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RESUME

Le geéne cerberus code pour un facteur séerété qui,
lorsqu’il est surexprimé dans la région ventrale d'em-
bryons de Xénope induit la différenciation d’une téte
surnumeéraire en I’absence compleéte de trone (Bouw-
meester ef al., 1996). Nous avons montré récemment
que Cerberus peut se lier 3 BMP-4 (Bone Morpho-
genetic Protein-4), Xnr-1 (Xenopus Nodal-related 1)
et Xwnt-8 dans I’espace extracellulaire (Piccolo et al.,
1999). Nous présentons ici une étude qui montre que
Cerberus ne posséde pas de récepteur ni de voie de
transduction propres mais agit plutét comme un inhi-

biteur extracellulaire. Nos résultats suggérent que
I’activité de Cerberus dans I'induction de la téte peut
étre expliquée par une action inhibitrice en amont
des récepteurs a Xnr-1 et a BMP-4. De plus, en utili-
sant des mutants dominants négatifs des récepteurs,
qui entrainent le blocage simultané des voies de trans-
duction de Nodal-related et de BMP-4, nous avons
montré que la double inhibition de ces deux voies de
transduction est suffisante pour entrainer I'induction
de tétes dans des explants de mésoderme ventral.

SUMMARY The head inducer Cerberus is a multivalent extracellular inhibitor

Cerberus encodes for a secreted protein which
when overexpressed ventrally in a Xenopus embryo
induces head differentiation without trunk (Bouw-
meester et al., 1996). We have recently shown that
‘Cerberus can bind BMP-4 (Bone Morphogenetic Pro-
tein-4), Xnr-1 (Xenopus Nodal-related 1) and Xwnt-
8 in the extracellular space (Piccolo et al., 1999). We
present here studies showing that Cerberus does not
have a receptor nor a dedicated transduction path-

INTRODUCTION

Le développement embryonnaire précoce fait interve-
nir de nombreuses interactions cellulaires qui vont per-
mettre la détermination des différents feuillets embryon-
naires : I’endoderme, le mésoderme et I’ectoderme
(Heasman, 1997). Ces trois feuillets se mettent en place
au cours de la gastrulation, puis interagissent pour for-

way but rather acts as an extracellular inhibitor. Our
results suggest that the action of Cerberus in head
induction can be explained by an inhibitory activity
upstream of the Nodal-related and BMP-4 receptors.
In addition, using dominant negative receptor
mutants which block both the Xnr-1 and BMP-4
transduction pathways, we show that this double inhi-
bition is sufficient for head induction in ventral meso-
derm explants.

mer les différents organes de I'embryon (Harland &
Gerhart, 1997). C’est I'expérience de Spemann (Spe-
mann & Mangold, 1924) qui est a I'origine de la mise en
¢vidence de ces interactions. En effet, lorsque la Ievre
dorsale du blastopore d’un embryon d’amphibien est
greffée dans la région ventrale chez un autre embryon.
clle induit la formation d’un second axe embryonnaire
(embryon siamois) contenant un systéme nerveux, unc
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notochorde (mésoderme axial) et un tube digestif. Ces
organes surnumeéraires sont en majeure partie constitués
par des cellules de I’hote, ce qui démontre que le tissu
greffe est capable d’induire la différenciation des cellules
de I'embryon hote. Dés lors, de nombreux groupes ont
tent¢ de caractériser les mécanismes moléculaires res-
ponsables de I'activit¢ de I’organisateur de Spemann.
Diverses molécules exprimées au niveau de I’organisa-
teur de Spemann ont ¢été identifiées, par exemple des
facteurs de transcription tels que Goosecoid (Cho ef al.,
1991), des molécules sécrétées telles que Noggin (Smith
et al., 1993), Chordin (Sasai et al.. 1994) ou Cerberus
(Bouwmeester et al., 1996) ainsi que beaucoup d’autres
(Harland & Gerhart, 1997).

