Comment
es champs electriques
faconnent 'embryon

CoLN Lowry

Contrairement a la vision prévalant aujourd’hui en biologie,
le développement embryonnaire est contrélé par des champs
électriques, dont I'existence réelle est ignorée par les
réductionnistes de la biologie moléculaire.

A l'arriére-plan, différentes phases du développement embryonnaire de I'axolotl.
Au centre, schéma des courants ioniques traversant un embryon d’amphibien.
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u début des années 70, le

biophysicien Lionel Jaffe se

demandait comment un

embryon crée I'axe du corps
qui différencie la téte de la queue, ou
le haut du bas. La premiere cellule
de 'embryon parait étre symétrique.
En se développant, I’embryon doit
créer des asymétries ainsi que des
singularités conduisant au plan du
corps et, finalement, a la formation
de types de cellules spécialisées. Com-
ment 'embryon établit-il sa propre
polarité ? Ces questions importantes
ont guidé les scientifiques du xix®
dans leurs études de 1'organisation
des systemes vivants mais elles ont
toutefois été largement ignorées au
cours du xx© siecle.

A l'université de Purdue, Jaffe s’ef-
forcait de répondre a ces questions en
étudiant les ceufs fertilisés de fucus,
un végétal semblable aux plantes
marines. Le fucus, contrairement a
de nombreuses especes animales, ne
possede pas d’axe préétabli dans 1’ ceuf
et ne crée le premier axe qu’apres la
fertilisation. Jaffe s’était plongé dans
les documents et expériences de ces
deux derniers siecles concernant les
potentiels électriques et les systemes
vivants. Il se rappela qu'Elmer Lund,
grace a des expériences effectuées
sur des fucus dans les années 20,
avait trouvé que des facteurs exter-
nes influencaient la création de 'axe
du corps. Normalement, I'exposition
a la lumiere, en provoquant une di-
vision inégale de la premiere cellule,
peut déterminer la direction de cet
axe dans le fucus. Lund a également
cultivé des embryons de fucus dans
le noir et, en appliquant un faible
courant dans l'’eau du milieu, il ob-
serva que ce courant pouvait aussi
déterminer I’axe corporel.

Réfléchissant sur les résultats de
Lund, Jaffe se demandait si les em-
bryons du fucus créaient eux-mémes
un courant électrique capable d’éta-
blir une polarité et déterminerl’axe du
corps. Il congut alors une série d’expé-
riences pour vérifier 'hypothese selon
laquelle les embryons créaient des
courants électriques circulant en eux
et autour d’eux. Pour pouvoir mesurer
laforce etla direction de ces courants
électriques, Jaffe et son éleve Richard
Nuccitelli mirent au point en 1974
une microsonde a extrémité vibrante
ultrasensible. Jaffe a ainsi pu mesu-
rer des courants ioniques infimes
circulant dans le milieu aqueux ol se
trouvaient les embryons de fucus, eta
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découvert que ces courants suivaient
une boucle a travers les embryons,
établissant ainsil’axe corporel.

Les résultats de Jaffe relancaient
les études sur le role des champs
électriques dans l'orientation du
développement embryonnaire et
dans le processus de régénération
des membres. A présent armés d'un
équipement plus moderne pour me-
surer les courants bioélectriques, les
éleves de Jaffe pouvaient tenter de ré-
pondre aux questions sur la maniere
dont les champs électriques peuvent
influencer la migration d’'une cellule,
la guérison d’une blessure, la forma-
tion du plan de I'embryon et la facon
dontles cellules peuvent « connaitre »
leur position dans un embryon. Cette
approche était en opposition com-
plete avec les visions réductionnistes
radicales qui dominaient de plus en
plus la biologie a cette époque... et
encore aujourd’hui. Ce qui joua un
role déterminant dans la capacité
exceptionnelle de Jaffe a concevoir ces
expériences cruciales, c’était d’avoir
bati ses fondements conceptuels sur
les travaux des biologistes du début
du xx¢ siecle qui, pour la plupart, de-
meurent inconnus des scientifiques
d’aujourd’hui.

Richard Borgens et Kenneth Ro-
binson, diplomés de I'université de
Purdue et formés par Jaffe, pour-
suivent toujours I’étude des champs
électriques ainsi que des processus
vivants, et ont méme élargi le do-
maine d’investigation. Ces deux
scientifiques faisaient partie d’'un
groupe tres uni d’étudiants qui sont
devenus chercheurs a une époque
ol la culture scientifique était tres
différente de celle que 'on trouve
maintenant.

Jaffe, I'inspirateur de ce groupe,
leur avait fait comprendre I'impor-
tance de I’histoire des sciences. Il
demandait a ses étudiants de garder
a l'esprit les questions fondamenta-
les en embryologie soulevées au xix
et au début du xx¢siecle. Il exigeait
des étudiants qu’ils apprennent
I’histoire des sciences, les contri-
butions et expériences cruciales de
scientifiques depuis le xix®siecle.
Trois fois par semaine, les étudiants
se rencontraient en groupe avec Jaffe
et son collegue Joseph Vanable, pour
discuter des projets en cours au la-
boratoire. Pour Richard Borgens, ces
réunions fournissaient « un mélange
fertile d’idées » qui influenca sa propre
démarche scientifique.

Les courants électriques
controlent-ils
la régénération
des membres ?

Richard Borgens était venu au
laboratoire de Jaffe avec un solide in-
térét pour la formation des membres
au cours du développement. Il avait
réalisé son projet de maitrise sur la
formation des os des membres dans
I'embryon d’un poussin. Le développ-
ement des membres dans I'embryon
a de nombreuses caractéristiques
en commun avec la régénération
des membres chez les amphibiens
adultes. Apres le développement de
la sonde a extrémité vibrante, la pre-
miere chose que Borgens examina a
I'aide de ce nouvel instrument, fut le
processus de régénération des mem-
bres chez les salamandres adultes.

Les expériences du début des
années 40 avaient montré qu’il y a
des changements électriques a la
surface d'un membre lors de la ré-
génération apres amputation chez
les amphibiens. Dans ses premieres
expériences en 1977, Borgens trouva
qu'une réponse immédiate al’ampu-
tation d'un membre chezles salaman-
dres était la production d'un courant
électrique intense, sorti de I’extrémité
du moignon du membre. Ce courant
suivait un chemin sortant de I'extré-
mité du moignon et retournait en
boucle a travers '’eau ou ’humidité
de la peau, jusqu’a I'endroit non en-
dommagé du membre a I'arriere de
I'amputation. La densité du courant
s’étendait de 20 a plus de 100 micro-
amperes (@A) par centimetre carré
juste apres 'amputation, et tombait
de facon continue en quelques jours a
un niveau de seulement quelques mi-
cro-amperes par centimetre carré.

La diminution du courant venant
du moignon coincide avec la forma-
tion de I'épithélium endommagé (la
peau), qui crée une résistance accrue
le long du circuit. Tous les animaux
qui régénerent naturellement leurs
membres a I’dge adulte, parmi les-
quels les tritons, les salamandres
et les axolotls (tous les membres de
I'ordre des urodeles, c’est-a-dire les
amphibiens a queue), produisent
un fort courant électrique circulant
a travers 'extrémité du moignon du
membre amputé.

