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Une horloge moléculaire liée
a la segmentation des vertéebrés

rique, est caractéristique de

nombreuses classes d’animaux
depuis les invertébrés jusqu’a
I’homme. La segmentation du corps
correspond a la répétition le long de
I’axe antéro-postérieur de structures
similaires incluant généralement des
dérivés de plusieurs feuillets
embryonnaires. Chez les vers anné-
lides, tels que le ver de terre, la seg-
mentation se manifeste par I'impor-
tante succession d’anneaux qui
forment le corps de I'animal. Chez
les vertébrés adultes, la segmentation
est particulierement évidente au
niveau des vertebres et du systeme
nerveux périphérique. Cette segmen-
tation de I'adulte dérive de la mise
en place chez I’embryon de struc-
tures métamériques mésodermiques
appelées somites [1]. Dans de nom-
breuses especes, un role majeur de la
segmentation antéro-postérieure de
I’axe du corps est de permettre I’arti-
culation et le mouvement de struc-
tures rigides telles que le squelette.
Cela est particuliéerement vrai chez
les insectes ou ’exosquelette cuticu-
laire est segmenté, ou bien chez les
vertébrés ou c’est I’endosquelette (la
colonne vertébrale) qui se subdivise
en segments. Bien que la segmenta-
tion soit considérée comme une
caractéristique fondamentale de
nombreuses classes d’animaux, il est
généralement admis que ce proces-
sus est apparu de maniere indépen-
dante au cours de I’évolution en par-
ticulier chez les vertébrés et les
invertébrés.
Depuis les premiers cribles de
mutants du développement embryon-
naire chez la mouche réalisés par
Nisslein-Volhart et Wieschaus dans

I ‘aspect segmenté, ou métamé-

messsssss  les années 1980, une masse considé-
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rable de données moléculaires a été
obtenue sur les mécanismes de la
segmentation chez cet insecte [2, 3].
On connait maintenant la hiérarchie
génétique impliquée dans la mise en
place du patron segmenté de
I’embryon [4]. Une premiere catégo-
rie de génes maternels intervient
pour définir I’axe antéro-postérieur
matérialisé par 1'établissement dun
gradient d’'une protéine régulatrice,
bicoid (m/s n°5, vol. 12, p. 639). Ce
gradient va permettre une activation
dépendante de la concentration des
geénes zygotiques de la catégorie gap
qui sont des facteurs de transcription
s’exprimant dans de larges domaines
antéro-postérieurs de I’embryon. La
combinatoire de I’expression de ces
geénes gap va favoriser I'expression
d’une nouvelle classe de régulateurs
appelés genes pair rule dont I’expres-
sion divise I’embryon en 7 bandes
positives alternant avec 7 bandes
négatives, préfigurant ainsi les futurs
14 segments du corps de I’adulte.
Finalement, les génes pair rule acti-
vent une derniére catégorie de genes
appelés genes de polarité segmen-
taire, responsables de la mise en
place des frontieéres définitives des
segments du corps [5]. De nombreux
analogues vertébrés des génes de seg-
mentation de la drosophile ont
aujourd’hui été identifiés; pour leur
majorité, ils ne s’expriment pas dans
les somites qui constituent la struc-
ture embryonnaire segmentée par
excellence des vertébrés. Par ailleurs,
I'invalidation génique chez la souris
de plusieurs composantes de la voie
de signalisation Notch-Delta démontre
I’implication de ces geénes dans la
somitogenese alors que, chez la dro-
sophile, ces génes ne paraissent pas
jouer de role majeur dans la segmen-

tation [6-8]. Par conséquent, ces
résultats ont été considérés comme
des arguments supplémentaires a
Iencontre de mécanismes communs
impliqués dans la segmentation des
vertébrés et des invertébrés. Cette
idée s’oppose toutefois a I'extréme
conservation des mécanismes molé-
culaires de I’embryogenése observée
entre la mouche et les vertébrés, par
exemple au niveau des génes Hox, ou
des genes de mise en place de I'axe
dorso-ventral.