Le geéne cerberus code pour une protéine sécrétée dont
le nom vient du chien a trois tétes qui garde, dans la
mythologie grecque, I’entrée du royaume d’Hades,
empéchant les vivants de visiter le royaume des morts.
Des ARNm codant pour cerberus, injectés ventralement
dans des embryons de Xénope, ont la propriété remar-
quable d’induire la différenciation d’une téte surnumé-
raire en I’absence compléte de tronc. Ce phénotype peut
étre divisé expérimentalement en deux activités dis-
tinctes : /) I’injection de cerberus dans des calottes ani-
males provoque la différenciation de structures neurales;
ii) la surexpression de cerberus inhibe la formation du
mésoderme du tronc (Bouwmeester er al., 1996).

L’expression exclusive de cerberus dans I’endoderme
antérieur a permis de souligner I'importance de ce tissu
dans la mise en place des structures antérieures de
I’'embryon chez les Vertébrés. Chez la Souris, de nom-
breux résultats indiquent que I’endoderme viscéral anté-
rieur (EVA) a un role trés important dans I’induction
de la téte (Beddington & Robertson, 1999 ; (Thomas,
Bouwmeester & Leyns, 1997; Thomas & Beddington,
1996 ; Thomas et al., 1998).

Dans une étude récente, nous avons montré que Cer-
berus peut lier dans I'espace extracellulaire plusieurs fac-
teurs de croissance, en particulier deux membres de la
famille des TGFB (Transforming Growth Factor B) :
BMP-4 (Bone Morphogenetic Protein-4) et Xnr-1 (Xeno-
pus-Nodal-Related-1, homologue de Nodal, impliqué
chez la Souris dans I’induction du mésoderme) ainsi que
Xwnt-8 (Piccolo er al., 1999). Ces facteurs de croissance
vont interagir avec des récepteurs cellulaires, activer des
voies de transduction et induire Iactivation ou I’inhibi-
tion de facteurs de transcription. Ainsi, par exemple, les
TGFP vont se lier a des récepteurs de la famille des
récepteurs a sérine-thréonine kinases et activer la voie de
transduction des protéines SMADs (Chen et al., 1998 :
Kretzschmar & Massague, 1998 ; Massague, 1998).

Nous présentons ici une série d’études épistatiques qui
montrent que Cerberus ne possede pas de récepteur, ni
de voie de transduction propre. Nos résultats suggérent
que I"activité¢ de Cerberus dans I’induction de la téte peut
étre expliquée par une action inhibitrice dans I’espace
extracellulaire. Cette inhibition est située en amont des
récepteurs a Xnr-1 et a BMP-4, puisqu’elle disparait lors
de I'utilisation de récepteurs activés constitutivement
appelés CA-ALK4 (récepteur putatif de Xnr-1) et CA-

BMPR (récepteur de BMP-4). De plus, en utilisant des
formes tronquées des récepteurs a Xnr-1 et a BMP-4 qui
agissent comme des récepteurs dominants négatifs, nous
avons montré que le blocage simultané des voies de
signalisation de ces deux facteurs, pendant la gastrula-
tion, est suffisant pour induire la formation de la téte
dans le mésoderme ventral.

ANIMAUX, MATERIELS ET METHODES

Manipulation des embryons et des explants

Les embryons ont été obtenus par fécondation artifi-
cielle. Les ARNm ont été injectés dans les embryons aux
stades 4 ou 8 cellules dans une solution 1 x MBS (Kay &
Peng, 1991). Apres 30 minutes, les embryons ont été trans-
férés dans une solution 0,1 x MBS. Les explants de zone
marginale ventrale ont été prélevés au stade 10,5 a
I"opposé de la levre dorsale du blastopore. Les explants ont
¢té ensuite mis en culture dans une solution 0,5 x MMR
(Kay & Peng, 1991) jusqu’au stade 40. Les explants de
calottes animales ont été prélevés au stade 9 et mis en
culture dans une solution de 0,3 x MBS jusqu’au stade
indiqué dans les figures.