Que savons-nous de ce qui se pro-



duit au niveau cellulaire durant la
régénération ? Apres 'amputation,
la surface blessée du membre est
recouverte en quelques heures d'un
fin épithélium endommagé. Sous
cet épithélium, des débris cellulaires
sont évacués et des cellules intactes
démarrent le processus de « dédif-
férenciation ». Ces cellules perdent
leurs caractéristiques spécifiques qui
lesidentifient comme les cellules d'un
muscle, d'un os ou du cartilage, et se
transforment en une cellule comme
celle du mésenchyme, appelée alors
blastomere. Ces blastomeres ont des
propriétés similaires aux cellules em-
bryonnaires, pouvant se différencier
en n'importe quel type de cellule. Ce
sont elles qui se développeront et
formeront le membre régénéré.

Des expériences ont montré que
deux tissus sont essentiels pour le
démarrage et le controle de la régé-
nération des membres. D’abord, cette
régénération nécessite la formation
d’un épithélium endommagé. De
plus, cet épithélium donne une di-
rectionnalité au développement des
blastomeres qui sont en dessous.
S’il est chirurgicalement déplacé
dans une position excentrée sur le
moignon, le membre régénéré se
développera dans cette nouvelle
direction.

Le deuxieme élément essentiel a
la régénération est la présence de
nerfs périphériques intacts. Si les
nerfs conduisant au membre en-
dommagé sont supprimés, aucune
régénération ne peut avoir lieu. Pour
expliquer cela, on a recherché si les
cellules nerveuses produisaient des
facteurs de croissance. Jusqu'ici, de
nombreux facteurs de croissance ont
été identifiés mais aucun d’entre eux
ne peut remplacer la présence du nerf
intact dans le moignon.

Autres interrogations

Les courants électriques que Bor-
gens avait mesurés a 'extrémité du
moignon provoquerent certaines
interrogations. Qu’est-ce qui génere
ce courant ? Le courant et le champ
électrique résultant ont-ils influencé
le comportement des cellules impli-
quées dans la régénération ? Borgens
déclara avoir trouvé la source etlana-
ture du courant électrique. Il était bien
connu que la peau des amphibiens, et
de tous les autres vertébrés, produit

une différence de voltage a travers sa
surface. Cette « pile cutanée » main-
tient un potentiel interne positif de
I'ordre de 40 a 80 millivolts (mV), en
transportant activement des ions
sodium (Na+) et d’autres ions char-
gés positivement de I'extérieur vers
I'intérieur. Les cellules épithéliales
étant elles-mémes polarisées dans
leur structure, et étroitement jointes,
elles créent une barriére résistante au
flux des ions positifs dans la direction
opposée. Toutefois, toute fissure dans
I'épithélium créerait un chemin de
faible résistance, ce qui provoquerait
immédiatement un flux vers 1'exté-
rieur des ions positivement chargés.

Afin de voir si la pile cutanée
était responsable de la génération
des courants partant du moignon
du membre, Borgens manipula
la concentration des ions sodium
dans l'eau du bassin contenant les
salamandres. Lorsqu’elle était cinq
fois plus importante, les courants
mesurés partant du moignon étaient
aussi approximativement multipliés
par cing. Si 'on maintenait les sala-
mandres dans une eau déficiente en
sodium, les courants chutaient de
90 %. Ces effets pouvaient étre inver-
sés en replacant les animaux dans
I’eau normale d’'un étang.

Quand les courants partant du
moignon chezles salamandres ont été
définis dans les grandes lignes, Jaffe,
Borgens et Vanable furent curieux de
voir si 'application de ces champs
électriques sur un amphibien non
régénérant comme la grenouille (de
I'ordre des anoures), pouvait induire
une régénération des membres. Ils
choisirent la grenouille verte (genre
Rana), et construisirent un stimu-
lateur électrique qu’ils pouvaient
implanter sous la peau du dos, avec
deux électrodes qui en sortaient.
Dans l'un des groupes d’animaux,
I'électrode négative fut implantée a
travers les tissus de la partie centrale
dumoignon, avecla partie nonisolée
en contact avec le tissu de I'extrémité
du moignon. L'électrode positive fut
implantée sous la peau du dos. Cette
installation correspond a la polarité
du courant qui avait été mesurée
chezla salamandre. Dans le deuxieme
groupe expérimental, les électrodes
furent inversées, avec I'électrode po-
sitive implantée dans I'extrémité du
moignon. Un groupe de controle avait
les électrodes reliées a un stimulateur
électrique inactif.

Les résultats dans le groupe de

contrdle des grenouilles vertes n’ont
fait apparaitre aucune réponse
régénératrice : le moignon guéri
était recouvert d’'une peau épaisse
et d’'un tissu cicatrisé. Cependant,
apres des semaines de stimulation
avec 'électrode négative a 1'extré-
mité du moignon, le second groupe
d’animaux montra des degrés variés
de régénération des membres. Ces
membres étaient anormaux dans leur
apparence externe, et apres examen,
onremarqua que leurs tissus internes
étaient désorganisés et indifférenciés.
Ce fut un résultat surprenant, méme
si les membres régénérés étaient in-
complets et hypomorphiques. Le troi-
sieme groupe d’animaux, qui avaient
une électrode positive implantée a
I'extrémité du moignon, montra une
dégénération des tissus du moignon
et aucune réponse régénérative. Ces
expériences démontrerent qu’'en
imposant artificiellement des cou-
rants électriques de méme polarité
et d’'intensité de champ similaire a
celles trouvées chez la salamandre,
on pouvait obtenir un début de ré-
génération chez la grenouille adulte
normalement non régénérative.

Expériences
sur les grenouilles
aprés amputation

Les expériences initiales furent
poursuivies deux ans plus tard en
1979, avec ’observation des courants
électriques chez les grenouilles non
régénératives aprés amputation.
Bien que les grenouilles (anoures)
et les salamandres (urodeles) soient
étroitement apparentées, il existe
des différences anatomiques de
leurs membres, ce qui peut aider a
expliquer pourquoi les grenouilles
adultes, dans des conditions norma-
les, ne se régénerent pas. Les larves
de grenouilles sont capables de régé-
nérer des portions de leur queue et
d’autres membres jusqu’ala phase de
métamorphose, lorsque les espaces
lymphatiques sous-épidermiques
commencent a se développer dans
les membres. Cet espace lymphati-
que dans le membre de la grenouille
adulte pourrait agir comme un che-
min de faible résistance pour dériver
un courant généré par la pile cutanée
loin des tissus centraux du moignon.
Les salamandres et autres urodeles ne

FUSION N°78 - NOVEMBRE - DECEMBRE 1999



gmzm;

OFPRE 86

Figure 1. Stimulation électrique pour la régénération d’'un membre an-
térieur chez la grenouille adulte. L’électrode négative est implantée a
I’extrémité du moignon du membre et I’électrode positive sous la peau
du dos, comme on peut le voir sur le dessin de la grenouille. Les pho-
tographies du dessous montrent les réponses effectives des membres

traités par courant et par simulation.

’amputation des membres.

