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tants dans le mélanome et la maladie
d’Alzheimer mais aussi dans la plupart
des pathologies inflammatoires tant
centrales que périphériques et dans le
suivi thérapeutique de ces maladies,
permettant ainsi une stratification
des patients. La thérapie de demain
associera une molécule ayant pour
cible thérapeutique d’une pathologie,
une protéine de liaison du calcium et
des biomarqueurs utilisant le niveau
d’expression d’un ensemble de cal-
ciprotéines afin de suivre I’évolution
thérapeutique du malade. ¢

Calcium binding proteins

as therapeutic targets?
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Un probleme de calcium ?
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>La formation du systeme nerveux des
vertébrés débute au moment de la gas-
trulation avec I'induction et la formation
de la plaque neurale sur la face dorsale
de ’embryon. Au stade blastula et jeune
gastrula (7 & 9 heures aprés la féconda-
tion), I’ectoderme de I’amphibien Xeno-
pus laevis peut évoluer vers un destin
épidermique ou neural. Les travaux de
la derniere décennie ont montré que
I’ectoderme se détermine en épiderme
en réponse a I’activation de la voie de
signalisation BMP4 et prend un destin
neural lorsque cette voie est inhibée par
des facteurs secrétés par le mésoderme
dorsal, tels que noggin, chordin ou fol-
listatine. L'induction neurale se ferait
donc selon un mécanisme « par défaut »,
qui ne nécessiterait que Iinhibition de
la voie BMP4 et ne conduirait pas a
I"activation d’une cascade de transduc-
tion spécifique [1]. Ce modéle, bien que
largement admis, présente des limites.
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Il 'a été principalement établi a partir
d’expériences réalisées sur des ecto-
dermes isolés et jamais sur I’embryon
entier. Le modele d’induction neurale
«par défaut» n’est pas généralisable
a "embryon de poulet ou d’ascidie, ou
Ilinduction neurale nécessite un signal
instructif faisant entre autres intervenir
la voie de signalisation FGF [2]. Des
résultats récents obtenus sur I’embryon
de xénope montrent que la répression de
la voie de signalisation BMP4 est requise
pour supprimer le destin épidermique
mais qu’elle n’est pas suffisante pour
induire le destin neural [3].

Un certain nombre de travaux anciens ont
permis de penser que le calcium jouait
un rdle important dans le déclenchement
de I'induction neurale. €n 1964 Barth et
Barth [4] furent les premiers & suggérer
que I’environnement ionique et en parti-
culier le Ca®* contrdlait la neuralisation
de I’ectoderme de Rana pipiens. De plus
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la dissociation des cellules de I'ectoderme
dans des milieux privés de Ca?* oriente leur
détermination vers la voie neurale [5, 6].

La neuralisation par dissociation

des cellules de I’ectoderme

est associée a un signal calcique

Nous avons montré que la dissocia-
tion entrafne une augmentation de la
concentration intracellulaire en calcium
([Ca?*1i). Cette augmentation est provo-
quée par une sortie du Ca®* intracellulaire
due a la modification du gradient calcique
entre les milieux intra- et extracellulaires
[7]. Ces résultats ainsi que ceux obtenus
par Iéquipe de De Robertis [8] montrent
que I'effet observé n’est pas dli a une sim-
ple dilution des inducteurs épidermiques
(BMP) ou une variation d’affinité de ces
molécules vis-a-vis de leurs récepteurs
qui entraineraient une neuralisation de
’ectoderme par défaut comme il a été
proposé par certains auteurs [9].
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Figure 1. A. €xemple de variations transitoires de Ca’* se produisant dans 'ectoderme dorsal de
I’embryon de xénope au stade 10,5 (11 heures aprés la fécondation). Les embryons ont été injectés
avec ’aequorine et les variations de Ca?* ont été visualisées a I'aide du photo imaging microscope
(PIM) selon la technique décrite dans [12, 13]. Chaque variation transitoire de Ca®* correspond a
une intégration de 120 secondes. €chelle: 0,3 mm. B. Les antagonistes des canaux sensibles aux DHP
altérent la formation des structures antérieures du systéme nerveux. Comparaison des phénotypes
obtenus pour des embryons incubés du stade blastula au stade neurula (de 5 & 15 heures aprés la
fécondation) en présence de R(+)BayK 10 um (antagoniste des canaux sensibles aux DHP) et des
embryons témoins. C, D. Les antagonistes des canaux Ca®* sensibles aux DHP inhibent I’expression de
genes impliqués dans I'induction neurale. Effet de la nicardipine 500 pM et de la nifédipine 500 pM
(antagonistes des canaux sensibles aux DHP) sur I'expression du géne proneural Zic3 (C) et de I'argi-

nine N-méthyltransférase xPRMT1b (D). A droite, témoin ; & gauche, embryon traité. Echelle : 0,5 mm
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Sur des ectodermes isolés, Noggin
induit une augmentation de [Ca®*]i
Uectoderme, prélevé au stade jeune gas-
trula, garde la capacité de répondre aux
signaux ventraux et dorsaux comme dans
I’embryon. €n présence d’un signal induc-
teur tel que noggin, il adoptera un destin
neural. Par imagerie calcique nous avons
observé que, sur des ectodermes, I’gjout
de noggin provoque une augmentation
transitoire de [Ca®*]i [10].