Préparation des ARNs

Les ARNm ont été préparés en utilisant le kit Mega-
script (Ambion). L’ARNm codant pour Cerberus est pré-
paré a partir du plasmide pCS2-Cerberus linéarisé avec
Not I et transcrit avec ARN polymérase SP6. L’ARNm
codant pour CA-ALK4 est préparé a partir du plasmide
pSP64-CA-ALK4 (Chang et al., 1997) linéarisé avec
Xba [ et transcrit avec la polymérase SP6. L’ARNm
codant pour CA-BR est préparé a partir du plasmide
pCS2-CABMPR (généreusement fourni par le Dr. Ueno)
linéarisé avec Not I et transcrit avec la polymérase SP6.
L’ARNm codant pour t-XAR-1 est préparé a partir du
plasmide pCS2-AXAR-1, construit pour cette étude, linéa-
risé avec Not | et transcrit avec la polymérase SP6.
L’ARNm codant pour tALK-4 est préparé a partir du
plasmide pCS2- hAALK4, construit pour cette étude,
linéarisé avec Not I et transcrit avec la polymérase SP6.
L’ARNm codant pour t-BMPR est préparé a partir du
plasmide pSP64-XtBR (généreusement fourni par le
Dr. Ueno) linéarisé avec Eco RI et transcrit avec la poly-
mérase SP6.

RT-PCR

Les ARNm des explants de calottes animales ou de
zones marginales ventrales sont préparés selon la
méthode phénol-guanidine-thiocyanate en utilisant le
produit RNA STAT-60 (TEL-TEST, Inc.). La RT-PCR
quantitative est effectuée suivant le protocole de Niehrs
et al. (1994). Pour la détection des marqueurs indiqués,
les amorces suivantes ont été utilisées : Xbra: 5°- GCT
GGA AGT ATG TGA ATG GA GAT -3" et 5’-TTT
AAG TCG TGT AAT CTC TTC A -3” (318 bp, 25 cy-
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cles): a-actine : 5°-TCC CTG TAC GCT TCT GGT
CGT A -3"et 5°-TCT CAA AGT CCA AAG CCA CAT
A -37 (252 bp. 20 cycles): EFl-0.: 5°-CCT GAA TCA
CCC AAG CCA GAT TGG GTG-3" et 5’-GAG GGT
AGT CTG AGA AGC TCT CCA CG-3" (221 bp. 20 cy-
cles); a-globine : 5°-TTG CTG TCT CAC ACC ATC
CAG G-3" et 5-TCT GTA CTT GGA GGT GAG GAC
G-37 (126 bp, 20 cycles): N-CAM : 5’-GCG GGT ACC
TTC TAA TAG TCA C-3" et 5°-GGC TTG GCT GTG
GTT CTG AAG G-3" (138 bp, 25 cycles).

RESULTATS

Cerberus est un inhibiteur extracellulaire
qui agit en amont des récepteurs a Xnr-1 et 3 BMP-4