Les eéches indiquent I’endroit de

Source : R. Borgens, J. Exp. Zool., Vol. 200, pp 403-416, 1977. Republié avec I'auto-

risation de Wiley-Liss, Inc.

possedent pas d’espace lymphatique
sous-épidermique.

Borgens mesura les courants ve-
nant du moignon chezles grenouilles
adultes, et découvrit que la densité
de courant la plus élevée venait de
I’espace lymphatique. Le courant
circulant a travers les tissus centraux
s’avéra étre d’intensité quatre a cinq
fois inférieure a ceux de'espace lym-
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phatique. De plus, le pic des courants
venant des moignons de grenouilles
adultes était inférieur a celui trouvé
chez les tritons. Ces différences lais-
saient supposer que l’absence de
courants €électriques suffisants dans
les tissus centraux du membre, la ré-
gion qui donne naissance aux blasto-
meres, entraine une diminution de la
capacité de régénération.

En prenant en considération que la
grenouille adulte produit un courant
dans le moignon, les chercheurs se
sont demandés si la régénération se-
rait plus complete silatopographie de
ce courant était rendue similaire aux
urodeles. Borgens affina’expérience
en utilisant des stimulateurs électri-
ques sur les grenouilles avec cette fois
la grenouille africaine Xenopus laevis.
Cette derniére est connue pour pro-
duire naturellement une faible répon-
serégénérative a’'amputation, qui se
limite a une petite pointe de cartilage
recouverte de peau. Al'aide de stimu-
lateurs électriques implantés a I'inté-
rieur, les électrodes négatives situées
atravers le tissu central du moignon,
Borgens observa apres deux mois
que ces animaux avaient développé
des membres similaires a ceux de la
phase « pagaie » du membre chez les
salamandres, c’est-a-dire juste avant
que les doigts ne se forment.

Le groupe de controle présentait
des pointes de cartilage entourées de
peau, caractéristique d’'une réponse
naturelle. Curieusement, nombre
des membres traités électriquement
sont apparus presque normaux a
I'extérieur, mais la structure interne
était assez désorganisée et anormale.
Ces structures régénératrices furent
appelées des « pseudomembres », et
avaient une grande quantité de tissu
nerveux réparti de maniere désor-
ganisée a travers le cartilage.

L'explication conventionnelle
du développement des membres
est que l'organisation cellulaire in-
terne détermine la forme externe.
Cependant, les pseudomembres
remettent en cause cette notion et
montrent 'importance des champs
électriques dans la détermination
de la morphologie.

Dans son expérience suivante,
également en 1979, Borgens voulait
déterminer quel effet il obtiendrait
sur la régénération chez les sala-
mandres en bloquant spécifiquement
des canaux des ions sodium dans la
peau. Il avait auparavant montré que
les courants du moignon semblaient
dépendre des ions sodium qui ser-
vaient de porteurs de charges. Les
salamandres et les tritons avaient
les moignons de leurs membres
antérieurs traités quotidiennement
al’amiloride afin de bloquer le canal
sodium. Au début, tous les animaux
traités n’'étaient plus capables de ré-
générer leurs membres mais, apres
un laps de temps, environ la moitié



des animaux a commencé a se régé-
nérer. Les mesures de courants pro-
venant des extrémités du moignon
chez ces animaux montraient qu’ils
généraient en effet de forts courants
en I’absence de sodium.

Certains des animaux qui avaient
eu leur régénération inhibée durant
des semaines par leur traitement a
I’amiloride, guérirent et commen-
cerent a redévelopper leurs mem-
bres a une allure fortement accélé-
rée. C’était un résultat surprenant
qui soulevait encore de nouvelles
questions. Lorsque ces animaux
furent examinés durant la période
d’inhibition, leurs moignons étaient
recouverts d’'une peau tres épaisse
et de tissu cicatrisé, ce qui est ca-
ractéristique des especes non régé-
nératives ou dont la régénération est
bloquée en permanence. Cependant,
ces animaux ont échappé a I'inhibi-
tion et se sont ensuite régénérés a une
vitesse accrue, produisant parfois des
membres qui se sont développés de
maniere plus complete que ceux du
groupe de controle.

Y avait-il quelque chose en cons-
truction dans les moignons inhibés
qui provoquait ce développement
accéléré ? Les expériences d’alors
ne permirent pas de répondre a
cette question qui demeure encore
aujourd’hui un mystere. Toutefois,
le fait que les salamandres et les tri-
tons pouvaient produire des courants
dans le moignon apres étre guéris de
I'inhibition, indiquait que ces ani-
maux s’étaient adaptés en utilisant
d’autres ions chargés positivement,
comme le calcium et le potassium,
lorsque les canaux sodium étaient
bloqués. Au cours d’expériences
ultérieures, il fut montré que si les
animaux étaient maintenus dans un
environnement déficient en calcium,
potassium et sodium, les courants du
moignon ne pouvaient étre produits
et la régénération s’en trouvait blo-
quée.

Modele de régénération
par les champs

Les expériences de Borgens ne lais-
sent aucun doute sur 'importance
du champ électrique pour amorcer
et controdler la régénération. Mais
quelles sont les cibles de ce champ ?
Quels effets un champ électrique

peut-il produire dans les cellules ?
Nous savons d’expériences précé-
dentes que les nerfs et I'épithélium
endommagé sont les deux tissus
essentiels pour que la régénération
ait lieu : ils pourraient donc étre des
cibles du champ électrique.
D’aprés les mesures expéri-
mentales, le champ électrique est
plus fort au niveau de I'épithélium
endommagé, la ou le courant sort
du moignon. Le flux du courant éta-
blit une polarité dans le membre,et
crée des gradients de voltage qui
pourraient fournir aux cellules un
moyen de détecter leur position. De
plus, le flux du courant détermine
une directionnalité pour le dévelop-
pement des cellules vers l'extérieur.
Il a été démontré que les champs
électriques influencaient la direction
de la migration cellulaire, aussi cela
pourrait-il constituer I'un des effets
dans le membre en développement.
Selon les résultats expérimen-
taux, il semble que le flux immédiat
de courant apres I’amputation soit
crucial pour amorcer la réponse
régénérative. En réfléchissant sur
ce probleme du point de vue de la
réponse a la blessure, le premier
changement que I'on observe apres
que la peau, ou méme la membrane,
d’'une seule cellule soit endommagée,
c’est un flux de courant électrique.
Les cellules doivent avoir développé
une réponse a la blessure qui détecte
ce flux de courant comme un signal
amorcant le processus de cicatrisa-
tion. Dans le cas de la régénération
des amphibiens, la dédifférenciation
des cellules du blasteme peut étre le
résultat direct ou indirect du courant
provenant du moignon.
Logiquement, I'autre cible du
champ électrique est le tissu ner-
veux, nécessaire a la régénération.
Des expériences in vitro ont montré
que des neurones développés en
culture s’accroitront et engendre-
ront des neurites (précurseurs des
axones et dendrites), de préférence
vers la cathode (le p6le négatif) dans
un champ électrique. Compte tenu de
la formation du pseudomembre chez
les grenouilles adultes, il est curieux
d’observer qu’une si grande partie du
tissu interne est constitué de nerfs.
Avecl'électrode négative a I'extrémité
du moignon chez la grenouille, une
régénération hypomorphique se pro-
duit etla polarité du champ appliqué
estidentique a celle avec laquelle les
neurites se développent en culture.

