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Morphogenes et morphogenése

Le cours de la chaire des Processus morphogénétiques portait cette année sur la
question des morphogenes. La premi¢re définition du terme de morphogeéne nous
vient d’'un article de 1952 d’Alan Turing «Les bases moléculaires de la
morphogenése ». Pour Turing, il sagit d’évocateurs de formes, en référence aux
évocateurs de Waddington. Il sagit donc 1a d’une définition assez vague, trés
éloignée des criteres un peu contraignants qui président aujourd’hui au classement
d’une substance dans la catégorie des morphogenes. 1l reste que Turing dans cet
article séminal a mis en place le principe de réaction-diffusion qui permet de
comprendre, en principe, comment a partir d’'un champ homogene deux
morphogenes auto-inducteurs et inhibiteurs réciproques, peuvent créer des
« patterns » 4 la suite d’'un simple différentiel de diffusion.

Au dela de Turing et de sa théorie des « génes diffusibles », ce qui me semble
constituer le fond de laffaire, le point de départ du cours est le probléeme du
drapeau francais tel qu’il est posé par Lewis Wolpert dans un article trés important
de 1967. Dans cet article Wolpert propose un modele trés simple de patterning
d’un champ morphogénétique. Une source de morphogene, & une certaine distance
un puits qui dégrade le morphogene, et entre source et puits un gradient continue
de ce morphogene. Chaque cellule du champ recoit une certaine dose de
morphogeéne en fonction de sa position entre source et puits et répond a cette
information de position par I'expression d’un caractére. Si on ajoute des effets
seuils, le champ peut étre divisé en plusieurs zones qui expriment des caractéres
différents, par exemple une zone bleue, une blanche et une rouge, d’ott le « drapeau
francais » de Wolpert.

Cet article pose dés le début un grand nombre de problémes qui sont loin d’étre
résolus et qui ont fait la substance du cours. Le premier est la diffusion : les
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morphogenes diffusent-ils ? Si on considére la surface des cellules comme une toile
cirée, rien ne s’y oppose. Mais la réalité est trés éloignée de cette image. La surface
des cellules est un maquis de protéines et de sucres complexes rendant trés improbable
que les morphogenes diffusent librement. Il est intéressant, et ironique, de constater
que Wolpert lui-méme vient d’écrire un article dans lequel il revient sur son idée de
départ pour déclarer que les morphogenes ne diffusent pas. Un deuxieme probleme
est que les champs morphogénétiques ne sont pas stables. Les cellules se divisent,
meurent, migrent et acqui¢rent continiment des propriétés nouvelles. Un troisieme
obstacle est celui du temps. Une cellule, en fonction de sa position est exposée, certes
2 une certaine concentration de morphogene, mais cette exposition dure plus ou
moins longtemps. Tout modele doit donc intégrer cette notion de durée d’exposition.
Enfin (provisoirement car il ne s'agit pas d’étre exhaustif), la concentration efficace
de morphogene dépend aussi du mode de transduction du signal et de la régulation
de cette transduction. Le probléme est plus compliqué, donc, que ne le laisse penser
ce modele idéal proposé par Wolpert en 1967 et dont I'évidente simplicité rallia tous
les esprits (les bons).

Malgré ce caveat, le modele de Wolpert fut considéré trés longtemps comme
incontournable, il est encore considéré comme valable dans certains de ses aspects.
Aussi parce qu'il a regu de forts soutiens expérimentaux. Le plus décisif fut 'étude de
I'établissement de I'axe antéro-postérieur de 'embryon de Drosophile. Sans entrer
dans les détails, 'équipe de Niisslein-Volhard établit que la protéine Bicoid est
synthétisée au pole antérieur, a partir de messagers ancrés a ce pdle et diffuse & travers
Pembryon qui, & ce stade, est un syncitium, c’est-a-dire que les noyaux se divisent
mais baignent tous dans le méme cytoplasme (les membranes se formeront plus
tard). La taille totale de 'embryon est constante a ce stade et la protéine diffuse
librement, instruisant chaque noyau de sa position et régulant 'expression de génes
qui « coupent » embryon en trois domaines. On ne pouvait réver mieux comme
illustration du probléme du drapeau frangais. Cest ainsi que Bicoid, (pourtant un
facteur de transcription !) fut longtemps considéré comme morphogene idéal.