Cerberus est capable de se lier a BMP-4 et a Xnr-1 et
d’inhiber leur fonction (Piccolo er al., 1999). Ces résul-
tats expliquent les deux activités principales de Cerbe-
rus : /) I’inhibition de BMP-4 entraine la différenciation
de structures neurales dans des explants de calottes ani-
males et ii) I’inhibition de Nodal-related conduit a I'inhi-
bition du mésoderme (Bouwmeester et al., 1996). Cer-
berus code pour une protéine sécrétée de 270 acides
aminés contenant dans sa partie carboxy-terminale un
domaine a neeud cystéique. Cette structure particuliére
est présente dans de nombreuses molécules possédant
un récepteur et une voie de transduction propre (Isaacs,
1995 ; McDonald & Hendrickson, 1993 ; Meitinger ef
al., 1993). Par conséquent, il est possible qu’en plus des
capacités d’interactions directes avec divers ligands. Cer-
berus agisse en se liant sur un récepteur et en activant sa
voie de transduction propre. Pour tester cette possibilité,
nous avons mené une analyse épistatique de I’activité de
Cerberus modélisée dans la Figure 1. Une molécule inhi-
bitrice sécrétée comme Cerberus peut agir en se liant sur
un ligand. Cette interaction empéche le ligand d’activer
le récepteur, inhibant ainsi sa voie de transduction
(Fig. 1A). Une molécule sécrétée peut aussi agir comme
un ligand, se lier sur un récepteur, activer une voie de
transduction et ainsi inhiber une autre voie de signalisa-
tion au niveau intracellulaire (Fig. 1B). Pour différencier
ces deux possibilités la molécule inhibitrice est exprimée
de maniere concomitante avec le ligand ou un récepteur
activé de maniére constitutive. Si la molécule inhibitrice
agit directement sur le ligand, elle va inhiber le ligand
(Fig. 1A) mais n’aura aucune activité contre le récepteur
activé (Fig. 1C). Si la molécule inhibitrice agit via sa
propre voie de signalisation, elle va inhiber a la fois le
ligand (Fig. 1B) et le récepteur activé (Fig. 1D). Nous
avons donc comparé I'effet de Cerberus en présence du
ligand (BMP-4 ou Xnr-1) ou en présence du récepteur
activé a ces deux molécules. Pour cela nous avons uti-
lisé des récepteurs activés de maniére constitutive pour
BMP-4 appelés CA-BMPR et pour Xnr-1 appelés CA-
ALK4. Ces récepteurs entrainent une réponse constitu-
tive en I’absence de ligand. L activation constitutive du
récepteur est induite par la mutation d’un acide aminé
unique dans le domaine intracellulaire GS des récepteurs

de type 1. ce qui mime la phosphorylation du récepteur
de type I par le récepteur de type I et induit son activa-
tion constitutive (Armes & Smith, 1997 Attisano &
Wrana, 1996: Hoodless er al.. 1996 ; Wicser et al.,
1995).

Linjection d"ARNm codant pour Xonr-7 (100 pg) ou
CA-ALK-4 (500 pg) entraine 'activation de la voie de
transduction de Xnr-1 et induit I'expression du marqueur
mésodermique Xhra dans des calottes animales (Fig. 2A,
ligne 2 et 3). La coexpression de Xnr-1 (100 pg) et de
cerberus (150 pg) empéche I'expression de Xbra par les
cellules de calottes animales (Fig. 2A, ligne 5). Par
contre, les cellules de calottes animales coexprimant CA-
ALK-4 (500 pg) et cerberus (150 pg) vont avoir un
niveau d’expression de Xbra similaire aux niveaux obte-
nus par I’expression unique de CA-ALK-4 (Fig. 2A, com-
parer lignes 3 et 6). Ces résultats permettent de conclure
que I"activité de Cerberus s'exerce uniquement en amont
du récepteur a Xnr-1 (Fig. 10).

De maniere similaire, des calottes animales, dans les-
quelles la voie de signalisation de BMP-4 est activée par
des ARNm codant pour BMP-4 (300 pg) ou CA-BMPR
(300 pg). vont se différencier en ¢épiderme atypique.
Remarquer. que dans le cas de BMP-4, le marqueur de
mésoderme ventral a-globine est induit (Fig. 2B, lignes 2
et 3), ce qui correspond a une activation importante de
la voie de signalisation de BMP4 (Dale er al., 1992 Wil-
son & Hemmati-Brivanlou, 1995). En présence d’ARNm
codant pour cerberus (150 pg). les calottes animales
expriment le marqueur neuronal NCAM (Fig. 2B.
ligne 4). Les ARNm codant pour le réeepteur active CA-
BMPR mais pas les ARNm codant pour le facteur sé¢erété
BMP-4 suppriment completement 'induction du mar-
queur neuronal N-CAM par les ARNm codant pour cer-
berus (Fig. 2B, comparer les lignes 5 et 6). Ces résultats
permettent de conclure que Cerberus agit uniquement en
amont du récepteur a BMP-4 dans I'espace extracellu-
laire, comme indiqué dans le modele de Fig. TA.

