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Brachyury, un 
et la formation 

Il existe chez la souris de nombreu­
ses mutations qui entraînent des ano­
malies variées du développement. Ces 
mutations, spontanées ou induites par 
des agents mutagènes, sont potentiel­
lement très intéressantes pour tenter 
de comprendre les mécanismes qui 
président au développement embryon­
naire normal et, notamment, pour 
isoler et caractériser les gènes qui 
interviennent dans ces mécanismes. 
Dans cet article, nous décrirons le cas 
de la mutation T, une mutation de 
la souris connue de longue date par 
les embryologistes et qui a conduit à 
l ' isolement d'un gène, Brachyury, 
dont 1 'activité apparaît essentielle au 
bon déroulement de la gastrulation et 
à la formation de différents dérivés 
du mésoderme . 

La mutation Brachyury (T) 
L'histoire de la mutation Brachyury 
(du grec : queue courte) ou mutation 
T remonte à l 'année 1 927 lorsque 
Dobrovolskaïa-Zavadskaia [ 1 J décrivit 
des souris ayant une queue anorma­
lement courte. L'analyse génétique 
permit de montrer que ce phénotype 
était lié à une mutation dominante et 
que les embryons porteurs de la 
mutation à 1 ' état homozygote 
(embryons Tl1) mouraient aux alen­
tours de la moitié de la gestation 
(environ jour 10  du développement 
embryonnaire). Depuis cette date et 
jusqu'au clonage récent du gène 
Brachyury, de nombreuses études ont 
permis de préciser le phénotype létal 
de ces embryons (pour des références 
voir [2]) .  
Rappelons que l 'embryon des souris, 
vers le 6e jour du développement, est 
constitué d 'un cylindre , « l 'œuf­
cylindre , ou egg-cylinder, comportant 
deux couches concentriques, l 'une, 
interne, appelée épiblaste ou ecto­
derme primit if  qui  donnera 
l ' embryon lui-même et l ' autre , 
externe, appelée endoderme viscéral 
qui ne participe pas à la formation de 
l 'embryon. L'œuf cylindre est lui-

gène essentiel pour la gastrulation 
du mésoderme chez les vertébrés 

même entouré par le sac vitellin, une 
annexe embryonnaire , au sein de 
laquelle l'embryon continue son déve­
loppement. Vers le début du 7e jour 
se produit la gastrulation, au cours de 
laquelle les cellules de l 'ectoderme 
primitif s' invaginent et s ' insèrent 
entre les deux couches ectodermique 
et endodermique de l 'œuf cylindre à 
partir d'un point qui définit la future 
partie postérieure de l 'embryon. 
L' invagination des cellules de l 'ecto­
derme entraîne la formation d 'une 
sorte de sillon , la ligne primitive , qui 
prend naissance dans la partie posté­
rieure de l 'embryon et qui s 'étend 
progressivement vers son extrémité 
antérieure . L'extension de la ligne 
primitive définit ainsi l 'axe embryon­
naire antéropostérieur. La migration 
des cellules à travers la ligne primi­
tive aboutit à la formation du feuil­
let mésodermique dont les cellules 
constitueront le mésoderme paraxial 
(les futurs somites) et latéral . Enfin 
aux deux extrémités antérieure et 
postérieure de la ligne primitive, se 
différencient également deux dérivés 
mésodermiques, respectivement la 
notochorde, constituée de cellules qui 
restent dans l ' axe médian de 
l'embryon, et l 'allantoïde, constituée 
d'un tissu qui traverse la cavité exo­
cœlomique pour contribuer à la for­
mation du placenta. 
Chez les embryons Tl T, les premiè­
res anomalies apparaissent vers le 
milieu de la gastrulation où 1' on 
observe notamment un épaississement 
anormal de la ligne primitive. Plus 
tard, une série de graves malforma­
tions se manifestent qui concernent 
particulièrement des dérivés du méso­
derme : l 'allantoïde est réduite en 
taille et ne traverse pas la cavité exo­
cœlomique, ce qui compromet la for­
mation du placenta chorio­
allantoïdien et constitue sans doute la 
cause immédiate de la mort des 
embryons (vers le dixième jour de la 
gestation) ; la notochorde est absente 
ou grossièrement anormale, ce qui est 