Récemment, quelques éléments sont
venus ébranler cette idée. Un ana-
logue du gene pair rule hairy a été
identifié chez le poisson-zeébre et son
expression a été décrite comme étant
de type pair rule chez cet organisme
[9]. Par ailleurs, ’analogue du géne
engrailed de I’amphioxus, récemment
identifié, s’exprime dans la partie
postérieure des somites de la téte, a
I'instar de la mouche chez laquelle il
s’exprime dans la partie postérieure
de chaque segment [10]. Ces obser-
vations ont suffi pour relancer le
débat concernant la segmentation
d’ Urbilateria, I’ancétre commun des
vertébrés et des invertébrés [11, 12].
Nous avons étudié un analogue
aviaire du gene pair rule hairy de dro-
sophile, appelé c-hairyl [13]. L’ana-
lyse de la séquence de ce géne montre
qu’il code pour un facteur de trans-
cription contenant un domaine
basique hélice-boucle-hélice et un
tétrapeptide WRPW#* carboxy-termi-
nal caractéristique de la famille des
répresseurs transcriptionnels du type
hairy et enhancer of split. L’analyse
phylogénétique de cette séquence
montre qu’elle est plus apparentée au

* Try-Arg-Pro-Try.
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géne hairy de drosophile qu’a la
famille des genes enhancer of split qui
ne jouent pas de role dans la segmen-
tation de la mouche. L’analyse par
hybridation in situ de I'expression de
ce geéne montre un patron tres dyna-
mique dans le territoire présomptif
des somites appelé mésoderme préso-
mitique.

Chez ’embryon de poulet comme
chez tous les vertébrés, les somites
constituent la manifestation la plus
évidente de la segmentation. Ces
structures mésodermiques sont des
sphéres épithéliales produites
séquentiellement selon un gradient
cranio-caudal. Les somites se forment
bilatéralement de maniere coordon-
née toutes les 90 minutes chez le pou-
let a partir du mésoderme présomi-
tique. Ce dernier est mis en place au
cours de la gastrulation au niveau de
la ligne primitive puis du bourgeon
caudal, et il apparait sous forme de
deux bandelettes de mésenchyme
encadrant le tube neural dans la par-
tie caudale de ’embryon. Ce méca-
nisme de segmentation progressive
du mésoderme présomitique est tres
diftérent du mode de formation des
segments de la mouche chez laquelle
tous les segments sont déterminés
d’un seul coup le long de l’axe
antéro-postérieur. Il est a rapprocher
des modes de segmentation d’autres
insectes tels que la sauterelle ou bien
des annélides chez lesquels les seg-
ments sont progressivement ajoutés a
partir d’une zone caudale, plus
immature [14]. Contrairement a la
situation décrite chez la drosophile,
on sait extrémement peu de choses
sur les aspects moléculaires de ces
autres modes de segmentation.

En compilant des observations réali-
sées sur un grand nombre
d’embryons dotés exactement du
méme nombre de somites, et grace a
un systéme de somitogenese in vitro,
nous avons déterminé le patron
d’expression du gene c-hairyl au
cours de la somitogenése aviaire.
Nous avons ainsi démontré que,
durant les 90minutes que prend la
formation d’un somite, son ARN
messager suit une séquence d’expres-
sion complexe dans le mésoderme
présomitique, qui apparait comme
une vague progressant de la partie
postérieure vers la partie antérieure
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de I’embryon (figure 1A). Cette vague
se rétrécit de plus en plus au fur et a
mesure qu’elle avance antérieure-
ment de telle sorte qu’elle finit par se