Borgens suggere que la polarité
du champ aide a diriger le redéve-
loppement dans le moignon du nerf
périphérique, surlequel repose la ré-
génération du membre. Cependant,
en considérant la relation entre les
nerfs et 'épithélium endommagé, la
situation dans le membre qui se ré-
génere laisse encore de nombreuses
questions sans réponse. Comment le
champ coordonne-t-il les actions de
ces deux tissus essentiels durant la
régénération ? Les cellules du mem-
bre qui se régénere croissent-elles
suivant un champ électrique global,
ayant déja déterminé la forme et
I'orientation du membre ? Pour
aborder cette troublante question,
Borgens dirigea son expérience sui-
vante sur le processus de formation
des membres dans I'embryon.

L’embryon utilise-t-il
des champs pour opérer
son développement ?

L’'intérét que Richard Borgens
portait au développement em-
bryonnaire des membres recoupait
les travaux de son collegue et ami
Kenneth Robinson. En 1983, ils pu-
blierent ensemble des articles sur
le réle du champ électrique dans la
prédétermination de I’emplacement
du bourgeon du membre émergeant
chez deux embryons d’animaux
différents. Le Dr Robinson avait
étudié durant plusieurs années les
effets des champs électriques sur le
développement et le comportement
des cellules. Robinson était le pre-
mier étudiant de Jaffe diplomé, et il
cherchait a découvrir comment les
champs électriques dans un embryon
pouvaient controlerle comportement
des cellules.

L’histoire expérimentale des
champs électriques et de leur in-
fluence sur les cellules, particulie-
rement sur les neurones, n’avait pas
permis de trancher entre ceux qui
prétendaient que les champs gui-
daient le développement nerveux
et ceux qui niaient tout effet sur ce
développement. Robinson connais-
sait les recherches menées par S.
Ingvar en 1920, qui fut le premier a
démontrer qu’'un courant appliqué
pouvait orienter la direction du
développement des neurites le long
des lignes de champ électrique. Les
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Figure 2. Réponse d’un neurone individuel, isolé
du tube neural, au champ électrique. Le neurone
(en haut sur la droite) étend des neurites vers le
pole négatif (cathode) du champ (sur la gauche).
Le neurite le plus long est en train de toucher la

cellule du myoblaste.

Source : K.R. Robinson, université de Purdue.

travaux de ce dernier suggéraient
aussi qu’il y avait une réponse dif-
férente dans le développement vers
la cathode (-) et vers I'anode (+) du
champ appliqué. Cependant, Paul
Weiss, un scientifique de I'université
Rockefeller, publia en 1934 ses pro-
pres résultats expérimentaux, décla-
rant sans équivoque que les champs
électriques n’avaient aucun effet sur
I'orientation et le développement
des fibres nerveuses. La description
des expériences dans son compte-
rendu n’était qu’ébauchée et laissait
apparaitre de sérieuses failles dans
les résultats. Pourtant, les travaux de
Weiss sont restés la référence de ce
qui est devenu la pensée dominante
en la matiere.

Linspirateur de Robinson, Lionel
Jaffe, avait publié en 1979 une étude
sur la réponse des cellules gan-
glionnaires d'une racine dorsale a
I'application d’'un champ électrique,
montrant un développement préfé-
rentiel des neurites vers la cathode.
Toutefois, I'effet sur des cellules in-
dividuelles était difficilement visible,
ces cultures contenant des centaines
ou des milliers de fibres nerveuses.
Robinson était convaincu que le
compte-rendu de Weiss était faux,
mais il voulait également pouvoir
quantifier la force du champ élec-
trique nécessaire pour influencer
le développement d’un neurone
individuel.

La solution de Robinson fut d’iso-
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ler les neurones en développement
du tube neural des embryons de
Xenopus laevis, et de les cultiver en
présence d'un champ électrique. On
a pu ainsi étudier les cellules indivi-
duelles et définir le seuil de champ
électrique entrainant un effet sur le
développement des neurites. Lors
d’expériences menées en 1981, tra-
vaillant avec son compagnon d’étu-
des Colin McCaig, Robinson observa
que les neurones de Xenopus géné-
raient plus de neurites vers la cathode
et que ces dernieres effectuaient
plusieurs tours pour s’orienter vers
ce pole. Ils s’apercurent que le seuil
pour produire cet effet était tres bas :
un champ de 7 mV/mm suffisait a in-
fluencer les cellules.

IIs ont également testé la réponse
de myoblastes isolés (cellules em-
bryonnaires qui donnent naissance
aux muscles), a I’application d’'un
champ électrique en culture. Les
myoblastes avaient un seuil plus
élevé pour leur réponse (36 mV/
mm), et se développaient en ayant
leur grand axe de développement
perpendiculaire aux podles du champ
électrique. Ces expériences établi-
rent que différents types de cellules
répondaient de manieres distinctes
a un champ électrique, ce qui serait
tres important chez I'’embryon dont
les cellules se différencient en des
types spécifiques de cellules.

A présent que I'on avait défini les
champs nécessaires pour influencer

Figure 3. Myoblastes développés en présence d’un
champ électrique. Les myoblastes répondent au
champ électrique en orientant leurs axes longs
perpendiculairement aux poles du champ (négatif
a gauche, positif a droite). Ces cellules sont celles
qui donneront naissance au muscle.

Source : K.R. Robinson, université de Purdue.

le comportement des cellules in vitro,
I’étape suivante était de voir sil'em-
bryon possédait des champs de force
similaire. McCaig et Robinson choisi-
rent d’étudier 'embryon de Xenopus
durant le processus de neurulation,
au moment ol s'établissent le tube
neural et 'organisation du systeme
nerveux.

Lors d’expériences en 1982, ils
ont mesuré le potentiel électrique
généré par 'ectoderme (couche la
plus externe) de 'embryon, et ob-
servé qu'il s’élevait a 60 mV (positif
intérieurement), ou plus encore a me-
sure que se déroulait la neurulation.
Ce voltage était beaucoup plus élevé
que ceux qu’ils avaient précédem-
ment déterminés comme suffisants
pour agir sur le comportement des
cellules en culture. Toutefois, dans
cette expérience initiale, ils ne pou-
vaient pas mesurer ni la direction ni
le modele de courant circulant dans
I’embryon.

Au cours de la neurulation, les
cellules doivent migrer de la zone
entourant le tube neural vers de
nombreuses parties du corps de
I’embryon. Les champs électriques
pourraient-ils provoquer cette migra-
tion et guider I'orientation des mou-
vements cellulaires ? La créte neurale
est un groupe cellulaire important
se formant autour du tube neural et
migrant vers différents endroits. Ces
cellules se différencient en une large
variété de tissus, comprenant les



ganglions du systéme nerveux auto-
nome, les glandes, la peau et méme
les os. On ne sait pas tres bien ce qui
engendre la migration des cellules,
tout comme la facon dont elles sont
conduites a leur destination.

