure de leur homéodomaine permettent cependant a chacune d’elles
de se lier préférentiellement aux séquences régulatrices d’un gene déterminé. La
nature de la régulation, activation ou inhibition, dépendra aussi d’autres domaines
de la protéine régulatrice.

c) Mise en évidence du rble de ’homéodomaine
dans la spécificité d’une protéine régulatrice Hox

Les techniques de génie génétique ont permis de construire des genes chimeres qui
sont introduits ensuite dans I’ceuf de drosophile et s’incorporent au génome.

Dans les expériences qui montrent le rdle spécifique de 1’homéodomaine, on
construit la chimere en remplagant une homéoboite par une autre dans un géne
homéotique et on montre que le gene chimere fabriqué a les spécificités de liaison
correspondant a sa nouvelle homéoboite.

Ainsi I’homéoboite de Ultrabithorax peut Etre insérée dans le géne Deformed et,
dans une autre expérience, ’homéoboite de Abdominal B (Abd-B) est insérée dans
Deformed. On fabrique ainsi deux chimeres ayant en commun le géne Deformed
mais des homéoboites différentes.

Pour étre certain que le géne chimere sera transcrit dans 1’ceuf, et donc sera fonction-
nel, on le lie expérimentalement a des séquences d’ADN qui commandent I’expression
d’un autre géne adjacent en fonction d’une certaine température. Le complexe génique
ainsi construit est thermoactivable. Les drosophiles peuvent supporter, pendant un
temps court, un élevage a 37 °C. Leur breve survie suffit pour étudier comment les pro-
téines produites par traduction des genes thermoactivés agissent sur le génome des
cellules cibles.

Dans I’exemple choisi, la chimere Deformed-Ultrabithorax aura la méme cible
que la protéine codée par le géne Ultrabithorax normal, c’est-a-dire qu’elle agira sur
I’expression de I’homéogene qui le précede, Antennapedia. La chimere Deformed-
Abdominal B aura pour cible les génes que régule normalement Abdominal B.

Toutefois, si la cible est bien déterminée par I’homéodomaine, le type de régula-
tion semble dépendre d’autres régions de la protéine régulatrice. En effet, les protéi-
nes qui sont la traduction de Ultrabithorax et de Abdominal B normaux inhibent
I’expression des genes qui sont leur cible. Deformed code pour une protéine régula-
trice qui active sa cible (qui est son propre gene en 1’occurrence). En revanche, les
deux protéines chimeres expérimentales qui, hors des homéodomaines comprennent
les séquences de Deformed, sont toutes deux activatrices.

d) Expression des génes homéotiques (fig. 11.6)

e 'expression des génes homéotiques est régulée par des protéines
codées antérieurement par des génes « gap » ou « pair-rule ».

Il a été montré, par exemple, que les trois génes homéotiques, sex combs reduced

(scr), Antennapedia et Ultrabithorax, qui s’expriment dans trois segments, sont

activés par la protéine Fushi tarazu, codée par un gene « pair-rule ». Le gene Defor-

med, dont le domaine d’expression est plus antérieur est, lui, inhibé par la protéine
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Fushi tarazu. Le domaine d’expression de fushi tarazu recouvre celui de ces quatre
genes. Chez les embryons ayant subi la mutation fushi tarazu, il n’y a ni activation
des trois premiers genes homéotiques, ni inhibition du dernier.

e Les génes homéotiques exercent entre eux un controle
de leur domaine d’activité respectif.

Chaque gene est inhibé en direction postérieure par la protéine régulatrice codée par
celui qui le suit. C’est ainsi que le géne Ultrabithorax réprime Antennapedia. Une
délétion de Ultrabithorax permet a Antennapedia de s’exprimer dans le domaine ou il
est déficient; il en résulte la formation d’ailes dans le troisiéme segment thoracique.

Drosophile

lab  pb Dfd  Scr Antp Ubx abd-A Abd-B
 —— 11— 1 1
Complexes Hox i ¢ i i

b1 b2 b3 b4 b5 b6 b7 b8 b9
[ 11— 1 1 1

Moelle
épiniere

Télencéphale
Région
cervicale

Région —
thoracique
Région
lombaire

Souris

Figure 11.6 - Représentation des domaines d’expression des homéogénes
du complexe Hox de la drosophile, et de Hoxb de la souris.

Les génes paralogues sont exactement superposés sur les deux cartes. On cons-
tate que, pour chaque geéne, la limite d’expression antérieure est bien tranchée et
que leur expression va en diminuant vers la région caudale. Pour une région
donnée du corps, plusieurs génes homéotiques peuvent s’exprimer, avec parfois
des degrés d’intensité différente.

185



Partie 3 - Mécanismes de la morphogenése

186

e Un méme géne homéotique peut exercer des contréles différents.
Certains genes homéotiques ont plusieurs promoteurs et des sites d’initiation de la
transcription qui sont activés par des protéines régulatrices qui différent suivant les
régions de I’embryon.

Le géne Antennapedia a deux produits de transcription :

- L’un dont la transcription est activée, a partir du 1°" promoteur, par la protéine régula-
trice codée par Kriippel. Cette transcription est supprimée par la protéine régulatrice
codée par Ultrabithorax.

- L’autre dont la trancription est activée par deux protéines régulatrices codées par les
genes hunchback et fushi tarazu ; elle est inhibée par la protéine codée par oskar.

- Finalement, la protéine Antennapedia produite dans les deux voies est la méme mais ses
effets seront différents, car les génes régulateurs ci-dessus ne s’expriment pas dans les
mémes ébauches embryonnaires : dans le premier cas, la protéine Antennapedia intervient
dans le développement du thorax dorsal et, dans le second cas dans le développement du
thorax ventral, la différenciation des pattes, et la viabilité de I’embryon.

e Certains génes homéotiques peuvent produire plusieurs protéines
régulatrices par le jeu de I'épissage alternatif

Ultrabithorax produit ainsi deux protéines différentes, mais dont les spécificités se

superposent partiellement. Au stade de passage entre la 2° et la 3° mue, elles transfor-

ment toutes deux une antenne en patte. Par contre, a un stade plus jeune, une seule de

ces protéines est importante dans la détermination de I’identité des parasegments.

11.2.5 Différenciation d’un tissu ou d’une ébauche
génétiquement programmeée

Lorsque I’ensemble des geénes de polarité, de segmentation et des genes homéoti-
ques s’est exprimé, des genes codant pour des protéines spécifiques d’organes ou de
tissus sont activés par des protéines régulatrices homéotiques et un organe ou un
tissu se différencie. Ces activations spécifiques sont actuellement étudiées.

On a par exemple précisé€ les relations entre la protéine Antennapedia et la diffé-
renciation d’une antenne ou d’une patte, a I’aide d’'une méthode permettant de
repérer les genes activés par Antennapedia. Un gene salm est exprimé dans les
disques imaginaux' des antennes, mais ne I’est pas dans les disques des pattes, car
ce gene y est réprimé par Antennapedia dont le domaine d’expression ne commence
qu’au niveau du thorax (voir fig. 11.6). Dans la mutation Antennapedia, qui provo-
que 'expression du géne homéotique au niveau de la téte, le géne salm est réprimé
également dans les disques imaginaux d’antennes, qui se différencient alors en
pattes. La mise en évidence d’un tel géne qui semble étre indispensable pour la
différenciation d’un appendice en patte, constitue une avancée vers 1’identification
de geénes spécifiques d’organes ou de tissus.

1. Invaginations ectodermiques formées de cellules indifférenciées mais déterminées, présentes
chez les larves d’insectes a métamorphose compléte et qui sont a 1’origine d’organes ectodermi-
ques chez I’adulte (ailes, antennes, pattes, etc.).
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11.3 LES GENES REGULATEURS
DANS LE DEVELOPPEMENT DES VERTEBRES

Le nombre des genes régulateurs identifiés qui contrdlent les premicres étapes du
développement chez les Vertébrés, ne cesse de croitre, et cet ouvrage ne peut qu’en
donner un apercu restreint.

IIs controlent I’établissement des axes antéro-postérieur, dorso-ventral, ainsi
que ’organisation de la dissymétrie droite-gauche. Certains d’entre eux entrent
en jeu a la fin de la segmentation ou au moment de la gastrulation et leur étude est
reportée au chapitre 14 qui traite de I’ensemble des phénomenes d’induction.

La définition des organes qui se différencient le long de I’axe antéro-postérieur,
est plus tardive. Ils sont sous le contrdle de plusieurs familles de genes qui détermi-
nent le patron de 1’organogenese. Ils présentent de grandes similitudes avec ceux de
la drosophile, c’est la raison pour laquelle il nous a paru préférable de les présenter
immédiatement pour mieux les comparer, avant toute étude de la morphogenese.
Nous examinerons 1’expression et les effets des genes sélecteurs homéotiques dans
la régionalisation antéro-postérieure du corps et la différenciation polarisée des
membres et évoquerons des genes de la famille de bicoid plus récemment décou-
verts, ainsi que les genes Pax.

11.3.1 Les génes sélecteurs homéotiques
dans la différenciation antéro-postérieure du corps

a) A la suite de duplications, il existe chez les Vertébrés,
quatre complexes de génes homologues a ceux des génes
Hox de la drosophile (fig. 11.5 et 11.6)

En 1983, de Robertis eut 1’idée, considérée alors comme irréaliste, de rechercher des
homéogenes dans I’ ADN de xénope a I’aide d’une sonde d’ ADNc établie a partir de la
drosophile. Le succes qui s’en suivit avec I’isolement et le séquencage d’un géne
contenant une homéoboite, déclencha une série de recherches aboutissant a reconnai-
tre chez tous les Vertébrés (la souris en 1984, I’homme en 1986) des génes homéoti-
ques possédant de fortes homologies avec ceux de la drosophile. Entre le produit d’un
gene de drosophile, Antennapedia par exemple, et celui du gene Hoxb-6 qui lui corres-
pond chez la souris, la différence n’est que de 4 acides aminés.

La regle de colinéarité (voir définition § 11.2.4a) fut retrouvée chez la souris
d’abord, puis chez les autres Vertébrés. On a montré ensuite que les Vertébrés posse-
dent non pas 1 mais 4 complexes de genes a homéoboite dans lesquels le méme
ordre existe. Ce sont

e chez la souris les complexes Hox a a d portés par les chromosomes 6, 11, 15 et 2.
e chez I’humain les complexes HOX A a D portés par les chromosomes 7, 17, 12 et 2.

Chez les Mammiferes, 39 génes sont actuellement connus. IIs sont alignés dans le
méme ordre que les régions du corps dont ils commandent le développement
embryonnaire et leurs homéoboites ont de fortes similitudes avec celles des genes
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des complexes Antennapedia et Bithorax de la drosophile (La signification de leur
nomenclature est précisée dans la figure 11.5). Ces quatre séries de geénes sont consi-
dérées comme le produit de duplications géniques survenues a deux reprises chez un
ancétre des Vertébrés.

b) Les génes paralogues

On appelle genes paralogues chez les Vertébrés, les genes Hox qui, résultant de
duplications successives, sont situés au méme niveau dans chacun des quatre
complexes. 13 groupes de geénes paralogues sont ainsi distingués (fig. 11.5).

Au cours de I’évolution, des divergences limitées sont apparues dans leur
séquence et notamment au niveau de leur homéoboite. C’est ainsi que 1’homologie
des séquences entre les homéoboites des genes HOXA-4, B-4, C-4, et D-4 humains
et Deformed de la drosophile est plus importante qu’entre la séquence de Deformed
et n’importe quel autre homéoboite des genes de la drosophile. De méme, chacune
des homéoboites de ces 4 génes humains a plus de similitudes avec celle de Defor-
med de la drosophile qu’avec tout autre gene homéotique humain. Un méme degré
de similitude existe a I’intérieur de tous les groupes de génes paralogues.

On a montré que les homéoboites des génes de drosophile et des génes paralogues
correspondants de Vertébrés avaient une similitude de fonction telle qu’ils
pouvaient, en quelque sorte, se substituer I’'un a I’autre (voir encart 11.3).

c) Pendant la gastrulation, les génes homéotiques
s’expriment en respectant le principe de colinéarité

Les domaines d’expression de ces génes pendant la gastrulation, leur ordre chrono-
logique d’activation et leur sensibilité aux agents inducteurs respectent la regle de
colinéarité.

Une étude portant sur les génes du groupe Xhox 2 chez I’embryon de xénope illustre les
modalités de 1’expression de la gastrulation a la neurulation d’un groupe de 6 genes
homéotiques alignés sur un méme chromosome (Dekker et coll., 1992).

Le gene Xhox 2-9 exprimé dans la région antérieure de la téte est détecté le premier au
début de la gastrulation, suivi de pres, et sensiblement dans 1’ordre, par les autres. De
facon générale, leur période d’expression maximale se situe a la neurulation, elle décline
durant le stade bourgeon caudal.

Les genes du groupe réagissent ensemble mais inégalement a 1’acide rétinoique. S’il est
administré 2 une dose de 1 x 10° M, de facon continue depuis le stade gastrula, il aug-
mente massivement I’expression de ces six genes (fig. 11.7), mais le taux d’activation
n’est pas identique pour tous : il est plus important pour les génes situés en 3’ et s’expri-
mant dans la région céphalique que pour les genes situés en 5’; cette variation de sensibi-
lité est colinéaire avec I’ordre des genes sur le chromosome. Le plan d’expression des
genes du complexe Xhox 2 est donc perturbé de telle facon que la limite antérieure
d’expression des genes situés en 3’ devient encore plus antérieure (le domaine de Xhox 2-
9 faisant exception) et que les genes en 3’ sont plus rapidement stimulés qu’en 5°. L’acide
rétinoique favorise donc le développement des structures postérieures.
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Figure 11.7 - Expression des génes du complexe homéotique Xhox 2,
chez le xénope, au stade du bourgeon caudal.

A : Uembryon est découpé en 7 régions dans le sens antéro-postérieur, pour y
rechercher 'expression des génes Xhox 2. B : Les ARN-m de 6 génes sont iden-
tifiés, I'aire d’expression de chacun est limitée et spécifique. C: Carte des génes
Xhox 2 : Le classement des génes étudiés sur le chromosome, dans le sens 3’
vers 5’, correspond a I'ordre de leurs aires d’expression chez 'embryon, suivant
I'axe antéro-postérieur. Les genes en 3’ s’expriment les premiers (non montré).
D : La sensibilité des génes a l'acide rétinoique, qui en provoque une forte
surexpression, est fonction de leur position sur le chromosome. (D’apreés

Dekker et coll., 1992).
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\@CART 11.3

Expérience de MacGinnis montrant une similitude
de fonctionnement entre les génes paralogues

MacGinnis le démontre dans une expérience en utilisant la grande homologie qui
existe entre les homéodomaines de la protéine Deformed de la drosophile et de
HOXB-4 humain : ils ne difféerent que par 7 acides aminés. On sait que, chez le
mutant Deformed de drosophile ou ce gene s’exprime hors de ses limites naturel-
les, il y a notamment déformation des yeux auxquels il manque la moitié infé-
rieure. Lauteur reproduit cette malformation lorsqu’il transfecte le géne humain
HOXB-4 dans des ceufs de drosophile : ce géne s’exprime alors dans tout
I’embryon, et la protéine régulatrice humaine correspondante sera synthétisée et
présente dans tous les tissus. Cette opération provoque les mémes malforma-
tions que la mutation Deformed. On peut, en simplifiant, conclure que cette
protéine agit, au moins pour une partie des effets observés, comme une copie
spécifique, quoique moins efficace, de la protéine Deformed de la drosophile.
Dans une seconde expérience, MacGinnis et coll. (1990), utilisent les protéines
paralogues Hoxb-6 et Antennapedia. Si le géne HoxB-6 de la souris est transfecté
dans I'ceuf de la drosophile, la protéine régulatrice sera synthétisée dans tout
’embryon et par conséquent a un niveau plus antérieur que la normale. La larve
aura, au niveau de la téte, des caractéres morphologiques qui se trouvent norma-
lement au niveau du thorax (types de soies, dessin de la cuticule). C’est la méme
anomalie qui se développe chez les embryons de mutants de drosophile pour le
gene Antennapedia (en outre, chez I'adulte, la mutation s’exprime également au
niveau de la téte en déterminant la formation de pattes au lieu d’antennes ;
'expérience décrite ici n’est pas allée jusqu’au stade adulte). Ici encore, un géne
de souris a provoqué l'apparition de caractéres qui s’observent lors de la muta-
tion du géne paralogue de drosophile. Ces expériences montrent également que
les homéodomaines assurent I'essentiel de la spécificité puisque les protéines de
substitution n’ont en commun que cette région.

De semblables exemples respectant la régle de colinéarité dans 1’expression d’un
complexe de genes, et leur sensibilité a I’acide rétinoique existent pour d’autres
especes (poulet, souris), et pour d’autres groupes de genes.

d) Domaine d’expression des génes homéotiques
au cours du développement embryonnaire (fig. 11.6)

Chez les Vertébrés, comme chez la drosophile, chaque gene homéotique possede un
domaine d’expression défini avec une limite antérieure nette, qui est propre au gene
examiné. Son degré d’expression n’est, en revanche, pas constant et diminue d’avant
en arricre, jusqu’a pouvoir devenir nul, chaque gene étant le plus souvent inhibé par
celui qui s’exprime plus postérieurement.

Actuellement, des mutations expérimentales ont été décrites pour 34 des 39 genes
Hox de la souris et on connait pour la plupart d’entre eux, les conséquences de leur
inactivation sur les différenciations de 1’axe antéro-postérieur.
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Chez la souris, la frontiere antérieure d’expression de Hoxa-4 se trouve au milieu!
de la seconde pré-vertebre, celle de Hoxa-5 au milieu de la 3¢, celle de Hoxa-6 au
niveau de la 8°. Si par hybridation in sifu on utilise des sondes fluorescentes permettant
de détecter les protéines régulatrices homéotiques correspondantes, on constate que,
pour chacune d’elles, Iintensité de la fluorescence diminue de I’avant vers la queue.
On peut ainsi parler de genes antérieurs, moyens et postérieurs.

11.3.2 Expression de plusieurs génes homéotiques
dans la différenciation du rhombencéphale
et des crétes neurales

Les geénes homéotiques ne s’expriment pas, pour la plupart d’entre eux, dans une
ébauche déterminée, mais a un certain niveau du corps ou toutes les variétés de
types cellulaires les expriment. Plusieurs genes différents peuvent s’exprimer au
méme niveau d’une ébauche, chacun possédant cependant sa propre limite anté-
rieure d’expression et son propre gradient. Ils sont exprimés a la fois dans les
tissus inducteurs et dans les tissus cibles. Plus tard, lorsque la morphogenese
sera plus avancée, leur domaine d’expression peut devenir plus spécifique.

- Le rhombencéphale est formé d’une succession de rhombomeres et présente
une combinaison de genes Hox exprimés avec leurs limites propres le long de
son axe antéro-postérieur. Chez la neurula, on distingue dans le rhombencéphale,
ébauche du cerveau postérieur, une succession de discrets renflements qui dispa-
raissent apres la différenciation des nerfs et des ganglions craniens. Ce sont les
rhombomeéres, au nombre maximum de 8. Les cellules de chaque rhombomere
participent a des formations bien définies : elles conservent une mémoire de leur
rhombomere d’origine et ne sont pas interchangeables. Des nerfs craniens se diffé-
rencient a partir des rhombomeres pairs : le nerf trijumeau a partir du 2¢, le nerf
facial et acoustique a partir du 4°, et le glossopharyngien a partir du 6° (fig. 11.8).

Des génes organisateurs spécifiques de chacune des grandes régions de 1’encéphale,
comme les geénes Hoxb, sont transcrits pendant la morphogenese, avec des limites
antérieures d’expression tres nettes (Hunt et coll., 1991). Ils sont exprimés dans les
rhombomeres, le tube neural et les cellules des crétes neurales. Quand celles-ci
migrent et quand leurs dérivés (voir § 8.5.1c) gagnent leur emplacement définitif, il s’y
exprime les mémes genes que dans le rhombomere d’origine (fig. 11.8) ; les ganglions
craniens et rachidiens, les nerfs sensoriels correspondants, les mélanocytes de la peau,
des éléments du squelette et de la musculature faciale issus des crétes neurales d’un
méme rhombomere ont le méme équipement.

La limite antérieure d’expression de chaque géne Hoxb est trés nette et se situe deux
rhombomeres en arriere de la limite d’expression du géne Hox qui le précede (fig. 11.6).

1. Cette limite correspond a celle d’un métamere. Chaque vertebre se forme en effet a cheval sur
deux métameres. Les genes régulateurs qui s’expriment dans ces deux moitiés sont différents; de
ce fait, la vertebre est polarisée.

191



Partie 3 - Mécanismes de la morphogenése

192

Arcs

-— MM

viscéraux G c«RhombencéphaIe—»

Ectoderme

Al

A3

A4

Hox induit/
dans Expression Limites d’expression
|'ectoderme de Hox de Hox b1 a 4 dans
dans les dérivés le S. N. central
des crétes neurales

Figure 11.8 - Expression des génes Hoxb-1a Hoxb-4 chez la souris
dans les rhombomeéres, les dérivés de leurs crétes neurales (ganglions
craniens et arcs viscéraux), et I'’ectoderme au contact de ceux-ci.

Noter le décalage entre les limites antérieures d’expression des génes dans le
rhombencéphale et dans les dérivés des cellules des crétes neurales lié au trajet
de migration de celles-ci; Hoxb-1 fait exception a la régle. A1 a A4 : arcs viscé-
raux, G. c. : ganglion cranien, M. ép. : moelle épiniére. R2 a R7 : rhombomeéres
(d’apres Mc Ginnis et Krumlauf, 1992, modifié).

Par exemple, dans le tube neural, la limite d’expression de Hoxb-2 est au niveau antérieur
du rhombomere 3 (R3), celle de Hoxb-3 du RS, celle de Hoxb-4 du R7. Seul Hoxb-1 ne
répond pas a cette regle. Les limites postérieures d’expression sont quant & elles beaucoup
moins nettes, les intensités d’expression diminuent d’avant vers 1’arriere le long du tube
neural comme on a pu déja le voir plus haut (fig. 11.6). Des études de I’expression des
genes des 4 séries paralogues Hoxa, Hoxb, Hoxc et Hoxd dans la différenciation du sque-
lette axial montrent le méme type de limites d’expression : nette vers I’avant, progressive
vers ’arriere et la combinaison d’activité de plusieurs génes sur un méme niveau.

- Les génes Hox ne s’expriment pas dans les crétes neurales du télencéphale et
du diencéphale qui se différencient en éléments du squelette du crane et de la
face. Le tube neural et les crétes neurales au niveau du télencéphale et du
diencéphale n’expriment pas de génes Hox. Les crétes neurales de cette région
antérieure formeront les os d’une partie de la boite cranienne, des machoires supé-
rieures et des mandibules. En revanche, le squelette des branchies ou de I’os hyoide
sont des dérivés des crétes neurales du rhombencéphale ou s’expriment des génes
Hox. Si on provoque une mutation nulle (ou mutation «knock-out») chez
I’embryon de souris de telle facon que le géene Hoxa-2 ne s’exprime plus dans les



© Dunod - La photocopie non autorisée est un délit.

11 - Controle génétique du développement

crétes neurales qui fournissent le deuxieme arc branchial, ce second arc, au lieu de
former I’os hyoide, donnera une seconde mandibule.

- Un méme gene est exprimé dans I’inducteur et le tissu cible. I’expression
simultanée des mémes genes actifs dans le tissu inducteur et le tissu cible (voir
I’étude de ces notions au chapitre 15) a été montrée dans plusieurs especes pour
différents types de genes et dans différentes régions de I’embryon. Chez la souris,
le gene Hoxb-9 apparait d’abord dans des cellules du mésoderme qui, au stade de la
gastrula 4gée, migrent au niveau du cerveau postérieur. A partir du stade neurula,
cette région du neurectoderme exprimera également Hoxb-9 et les limites antérieu-
res d’expression du gene coincident dans le mésoderme et le neurectoderme. Le
gene homéotique exprimé dans le mésoderme aurait induit cette méme expression
dans le neurectoderme (Frohman et coll., 1990). Ce méme gene s’exprime aussi
dans les composants ectodermiques, mésodermiques et endodermiques des futurs
arcs branchiaux et des poches branchiales avec, la encore, une concordance entre
ses limites d’expression dans les différents territoires.

Les dérivés des crétes neurales induisent, dans les cellules ectodermiques ou
mésodermiques qui sont a leur contact, I’expression des genes Hoxb du rhombomere
d’origine. C’est suivant cette programmation que se différencient par exemple les
arcs branchiaux, les mandibules ainsi que leur innervation et leur musculature.
Aussi, une anomalie du fonctionnement d’un de ces genes provoquera-t-elle des
malformations multiples dans les dérivés du méme rhombomere.

Les geénes régulateurs assureraient entre autres fonctions un role de coordination.
Ils pourraient réguler, en méme temps, I’expression d’un géne codant pour une
protéine inductrice dans les tissus inducteurs et, dans les cellules cibles, I’expression
de genes codant pour les récepteurs a ces inducteurs. Ils pourraient ainsi coordonner,
par toute une cascade de régulations, la capacité d’induction d’un tissu et la compé-
tence de son partenaire. Dans cette perspective, c’est une chaine de génes régula-
teurs qui serait concernée a un moment d’une organogenese donnée, et non un seul
gene régulateur homéotique.

11.3.3 La modification du domaine d’expression d’'un géne
modifie I'identité de I'organe qui s’y différencie

L’identité d’un organe et sa position au sein de 1’organisme, le long de 1’axe antéro-
postérieur du corps, sont définies par les genes homéotiques qui s’expriment chez le
jeune embryon (voir encart 11.4). Une modification dans leurs limites d’expression
change la nature de I’organe qui se différencie.

a) Emploi expérimental de souris transgéniques

Par exemple, la protéine Hoxa-7 n’est normalement présente que dans les régions
cervicales postérieure et thoracique antérieure. On étudie une lignée de souris trans-
géniques qui produisent cette protéine de facon anormale au niveau de la téte et de la
région cervicale antérieure. Ces animaux présentent des anomalies dans I’oreille
interne, le palais, les vertebres cervicales ; le thymus, un dérivé de 1’épithélium des
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\@CART 11.4

Les genes Hox controlent toutes les organogeneéses

- Les régions du tube digestif se différencient suivant un plan controélé par les
genes Hox. On peut citer parmi eux Hoxc4, de niveau d’expression antérieure ; sa
mutation est responsable de la malformation de la couche musculaire cesopha-
gienne, interdisant une alimentation normale. Des mutations de Hoxd-12 et HoxD-
13 dans la région postérieure du tronc sont responsables de malformations des
couches musculaires du rectum. D’autres mutations provoquent seulement des
dysfonctionnements, sans anomalies morphologiques, comme celles qui affectent
Hoxa-5, qui participe au programme de différenciation des cellules de I'épithélium
intestinal ; les capacités digestives de 'embryon sont atteintes. Il est intéressant a
noter que le géne homologue de la drosophile, scr (sex combs reduced), est aussi
impliqué dans l'organisation du tube digestif moyen de l'insecte.

— Les glandes thyroide, parathyroides et le thymus se développent a partir
d’ébauches endodermiques et mésodermiques qui se trouvent sur les arcs bran-
chiaux. Cest le domaine d’expression de Hoxa-1 et Hoxb-1 a Hoxa-3 et Hoxb-3.
Des mutations de ces genes provoquent, outre des anomalies du squelette au
niveau du cou, des malformations glandulaires parfois |étales. Dans le cas, par
exemple, de la mutation Hoxa3-/-, un géne fortement exprimé dans les ébauches
des parathyroides et du thymus, ainsi que dans le plancher pharyngien ou se
différencie la thyroide, ces organes sont atrophiés ou absents.

arcs viscéraux est absent. Il se forme par contre des structures qui se développent
normalement dans des régions plus postérieures : par exemple formation de cotes au
niveau du cou (Gruss et coll., 1991).

b) Modification de I'expression des genes Hox
par I'acide rétinoique

Lacide rétinoique provoque 1’expression de certains génes Hox dans des cellules a
des niveaux ou ils ne s’expriment pas naturellement (Kessel, 1992). On I’ utilise dans
de nombreuses expériences qui permettent d’établir une relation entre I’expression
d’un gene a un niveau anormal et la structure inhabituelle qui s’y développe. De
facon générale, I’exces d’acide rétinoique exogene déplace vers 1’avant la limite
d’expression des génes homéotiques les plus antérieurs, (transformation anté-
rieure) et repousse vers l’arriere la limite d’expression des genes homéotiques
postérieurs, (transformation postérieure). Par exemple, de I’acide rétinoique
administré in utero a des embryons de souris de 8 jours (en cours de gastrulation),
provoque une expression du gene Hoxa-10 en arriere de la zone normale, d’ ol un
déplacement de la limite des formations thoraciques : des cotes se développent sur la
premiere vertebre lombaire. Si, dans ces expériences, les genes Hox postérieurs a
Hoxa-10 ne s’expriment pas, c’est toute la partie postérieure de I’embryon qui fait
défaut. Ces résultats font penser que, dans les conditions naturelles, 1’acide rétinoi-
que régule I’expression des génes homéotiques et joue un role dans 1’établissement
de I’axe antéro-postérieur (voir aussi § 15.4.2d).