L’inhibition simultanée des voies de transduction
de BMP4 et Xnr-1 induit la formation
de structures antérieures

La caractéristique principale de cerberus est I'induc-
tion de tétes lorsque des ARNm sont injectés dans des
blastomeres ventraux (Bouwmeester ¢t al., 1996). 11 st
important de noter que les tétes ainsi formées se déve-
loppent en I'absence totale de tronc (Fig. 3A, noter la
présence d’un il et d’une glande adhésive). Les récep-
teurs a sérine-thréonine kinase amputés de leur région
cytoplasmique vont agir comme des récepteurs négatifs
dominants (Hemmati-Brivanlou & Melton, 1992 : Armes
& Smith, 1997 Attisano & Wrana, 1996 Hoodless ¢f
al.. 1996 Wieser et al., 1995). Ainsi, t-XAR-1, une
forme tronquée du récepteur XAR-1 (un récepteur a
I"activine de type I, appelé aussi XActRIIB) est capable
de bloquer I'induction mésodermique et d’entrainer la
différenciation neurale de calottes animales (Hemmati-
Brivanlou & Melton. 1992 ¢t 1994 : Schulte-Merker et al..
1994). Cette double activité est donc semblable a celle
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FiG. 1. - Diagramme expliquant ["analyse ¢pistatique de la fonction d’une molécule séerétée inhibitrice.
A) Modéle d*une molécule séerétée agissant comme un inhibiteur extracellulaire. La molécule se lie a un ligand empéchant I’activation

du récepteur, inhibant ainsi la voie de transduction correspondante.

B) Modéle d’une molécule séerétée agissant comme un ligand. La molécule se lie a son récepteur propre, active sa voie de transduction
¢t inhibe ainsi une autre voic de signalisation au niveau intracellulaire.
C) Modele déerivant Ieffet de Ta co-expression d'un récepteur constitutivement actif et d’une molécule inhibitrice sécrétée ; remarquer

qu'il n'y a pas d’inhibition de la transduction du signal.

D) Modele décrivant I'effet de la co-expression d'un récepteur constitutivement activé et d’une molécule avec une voie de transduction
inhibitrice. La voie de transduction activée par le réeepteur constitutif est inhibée.
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trant que I’ARNm codant pour cerberus fonctionne en amont du ¢ <+~ ¢ UU O W

récepteur de A) Xnr-1 (ALK4) et B) du récepteur de BMP-4
(BMPR). Xbra “ “

A) Des calottes animales injectées avee des ARNm codant pour
Xnr-1 (100 pg) ou CA-ALK-4 (500 pg), en présence ou en absence .
d’ARNm codant pour cerberus (150 pg), sont explantées au stade 8 EFla m
et traitées par RT-PCR au stade | 1. Piste 1. calottes non injectées.
Pistes 2-3, Xbra est activé respectivement par Xnr-1 et CA-ALK- ] 2 3 4
4. Piste 4, calottes injectées avec des ARNm codant pour cer. )
Piste 5, les ARNs codant pour cerberus suppriment I'induction de &
Xbra par Xnr-1. Piste 6, les ARNm codant pour cerberus ne sup- ]
priment pas I’induction de Xbra par CA-ALK-4. Piste 7. Embryon &
total. B QQ
B) Des calottes animales injectées avec des ARNm codant pour O
BMP-4 ou CA-BMPR en présence ou en absence d’ARNm codant 6\0\ N
pour cerberus sont explantées au stade 8 et traitées pour RT-PCR IR A Z
au stade 27. Piste 1, calottes non injectées comme l(gn()in négatif. A @ O ¢ %
Piste 2, injections de BMP-4 (300 pg). Piste 3. injections de CA-
BMPR (300 pg). Remarquer que seul, BMP-4 induit le marqueur 7
de mésoderme ventral o-globine indiquant que la dose de BMP-4 NCAM - -
utilisée est plus importante que celle de CA-BMPR. Piste 4. des
calottes injectées avec des ARNm codant pour cerberus (150 pg).
expriment le marqueur neuronal N-CAM. Piste 5. les ARNm codant o actin o
'

D
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pour BMP-4 ne réduisent que trés légérement I'induction du mar-
queur neuronal N-CAM par les ARNm codant pour cerberus.
Piste 6, les ARNm codant pour CA-BMPR suppriment compléte- - :
3 - o Ll
ment P’induction du marqueur neuronal N-CAM par les ARNm gIObm
codant pour cerberus.