Origine du [Ca®*]i

La variation de [Ca®*]i provoquée par
noggin résulte de I'activation de canaux
voltage dépendants sensibles aux dihy-
dropyridines (DHP). Les antagonistes de
ces canaux tels la nifédipine bloquent les
variations de [Ca®Ji [10]. Il n’est pas
exclu que d’autres sources de Ca®* puis-
sent étre impliquées, tout au moins par-
tiellement. Les méthylxanthines telles la
caféine sont connues pour libérer du Ca?*
a partir des réserves internes. Nous avons
montré, sur des ectodermes isolés que cet
agent était un inducteur neural [11].

Lactivation directe des canaux

Ca?* sensibles aux dihydropyridines
déclenche I'induction neurale

Les ectodermes isolés, stimulés par des
dihydropyridines, agonistes spécifiques
des canaux sensibles aux DHP tels que le
S(-)Bay K 8644, déclenchent une augmen-
tation transitoire de [Ca?]i qui présente
une cinétique comparable a celle provoquée
par noggin. Elle est suffisante, dans un
contexte BMP actif, pour déclencher I'induc-
tion neurale. Les ectodermes ainsi traités se
différencient dans les deux lignées neurales,
neurones et cellules gliales, identifiables en
immunocytochimie [11].

Les observations réalisées

sur des ectodermes isolés (ex vivo)
sont-elles le reflet des phénoménes
physiologiques se produisant

sur ’embryon entier (in vivo) ?

Avec une sonde bioluminescente, 'ae-
quorine, et a I'aide d’un systeme d’ima-
gerie original par comptage de photons
[12,13], nous avons visualisé au sein
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de I’ectoderme dorsal des variations
transitoires de [Ca®*]i au cours de la
gastrulation. Ces variations sont loca-
lisées dans des groupes de 10 a 20 cel-
lules. Le plus grand nombre de varia-
tions transitoires est atteint en milieu
de gastrulation, pendant la période ou
se déroule I’induction neurale, soit envi-
ron 9 heures apres la fécondation chez
le xénope (Figure 1A). Il ne se produit
pas de variation détectable de [Ca®*]i
dans les cellules de I’ectoderme ventral.
Il faut rappeler que les cellules ventrales
ne regoivent pas de signaux inducteurs
neuraux. Comme dans les ectodermes
isolés, les dihydropyridines antagonistes
des canaux DHP bloquent ces variations
de [Ca®1i et IYinduction neurale est
fortement perturbée (Figure 1B). Les
embryons présentent des phénotypes de
microcéphalie et de microphtalmie ; les
phénotypes les plus sévéres donnent des
embryons dépourvus de téte [10,12].

Les cibles du Ca?*

Certains facteurs de transcription sont
des cibles privilégiées du Ca?*. Ainsi le
géne c-fos est activé pendant I'induc-

tion neurale, qu’elle soit déclenchée
par noggin ou par une augmentation
de [Ca?]i [14]. Deux geénes proneu-
raux XIPOU2 et Zic3, sont également
activés suite a la stimulation de I'ecto-
derme par noggin ou par une variation
de [Ca®]i induite par les DHP ou par
la caféine. Inversement, le blocage des
signaux calciques inhibe I"expression
des génes proneuraux [12, 14] (Figu-
re 1C). Afin de mieux comprendre le rdle
du Ca?* au cours de I’induction neurale,
par une approche soustractive, nous
avons recherché des genes précoces de
la détermination neurale contrdlés par
le Ca?®*. Une banque soustractive d’ADNc
a été construite a partir d’ectodermes
isolés induits par une augmentation de
[Ca®]i provoquée par la caféine versus
non induits. Une trentaine de génes
précoces contrdlés par le Ca?* et qui
s’expriment dans les futurs territoires
neuraux ont ainsi été sélectionnés [15].
Nous avons plus particulierement porté
notre attention sur une arginine N-
méthyl-transférase, xPRMT1b. C’est un
géne de réponse directe au Ca®* et son
expression est détectée des le début de
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Figure 2. Modéle instructif de Pinduction neurale. Dans I'ectoderme dorsal le Ca?* joue un rdle
central pour (1) contrdler I’expression de génes neuraux (en particulier XPRMT1b et Zic3) et (2)
participer a inhibition de I"expression de bmp4. Le Ca?* pourrait aussi réprimer la voie épidermi-