© Dunod - La photocopie non autorisée est un délit.

11 - Controle génétique du développement

¢) Malformations liées a I'élimination
de genes régulateurs homéotiques

Lorsque dans une lignée de souris trangéniques des génes homéotiques ne s’expri-
ment pas, il en résulte des malformations dans les régions ou ce géne s’exprime
normalement. Sur le territoire d’expression normal du géne manquant, c’est le géne
immédiatement antérieur qui s’exprime puisqu’il n’a pas rencontré son inhibiteur
postérieur habituel, ce qui correspond a une transformation antérieure.

Par exemple, I’inactivation du gene Hoxc-8 qui s’exprime normalement dans les
régions thoracique et caudale de I’embryon, entraine une transformation au niveau
des vertebres, de la 7¢ thoracique jusqu’a la 1°® lombaire, chacune d’elles prenant
I’aspect de la vertebre immédiatement antérieure.

d) Chronologie de I'expression des génes homéotiques

Les genes homéotiques aux limites d’expression les plus antérieures sont activés
avant les geénes a limite d’expression postérieure. Cette succession suit en cela le
sens de la différenciation embryonnaire qui est d’autant plus tardive qu’on se
déplace de I’avant vers ’arriere de I’embryon (ce qui est par exemple tres visible
dans le développement de I’embryon de poulet, voir fig. 9.8).

Ainsi, la régle de colinéarité s’applique selon une dimension spatio-temporelle, et
non pas uniquement spatiale, les génes en 3’ s’exprimant plus précocement que ceux
situésen 5°.

11.3.4 Les génes sélecteurs homéotiques
dans la différenciation d’organes polarisés :
les membres des Vertébrés (fig. 11.9)

Ces genes continuent de s’exprimer plus tard dans I’embryogenese comme c’est le
cas au cours de la différenciation des membres, formations aux axes bien définis :
axe proximo-distal (épaule — doigts), antéro-postérieur (pouce — auriculaire),
dorso-ventral (dos — paume de la main).

a) Formation de I’ébauche de membre

La position des membres des Vertébrés le long de I’axe antéro-postérieur du corps
est li€e aux zones d’expression des genes Hox ; celles-ci sont indépendantes du
nombre de vertebres ou de somites de 1’espece considérée. Ainsi, qu’il s’agisse d’un
membre ptérygien (nageoire pectorale de Poisson) , ou de membres chiridiens de
Tétrapodes (patte, aile ou bras), les membres antérieurs se différencient a un niveau
du tronc correspondant a la limite d’expression la plus antérieure commune aux
genes Hoxb-8 (fig. 11.9) et Hoxc-6 ; les membres postérieurs se formant quant a eux
a la limite antérieure de Hoxc-9.

La présence d’acide rétinoique semble nécessaire pour que s’amorce la forma-
tion des membres. On a montré, chez I’embryon de poulet, qu’il ne se forme aucun
bourgeon de membre si sa synthése est inhibée (Stratford et coll., 1996). L’acide
rétinoique serait synthétisé au niveau du nceud de Hensen et distribué suivant un
gradient de concentration antéro-postérieur ; il activerait I’expression de certains
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Figure 11.9 - Expression de génes sélecteurs homéotiques et de facteurs
de croissance pendant la différenciation d’'un bourgeon de membre antérieur

A : A lavant de la limite antérieure du domaine d’expression de Hoxb-8 (niveau du
198 somite chez l'oiseau), FGF10 qui était auparavant présent dans tout le mésoderme
latéral a restreint son aire d’expression au niveau de la future ébauche de membre
sous l'action stabilisatrice de Wnt2b et de FGF8 sécrété par les pieces intermédiaires.
B : Au sein de I'ébauche, FGF10 induit la synthése de FGF8 dans I'ectoderme qui forme
une créte ectodermique, par I'intermédiaire d’'une voie Wnt (Wnt3). A son tour FGF8
stimule la production de FGF10, et la prolifération cellulaire dans le mésenchyme.

C : A la limite postérieure du bourgeon de membre, FGF8 induit dans le mésenchyme
I'apparition d’'une zone sécrétrice de Sonic hedgehog (Shh) : la ZPA (« Zone of polari-
zing activity »).

D : La créte ectodermique sécréte un nouveau facteur : FGF4. Les FGF stimulent
conjointement les mitoses et assurent la stabilité de la sécrétion de Shh; en retour,
Shh, par des intermédiaires complexes, maintient la production de FGF4.

E : FGF4 sécrété par la créte ectodermique apicale et Shh par la ZPA induisent dans le
mésenchyme du bourgeon la synthese d’'un TGF-B, BMP-2, et I'expression des génes
Hoxd.

F : Bourgeon de membre polarisé. Le mésenchyme prolifére et exprime les génes Hox-
9a13.

G : Domaines d’expression des génes du complexe Hoxd dans un bourgeon de patte
d’embryon de poulet. Le plus grand nombre est exprimé dans la zone apicale posté-
rieure. En allant vers la paroi du tronc, le nombre des génes exprimés se réduit en
suivant I'ordre dans lequel ils sont disposés sur le chromosome. Le géne Hox-9, seul
a étre présent prés du tronc a aussi été le premier exprimé et se retrouve a tous les
niveaux. Apparaissent ensuite, et successivement, Hoxd-10 a d-13. E : Ectoderme; L.I :
lame latérale ; Pi : Piece intermédiaire ; S : Somite.
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genes Hox dans les cellules qui seraient ainsi destinées a participer a 1’édification
des bourgeons de membres.

Ceux-ci se présentent d’abord comme des expansions latérales du tronc. Les
cellules mésodermiques qui y proliferent proviennent des somites (futures cellules
musculaires) et de la somatopleure des lames latérales (futures cellules du squelette).
L’amorce du développement de ces ébauches est induite par la sécrétion d’un FGF :
FGF10. Ce facteur est initialement présent dans tout le territoire du mésoderme des
lames latérales avant I’induction des bourgeons de membres puis 1’expression de
FGF10, immédiatement avant leur apparition, se restreint a leurs aires de développe-
ment. Cette restriction serait due a ’action de deux protéines Wnt : Wnt2b pour les
membres antérieurs et Wnt8c pour les membres postérieurs ; elles y stabiliseraient
I’expression de FGF 10 (Kawakami et coll., 2001). L’expression des genes Wnt serait a
son tour stabilisée grace a un FGF (FGF8), synthétisé et sécrété par le mésoderme des
picces intermédiaires. Des données expérimentales et des observations tératologiques
montrent en effet un lien entre des anomalies du développement des structures néphré-
tiques issues des pieces intermédiaires et celles des membres. Le facteur de croissance
FGF10 de I’ébauche induit la formation d’une créte ectodermique apicale a la fron-
ticre entre I’ectoderme dorsal et I’ectoderme ventral, et la synthese de FGF8 dans
I’ectoderme de cette créte par une voie impliquant Wnt3. Le FGF-8 stimule en retour
la multiplication des cellules du mésenchyme sous-jacent a la créte et celles-ci consti-
tuent une zone de croissance et de sécrétion de FGF10. La créte ectodermique sécrete
a son tour des FGF (FGF4) vers le mésenchyme. Le bourgeon de membre se déve-
loppe alors dans le sens proximo-distal ; si I’on considére le membre antérieur, les
ébauches du bras et de ’humérus sont en place les premicres, suivies de celles de
I’avant-bras, avec radius et cubitus, du poignet et de la main avec métacarpe, carpe et
phalanges. L’axe dorso-ventral est déterminé par 1’expression de Wnt7a qui se situe
exclusivement dans I’ectoderme dorsal du bourgeon de membre. La protéine Wnt7a
induit la dorsalisation du mésenchyme sous-jacent.

Cette ébauche est donc tres tot polarisée dans les trois directions proximo-distale,
antéro-postérieure et dorso-ventrale.

b) Détermination des membres antérieurs et postérieurs

Bien que les membres antérieurs et postérieurs aient de fortes homologies, ils
présentent des différences qui sont évidentes. Celles-ci sont fixées tres tdt et ce sont
des genes de la famille Brachyury (ou génes Thx), qui contrdlent leur différenciation
(voir § 11.1.1b). On a montré que 7bx5 et Thx4 s’expriment respectivement dans les
aires des membres antérieurs et des membres postérieurs (Gibson et Brown, 1996).
Si, par exemple, on fait s’exprimer 7bx4 dans 1’aire du membre antérieur, un
membre surnuméraire se forme de type patte postérieure.

c) Activation de genes de polarité

au cours du développement de la patte
e ['axe antéro-postérieur est déterminé, lorsque le bourgeon de membre appa-
rait, par une petite région du mésoderme située dans I’aire d’expression de Hoxb-8,
a la limite postérieure de la jonction entre le jeune bourgeon et la paroi du corps.
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Cette zone est appelée Zone a activité polarisante ou ZPA pour « Zone of Polari-
zing Activity » (fig. 11.9). Si on la transplante sur la face antérieure d’une autre
ébauche de membre, il se forme un membre double dont 1’élément surnuméraire
présente une orientation antéro-postérieure inverse de celle du membre normal.

e La protéine active de ZPA est le produit du géne sonic hedgehog homo-
logue du gene de polarité segmentaire hedgehog de la drosophile. La protéine a été loca-
lisée chez I’embryon de poulet a I’emplacement des aires ou I’activité ZPA est maximale
(Riddle et coll., 1993). Son role est démontré expérimentalement : des fibroblastes ont
été transfectés avec le gene sonic hedgehog combiné a un vecteur d’expression; ces
cellules, devenues capables de synthétiser la protéine régulatrice, sont implantées dans
la région antérieure du membre, symétriquement a ZPA ; il s’y forme des éléments de
membre surnuméraire en polarité inversée, comme apres un transplant de ZPA.

L’expression du gene sonic hedgehog et la syntheése de la protéine sont induites
par le FGF8 émis par la créte apicale. Sonic hedgehog n’est exprimé que dans les
cellules de I’aire postérieure du mésenchyme du bourgeon qui seules répondent a
I’induction de FGF8. D’apres une étude réalisée sur le membre antérieur d’embryon
de poulet, il semble que la protéine Hoxb-8 qui ne s’exprime que dans la partie
caudale du bourgeon, sensibilise au FGF8 les cellules qui s’y trouvent. En effet, si
on amene expérimentalement Hoxb-8 a s’exprimer en une position ectopique, il y
détermine la formation d’une nouvelle ZPA.

La protéine Sonic hedgehog (Shh) induit alors, par une série de facteurs intermé-
diaires encore inconnus, d’une part au sein du mésenchyme la synthese des protéi-
nes BMP2 et BMP7, molécules appartenant a la famille des TGF-J et, d’autre part,
la synthese de FGF4 dans I’ectoderme de la créte apicale ou elle s’ajoute a celle de
FGF8. 1l se forme un gradient de concentration de ces substances depuis la face
postérieure du membre vers la face antérieure et la réponse des cellules cibles serait
alors I’expression des génes Hoxa et Hoxd, en fonction des différentes concentra-
tions (voir infra d).

Lactivité de Sonic hedgehog amorce une série d’interactions cellulaires aboutis-
sant a I’identité des doigts ayant chacun leurs propres caractéristiques. La protéine
met en jeu une série de facteurs de transcription. Les ébauches des doigts 5 & 2 sont
déterminées en présence d’une action décroissante de Shh, le doigt 1 n’y étant pas
soumis. Shh agirait par I’intermédiaire de protéines BMP dont les cibles seraient les
aires interdigitales vouées a une prochaine apoptose. Sonic hedgehog controle la
polarité antéro-postérieure dans 1I’ébauche de membre dans les mé&mes conditions
que hedgehog dans I'aile de drosophile. En effet, chez cet insecte, la protéine
Hedgehog est aussi synthétisée dans la partie postérieure des disques imaginaux de
pattes et d’ailes dont elle définit 1’axe antéro-postérieur. Si on la fait s’exprimer dans
la partie antérieure, on obtient une aile avec deux faces postérieures en miroir.

e ['axe dorso-ventral d’un membre résulte de 1’affrontement de deux territoires
ectodermiques, dorsal et ventral. Les deux populations de cellules qui les composent
se rencontrent dans la créte apicale sans subir aucun mélange. Des modifications de
la frontiere qui les sépare provoquent des anomalies de développement. On n’a pas
encore identifié le gene dont I’expression est a 1’origine de la distinction entre les
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aires dorsale et ventrale. On a constaté des différences entre ces territoires quant a
I’expression de certains genes organisateurs. La plus nette concerne le domaine du
facteur de transcription Enl. C’est le produit d’un geéene homologue du gene
engrailed de la drosophile chez qui il ne s’exprime que dans les compartiments
postérieurs des ébauches d’aile; chez I’embryon de poulet, il ne s’exprime que dans
I’ectoderme ventral. Dans les lignées ou le géne codant pour Enl est inactif, la pola-
rité dorso-ventrale du membre est défectueuse; d’autre part, une expression ectopi-
que du gene, c’est-a-dire hors de son territoire habituel, entraine des anomalies dans
la formation de la créte apicale, et aboutit 8 un membre incomplet.

Un autre exemple est fourni par le gene Wnt7a qui n’est exprimé que dans I’ecto-
derme dorsal de la patte de souris et de poulet. Sa délétion chez la souris entraine la
formation d’une patte a double face ventrale. Wnt7a active la syntheése d’un facteur
de transcription, Lmx1, dans le mésenchyme dorsal. Si sa synthése est induite expé-
rimentalement dans le mésenchyme ventral, il s’y forme des structures dorsales. De
méme, des mutations affectant Lmx/ chez I’homme et chez la souris perturbent la
polarité dorso-ventrale des membres.

d) Implication des genes homéotiques des complexes Hox
dans les polarités antéro-postérieure et proximo-distale
des membres (fig. 11.9)

e L'axe proximo-distal du membre en développement est sous la dépen-
dance de 'expression de génes Hox identiques a ceux qui sont activés le long

de I’axe céphalo-caudal au début de la morphogenese (Dollé, 1989, Yokouchi,
1991). L'expression des genes paralogues 9 a 13 de Hoxa et Hoxd a été étudiée
notamment chez la souris et ’embryon de poulet.

Nous ne considérerons que le complexe Hoxd. On peut constater que la reégle de
colinéarité est respectée. Les génes en position 5’ ne sont exprimés que dans les
parties les plus distales de I’ébauche, c’est-a-dire celles qui se différencient le plus
tardivement alors que les génes qui se trouvent en position 3’ dans le complexe
s’expriment des le début de la formation du bourgeon et continuent a s’exprimer
dans sa totalité (fig. 11.9G). On observe aussi une asymétrie antéro-postérieure dans
leur aire d’expression, qui correspond a une polarité antéro-postérieure du membre :
pour le membre antérieur, la partie antérieure correspond au pouce, et n’exprime que
Hoxd-9 et -10, la partie postérieure correspondant au petit doigt exprime Hoxd-9 a
13 ; des modifications expérimentales dans le plan d’expression de ces génes entrai-
nent d’ailleurs des anomalies dans I’identification des doigts. Au fur et a mesure que
I’ébauche croit, ces genes homéotiques vont progressivement restreindre leur
domaine d’expression aux ébauches du squelette.

Le dernier géne du complexe Hoxd-13 a particulierement été étudié (Doll€ et
coll., 1993). Chez un animal normal, ce géne s’exprime dans la région abdominale
et dans le membre postérieur, ou il ne s’exprime qu’a I’extrémité de la patte. On
observe que des souris mutantes avec Hoxd-13 déficient, présentent des altérations
du squelette et des organes de la région abdominale, c’est-a-dire des parties posté-
rieures du corps, mais aussi des altérations des extrémités du membre : réduction en
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nombre et en taille des phalanges. Il est a noter que, chez I’homme, une corrélation
a pu étre établie entre des mutations subtiles portant sur Hoxd-13 et 1’apparition
d’une synpodactylie (polydactylie distale) associée a une soudure des doigts 2 et 3.
oZPA et la créte apicale sont toutes deux indispensables au développe-
ment d’un membre ; elles collaborent par leurs synthéses a la croissance et a I’ acti-
vation des génes Hoxd. En I’absence de créte apicale, les régions distales du membre
ne se différencient pas. La protéine Sonic hedgehog ne peut a elle seule induire
I’expression de I’ensemble des genes Hoxd. Les genes Hoxd-12 et -13 ne sont induits
qu’en présence de la créte apicale ou, expérimentalement, d’acide rétinoique, mais a
des concentrations plus élevées que la concentration physiologique. Nous avons vu
que Sonic hedgehog agit en induisant indirectement la syntheése de FGF4 dans la créte
apicale et de BMP-2 dans la zone de croissance. Les produits de la créte apicale et de
ZPA activent mutuellement leurs syntheses pour collaborer au maintien de la prolifé-
ration cellulaire et a I’activation de la totalité des genes Hoxd-9 a 13.

11.3.5 Autres génes organisateurs régionaux des Vertébrés,
apparentés aux geénes de la drosophile

a) Les génes Pitx et Otx, de la famille bicoid

On a identifié récemment de nouveaux facteurs de transcription dont un des rdles
essentiels semble étre de définir, au niveau moléculaire, 1’identité de grands territoi-
res embryonnaires. Certains appartiennent a la famille des homéogenes paired (voir
tableau 11.2), comme les genes Pitx, Otx, dont la spécificité de reconnaissance de
leurs produits a I’ ADN est semblable a celle du facteur Bicoid de la drosophile.

De méme que bicoid a un rdle essentiel dans la détermination de la partie anté-
rieure de ’embryon de drosophile, de méme Otx2 est impliqué, en collaboration
avec un autre gene (Liml-LhxI), dans I’organisation de la téte. Son expression est
limitée au niveau de structures précordales antérieures a la limite du domaine
d’expression des génes Hox qui participent a 1’organisation du rhombencéphale.
Chez des souris porteuses d’un gene mutant, les régions du cerveau antérieur et
moyen sont manquantes.

Un autre membre de la famille des genes bicoid, Pitxl est exprimé au niveau du
mésoderme latéral de la partie postérieure de I’embryon qu’il contribue a définir.
C’est ainsi qu’il interviendrait, avec d’autres geénes proches de Brachyury (voir §
15.3.4), au niveau des membres postérieurs. En effet, I’inactivation de ce geéne chez
la souris modifie le développement du squelette des pattes arrieres qui acquiert ainsi
certains caracteres du squelette des pattes antérieures.

Le gene Pitx2 a aussi une expression régionale et contribue a organiser I’asymé-
trie de ’embryon (voir § 15.7).

b) Les génes Pax, de la famille des génes

de segmentation paired de la drosophile
Ces genes ont été identifiés chez des Vertébrés et des Invertébrés (voir § 11.1.1a). On
a actuellement identifié 9 de ces genes chez les Vertébrés (Pax! a Pax9). Ils sont
exprimés dans le systeéme nerveux et le mésoderme para-axial au cours du dévelop-



© Dunod - La photocopie non autorisée est un délit.

11 - Controle génétique du développement

pement de la souris suivant une distribution dorso-ventrale. Dans le mésoderme
para-axial, leur expression correspond a une régionalisation a I’intérieur des somi-
tes, Pax1, ventral est restreint aux sclérotomes, Pax 3, Pax7 et Pax9 aux myotomes.

On a établi chez I’humain une relation entre des mutations au sein de genes Pax et des
anomalies dans le développement de certains organes, preuve indirecte de leur rdle dans
la morphogenese. Des travaux réalisés sur des souris transgéniques ou victimes de muta-
tions naturelles ont montré que les génes Pax sont des régulateurs essentiels dont les dif-
férentes mutations affectent le déroulement de diverses organogeneses (Pax2 et la
formation du métanéphros, Pax4 et la différenciation des cellules B du pancréas, Pax7 et
les cellules satellites des muscles, Pax8 et la différenciation des pronéphros et mésonéph-
ros). Chez les mutants, on observe une réduction de la taille ou méme 1’absence de
I’organe pour lequel le géne défectueux s’exprime, ce qui indiquerait une intervention
précoce dans le développement.

II n’existe pas actuellement d’interprétation générale du fonctionnement des genes
Pax. Ils agissent tot puis a différentes étapes du développement. Dans toute organoge-
nese il existe une série d’interactions entre I’élément épithélial et I’élément mésenchy-
mateux de I’ébauche qui sont autant d’inductions secondaires ; lorsqu’un gene Pax
muté est impliqué, ces interactions se déroulent de facon anormale. IIs interviennent
aussi dans la prolifération rapide des cellules d’une ébauche ; leur déficience diminue
cette prolifération, ce qui entraine la formation d’un organe de taille réduite.

Le role que peuvent jouer les geénes Pax dans la détermination précoce de lignées
cellulaires ou dans une organogenese est illustré par I’étude de Pax6 lors de la
formation de I’ceil (voir § 15.8.3).

Résumé w

En 1969, Wolpert a établi une théorie d’apres laquelle chaque cellule était infor-
mée de sa position dans I’embryon et avait en mémoire ses coordonnées le long
des axes de polarité de I’organisme. Cette notion d’information de position
trouve un support avec la découverte des génes de polarité, de segmentation et
des genes homéotiques.

Chez la drosophile, I’activité d’une succession de genes dont certains étaient
actifs deés I’ovogenese établit, au sein de 1’ceuf, dans I’embryon a 1’état syncy-
tial et dans le blastoderme, un plan d’organisation avec une succession d’étapes
de plus en plus précises allant des axes de symétrie jusqu’aux détails de 1’orga-
nisation d’un métamere.

Parmi ces genes, il convient de souligner I’'importance des génes homéotiques,
responsables de la spécification des identités phénotypiques corporelles.

Ces genes sélecteurs homéotiques sont alignés sur un chromosome, dans
I’ordre dans lequel ils s’expriment en suivant I’axe antéro-postérieur de 1’orga-
nisme. Cette regle dite de colinéarité a été vérifiée chez les Arthropodes, les
Vers métamérisés, les Vers plats, les Nématodes dont I’espece Cenorhabditis
elegans est un autre modele de laboratoire pour 1’étude des genes homéotiques.
Elle s’applique aussi aux Vertébrés avec leurs 4 séries de genes paralogues.
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Résumé w

Ces geénes sont restés remarquablement stables depuis que ces différents
groupes ont divergé a partir d’ancétres communs, il y a prés de 600 millions
d’années au Précambrien. Leur bon fonctionnement apparait comme un impé-
ratif absolu pour I’établissement d’un plan de développement et d’une mémoire
de position des cellules le long des axes de polarité de I’embryon : la polarité
céphalo-caudale mais aussi la polarité disto-proximale des membres.
Chez la drosophile, on sait que ce sont les génes de polarité et de segmentation
qui créent au sein d’une organisation syncytiale les conditions d’activation des
genes homéotiques.
Chez les Vertébrés, on connait encore peu de choses sur les mécanismes d’acti-
vation des genes homéotiques au début du développement (voir chap. 15). Les
facteurs de croissance y jouent un rdle important, comme nous I’avons déja
constaté dans la différenciation des membres. D’autres familles de genes
stables, régulateurs de mécanismes de différenciation sont actuellement
connues. Des genes proches de bicoid (Pitx, Otx), des génes Pax, homologues
des genes paired de la drosophile, contrdlent la régionalisation du corps, la
différenciation d’organes, comme le montrera 1’étude de 1’asymétrie gauche-
droite et de la formation de I’ ceil.
La compréhension des mécanismes du développement embryonnaire a
progressé grace a ces travaux et des modeles applicables a tous les Vertébrés,
voire a tous les Métazoaires, pourraient étre proposés. La génétique du déve-
loppement permet aussi une approche nouvelle et fructueuse des processus
évolutifs comme ceux qui ont présidé a 1’apparition et aux modifications des
membres chez les Vertébrés ou des appendices chez les Arthropodes. Les
liens entre I’embryologie, 1I’anatomie comparée et 1’étude de 1’évolution en
sont resserrés et sont a 1’origine d’une discipline nouvelle désignée sous le
terme « Evo-Dévo ».
Par ailleurs, on peut penser que la connaissance des genes homéotiques contri-
buera a la compréhension de certaines malformations, quelquefois héréditaires
qui affectent un secteur du corps. C’est ainsi, par exemple, qu’on sait que des
malformations de la face et du cou, liées a des malformations cérébrales, résul-
tent d’un dysfonctionnement de genes Hox, ce qui affecte a la fois les cellules
du systeme nerveux central au niveau d’un rhombomere et les cellules dérivées
des crétes neurales correspondantes, issues du méme niveau.

J
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Questions

11.1 Qu’appelle-t-on genes a effet maternel ?

11.2 Dans quelle séquence les génes de segmentation se succedent-ils chez la
drosophile ?

11.3 Définissez les termes de génes homéotiques et homéogenes

11.4 Citez des systemes moléculaires impliqués dans des interactions de type
juxtacrine

11.5 Quelle différence d’origine existe-t-il entre cellules nourriciéres et cellules
folliculeuses chez les Insectes ?

11.6 Les cellules folliculeuses jouent-elles un rdle dans la mise en place des axes
de polarité chez la drosophile ?

11.7 Quelles sont les voies de signalisation impliquées dans la mise en place des
segments a partir de 1'organisation parasegmentaire de I’embryon de drosophile ?

11.8 Qu’appelle-t-on régle de colinéarité ?
11.9 Qu’appelle-t-on génes paralogues ?

11.10 Quel est le role de la zone a activité polarisante dans la formation d'un
membre de Tétrapode ?

Réponses page 388
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ANALYSE DE
LA SEGMENTATION

12.1 Activité mitotique pendant la segmentation
12.2 Localisations embryonnaires résultant de la segmentation
12.3 (CEufs a régulation et détermination des territoires

PLAN

12.4 Premiéres synthéses de protéines aprés la fécondation
12.5 Induction du mésoderme par 'endoderme chez les Amphibiens
12.6 Synthéses d’ARN nouveaux, expression du génome embryonnaire

La segmentation de 1’ceuf commence apres la fécondation ou une activation. Il se
divise rapidement, sans accroissement de volume et sans mouvements morpho-
génétiques importants (voir 2¢ partie, Embryologie descriptive). Le cytoplasme
ovulaire est abondant et hétérogene (voir chap. 3). Pendant la segmentation, il se
répartit inégalement entre les blastomeres dont les noyaux se trouvent ainsi au
contact d’un cytoplasme de plus en plus diversifi€ et spécialisé. Ces localisations de
plus en plus précises des composants de ce cytoplasme au sein de cellules distinctes
ont un corollaire : des déterminations de territoires vont se manifester. Elles s’ajou-
tent aux déterminations déja acquises (axe et plan de symétrie) et font que le
devenir de certaines régions de la blastula est fixé de facon stricte. Ces détermina-
tions sont plus ou moins précoces et étroites suivant les especes. Il en résulte une
diminution plus ou moins rapide de la capacité de régulation embryonnaire, c’est-
a-dire de I’aptitude pour I’embryon a se différencier normalement, malgré des
pertes en matériel cellulaire ou des apports accidentels ou expérimentaux de maté-
riel excédentaire. La segmentation de 1’ceuf d’Insecte (ex. : drosophile) obéit a des
regles tres particulieres (voir chap. 7) : les localisations cytoplasmiques y jouent un
role (voir, par exemple les protéines Bicoid et Nanos), mais les interactions nucléo-
cytoplasmiques ont lieu bien avant qu’il y ait segmentation au sens propre, c’est-a-
dire formation du blastoderme cellulaire.

Tandis que I’ ceuf se divise, les protéines synthétisées proviennent de la traduction
dans un premier temps des ARN-m maternels accumulés pendant I’ovogenese. Chez
les Amphibiens, notre modele de référence, la traduction des ARN-m ovocytaires est
tres largement prédominante jusqu’a la fin de la segmentation.