EFlo e n ) e e -

t-ALK4+t-BMPR

FIG. 3. - L’induction de structures antérieures par cerberus est mimée par le blocage simultané de deux voies de signalisation.

A) Embryon injecté ventralement avee 200 pg d’ARNm codant pour cerberus.

B) Embryon injecté ventralement avec 500 pg d’ARNm codant pour unc forme tronquée de XAR-1 qui entraine le blocage simultané
de la signalisation par activin/Nodal-related et BMP (Schulte-Merker er al.. 1994).

C) Explant de zone marginale ventrale non injecté.

D) Explant de zone marginale ventrale injecté avec 200 pg d’ARNm codant pour cerberus. Noter la différenciation d'un wil ¢t d’une
glande adhésive (g. a.).

E) Explant de zone marginale ventrale inject¢ avee 1.5 ng d"ARNm codant pour 1-AKL-4 et avee 600 pg d’ARNm codant pour t-BMPR
Noter la différenciation d’un il et d’une glande adhésive (g.a.) comme dans le cas de cerberus.
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Xnr-1 BMP4 Xwnt-8

FiG. 4. — Cerberus est un triple inhibiteur extracellulaire. Dia-
gramme indiquant la fonction triple de cerberus: inhibition de Xnr-1,
Wnt-8 et de BMP-4. 1l est intéressant de noter que Cerberus posséde
des sites de liaisons distincts pour chacune de ces trois molécules.

de Cerberus, et I’injection dans des blastoméres ventraux
de ce récepteur tronqué induit la formation d’une téte
contenant un ceil cyclopique et une glande adhésive
(Fig. 3B).

Pour renforcer ces résultats, nous avons utilisé des
explants de zone marginale ventrale (ZMV). Ces
explants développent des structures ventrales comme des
cellules sanguines et du mésenchyme ainsi que de
I’endoderme (Fig. 3C). Toute modification de cette dif-
férenciation ventro-postérieure en structures antérieures
nous parait fortement significative. Lorsque des ZMV
sont injectées avec des ARNm codant pour cerberus,
elles se différencient en tétes dans lesquelles vont se
développer un ceil unique et une glande adhésive
(Fig. 3D). L’analyse histologique de ces explants révéle
la présence d’un «cerveau» contenant de la substance
blanche et grise ainsi de I’endoderme (Piccolo et al.,
1999). De mani¢re similaire, le blocage des voies de
signalisation de Xnr-1 et BMP-4 par la co-injection
d’ARNm codant pour des formes tronquées des récep-
teurs a XNR-1, r-ALK4, et a BMP-4, t-BMPR, va induire
la différenciation des explants de ZMV en tétes (Fig. 3E).
L analyse histologique de ces explants démontre une dif-
férenciation similaire a celle obtenue en présence de cer-
berus. Ces résultats permettent de conclure que ’activité
de cerberus peut étre mimée par des récepteur tronqués
(molécules qui vont bloquer les voies de transduction)
qui ne posseédent pas d’activité de signalisation. Ici, nous
avons démontré que I’activité de Cerberus est unique-
ment extracellulaire et ne fait pas intervenir de récepteur
ou de voie de transduction propre pour I’induction des
structures antérieures (Fig. 4).

DISCUSSION

Cerberus est une molécule capable d’inhiber trois
types de facteur de croissance différents (Piccolo et al.,
1999). Ici, nous avons montré, en utilisant des études épi-
statiques, que I’activité de Cerberus peut étre bloquée par
les récepteurs constitutivement actifs CA-ALK4 et CA-
BMPR.