Sur ce modele il fut découvert que de nombreux morphogenes apportent par
diffusion une information de position déterminant le devenir morphologique et
physiologique d’ensembles cellulaires. Un excellent exemple chez les vertébrés est
fourni par sonic hedgehog (sHH) dont la diffusion a partir de la notochorde puis
de la plaque du plancher détermine, avec d’autres facteurs comme les Bone
Morphogenetic Proteins (BMPs), le patron d’expression des génes de développement
le long de 'axe dorso-ventral du tube nerveux. Son activité morphogénétique au
niveau de la patte est aussi un grand classique. Dans ce cas comme dans celui
d’autres morphogenes (BMPs, FGFs, Whts,...) I'existence d’'un gradient né d’une
diffusion a toujours été postulée, parfois démontrée. La drosophile a constitué un
objet d’étude essentiel & notre compréhension de la nature et du mode d’action de
morphogenes, pas seulement pour le cas de Bicoid que je viens d’évoquer, mais
aussi pour d’autres de ces facteurs, dont DPP (une parente des BMP), Wingless
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(Wg) et Hedgehog (HH). Mais avant de développer le role de ces morphogenes
dans la construction de l'aile de drosophile, le cours s'est attardé sur Bicoid.

En 2002, Bahram Huchmandzadeh, Eric Wieschaus et le mathématicien Stanislas
Leibler publient un article dans lequel ils démontrent que le gradient de Bicoid est
trés variable entre embryons mais que les bords qui sont déterminés et les domaines
d’expression des genes définissant les territoires morphogénétiques restent trés
stables dans leurs positions et étendues. D’oli un probléme intéressant de robustesse
de la réponse malgré le bruit du signal. Trois années plus tard, 'équipe de Nathalie
Dostatni publie un autre article qui démontre que « contrary to recent reports
proposing that the Bed gradient is not sufficient to establish precise positional
information, we show that Bed drives precise and sharp expression of its target
genes through a process that depends exclusively on its ability to activate
transcription ». Décryptons : Contrairement a ce que propose Huchmandzadeh,
Wieschaus et Liebler, aucun systtme de filtrage du bruit n'est nécessaire a la
robustesse de la réponse génétique. Ce débat, va initier toute une série d’expériences
au cours desquelles il sera démontré que la constante de diffusion de Bicoid est dix
fois inférieure & ce qui serait nécessaire pour établir un gradient et surtout pour
que la longueur scalaire soit constante. Ce qui semble exclure une diffusion passive
a partir d’une source antérieure et oblige a s'interroger sur la facon dont le gradient
de Bicoid se met en place au tout début du développement embryonnaire.

Cette question de la diffusion des morphogenes est centrale et dépasse largement
le cas de Bicoid. Une grande partie des exemples du cours pris dans la morphogenése
de laile de la Drosophile ont eu pour but de sinterroger sur ce point. Il y a
plusieurs facons d’aborder le probleme. D’abord du c6té des morphogenes et de
leur structure. Ce sont des molécules souvent chargées positivement et donc
susceptibles d’interagir fortement avec des protéines de la matrice extracellulaire ou
de récepteurs de surface de type protéoglycans. Certains d’entre eux, Wnt/Wg et
sHH/HH par exemple, sont modifiés par l'addition de séquences lipidiques
hydrophobes, ou d’un résidu cholestérol, ce qui induit des interactions avec des
lipide membranaires. Ce sont 1a des freins 4 la diffusion qui nécessitent des
stratégies de « contournement » impliquant lexistence de transporteurs, de
mécanismes de clivage des domaines actifs, etc. Un autre parameétre est la structure
du milieu. Si I'on prend I'épithélium i jonctions serrées du disque imaginal de
l'aile de drosophile, il est constitué de cellules polarisées avec une face basolatérale
et une face apicale. La face basolatérale est extrémement contournée et il est
improbable que la diffusion puisse se faire autrement que par mouvement brownien,
ce qui n'empéche pas que la présence de matrice et de récepteurs de surface bloque
cette diffusion.