La compartimentation du cytoplasme ovocytaire et 1’élaboration de protéines
nouvelles font que les cellules de la blastula constituent une population hétérogene.
Des blastomeres différents peuvent alors agir les uns sur les autres ; c’est ainsi que,
vers la mi-blastula, des facteurs de transcription et des facteurs de croissance sécrétés
par des blastomeres végétatifs induisent 1”aire mésodermique chez les Amphibiens.
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Le rythme de la segmentation d’abord rapide et synchrone se ralentit et devient
asynchrone. Cette transition survient plus ou moins tot suivant les especes. C’est la
transition blastuléenne des Amphibiens. C’est alors qu’un programme nouveau est
transcrit a partir du génome de I’embryon. Les ARN-m nouveaux seront traduits en
protéines des la gastrulation. Le relais entre les programmes maternel et embryon-
naire est plus ou moins précoce suivant les especes et leur mode de développement.

12.1 ACTIVITE MITOTIQUE PENDANT LA SEGMENTATION

Pendant la segmentation, les mitoses se succedent rapidement. Le controle de la
coordination des cycles mitotiques est assuré par le MPF (voir § 3.4.2a).

Les Amphibiens sont ici choisis comme exemple d’étude :

Les cycles cellulaires ne comptent ni phase G1 ni phase G2 (jusqu’au 12° cycle
chez le xénope). Les mitoses et les phases S alternent presque sans interruption. Des
syntheses actives d’ADN ont lieu dans I’ceuf d’ Amphibien des le début de la segmen-
tation (observation également valable chez I’oursin) grace a I’accumulation pendant
I’ovogenese des enzymes nécessaires a la duplication de I’ ADN stockées dans le cyto-
plasme (ex. : I’ADN polymérase), et d’'une importante réserve de nucléotides.

Le nombre des blastomeres augmente de fagon logarithmique, au rythme d’une division
par 95 minutes chez Triturus pyrrhogaster. Le stade de la mi-morula a 240 blastomeres
est atteint 11 heures apres la fécondation; celui de la mi-blastula avec 3 500 cellules
a 19 heures ; la blastula dgée avec 8600 cellules a 21 heures. Le rythme ralentit
progressivement ; le nombre des cellules n’a que doublé a 28 heures et n’augmente plus
que de 3,8 fois pendant les 27 heures suivantes. Les données chiffrées n’ont qu’une
valeur indicative. Elle varient suivant les especes et les conditions d’environnement
(température par exemple).

A la fin de la période de croissance logarithmique, qui se situe dans cet exemple
au 12¢ cycle (soit 2'2 cellules), les divisions deviennent asynchrones, les cycles
cellulaires s’allongent par apparition des phases Gl et G2. C’est surtout pendant Gl
et, 2 un moindre degré, pendant la phase S qu’une cellule synthétise des ARN et des
protéines spécifiques. Dans la blastula d’ Amphibien, ce changement dans le rythme
de la segmentation est appelé la transition blastuléenne (Signoret et Lefresne,
1971). Une activité transcriptionnelle s’installe et prépare la gastrulation et les orga-
nogeneses ultérieures. On peut prolonger le synchronisme en injectant des désoxyri-
bonucléotides, la morphogenese est alors supprimée et toutes les formes de
syntheses d’ ARN inhibées.

(Chez les Mammiferes, il y a un asynchronisme plus précoce, qui est total apres 4
ou 5 mitoses et on note une reprise rapide des syntheéses d’ARN. La phase Gl est
cependant absente au cours des premieres divisions).

Un balancement entre ralentissement du rythme des mitoses et différenciation se retrouve
au moment des organogeneses : neurulation, formation de 1’ceil etc. Il semble qu’il s’agisse
la d’une regle assez générale. On ne peut cependant que faire des hypotheses sur le
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mécanisme qui conditionne 1’apparition de protéines spécifiques (phase de différenciation)
et le ralentissement des mitoses (phase de prolifération). Le déclenchement de la
différenciation dépendrait du nombre de mitoses qui ont eu lieu depuis le début de la
segmentation, avec une programmation pour le début de la syntheése de chaque nouvelle
protéine. Au-dela d’un nombre critique de mitoses, les répresseurs cytoplasmiques seraient
suffisamment dilu€s pour que la dé-répression du génome soit possible. Il n’existe pas de
preuve expérimentale pour cette hypothese.

12.2 LOCALISATIONS EMBRYONNAIRES
RESULTANT DE LA SEGMENTATION

Depuis les débuts de I’embryologie expérimentale, au XIX® siecle, un role dans la
détermination des blastomeres a été attribué a des localisations de constituants cyto-
plasmiques observées dans 1’ceuf. En effet, des molécules séquestrées dans 1’ceuf
déterminent dans les blastomeres qui les hébergent des patrons de synthese différen-
tiels. Un premier exemple a été€ donné avec les protéines régulatrices de la polarité qui
contrdlent, chez la drosophile, les génes de segmentation dans les noyaux du blasto-
derme. Ces localisations ont des effets plus marqués dans le développement des ceufs
« en mosaique ». Elles existent en réalité dans tous les types d’ceufs, mais n’excluent
pas cependant des possibilités de remaniements dans les ceufs a régulation.

12.2.1 Caracteéere général des localisations
cytoplasmiques dans I'ceuf

a) Dynamique de distribution des déterminants cytoplasmiques

Les localisations résultent de I’organisation des éléments cytoplasmiques synthéti-
sés pendant I’ovogenese et de remaniements survenus a la maturation et a la fécon-
dation.

e Une polarité animale-végétative, avec présence d’un gradient vitellin, a
été décrite pendant I’ovogenese, déterminant un axe animal-végétatif. Des molécu-
les autres que celles formant les plaquettes vitellines apparaissent régionalisées
suivant ce gradient. L’existence d’ARN-m caractéristiques d’une région donnée a
été décrite (voir § 3.3.1e).

e Ala maturation, lors de 1’éclatement de la vésicule germinative, des localisa-
tions nouvelles sont observées. C’est le cas de protéines de la vésicule germinative
d’ Amphibiens, dont plusieurs ont été identifiées par immunolocalisation dans diffé-
rentes régions du cytoplasme ovulaire et suivies pendant le début du développement
(Dreyer et coll., 1983).

e A la fécondation, des remaniements cytoplasmiques modifient le patron de
répartition hérité de 1’ovocyte. Ce sont par exemple les remaniements aboutissant a
la formation du croissant gris et a I’acquisition d’une polarité dorso-ventrale chez
les Amphibiens (§ 4.5.1 et § 8.14).

Il est enfin des contenus cytoplasmiques ovocytaires qui déterminent trés spécifi-
quement la destinée des cellules qui se les répartissent, c’est le cas du plasme
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germinatif. On trouve ce dernier dans des ceufs aussi variés que ceux des Amphi-
biens Anoures, des Nématodes, des Insectes. Les cellules qui les contiennent devien-
nent les cellules germinales primordiales (voir § 17.1.2).

b) Réle du cytosquelette

Il est impliqué dans la mise en place et les déplacements des déterminants cytoplas-
miques. Leurs localisations repérables par des pigments chez les ascidies (voir
fig. 12.1) résistent a une centrifugation modérée. Le territoire du mésoderme de
I’ceuf de I’ascidie Styela partita, pigmenté en jaune, reste en place apres que les 3/4
des protéines et la plus grande partie des ARN ont été éliminés par des détergents.
La microscopie a balayage montre la présence d’une architecture cytosquelettique
avec microtubules et microfilaments. De méme, les pigments jaunes de 1’ceuf de
I’oursin Paracentrotus lividus sont pris dans les mailles d’un cytosquelette cortical.

A la fécondation, la trame du cytosquelette se contracte. Chez les Oursins, la rétrac-
tion du cytosquelette aboutit a une répartition zonaire du pigment par suite d’un affai-
blissement de la trame au niveau du pdle végétatif. Chez 1’ascidie, cette rétraction fait
que les pigments jaunes se répartissent suivant un secteur en forme de croissant. Nous
avons vu § 8.1.4 que c’est dans le cytosquelette cortical de 1’ceuf d’ Amphibien que la
contraction des microfilaments d’actine provoque la formation d’une dissymétrie
dorso-ventrale et d’un croissant gris ; les microfilaments interagissent avec les micro-
tubules du spermaster pour redistribuer les éléments du cytoplasme végétatif.

¢) Nature des déterminants cytoplasmiques

1l a été démontré que des ARN-m poly(A) sont retenus dans le cytosquelette de 1’ ceuf
d’ascidie. C’est le cas des ARN-m codant pour la phosphatase alcaline intestinale
synthétisée dans 1’ovocyte, qui se retrouvent dans les blastomeres de I’endoderme, les
seuls a synthétiser cette protéine. Chez la drosophile, la localisation des ARN-m nanos
et bicoid est déterminée par leur liaison au cytosquelette (voir § 3.5.4d). Le détermi-
nant germinal des cellules germinales primordiales est constitué de ribonucléoprotéi-
nes chez les Insectes comme chez les Amphibiens. D’autres exemples peuvent étre
cités : le gene Brachyury s’exprime chez les cellules précurseurs de la corde des le
stade 64 chez les ascidies, localisation analogue a ce qu’on trouve chez les Vertébrés.

12.2.2 CEufs a développement en mosaique

a) Les ceufs des Ascidies (Urocordés)!

Ils subissent aussitot apres la rupture de la vésicule germinative et apres la féconda-
tion, des remaniements cytoplasmiques a la suite desquels on détecte des territoires
correspondant a I’endoderme, 1’ectoderme, le mésoderme, le tube nerveux et la corde
grice a des différences dans la pigmentation (fig. 12.1). Chez les Urocordés, la
segmentation est du type bilatéral. Si on sépare les deux premiers blastomeres issus

1. Proches des Vertébrés, les ascidies forment des tétards avec corde et tube neural dorsal. La

corde disparait chez I’adulte aprés une métamorphose.
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Vésicule germinative PA
Vitellus Vitellus
central gris

g\ Cytoplasme
Cytoplasme g 3 gris
jaune-orangé
périphérique
Cellules .Cytoplasme'
A folliculeuses B jaune-orangé c

Globule polaire

Croissant
hyalin

Croissant
jaune-orangé

Vitellus
Croissant
jaune orangé
D E
F Cytoplasme

Ectoderme hyalin
Mésenchyme ‘§2/./¢ Cytoplasme gris
Endoderme — 3@ .’C’f” {/’?‘“ Cytoplasme

@r '///lzgw' jaune orangé

Mésendoderme
Mésoderme caudal
Cytoplasme hyalin

Fig. 12.1 - Exemple de localisations cytoplasmiques
dans un ceuf d’ascidie : Styela partita.

Mise en place du mésoderme. A : (Euf vierge. B : Migration du cytoplasme jaune
et étalement d’un cytoplasme clair au pole animal, aprés fécondation. C : Localisa-
tion du cytoplasme jaune au péle végétatif. D : Symétrisation de I'ceuf, croissant
hyalin et croissant jaune. E : Stade 8 cellules vu depuis le c6té gauche : le crois-
sant jaune est inclus dans les blastomeéres postérieurs et dorsaux. F: Stade
64 cellules vu depuis le poble végétatif. Le cytoplasme du croissant jaune se
retrouve dans les blastomeéres qui donneront le mésoderme, le cytoplasme hyalin
donne 'ectoderme, le cytoplasme gris 1’endoderme, d’aprés Conklin, 191 1.

d’un premier clivage suivant le plan de symétrie bilatérale, on obtient des larves petites
dont les organes pairs manquent d’un coté. Si la séparation est frontale, les larves
seront incompletes. Des le stade 2, il y a des ébauches capables de s’autodifférencier et
incapables de compléter les parties manquantes, c’est-a-dire d’une régulation des
déficiences (Conklin, 1911). Au stade 64 cellules, un lignage cellulaire est établi et
chaque catégorie de cellules ne forme qu’une sorte de tissu. Cette ségrégation n’est
pas encore établie dans I’ovocyte vierge qui n’est que faiblement polarisé. En effet,
Dalcq (1932-1938) montre que la régulation est alors possible. Si on fractionne
I’ovocyte en deux parties par ligature, le noyau ne se retrouve que dans une des deux

208



© Dunod - La photocopie non autorisée est un délit.

12 - Analyse de la segmentation

moitiés. Celles-ci peuvent étre fécondées par deux spermatozoides différents. Elles se
développent pour former deux tétards pratiquement normaux, I’un diploide, issu de la
moitié qui contenait le noyau de 1’ovocyte, 1’autre haploide, issu de la moitié qui ne
contenait que le noyau spermatique. Il existe donc des substances préformées dans
I’ceuf, les déterminants spécifiques de la différenciation épidermique, endodermique et
mésodermique, mais les localisations et les polarités animale-végétative et dorso-
ventrale ne sont établies qu’apres la fécondation. Les premiers mouvements cytoplas-
miques sont partiellement indépendants du point de pénétration du spermatozoide et
sont déterminés par les contractions des microfilaments corticaux. Ils sont ensuite
guidés par les microtubules développés a partir du centriole proximal spermatique qui
se trouve entrainé vers le pdle végétatif.

On a par exemple identifié les ARN-m de deux facteurs de transcription qui inter-
viennent dans la différenciation des cellules musculaires. Ils sont localisés dans
I’hémisphere végétatif de I’ceuf vierge et migrent avec le cytoplasme du croissant
jaune des le premier cycle de division. On ne les retrouve finalement, aux stades
32-64 cellules, que dans les cellules a destinée musculaire. L’injection, dans I’ceuf
vierge de nucléotides antisens contre les ARN-m de ’'un d’eux (macho-1) donne des
larves dépourvues de cellules musculaires (Nishida et coll., 2001). Macho-1 est
donc nécessaire a la différenciation musculaire en activant plusieurs genes du méso-
derme, notamment 7hx6 et snail (Yagi et coll., 2005) : la protéine Tbx6 se lie a
I’amplificateur d’un gene spécifique du muscle (snail) qui bloque, dans les cellules
musculaires, la différenciation d’un tissu de type corde (Erives et coll., 2000). On a
aussi identifié, comme chez I’oursin, les ARN-m de la B-caténine dans les cellules
présomptives de 1’endoderme ; I’inhibition ou la stimulation de sa syntheése provo-
que respectivement la réduction ou I’expansion de I’endoderme (Imai et coll., 2001).

b) Les ceufs des Mollusques et des Annélides

Tous les embranchements dont les ceufs sont a segmentation spirale (voir § 5.1.2) ont
un développement « en mosaique », ¢’est-a-dire que chaque cellule de la blastula a une
filiation précise qu’on peut faire remonter jusqu’a la premicre division. Des les premie-
res divisions, des blastomeres isolés ne forment que les éléments larvaires qu’ils
auraient normalement donnés chez un embryon normal. Leur absence n’est pas
compensée, il n’y a pas de régulation des déficiences. Un Mollusque Gastéropode,
Ilyanassa, (fig. 12.2), fournit un exemple particulicrement démonstratif. Les quatre
premiers blastomeres sont nommés A, B, C, D. La premicre division sépare un blasto-
mere AB et un blastomere CD. Le cytoplasme du pdle végétatif est entierement annexé
par CD et s’isole en une masse de cytoplasme, le lobe polaire formant une extrusion
rattachée par un pédoncule. C’est le stade tréfle. A la seconde division, le contenu de ce
lobe se retrouve uniquement au niveau du blastomere D, qui est entre autre a la base de
toute la lignée du mésoderme ccelomique. Seul ce blastomere peut différencier une
larve complete s’il est isolé. Le lobe polaire est tres riche en ARN qui doivent porter une
information distincte du reste du cytoplasme. En effet, les programmes de synthese de
protéines sont tres différents au stade 2 blastomeres, entre AB et CD.
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A B C D

Figure 12.2 - Segmentation de I’ceuf d’'un Mollusque : g. llyanassa.

A, B, C : Premiére division; le cytoplasme végétatif se retrouve presque intégrale-
ment dans 'un des deux premiers blastomeéres (CD), a la suite d’'une segmentation
inégale (B, stade tréfle). D : Au stade 8 cellules, il est toujours localisé dans un blas-
tomeére 1D d’ou s’isole plus tard le 4d, blastomére a partir duquel se forme le méso-
derme.

L’ ablation du lobe polaire seul qui ne contient que du cytoplasme et pas de noyau,
entraine la formation d’un embryon dépourvu de tout dérivé mésodermique coelomi-
que. Plus tard, le contenu du lobe se retrouve chez un des descendants de D, le
micromere 4d. Des lors, la présence du restant du macromere n’est plus fondamen-
tale, son ablation n’altére plus la morphogenese, la larve est simplement plus petite.
La distribution des déterminants cytoplasmiques s’établit juste avant le début de la
premiere division. Si, artificiellement, par pression, le contenu du lobe polaire peut
étre réparti entre les deux premiers blastomeres, une séparation ultérieure de ces
deux blastomeres aboutira au développement de deux larves relativement normales.
C’est la seule possibilité de régulation connue chez les ceufs a segmentation spirale.

¢) Lceuf de Ceenorhabditis elegans

Ce petit Nématode se développe suivant un programme extrémement précis. Son
développement en 16 heures donne naissance a des individus males et hermaphrodi-
tes constitués respectivement de 1031 et de 959 cellules somatiques. Un lignage
cellulaire a été parfaitement défini et I’embryon montre des localisations cytoplas-
miques rigoureuses. Un plasme germinal contenant des granules P visibles dans
I’ceuf se localise successivement dans les blastomeres d’ou sortira la lignée
germinale. La stabilité des déterminants cytoplasmiques est assurée par les microfi-
laments d’actine. En effet, si le cytosquelette d’actine est altéré sous 1’action de la
cytochalasine B, les redistributions successives des granules P n’ont pas lieu. L’inhi-
bition de la formation des microtubules n’a, par contre, pas d’effet.

d) Les ceufs d’Insectes

On a vu que le développement de ces ceufs présente des caracteres particuliers. On 'y
connait des localisations cytoplasmiques (déterminant germinal, ARN-m et protéi-
nes régulatrices de polarité). Des la fécondation, les différentes populations succes-
sives de genes régulateurs déterminent avec une grande précision le patron de
développement. Celui-ci se met en place dans une structure syncytiale, multinu-
cléée, mais sans membranes, ce qui pose en d’autres termes les problemes de trans-
mission d’information.
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Dans les exemples choisis, il apparait que les mitoses, des le début de la segmen-
tation de I’ ceuf, vont isoler en des cellules distinctes des constituants cytoplasmi-
ques spécifiques qui contrdleront strictement la différenciation des cellules qui
en dérivent. Ces constituants acheévent de se mettre en place apres 1’éclatement
de la vésicule germinative et la fécondation. Ils sont souvent li€s au cortex de
I’ovocyte et sont maintenus dans des sites précis grace aux microfilaments du
cytosquelette. Pendant le développement, les interactions cellulaires y sont
faibles, la détermination des ébauches est autonome.

12.2.3 (Eufs a régulation

Il existe de nombreux ceufs qui, bien que pourvus de localisations de constituants
cytoplasmiques spécifiques, peuvent subir des ablations importantes de matériel
cytoplasmique et se développer normalement. Leurs blastulas peuvent également
étre fragmentées ou recevoir des blastomeres et former un embryon harmonieux.
Cette plasticité, qui est la capacité de régulation, est mal comprise. On pense que
les plans de segmentation sont organisés par rapport a 1’organisation de 1’ceuf de
telle fagcon que les composants du cytoplasme indispensables au développement se
partagent entre les blastomeres qui gardent ainsi les mémes potentialités. Dans le cas
contraire, les potentialités des blastomeres different. Les ceufs d’Oursins et les ceufs
de Vertébrés sont tous des ceufs a régulation.

12.3 CEUFS A REGULATION
ET DETERMINATION DES TERRITOIRES

Dans des conditions normales, chaque organe se différencie a partir d’un territoire
embryonnaire donné. Cependant, certains ceufs, les ceufs a régulation, peuvent
compenser leurs pertes : un blastomere d’oursin prélevé au stade 4 est capable a lui
seul de former un embryon entier. C’est ce qu’on appelle 1a régulation des déficien-
ces. On montre aussi expérimentalement et on constate dans la nature, que deux
embryons qui fusionnent précocement peuvent se développer en un seul individu
harmonieux : c’est la régulation des excédents.

Les expériences de régulation permettent ainsi de préciser la détermination
progressive des ébauches dans I’embryogenese. En effet, quand une ébauche est
déterminée, si on en fait I’ablation totale elle n’est plus remplacée par régulation ; si
on fusionne deux ébauches elles ne forment plus un ensemble harmonieux. Par
ailleurs, dans ce type d’ceuf, I’embryon se forme a la suite d’une cascade d’inter-
actions entre les ébauches correspondant a une suite d’inductions (voir chap. 15),
qui ne se retrouvent pas dans les autres types d’ceuf.

Les régulations sont étudiées chez les Oursins, les Amphibiens, Oiseaux et Mammi-
feres.

12.3.1 Oursins (fig. 12.3)

Chez ’oursin Paracentrotus lividus, les quatre premiers blastomeres peuvent &tre
séparés et se développer normalement. Si I’ceuf est sectionné horizontalement,
seules les moiti€s animales possédant une partie de la ceinture pigmentaire pour-
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Figure 12.3 - Schémas de régulations des déficiences
dans le développement de ’embryon d’oursin.

A : Les blastomeres de I'hémisphére animal isolés n’évoluent pas. B: Pas de
formation de larve pluteus en 'absence des blastoméres végétatifs Vég2 et des
micromeéres. C : Formation d’une larve pluteus aux bras réduits en I'absence des
blastomeres végétatifs Végl et de micromeres. D, E : En présence de microméres,
I'absence des blastomeéres Vég2 ou Végl plus Vég2 est compensée, il se forme
des larves plutei normales. (d’aprés Horstadius, 1939).

raient se développer jusqu’a la gastrula apres activation. Des le stade 16 cellules, les
moiti€s animales de la morula ne forment que des dérivés de type animal et les
moitiés végétatives ne forment que des dérivés de type végétatif. Les localisations
de déterminants cytoplasmiques n’excluent pas une possibilité de régulation puisque
les seuls micromeres de I’hémisphere végétatif, recombinés aux mésomeres de
I’hémisphere animal permettent le développement d’'un embryon harmonieux,
malgré 1’absence des macromeres Végl etVég2 (Horstadius, 1939).

Les propriétés des micromeres résultent d’une localisation d’informations anté-
rieure a la fécondation. Le déterminant cytoplasmique qui contrdle, dans les condi-
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tions normales, la différenciation des cellules de mésenchyme squelettique s’y
trouve a la concentration maximale. Cette concentration va en diminuant dans les
blastomeres Vég2, puis Végl. La B-caténine est un facteur de transcription qui se
révele essentiel dans la détermination des micromeres (Ettensohn et Sweet, 2000).
Ce facteur s’accumule d’abord dans les noyaux des micromeres et de Vég?2, cellules
qui seront a I’ origine du mésoderme et de I’endoderme, la concentration étant la plus
élevée dans les micromeres. L'emploi de chlorure de lithium provoque 1I’accumula-
tion de B-caténine dans les noyaux d’autres cellules de I’embryon, et leur transfor-
mation en cellules végétatives ; a I’inverse, si I’accumulation nucléaire de B-
caténine est inhibée, il ne se forme ni endoderme, ni mésoderme. La B-caténine est
essentielle pour donner aux micromeres leurs capacités inductrices en activant une
cascade de geénes inducteurs ou répresseurs de transcription comme Pmarl.

D’autres génes de développement s’exprimant suivant des modes de régulation
complexes sont maintenant connus, proches de ceux des Vertébrés comme BMP-4
qui a un effet animalisant, ou Noggin qui stimule des structures végétatives.

Le modele ceuf d’oursin concilie les localisations cytoplasmiques et une plasticité
qui n’assigne pas irrémédiablement un devenir fixe a un type de blastomere des les
premieres mitoses.

12.3.2 Amphibiens

a) Régulation des déficiences (fig. 12.4)

Les expériences portent surtout sur des tritons (Spemann, 1903). Les deux premiers
blastomeres sont séparés par une ligature au moment de la premiere division, suivant
le plan de segmentation (il correspond dans 50 % des cas au futur plan de symétrie
bilatérale de I’embryon). Si le premier clivage se fait suivant le plan de symétrie, la
ligature passe par le centre du croissant gris et les 2 blastomeres donneront
2 embryons complets. Si la segmentation est perpendiculaire au plan de symétrie,
seule la partie dorsale contenant un croissant gris donnera un embryon complet et la
partie ventrale formera une vésicule épidermique contenant des constituants issus du
mésoderme ventral (€léments sanguins et mésenchymateux), des cellules du tube
digestif, mais aucune formation dorsale, qu’elle soit mésodermique ou nerveuse. Si
le 1°" plan de division se trouve dans une position intermédiaire entre ces deux extré-
mes, les deux blastomeres formeront un embryon a condition de contenir au moins
1/4 du croissant gris.

Si on isole les 4 blastomeres au stade 4, les 2 blastomeres dorsaux contenant du
croissant gris évolueront en embryons, les blastomeres ventraux formeront des vési-
cules indifférenciées.

Si au stade 8, on sépare 4 blastomeres végétatifs, dont 2 contenant le croissant gris,
et 4 blastomeres animaux, seuls ceux de I’hémisphere végétatif contenant une portion
de la région du croissant gris seront capables de régulation et évolueront en embryons.

Il existe des limites aux capacités de régulation dans toutes ces expériences, la présence
d’une quantité minimale du matériel dorso-végétatif repéré par le croissant gris étant
nécessaire pour que I’embryon soit organisé et que la régulation ait lieu. C’est dans
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Figure 12.4 - Régulation des déficiences au cours de la segmentation
et au début de la gastrulation du triton.

A : Ligature passant par le centre du croissant gris. B : 1™ division perpendiculaire
au plan de symétrie et séparation des blastoméres. C: Ligatures de jeunes gastru-
las a) passage par le plan de symétrie ; b) vue polaire - ligature hors du plan de
symétrie ne partageant pas le croissant gris. D : La régulation n’est plus possible
chez une neurula. La partie antéro-supérieure différencie les formations céphali-
ques correspondant a ses territoires; de méme la partie postérieure différencie un
tronc et une queue. A-B : limite de la section en deux parties de la neurula, parties
qui se différencient ensuite en culture.

cette région dorso-végétative que sont localisés les ARN-m maternels codant pour les
principaux agents inducteurs des formations dorsales de 1’embryon (voir § 12.5).
Jusqu’a la fin de la gastrulation, le germe est doué d’une certaine totipotentialité dans la
mesure ou des ensembles cellulaires restreints sont susceptibles de constituer un
organisme entier si une partie de la zone organisatrice dorso-végétative repérée par le
croissant gris est contenue dans les éléments isolés. L’embryon se transforme ensuite en
une mosaique de territoires déterminés a 1’intérieur desquels les potentialités de
régulation se restreignent progressivement.

b) Limites dans le temps de la régulation des déficiences

On peut encore ligaturer une jeune gastrula suivant le plan de symétrie bilatérale et
obtenir 2 embryons complets. Si la ligature est perpendiculaire au plan de symétrie
bilatérale, seule la moitié contenant la levre dorsale du blastopore donne un
embryon complet, I’autre ne se différencie pas (fig. 12.4C).