De fagon similaire, le blocage simultané des voies de
transduction de BMP-4 et de Xnr-1 avec +-X4R-1/ ou t-

BMPR et t-ALK4 permet d’obtenir des phénotypes simi-
laires a ceux obtenus avec cerberus. Cerberus est aussi
un inhibiteur de Xwnt-8 (Glinka et al., 1997 ; Piccolo et
al., 1999). L’inhibition de la voie de signalisation de
BMP-4 ou de Xnr-1 entraine indirectement I’inhibition de
I’expression de Xwnt-8 dans I’embryon (Hoppler &
Moon, 1998 ; Piccolo ef al., 1999), le blocage simultané
de ces deux voies de transduction entraine de maniére
similaire le blocage de la voie de signalisation de Xwnt-8
et permet I’induction des tétes ectopiques.

Cerberus est exprimé dans I’endoderme antérieur chez
le Xénope (Bouwmeester et al., 1996) et un membre de
la méme famille, cerberus-like, est exprimé:dans I’endo-
derme viscéral antérieur (EVA) de la Souris (Belo et al.,
1997 ; Biben et al., 1998 ; Shawlot et al., 1998). Chez la
Souris, nodal I’homologue murin de Xnr-/ est néces-
saire a la formation du mésoderme et de I’endoderme
viscéral (Zhou et al., 1993). Nous avons montré que
I’inhibition de Xnr-1 est nécessaire pour permettre la
formation de la téte chez le Xénope (Piccolo et al.,
1999). L’analyse d’embryons chimeres dans lesquels
I’endoderme viscéral est mutant Nodal™ et I’épiblaste est
Nodal** révele que ces embryons se développent avec
une troncation sévere des régions céphaliques (Varlet et
al., 1997). Ces données suggerent que I’expression de
Nodal dans ’EVA est nécessaire a la formation de la téte
(Beddington & Robertson, 1998 ; Varlet er al., 1997).

Cependant, I’analyse de mutations affectant Smad 2,
un gene qui participe a la voie de transduction de Nodal,
montre qu’en [’absence de voie de signalisation de
Nodal, les marqueurs de I’'EVA, tels que cerberus-like ne
sont pas exprimés et que I’expression de Nodal dans 1’épi-
blaste est ubiquitaire et non restreinte a la région posté-
rieure comme c’est le cas au cours du développement
embryonnaire normal (Waldrip ef al., 1998 ; Nomura &
Li, 1998). Le role de ’EVA semble donc de restreindre
la formation du mésoderme troncal seulement dans la
région postérieure de I’embryon (Beddington & Robert-
son, 1999 ; Nomura & Li, 1998 ; Waldrip ef al., 1998).
De maniére similaire, chez le Xénope, Cerberus est un
inhibiteur multivalent bloquant différents facteurs de
croissance impliqués dans le développement du tronc
(BMP-4, Xnr-1 et Xwnt8), sécrété par I’endoderme anté-
rieur, entrainant la création d’un territoire antérieur dans
lequel le développement du tronc est réprimé.

Cette année marque le 75°™ anniversaire de 1’expé-
rience de Spemann et Mangold et les données obtenues
chez le Xénope montrent que la région de I’organisateur
de Spemann est en fait une source d’inhibiteurs sécrétés
comme Noggin (Lamb et al., 1993 ; Smith et al., 1993 ;
Zimmerman et al., 1996), Chordin (Piccolo et al., 1996 ;
Sasai et al., 1994), Frzb-1 (Leyns et al., 1997 ; Wang
et al., 1997), Dickkopf-1 (Glinka et al., 1998) et Cerbe-
rus (Bouwmeester ef al., 1996; Piccolo er al., 1999).
Ainsi, il semble que la régionalisation de la gastrula par
I’organisateur de Spemann soit en fait I’ceuvre de molé-
cules inhibitrices qui fonctionnent dans I’espace extra-
cellulaire en bloquant des facteurs de croissance impli-
qués dans la mise en place des régions ventrales de
I’embryon.
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