Sans vouloir énumérer tous les cas particuliers, une chose est certaine, le
mouvement des morphogenes, le plus souvent, ne peut reposer sur une diffusion
passive mais requiert des systémes de transport. Un des systémes de transport,
« Pargosome », repose sur 'endocytose et 'exocytose des morphogenes. On se gardera
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d’entrer trop avant dans le débat sur la nécessité, ou non, de 'endocytose pour que la
signalisation prenne place. Débat intéressant cependant, car il est lié & la question de
la durée d’exposition a3 un morphogene, variable aussi importante que sa
concentration. Si la signalisation demande une endocytose, le temps passé dans la
vésicule d’endocytose, aussi vésicule de signalisation, peut influencer lactivité du
morphogene. Largosome peut signaliser mais il peut aussi en passant de cellule &
cellule transporter les morphogenes sans que ceux-ci ne soient jamais, ou presque, en
contact avec le monde extérieur. Ce transport planaire est une facon élégante
d’échapper aux obstacles 2 la diffusion présents dans I'espace intercellulaire. Un autre
mode de transport a grande distance est le cytonéme. Il s’agit de longs prolongements
cellulaires tres fins, constitués de filaments d’actine, et qui contactent les morphogenes
a des distances parfois trés grandes. Lidée est que le temps mis pour que le signal
remonte au corps cellulaire constitue une « mesure » de la distance.

Mais le modele le plus populaire aujourd’hui est celui du cil. Il est admis
désormais que presque toutes les cellules ont un cil primaire. Ce cil est une sorte
d’organe sensoriel qui présente des récepteurs a son extrémité. Par exemple, sHH
signale en se fixant & extrémité du cil sur son récepteur « patched/smoothened ».
Mais, en méme temps, les cils battent et ce battement est de nature a orienter les
morphogenes. Cela est d’autant plus proche de la réalité que les cellules porteuses
de cils forment un épithélium a polarité planaire conduisant & une synchronisation
du battement ciliaire. Limplication des cils a été démontrée a toutes les étapes du
développement (par exemple I'établissement d’une dissymétrie droite/gauche) non
sans conséquences sur I'étiologie de plusieurs pathologies. Un exemple intéressant
de ce concept se trouve dans la description d’un cas de morphogenése adulte, celui
de la migration des cellules neurales de la zone subventriculaire (SVZ) vers le bulbe
olfactif. Ces cellules générées — a partir de cellules souches adultes — au niveau
de I'épithélium qui borde le ventricule latéral migrent selon un courant antérograde
et renouvellent les interneurones GABAergiques du bulbe olfactif, la région la plus
antérieure du cerveau. Des travaux récents impliquant plusieurs laboratoires et
coordonnés par Arturo Alvarez Buylla démontrent que cette direction antérograde
est induite par un facteur répulsif (Slit1/2) sécrété par le plexus choroide et poussé
en avant par le battement coordonné des cils qui bordent le ventricule. Pour
résumer les cils ont une double action : mécanique sur le transport des morphogenes
et transductrice du signal dans la mesure ol ils portent des récepteurs aux
morphogenes.