probablement à l 'origine d'autres 
anomalies observées de manière cons­
tante dans la morphogenèse des 
régions de l'embryon situées posté­
rieurement aux membres antérieurs : 
malformation du tube neural et somi­
tes anormaux ou absence de somites. 
En effet, nombre d'expériences sug­
gèrent fortement que la notochorde 
joue un rôle important dans la mor­
phogenèse du tube neural et des 
somites (pour des références voir [2]). 
Pour terminer ce tableau des proprié­
tés de la mutation T, il est intéres­
sant de noter deux séries d'observa­
tions supplémentaires : tout d'abord, 
différentes expériences d'explantation 
in vitro ou de transplantation in vivo 
ont montré que les capacités de dif­
férenciation des cellules embryonnai­
res T/T ne différaient pas essentiel­
lement de cellules provenant 
d'embryons sauvages [2 ] .  Ces résul­
tats suggèrent que les anomalies de 
développement des embryons T/T 
sont la conséquence d'un défaut 
d'organisation plutôt que d'une inca­
pacité per se des cellules TIT à sui­
vre telle ou telle voie de différencia­
tion. L'autre série d'observations 
repose sur la découverte d'autres allè­
les T : en effet, ces allèles tombent 
dans deux catégories : certains 
d'entre eux, comme T2J, sont des 
délétions (donc des mutations nulles) 
et présentent un phénotype identique 
à la mutation originelle T ;  d'autres, 
comme TWis ou T<, en revanche, 
entraînent la formation d'un produit 
anormal , et ont un phénotype plus 
sévère que la mutation de type délé­
tion qui se manifeste en particulier 
par des anomalies qui commencent 
dans une partie plus rostrale de 
l'embryon. Ainsi, par exemple , les 
hétérozygotes Tl + ont la queue 
courte alors que les hétérozygotes 
T<l + n'ont pas de queue du tout. 
De même, les embryons homozygo­
tes T<IT< n'ont pas de somites du 
tout alors que les embryons TIT pos­
sèdent les sept premiers somites. Il 
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est donc probable que l 'activité du 
gène Brachyury (T • )  dépend d 'un 
dosage génique, les mutations Tw;, 
ou Tc agissant comme des muta­
tions dominantes négatives ; le " gra­
dient ,, phénotypique qui se manifeste 
par des effets plus rostraux lorsque la 
mutation est plus sévère pourrait 
signifier que la demande de produit 
T est plus grande dans les régions 
plus caudales de l 'embryon [2 ,  3 ] .  

Le phénotype des mutants T est lié 
au dysfonctionnement d'un seul 
gène . Le clonage du gène 
Brachyury (T • )  
Nous avons schématisé dans le 
Tableau I les différentes étapes qui ont 
permis d'aboutir au clonage d 'un 
gène candidat dont la mutation 
entraînerait à elle seule le phénotype 
complexe que nous avons décrit plus 
haut. Soulignons que le clonage de ce 
gène candidat, qui s 'est avéré être le 
gène Brachyury (T + ) , représentait 
chez la souris le premier exemple 
couronné de succès de la mise en œu­
vre d'une stratégie dite maintenant 
de ,, clonage positionne! » et qui com­
bine de manière particulièrement élé­
gante 1 '  approche génétique et 
l 'analyse moléculaire ( [3]  et mis n° 6, 
vol. 6, p. 574) . Trois séries d'expé­
riences ont été réalisées dont les 
résultats mis ensemble constituent 
une preuve définitive de l ' identité du 

gène candidat et du gène T •  : (a) le 
clonage de la région génomique T 
d'un autre mutant, Twi•, ayant un 
phénotype similaire, a montré que 
chez celui-ci l 'unité de transcription 
du gène candidat était interrompue 
par l ' insertion d 'un élément transpo­
sable et donc devait donner naissance 
à un produit anormal [3] ; (b) 
l 'analyse de l 'expression du gène can­
didat par hybridation in situ sur des 
coupes d'embryons a montré que 
celui-ci était exprimé dans les tissus 
embryonnaires les plus affectés par la 
mutation T [4] . Ainsi l 'expression de 
ce gène a été mise en évidence pen­
dant le déroulement de la gastrula­
tian, du jour 7 au jour 9 du déve­
loppement embryonnaire, au voisi­
nage de la ligne primitive, dans les 
cellules de l 'ectoderme primitif et du 
mésoderme naissant, mais pas dans le 
mésoderme paraxial ou latéral . Par 
ailleurs, ce gène s'exprime dans la 
plaque notochordale (un autre dérivé 
du mésoderme) des embryons de 8,5 
jours, puis dans la notochorde défi­
nitive des embryons de 9,5 jours. 
Après la gastrulation, les seuls sites 
d'expression sont la notochorde et le 
bourgeon caudal (figure 1 ), puis plus 
tardivement dans les seules cellules 
qui échappent à la dégénérescence du 
tissu notochordal, à savoir les cellu­
les muqueuses des disques interverté­
braux ; (c) enfin, pour éprouver 