Robinson isola des cellules de la
créte neurale des embryons de Xe-
nopus, et les exposa en culture a un
champ électrique. Des cellules indivi-
duelles et des groupes de cellules mi-
grerent vers la cathode de champs de
10 mV/mm ou plus. Cela correspond
a une chute de potentiel inférieure a
1 mV a travers le diametre de cha-
que cellule. Des champs de cette
magnitude pouvaient facilement se
produire dans I'embryon, faisant du
courant électrique un vecteur pou-
vant guider la migration des cellules
de la créte neurale.

En 1984, Robinson utilisa une mi-
crosonde a extrémité vibrante pour
tenter de détecter les caractéristiques
des courants pres de la surface de
I’embryon de Xenopus. 11 découvrit
que des courants positifs étaient
dirigés vers l'intérieur sur presque
toute la surface de I'’embryon, mais
qu’il y avait un fort courant sortant
du blastopore, un petit trou dans
I'ectoderme restant d’'une invagina-
tion antérieure des cellules. Cette
expérience cruciale démontra qu’il y
avait un modele global des courants
circulant dans ’embryon.

1 min
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Développement
du membre embryonnaire

Ce qui arrive aux cellules embryon-
naires dans la région du membre en
développement est assez bien défini
anatomiquement chez les amphi-
biens. Robinson et Borgens étaient
impatients de découvrir le role joué
par les champs électriques dansla for-
mation des membres embryonnaires.
Le long du flanc de 'embryon de
I’amphibien, I’endroit ou1 le membre
se formera, une des premieres cho-
ses se produisant est que les cellules
épithéliales perdent leurs étroites
jonctions intercellulaires. Cela crée
un épithélium qui fuit légerement et
continue a se dégrader jusqu’ala mort
programmeée de certaines cellules épi-
théliales dans la région ou le mem-
bre bourgeonne. Sous 1'épithélium,
une grande quantité de cellules du
mésenchyme s’accumulent et, plus
tard, se mettent a migrer et se dé-
velopper vers I'extérieur. On assiste,
dans le processus, a la migration de
nombreux types de cellules, comme
des cellules de la créte neurale, et,
plus tard, la croissance des neurites
qui s’étendent dans le bourgeon du
membre en développement.

Robinson examina ’embryon de
Xenopus lorsqu’il commence a for-
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Figure 4. Courants électriques mesurés le long du anc de I’axolotl
durant la formation du bourgeon du membre. Les pics au-dessus de
la ligne en pointillés indiquent les courants sortants et, en dessous,
les courants entrants. Les nombres représentent I’'emplacement sur
I’axolotl ou les mesures sont effectuées. On remarque le fort courant
sortant a la position 5, qui correspond a I’emplacement du bourgeon

émergent sur I’axolotl.

Source : R. Borgens, J. Exp. Zool., Vol. 228, pp 491-503, 1983. Republié avec I'auto-

risation de Wiley-Liss, Inc.

mer ses membres postérieurs, et il
constata que la zone ou le membre
bourgeonne était le lieu d’ol1 sortait
un fort courant. Les courants, entre 2
a 12 pA/cm?, quittaient le bourgeon
et retournaient en boucle vers les
régions voisines du flanc. Le déve-
loppement des membres postérieurs
ayant lieu chezla Xenopus et d’autres
grenouilles lorsque les embryons sont
encore assez petits, etla durée du pro-
cessus étant relativement courte, il
était difficile d’effectuer des mesures
de courant.

Pour étudier les courants dans le
membre en développement, Bor-
gens utilisa ’axolotl, profitant de la
grande taille de sa larve et du temps
plus long pour le développement
des membres postérieurs. L'axolotl
est assez bien différencié a ce stade
du développement, ses membres
postérieurs se développant apres
ses membres antérieurs (Figure 4).
Alaide de la microsonde a extrémité
vibrante, Borgens observa que dans
la semaine précédant la formation
visible du bourgeon, I'épithélium du
flanc de 'axolotl était le siege d'un
courant sortant diffus qui se con-
centrait et augmentait en intensité a
I'endroit du bourgeon. En fait, le pic
de courants sortants de 2 a 3 pA/cm?
apparait a I'endroit ol se forme le
bourgeon, juste avant que le mem-
bre ne devienne visible. En mesurant
le flux de courant sortant, on pouvait
prédire le lieu exact du bourgeon
quatre a six jours avant qu’il ne se
forme réellement! Le trajet du cou-
rant quitte la région du bourgeon et
retourne en boucles vers les zones du
flanc a proximité du bourgeon. Bor-
gens continua a mesurer les courants
dans le bourgeon, notant qu’'a mesure
que ce dernier se développe a I'exté-
rieur del’épithélium du flanc, I'inten-
sité du courant décroit lentement et,
dans certains cas, le courant inverse
par la suite sa polarité et circule
vers I'extrémité des gros bourgeons,
d’une longueur d’environ 0,5 mm.
Grace aux expériences de Robinson
et Borgens, on a ouvert de nouvelles
voies pour comprendre la formation
des membres. Une perte programmée
des jonctions étroites entre les cellu-
les de I’épiderme permet au courant
de commencer a fuir du lieu ou le
bourgeon se formera. Cette rupture
du potentiel transépidermique ame-
ne de plus grands changements dans
I’anatomie de 1'épiderme du flanc,
tels que la mort et le détachement
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des cellules épidermiques de la ré-
gion. Le gradient de voltage créé par
ce courant serait ainsi négatif dans la
région de la fuite. Uaccumulation de
cellules du mésenchyme et la migra-
tion d’autres cellules vers le bourgeon
peuvent étre dirigées par le champ
électrique. La région du bourgeon
agirait ainsi comme la cathode d'un
champ électrique. Les neurites qui
innerveront le membre en dévelop-
pement se développent aussi de pré-
férence dans cette direction.

Les champs électriques
embryonnaires globaux

Le processus de formation d’'un
plan dans un embryon en déve-
loppement a fasciné les scientifiques
durant des décennies. Robinson
voulait découvrir si les changements
de caractéristiques du flux de cou-
rant pouvaient étre corrélés avec les
changements physiques dans 1’ar-
rangement des cellules et des tissus
dans I'embryon. En 1990, avec son
éleve Kevin Hotary, ils examinerent
le poulet embryonnaire, mesurant
des courants externes et des poten-
tiels dans des poussins de 2,5 jours a
4 jours. Ils mesurerent les courants
entourant ! orifice digestif postérieur
(ODP), une région ou les intestins en
développement, proches dela queue,
créent une rupture de I'épithélium
alors qu'ils se remodelent (Figure 5).
Les mesures provenant de la micro-
sonde a extrémité vibrante furent
effectuées sur des poussins aux
stades de développement 14 a 22.
A 14 jours, seuls les faibles courants
circulant dans I’ODP pouvaient étre
détectés, mais au stade de 16 jours,
le courant inversa sa direction et
quitta I'ODP. Le fort courant sortant
de I'0ODP s’étendait de 50 pA/cm? a
un pic de 110 pA/cm? au stade de 17
jours, et correspondait a la rupture
de I'épithélium de I'intestin. Robin-
son et Hotary mesurerent également
le potentiel transépidermique des
embryons de poussins aux mémes
stades de développement, en in-
sérant des microélectrodes en verre
a travers la peau de I’embryon. Le
potentiel moyen a travers la peau
était de 16 mV, mais variait selon la
position dans '’embryon et le stade
de développement. En effectuant de
nombreuses mesures des change-
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Figure 5. Densité de courant moyenne mesurée au cloaque d’embryons

de poussins de 14 a 22 jours.