Si I’expérience est tentée chez une gastrula dgée (fente blastoporale) ou chez une
neurula, une régulation des déficiences d’une telle ampleur n’est plus possible
(fig. 12.4D). Holtfreter le montre sur une neurula qui est sectionnée en 2 et dont
chaque moitié est mise en culture. La partie antérieure et dorsale poursuit la neuru-
lation et peut donner un individu incomplet avec essentiellement un cerveau pourvu
de vésicules olfactives, optiques et auditives. La partie postérieure donne une forme
larvaire sans téte, avec un tronc contenant des formations mésodermiques et endo-
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dermiques, une queue et parfois des membres. Chaque moiti€ poursuit sa propre
différenciation mais aucune des 2 portions ne forme un embryon complet ; chacune,
en I’absence de régulation des déficiences, manque de ce que 1’autre possede.

c) Régulation des excédents

Mangold et Seidel (1927) fusionnent deux embryons de triton, au stade 2 blastome-
res, apres les avoir dégangués, formant ainsi une chimere de 4 blastomeres. L orien-
tation pdle animal-pdle végétatif est la méme pour les deux embryons. Il se
développe un embryon unique si les croissants gris des deux embryons fusionnés se
retrouvent en continuité, ce qui dépend de I’ orientation du premier plan de segmen-
tation de chaque embryon. Si cette condition n’est pas respectée, chaque croissant
gris ou portion de croissant gris programmera la formation d’une levre blastoporale,
et ’on aboutira a deux ou trois embryons soudés par le ventre. L’ embryon d’ Amphi-
bien peut donc assimiler le matériel en exces et former un embryon cohérent. C’est
un autre aspect de la propriété décrite précédemment. Ici encore apparait I’impor-
tance du matériel dorso-végétatif de la région du croissant gris pour 1’organisa-
tion de I’embryon. On constate que, pour chaque embryon, la détermination d’une
symétrie dorso-ventrale n’est plus susceptible de régulation.

d) Etude de la détermination des territoires
et de la disparition de la capacité de régulation

La carte des territoires présomptifs, chez les Amphibiens, représente le devenir de
chaque partie de I’ceuf dans les conditions normales. Cependant, comme le montrent
les expériences de régulation, avant la gastrulation, ces territoires ne sont pas tous
déterminés c’est-a-dire qu’ils n’ont pas tous une destinée déja fixée. Les travaux de
Holtfreter (1931-1938) ont permis de connaitre I’état de détermination des ébauches
et de montrer 1’apparition de leurs capacités d’autodifférenciation. Des fragments
d’ectoderme, endoderme et mésoderme sont explantés et cultivés dans une solution
physiologique salée ; leur état de différenciation apres quelques jours indiquera leur
état de détermination et leurs capacités de régulation au moment de I’explantation.
Ces expériences ont été reprises par Nieuwkoop (1969) sur le xénope.

e La calotte animale qui correspond a I’ectoderme au stade de la blastula agée,
donne des cellules épidermiques.

e Le territoire du mésoderme prélevé dans la zone marginale au début de la gastru-
lation manifeste de grandes potentialités morphogénétiques : la zone dorsale
donne corde, somites et lames latérales, elle donne aussi de 1’épiderme mais pas
d’endoderme. Les explants provenant de diverses parties du mésoderme montrent
qu’il y a décroissance progressive de la capacité d’autodifférenciation des structu-
res dorsales vers la face ventrale. Il y a une régionalisation a I’intérieur du
mésoderme. Une partie du mésoderme qui se trouve au plancher du blastocele
(mésoderme ventral) forme des ébauches de gonades, appareil excréteur, cceur et
sang. Le mésoderme est donc déterminé et, en outre, largement capable de
régulation des le début de la gastrulation ; cette détermination s’est produite
chez la blastula (voir § 12.5 et fig. 12.7).
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e Les explants d’endoderme donnent en culture les mémes formations que dans
I’embryon normal, c’est-a-dire des tissus du tube digestif et de ses annexes. Cette
région est donc déterminée d’une facon rigoureuse, et s’autodifférencie suivant
cette détermination, mais est incapable de régulation a la fin de la segmentation.

On peut rapprocher ces résultats des expériences d’isolement de blastomeres ou
de moitiés de gastrula. En effet, ces expériences montrent aussi que les blastomeres
ou fragments d’embryons qui sont capables de régulation et de différenciation sont
ceux qui contiennent de 1’endoderme et une quantité suffisante de mésoderme
dorsal ; par contre, les blastomeres de I’hémisphere animal ne contenant que de
I’ectoderme sont incapables de régulation et de différenciation.

Pendant la gastrulation, la détermination de I’ectoderme et la disparition du
pouvoir de régulation dans le mésoderme feront progressivement de 1’embryon une
mosaique de territoires déterminés capables de s’autodifférencier.

12.3.3 Oiseaux

Leurs embryons possédent une large faculté de régulation. A la ponte, I’embryon est
un blastoderme. Son plan de symétrie bilatérale est fixé. Son axe céphalo-caudal est
perpendiculaire au grand axe de la coquille. Il n’y a cependant pas encore de terri-
toire déterminé (Wolff et Lutz, 1947), et un embryon peut étre obtenu a partir de
n’importe quelle partie du germe apres que le blastodisque a été fissuré avec une
aiguille de verre. L’ axe céphalo-caudal est déterminé tres tot, lorsque le centre orga-
nisateur constitué par la zone marginale postérieure est en place et que 1’hypo-
blaste a immigré sous le blastodisque (voir § 9.3.1). Chez I’embryon de poulet, ce
stade du développement n’est pas encore atteint au moment de la ponte en période
hivernale, car le développement est ralenti. On obtient alors, apres fissuration, des
embryons provenant de la partie antérieure du disque ou I’hypoblaste n’est pas
encore installé, et qui peuvent étre orientés dans un sens quelconque.

La zone marginale postérieure stabilise la polarité céphalo-caudale de 1I’embryon
(Khaner, 1995) ; elle induit la migration des cellules de I’hypoblaste et inhibe la
formation de toute autre zone de migration cellulaire autour du disque embryonnaire ;
I’hypoblaste n’a pour role que de guider les mouvements de la ligne primitive.

12.3.4 Mammiferes

La premiere détermination dans 1’ceuf de Mammifere survient pendant la segmenta-
tion avec la différenciation du trophectoderme qui accapare les 2/3 des cellules du
blastocyste. Le bouton embryonnaire isolé est incapable de s’implanter, et la vési-
cule trophectodermique seule ne se développe pas. Cependant, dans le blastocyste,
de larges possibilités de régulation subsistent. En effet, les cellules de la masse
cellulaire interne (voir § 10.2.1), a I’origine de I’épiblaste et de I’ hypoblaste, conser-
vent durant les premiers jours du développement une grande plasticité leur conférant
des possibilités de modifications de destinée en fonction de leur environnement.
Leur spécification ne s’établira que progressivement au cours de la formation du
blastocyste. Ces cellules, en raison de leur capacité a s’engager in vitro dans de
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multiples voies de différenciation selon les conditions de culture, attestent de leur
pluripotentialité. Elles constituent les cellules souches embryonnaires ou cellules
ES (pour « Embryonic Stem cells ») (voir § 16.5). Aucun déterminant cytoplasmi-
que n’a encore été mis en €vidence. On a cependant montré que la protéine STAT3
(pour « Signal Transducer and Activator of Transcription ») ainsi que la leptine sont
localisées dans le cortex des ovocytes de la souris et de la femme et fonctionnent
potentiellement pour déterminer 1’asymétrie au début de la segmentation (Antczak
et Van Blerkom, 1997). Par ailleurs, on a mis en évidence une distribution différen-
tielle de I’expression du gene codant pour le facteur de transcription Oct-4 au cours
des phases précoces de la formation du blastocyste (voir § 16.5).

a) Régulation expérimentale des déficiences

Depuis longtemps, des auteurs ont obtenu soit chez le lapin (Seidel, 1960) soit chez la
souris (Tarkowski, 1959; Mulnard, 1965), des développements d’embryons complets a
partir d’un blastomere isol€ au stade 2. Williadson (1981) a dissocié des embryons de
brebis en blastomeres isolés au stade 4 et au stade 8 cellules. Les 4 premiers blastome-
res réimplantés chez 4 meres porteuses différentes ont donné naissance a 4 agneaux a
terme. Des embryons se développent aussi a partir de blastomeres issus d’un stade 8
cellules, mais avortent plus ou moins vite, apres avoir cependant montré des capacités
de régulation totale. Ces procédés de dissociation d’embryons et de réimplantation de
blastomeres sont employés en médecine vétérinaire.

b) Régulation naturelle des déficiences

Elle est fréquente dans la nature. C’est le cas de la polyembryonie chez certaines
especes (chez les tatous du genre Dasypus se développent, suivant les especes, entre 4
et 7 individus a partir d’un ceuf), ou de la gémellité. Les jumeaux vrais ou univitel-
lins proviennent du développement d’un seul ceuf. Le dédoublement peut s’effectuer
des la premiere mitose, chaque embryon possédant ses annexes ; il peut aussi étre
tardif au stade blastocyste; les jumeaux sont alors en miroir, ce qui prouve que le
dédoublement s’est produit apres fixation du plan de symétrie. Ils ne possédent parfois
qu’un seul amnios, ce qui prouve que le dédoublement s’est produit apres formation
de cette cavité. La faculté de régulation parait étendue dans I’espeéce humaine et se
prolonge jusqu’a la gastrulation. Lorsque la séparation est incompléte, il se forme des
monstres doubles soudé€s par une partie du corps (fréres et sceurs siamois).

c) Régulation des excédents (fig. 12.5)

Expérimentalement, Tarkowski (1961) et Mintz (1961) I’ont mise en évidence les
premiers en fusionnant apres élimination des zones pellucides, deux embryons de
souris fécondés, prélevés avant leur implantation et cultivés in vitro ; les embryons
sont aux stades 8 et méme 16 et 32 blastomeres. Les blastomeres reconstituent un
seul embryon qui est réimplanté a 1’état de blastocyste dans un utérus de souris en
pseudo-gestation. Ils obtiennent des souriceaux chimeres parfaitement viables, et
féconds lorsqu’ils ne sont pas intersexués. La réussite de la fusion est montrée par
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I’emploi d’ceufs porteurs de caracteres génétiques spécifiques, comme la couleur du
pelage : a partir de souris noires et blanches, on obtient des chimeres portant des
taches ou des bandes noires et blanches. La fusion de trois blastocystes porteurs
chacun d’un marqueur génétique lié au pelage a méme été obtenue avec succes,
formant une souris « hexaparentale » (Market et Petters, 1978). Cette capacité
étendue de régulation a permis de mettre au point des techniques expérimentales.

La technique de régulation des excédents chez les Mammiferes a évolué en une
technique dans laquelle on inseére une ou plusieurs cellule(s) munie(s) d’un marqueur
génétique dans un blastocyste. On peut alors étudier la lignée cellulaire qui s’est
différenciée a partir d’une cellule, ou I’origine des tissus différenci€s dans une chimere
dans laquelle on a pu, a volonté, faire varier les proportions entre le nombre de cellules
issues de la prolifération des blastocystes et des cellules injectées. Celles-ci peuvent
étre des cellules transformées, des cellules germinales, des cellules d’un sexe génétique
différent de celui du receveur, etc. (voir § 17.3.3b).

Si des cellules issues d’une cellule transgénique insérée dans un blastocyste se
retrouvent dans les cellules souches de la lignée germinale, on obtient des gametes
porteurs du gene muté et 1’individu issu du blastocyste sera alors capable de trans-
mettre le génome transgénique par croisement.

Dans les conditions naturelles, et méme dans 1’espeéce humaine, on pense que
deux ceufs fécondés chacun par un spermatozoide peuvent s’accoler au stade blas-
tula et donner un individu chimere. Certains cas pathologiques s’expliqueraient tels
la coexistence de groupes sanguins différents d’un syst¢tme donné chez le méme
individu ou des cas de mosaique sexuelle résultant de la fusion d’embryons XX et
XY accompagnés d’anomalies diverses.

Ces fusions sont tolérées car, chez I’embryon, il n’y a pas encore de réaction immu-
nologique, donc pas de rejet des tissus de 1’autre embryon. Elles démontrent de toute
fagon que I’aptitude a la régulation est tres étendue chez les Mammiferes.

\ @ -0 -B2-8-3

vitro Pronase 37°C

Figure 12.5 - Régulation des excédents chez la souris.

Des morula provenant de souris de races différentes sont dégagées des zones
pellucides et dissociées in vitro par de la pronase ; les cellules réagrégées
forment un blastocyste qui est implanté dans l'utérus d’une souris qu’on a au
préalable accouplée a un male stérile pour la rendre apte a la gestation. Les
souriceaux sont normaux et présentent une mosaique des caractéres de leurs
4 parents (d’aprés Mintz, 1967).

Blastocystes

2 80

D

Femelle
incubatrice




© Dunod - La photocopie non autorisée est un délit.

12 - Analyse de la segmentation

En résumé

La faculté de régulation des excédents ou des déficiences peut €tre observée chez
un certain nombre d’organismes. Elle s’exprimera en respectant les polarités
mises en place précocement. L’axe animal-végétatif chez les Amphibiens, ou
antéro-postérieur chez les Insectes, est toujours fixé avant la fécondation. La
polarité dorso-ventrale est fixée tres précocement ; elle commence a étre déter-
minée pendant I’ovogenese chez les Insectes, a la fécondation chez les Ascidies
et les Amphibiens. Certains embryons perdent tres tot la capacité de régulation ;
c’est le cas des ceufs « en mosaique » comme 1’ceuf d’ascidie ou les ceufs a
segmentation spirale qui la perdent des la fécondation. D’autres la conservent
jusqu’a la gastrulation, c’est le cas des ceufs a régulation des Vertébrés. On pense
qu’une localisation précoce et précise d’éléments cytoplasmiques responsables
de la détermination d’ébauches serait un mécanisme adaptatif trés ancien. Il
permettrait aux ceufs qui se développent avec peu de réserves dans le milieu
extérieur de devenir rapidement une larve complexe capable de se nourrir elle-
méme. De telles contraintes évolutives se seraient manifestées de facon moins
impérative pour les especes a développement protégé.

Quand le territoire d’une ébauche n’est plus capable de régulation, I’ébauche
est déterminée. La détermination n’est pas simultanée pour toutes les €ébauches
d’organes ou tous les feuillets : chez les Amphibiens, I’endoderme est déterminé,
alors que le mésoderme est encore capable de régulation. On verra en outre qu’a
I’intérieur d’une €bauche d’organe déterminée globalement, le jeu des régula-
tions et déterminations se renouvelle a une autre échelle, entre les différentes
parties de 1’organe qui ne sont pas encore déterminées (voir chap. 15).

12.4 PREMIERES SYNTHESES DE PROTEINES
APRES LA FECONDATION

Des le début du développement embryonnaire, les syntheses de protéines sont acti-
ves. Ces syntheses résultent de la traduction d’informations maternelles.

Dans un premier temps, ce sont les ARN-m accumulés pendant I’ovogenese qui
sont traduits. Une transcription immédiate du génome embryonnaire n’est pas néces-
saire pour assurer le début de la segmentation. Les Mammiferes font exception : leur
rythme de segmentation au début du développement est tres lent et par ailleurs les
possibilités pour I’embryon de trouver des éléments nutritifs hors de I’ ceuf sont immé-
diates. Il en résulte que le role des ARN-m maternels est treés réduit dans ce taxon.

La nature des protéines synthétisées évolue pendant la segmentation car il existe

des régulations post-transcriptionnelles préalables a la traduction des ARN-m
maternels.

Dans un second temps, au plus tard a la fin de la segmentation, apparaissent des
protéines nouvelles qui résultent de la traduction des ARN-m propres a I’embryon.
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Cette transcription débute des les premieres divisions de I’ceuf chez les Mammiferes.
Chez les autres groupes zoologiques étudi€s, elle commence plus ou moins tard au
cours de la segmentation.

12.4.1 Accroissement du taux de synthéses des protéines
au début du développement

L’événement qui stimule les syntheses des protéines qui avaient cessé dans 1’ceuf
mdr n’est pas le méme dans toutes les especes.

La proportion de ribosomes qui se trouvent inclus dans les polyribosomes constitue
un bon indice de 1’évolution de ces syntheses. En effet, a chaque ribosome présent sur
un polyribosome correspond une chaine peptidique en cours d’élongation.

— Chez les Oursins et certains Mollusques, c’est la fécondation qui réactive les
syntheses de protéines. Dans 1’ceuf vierge, on trouve moins de 1 % de ribosomes dans les
polyribosomes. Cette proportion augmente et devient 100 fois plus élevée quelques
heures apres la fécondation, dans une morula de 4 a 8 cellules.

— Chez les Amphibiens, la formation de polyribosomes a déja commencé a croitre au
cours de la maturation, passant de 2 % dans I’ovocyte mir a 4 % apres la maturation.
Apres la fécondation, 6 % des ribosomes appartiennent a des polyribosomes ; suit une
augmentation jusqu’a 15 % a la mi-blastula. Ce taux se stabilise jusqu’a la gastrula. 1l
apparait ainsi que la proportion de ribosomes maternels encore disponibles pour la
traduction ultérieure d’autres ARN-m reste importante et n’est totalement utilisée qu’au
stade du bourgeon caudal.

— Chez les Mammiferes, il n’y a pas d’augmentation réelle du taux des synthéses de
protéines a la fécondation. Les syntheses ont été stimulées a la maturation, elles restent
peu importantes pendant les premieres divisions. Le niveau de syntheses qui s’établit dans
le blastocyste n’augmente pas sensiblement jusqu’a la gastrulation.

12.4.2 Premiéres synthéses de protéines,
traduction des ARN-m maternels :
cas des Oursins et des Amphibiens

L’emploi de sondes d’ADN (voir encart 12.1) permet d’analyser qualitativement les
populations d’ ARN.

I existe dans I’ceuf des Oursins et des Amphibiens une population d’ARN-m
poly(A) de grande taille. Une part parfois importante de cette population moléculaire
(jusqu’a 70 % dans certaines especes) ne forme pas de polyribosomes et on ignore s’ils
sont traduits plus tard. Ils ont de toute facon disparu chez le tétard. Le restant des ARN-
m poly(A) maternels correspond a un véritable message. Les hypothéses concernant
leur mode d’activation ont été envisagées avec la fécondation (voir § 4.5.2e).

a) Oursins

Il existe une autonomie des syntheses protéiques par rapport aux syntheéses d’ARN
nouveaux jusqu’au début de la gastrulation. Ce n’est pas avant ce stade du développe-
ment (c’est-a-dire le début des mouvements morphogénétiques équivalant au début de
la gastrulation chez les Amphibiens) que des protéines d’origine paternelle sont mises
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\@CART 12.1 Etablissement de sondes d’ADN

A partir d’une population d’ARN-m poly(A) maternels purifiés provenant de
'ovocyte de xénope, plusieurs laboratoires ont constitué des « librairies ».
Celles-ci correspondent a un ensemble de sondes d’ADNc qui, apres leur
marquage par un fluorochrome, peuvent ensuite reconnaitre par hybridation les
ARN-m dont ils sont la copie, dans les populations d’ARN extraits a divers stades
de développement. Les hybrides ADN-ARN sont isolés et un dosage par des
méthodes immunochimiques permet d’évaluer la quantité de molécules d’ARN-m
hybridées. Il faut préciser que cette technique expérimentale ne permet que
d’obtenir des sondes au hasard ; celles-ci correspondent a des ARN dont le
message n’est pas forcément connu. Cemploi de ces sondes permet cependant
de faire des comparaisons quantitatives et qualitatives trés fines entre stades
différents, puisqu’elles permettent a chaque stade de repérer la présence éven-
tuelle des mémes ARN en évaluant leur quantité ou de constater leur absence.

en évidence par immunochimie. Si, d’autre part, les embryons sont issus de parents
appartenant a des genres différents (Sphaerechinus x Paracentrotus), le développement
est impossible, mais la mortalité ne commence a se manifester que vers ce stade ; la
segmentation est par contre normale. Ni I’énucléation de I’ ceuf activé parthénogénéti-
quement ni I’emploi d’actinomycine D! n’empéchent une certaine activité de segmen-
tation (Harvey 1963; Gross et Cousineau 1963).

La plupart des protéines traduites au début de la segmentation I’étaient aussi dans
Pceuf vierge. C’est plus la quantité de protéines synthétisées qui change que leur nature.
Les histones emmagasinées dans 1’ceuf ne sont incorporées que dans les noyaux des
premieres divisions. De nouvelles molécules d’histones sont synthétisées a partir du stade
16 cellules, traduisant des ARN-m maternels auparavant séquestrés dans le noyau de I’ ceuf.
Le programme de traduction des ARN-m est régulé dans le temps. C’est ainsi que
I’enzyme d’éclosion qui digere la membrane de fécondation et permet la libération de la
blastula ciliée, n’est synthétisée que depuis la mi-blastula, alors qu’il est démontré, par
étude des hybrides interspécifiques, que cette protéine est d’origine purement maternelle.

b) Amphibiens
Iy a, dans ’ovocyte de xénope, 21 ng d’ ARN-m traductibles qui sont stables. A la
mi-blastula, ils ont progressivement été tous incorporés dans les polyribosomes.
Les ARN-m codant pour les histones sont traduits dés la maturation. Le rythme de
traduction a doubl€ a la blastula (5 500 pg/h). Ces histones, suffisantes dans le début
de la segmentation, seront complétées a la blastula par les molécules stockées
pendant 1’ovogenese pour faire face aux besoins qui s’accroissent avec le nombre
des noyaux en division.
Les ARN-m de I’ovocyte suffisent au développement jusqu’a la fin de la segmen-
tation. Les premieres tentatives pour supprimer toute transcription d’ARN nouveaux

1. L’actinomycine D se fixe au niveau des bases guanine de I’ADN et empéche la poursuite de la
transcription.
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ont consisté a énucléer des ceufs de Rana pipiens (Briggs et King, 1955). L’ceuf
anucléé se segmente et forme une « blastula » partielle. La synthese des membranes
plasmiques avec ses composants glycoprotéiques et lipoprotéiques, la formation de
fuseaux mitotiques et d’asters avec les protéines du cytosquelette dépendent donc
d’informations présentes dans le cytoplasme avant I’énucléation. Il n’y a pas de
différences qualitatives dans la syntheése des protéines entre les ceufs normaux ou
anucléés, jusqu’a la mi-blastula. Les syntheses d’histones sont notamment activées.

L’emploi d’inhibiteurs de syntheses d’ARN, comme I’actinomycine D ou I’ a-
amanitine! confirme ces résultats. Ils sont moins traumatisants qu’une énucléation et
n’empéchent pas une segmentation normale jusqu’a la gastrula exclue, chez le pleu-
rodele et le xénope. La segmentation est donc possible jusqu’a la blastula dgée en
I’absence de toute synthese nouvelle d’ARN.

Parmi les ARN-m de I’ovocyte se trouvent les messagers des facteurs de crois-
sance, FGF et TGF-J, et ceux des protéines régulatrices de transcriptions qui inter-
viennent des la mi-blastula dans I’induction du mésoderme (voir § 12.5.8 et 12.7).
Ils sont traduits des la fécondation. Des ARN-m transcrits par le génome embryon-
naire les remplaceront progressivement a partir de la transition blastuléenne.

Il en résulte que les caracteres maternels sont les seuls qu’on puisse déceler au
cours de la segmentation. Les premieres protéines codées par les genes d’origine
paternelle ne commencent a apparaitre qu’a partir de la blastula agée ; leur détec-
tion, tres faible, s’intensifie aux stades suivants.

12.4.3 Traduction des ARN-m maternels pendant
la segmentation chez les embryons de Mammifeéres

Les Mammiferes different des exemples précédents par la lenteur des phases initia-
les du développement et la faible quantité d’ARN maternels traduits. Il existe des
différences notables d’une espece a I’autre.

a) Les ARN-m maternels ont la méme stabilité en durée absolue
que chez les Oursins et les Amphibiens (environ 2 jours)

La différence fondamentale observée entre le développement précoce des Mammi-
feres d’une part et celui des Amphibiens et Oursins d’autre part, est que 24 heures
apres la fécondation, on n’est qu’au début de la segmentation chez les premiers
tandis que la segmentation ou la gastrulation est achevée chez les seconds.

Les ARN-m poly(A) forment environ 8 % des ARN totaux chez 1’embryon de souris
a la fécondation. Leur traduction parait lente, si on la compare a celle des Oursins dont
I’ovocyte est de méme taille. Une partie des ARN-m serait sous-employée ; la densité
en ribosomes par polyribosome qui indique le rythme de traduction en protéines, serait
quatre fois plus faible que dans un polyribosome pleinement actif, alors que la quantité
de ribosomes n’est pas limitative et qu’une partie reste inemployée.

1. ’a-amanitine est un inhibiteur de I’ARN polymérase et empéche 1’élongation des chaines
d’ARN-m.
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Les ARN maternels sont, d’autre part, fortement dégradés des la fécondation et
durant la segmentation : 40 % des ARN poly(A) et des ribosomes disparaissent
(Bachvarova et de Léon, 1980). Le milieu cytoplasmique de I’ceuf fécondé semble
d’ailleurs favorable aux dégradations, puisque des ARN-m exogenes qu’on injecte
sont dégradés 100 fois plus vite dans des ceufs de souris que dans les ovocytes en
croissance (Ebert et coll., 1983).

Cette dégradation des ARN maternels est accompagnée d’une reprise rapide des
synthéses d’ARN par I’embryon; le milieu cytoplasmique de 1’ceuf devient favora-
ble a la transcription juste avant la premiere division. Chez la souris, il n’y a pas, en
réalité, de période quiescente apres la fécondation, bien que le taux des ARN
nouveaux reste relativement faible (1,5 % de I’ARN maternel total). Chez d’autres
especes, la reprise des transcriptions est plus tardive, au stade 4 a 8 cellules chez
I’homme, 8 a 16 chez la vache ou le mouton.

b) La synthése de protéines au début de la segmentation
est dépendante des ARN-m maternels

La syntheése d’ ARN zygotiques n’est pas nécessaire au début de la segmentation. En
effet, I’emploi d’ a-amanitine bloque la transcription a 95,5 %, mais n’empéche pas
le début de la segmentation ni chez la souris (Golbus, 1973) ni chez le lapin (Manes,
1973). Cette indépendance est illustrée chez la souris : ce n’est qu’au 5 jour, blasto-
cyste tardif, que des formes paternelles d’une enzyme, la glucose 6-P-isomérase,
peuvent étre mises en évidence. L’interprétation correcte de telles données est
compliquée par le fait que les génes ne sont pas activés au méme moment, suivant
qu’ils sont d’origine paternelle ou maternelle.

La majorité des polypeptides présents dans 1’ovocyte miir continue a étre synthé-
tisée dans I’ceuf fécondé. Cependant, a chaque stade du développement, des chan-
gements dans le programme des syntheses de protéines ont été identifiés. Ces
modifications sont post-transcriptionnelles et résultent en grande partie de modifica-
tions dans le patron de glycosylation ou de phosphorylation des protéines.

12.4.4 Régulation de la traduction des ARN-m maternels
pendant la segmentation chez les Amphibiens

On pense que 10 % des ARN-m poly(A) transcrits sont la traduction d’ADN mito-
chondrial. C’est uniquement 1’évolution des ARN-m nucléaires que nous suivons ici.

La plupart de ces ARN-m maternels étudiés reste stable jusqu’au début de la
gastrulation. Plus de 80 % sont inclus dans des polyribosomes 2 a 3 heures apres la
fécondation, vers le stade 16 cellules. La traduction des ARN-m restants est plus
tardive. On note aussi que certains transcrits typiquement maternels disparaissent tot
apres la fécondation (Dworkin et coll., 1980, 1985).

I y a eu, a la fin de I’ovogenese, une sélection des ARN-m qui doivent étre
traduits au début du développement et une mise en réserve d’autres ARN.

On sait en effet que ce n’est pas le méme ensemble qui est traduit constamment
pendant le début du développement. Un des mécanismes pouvant rendre compte des
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changements dans la composition de cet ensemble est la dégradation sélective des
ARN-m maternels dont la longévité serait en relation avec la vitesse de raccourcis-

sement du polynucléotide poly(A) li€ en 3* a la molécule d”ARN-m. (Voir descrip-
tion du mécanisme § 4.5.2¢.)

En résumeé

La traduction d’ARN-m maternels au début du développement s’observe
dans tous les groupes zoologiques étudiés.

Au début de la segmentation, tous les ceufs traduisent des ARN-m maternels.
Par exemple, ceux qui codent pour les histones ou les protéines du cytosquelette
se retrouvent dans tous les groupes étudi€s.

Ces ARN-m sont pour leur plus grande part intégrés dans des polyribosomes
qui incluent une fraction significative de ribosomes. L’activation du systeme
peut se situer a la maturation ou a la fécondation.

La traduction des transcrits est régulée au niveau du cytoplasme avec I’appari-
tion séquentielle de protéines spécifiques au cours de la segmentation. Une
excellente illustration est fournie par 1’observation de 1’évolution des syntheses
de protéines dans le lobe polaire isolé du Mollusque /lyanassa (§ 12.2.2b). On y
montre que les changements dans le patron des syntheses sont treés semblables a
ceux qu’on trouve dans I’embryon entier au cours du premier jour de développe-
ment, c’est-a-dire jusqu’au stade de jeune gastrula. Le mécanisme minuté qui
aboutit a une mobilisation retardée d’ARN-m préexistants, intervient de la
méme fagon dans les lobes isolés ou dans I’ ceuf entier.