Tableau 1 

LES DIFFÉRENTES ÉTAPES DE L'ISOLEMENT DU GÈNE T +  

Clonage d e  régions chromosomiques par microdissection de chromosome 
1 7  (où est située la mutation n 
Localisation génétique fine des différents fragments d'ADN autour de la 
région T 

....... 
Marche sur le chromosome à partir du clone le plus proche de la mutation T 

....... 
Recherche de clones génomiques candidats par confrontation avec les dif­
férentes mutations T : localisation dans une région de moins de 1 00 kb 

....... 
Identification de séquences codantes dans les clones génomiques 

....... 
Isolement des ADNe correspondants 

....... 
Identification par hybridation in situ d'un ADNe exprimé uniquement dans 
les tissus affectés par la mutation T 

....... 
Clonage du gène correspondant, le gène T + 
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l 'activité fonctionnelle du gène candi­
dat, une souris transgénique a été 
construite possédant une copie sup­
plémentaire (transgénique) complète 
de ce gène [5] .  La souris transgéni-
que a été ensuite croisée avec des 
souris Tl + (à queue courte) ou 
Pl + (sans queue) de manière à 
obtenir des souris porteuses du trans­
gène et de l 'une ou l 'autre mutation. 
Dans les deux cas, un résultat remar­
quable a été obtenu puisque les sou­
ris transgéniques Tl + avaient une 
queue de longueur normale et les 
souris transgéniques Tcf + avaient 
une queue nettement plus longue que 
celle des souris Tcf + . Une telle 
expenence démontre de manière 
directe la relation entre 1' expression 
du gène candidat et le phénotype 
observé, à savoir l 'extension plus ou 
moins importante de la partie cau­
dale . Notons que cette expérience est 
par ailleurs en accord avec les obser-
vations génétiques : en effet, du fait 
que la mutation T est une délétion 
(donc une mutation nulle) , le phé-
notype des souris Tl + (le raccourcis-
sement de la queue) doit résulter tr iJSQ;;;a 
d'une « insuffisance haploïde ». La 
fonction normale de T + dépend 
donc d'un dosage génique (voir plus 
haut). A cet égard, l 'effet phénotypi-
que lié à la présence du transgène 
décrit-ci dessus rappelle celui observé 
avec certaines duplications de la 
région chromosomique T qui permet­
tent de compenser le phénotype 
mutant chez des souris porteuses 
d'une mutation T [6, 7 ] .  

Le gène Brachyury (T  + )  
Le clonage du gène Brachyury a per­
mis de connaître sa phase codante et 
donc de déduire la séquence de la 
protéine pour laquelle il code. Celle­
ci comprend 436 acides aminés et, 
bien qu'elle ne ressemble à aucune 1.1.1 
protéine connue, des résultats récents 
[8] ont montré qu' il s 'agissait d'une 
protéine se liant de manière spécifi-
que à une séquence particulière 
d'ADN de type palindromique. En 
outre, il faut noter que les homolo-
gues du gène T • ont été retrouvés 
chez le xénope et le poisson-zèbre et 
que les protéines pour lesquelles ils 
codent sont très similaires [9 ,  10] .  Le 
domaine de liaison à l 'ADN de la 
protéine T + est particul ièrement ----
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étendu et couvre les 224 acides aminés 
N-terminaux. La propriété de liaison 
de la protéine T •  à l 'ADN, ajoutée 
au fait qu'elle est localisée dans le 
noyau , suggère très fortement qu' il 
s 'agit d 'un facteur de transcription . 
Dans ce cas, la partie C-terminale 
devrait comporter un domaine d 'acti­
vation de la transcription . Une telle 
hypothèse permettrait de rendre 
compte des propriétés particulières des 
allèles Tc et Twis que nous avons 
décrits plus haut. Ces mutations, con­
trairement à la mutation T qui est un 
allèle nul, entraînent la production 
d 'une protéine, tronquée dans sa par­
tie C-terminale et se manifestent chez 
les embryons hétérozygotes par un 
phénotype plus sévère que celui des 
embryons hétérozygotes Tl + .  De plus, 
il a été établi que les embryons T <fT 
ont un phénotype moins sévère que les 
embryons T <fT c ; comme T est une 
délétion, cela ne peut pas être dû à la 
présence d'une protéine T •  moins 
active dans les embryons T</ T. 
L'ensemble de ces résultats suggère 
donc que la protéine T + agit comme 
facteur de transcription en combinai­
son avec le produit d'un autre gène. 
Les protéines T< et Twis pourraient 
former cette combinaison mais du fait 
qu'elles ne possèdent pas le domaine 
d 'activation de la transcription (situé 
par hypothèse dans la partie C­
terminale de la protéine T • ), le  com­
plexe serait incapable d 'assurer une 
fonction normale. Tout se passe donc 
comme si la présence des protéines T< 
et Twis réduisait la quantité de pro­
téine fonctionnelle dans les cellules. 
Cela s 'expliquerait très bien si l 'on 
admet que les protéines mutantes sont 
dépourvues du domaine d'activation 
de la transcription mais entrent en 
compétition avec la protéine normale 
car elles ont conservé intacte leur capa­
cité à se lier à l 'ADN [ 3 ,  8] . L'analyse 
de la mutation Twis apporte une infor­
mation supplémentaire intéressante : 
en effet l 'expression de la protéine tron­
quée a lieu normalement au début de 
la gastrulation mais diminue ensuite 
rapidement dès le huitième jour de 
développement dans les sites où la pro­
téine T •  est normalement exprimée. 
Cette observation suggère que le pro­
duit du gène T •  est impliqué, de 
manière directe ou indirecte, dans la 
régulation de sa propre expression [ 1 1 ] .  