que en aval du récepteur BMP4. Ce Ca®* provient d’un influx via des canaux Ca®* sensible aux DHP.
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Noggin est capable d’activer ces canaux selon un mécanisme indirect encore inconnu.
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la gastrulation, dans tout I'ectoderme
ainsi que dans le mésoderme dorsal.
Son expression est ensuite restreinte
aux territoires neuraux dans les stades
plus tardifs (Figure 1D). Le rdle de xPR-
MT1b au cours de I’induction neurale a
été abordé par gain (surexpression de
I’ARN messager) et perte de fonction
(approche morpholino). €n particulier,
dans "embryon, la perte de fonction de
xPRMT1b bloque le développement de la
partie antérieure du systéme nerveux.
Nos résultats suggeérent que I’enzyme
XxPRMT1b fait le lien entre I"augmenta-
tion de [Ca®]i et les événements en
aval de I’induction neurale [15, 16]
(Figure 2).

Conclusions

Ces travaux montrent le réle primordial
que peuvent jouer les canaux sensibles
aux DHP dans le processus d’induction
neurale. Nous soulignerons deux niveaux.
+ Le premier concerne le concept de
compétence neurale. La compétence
neurale est une propriété transitoire de
I’ectoderme. Elle correspond pendant
la gastrulation a une fenétre de temps
(entre 8 et 14 heures apres la féconda-
tion) pendant laquelle Iectoderme peut
étre induit par un signal neuralisant.
L'ectoderme au stade gastrula répond
d’une maniére optimale au signal alors
que I'ectoderme de la gastrula dgée ne
répond plus; les bases moléculaires de
cette propriété ne sont pas connues. Les
expériences précédentes suggerent que
les canaux calciques sensibles aux DHP
jouent un réle crucial dans le déclenche-
ment de I'induction neurale. Nous avons
analysé I'ontogenése de ces canaux au
niveau des cellules de I’ectoderme de
deux amphibiens; Pleurodeles waltl et
Xenopus laevis depuis le stade non com-
pétent jusqu’a la perte de compétence.
Nos résultats démontrent sans ambiguité
une stricte corrélation entre ’acquisition
de la compétence neurale et la densité
des canaux calciques sensibles aux DHP.
La densité des canaux calciques sensibles
aux DHP n’est plus mesurable lorsque la
compétence a disparu [17, 18]. Chez le



pleurodele, une stratégie anti-sens pour
perturber I'expression du canal sensible
aux DHP au niveau des cellules de I'ec-
toderme dorsal inhibe la neurulation et le
développement de I’embryon se poursuit
avec une absence de structures nerveuses
antérieures (encéphale, yeux) [19]. Chez
le xénope, la surexpression des différentes
sous-unités composant le canal sensible
aux DHP produit une dorsalisation de
Pembryon [20].

+ Le second niveau nous améne a modu-
ler le concept d’induction neurale par
défaut. Nous montrons que le Ca®* est
nécessaire et suffisant pour orienter les
cellules de I’ectoderme dans un destin
neural méme dans un contexte ou BMP
est actif ce qui donne un rdle instructif
au Ca®. Ce rdle est relayé par I'activa-
tion d’une cascade de génes nécessaire
a la neuralisation de I'ectoderme. €n
particulier nous avons montré qu’une
enzyme activé par le Ca®* avait un rdle
instructif dans le choix du destin cellu-
laire (neural ou épidermique). ¢

Neural induction in amphibians:

a problem of calcium?
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Signalisation calcique
cytosolique et nucléaire
et réponses des plantes
aux stimulus biotiques

et abiotiques
Tou-Cheu Xiong, Stéphane Bourque,

> Pour convertir les variations d’un para-
metre de leur environnement (stimulus)
en réponse biologique adaptative, les
plantes, comme tous les étres vivants et,
en particulier, les eucaryotes, mettent
en jeu des «modules » de signalisation
bien régulés. Uune des étapes-clés de ce
processus complexe est le codage, par
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la cellule, d’une informa-
tion physique ou chimique
dans un langage molécu-
laire qui prend en considé-
ration la nature, la force
et la durée du stimulus.
Ce codage est assuré par
un nombre restreint de

en contexte normal et pathologique.

S. Bourque, A. Pugin : UMR Plante-Microbe-€Environnement
INRA 1088/CNRS 5184/Université de Bourgogne,

17, rue Sully, BP 86510,

21065 Dijon Cedex, France.

GDR 2688, Calcium et régulation de I’expression des génes
en contexte normal et pathologique.

ranjeva@scsv.ups-tlse.fr

1025

MAGAZINE

NOUVELLES