En conclusion, le cours a abordé ces questions avec pour objectif de mettre en
évidence les zones d’ombres, les contradictions expérimentales et les simplifications
abusives de nombre des modeles qui circulent. Nous n’avons pas de proposition
miracle, mais nous pensons que le phénomene de transduction des homéoprotéines,
considérées comme de véritables morphogenes, constitue une solution intéressante.
Cette solution a été examinée sur le plan théorique, en collaboration avec David
Holcman, et sur le plan expérimental. Curieusement, quand il sagit de la formation
de bords, elle rejoint trés exactement les propositions initiales d’Alan Turing.
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Séminaire

Le séminaire a été tenu sous la forme d’une journée dédiée au théme Forme et
Polarité cellulaire, le Lundi 10 décembre 2007. Cette journée a été divisée en
4 thémes :

I. Organisation dynamique de la synapse, biologie cellulaire et modélisation

Antoine Triller, INSERM et Ecole normale supérieure

Maxime Dahan, CNRS et Ecole normale supérieure

II. Transport et fusion vésiculaire, biologie cellulaire et modélisation

Thiéry Galli, CNRS et Institut Jacques Monod/Université Denis Diderot

David Holcman, CNRS et Ecole normale supérieure

ITI. Morphogenése et polarités cellulaire et planaire

Yohan Bellaiche, CNRS et Institut Curie
Thomas Lecuit, CNRS et Université de Marseille-Luminy
Hotoyoshi Yasuo, CNRS, Villefrance-sur-mer

Alain Prochiantz, CNRS, Collége de France et Ecole normale supérieure

Recherche

La recherche du laboratoire se divise, avec des recouvrements, entre une partie
théorique et fondamentale et une autre plus orientée vers les applications
technologiques ou thérapeutiques.

Partie théorique et fondamentale
Création de patterns

Nous avons continué d’explorer la signification physiologique du mécanisme de
signalisation par transfert intercellulaire de protéines & homéodomaine. Ces études
sappuient sur quatre modeles. Un premier modele est la formation de bords le
long de I'axe dorso-ventral du tube nerveux aux périodes précoces du développement.
La stratégie est de suivre la fagon dont les frontiéres entre territoires dorso-ventraux
peuvent étre modifiés quand on bloque le passage intercellulaire de certains facteurs
de transcription de la classe des homéoprotéines en particulier Pax6 et Nkx2.2. Ces
études menées en collaboration avec I'équipe de Jean-Léon Thomas a la Salpétriére
viennent de débuter et il est encore trop tot pour tracer I'état des lieux. Les
premiéres données sont encourageantes dans la mesure ot le blocage du passage
intercellulaire de Pax6 chez le poulet au stade E2 induit une modification du
patron d’expression de MNR2 et HB9.
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Dans le méme ordre d’idée nous avons utilisé, en collaboration avec Forence
Maschat (CNRS, Montpellier), une stratégie de blocage du passage de
I'homéoprotéine Engrailed dans le disque imaginal de laile de drosophile. Les
données sont, ici encore, préliminaires mais elles suggérent que cette opération
modifie de fagon non autonome cellulaire le développement de la veine transverse
dans la partie antérieure de l'aile (& proximité de la frontiere antéro-postérieure).

Guidage axonal

Dans une étude antérieure menée en collaboration avec le laboratoire de Christine
Holt (Cambridge, UK) nous avons démontré (Brunet et al. Nazure, 483, 94-98,
2005) que les cones de croissance des neurones ganglionnaires de la rétine (RGCs)
d’origine nasale et temporale répondent de fagon opposée (attraction et répulsion)
quand ils sont placés dans un gradient de 'homéoprotéine Engrailed. Cette réponse
requi¢re 'internalisation de la protéine par les cones et repose sur une régulation de
la traduction locale des ARN messagers des cones par 'homéoprotéine, sans
implication de la transcription. Cela nous a amené a développer le travail le long de
deux axes. D’une part vérifier que ce mécanisme opére in vivo au moment de la mise
en place des connexion retine-tectum. D’autre part identifier les ARN messagers
régulés au niveau traductionnel apres internalisation de 'homéoprotéine.