12.5 INDUCTION DU MESODERME PAR L’ENDODERME
CHEZ LES AMPHIBIENS

On a pu déterminer dans I’ceuf d’ Amphibien une aire animale et une aire végétative
qui différent par des caractéristiques membranaires et par la composition de leur
cytoplasme. Une quantité croissante d’ARN-m a ét€ localisée avec précision,
comme les ARN codant pour les facteurs de croissance inducteurs, TGF-f, FGF, etc.
La segmentation cloisonne le cytoplasme hétérogene, et les blastomeres qualitative-
ment différents peuvent alors montrer une spécialisation dans leur destinée qui sera
plus ou moins précoce et plus ou moins stricte. On a montré, sur les ceufs de
plusieurs especes d’ Amphibiens (xénope, grenouille, axolotl), que ces blastomeres
agissent trés tot les uns sur les autres dans une série de processus d’induction. Il
s’agit de I’émission par certains d’entre eux de substances (des inducteurs) qui, au
contact de récepteurs convenables de blastomeres cibles (les cellules compétentes)
orientent le devenir de ces derniers (voir chap. 15). Ces inductions aboutissent a la
détermination d’une zone marginale a destinée mésodermique entre I’aire animale
et Iaire végétative de I’ceuf. Dans un premier temps, seuls les produits de I’activité
du génome maternel sont en jeu, puisque les transcriptions d’ARN-m nouveaux ne
commencent qu’a la mi-blastula.
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12.5.1 Une aire mésodermique est progressivement
déterminée dans la zone marginale

Le blastocele se forme deés les premieres divisions, ce qui a pour effet de séparer les
deux moitiés animale et végétative, sauf dans la zone marginale ou elles restent en
contact direct. C’est donc au sein de cette zone qu’ont lieu les inductions qui abou-
tissent a la détermination du mésoderme. Les cellules dorso-végétatives induisent du
mésoderme dorsal, les cellules ventro-végétatives, du mésoderme ventral.

Le mésoderme axial, c’est-a-dire le territoire de la corde et du mésoderme cépha-
lique, est déterminé au stade de la blastula précoce (Nakamura et coll., 1970-1978).
En effet, les auteurs explantent en culture in vitro des cellules de blastula provenant
de la zone présomptive de la levre dorsale du blastopore d’embryons de xénope : si
I’explant est prélevé a partir d’embryons de 32 a 128 cellules, on obtient seule-
ment en culture prolongée des structures ciliées atypiques ; si I’explant est prélevé
a partir d’embryons de 256 cellules et plus, un mésoderme de type axial abondant
se différencie.

12.5.2 La détermination du mésoderme dorsal
dans la jeune blastula résulte d’inductions
provenant de ’endoderme dorso-végétatif
(Gimlich et Gerhart, 1984) (fig. 12.6)

On peut bloquer la formation des structures axiales mésodermiques en irradiant le
pole végétatif de I’ceuf aux rayons ultra-violets, avant la premiere division de
segmentation. Le cytosquelette est alors altéré, la rotation de symétrisation est
empéchée. La segmentation a lieu mais la gastrula est atypique.

Dans ces conditions on remplace, au stade 32 cellules de I’embryon irradié, 2 ou
3 des 8 blastomeres végétatifs par des cellules de donneur non irradié de méme
stade. Les cellules sont repérées d’apres un plan de symétrie passant par PA-PV et le
point de pénétration du spermatozoide, le secteur dorsal étant a 1’opposé de ce
dernier (voir § 8.1.4).

Quand les cellules greffées proviennent de la région dorso-végétative de
I’embryon sain, le taux de déficience chez I’embryon greffé est réduit : dans 85 %
des cas, des structures axiale et para-axiales mésodermiques (corde, somites) se
différencient (contre 20 % seulement chez les animaux non greffés). La gastrulation
et la formation du blastopore sont normales. Par contre, quand le greffon provient
des régions ventro-végétatives ou ventro-latérales d’un embryon sain, le taux des
déficiences chez les animaux opérés reste aussi €levé que chez les non greffés.

Cette « guérison » n’est pas due a des migrations de cellules provenant des gref-
fons sains. Ceux-ci agissent au niveau de la zone marginale en restant eux-mémes
dans I’aire endodermique. La démonstration est faite en injectant dans les blastome-
res végétatifs greffés, des marqueurs fluorescents qui ne diffusent pas. Ils ne se
retrouvent que dans les descendants de la cellule injectée. On laisse I’embryon se
développer jusqu’au stade neurula. A ce stade, le repérage en microscopie a fluores-
cence des lignées cellulaires descendantes des blastomeres marqués montre qu’elles
sont toutes dans I’endoderme du tube digestif.
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A
Donneur Receveur Donneur Receveur
sain irradie sain sain

Figure 12.6 - Réle du cytoplasme dorso-végétatif de I'ceuf
dans la détermination du mésoderme dorsal chez la blastula d’Amphibien.

A : Aprés irradiation du pole végétatif, 'ceuf se segmente, mais il n’y a plus de
polarité dorsale et la gastrula est atypique (Ga). Le remplacement d’un blastomeére
végétatif de I'ceuf irradié par un blastomere dorsal sain (au stade de 64 cellules)
restaure le développement normal. La polarité de 'embryon ainsi opéré sera fonc-
tion de la position du blastomere greffé. B : Si 'expérience est pratiquée sans irra-
diation, en remplacant un blastomére ventral par un blastomere dorsal, il se
formera un second centre organisateur et il se développera un embryon double
(d’apres Gimlich et Gehrart, 1984).

12.5.3 L’induction du mésoderme se déroule
de facon progressive pendant la segmentation
(Nieuwkoop et coll., 1965 a 1973) (fig. 12.7)

A la mi-blastula, il existe donc une bande subéquatoriale, la zone marginale déja
déterminée qui chevauche les territoires endodermique et mésodermique. Si elle est
isolée et cultivée in vitro, sa différenciation coincide plus ou moins avec sa destina-
tion présomptive : elle forme du mésoderme axial entouré par de I’endoderme avec
parfois de 1’épiderme et du tissu nerveux.

Si, apres avoir enlevé cette bande chirurgicalement, les calottes animale et végé-
tative sont ressoudées et cultivées ensemble, une nouvelle aire mésodermique se
reconstitue au contact des deux calottes et la gastrulation aura lieu avec apparition
de mésoderme axial et para-axial (corde, somites) et latéral (fig. 12.7B).

Il s’agit encore, dans cette expérience, de la poursuite d’une action inductrice
exercée par la calotte végétative (endoderme) sur la périphérie de la calotte
animale et non d’une migration cellulaire. On le montre en recombinant de fagcon
croisée les territoires de deux embryons dont 1’un a incorporé de la thymidine *H
et autre non (embryon « froid »). Les bandes équatoriales sont supprimées
comme précédemment (fig. 12.7C).
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Dans une premiére recombinaison hémisphére végétatif *H + hémisphére animal
« froid », les embryons ont un endoderme qui est radioactif, mais I’ectoderme et le
mésoderme ne le sont pas.

Aire :
éliminée 4

1
C 2 2 ;"Ma Mé§o<§erm§
™ neororme
D \_/

L )

Ambystoma

mexicanum
a ——lf\
2 2= 2 Mégodermg
3 n 3 \' néoformé

Triturus alpestris

D

42 % inductions 77 % inductions
ventrales dorsales
42 % latérales 0 % latérales

Figure 12.7 - Etude de la détermination
de I'aire mésodermique chez des Amphibiens.

A : Schéma des aires délimitées par Nieuwkoop sur une blastula. B : Elimination
de l'aire n° 3. La recombinaison 1+2+4 donne un embryon complet. C : Origine
du mésoderme néoformé aprés ablation de la zone 3. A. mexicanum est marqué
a la thymidine 3H. Dans les recombinaisons avec T. alpestris, non marqué, le
mésoderme est marqué si la cape 1 + 2 était marquée. Dans la combinaison
contraire, il n’est pas marqué. D : Différenciations observées dans une calotte
animale de blastula de xénope au stade 32 cellules cultivée soit isolément, soit
en association avec un blastomeére végétatif dorsal (D1) ou ventral (D4). PA : Pole
animal, PV : Pole végétatif (d’aprés Dale et Slack, 1987, simplifié).
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Dans la deuxieme recombinaison hémisphere végétatif « froid » + hémisphere
animal *H, les embryons qui se forment ont un mésoderme et un ectoderme qui sont
radioactifs, 1’endoderme ne 1’est pas.

Ces marquages montrent que les formations mésodermiques ne proviennent
pas de I’endoderme. Elles ont donc été déterminées dans la calotte de I’hémisphere
animal.

A ce stade, 1’endoderme au contact duquel sont induites les formations mésoder-
miques est polarisé dorso-ventralement. La démonstration résulte d’une série de
recombinaisons : les blastomeres végétatifs de jeune blastula de xénope au stade
32 cellules, appartenant au territoire endodermique, sont isolés de facon a obtenir les
blastomeres dorsaux, ventraux et latéraux (Dale et Slack, 1987) ; un (ou plusieurs)
d’entre eux est (sont) recombiné(s) avec I’ensemble des 8 blastomeres du pdle
animal, a destinée ectodermique (fig. 12.7D). 11 se différencie, dans cette coiffe, du
mésoderme dont les caractéristiques régionales correspondent a celles des blastome-
res végétatifs auxquels elle est associée : c’est au contact de I’endoderme dorsal
qu’apparaissent les formations typiques du mésoderme axial et para-axial (corde et
somites) ; au contact de blastomeres ventraux se différencient des structures ventro-
latérales. Les blastomeres dorso-végétatifs sont donc les inducteurs de mésoderme
axial ; la région ventrale de I’endoderme se comporte aussi comme un inducteur de
mésoderme ventral, les formations intermédiaires sont le résultat d’une action
combinée de ces deux inductions.

12.5.4 Formation du centre de Nieuwkoop

Elle est en relation avec la rotation de symétrisation. Cette rotation redistribue des
facteurs de transcription dans 1’aire végétative suivant une polarité dorso-ventrale.

L’entrée du spermatozoide dans I’ceuf provoque la rotation de symétrisation,
avec un déplacement du cytoplasme cortical d’environ 30° par rapport au cyto-
plasme interne, de telle facon que des €léments du cytoplasme cortical végétatif se
trouvent redistribué€s dans la totalit€ du cortex dorsal, avec une concentration maxi-
male dans sa partie végétative. Des rangées paralleles de microtubules forment une
voie dans I’hémisphere végétatif le long de laquelle des organites du cortex et du
cytoplasme végétatif se déplacent vers la face dorsale suivant une ampleur de 60°
a90° (voir § 8.1.4). Des facteurs de transcription qui sont répartis dans 1’ceuf non
fécond€ suivant une polarité axiale animale-végétative sont redistribués apres la
rotation de symétrisation avec une dissymétrie dorso-ventrale et se trouvent concen-
trés dorsalement, essentiellement dans quelques blastomeres végétatifs qui consti-
tuent le centre de Nieuwkoop. Si la rotation de symétrisation est empéchée par une
irradiation du pdle végétatif par des rayons UV ou toute substance qui altere les
microtubules, les molécules actives dans la dorsalisation de I’embryon, telle la -
caténine, se retrouvent au pole végétatif ; c’est alors 1a que les génes dorsalisants
siamois et goosecoid sont exprimés au stade de la blastula, en position anormale, et
finalement la gastrulation avorte (voir pages suivantes).
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Des protéines régulatrices présentes dans les blastomeres du centre de
Nieuwkoop sont capables d’induire la formation d’un centre inducteur dans I’aire de
la calotte animale qui leur est adjacente, le centre organisateur de Spemann et
Mangold appartenant au futur mésoderme dorsal sans qu’y participent les blastome-
res végétatifs eux-mémes ni les cellules qui en dérivent. Dans les blastomeres
ventro-végétatifs, on a aussi identifié d’autres déterminants qui induisent des struc-
tures mésodermiques ventrales. Certains des résultats de Gimlich et Gehrart (1984)
montrent cependant que les blastomeres dorsaux végétatifs ont aussi une certaine
activité caractéristique du centre de Nieuwkoop. Il pourrait exister une superposition
des deux centres, leurs fonctions distinctes se succédant dans le temps.

La succession d’événements qui se déroulent depuis la fécondation pour aboutir a la
dorsalisation de I’embryon est complexe et son interprétation partiellement hypothétique.
Les inductions se poursuivent apres la transition blastuléenne, pendant la gastrulation,
lorsque le mésoderme axial vient au contact de I’ectoderme dorsal pour induire les
formations neurales tandis que le mésoderme ventral induira la différenciation de
I’épiderme. Cette succession d’inductions est présentée fig. 12.8. Son interprétation sera
sans doute sujette dans 1’avenir a bien des ajustements.

On examinera dans ce qui suit, apres 1’étude du role de VegT dans la détermina-
tion de I’endoderme, I'induction du mésoderme chez la blastula. Nous verrons
d’abord le mécanisme proposé le plus récemment impliquant la B-caténine et le
gene siamois puis le mécanisme contrdlé par Vgl et I’activine, plus anciennement
établi, ces derniers ne s’excluant pas mutuellement.

12.5.5 Roles du facteur de transcription VegT
dans la détermination de ’'endoderme
et I'induction du mésoderme

a) Le géne du facteur de transcription VegT
est transcrit précocement pendant 'ovogenése

A la fin de celle-ci, les ARN-m VegT se situent dans la région du cortex végétatif de
I’ovocyte et donc dans le territoire endodermique. VegT intervient dans la détermina-
tion de I’endoderme puis du mésoderme : en effet, la neutralisation expérimentale
du gene de VegT par des séquences nucléotidiques antisens entraine 1’expression de
marqueurs mésodermiques et neuraux dans 1I’endoderme ; en revanche, sa surex-
pression dans I’ectoderme y induit 1’apparition de marqueurs endodermiques.

Des la fécondation et pendant la segmentation, VegT, ainsi que d’autres détermi-
nants maternels, activent une série de génes précoces spécifiques de I’endoderme :
genes de facteurs de transcription (Xsox!7, Mx1, etc.) et de facteurs de croissance de
la famille des TGF-B (Xnr, Derriere, activine, Vgl1) dont ’expression est renforcée
apres la mi-blastula. Les produits de ces geénes induisent en outre dans la zone
marginale, I'expression de genes de facteurs de transcription par le génome
embryonnaire, tels Xbra et VegT. Les produits de ces derniers, Xbra et VegT (sous sa
forme zygotique) se maintiennent pendant I’induction du mésoderme.
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Figure 12.8 - Représentation schématique de la séquence des inductions

dans la blastula et la gastrula du xénope.
A partir d’'un ovocyte présentant une polarité animale-végétative (A, V) acquise
pendant I'ovogenése, la fécondation détermine une dorsalisation dans le cyto-
plasme végétatif (DV). Pendant la segmentation, cette zone dorso-végétative ou
centre de Nieuwkoop induit une aire mésodermique dorsale, le centre organisateur
de Spemann, et l'aire ventrale végétative (VV) induit un mésoderme ventral. Dans
le mésoderme, des interactions entre le centre organisateur (O) et le mésoderme
ventral (M4), établissent la détermination du mésoderme latéral, (M1 a M3). A la
gastrulation, 'organisateur de Spemann est polarisé dans le sens cranio-caudal (O1
a 04) ; il induit des structures neurales cranio-caudales (N1 a N4) dans I'’ectoderme
dorsal en transmettant des informations verticales, du mésoderme vers l'ecto-
derme, et des informations horizontales au sein du neurectoderme. La différencia-
tion épidermique (E) est induite par le mésoderme ventral (M4) (d’aprés Smith,
1985, et Slack et Tannahill, 1992).

b) Linduction du mésoderme dépend de VedT,
forme maternelle puis zygotique

L’induction se réalise avant la transition blastuléenne, période durant laquelle c’est
la forme maternelle de VegT qui est active. Des expériences provoquant un épuise-
ment des transcrits VegT par I’emploi d’oligonucléotides antisens montrent que ces
ARN-maternels sont nécessaires pour la formation de 90% des tissus mésodermi-
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ques (Kofron et coll., 1999). En effet, chez les embryons normaux, une activation
des genes Xnr-1, Xnr-2 et Xnr-4, ainsi que le géne Derriere est détectée, tandis que
chez les embryons expérimentaux on constate une absence des structures mésoder-
miques. Une surexpression des produits de ces genes chez les embryons traités réta-
blit le mésoderme et les structures axiales (Agius et coll., 2000).

Apres la transition blastuléenne, les genes VegT et Derriére continuent a s’ expri-
mer dans le mésoderme et/ou I’endoderme en régulant leur expression mutuelle puis
finalement dans le seul mésoderme.

VegT sous sa forme zygotique peut étre activé par I’activine. Son domaine de
distribution s’étend d’abord au-dessus de la région de la future levre blastoporale,
puis latéralement et ventralement, marquant ainsi le mésoderme latéral et ventral
suivant le méme patron d’expression que Xbra, sauf au niveau de la corde ou VegT
ne s’exprime pas. En position ectopique, VegT induit la formation de lévres blasto-
porales surnuméraires.

A la mi-blastula, Derriere est exprimé dans le mésoderme et I’endoderme ; a la
gastrulation, son domaine d’expression se restreint au mésoderme dans une aire
identique a celle ou VegT, son inducteur est présent. Il induit 1’expression de
marqueurs mésodermiques comme Xbra, mais aussi des marqueurs neuraux et
endodermiques. Ses modes de régulation sont complexes. Il peut induire un axe
partiel en position ventrale s’il est surexprimé en position ectopique. Les embryons
mutants déficients pour ce gene présentent des anomalies du tronc comme 1’absence
de somites et de queue (White et coll., 2002).

L’induction du mésoderme est le résultat de I’activité de déterminants maternels
puis de TGF-[3 zygotiques qui provoquent une cascade de régulations dans 1’aire
végétative et marginale. Dans le méme temps, depuis la fécondation s’organise
la dorsalisation de I’embryon.

12.5.6 La B-caténine, facteur de transcription actif
dans la dorsalisation de I'embryon

La B-caténine est uniformément répartie dans le cytoplasme de I’ovocyte. Apres la
rotation de symétrisation, c’est la premiere des protéines régulatrices a étre détectée
dans I’aire dorsale avant 1’apparition d’autres qui joueraient aussi un rdle dans
I’induction du mésoderme dorsal. La B-caténine est le produit de transcription d’un
gene a homéoboite ; elle peut exercer des fonctions multiples : c’est une protéine
d’ancrage des cadhérines de la membrane cellulaire (voir § 13.2.2e), c’est aussi un
facteur de transcription nucléaire qui, ici, peut réguler de nouvelles transcriptions
d’ARN-m des la mi-blastula. Pendant la rotation de symétrisation, elle s’accumule
dans la région dorsale de I’ceuf. Cette concentration se poursuit pendant la segmen-
tation jusqu’a la mi-blastula ; des les stades 16-32 cellules on la retrouve dans les
noyaux des cellules de la région dorso-végétative et plus spécifiquement dans celles
du centre de Nieuwkoop. Elle ne se concentre pas dans les noyaux ventraux.
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La B-caténine serait nécessaire et suffisante pour provoquer la formation d’un axe
dorsal chez I’embryon (Moon et Kimelman, 1998). Ce rdle est démontré par un
certain nombre d’expériences dont on citera deux exemples. L’'injection de son
ARN-m dans une blastula de xénope au stade 32 cellules, dans des blastomeres de la
région ventrale végétative, détermine la formation d’un axe dorsal secondaire a
partir des cellules de I’aire animale qui sont les voisines immédiates des blastomeres
injectés. D’autre part, I’inhibition de la transcription des ARN-m de la B-caténine
dans I’ovocyte provoquée par I’injection d’oligonucléotides antisens bloque toute
formation dorsale dans I’embryon.

12.5.7 Mécanismes controlant la concentration de la B-caténine
dans l'aire dorsale. Role des protéines Wnt (fig. 12.9)

Cette concentration relative de la B-caténine dans I’aire dorsale est due au fait que,
dans les cellules ventrales de la blastula, elle est dégradée par le systeme du protéa-
some, a la suite de sa phosphorylation par la glycogeéne synthétase kinase-3 (GSK-
3). Si cette dégradation est stimulée dans la région dorsale de la jeune blastula par la
surexpression de 1’enzyme, il ne s’y forme pas d’axe dorsal ; si la synthese de
I’enzyme est diminuée expérimentalement dans la région ventrale, il s’y développe
des formations axiales ectopiques. Le cantonnement de ’activité de la glycogéne
synthétase kinase a la région ventrale, alors que cette enzyme est présente dans la
totalité de I’embryon, est due a son inhibition locale dans la région dorsale.

La GSK-3 empéche, en la phosphorylant, la dissociation de la B-caténine d’un
complexe moléculaire comportant la protéine APC (pour « Adenomatus Polyposis
Coli »). Celle-ci, en ubiquitinylant la B-caténine, provoque sa dégradation par le
protéasome 268S. Des régulateurs de la voie Wnt, en modulant 1’action de la GSK-3
sur la B-caténine, contribuent 2 empécher sa dégradation. Des expériences modifiant
la répartition de ces protéines ou neutralisant leurs récepteurs provoquent des pertur-
bations dans la formation d’un axe dorsal.

Apres la rotation de symétrisation (voir § 8.1.4), des protéines Wnt localisées dans
I’aire dorsale interviennent indirectement dans I’inhibition de GSK-3. Le signal Wnt
active Dishevelled (Dsh), un répresseur de la glycogene synthétase kinase-3 (fig. 12.9).

Les protéines Wnt agissent comme des facteurs de croissance. A ce stade du déve-
loppement, Wntl est active. Wnt8 qui posseéde un pouvoir ventralisant ne sera trans-
crite qu’apres la mi-blastula (voir § 15.3.3). La voie de signalisation Wnt est de toute
maniere fonctionnelle dans la jeune blastula chez laquelle on a en effet montré I’exis-
tence du récepteur Frizzled (Xfr7), spécifique de Wnt, codé par le génome maternel
(Sumanas, 2000). L’ implication de cette voie de signalisation dans la dorsalisation est
attestée par le fait que les embryons chez qui la syntheése du transcrit de Frizzled est
déficiente présentent des lacunes dans la formation de leur mésoderme dorsal.

Au cours de la dorsalisation, Wntl en se liant & son récepteur membranaire Frizz-
led active, dans 1’aire dorsale, la protéine Dishevelled en la phosphorylant. Activée,
celle-ci agit en entrainant I’inhibition de GSK-3, ce qui a pour conséquence la non-
phosphorylation de la B-caténine, sa dissociation du complexe contenant APC, et
finalement son accumulation.
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Figure 12.9 - Etablissement d’un gradient dorso-ventral dep-caténine
et de Nodal (Xnr) dans une blastula d’Amphibien.

A : A la fécondation, Dishevelled (Dsh) qui se trouvait localisé dans le cytoplasme
cortical du pdle végétatif (1), se trouve entrainé dans la région dorsale (2) par la
rotation de symétrisation.

B : Dsh diffuse alors dans le cytoplasme de I'ovocyte et se répartit suivant un
gradient de concentration décroissante dorso-ventral, la B-caténine et GSK-3 étant
présents dans I’ensemble du cytoplasme.

C: Au cours de la segmentation, dans les cellules de l'aire dorsale, GSK-3 est
inhibée par la voie Wnt active en présence d’'un taux élevé de Dsh. La B-caténine
se trouve alors conservée. Dans I'aire ventrale, ou Dsh est peu concentré, la voie
Wnt est peu active, GSK-3 n’est pas inhibée et la B-caténine est dégradée.

D : La B-caténine se trouve ainsi plus concentrée dans l'aire dorsale. Dans I’hémis-
phére végétatif, VegT et Vg1 sont répartis de facon homogéne. Dans la zone ou
se superposent VegT, Vgl et la B-caténine - I'aire dorso-végétative — les génes
nodal s’expriment le plus intensément.

E : Un gradient dorso-ventral d’expression de Nodal est ainsi établi qui, avec d’autres
facteurs, induit le mésoderme au niveau de la zone marginale (voir fig.12.10).

D’abord localisée dans le cortex végétatif de 1’ceuf, Dsh se retrouve en position
dorsale a la suite de la rotation de symétrisation. C’est ainsi que la dégradation de la [3-
caténine par la glycogeéne synthétase kinase ne se produit que dans la région ventrale.
Dans la région dorsale ot elle reste abondante, la B-caténine pénetre dans les noyaux
des cellules dorso-végétatives et se lie a des facteurs de transcription tels que Tcf-3.
Ces protéines régulatrices activent et régulent, a la mi-blastula, I’expression de geénes a
homéoboite fortement dorsalisants comme siamois ou twin (fig. 12.10).
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Figure 12.10 - Récapitulation des principales inductions connues émises
par les cellules végétatives et aboutissant a la détermination du mésoderme
dans l'aire marginale d’une blastula d’Amphibien.

Pendant la segmentation, le facteur maternel VegT-VegT(m) active, dans I'endo-
derme de la blastula 'expression des génes TGF-B dont nodal, Vgl, les activines,
ainsi que VegT zygotique-VegT(z)- et Xbra dans le mésoderme.

La B-caténine s’est concentrée dorsalement dans le centre de Nieuwkoop (fig. 12.9)
ainsi que Nodal (Xnr), Vg1 et les activines. Elle y induit I'expression de génes dorsa-
lisants, comme siamois.

Lensemble des génes du centre de Nieuwkoop active les génes dorsalisants du
centre organisateur de Spemann et Mangold : goosecoid, X-lim, frizbee, etc.
Présents dans 'endoderme ventral, les FGF activent BMP4 et Wnt8 dans la zone
marginale ventrale et latérale. Lexpression simultanée de Vgl et des FGF dans le
méme territoire est incompatible, Vg1 neutralisant les FGE

12.5.8 Interventions de Vg1, de 'activine et de Nodal,
en synergie avec Siamois, dans I'induction
du mésoderme dorsal

a) Le géne siamois

Ce gene est exprimé dans les cellules dorsales, végétatives et équatoriales du centre
de Nieuwkoop sous I’action de protéines régulatrices, notamment la B-caténine. Le
transcrit siamois n’est pas un ARN-m maternel, il n’a été identifi€ qu’au moment de
la transition blastuléenne. Son injection dans blastomeres végétatifs ventraux
conduit au développement d’un embryon double (d’oll son nom de siamois), sans
que les cellules injectées participent aux structures induites.

Apres sa synthese, la protéine Siamois active a son tour d’autres genes dorsali-
sants en se liant a leurs promoteurs. Parmi ces genes dorsalisants on citera ceux
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des facteurs de transcription, Goosecoid et Xlim, et des protéines inductrices,
sécrétions de type paracrine, comme Cerberus et Frizbee (protéine Frzb) (Engleka
et Kessler, 2001).

On connait d’autres génes a homéoboite proches de siamois par leur fonction et
leur structure ; ils ont aussi une activité dorsalisante, sont activés par la B-caténine et
Tcf-3 et leurs produits peuvent réguler goosecoid. C’est le cas du geéne twin (Xtwin)
par exemple.

Cependant, siamois se révele insuffisant pour induire a lui seul une expression
suffisante de goosecoid dans le futur centre organisateur de Spemann. Des membres
de la famille du TGF-J, tels que Vg1, des activines et des protéines Nodal agissent
en synergie avec Siamois. In vitro, Vgl et des activines induisent la différenciation
de mésoderme dorsal. L’apport d’une de ces substances permet d’obtenir de la corde
et des muscles avec, cependant, une efficacité variable.

b) La protéine Vg1

Vgl est traduit a partir d'un ARN-m maternel et se trouve localisé dans le cyto-
plasme végétatif de I’ceuf mir ainsi que dans les blastomeres végétatifs sous forme
d’un précurseur inactif. La protéine Vgl est activée dans la région du cortex dorsal,
probablement par une protéase, lors de la rotation de symétrisation, a I’emplacement
ol se forme le croissant gris (Melton,1993). Elle est alors capable d’induire des
formations mésodermiques dorsales dans les cellules de la coiffe animale isolée et
cultivée in vitro. ' ARN-m Vgl, injecté dans un blastomere végétatif ventral d’une
morula, peut induire la formation d’un axe surnuméraire. Un ceuf irradié aux UV se
développe en un embryon dépourvu d’axe dorsal par défaut de migration des induc-
teurs, mais I'injection d’ARN-m Vg/ dans un des blastomeres végétatifs dorsaux
restaure cette capacité.