Source : K.R. Robinson, Dev. Biol., Vol. 140, pp. 149-160, 1990. Republié avec

l'autorisation de la presse académique.

ments de voltage depuis la téte jus-
qu’a la queue le long de I'’embryon,
ils ont constaté qu’il y avait un gra-
dient interne de potentiel atteignant
une moyenne de 10 mV/mm vers la
queue, qui était le plus négatif. Dans
les régions proches dela queue, le gra-
dientatteignait21 mV/mm. Les cellu-
les de la créte neurale commencent
a migrer dans le poussin au moment
ol les premiers courants sortant de
I’ODP sont détectés. De plus, puisqu'il
a été constaté que les cellules de la
créte neurale migraient in vitro vers
la cathode dans un champ de force
d’au moins 10 mV/mm, les gradients
de voltage mesurés dans le poussin
seraient amplement suffisants pour
guider leur migration vers ’extrémité
dela queue, laquelle agit comme une
cathode. A la suite de ces résultats
d’expériences, Robinson proposa
que les champs €électriques avaient
comme role majeur le guidage de
la migration des cellules dans 'em-
bryon. Mais que pouvaient-ils con-
troler d’autre ? La formation du tube
neural depuis le repliement de I'ec-
toderme, et le détachement qui s’en
suit de la couche externe du nouvel
ectoderme, établit les bases pour le
développement du systeme nerveux
central. Une fois que le tube neural
se forme, sa présence induit la dif-
férenciation et la formation d’autres
structures et systemes d’organes. Des
cellules indifférenciées au voisinage
du tube neural se développeront en
des types spécifiques de cellules se-
lon leur position relative par rapport
a lui. Hans Driesch affirmait, il y a
environ quatre-vingt dix ans, que le

développement ultérieur d’'une cel-
lule individuelle était fonction de sa
position dans ’embryon.

Considérant son importance dans
la détermination du sort des cellules
dans I'embryon, Robinson se de-
manda si le tube neural lui-méme
générait un champ électrique. Pour
répondre a cette question, Hotary
et lui inséreérent des microélectrodes
dans les tubes neuraux des embryons
de Xenopus. En enregistrant le poten-
tiel électrique a travers la paroi du
tube neural, ils trouverent un voltage
de-23 mV a travers le c6té dorsal (ar-
riere) du tube, avec le lumen intérieur
négatif. La polarité est I'inverse de
celle trouvée a I'ectoderme de 'em-
bryon, qui maintient intérieurement
un potentiel positif. Toutefois, ce n’est
pas surprenant car I'intérieur du tube
neural est, du fait du repliement, le
méme a l’extérieur de 'ectoderme de
I'embryon.

Lorsque le potentiel du c6té ventral
du tube neural fut mesuré, on trouva
qu'’il était plus positif que le c6té dor-
sal. De facon surprenante, les régions
immédiatement adjacentes au coté
ventral du tube différaient en voltage
d'une moyenne de 5 mV. Le modele
des potentiels électriques montre que
le champ électrique généré autour
du tube neural n’est pas radialement
uniforme. De plus, les mesures des
potentiels autour du tube neural
chez les embryons de Xenopus a des
stades de développement différents
ont montré que l'intensité du champ
variait suivant les stades.

D’apres les mesures, il était clair
que le tube neural conduisait le cou-



rant en une ligne allant du coté dorsal
au coté ventral, créant des champs
puissants variant en magnitude de 50
jusqu’a 500 mV/mm. Les cellules pro-
ches des faces latérales de |'extérieur
du tube neural seraient exposées a des
champs trés puissants qui influence-
raient certainement leur développe-
ment. Les somites qui se transforment
en muscle sont trouvés pres des parois
latérales du tube neural, et la réponse
des myoblastes (qui se développent a
partir des somites) a déja été montrée
dans les expériences in vitro avec des
champs de seulement 36 mV/mm.
Le champ électrique du tube neural
coincide aussi avec!’établissement de
la polarisation dorso-ventrale dans le
systeme nerveux central.

A présent que deux sources ma-
jeures de champs électriques ont
été découvertes dans ’embryon, on

peut se demander quelle est 'impor-
tance de l'interaction entre les deux
champs durant la différenciation de
I’embryon.

Changement
de la topographie
naturelle du courant

Si le chemin normal du flux de
courant était altéré au cours du dé-
veloppement de ’embryon, quelle
sorte d’effet cela aurait-il 2 En 1992,
Robinson revint al’embryon de pous-
sin et imagina des expériences qui
prouverent 'importance du champ
électrique dans son développement.
Robinson et Hotary implanterent
de minuscules dérivations en verres

creux remplis d'une solution con-
ductrice ionique dans I'ectoderme
du flanc d’embryons de poussins de
11 a 15 jours. Comme contréle, ils
implanterent des verres solides non
conducteurs au méme endroit et cela
dans un méme groupe d’embryons.
Les dérivations étaient implantées
juste avant 'apparition de forts cou-
rants vers 1’extérieur provenant de
I’ODP pres de la queue du poussin.
Robinson s’attendait a ce que ces
dérivations conductrices réduisent
le courant naturel émanant de ’ODP
et dirigent le courant a I'extérieur
de 'embryon dans un chemin dif-
férent.

Apres avoir permis aux embryons
de continuer a se développer pendant
une période de 3 jours, ils furent col-
lectés et examinés au stade de 18
ou 20 jours (Figure 6). Les résultats

Figure 6. Anomalies dans le développement du membre, de la téte et des intestins, dans les embryons de pous-

sins au courant dérivé.

a) L’embryon a le bourgeon d’une aile dupliqué du c6té opposé a celui ou la dérivation est implantée ( éche).
La queue est aussi anormale. b) Le bourgeon de I'aile est totalement absent ( éche), tandis que les bourgeons
des pattes sont élargis et aplatis (astérisque). c) Les divisions cérébrales sont petites et anormales, comparées
a I’embryon de droite. Les régions cérébrales, le mésencéphale (m) et le télencéphale (t) sont étiquetés. d) Le
c6té ventral d’'un embryon au courant dérivé montre une excroissance anormale au niveau du cloaque ( éche).
Source : K.R. Robinson, Development, Vol. 114, pp.985-996, 1992. Republié avec I'autorisation de la Compagnie des Biologistes,

LTD.
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Figure 7. Micrographies électroniques d’embryons de poussins.
a) Embryon au courant dérivé montrant un développement défectueux de la queue. La éche indique I’endroit ou
la dérivation est implantée. b) Fermeture de la queue de I’'embryon montré en (a). Il manque au bout de la queue
un tube neural et d’autres structures internes. c) Embryon traité par courant électrique et qui n’est pas parvenu a
développer de queue. d) Implant de verre solide non conducteur entrainant des structures d’apparence normale
dans cet embryon. e) Fermeture de la région de la queue de I’'embryon en (d), montrant une structure normale de
la queue. Le bourgeon de la patte a été partiellement déplacé pour permettre un meilleur examen de la queue. f)
Queue normale d’embryon de poussin. Les repéres utilisés sont WB pour le bourgeon de I'aile, LB pour le bour-

geon de la patte et T pour la queue.