La partie in vivo implique une collaboration avec Andrea Wizenmann et
Wolfgang Wurst (Tiibingen et Munich, Allemagne), et Christine Holt (Cambridge,
UK). Elle est pratiquement achevée et sera renvoyée, sous la forme d’'un manuscrit
révisé, 4 la revue Neuron dans les semaines qui viennent. Dans ce manuscrit nous
démontrons sans ambiguité les faits suivants :

1. Engrailed (Enl et En2) sont exprimés  la surface du tectum selon un gradient
antéro-postérieur. La quantité de protéine a la surface correspond 4 5 % de son
contenu nucléaire.

2. La neutralisation de la protéine extracellulaire in vivo entraine une projection
ectopique des neurones temporaux dans les domaines postérieurs du tectum.

3. Cette activité d’Engrailed se fait en coopération avec les Ephrins, 'EphrinA5
en particulier.

Nous pouvons donc conclure que le transfert in vivo de '’homéoproteine
Engrailed est nécessaire au patterning des projections de la rétine sur le tectum.

Pour ce qui est de la caractérisation des messagers traduits, nous avons utilisé
une approche par puces 8 ADN en comparant dans diverses situations (Engrailed
internalisé ou non) le population des messagers en cours de traduction (sur les
polysomes). Nous avons aujourd’hui une dizaine de candidats sérieux qui seront
bientdt testés (en collaboration avec le laboratoire de Christine Holt). Parmi ces
candidats nous avons eu la surprise de trouver des messagers mitochondriaux et
nous développons, sur cette base, 'hypothése selon laquelle linternalisation
d’Engrailed entraine une augmentation de l'activité du complexe I et la synthése
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d’ATP. Cet ATP pourrait avoir une activité intracellulaire, mais aussi extracellulaire
aprés sécrétion et fixation sur des récepteurs purinergiques. Nous testons
actuellement cette hypothése en mesurant ATP extracellulaire et en vérifiant si la
réponse 2 Engrailed est modifiée par des agents pharmacologique interférant avec
la voie de signalisation purinergique.

Période critigue

Dans ce travail (collaboration avec Takao Hensch, Harvard Medical School,
Boston, USA) nous avons démontré que la capture de 'homéoprotéine Otx2 par
les interneurones GABAergiques & parvalbumine (couches 3 et 4 du cortex visuel
binoculaire) ouvre la période critique (plasticité corticale) au cours de la maturation
post-natale su syst¢me visuel. Ce travail fondé sur des pertes et gain de fonction
d’Otx2 et des enregistrements électrophysiologiques est actuellement sous presse
(Sugiyama et al., Cel/, 134, 508-520, 2008).

Au cours de cette étude nous avons observé quOwx2 infusé dans le cortex est
spécifiquement internalisé par les neurones GABA 2 parvalbumine, suggérant un
mécanisme de reconnaissance spécifique. Au cours de 'année écoulée nous avons
accumulé des données qui soutiennent hypothése de I'existence de sites de fixation
constitués par des sucres complexes (glycosaminogycans). Nous avons identifié
dans la séquence d’'Otx2 un domaine de 12 acides aminés responsable de cette
reconnaissance. La prochaine étape est donc de tester 'importance physiologique
de cette reconnaissance en la bloquant in vivo au cours de la période critique. Un
autre point important est de comprendre le mode de transduction du signal. Nous
le faisons en recherchant les cibles transcriptionnelles et traductionnelle d’Ox2
dans les neurones GABA 2 parvalbumine.