La nature des formations mésodermiques induites par la protéine Vg1 dépend de
sa concentration. Dans une culture de calottes animales, on obtient en effet, avec des
doses décroissantes de Vgl, une expression différentielle de génes marqueurs de
structures mésodermiques. Seront ainsi exprimés dans 1’ordre, goosecoid et noggin
(structures dorsales axiales), puis Xwnt8 et actine (structures latérales) et enfin
uniquement Brachyury (totalité du mésoderme).

La protéine Vg1 n’a pas cependant la capacité d’induire a elle seule la différencia-
tion du centre organisateur de Spemann ; en effet, elle ne peut induire la différencia-
tion d’une corde in vivo.

La protéine Vgl se trouve aussi chez les autres Vertébrés, comme 1’embryon de
poulet, chez lequel elle est localisée dans la zone marginale postérieure de la blas-
tula qui est ’homologue du centre de Nieuwkoop.

c) Les activines

Ce sont des protéines tres voisines de la protéine Vgl. Certains récepteurs
membranaires pourraient accepter I’une ou ’autre de ces protéines. Cependant,
une mutation affectant un récepteur qui n’interfére pas avec Vgl, provoque des
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inhibitions de structures mésodermiques dorsales (Dyson et Gurdon, 1997).
Lactivine a donc bien un rdle spécifique dans I’induction du mésoderme dorsal, a
coté de Vgl.

Dans ces expériences, 1’activine A, purifiée a partir d’extraits d’embryons de
xénope, induit la synthése d’actine musculaire a des doses de 2ng/ml. Quoique des
transcrits d’activine B n’apparaissent qu’apres la transition blastuléenne, on ne peut
exclure un role de cette activine dans I’induction du mésoderme ; en effet, les
cellules folliculeuses synthétisent en abondance cette molécule, et I’ovocyte peut la
capturer. Ajoutée a une culture de calottes animales, chez le xénope, 1’activine B
induit I’expression du géne Brachyury, caractéristique du mésoderme, et la forma-
tion de mésoderme axial qui induira a son tour des structures neurales (Sokol et
coll., 1990). Cependant, I’injection d’activine dans un blastomere ventral peut, a elle
seule, provoquer la formation de structures neurales antérieures.

Ce role de I’activine a aussi été démontré chez I’embryon de poulet.

d) Nodal (chez la souris) et Xnr (chez le xénope)

Ce sont également des membres de la famille des TGF-f3 qui jouent un role détermi-
nant. Celui-ci est plus particulierement démontré dans une expérience ou une coiffe
animale de jeune blastula de xénope est associée aux cellules de I’hémisphere végé-
tatif, suivant la technique de Nieuwkoop (voir description § 12.5.3) : quand on
ajoute dans I’hémisphere végétatif un inhibiteur spécifique de Nodal, alors que les
facteurs Vg1, VegT ou I’activine ne sont pas inhibés, I’induction du mésoderme
échoue (Agius et coll., 2000).

Chez la blastula plus agée, des protéines Nodal (Xnr-1, Xnr-2, Xnr-4), sont
exprimées suivant un gradient décroissant dorso-ventral dans I’endoderme. Ce
gradient résulte de I’activité inégale des genes de la famille nodal, ceux-ci étant
eux-mémes régulés par I’action synergique d’une part de VegT et Vgl répartis de
fagon égale dans I’aire végétative, et d’autre part de la B-caténine concentrée dans
I’aire dorsale.

Nodal (Xnr) étant exprimé suivant un gradient dorso-ventral dans 1I’endoderme,
son produit activera, en synergie avec Siamois, les génes responsables de la synthese
des protéines du centre organisateur de Spemann et notamment de Goosecoid dans
la région dorsale ou la concentration de Nodal est la plus forte.

Au moment de la gastrulation, il semble que la protéine Nodal soit nécessaire
pour que la migration des cellules du mésoderme dorsal puisse se dérouler normale-
ment. En effet, la ligne primitive ne se forme pas chez des souris mutantes, déficien-
tes pour le geéne nodal. Chez le xénope, les protéines Xnr qui ont participé a
I’induction du centre de Nieuwkoop sont présentes avec une plus forte concentration
dans le mésoderme dorsal au moment de la gastrulation.

Les aires mésodermiques ventrale et latérales se déterminent également en rela-
tion avec la concentration en protéine Nodal. Dans la région ventrale, ou celle-ci est
faible, les taux de BMP4 et Xwnt8 sont €levés ; ils vont en décroissant vers la région
dorsale, en raison inverse de la concentration de Nodal.
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En résumé

Dans un mésoderme induit par I’endoderme exprimant VegT, la B-caténine est
un facteur de transcription qui se révele actif dans la dorsalisation de I’embryon.
Elle se trouve concentrée dans 1’aire dorsale : cette localisation est le résultat de
I’action de la voie Wnt, qui est localisée dans la région dorsale apres la rotation
de symétrisation, et qui controle I’inhibition de 1I’enzyme indirectement respon-
sable de la dégradation de la B-caténine.

Dans le mésoderme dorsalisé, Siamois active des facteurs de transcription
dorsalisants, comme Goosecoid. Il agirait en synergie avec d’autres membres de la
famille du TGF-B, comme Vg1, des activines et Nodal, chacun de ces facteurs
étant insuffisant a lui seul pour mettre en place un centre organisateur fonctionnel.

12.5.9 Synthése des FGF inducteurs du mésoderme ventral
et latéral par les blastomeres végétatifs ventraux

a) Mise en évidence du role du FGF dans la détermination
du mésoderme ventral et latéral

Les ARN-m des facteurs de croissance actifs dans I’'induction du mésoderme sont
d’origine maternelle puisque leurs produits sont synthétisés et actifs avant la transi-
tion blastuléenne. Des FGF sont sécrétés et agissent a faible distance. En présence
de pratiquement tous les FGF (une grande partie des expériences porte cependant
sur les FGF basiques), il se différencie du mésoderme de type ventral ou latéral dans
les calottes animales de blastula cultivées in vitro, sous forme de vésicules épithélia-
les, de mésenchyme et d’éléments sanguins. Le géne Brachyury, dont I’expression
est caractéristique de tout le mésoderme y est également exprimé. De plus, I’ARN-
m d’une actine cardiaque (nom donné a une actine musculaire de type embryon-
naire), est également transcrit avec de fortes doses de FGF. Il ne se forme jamais de
mésoderme axial du type corde.

b) Antagonisme entre FGF et Vg1

Chez des embryons dont les récepteurs aux FGF sont neutralisés par la compétition
d’une forme tronquée dominante (voir encart 11.1), I’action inductrice des FGF est
inhibée et les formations mésodermiques latérales et ventrales sont fortement rédui-
tes au détriment des formations dorsales. On peut penser que, dans les conditions
normales de développement, ces FGF rendraient les cellules marginales insensibles
a ’action dorsalisante de Vgl1. Celui-ci n’intervient dans I’induction du mésoderme
dorsal que si la concentration en FGF est faible mais, si elle s’éleve, il n’apparait
plus que des formations latérales puis ventrales.

¢) Synthése de BMP4 induite par les FGFs

Dans le mésoderme, la synthése de cette protéine détermine la différenciation de
structures mésodermiques ventrales.

237



Partie 3 - Mécanismes de la morphogenése

PA
/—\ Centre
organisateur
v D de Spemann
AN Levre blastoporale
PV
/ \

/ Follistatin

BV 7 Chordin \
Noggin

BMP4 \’? Nodal (Xnr)

Y

BMP2 7 Cerberus
Dickkopf

Wwnt8 - —
j)—————— Frizbee

Py
Y

o

o

o

2

2
20,
o8
x
i

E]

Mésoderme Mésoderme  Mésoderme Mésoderme
ventral ventro-latéral  para-axial axial

Figure 12.11 - Relations au sein du mésoderme entre les facteurs
de transcription dorsaux, les protéines inductrices dorsales et les protéines
ventrales chez la blastula dgée et la jeune gastrula d’Amphibien ;
conséquences sur les spécifications mésodermiques.

Dans le centre organisateur de Spemann, les facteurs de transcription (Goosecoid, X-
Lim, etc.) activent la synthése de protéines inductrices (follistatin, Chordin, Noggin,
Nodal, Cerberus, Dickkopf, Frizbee). En diffusant latéralement dans le mésoderme,
celles-ci induisent des structures axiales et para-axiales et limitent le champ d’action
de protéines inductrices de structures ventrales (BMP2, BMP4, BMP7, Wnt8). PA : Pble
animal ; PV : POle végétatif ; D : Face dorsale ; V : Face ventrale.

Les ARN-m de BMP4 sont présents avant la transition blastuléenne et se trouvent
dans tout I’ectoderme et le mésoderme de la blastula agée. Chez les Amphibiens, la
protéine BMP4 induit des différenciations de type ventro-latéral dans tout le méso-
derme et réprime la formation de mésoderme dorsal (Dale et coll., 1992). Dans des
embryons et des coiffes animales ou la synthése de BMP4 est expérimentalement
suractivée par des injections d’ARN-m en exces, on trouve abondamment exprimés
des geénes du mésoderme ventral (XWnt8, XMyoD). Chez les embryons ainsi traités,
I’organisateur de Spemann est ventralisé avec un degré anormalement élevé de
synthéses d’ARN-m XWnt8, et une faible expression d’ARN-m goosecoid dont le
produit est un marqueur du mésoderme dorsal (voir § 15.3.2-3).

Plusieurs résultats récents montrent que 1’induction de structures ventrales est
plutot le résultat d’une action conjuguée d’hétérodimeres de BMP, combinaisons de
BMP2, BMP4 et BMP7.
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La protéine Wnt8 (Xwnt8 chez le xénope), ne se trouve que dans la zone marginale
ventrale et latérale au moment de la gastrulation. Elle a un rdle dans la formation du
mésoderme ventral. Son intervention est assez tardive, le géne n’étant transcrit qu’apres
la transition blastuléenne. Elle sera étudiée au moment de la gastrulation (voir § 15.3.3).

Les processus d’induction du mésoderme décrits ci-dessus chez la blastula se pour-
suivent chez la jeune gastrula. On peut les résumer dans un schéma, la figure 12.11,
qui présente également les relations mises en évidence entre des protéines induc-
trices dorsales et ventrales. Ces relations seront examinées au début de la gastrula-
tion (voir chap. 15).

12.6 SYNTHESES D’ARN NOUVEAUX,
EXPRESSION DU GENOME EMBRYONNAIRE

Les ARN nouveaux qui sont synthétisés apres la fécondation, plus ou moins tot au
cours de la segmentation, refletent I’expression du génome de I’embryon, c’est-a-
dire des genes apportés aussi bien par le pere que par la mere. La chronologie de
I’activation du génome, par rapport a I’état de développement de I’embryon, est
différente suivant les especes.

— Chez l’oursin, on ne peut pas distinguer de limite nette entre le faible niveau des
transcriptions d’ARN dans les pronucléi, avant leur fusion, et les transcriptions dans les
premiers blastomeres. On sait cependant qu’elles augmentent nettement dans la blastula
moyenne (128 cellules).

— Chez le xénope, elle devient notable 7 h apres la fécondation, aprés environ 12 cycles
de mitoses, soit 4 000 cellules.

— Chez la souris, les premiceres syntheses commencent dés la premiere division et ne sont
notables qu’a 3 jours, avec seulement 8-16 cellules.

— Chez la drosophile, elles commencent apres la 10° division, environ 2 heures 30 apres
la fécondation; elles sont notables dans le blastoderme apres la 14° division.

Dans tous les cas, les ARN nouvellement transcrits sont porteurs d’un programme
de synthese qui permet la poursuite du développement. Une étude plus qualitative de
I’expression du génome embryonnaire sera développée dans le chapitre 16. Nous
détaillerons ici le cas des Amphibiens et des Mammiferes.

12.6.1 La transcription d’ARN nouveaux
chez les Amphibiens est activée au moment
de la transition blastuléenne

Il y a tres peu de syntheses d”’ARN détectables chez I’embryon avant la transition
blastuléenne, tant que les divisions de segmentation sont synchrones, avec des
cycles rapides dépourvus de phase Gl et pratiquement de G2. A la mi-blastula, le
rythme mitotique se ralentit, les transcriptions des différentes classes d’ARN sont
observées a peu pres simultanément.
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Ces ARN s’accumulent assez rapidement, car les milliers de noyaux de la blastula
sont autant de sites de syntheses. Les ARN de petite taille, ARN-t et ARN 58S ribo-
somique, commencent a s’accumuler les premiers. Les ARN-t seront 15 fois plus
abondants a la gastrulation que dans 1’ovocyte.

a) Synthese d’ARN ribosomiques

Les ARN-r nouveaux et les ribosomes ot ils s’intégrent ne prennent que progressive-
ment le relais dans la formation de polyribosomes et dans la traduction des ARN-m, ce
qui fait que leur déficience peut d’abord passer inapercue. L’ observation du dévelop-
pement de xénopes homozygotes pour une mutation « anucléolée » le montre.

La mutation « anucléolée » est une mutation qui consiste en la délétion d’un des deux
organisateurs nucléolaires. Les parents hétérozygotes (Nu/o) sont viables ; un quart de
leur descendance sera double récessif o/o et sera incapable de synthétiser ses propres
ARN-r a partir de la mi-blastula. Les embryons peuvent cependant atteindre le stade du
bourgeon caudal car ils utilisent la réserve de ribosomes accumulés dans le cytoplasme de
I’ovocyte, lorsque le génome maternel Nu/o était actif. On sait en effet qu’au stade
bourgeon caudal, les ARN-r nouveaux ne constituent encore que 2,5 % des ARN-r
provenant de 1’ovocyte (Shiokawa et coll., 1981).

b) Synthéses des ARN-m zygotiques

Les synthéses d’ARN messagers commencent aussi a la mi-blastula, sous forme
essentiellement d’ARN-m poly(A). Cette synthése est quantitativement contreba-
lancée par la dégradation des ARN maternels. Il n’y a donc pas de forte augmenta-
tion globale avant la blastula agée.

On a calculé que, comme chez I’oursin, le taux de transcription des ARN dans
les noyaux des cellules d’embryons n’est pas treés intense et ralentit progressive-
ment au cours du développement. 1 a 3 % du génome est transcrit par noyau pour
former les ARN nucléaires de poids moléculaire élevé, les ARN pré-messagers,
dont 5 a 10% seulement sont exportés dans le cytoplasme comme messagers
stables apreés excisions et épissages des exons. Il y aurait quelques milliers
d’ARN-m différents dont certains avec peu de copies, d’autres avec de nombreu-
ses copies par cellule. Ce remplacement des ARN-m maternels est progressif, ce
qui fait que les inhibiteurs de synthése d’ARN n’empéchent pas 1I’embryon
d’atteindre la fin de la segmentation.

Par contre, ce sont les ARN nouveaux qui prédominent des le début de la gastru-
lation. Des polyribosomes contenant des ARN-m nouveaux ont pu étre isolés. Ils
peuvent étre traduits dans des milieux acellulaires (voir note encart 4.4), ce qui
permet d’identifier facilement les protéines pour lesquelles ils codent. On a ainsi
détecté des protéines nécessaires aux mouvements gastruléens, ce qui indique une
préparation des mouvements morphogénétiques.

Des transcriptions d’ARN-m codant pour des inducteurs mésodermiques et
neuraux débutent aussi a cette période ; ils peuvent étre identiques a des ARN-m
maternels déja présents dans 1’ovocyte, comme c’est le cas pour ceux des activines,
de Noggin, de la follistatine et pour d’autres dont il sera question dans 1’étude des



© Dunod - La photocopie non autorisée est un délit.

12 - Analyse de la segmentation

inductions pendant la gastrulation (voir chap. 15). D’autres ARN-m sont issus de
geénes qui n’avaient pas €té transcrits pendant 1’ovogenese et qui ne sont traduits
qu’a partir de la transition blastuléenne ; c’est le cas des ARN-m siamois, goosecoid,
chordin et cerberus.

12.6.2 Les syntheéses d’ARN sont activées des le début
de la segmentation chez les Mammiferes

La reprise des synthéses d’ARN-m est tres précoce avec des différences importan-
tes entre les especes. Elles sont trés actives des le stade 2 cellules chez la souris et
le taux de synthese des protéines s’accroit considérablement. Chez I’homme, les
premiers ARN-m sont transcrits aux stades 4 & 8 cellules et chez la vache aux
stades 8 a 16 cellules. Les syntheses d’ ARN-r sont plus tardives. Elles débutent au
stade 4 cellules chez la souris, 16 cellules chez le lapin dont I’ ceuf est plus volumi-
neux et la segmentation plus rapide. L’inhibition de ces syntheses par I’actinomy-
cine D provoque un arrét du développement. Une activité nucléolaire précoce est
indispensable des le début de la segmentation. Ainsi, chez les mutants 772 de
souris, ou la syntheése d’ARN nucléolaire est réprimée, le taux d’ARN ribosomi-
ques est inférieur a la normale et le développement ne dépasse pas 30 cellules chez
les homozygotes.

Résumé w

Lors de la fécondation, chez les Amphibiens, la rotation de symétrisation crée
une répartition dissymétrique de composants du cytoplasme végétatif, qu’on
retrouve dans les blastomeres dorso-végétatifs ; c’est le cas de Dishevelled dont
la présence conditionne le fonctionnement de la voie Wnt. Des facteurs de
croissance qui sont activés proviennent de la traduction d’ARN-m maternels ;
ils sont répartis suivant une polarité dorso-ventrale. C’est ainsi que, dans 1’aire
végétative, a 1’opposé du point de pénétration du spermatozoide, se forme le
centre de Nieuwkoop dont les sécrétions de protéines régulatrices induiront la
formation du centre organisateur de Spemann et Mangold.

Les protéines inductrices dorsales les mieux connues sont la -caténine, dont la
distribution est régulée par la voie Wnt (frizzled, glycogene synthétase kinase-3)
et qui active siamois et des TGF-P (activines, Nodal, Vgl). Ces derniers, avec la
protéine Siamois, contribueraient a activer goosecoid dans la partie dorsale de la
zone marginale qui deviendra le centre organisateur de Spemann. L’ensemble de
ces protéines déterminent la formation d’un territoire mésodermique polarisé
dorso-ventralement. L’induction du mésoderme est progressive, de la région
végétative vers la région animale.

L aptitude a former des structures dorsales axiales dans le mésoderme de la
blastula dgée décroit suivant un gradient dorso-ventral ; maximale au niveau du
centre organisateur de Spemann, elle est li€e au gradient de concentration de

ces protéines inductrices, notamment de Nodal.
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Résumé W

D’autres inducteurs de structures ventrales, répartis suivant un gradient inverse
ventro-dorsal dans 1’aire végétative induisent dans la zone marginale des diftéren-
ciations mésodermiques ventrales et latérales : ce sont VegT et des FGF qui acti-
vent la synthese de protéines inductrices comme BMP4, Brachyury et Wnt8.
Le processus d’induction en direction de la calotte animale se poursuivra
pendant la gastrulation griace aux contacts nouveaux qui résultent des mouve-
ments morphogénétiques. On verra que le mésoderme induit, venant au contact
des tissus ectodermiques de la calotte animale, y induira a son tour des différen-
ciations neurales ou épidermiques grace a la sécrétion d’inducteurs nouveaux
agissant en synergie avec certains de ceux qui viennent d’étre étudi€s.
IT existe 1’équivalent d’un centre organisateur de Nieuwkoop chez tous les
Vertébrés. Chez les Poissons Téléostéens (poisson zebre), c’est une aire margi-
nale autour du disque embryonnaire, chez les Oiseaux et les Mammiferes, c’est
la zone marginale postérieure ou se rassemblent les cellules qui forment la ligne
primitive (fig. 9.5 et 9.6). On retrouve toujours dans ces centres des substances
organisatrices déja présentes dans I’ensemble de 1’ovocyte a I’état inactif et qui
s’y regroupent apres la fécondation. Les facteurs de croissance synthétisés et
les génes organisateurs qui sont exprimés sont quasiment identiques et posse-
dent des fonctions analogues chez tous les Vertébrés. Le découpage entre la
formation du centre de Nieuwkoop, du centre organisateur de Spemann, et les
inductions neurales est purement didactique. I y a une continuité parfaite entre
les phénomenes décrits ici et ceux qu’on verra plus loin.
La segmentation est la premiere phase de I’embryogenese apres la fécondation.
Les mitoses qui se succedent rapidement cloisonnent des cytoplasmes ovocytai-
res qui trés fréquemment sont hétérogenes. La blastula est donc un assemblage
de cellules dont le cytoplasme est diversifié, ce qui réagit sur la régulation de
Pactivité des genes, les syntheéses nucléaires et les spécialisations cellulaires.
Cet état est le plus marqué chez les ceufs a développement en mosaique.
Pendant la segmentation, les premieres protéines sont issues de la traduction
des ARN-m transcrits pendant 1’ovogenese. L’embryon ne dépend pas immé-
diatement des premieres transcriptions du génome embryonnaire. Celui-ci est
activé plus ou moins t6t suivant les especes et ses produits assurent la suite du
développement. L’activation se situe des la fécondation chez les Oursins ou les
Mammiferes, plus tardivement pendant la segmentation chez les Amphibiens et
la drosophile. Les protéines synthétisées sont indispensables pour assurer la
suite du développement (segmentation des ceufs d’Oursins ou de Mammiferes,
gastrulation de I’embryon d’ Amphibien).
Compartimentation et syntheses nouvelles aboutissent a des déterminations de
territoires, soit spontanées, soit par interactions inductives, ce qui est notam-
ment le cas de I’induction du mésoderme chez les Amphibiens.

J




© Dunod - La photocopie non autorisée est un délit.

12 - Analyse de la segmentation

Questions

12.1 A quel phénomene la transition blastuléenne correspond-elle ?

12.2 Existe-t-il des capacités de régulation des déficiences chez tous les embryons
de Métazoaires ?

12.3 Quel est le type de processus privilégié lors des déterminations chez les
embryons de Vertébrés ?

12.4 Qu’appelle-t-on ceuf a développement mosaique ?

12.5 Existe-t-il des exemples de déterminants cytoplasmiques responsables d'un
devenir germinal des cellules qui les comporteraient ?

12.6 Existe-t-il des cas de régulation des déficiences dans I’espece humaine ?
12.7 A quoi correspond le centre de Nieuwkoop ?

12.8 A quel moment du développement les inductions responsables de la détermi-
nation mésodermique se mettent-elles en place?

12.9 Existe-t-il un lien entre les protéines issues du centre de Spemann et la régio-
nalisation du mésoderme ?

Réponses page 389
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MOUVEMENTS
MORPHOGENETIQUES
ET LEUR
COORDINATION

13.1 Modifications du cytosquelette
13.2 Cohésion cellulaire et molécules d’adhérence

13.3 Communications intercellulaires et coordination
des mouvements cellulaires

PLAN

13.4 Migrations cellulaires et matrice extra-cellulaire

Des la fin de la segmentation, les mouvements morphogénétiques modifient les posi-
tions relatives des cellules de I’embryon. Des ensembles cellulaires se déplacent de
facon coordonnée comme le mésoderme qui s’invagine dans le blastocele pendant la
gastrulation, ou le neurectoderme qui forme un tube s’isolant de I’ectoderme
pendant la neurulation. D’autres cellules se déplacent isolément dans 1I’embryon
comme celles des crétes neurales ou comme les cellules germinales primordiales.

Ces mouvements impliquent des modifications dans le cytosquelette des cellules
migratrices, une coordination entre les cellules d’un méme feuillet par le jeu d’adhé-
rences et de communications intercellulaires, les unes et les autres se modifiant en
relation avec les mouvements cellulaires. Ils impliquent aussi 1’existence d’un subs-
trat sur lequel les cellules peuvent migrer et adhérer : la matrice extra-cellulaire.

13.1 MODIFICATIONS DU CYTOSQUELETTE

Les exemples que nous décrivons ont été choisis chez les Amphibiens.

13.1.1 Pendant la formation du blastopore (fig. 13.1)

A I’endroit ot se forme le blastopore, au niveau de la Iévre dorsale, puis des 1evres
latérales, des cellules appartenant a I’endoderme prennent une forme en bouteille.

Elles ont des faisceaux de microtubules orientés dans le sens de leur étirement et
leur partie renflée qui est orientée vers la cavité du blastocele adhere par I’intermé-
diaire de filopodes aux cellules du mésoderme qui, chez le xénope, sont situées plus
profondément. Ces cellules posseédent une ceinture de microfilaments d’actine qui se
trouve au pdle apical ; elle se contracte et il ne subsiste qu’un étroit pédoncule inséré
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Figure 13.1 - Mouvements cellulaires au niveau de la lévre blastoporale.

En haut : coupes longitudinales de lévre blastoporale a trois stades de la gastru-
lation chez le xénope.

En bas : schéma théorique des modifications de forme que subissent les cellules
(a) au niveau du blastopore pendant la gastrulation des Amphibiens. Ces cellules
s’invaginent dans la cavité du blastocele par allongement de leur extrémité proxi-
male (b). Elles s’allongent, puis se contractent latéralement dans leur région
superficielle (c, d), se raccourcissent par rétraction de leur partie distale (e, f, g).
Pendant ces mouvements, toutes les cellules ont des contacts étroits entre elles
(d’apres Baker, 1965).

a la surface externe de I’embryon. Ce pédoncule se rétracte ensuite vers le corps
cellulaire. Le mouvement coordonné de 1’ensemble de ces cellules qui adhérent
étroitement entre elles dessine un sillon qui est I’amorce de la levre blastoporale ;
elles entrainent les cellules voisines du mésoderme et de I’endoderme. La gastrula-
tion qui suit implique des mouvements morphogénétiques complexes : épibolie,
avec une extension de I’ectoderme dont les cellules qui se divisent s’aplatissent et
s’orientent tangentiellement a la surface, involution autour de la levre blastoporale
et migration des cellules du mésoderme, guidées par des contacts et des liaisons
orientées entre des protéines membranaires et un réseau de protéines de la matrice
extra-cellulaire telle la fibronectine (voir § 13.4.4) qui tapisse le toit du blastocele.
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13.1.2 Pendant la neurulation

Dans I’ectoderme qui se trouve au-dessus de la voite de I’archentéron, les cellules se
multiplient sur un espace qui reste constant ; elles deviennent donc plus étroites et plus
hautes dans une direction perpendiculaire au plan de la plaque neurale, cependant que
les cellules du futur épiderme, s’aplatissent et s’étalent en surface tout en se multi-
pliant et s’intercalant (voir § 8.3.3), elles seules étant destinées a recouvrir la totalité de
I’embryon. Le creusement de la gouttiere neurale va étre déterminé par la contraction
coordonnée du cytoplasme apical de certaines cellules de la plaque neurale alignées
suivant I’axe antéro-postérieur de I’embryon (fig. 13.2). Ces alignements paralleles
forment une charnicre axiale et des charnicres latérales. Elles permettent la transfor-
mation de la plaque neurale en gouttiere qui, se renfermant, donnera le tube neural. Ce
mouvement débute en arriere de 1’encéphale puis progresse vers 1’avant et vers
I’arriere. Les cellules situées sur le pourtour de la plaque neurale se déforment plus
que celles qui sont dans la partie centrale de la plaque (effet « cordon de bourse »).

A B C

Microtubules Jonctions
) adhérentes
Epithélium

Lame basale Mésoderme

Figure 13.2 - Différenciation d’un ectoderme soit en épiderme présomptif (A)
doublé de mésoderme, soit en tissu de la plaque neurale (B et C).

Dans le premier cas, I'épiderme est aplati ou cubique, les microtubules orientés
en tous sens. Dans le second cas, les microtubules sont paralléles au sens de
lallongement de la cellule; les microfilaments situés au niveau des jonctions
adhérentes ceinturent la cellule. Leur contraction déclenche le creusement de
’ensemble du feuillet, et 'apparition de la gouttiére neurale.

13.1.3 Mécanismes intra-cellulaires
qui déterminent les changements de forme

Lorsque les cellules du blastopore ou de la plaque neurale s’allongent, des consti-
tuants du cytosquelette cytoplasmique, les microtubules, formés par I’assemblage
de monomeres de tubuline, s’orientent dans le sens du grand axe cellulaire, s’allon-
gent et jouent un rdle de soutien et de transporteur d’éléments cytoplasmiques dans
le sens de 1’allongement de la cellule. L’emploi de colchicine qui inhibe la polymé-
risation de la tubuline, empéche cet allongement ; la formation d’une plaque neurale
par exemple, sera inhibée.