restreindre a la partie caudale du
somite nouvellement formé.
L’expression de c-hairyl est mainte-
nue dans les somites nouvellement
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Figure 1. Expression du géne hairy pendant la somitogenése. A. Représen-
tation schématique de I'expression de c-hairy1 dans le mésoderme présomi-
tique au cours de la formation d’un nouveau somite (en rose). Cette expres-
sion apparait comme une vague provenant de la partie postérieure de
I'embryon qui semble migrer vers la partie antérieure en voyant son
domaine devenir de plus en plus étroit au fur et a8 mesure qu’elle progresse.
Le domaine d’expression de c-hairy1 finit par définir la partie caudale du
somite nouvellement formé ol son expression reste maintenue. S0: somite
en formation, Sl: dernier somite formé, Sll: avant-dernier somite formé.
B. Histoire d’une cellule du mésoderme présomitique (MPS) entre sa sortie
de gastrulation (0 h) et le moment ou cette cellule devient elle-méme incor-
porée dans un somite (18 h). Etant donné que le mésoderme présomitique
contient 12 somites en devenir, 12 somites vont se former dans cet intervalle
de temps (un par heure et demie). La cellule est figurée en rouge. C. Oscilla-
tions de la quantité d’ARN c-hairy1 dans la cellule figurée en B durant le
temps que celle-ci passe dans le mésoderme présomitique. Au 12¢cycle,
I’'expression de c-hairy1 est maintenue si la cellule appartient au comparti-
ment caudal du somite ou disparait si la cellule se retrouve dans le somite
rostral.
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formés. De maniére surprenante,
cette vague d’expression est repro-
duite a I'identique au cours de la for-
mation de chaque somite.

Plusieurs explications pouvaient étre
envisagées pour rendre compte de la
propagation d’une telle vague dans le
mésoderme présomitique. La pre-
miere consistait a présumer que ce
mouvement de ’expression de c-
hairyl reflétait en réalité le déplace-
ment massif de cellules exprimant c-
hairyl. Des expériences de marquage
cellulaire ont permis d’écarter cette
éventualité. Une deuxiéme hypothése
consistait a proposer I’existence d’un
signal produit de maniére périodique
toutes les 90 minutes dans la partie
postérieure de I’embryon. La propa-
gation de ce signal dans le méso-
derme présomitique permettrait
I’activation progressive de 1’expres-
sion de c-hairyl. Des expériences
d’ablation de la partie caudale de
I’embryon ont permis d’établir que
cette opération n’affecte ni la pro-
gression ni la cinétique de la vague
d’expression de c-hairyl. Par consé-
quent, il semble que cette dynamique
d’expression corresponde a une pro-
priété entierement intrinseque du
mésoderme présomitique. Cette pro-
priété a été établie en démontrant
que la cinétique d’expression n’est
pas affectée dans des cultures
d’explants de mésoderme présomi-
tique isolés des structures avoisi-
nantes telles que I’ectoderme, le tube
neural. Reste a savoir si cette rythmi-
cité est maintenue dans des cellules
dissociées. Par conséquent, la vague
apparente d’expression de c-hairyl ne
dépend ni de mouvements cellulaires
ni de phénomenes propagatoires et
semble définir une propriété intrin-
seque du mésoderme présomitique.
D’autre part, au cours de la formation
de chaque somite, cette vague appa-
rente balaye la totalité du mésoderme
présomitique, depuis les cellules les
plus immatures localisées postérieure-
ment, preés du site de gastrulation,
jusqu’a celles qui vont former le pro-
chain somite. A chaque formation de
somite, toute cellule du mésoderme
présomitique va donc connaitre une
phase d’expression transitoire du
geéne c-hairyl. Etant donné que le
mésoderme présomitique contient