Étude du rôle du gène T +  à l'aide 
de chimères 
L'expression du gène T •  au niveau 
de la ligne primitive et dans la noto­
chorde suggère que les anomalies 
observées dans ces tissus chez les 
embryons T/T sont la cause première 
du phénotype, tandis que celles obser­
vées dans d'autres tissus, comme les 
somites, le tube neural ou l 'allantoïde 
seraient des effets secondaires. Ces 
derniers pourraient résulter de l ' inter­
action avec des cellules TIT anorma­
les ou d'un défaut d'expression du 
gène T • dans les cellules souches de 
ces tissus. De ce point de vue, la créa­
tion de chimères contenant des cellu­
les Tl + ou TIT et des cellules nor­
males constitue un outil puissant pour 
déterminer si les anomalies observées 
sont d'origine cellulaire autonome (cel! 
autonomous), ou si elles résultent d' inte­
ractions cellulaires défectueuses. De 
telles chimères ont pu être créées grâce 
à l ' isolement de cellules embryonnai­
res souches obtenues à partir de blas­
tocystes issus d'un croisement entre 
des souris Tl + [2, 1 2 ,  1 3 ] .  Le 
génotype des cellules ES a pu alors 
être déterminé par une simple analyse 
en Southern blot. Ainsi des lignées de 
cellules ES Tl + et TIT ont été iso­
lées et les chimères Tl + < - - > + 1 + 
ou TIT < -- > + 1 + créées par injec-

tion de ces cellules dans la cavité d'un 
blastocyste + 1 + suivie de la réim­
plantation dans une mère adoptive 
(mis n °  3, vol. 8, p. 268). La contribu­
tion relative des cellules Tl + , ou T/T 
et + 1 + dans les chimères peut alors 
être déterminée grâce à la présence 
d 'allozymes différents de la glucose­
phosphate-isomérase dans les cellules 
Tl + , ou TIT et les cellules + 1 + . 
Nous retiendrons les points principaux 
qui ressortent de ces études. L'analyse 
des chimères T/T < -- > + 1 + aux 
jours 9 et 1 0  de développement a 
montré que leur phénotype était anor­
mal : lorsque la contribution des cel­
lules T/T était élevée , les chimères 
avaient une morphologie pratiquement 
identique à celle d'embryons T/T. 
Dans le cas des chimères avec une 
participation plus faible des cellules 
T/T, on observe néanmoins de 
manière systématique des anomalies 
de la ligne primitive, de la notochorde 
et de 1 'allantoïde. Ces résultats indi­
quent que la présence de cellules nor­
males n'empêche pas les anomalies de 
type TIT de se manifester. La muta­
tion T se comporte donc comme une 
mutation à effet cellulaire autonome, 
en tout cas dans ces trois derniers tis­
sus .  L'examen des chimères à un 
stade plus avancé (jours 1 1  et 1 2  de 
gestation) , outre les anomalies consta-