Les contractions cellulaires localisées qui interviennent a la gastrulation ou a la
neurulation sont dues 2 la présence de microfilaments d’actine, de 50 A de diameétre
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et qui possedent des propriétés contractiles. Dans la plaque neurale, par exemple, les
microfilaments sont situés au niveau des jonctions adhérentes et forment des cordons
circulaires localisés en position sous-membranaire dans la région apicale des cellules
épithéliales. Reliées indirectement a ces microfilaments par leur domaine intracyto-
plasmique, des molécules adhésives transmembranaires assurent la jonction entre
cellules voisines. Comme 1’adhérence intercellulaire est forte, la contraction coordon-
née de filaments d’actine déclenche le mouvement d’ensemble du feuillet neural qui
s’incurve. Des substances telles que la cytochalasine B, qui désorganisent les microfi-
laments, empéchent leur contraction et inhibent ce type de mouvement d’invagination.

Ces deux mécanismes se retrouveront a 1I’origine d’un bon nombre de morphoge-
neses.

13.1.4 Synthéses spécifiques de protéines du cytosquelette
sous l'action d’une induction

Les transformations des feuillets embryonnaires résultent de modifications coordon-
nées de la forme des cellules dans lesquelles des protéines spécifiques (tubuline ou
protéines contractiles) ont été synthétisées. Ces syntheses, cantonnées a certains
territoires embryonnaires a des moments précis, peuvent tre une réponse a une
induction, signal transmis par les cellules d’un tissu voisin (voir chap. 14). On a
montré que, dans la plaque neurale, la localisation des microfilaments au pole apical
de la cellule est due a une information transmise au niveau de la lame basale de
1’épithélium neuroblastique, celle-ci appartenant a la matrice extra-cellulaire, en
contact avec le mésoderme dorsal. Une dissociation d’avec la lame basale modifie
en effet la position des microfilaments dans les cellules d’une plaque neurale isolée
en culture in vitro, ainsi que le sens d’enroulement de cette plaque en un tube neural,
qui peut se trouver inversé. La réassociation de 1’épithélium et de la lame basale,
apres un retournement de 180°, renverse la polarité des cellules et le site de forma-
tion des microfilaments.

La raison de la localisation du premier mouvement morphogénétique au seul
territoire cordo-mésodermique, lors de la gastrulation, réside probablement dans une
caractéristique propre au cytoplasme des cellules de 1I’endoderme marginal dorsal
dont les potentialités se sont précisées a la fin de la segmentation (voir chap. 12).

13.2 COHESION CELLULAIRE
ET MOLECULES D’ADHERENCE

13.2.1 Reconnaissance et adhérence sélective des cellules
au cours de ’'embryogenese

Deés la premiere division de segmentation, des molécules d’adhérence assurent la
cohésion des blastomeres, ce qui est indispensable pour qu’un organisme multi-
cellulaire puisse se former. Les mouvements morphogénétiques seraient impossi-
bles si toutes les cellules présentaient les mémes affinités entre elles. Il apparait
une adhésivité sélective entre les cellules d’un méme feuillet embryonnaire.
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Des modifications de I’adhésivité sont une des conditions de la mobilité des cellules
et des feuillets. C’est par exemple ce qu’on observe au début de la gastrulation au
niveau des cellules en bouteille du blastopore et au moment de la neurulation, lors de
la fermeture du tube neural qui se sépare de 1’épiderme, lors de I’individualisation des
cellules des crétes neurales, etc. Des modifications profondes affectant les jonctions
d’ancrage et les jonctions de type « gap » au niveau des contacts intercellulaires, sont
étroitement associées a ces changements de comportement cellulaire.

a) Chez les Amphibiens

L’école de Holtfreter (1939 et suiv.) a démontré qu’une adhésivité sélective existe
entre les cellules d’un méme feuillet embryonnaire et que cette adhésivité évoluait
avec le stade de développement. Des embryons sont dissociés par digestion de la
matrice a la trypsine. Les cellules sont ensuite mises en culture in vitro ou elles se
réassocient. Les amas sont d’abord hétérogenes, puis une ségrégation s’opere
progressivement entre les cellules des différents feuillets ; elles se regroupent alors
entre cellules de méme origine. A partir des cellules d’une gastrula, les cellules ecto-
dermiques se rassemblent et adoptent une position externe, les cellules endodermi-
ques forment un amas compact central, et les éléments mésodermiques s’intercalent
entre les deux, évoquant la morphologie in vivo (fig. 13.3). Cette réorganisation,
active et spontanée, démontre une adhésivité différentielle des cellules les unes par
rapport aux autres, et une reconnaissance de leurs homologues. Avec des cellules
provenant d’autres stades, les réagrégats sont différents. L’affinité qu’ont entre elles
les cellules originaires d’'un méme feuillet a aussi été montrée in vivo (Boucaut,
1974) : des cellules originaires d’un des trois feuillets, ectoderme, mésoderme ou
endoderme sont isolées de gastrulas ou de neurulas préalablement marquées par un
traceur radioactif et injectées dans le blastocele d’une gastrula héte. Elles s’insérent
dans un feuillet qui correspond a leur feuillet d’origine. Cette capacité de choix ne
s’observe plus quand I’organogenese a commencé.

b) Chez les Mammiféres et les Oiseaux

L’école de Moscona (1962 et suiv.) a apporté la méme démonstration. Il est précisé
en outre que, pour une ébauche d’organe, le taux de réagrégation entre les cellules
dissociées est fonction de 1’age de 1’ébauche et de son état de différenciation. Dans
les suspensions cellulaires issues des différentes parties d’encéphales de souris
feetales de différents ages, les réagrégats en culture atteignent des tailles optimales a
des périodes différentes pour le cerveau antérieur, le cerveau moyen et le cervelet ;
elles correspondent a des différences dans la chronologie de la différenciation de ces
ébauches chez le feetus. Dans les tissus différenciés, 1’aptitude des cellules disso-
ciées a se réagréger disparait. Il n’y a pas de réassociation entre cellules appartenant
a des ébauches différentes, par exemple entre foie et cerveau.

13.2.2 Les molécules d’adhérence cellulaire

Un rdle essentiel dans 1’adhérence entre les cellules, aussi bien chez 1’embryon
que chez I’adulte, est reconnu a des constituants de la membrane cellulaire regrou-
pés sous le nom de molécules d’adhérence cellulaire ou CAM (pour « Cell Adhe-
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Figure 13.3 - Réassociation dans un agrégat, de ’ensemble des cellules
provenant d’une gastrula d’Amphibien dissociée.

Cellules ectodermiques (en noir), mésodermiques (cellules blanches de petite taille), et
endodermiques (grosses cellules blanches).

D’abord réparties au hasard, on voit progressivement les cellules endodermiques se
regrouper en position excentrique (1, 2), les cellules ectodermiques sont périphériques, les
cellules mésodermiques en position moyenne (3, 4). (d’apres Holtfreter et Townes, 1955).

sion Molécule »). Ces molécules furent initialement identifiées dans les tissus
nerveux d’embryon de poulet par Edelman (1976 et suiv.) et Thiéry (1977 et suiv.)
(voir encart 13.1).

Depuis ces premiers travaux, de nombreuses molécules d’adhérence ont été
identifiées et apres leur caractérisation, regroupées dans diverses familles distinc-
tes. Nous n’en citerons que deux types, les superfamilles des immunoglobulines et
des cadhérines.

a) Molécules appartenant a la superfamille
des immunoglobulines

Ce sont des glycoprotéines transmembranaires dont le domaine extracellulaire N-
terminal comporte un ou plusieurs domaines (motifs Ig) homologues de ceux que
possedent les anticorps, également molécules de reconnaissance des réactions
immunitaires. Par leur domaine C-terminal intracytoplasmique, elles peuvent étre en
relation avec des éléments du cytosquelette.

Des adhérences intercellulaires peuvent s’établir par ce type de molécule, par
suite d’une reconnaissance et d’une liaison s’effectuant au niveau de leur domaine
extra-cellulaire.
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\@CART 13.1 Mise en évidence des CAM

Les travaux de Edelman et Thiéry ont permis de montrer que des cellules de
neurorétine ou de cerveau provenant d’embryons de méme age étaient capables
apres leur dissociation et leur mise en culture, d’adhérer entre elles selon leur
origine respective. De plus, en co-culture, une adhérence entre cellules du
cerveau et cellules de la neurorétine était observée. Cette propriété ne se mani-
festait que pendant une bréve période du développement embryonnaire et dispa-
raissait rapidement, au-dela de 10 jours d’incubation chez I'embryon de poulet.
Linjection a des lapins de suspensions de membranes isolées a partir de tissus
embryonnaires permit d’obtenir de multiples anticorps dirigés contre des protéi-
nes membranaires des cellules nerveuses. Aprés purifications successives, il fut
possible d’isoler et de caractériser 'une d’entre elles responsable de I'adhérence
intercellulaire observée précédemment, la N-CAM. Lajout d’anticorps anti-N-CAM
a des cellules nerveuses embryonnaires en culture empéchait la reconnaissance
et 'adhérence de ces dernieres.

La liaison est généralement de type homophilique, c’est-a-dire qu’elle implique
deux molécules identiques portées par des cellules différentes. Elle s’établit de
maniere indépendante de la teneur en Ca** du milieu.

La N-CAM! appartient a ce type de molécule (fig. 13.4). Plusieurs isoformes ont
été décrites résultant de 1’épissage alternatif du transcrit issu du géne codant pour
cette protéine. Par ailleurs, des formes adulte et embryonnaire ont été caractérisées,
elles sont dues a des modifications post-traductionnelles. La forme embryonnaire
possede trois fois plus d’acide sialique que la forme adulte, ce qui lui confere des
charges négatives répulsives qui affaiblissent les liaisons pouvant s’établir entre ces
molécules (fig. 13.4). L’adhérence causée par ces formes embryonnaires de N-CAM
est plus labile que celle qu’on observe chez 1’adulte, ce qui entralne au niveau du
tissu nerveux embryonnaire, une plasticité plus importante en relation avec les
processus morphogénétiques affectant ce tissu.

Outre la N-CAM, d’autres membres de cette superfamille ont été identifiés telle la
Ng-CAM dans la névroglie, la contactine, etc.

b) Molécules appartenant a la superfamille des cadhérines

Les cadhérines sont assez variées. Elles ont entre elles de grandes homologies dans
la séquence de leurs acides aminés, ce qui montre que les génes qui codent pour ces
protéines ont évolué a partir d’un géne ancestral commun.

Contrairement aux molécules de la famille des immunoglobulines, les forces de
liaison entre deux cadhérines dépendent du taux de Ca** présent dans le milieu extra-
cellulaire, pour lequel elles possedent plusieurs sites de liaison. C’est ce qui explique

1. Certaines dénominations datant des premieres mises en évidence de molécules d’adhérence inter -
cellulaire a partir de tissus spécifiques peuvent préter a confusion. Ainsi la L-CAM décrite a partir du
foie (L pour « liver »), n’est pas une molécule appartenant a la superfamille des immunoglobulines
comme la N-CAM mais correspond & un membre de la famille des cadhérines, la E-cadhérine.
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Figure 13.4 - Les N-CAM, molécules d’adhérence cellulaire.

A : Schéma d’'une N-CAM insérée dans la membrane plasmique. Elle posséde
5 domaines, représentés par des boucles, caractéristiques des immunoglobuli-
nes. Sur I'un d’eux est représenté un acide sialique (Sial), chargé négativement.

B : Liaison entre des molécules de N-CAM de type adulte, insérées dans les
membranes de deux cellules voisines. La liaison est de type homophilique (elle
s’effectue entre des séquences identiques, orientées en sens opposé et complé-
mentaires entre elles). La teneur en acide sialique est faible, la répulsion exercée
par les charges négatives est peu importante, la densité en N-CAM est élevée et
les liaisons sont fortes.

C : Liaison de type embryonnaire entre molécules trois fois plus riches en molécu-
les d’acide sialique chargées négativement, qui se repoussent et affaiblissent la
force des liaisons.

qu’un milieu sans calcium est généralement nécessaire pour effectuer une dissociation
cellulaire de tissus (déstabilisation des structures desmosomales) ou pour empécher
une réagrégation cellulaire a partir d’une suspension de cellules isolées.

Le role des cadhérines dans les liaisons intercellulaires a ét¢ démontré de
nombreuses facons. Ainsi, des cellules de type fibroblastique, cultivées in vitro,
n’adherent pas entre elles ; apres transfection d’'un ADNc codant pour une cadhé-
rine, ces cellules synthétisent la molécule qu’on trouve localisée au niveau de leurs
membranes ; des lors, elles sont capables d’adhérer entre elles. Cette liaison est
rompue en ajoutant a la culture un anticorps dirigé spécifiquement contre la molé-
cule d’adhérence. Les cellules qui deviennent ainsi adhésives établissent entre elles,
des jonctions communicantes. Si on transfecte ces fibroblastes avec les génes de
deux cadhérines différentes, chacune d’elles contribue indépendamment a €tablir les
liaisons intercellulaires. C’est ainsi que, dans un organisme, la liaison entre deux
cellules est le plus souvent assurée par plusieurs types de molécules d’adhérence.

Par ailleurs, divers travaux ont montré que des cadhérines de type classique (voir
encart 13.2), outre leur rdle dans des processus de reconnaissance et d’adhérence inter-
cellulaires pouvaient intervenir dans des mécanismes de signalisation cellulaire.
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CART 13.2 Diversité de la famille des cadhérines

La famille multigénique des cadhérines s’est enrichie régulierement de nouveaux
membres, depuis les premiéres caractérisations de ce type de molécule (Takeichi
et coll., 1988), et compte actuellement une centaine de molécules regroupées en
différents types d’inégale importance :

— Les cadhérines classiques sont présentes dans tous les tissus de Vertébrés
et constituent des molécules-clés de la morphogenése. La plupart sont trans-
membranaires (fig.13.5) et contractent entre elles des liaisons majoritairement
homophiliques Ca**-dépendantes. Leur domaine extra-cellulaire comporte fonda-
mentalement 5 domaines homologues d’environ 110 acides aminés chacun. Le
premier domaine situé a 'extrémité N-terminal des molécules de type | (ex : E et
N cadhérines), comporte une séquence HAV (His-Ala-Val) impliquée dans la
reconnaissance et la liaison spécifique homophilique entre molécules de méme
type. Les molécules de type Il telle la VE cadhérine sont dépourvues de cette
séquence. Leur domaine cytoplasmique C-terminal est bien conservé et rattaché
a des éléments microfilamentaires d’actine par I'intermédiaire d’'un complexe de
liaison comportant la vinculine, l'a-actinine, les caténines. Ce type de cadhérines
est impliqué dans :

= la ségrégation et lindividualisation de populations cellulaires. Ainsi, des
cellules ES E cadhérine —/- ne peuvent pas développer un embryon normal et
forment un tératome,

= |a coordination de mouvements cellulaires (convergence, extension, interca-
lation),

= les changements d’état d’organisation tissulaire (transition épithélio-mésenchy-
mateuse),

= ['orientation des divisions cellulaires,

= |[a mise en place et le fonctionnement du systéme nerveux (expression différen-
tielle de cadhérines lors de la progression du cone de croissance neuronal ou du
guidage axonal ; formation des synapses et régulation de leur plasticité).

- Les cadhérines desmosomales (Desmocollines et desmogléines) sont pro-
ches du type précédent. Leurs domaines cytoplasmiques sont rattachés a des
filaments intermédiaires par le biais de molécules de liaison (plakophiline, plako-
globine et desmoplakine).

- Les protocadhérines regroupent une soixantaine de molécules, présentant un
nombre variable de domaines extra-cellulaires (6 a 7) et ayant des capacités adhé-
sives faibles. Elles interviennent de maniére majeure dans l'activation de signaux
en réponse a des phénomeénes de reconnaissance cellulaire. Leur réle a été mis en
évidence lors de processus d’individualisation de territoires embryonnaires (ségré-
gation de I'ectoderme et du mésoderme lors de la gastrulation ou entre les cellules
mésodermiques axiales et para-axiales) ainsi que durant 'embryogenése nerveuse
avec leur enrichissement progressif au niveau des synapses.

— Les cadhérines atypiques telles Flamingo (Fmi), Daschous (Ds) et Fat, possé-
dent des caractéristiques structurales étranges (hnombre important de domaines
extracellulaires tel Fat avec 34 domaines, ou a 7 domaines transmembranaires
comme Fmi) et forment une derniére catégorie de molécules n’intervenant pas
dans l'adhérence cellulaire, mais jouant un réle dans le maintien de la polarité
tissulaire, la régulation de la taille d’un tissu en exercant un contréle de la proli-
fération cellulaire et la coordination des mouvements morphogénétiques.
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Ainsi la N-cadhérine est capable, en se liant de maniére hétérophilique par son 4™
domaine extracellulaire avec le récepteur au FGF (FGFR), d’activer la voie de signali-
sation associée a ce récepteur (Williams et coll., 2001).

Membrane Actine
cellulaire

Site de liaison
homophilique

A NH,

Site de liaison O
au Ca** Caténines (]
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Actinine

Cellule Cellule

Liaison
homophile

Figure 13.5 - Les cadhérines, molécules d’adhérence cellulaire.

A : Schéma de l'insertion d’une cadhérine dans la membrane cellulaire et de sa
liaison a I'actine du cytosquelette.

B : Liaison de type homophilique entre deux molécules de cadhérines identiques.
La spécificité des liaisons est due a des séquences complémentaires terminales
d’'une centaine d’acides aminés. Ces molécules possedent plusieurs sites de
liaison au Ca** (d’aprés Takeichi, 1991).

13.2.3 Role des molécules d’adhérence
dans une morphogenése

Une cellule exprime généralement plusieurs molécules de liaison appartenant a ces
deux familles ; elle possede donc a la fois des liaisons dépendantes et indépendantes
du Ca*".

Les expériences montrant le rdle des molécules d’adhérence dans une morphoge-
nese ou dans une anomalie de la morphogenese sont maintenant nombreuses.

—Des la premiere division de 1’ceuf, des E-cadhérines (E pour épithélium), dési-
gnées initialement sous les termes de L-CAM chez le poulet et d’uvomoruline chez la
souris, assurent 1’adhérence entre les blastomeres, et sont la traduction d’ARN mater-
nels synthétisés dans I’ovocyte ; la traduction avait d’ailleurs commencé pendant
I’ovogenese. Chez la souris, au stade 4 blastomeres, les E-cadhérines se distribuent
uniformément a la surface cellulaire et lors de la « compaction » du germe, au stade 8
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cellules (voir § 10.2.1), les E-cadhérines viennent se localiser uniquement au niveau
des zones de contact entre les blastomeres.

— Lors de la nidation du blastocyste, chez les Mammiferes, la liaison entre les
cellules du trophectoderme et celles de la muqueuse utérine correspond a I’appari-
tion simultanée chez I’embryon et la meére d’une P-cadhérine (P pour placenta).

— Plus tardivement, a la fin de la gastrulation, une N-cadhérine (N pour nerveux,
molécule a ne pas confondre avec la N-CAM) et une N-CAM apparaissent dans
I’ectoderme dorsal tandis que la E-cadhérine en disparait. En 1’absence de molécu-
les d’adhérence communes, cette partie de I’ectoderme pourra alors se séparer de
I’épiderme et donner le tube neural et la vésicule cérébrale.

— La métamérisation du mésoderme somitique est le résultat d’un découpage du
mésoderme dorso-latéral (voir § 15.6). Une modulation des adhérences cellulaires
est nécessaire pour aboutir a cette succession de massifs distincts a partir d’un
feuillet continu. Cette métamérisation est perturbée chez I’embryon de poulet en
présence d’anticorps dirigés contre la N-cadhérine.

— L’adhérence entre feuillets ou ébauches différents implique la présence des
mémes molécules d’adhérence a la surface des cellules en contact. C’est le cas de
I’ectoderme du stomodeum et de I’endoderme pharyngien qui s’accolent au moment
de I’ouverture de la cavité buccale et possedent tous deux une E-cadhérine. C’est
aussi le cas au moment de la formation des reins, lorsque les canaux collecteurs
formés a partir du bourgeon urétéral induisent dans le mésenchyme néphrétique des
condensations cellulaires a 1’origine des néphrons qui prolongeront ces canaux.

— Certaines maladies altérant la morphogenese du systéme nerveux sont dues a
des altérations du programme de synthese des CAM, ou de leur répartition. Chez le
mutant staggerer de souris, qui présente de graves défauts d’organisation des neuro-
nes du cervelet et une grave ataxie locomotrice, la maladie est due a un retard dans
le passage de la forme embryonnaire a la forme adulte de la N-CAM, a la surface
des cellules de Purkinje.

Dans une cellule participant 2 une morphogenese, il existe donc un programme
bien défini de syntheses et de « turn-over » des molécules d’adhérence en fonction
de ses contacts ou de ses déplacements. En schématisant, la morphogenéese est
souvent une succession de passages entre des états d'organisation cellulaire de type
épithélial et des états mésenchymateux. L'épithélium constitué de cellules jointives
est stable. Les mécanismes d'adhérence cellulaire y jouent par la présence d'une ou
plusieurs CAM. Un mésenchyme posseéde une matrice extra-cellulaire abondante
dans laquelle les cellules peuvent migrer. Ce processus de migration résulte de
I’expression d’intégrines membranaires qui se lient a des constituants matriciels. Le
passage d’un état a l'autre peut s’effectuer dans les deux sens, suivant que des molé-
cules d’adhérence seront ou non présentes a la surface des cellules. Les cellules des
crétes neurales en fournissent un modele intéressant, aussi bien pour 1’étude des
migrations cellulaires que pour celle de 1’adhérence. Ces cellules subissent un
phénomene de transition épithélio-mésenchymateuse qui les fait passer d’un
statut de cellules épithéliales, quand elles sont dans l'aire latérale de la plaque
neurale a celui de cellules mésenchymateuses, quand dissociées, elles migrent avant
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de reconstituer des €léments compacts, comme les ganglions nerveux. La N-cadhé-
rine, la N-CAM et la E-cadhérine sont exprimées dans les crétes neurales, elles
disparaissent pendant la migration, tandis qu’apparaissent des intégrines, récepteurs
membranaires a la fibronectine (voir plus loin). La N-cadhérine et la N-CAM réap-
paraissent pendant 1’agrégation en rudiments de ganglions.

Il est a souligner que la majorité des carcinomes s'avere d'origine épithéliale et que la
dérégulation de 1'expression de la E-cadhérine joue un rdle majeur dans le processus de
cancérisation. Il a été montré que 1'intervention de la sérine/thréonine-kinase Akt associée
a celle de l'activation du facteur de transcription Snail provoque la répression de
I'expression de la E-cadhérine avec pour conséquence la transformation de cellules
épithéliales en cellules possédant des caractéristiques invasives. Cette cadhérine peut étre
considérée comme suppresseur de tumeur, des modifications quant a son expression
pouvant entrainer une transition épithélio-mésenchymateuse aux tragiques conséquences.

13.3 COMMUNICATIONS INTERCELLULAIRES
ET COORDINATION DES MOUVEMENTS CELLULAIRES

Les adhérences intercellulaires créent des rapprochements entre cellules de sorte
que se forment des jonctions communicantes ou « gap junctions » qui sont indui-
tes par ces adhérences comme 1’ont montré (voir § 13.2.2b) les cultures de fibroblas-
tes transfectés avec des ADNc de cadhérines.

Au sein d'un ensemble de cellules étroitement unies par des molécules d'adhé-
rence, des communications s'établissent permettant une certaine coordination des
fonctions, notamment des mouvements cellulaires. C'est une propriété des jonctions
communicantes.

13.3.1 Description et fonctions
des jonctions communicantes

Ce sont des plages comprenant des milliers de perforations transmembranaires, ou
nexus qui se différencient simultanément dans les membranes de deux cellules adja-
centes, aux endroits ou les distances intercellulaires ne sont que de I'ordre de 20 nm.

Chaque perforation (connexon), est un tunnel bordé de 6 molécules de protéines
transmembranaires (les connexines) qui est face a un connexon de cellule voisine.
Des anticorps dirigés contre ces protéines ont été€ obtenus. On peut évaluer la densité
en jonctions sur coupes histologiques en incubant celles-ci en présence d'anticorps
couplés avec une molécule fluorescente. L’injection d’anticorps in vivo peut égale-
ment bloquer leur fonctionnement.

Les jonctions communicantes ne sont pas des perforations passives. Il existe
une douzaine de connexines différentes regroupées dans 2 sous-familles dont chacune
aurait des fonctions propres (qui pourraient d'ailleurs se recouvrir partiellement), dans
les processus de développement. Leur présence et leur nature pourraient étre contrd-
lées par des molécules qui assurent l'adhérence intercellulaire, comme la E-cadhérine.
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Les jonctions communicantes sont des zones de passage de cellule en cellule
d'ions et de molécules atteignant 1 000 daltons, notamment des nucléotides comme
I'AMPc et le GMPc, des vitamines, l'acide rétinoique, des hormones stéroides. Le
passage de ces ions ou molécules dont certaines constituent des seconds messagers
permet le couplage métabolique entre cellules voisines. Il n'y a aucune résistance
électrique transmembranaire entre les cellules reliées.

13.3.2 Les jonctions communicantes
au cours du développement

Chez les Amphibiens, ces jonctions existent des la morula entre les cellules en divi-
sion synchrone. Elles sont plus nombreuses dans la gastrula. Alors que les cellules
de la blastula sont souvent sphériques avec des aires de contact sur un faible pour-
centage de leur surface, la gastrula a des cellules polygonales avec de larges surfaces
de contact entre elles. Cette adhésivité n'apparait pas chez des embryons provenant
de croisements entre partenaires d'especes trop €éloignées et qui ne se développent
que jusqu'a la gastrulation exclue. Parallelement, les cellules en culture du méso-
derme présomptif de ces hybrides ne présentent pas d'adhésivité entre elles.

Avant la neurulation, on a pu constater une déconnexion entre le territoire de la
plaque neurale et celui de I'épiderme. Il se manifeste par une augmentation de la
résistance €lectrique entre ces ébauches du fait que les ions ne passent plus, les jonc-
tions communicantes ayant disparu. Quand la neurulation est achevée, les jonctions
se rétablissent au sein de 1’épiderme dorsal qui s’est ressoudé. Plus tard, lors du
découpage du mésoderme en somites et de la partition des somites en dermatome,
sclérotome et myotome, des modifications dans la répartition des jonctions commu-
nicantes précedent ces changements.

On constate donc, de fagon générale que cette voie de communication de cellule a
cellule existe au sein d’une méme €bauche et disparait dés que deux groupes de
cellules embryonnaires s’engagent dans des voies de différenciation divergentes.

Outre un réle dans les coordinations cellulaires, ces jonctions interviennent aussi
dans les échanges entre tissu inducteur et tissu induit (voir chap. 15).

13.4 MIGRATIONS CELLULAIRES
ET MATRICE EXTRA-CELLULAIRE

Des le début du développement, les cellules sécretent des macromolécules qui
s’organisent en une matrice extra-cellulaire. Elles forment un réseau comprenant
notamment des collagenes, des protéoglycannes et des molécules telles que la
fibronectine, la tenascine, la laminine et I’entactine. Les cellules adherent a certai-
nes de ces macromolécules essentiellement par un méme type de récepteurs : les
intégrines. Cette matrice joue un role de soutien, elle établit une continuité entre les
cellules des différents feuillets, mais elle peut aussi avoir une fonction de comparti-
mentation, empéchant des interactions entre cellules voisines. Elle constitue aussi le
milieu au sein duquel migrent les cellules.
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Les relations des cellules avec la matrice extra-cellulaire sont en continuel rema-
niement sous 1’action d’enzymes, comme les glycosyl-transférases et les métallo-
protéases.

13.4.1 Les composants de la matrice extra-cellulaire
essentiels pour la migration cellulaire

a) La fibronectine (fig. 13.6A)

Il existe une douzaine d’isoformes tres voisines de fibronectine. Ce sont des glyco-
protéines formées de deux sous-unités de 220 a 240 kDa reliées par des ponts disul-
fures. Chaque sous-unité présente une séquence peptidique RGD (Arg-Gly-Asp) de
liaison avec une intégrine. Certaines cellules possedent en outre d’autres récepteurs

Site de fixation
A au complexe B
cytosquelettique

RGD ’
NH,{H H  TTH 1 H COOH :D%___Membrane
S

cellulaire
T T Séquences répétées

S
RGD ﬁ E —B
NH, H Al < COOH /L 5site de liaison

a RGD

Sites de Héparine \ Cellule ’ Fibrine
liaison avec : Fibrine Collagéne Héparine

Actine

Cytoplasme
o-Actinine

B B
Intégrine

Réseau de fibronectine

Membrane cellulaire

Figure 13.6 - Fibronectine, intégrine
et liaison cellule-matrice extra-cellulaire.