Source : K.R. Robinson, Development, Vol. 114, pp.985-996, 1992. Republié avec I'autorisation de la Compagnie des Biologistes, LTD.

dans les embryons au courant dérivé
montrérent un nombre étonnant
de défauts de structure a travers le
corps. Environ 92 % de ces poussins
montrerent au moins un défaut,
alors que seulement 11 % des con-
troles avec dérivation en verre solide
montrerent des défauts mineurs dans
leur développement. Les mesures
du courant quittant les dérivations
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conductrices et sortant ensuite de
I’embryon, atteignaient en moyenne
18 pA/cm?, tandis qu’aucun courant
ne pouvait étre détecté sortant des
dérivations en verre solide. Les me-
sures par sonde vibrante du courant
de I'ODP dans les poussins a déri-
vation conductrice firent apparaitre
une réduction du courant de 30 % en
moyenne, en comparaison avec une

réduction de seulement 1 a 7 % avec
les dérivations en verre solide. Dans
les embryons dont le courant avait
été court-circuité par les dérivations
conductrices, les défauts les plus fré-
quents furent observés dans la région
de la queue, ce qui est cohérent avec
laréduction du courant de 'ODP. Les
queues étaient parfois totalement
absentes dans ces embryons ou
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alors raccourcies (Figure 7). Dans les
quelques embryons qui produisirent
une queue de longueur normale, le
tissu interne manquait de structures
normales, comme un tube neural
complet, une chorde ou des somites.
Ces embryons avaient des structures
intestinales anormales, parmi les-
quelles des sacs remplis de cellules
indifférenciées du mésenchyme.

Les embryons au courant dérivé
présentérent également un déve-
loppement altéré de la téte, comme
I’absence de divisions cérébrales, un
développement défectueux de 1I'ceil,
bien que moins fréquemment. On
constata aussi des défauts dans la
formation du bourgeon du membre,
avec des bourgeons manquants ou
dupliqués apparaissant de chaque
c6té de 'embryon. Aucun des em-
bryons de contrdle ne présentait de
bourgeon altéré. Changer le trajet
du flux du courant avait des effets
globaux sur I'’embryon, ce qui re-
mettait clairement en question la
notion selon laquelle la premiere
influence du champ électrique sur le
développement consistait seulement
a guider les migrations des cellules.
La plupart des événements dans le
développement de I’embryon ne dé-
pend pas de la migration des cellules
mais plutdt de 'interprétation de la
position pour diriger la différencia-
tion. De plus, les régions au-dessus
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des dérivations du courant dans le
poussin, telle que la téte, ont encore
montré une grande variété de défauts
de développement. Seul un concept
du controle du développement par
le champ pouvait permettre de com-
prendre ces résultats surprenants. La
perturbation du champ électrique
global dans I’embryon par les déri-
vations peut avoir altéré la recon-
naissance de position des cellules,
ce qui aiderait a expliquer certains
des résultats. Cette perturbation
change également l'interaction entre
le champ produit par!’ectoderme etle
champ interne produit par la moelle
épiniere.

Manipulation
du champ embryonnaire

En 1994, Robinson et Borgens éla-
borerentchacundes expériences pour
interrompre le champ électrique en-
dogene des embryons précoces d’am-
phibiens, en utilisant un champ ap-
pliqué del'’extérieur. Toutefois, avant
d’interrompre le champ, Borgens
examina les embryons de Xenopus et
de I'axolotl durant la phase ou1 I’ecto-
derme se replie pour former le tube
neural. A 'aide de la microsonde a
extrémité vibrante, il observa de forts

courants ioniques sortant du bord des
plis neuraux (Figure 8). En mesurant
latéralement en bas du flanc, loin des
levres des plis, les courants externes
diminueérent en intensité et on cons-
tata qu'’ils circulaient vers I'intérieur.
Cesboucles de courant sortant dispa-
raissaient dans cette région une fois
que le tube neural s’était totalement
soudé (Figure 9).

Les potentiels transépithéliaux
(PTE) furent cartographiés chez
les plus gros embryons d’axolotl],
durant les phases de la formation
du tube neural. En insérant des mi-
croélectrodes en verre dans la zone
située au-dessous du tube neural en
développement, des mesures de po-
tentiel furent effectuées s’étendant de
18 264 mV. Un gradient de voltage de
la téte a la queue fut observé (négatif
ala queue). Les différences de voltage
entre deux points de mesure variaient
considérablement, de 5 mV/mm jus-
qu'a 63 mV/mm. Ce gradient de vol-
tage changeait aussi au fur et amesure
que 'embryon se développait.

Borgens testa alors 'effet d’'un
champ appliqué sur le développ-
ement des embryons d’axolotl. Les
embryons subissant une neurulation
furent mis dans une chambre dans la-
quelle on les exposa a des forces de
champs électriques prévus pour étre
similaires ou légerement plus élevés
que les champs naturels. Les em-

Réf a bcde fgh

jklmno Réf

Figure 8. Mesure de courant ionique autour des plis neuraux de ’embryon de Xenopus. Le graphique a gauche
montre le courant sortant de ’embryon (en dessous de la ligne en pointillés), et circulant dans I’embryon (au-
dessus des pointillés). Les lettres sous le graphique correspondent aux positions sur le dessin de ’embryon
a droite. Les courants vers I’extérieur sont plus forts prés de la Iévre des plis neuraux ; les courants en bas du

anc circulent vers I’intérieur.

Source : R. Borgens, J. Exp. Zool., Vol. 268, pp. 307-322, 1994. Republié avec I'autorisation de Wiley-Liss, Inc.
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Figure 9. Dessin d’artiste des
boucles du courant autour des
plis neuraux dans I’embryon de
Xenopus. Le dessin est basé
sur les mesures effectuées par
Borgens. Les boucles en bas
de I'embryon décrivent le cou-
rant quittant le blastopore. Ces
courants dirigent la formation
du tube neural.