s 12 somites en devenir, chacune de ses
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cellules connaitra 12 phases d’expres-
sion de c-hairyl entre le moment ou
elle quitte la gastrulation et le
moment ou elle est incorporée dans
un somite (figurelB, C). Par consé-
quent, nous avons proposé que ces
oscillations du taux d’expression de
PARN messager de c-hairyl réitérées
toutes les 90 minutes identifient une
horloge moléculaire liée a la segmen-
tation somitique. De maniére remar-
quable, I'existence d’une telle horloge
dans les cellules du mésoderme préso-
mitique avait été prédite il y a pres
d’une vingtaine d’année sur la base
de considérations théoriques par
Jonathan Cooke (Londres, GB) dans
un modele de somitogenese appelé le
clock and wavefront model [15]. Claudio
Stern (Cambridge, GB), a la suite de
travaux plus récents, avait proposé
que cette horloge corresponde au
cycle cellulaire qui dure environ
9 heures dans ces cellules [16].
Cependant, la périodicité de la
séquence d’expression du géne c-
hairyl n’est que de 90 minutes et nos
résultats sont difficiles a réconcilier
avec le modele du cycle cellulaire.

A T'heure actuelle, les mécanismes
d’horloges moléculaires les mieux
décrits sont ceux des horloges circa-
diennes spécialisées dans la régula-
tion des rythmes jour/nuit et dont la
période est de 24 h [17-19]. Le fonc-
tionnement de ces horloges repose
en général sur des mécanismes trans-
criptionnels impliquant des boucles
d’autorégulation négatives. Bien que
le géne c-hairyl code pour un répres-
seur transcriptionnel, et pourrait
donc s’autorégler négativement, le
blocage de la synthése protéique n’a
pas d’effet sur sa dynamique
d’expression. Il semble donc impro-
bable que c-hairyl fasse partie du
mécanisme de I’horloge. Son expres-
sion rythmique pourrait simplement
refléter I'existence de cette horloge
qui reposerait plutot sur des méca-
nismes d’action post-traductionnels.
Du fait de son expression dans la par-
tie caudale du somite, le role de c-
hairyl pourrait étre dévolu a la spéci-
fication de ce compartiment
somitique. Les vagues de production
de ’ARN messager de c-hairyl pour-
raient aussi étre utilisées par les cel-
lules pour mesurer le temps écoulé
dans le mésoderme présomitique.

Ces oscillations conduiraient a ’accu-
mulation d’une protéine stable (soit
c-hairyl, soit une protéine dont
I’expression est contrdlée par c-
hairyl) qui déclencherait la somitoge-
nese lorsqu'un seuil correspondant
au douziéme cycle de production de
la protéine serait atteint.

Nos travaux mettant en évidence les
oscillations de la quantité d’ARN
messager du geéne c-hairyl dans le
mésoderme présomitique suggerent
I’existence d’une horloge molécu-
laire liée a la segmentation somi-
tique, dont nous pensons qu’elle
pourrait étre responsable de la
genese de la périodicité caractéris-
tique de la segmentation des verté-
brés [13]. Outre le fait qu’il s’agisse
d’un nouveau type d’horloge a
I’ceuvre au cours du développement,
cette dernié¢re posseéde des propriétés
tout a fait remarquables. La plus
étonnante est sans aucun doute
I’extréme coordination spatiale des
oscillations de ’expression de 'ARN
messager de c-hairyl a I’origine de ce
mouvement de vague apparente
balayant le mésoderme présomitique
lors de la formation du somite. Nous
savons que ces oscillations sont une
propriété intrinseque du tissu et
nous cherchons a établir si elles
constituent une propriété intrin-
seque des cellules. Notre objectif est
aussi de mieux caractériser le moteur
moléculaire de ces oscillations.
Enfin, une conclusion importante de
ces études au plan évolutif concerne
le fait que ’homologue d’un géne de
segmentation pair rule de drosophile
soit aussi impliqué dans le processus
de segmentation chez les vertébrés.
Cette observation constitue un argu-
ment supplémentaire dans le sens
d’une conservation plus importante
qu’il n’est généralement envisagé
entre les modes de métamérisation
des insectes et de ’'homme ®
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