A : Schéma de la molécule de fibronectine, dimére aux sous-unités reliées par des
ponts disulfures. Elle présente des sites de liaison avec des molécules de la
matrice extra-cellulaire, et un site spécifique de la liaison a une intégrine : la
séquence RGD.

B : Schéma d’une molécule d’intégrine ; molécule transmembranaire, hétérodi-
mere, avec deux sites, 'un externe reconnaissant la séquence RGD portée par des
molécules de la matrice, 'autre interne, permettant un rattachement au cytosque-
lette par 'intermédiaire de molécules de liaison.

C : Représentation schématique du mode de liaison de la cellule au réseau de
fibronectine extra-cellulaire (d’aprés Luna et Hitt, 1992).
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membranaires capables de se coupler a des sites de liaison autres qu’a la séquence
RGD portée par la molécule de fibronectine ; ces liaisons d’une autre nature renfor-
cent ou modulent I’adhérence cellule-matrice.

Les molécules de fibronectine possedent aussi différents domaines assurant la
liaison avec d’autres composants de la matrice extra-cellulaire, comme le collagene
ou les héparanes. Elles constituent donc des intermédiaires entre la trame matricielle
et les cellules mobilisables.

b) La tenascine

C’est une molécule constituée par 6 sous-unités associées en €toile et qui est abon-
dante dans la matrice extra-cellulaire embryonnaire. L’affinité des cellules pour ce
substrat est variable suivant les types cellulaires : certaines cellules y adherent tandis
que d’autres s’en détachent. Suivant la composition de la matrice en tenascine et en
fibronectine, les capacités d’adhérence et de migration des cellules embryonnaires
peuvent se trouver modifiées.

c) La laminine

C’est une molécule composée de 3 chaines polypeptidiques qui possede des sites de
liaison avec d’autres molécules de la matrice, telles que des héparanes et des colla-
genes, et avec des intégrines membranaires de certaines cellules, essentiellement des
cellules épithéliales et des neurones. C’est un constituant essentiel des lames basales
ol elle forme un réseau en relation, par I'intermédiaire d’autres molécules de la
matrice comme 1’entactine (ou nidogeéne), avec un réseau lamellaire de collagene IV.
On la trouve dans la matrice qui tapisse le toit du blastocele. Les liaisons cellulaires
a la laminine sont fortes ; cette molécule contribue a assurer la cohésion des épithé-
liums pendant les migrations lors de la morphogenese et, dans 1’organe en place,
intervient dans I’acquisition de la polarité cellulaire des épithéliums.

13.4.2 Les intégrines, récepteurs membranaires
essentiels dans la relation des cellules
avec la matrice extra-cellulaire

a) Les intégrines (fig. 13.6B)

Les intégrines sont des récepteurs membranaires qui interagissent avec de nombreu-
ses macromolécules de la matrice extra-cellulaire par exemple la fibronectine, la
tenascine, la laminine, notamment lors des processus migratoires. Ce sont des hété-
rodimeres constitués de deux chaines polypeptidiques, les sous-unités o (16 types)
et B (9 types) : leur combinaison a permis d’identifier, actuellement, plus de
20 récepteurs différents. Du coté cytoplasmique, I’intégrine se lie aux microfila-
ments d’actine par I’intermédiaire de la sous-unité § et d’'un complexe d’une dizaine
de protéines de liaison (taline, vinculine, a-actinine, etc.) (fig. 13.6C). La liaison
entre une intégrine et son ligand peut étre a 1’origine de signaux conduisant a un
remodelage du cytosquelette. C’est cette fonction d” « intégration » entre deux char-
pentes, I’une extra-cellulaire (€léments structuraux matriciels), 1’autre intra-cellu-
laire (cytosquelette) qui justifie le terme d’intégrine.
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Les hétérodimeéres of reconnaissent une séquence peptidique de trois acides
aminés (RGD) présente dans des protéines variées de la matrice, et s’y lient. Certaines
intégrines ne reconnaissent qu’une seule protéine matricielle, d’autres ont des éven-
tails de liaison plus larges. D’autre part, les protéines de la matrice peuvent posséder
des sites de reconnaissance pour des intégrines différentes. L’affinité des liaisons
contractées entre les intégrines et leurs ligands est susceptible d’étre modulée par de
nombreux facteurs du micro-environnement cellulaire (cations divalents, pH...).

Les intégrines sont aussi une voie par laquelle des molécules de la matrice extra-
cellulaire peuvent induire I’expression de genes spécifiques au cours de la différencia-
tion d’organes, ce qui a été€ montré par exemple pour le foie, les testicules, les glandes
mammaires. Ces dernieres, cultivées sur support de plastique seul, proliferent sans se
différencier et les génes de c-myc et de la cycline D1 qui s’y expriment, sont actifs
dans les cellules en multiplication. Par contre, dans une culture réalisée en présence de
constituants de la lame basale (ex : laminine), ces génes sont inactivés et ceux qui sont
propres a la différenciation de glande mammaire, comme les génes de la B-caséine et
la lactoferrine sont activés et des structures d’épithéliums glandulaires et d’acini se
différencient. Les liaisons des intégrines exprimées par les cellules épithéliales avec
des constituants matriciels de la lame basale permettent non seulement une différen-
ciation de type épithélial mais encore la survie cellulaire (voir § 14.2.1C).

b) Les plaques focales d’adhérence et la stabilisation cellulaire

L’adhérence des cellules a un substrat in vitro s’accompagne de la mise en place
de liaisons étroites entre des éléments du substrat et des constituants membranai-
res. Il se constitue alors des structures au niveau membranaire appelées plaques
focales d’adhérence au sein desquelles s’agregent les intégrines impliquées
dans les liaisons cellules-substrat.

C’est par des liaisons similaires, ou interviennent de nombreuses molécules, que
lors des migrations cellulaires, des points d’ancrage transitoires se constituent,
mettant en relation indirecte, composants matriciels et éléments cytosquelettiques.

Les intégrines n’ont pas qu’une fonction purement mécanique de liaison a la
matrice. Leur activation induit aussi le recrutement de molécules de signalisation
intra-cellulaire. On compte ainsi plus de vingt protéines différentes dans les plaques
I’adhérence, et notamment des tyrosine-kinases impliquées dans le fonctionnement
de diverses voies de transmission des signaux. En particulier, 1’agrégation des récep-
teurs tyrosine-kinase au niveau des sites d’adhérence optimiserait la phosphoryla-
tion de protéines cibles contrélant le comportement cellulaire (morphologie,
différenciation, prolifération...).

c) Les migrations cellulaires

Lorsqu’une cellule migre sur un tapis de molécules de fibronectine, elle établit des
liaisons entre ces molécules et des intégrines. Les liaisons entre intégrine et fibro-
nectine par exemple, sont peu denses, tres labiles et se forment en un point d’un filo-
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pode pour se défaire en un autre (fig. 13.7). L'efficacité de la liaison des cellules
avec les substrats de la matrice extra-cellulaire est variable suivant les types d’inté-
grines présents a la surface cellulaire pour lesquels les protéines de la matrice
présentent des affinités variables.

Une utilisation modulée de ces sites de reconnaissance cellulaires et matriciels est
a la base de phénomenes migratoires complexes, dont on étudiera deux exemples
avec la migration des feuillets pendant la gastrulation et la migration des cellules des
crétes neurales.

O Fibronectines ‘ Intégrines
O Taline f‘ Filaments d’actine
A\ Vinculine

Figure 13.7 - Interprétation théorique des rapports cellule-substrat
en phase migratoire et en phase stationnaire.

A : Phase migratoire : les molécules de fibronectine sont espacées, les prolongements
cellulaires avec leurs récepteurs les utilisent comme des prises lors d’une ascension.
B : Phase stationnaire : une condensation des récepteurs membranaires crée des
points d’ancrage solides et stables. Le cytosquelette passe d’'une organisation diffuse
a la constitution de faisceaux d’actine sous forme de fibres de tension (d’aprés Thiery
et coll., 1987).

13.4.3 Des enzymes remanient constamment les relations
entre la matrice et les cellules

a) Les glycosyl-transférases

Les chaines de glycoprotéines membranaires constituent a la surface des cellules un
feutrage €pais : le glycocalyx. Elles peuvent établir des liaisons avec les chaines de
polysaccharides des molécules de la matrice. Les séquences des sucres d’un poly-
saccharide sont tres spécifiques, et elles sont déterminées par les actions successives
d’enzymes : les glycosyl-transférases. Ces enzymes membranaires golgiennes
catalysent spécifiquement la liaison d’un nouveau sucre a une chaine préexistante
lors de la glycosylation et peuvent donc modifier les affinités et la liaison cellule-
matrice. L’apparition ou la destruction de ces liaisons peut modifier la mobilité
cellulaire. La présence de tel type de glycosyl-transférase est le résultat final d’une
syntheése protéique (celle de I’enzyme) traduisant une information génétique. Les
changements d’activité génique peuvent se traduire rapidement en modifications de
I’équipement enzymatique grace au « turn-over » membranaire. C’est ainsi que,
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pendant I’embryogenese de la souris et pendant la différenciation in vitro de lignées
cellulaires, on montre que certaines molécules de haut poids moléculaire sont
présentes exclusivement aux stades indifférenciés.

b) Les métalloprotéases

Les mouvements cellulaires impliquent des ruptures de certaines liaisons entre les
protéines d’adhérence et la formation de liaisons nouvelles. D’autre part, certains
mouvements cellulaires nécessitent des destructions importantes de la matrice extra-
cellulaire : implantation de I’embryon au sein de la muqueuse utérine, développe-
ment d’organes ramifiés comme le pancréas, les poumons, etc. au cours desquels les
membranes basales sont rompues et le conjonctif sous-jacent partiellement attaqué.
L’ensemble des enzymes activées dans ces destructions et sécrétées par les cellules
migratrices, est appelé globalement métalloprotéases de dégradation des matri-
ces (MMPs) (Matrisian, 1992) ; elles dégradent de manicre plus ou moins spécifi-
que les collagenes, la fibronectine, la laminine, les protéoglycannes. Leur activité est
régulée par des inhibiteurs (TIMPs) sécrétés par ces mémes cellules en fonction de
I’amplitude de leurs migrations.

13.4.4 Un réseau de fibronectine guide la migration
des feuillets pendant la gastrulation (fig. 13.8)

La présence de fibronectine sur le toit du blastocele, dans la gastrula agée d’un
Amphibien a été révélée par immunocytochimie a 1’aide d’anticorps fluorescents
(Boucaut et coll., 1984). La fibronectine est sécrétée par les cellules de I’hémisphere
animal qui délimitent le blastocele, au stade de la blastula et au début de la gastrula-
tion. Il n’y a pas de matrice extra-cellulaire dans I’hémisphere végétatif. Le réseau
de fibronectine peut étre reconnu en microscopie a balayage, grace a son marquage
avec un anticorps anti-fibronectine lui-méme rendu visible au microscope électroni-
que par une liaison avec de 1’or colloidal. On y voit les cellules du mésoderme qui
migrent en émettant des filopodes ; ceux-ci s’attachent aux mailles du réseau qui
sont orientées suivant une direction définie et qui déterminent ainsi le sens des
déplacements des cellules.

Si une partie du toit du blastocele est découpée et retournée de telle fagon que la
face externe sans fibronectine soit orientée vers I’intérieur, les cellules migrantes du
mésoderme contourneront cette surface au cours de la gastrulation.

Si on empéche I’interaction entre fibronectine et intégrines membranaires situées
sur la membrane cellulaire, la migration sera inhibée. Un des moyens d’y parvenir
est d’injecter dans le blastocele un anticorps monoclonal anti-fibronectine qui réagit
avec le domaine de liaison de la fibronectine a la cellule. Dans ce cas, la gastrulation
ne peut avoir lieu. Les tissus ectodermique et mésodermique subissent une élonga-
tion mais se plissent sur place. Le mésoderme ne pouvant entrer en contact avec
I’ectoderme, I’induction neurogene n’a pas lieu. Pour que les cellules puissent se
déplacer sur la fibronectine, il est nécessaire qu’elles n’aient pas un trop grand
nombre de récepteurs et que la concentration en fibronectine ne soit pas trop élevée,
sinon le processus d’adhérence excessif empécherait la formation des filopodes
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Figure 13.8 - Réle de la fibronectine dans la migration cellulaire
pendant la gastrulation d’un Amphibien.

A : Un feutrage de fibronectine existe sous le toit du blastocéle. Pendant la gastrula-
tion, les récepteurs membranaires des cellules mésodermiques migrantes se lient aux
molécules de fibronectine.

B : Lorsqu’une partie du toit du blastocele est retournée, les cellules mésodermiques
éviteront la région opérée qui est dépourvue de fibronectine. Il y aura une lacune dans
le toit de l'archentéron.

C : La fibronectine peut étre neutralisée par I'injection d’anticorps qui réagissent avec
le domaine de liaison de la fibronectine a la cellule. La migration cellulaire n’a pas lieu
en l'absence de liaison fibronectine-cellule. Le feuillet de 'hémisphére animal, ou les
cellules proliféerent malgré le blocage de la gastrulation, se plisse sur place.

C

exploratoires et les déplacements. La cellule deviendrait stationnaire (fig. 13.7).
Chez les Oiseaux et les Mammiferes, les fibronectines apparaissent aussi tres tot
dans le développement et jouent un role analogue pendant la gastrulation.

Chez les Oursins, on les trouve dans le blastocele a la surface des cellules du mésen-
chyme primaire ; elles doivent intervenir dans la migration lors de la gastrulation.

13.4.5 Migration des cellules des crétes neurales

On a pu étudier la migration des cellules des crétes neurales grace a des techniques
de marquage cellulaire dont la plus classique est la greffe caille-poulet mise au point
par N. Le Douarin. D’autres procédés 1’ont complétée, avec 1’emploi de traceurs
fluorescents, d’anticorps, etc.

a) Pourquoi une cellule devient-elle migratrice?

Dans le cas des crétes neurales, seules cellules neuroectodermiques a migrer, les
études menées in vivo et in vitro ont montré que BMP4 suffit a programmer leur
délamination et leur migration. Ce changement de comportement des cellules des
crétes neurales correspond a un cas de transition épithélio-mésenchymateuse. Les
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autres cellules neurodermiques verraient 1’effet de BMP4 neutralis€ par des antago-
nistes, comme Noggin, ou Sonic hedgehog. BMP4 pourrait contrdler I’expression
des genes codant pour les molécules d’adhérence, comme la N-cadhérine, qui dispa-
rait de la surface des cellules dés qu’elles ont entamé leur migration. Sans doute
exerce-t-il aussi un contrdle dans le changement des intégrines : certaines, plus aptes
a la locomotion apparaissent comme a4fl, alors que a6f31 disparait.

b) Les voies de migration

e Nature des supports de la matrice

Les supports sur lesquels migrent les cellules des crétes neurales sont de nature
assez variée in vitro (fibronectine, laminine, vitronectine, collagéne). Une associa-
tion de ces divers éléments, variable selon les milieux, pourrait moduler les
migrations. Les cellules des crétes neurales migrent de préférence sur la laminine
qui permet une migration plus rapide que les autres composants. Leur migration
groupée pourrait s’expliquer par le fait que la laminine est peu dispersée dans la
matrice ou que des molécules d’adhérence spécifiques existeraient entre les cellules
des crétes neurales.

e Variabilité des intégrines

Les voies de migration des cellules des crétes neurales ne se constituent pas au
hasard. A un stade défini du développement, elles quittent la région dorsale du tube
neural et suivent des voies ol la matrice extra-cellulaire composée de collagenes et
de fibronectine est bordée par des lames basales riches en laminine.

Dans la région troncale, elles empruntent deux voies distinctes, ’'une latéro-
dorsale est suivie par les cellules qui se différencieront ultérieurement en mélanocy-
tes, 'autre ventrale passe entre les somites, elle est empruntée par les cellules qui
formeront notamment les structures ganglionnaires nerveuses. Dans cette derniere
voie de passage, les cellules longent la face antérieure de chaque somite évitant leur
face postérieure. On a en effet découvert dans les régions postérieures des somites,
des molécules de la matrice comme des protéoglycannes du type chondroitine
sulfate, des molécules d’adhérence intercellulaires et des récepteurs a activité tyro-
sine-kinase qui empécheraient toute migration dans cette région. On constate de
méme que la région de la corde est exclue des voies de migration.

Il ne semble pas qu’il y ait un déterminisme précoce des cellules des crétes neurales
du tronc ; des expériences de greffes hétérotopiques montrent qu’elles se comportent
plutot en fonction de I’endroit ou elles sont greffées qu’en fonction de leur lieu
d’origine. Il en va cependant autrement des cellules des crétes neurales du cerveau
postérieur.

Nous avons vu la complexité des intégrines et la possibilité pour les molécules de la
matrice de réagir différemment avec une cellule suivant la nature des intégrines qui
seront présentes a la surface de cette cellule. Une grande variété d’intégrines est expri-
mée au cours du temps par les cellules des crétes neurales. Par exemple, parmi les
récepteurs a la laminine, chez le poulet, I'intégrine o6f1 disparait de la surface des
cellules pour ne réapparaitre qu’au début de la différenciation des neurones sensoriels.
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Les différentes intégrines possedent donc des fonctions définies et cooperent entre
elles durant le déplacement de la cellule. Par ailleurs, elles répriment 1’adhérence
intercellulaire dépendant de la N-cadhérine, empéchant une cohésion trop importante
au sein une population cellulaire en migration, ce qui génerait leur mobilité.

La migration des cellules des crétes neurales s’effectue donc dans un milieu
matriciel trés fluctuant, en utilisant une large gamme d’intégrines s’exprimant
suivant des programmes complexes.

Résume w

Des la premiere division d’un ceuf fécond€, des molécules d’adhérence assurent
la cohésion des blastomeres entre eux.

Les mouvements morphogénétiques débutent, chez les Amphibiens, dans la
région du centre de Nieuwkoop et du centre organisateur de Spemann et Mangold
ol sont synthétisées les protéines inductrices de structures axiales qui program-
ment les mouvements de la gastrulation. La protéine régulatrice Goosecoid, par
exemple, est synthétisée dans les cellules qui migrent le plus avant sous le toit de
I’archentéron (voir § 14.3.2) ; on peut penser qu’elle déclenche la transcription de
I’information nécessaire aux mouvements cellulaires, notamment la synthese des
protéines du cytosquelette, des intégrines, etc.

Les mouvements d’ensemble ne sont possibles qu’avec une cohésion accrue et une
coordination des cellules. Les molécules d’adhérence et les composants des lames
basales assurent la cohésion. Les jonctions communicantes sont un moyen d’assu-
rer une communication intercellulaire nécessaire a cette coordination.

Les reconnaissances et les contacts entre cellules ou entre cellules et matrice
évoluent pendant la suite du développement embryonnaire. L’ensemble est
programmé génétiquement par des modifications dans la composition des
molécules d’adhérence, des connexines, des glycoprotéines et protéoglycannes
membranaires, par le jeu controlé d’enzymes membranaires, etc. Chaque type
d’adhérence est le résultat de I’action combinée de plusieurs molécules
membranaires ainsi que du fonctionnement des jonctions communicantes.

La matrice extra-cellulaire est le substrat ou migrent les cellules, dans toute
morphogenese. Une adhérence faible et rapidement renouvelée des filipodes
des cellules migrantes est assurée par des intégrines membranaires qui se lient a
des molécules de la matrice extra-cellulaire, telle la fibronectine présente sur de
nombreux chemins migratoires.

Les mouvements des cellules ou leur immobilisation dépendent donc de I’exis-
tence, de la quantité et de la répartition des molécules d’adhérence membranai-
res (cadhérines, intégrines, glycosyl-transférases) et des substrats (fibronectine,
laminine, etc). Leur présence est souvent le résultat de syntheses régulées par
les sécrétions des cellules inductrices appartenant a d’autres feuillets venant a
leur contact ou a leur voisinage. Les inductions sont un autre aspect de ces rela-
tions intercellulaires.

N\ J
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Questions

13.1 Qu’appelle-t-on cellules en bouteille ?

13.2 Quelles sont les principales familles moléculaires impliquées dans les adhé-
rences intercellulaires ?

13.3 Le cytosquelette peut-il jouer un role dans les mouvements morphogénéti-
ques ?

13.4 A quel type de famille moléculaire les molécules membranaires impliquées
dans les migrations cellulaires appartiennent-elles ?

13.5 Quelles sont les unités structurales associées a la formation des jonctions
communicantes (ou « gap junctions ») ?

13.6 Les « gap junctions » jouent-elles un rdle au cours du développement ?
13.7 A quoi correspond le phénomene de transition épithélio-mésenchymateuse ?

13.8 Existe-t-il des cas de transition mésenchymato-épithéliale au cours du déve-
loppement ?

13.9 Pour quelles raisons applique-t-on parfois le terme « effet cordon de bourse »
pour désigner un phénomene entrainant un changement conformationnel d'une
structure épithéliale ?

13.10 Quelles sont les molécules matricielles qui peuvent étre a 1’origine d'une
déstructuration des lames basales ?

Réponses page 390
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LA MORT CELLULAIRE
PROGRAMMEE
OU APOPTOSE

14.1 Controle génétique et déroulement d’une mort cellulaire programmée
par apoptose

14.2 Quelques exemples d’apoptose au cours du développement

=
<
-
o

La mort cellulaire survient de fagcon permanente chez tout organisme vivant, animal
ou végétal dont les tissus sont le site d’un renouvellement cellulaire qui se poursuit
durant toute la vie ; elle peut aussi survenir aprés un traumatisme nécessitant une
réparation des tissus. Elle intervient également, de maniere un peu paradoxale, lors
de processus normaux du développement embryonnaire ; c’est cette forme de mort
cellulaire qui sera étudiée ici.

Son rdle, dans ce dernier cas, n’est pas seulement d’assurer un « turn-over » cellu-
laire. Elle est un moyen de construction de I’organisme, au méme titre que les
migrations de feuillets ou la croissance d’une ébauche d’organe. En effet, un déve-
loppement normal n’est possible que si des organes ou des tissus qui n’ont qu’une
utilité transitoire peuvent disparaitre. De méme, dans 1’édification des organes défi-
nitifs, la croissance des ébauches s’accompagne souvent de 1’élimination de maté-
riaux excédentaires, évoquant la finition d’une sculpture.

Ces morts cellulaires ne peuvent pas étre anarchiques ; leurs modalités ainsi que
leur chronologie sont programmées génétiquement. Elles peuvent étre déclen-
chées en temps voulu, comme pour une induction, par des facteurs qui activent des
récepteurs membranaires : des facteurs de croissance (voir infra, BMPs) ou des
hormones, comme les hormones thyroidiennes (voir § 14.2.2).

Il existe plusieurs voies qui aboutissent a la mort cellulaire, et leurs mécanismes
sont encore incomplétement connus ; nous nous limiterons a ’étude de 1’apoptose
qui est une modalité largement répandue dans le monde animal. Ce terme a été
proposé en 1972 par Kerr et Wylie ; il désigne une séquence d’altérations morphologi-
ques de la cellule précédant sa phagocytose par des macrophages : perméabilisation
des membranes mitochondriales, condensation de la chromatine et fragmentation du
noyau, formation de corps apoptiques (vésicules closes contenant du cytoplasme et
des fragments nucléaires), bourgeonnement de la membrane plasmique et modifica-
tion de sa composition permettant une reconnaissance par les macrophages. Ce mode
de mort cellulaire programmée est a distinguer de la nécrose cellulaire qui survient
généralement a la suite d’un traumatisme accidentel et qui se caractérise par un gonfle-
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ment de la cellule suivi de I’éclatement de celle-ci, ce qui entraine alors, par suite de la
libération du contenu cytoplasmique, une réponse inflammatoire locale.

L’étude des morts cellulaires programmées a pris tout son essor avec les résultats
de Horvitz et coll. (1999), qui ont montré que, au cours du développement embryon-
naire d’'un Nématode, Cenorhabditis elegans, ces morts sont programmées généti-
quement et que les geénes responsables qu’ils ont identifi€és ont des homologues
répandus dans d’autres groupes zoologiques, notamment les Mammiferes.

14.1 CONTROLE GENETIQUE ET DEROULEMENT
D’UNE MORT CELLULAIRE PROGRAMMEE
PAR APOPTOSE

Cette forme de mort cellulaire implique I’activité en cascade de cystéine-protéases
particulieres, les caspases (pour « cysteinic aspartate-specific proteinases ») ; 1’acti-
vation des caspases dites initiatrices provoque 1’activation en chaine des caspases
dites effectrices responsables de dégradations protéolytiques a I’origine de la désorga-
nisation des structures cellulaires, ce qui aboutit a une figure d’apoptose.

14.1.1 L’apoptose est controlée génétiquement

Chez Cenorhabditis elegans, Horovitz et coll. ont montré que la mort cellulaire
n’est pas une détérioration passive, mais un processus nécessitant 1’intervention
d’une suite de molécules spécialisées. Celles-ci ont pu étre identifiées grace a
I’étude de mutations qui permettent, chez leurs porteurs, la survie de cellules qui
disparaissent normalement chez la forme sauvage. Cette étude peut &tre suivie de
facon rigoureuse car, chez cette espece, le dénombrement cellulaire est exception-
nellement facilité. En effet, un individu hermaphrodite possede un nombre fixe et
réduit de cellules somatiques (959), apres que 131 cellules ont disparu par apoptose.

Quatre geénes sont impliqués dans I’apoptose : ced-9, ced-4, ced-3 (pour « cell death
abnormal ») et egl-1 (pour « egg laying defective »). La cystéine protéase CED-3 ne
peut exercer sa fonction protéolytique lorsqu’elle est liée a la protéine CED-4. Le
couple CED-3/CED-4 est lui-méme associé a la protéine anti-apoptotique CED-9
liée a la membrane mitochondriale, I’ensemble formant un apoptosome. La
protéine pro-apototique EGL-1 en se fixant sur CED-9, provoque en cascade la libé-
ration et I’activation de CED-3, déclenchant ainsi les processus protéolytiques.

On a montré depuis la découverte de ces genes que chez les Mammiferes, certai-
nes protéines impliquées dans 1’apoptose présentaient des similitudes de séquence
significatives avec les protéines de C. elegans. (fig. 14.1). Des homologies ont aussi
été mises en évidence chez pratiquement toutes les especes animales. On peut donc
penser que les grandes lignes de la programmation de cette forme de mort cellulaire
ont été conservées au cours de 1’évolution. Chez les Mammiferes, CED-4 et CED-3
ont respectivement pour homologues Apaf-1 (pour « Apoptotic Protease Activating
Factor 1 ») et les caspases 9 et 3 ; CED-9 présente une similitude de séquence avec
la protéine membranaire mitochondriale anti-apoptotique Bcl-2.
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C. elegans Mammiféres
EGL 1 protéines neutralisantes Bik
CED-9 protéines anti-apoptose Bcl2
CED_ 4 facteurs activateurs A_peﬁ
de protéases
CED -3 protéases Caspase - 9
Apoptose Apoptose

Figure 14.1 - Comparaison entre les étapes de I'apoptose chez le Nématode
Cenorhabditis elegans et chez un Mammifére (mort neuronale).

Les génes concernés présentent une forte homologie entre les deux modéles.
L'apoptose est déclenchée par I'activation d’une protéase, (CED-3 ou Caspase-9)
au sein d’un complexe ('apoptosome) comportant les protéines CED-4 ou Apafl.
Les cellules sont protégées de la mort cellulaire par des protéines neutralisant ces
facteurs (CED-9 ou Bcl-2). Si ces derniers facteurs sont neutralisés par des protéi-
nes pro-apoptose, EGL-1 ou Bik, le processus d’apoptose peut s’enclencher.

L’équilibre d’une cellule vivante sera rompu et la mort cellulaire déclenchée
quand CED-9 ou ses homologues tel Bcl-2 seront a leur tour inactivés par des protéi-
nes pro-apoptose telles EGL-1 chez le Nématode, ou Bik, Bax et Bak chez les
Mammiferes.

14.1.2 Déclenchement de la mort cellulaire

On peut distinguer deux voies principales qui déclenchent I’ac