Figure 1 . Expression du gène T, révélée par hybridation in situ avec I'ARN 
messager T. Embryon �gé de 9, 5 jours : le marquage brun foncé apparaît tout 
le long de la notochorde et dans le bourgeon caudal. 
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tées précédemment, a permis de faire 
une observation particulièrement inté­
ressante : en effet, il s'est avéré que 
la colonisation des cellules TIT dans 
les embryons chimériques n'était pas 
uniforme mais augmentait de manière 
importante de la région rostrale vers 
la région caudale . En outre, l 'analyse 
a permis de montrer que les cellules 
TIT colonisaient plus largement le 
tube neural et l 'ectoderme que le 
mésoderme somitique . Ces deux 
observations suggèrent fortement que 
le principal effet de la mutation T est 
de compromettre la migration des cel­
lules TIT. En effet, celles-ci après être 
passées par la l ignée primitive 
auraient tendance à s'accumuler au 
lieu de migrer normalement ; dans la 
mesure où l ' invagination commence 
plus tôt dans la partie postérieure de 
l 'embryon, avec le temps les cellules 
TIT s'accumuleraient en plus grande 
quantité dans la partie postérieure de 
l 'embryon. De même, la colonisation 
plus importante des tissus d 'origine 
ectodermique que des tissus d'origine 
mésodermique par les cellules T/T 
s'expliquerait, dans ce scénario, par 
le fait que les premiers ne s ' invagi­
nent pas lors de la gastrulation 
comme doivent le faire les cellules à 
1 'origine des tissus mésodermiques en 
traversant la ligne primitive. En ce 
qui concerne l 'allantoïde, les anoma­
lies observées chez les chimères âgées 
de 9 et 10 jours sont toujours accom­
pagnées d'une colonisation de ce tissu 
par les cellules TIT. En revanche, 
dans les chimères plus âgées (jours 1 1  
et 1 2) ,  le chimérisme est plus faible 
et parfois même absent des allantoï­
des anormales. Il est donc probable 
que les cellules TIT qui colonisent 
tout d'abord ce tissu subissent une 
mort sélective . D'autre part, le fait 
que ce tissu n'exprime pas le gène 
T + dans les embryons normaux sug­
gère que son déploiement et sa diffé­
renciation requièrent la protéine 
Brachyury à une étape antérieure de 
la formation de ce tissu . Enfin 
l 'importance du produit du gène T 
dans la formation et l 'élongation de 
la queue est attestée par le fait que, 
dans la grande majorité des cas, le 
chimérisme dans cette partie de 
l 'embryon s'accompagne d'anomalies. 
En particulier pour plusieurs chimè­
res ne présentant d'anomalies que 
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dans la queue, le chimérisme n'a été 
détectable que dans cette région . De 
plus, comme nous l 'avons vu plus 
haut, la colonisation par les cellules 
TIT tend à être de plus en plus éle­
vée dans la région caudale des 
embryons chimériques. De ce fait, le 
bourgeon caudal (tait bud), qui est 
formé des dernières cellules à migrer 
à travers la ligne primitive dans la 
région postérieure de l 'embryon, est 
anormalement riche en cellules TIT. 
Comme c'est à partir de ce bourgeon 
caudal que se produit l 'élongation de 
la queue ainsi que la formation des 
somites postérieurs, il est très proba­
ble que les anomalies de la queue 
trouvent leur origine directe dans un 
défaut d'expression cellulaire de la 
protéine Brachyury. Cette interpréta­
tion est d 'ailleurs confortée par 
l 'observation d'une expression impor­
tante du gène T + dans le bourgeon 
caudal des embryons + 1 + (figure 1 ). 

Conclusion 
L'existence des souris mutantes T a 
permis d' isoler et de caractériser un 
gène dont la mutation est à l 'origine 
du phénotype létal observé chez les 
embryons homozygotes pour cette 
mutation. L'analyse de l 'expression de 
ce gène et des anomalies induites par 
sa mutation ou son inactivation 
démontrent qu' il s'agit d 'un gène clé 
dans la gastrulation et la formation du 
mésoderme chez l 'embryon . Le fait 
qu' il soit très conservé et qu' il agisse 
de manière probablement similaire 
chez différentes espèces de vertébrés 
[3 ,  9, 10 ,  1 4] souligne encore son 
importance . Il semble clair qu'une 
composante importante du phénotype 
mutant est liée à un défaut de migra­
tion des cellules T/T. De ce point de 
vue, on peut s 'attendre à ce que la 
protéine Brachyury qui a des proprié­
tés de liaison spécifique à l 'ADN con­
trôle l 'expression de gènes impliqués 
dans la motilité ou l 'adhérence cellu­
laires. Cependant, il est probable que 
d 'autres mécanismes d'action soient 
également à l 'œuvre, notamment dans 
des tissus comme la notochorde ou 
l 'allantoïde . Quoi qu' il en soit, il est 
clair que l 'analyse plus approfondie du 
fonctionnement du gène Brachyury 
permettra de progresser dans la com­
préhension de la morphogenèse de 
l 'embryon des vertébrés. 
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