Modélisation

En collaboration avec David Holcman (Ecole normale supérieure), nous avons
développé des modeles pour tester les différents paramétres, tout particuliérement
la robustesse, de ce mode de signalisation au cours de la mise en place de gradients
morphogénétiques et de la formation de fronti¢res entre territoires au sein du
neuroépithélium. Reprenant les propriétés d’auto-activation et d’inhibition
réciproque des homéoprotéines exprimées de part et d’autre d’une frontiére, nous
avons calculé que ce mécanisme, proche de celui proposé par Turing en 1952, est
plausible et compatible avec les données de la littérature. Ces calculs ont écé publiés
(Holcman et al. /. Theoretical Biol. 249, 503-517, 2007 ; Kasatkin et al., Bulletin
of Mathematical Biology, 70, 156-178, 2008).
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Etudes technologiques et applications thérapeutiques
Gliomes

Au cours de I'étude des cellules souches adultes présentes dans le systéme nerveux
central, Isabelle Caillé avait observé I'expression, dans I'hippocampe, de HOP
(homeodomain only proteins) qui, comme son nom [indique, est presque
uniquement constituée d'un domaine de fixation 2 TADN (’homéodomaine).
Nous avons démontré, par perte et gain de fonction, que cette mini-protéine est
un anti-oncogeéne pour les cellules neurales souches adultes de 'hippocampe. Cette
fonction est exercée A travers le contrdle de la mort programmée de ces précurseurs
neuronaux. Grice a une collaboration avec Ariel Ruiz i Altaba (Faculté de Médecine
de Geneve, CH), nous avons comparé I'expression de HOP dans des tissus sains
et des cellules souches tumorales de gliomes humains. HOP est réprimé dans ces
cellules souches tumorales et l'induction de son expression les fait entrer en
apoptose, suggérant un role important de HOP dans le processus oncogénique

(De Toni et al. Neural Dev. 3, 13, 2008).

Glaucome

Le glaucome est provoqué par la mort des cellules ganglionnaires rétiniennes
(RGC). Les causes de cette mort ne sont pas établies avec certitude, méme si 'idée
prédominante implique une augmentation anormale de la pression intraoculaire.
Sur la base d’observations préliminaires, nous avons formé I'hypothése d’un
contrdle de la survie des RGCs par le passage de la protéine Ow2 entre les cellules
bipolaires et les RGCs. Dans le cadre d’'un contrat industriel avec Fovea-SA, nous
avons mis au point des modeles in vitro et in vivo permettant de tester les propriéeés
protectrices d’Otx2 sur la mort des RGCs adultes. Nos résultats suggérent qu Otx2
internalisé par les RGCs protége ces neurones contre une mort induite soit par
'axotomie (in vitro) soit par une neurotoxicité glutamatergique (in vivo). Les
hypothéses sur le role I'Otx2 comme protéine thérapeutique ont donné lieu & un
dépot de brevet.

Maladie de Parkinson

Lhoméoprotéine Engrailed (Enl et En2) est exprimée, chez I'adulte, dans les
noyaux dopaminergiques (DA) du mésencéphale, qui dégénérent dans la maladie
de Parkinson. Au cours d’'un travail publie en 2007 (Sonnier et al., /. Neurosci.,
27, 1063-1071, 2007), nous avions rapporté que la délétion d’un seul allele Enl
(donc un alléle Engrailed sur quatre) saccompagne d’une mort progressive des
neurones DA chez l'adulte. Cette observation et d’autres raisons, que je ne
développe pas, nous ont conduits a proposer qu Engrailed pouvait se trouver dans
le circuit génétique de la maladie de Parkinson. Depuis nous avons donné du poids
a cette hypothese en démontrant qu'Engrailed internalisé par les neurones DA
protége in vitro et in vivo contre leur mort spontanée, mais aussi induite par le
MPP+, une drogue qui sattaque au Complexe I mitochondrial. Nous sommes
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actuellement en train d’identifier les cibles transcriptionnelles et traductionnelles
qui permettraient d’expliquer cette protection. A ce jour nous avons plusieurs
cibles candidates dont nous vérifions la validité dans des modéles in vivo. Parmi
ces cibles, on retrouve des messagers encodant des protéine du complexe I, ce qui
— A travers la piste purinergique — trace un lien avec les travaux décrits plus haut
sur le guidage des axones.
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