Source : R. Borgens, Dev. Dynamics,
Vol. 202, pp. 101-114, 1995. Republié
avec l'autorisation de Wiley-Liss, Inc.

bryons étaient orientés par rapport
aux poles du champ dans trois direc-
tions :la téte vers la cathode, la queue
vers la cathode ou perpendiculaire a
la cathode. De graves anomalies dans
les structures du corps sont apparues
au sein des trois groupes. Cependant,
le bout de I’embryon le plus proche
de la cathode montrait les malfor-
mations les plus fréquentes et les plus
graves (Figure 10). Lorsque le bout de
la queue faisait face a la cathode, les
défauts de la queue et de 'abdomen
étaient les plus fréquents, et dans de
nombreux cas les structures de la téte
semblaient normales. Dans |'orien-
tation opposée, les défauts de la téte
étaient prédominants et la structure
de la queue apparaissait normale.
Les embryons placés perpendicul-
airement a la cathode montrerent
une méme distribution de défauts aux
régions de la téte et de la queue.
Borgens mesura également le PTE
des embryons pendant qu'’ils étaient
exposés a un champ extérieur. Quand
la queue faisait face a la cathode, le
PTE de 'ectoderme de la queue
subissait une hyperpolarisation et
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Figure 10. Effet d’un champ électrique de 50 mV/mm sur des embryons
d’axolotl orientés dans trois positions par rapport a la cathode du
champ.

a) Le graphique montre le pourcentage de défauts dans des parties du
corps dans les trois différentes orientations : cathode caudale (face a
la queue), cathode rostrale (face a la téte) et perpendiculaire. b) L’em-
bryon orienté la téte vers la cathode présente une bosse importante
sur la surface dorsale de la téte, ainsi que des défauts dans d’autres
structures du crane. c) L’embryon orienté la queue vers la cathode
montre un développement anormal de la queue et un abdomen en é.
d) Embryon de contréle non exposé montrant des structures nor-
males.

Source : R. Borgens, J. Exp. Zool., Vol. 268, pp. 323-338, 1994. Republié avec I'auto-
risation de Wiley-Liss, Inc.



augmentait de 16 a 56 mV. L'ecto-
derme de la téte était dépolarisé, et
souvent de polarité inversée, avec un
changement de 30 2 80 mV négatif. Le
seuil de la force de champ nécessaire
pour altérer le PTE fut trouvé entre
6 mV/mm et 25 mV/mm.

Robinson et son éleve Hotary
adopterent une approche différente
pour altérer le champ électrique dans
I'embryon de Xenopus. Ils ont d’abord
réexaminé le courant sortant du
blastopore et ils 'ont trouvé plus im-
portant que dans leurs mesures pré-
cédentes. Les courants étaient détec-
tés sortant du blastopore au stade de
14 jours et faisant un pic au stade de
22 jours, coincidant avec le processus
de neurulation de 'embryon. Durant
cette période, les courants endogenes
s’étendaient de 2 pA/cm? jusqu’a un
pic de 115 pA/cm? (Figure 11).

Que se passerait-il si ces courants
naturels pouvaient étre annulés ou
méme inversés en polarité ? Quel en
serait I'effet sur le développement
de ’embryon 2 Robinson décida
d’utiliser une microélectrode insérée
juste sous I'ectoderme de I'’embryon
pour interrompre le flux de courant

d)

e)
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Figure 11. Densités moyennes de courant sortant mesurées au blas-
topore d’embryons de Xenopus de 14 a 23 jours. Les nombres entre
parenthéses au-dessus des barres indiquent combien d’embryons ont

été examinés a ce stade.

Source : K.R. Robinson, Dev. Biol., Vol. 166, pp.789-800, 1994. Republié avec I'auto-

risation de la presse académique.

naturel. Cependant, il devait avant
cela déterminer la force de courant
requise pour interférer avec le cou-
rant du blastopore. En mesurant le
courant sortant du blastopore avec
la microsonde a extrémité vibrante,

simultanément avec l’application
du courant de la microélectrode, il
trouva qu'un courant appliqué de
100 nano-amperes (nA) éliminait le
flux de courant sortant. Un courant
appliqué de 500 nA inversait effica-

Figure 12. Effets des courants électriques appliqués a I'intérieur des embryons de Xenopus.

a) Un courant de 100 nA appliqué vers I'intérieur au moyen d’une électrode annule le courant naturel et pro-
voque I’éjection des cellules a I’extérieur du blastopore. b) Embryon traité montré a un stade ultérieur (en bas)
avec un contrdle non traité (en haut). On remarque la bosse ventrale et la forme en ée, en le comparant a I’em-
bryon de controle. c) Embryon traité avec 100 nA (au-dessus) et le contréle (au-dessous). d) Un embryon traité
avec un courant de 250 nA engendre des structures réduites de la téte. e) Embryon traité avec un courant de
250 nA présentant une structure réduite de la téte, une queue anormale et une glande ectopique ( éche). f)
Embryon traité avec 500 nA, qui inverse complétement la polarité du courant naturel. Il se désintegre le long

de son co6té ventral.

Source : K.R. Robinson, Dev. Biol., Vol. 166, pp.789-800, 1994. Republié avec I'autorisation de la presse académique.
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cement la polarité du flux de courant
au blastopore, induisant de forts cou-
rants vers l'intérieur.

Cetestfuteffectué surlesembryons
de Xenopus, entre les stades de 14 et
16 jours, et le courant fut appliqué
pendant 11 heures. Un groupe d’em-
bryons exposés a 100 nA de courant
entrant, annulant le courant du blas-
topore, montra des structures signi-
ficativement anormales dans 20 em-
bryons sur 23. Des défauts communs
furent trouvés dans la structure de la
téte :I’absence du développement de
I'ceil et 'incapacité du tube neural a
ressouder au bout antérieur. Dans de
nombreux cas apparurent des poches
sur la surface ventrale de I’embryon
qui parfois se rompaient, répandant
des cellules dans I'eau environnante
(Figure 12). A des plus hauts niveaux
de courant appliqué (250 nA ou
500 nA), les anomalies devenaient
plus graves (Fi-gure 12f).

Une expérience supplémentaire
fut effectuée sur deux groupes d’em-
bryons auxquels on appliqua un cou-
rant de 100 nA de polarité opposée.
Dans les cinq embryons avec des
courants vers l'intérieur, tous déve-
lopperent des anomalies. Dans les
cinq autres ou le courant appliqué
circulait vers I'extérieur, augmentant
le courant endogene, un seul se dé-
veloppa anormalement. Les résultats
renforcerent I'idée que la rupture de
polarité du champ électrique global
dans I'’embryon a de graves effets sur
son développement.

Une forme externe
peut-elle exister sans une
différenciation interne ?

En 1995, Borgens en collaboration
avec Riyi Shi réalisa une série d’ex-
périences qui démontrerent le role
crucial joué par le champ électrique
du tube neural pour diriger la diffé-
renciation de la structure interne de
I'embryon. Les résultats remirent en
cause égalementla notion longtemps
acceptée selon laquelle la différen-
ciation interne des cellules produit
la forme externe de ’embryon.

Les embryons d’axolotl com-
pletent la formation et la fusion du
tube neural vers le stade de 20 jours.
Borgens avait auparavant mesuré le
potentiel électrique a travers les pa-
rois du tube neural chez I’axolotl, et
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Figure 13. Effet d’une réduction du champ électrique du tube neural
sur le développement. Les barres du graphique montrent le potentiel
électrique du tube neural (PTTN) dans des embryons traités avec les
bloquants du canal sodium, I’'amiloride et le benzamil, comparé a ’em-
bryon normal. Les dessins en dessous décrivent la morphologie trés
anormale des embryons traités. L’embryon traité a I’amiloride manque
de toutes les structures de la téte. Le tube neural de ’embryon traité
au benzamil se dissocie et s’exvagine a travers I’ectoderme externe de

la surface dorsale.

Source : R. Borgens, Dev. Dynamics, Vol. 203, pp. 456-467, 1995. Republié avec

l'autorisation de Wiley-Liss, Inc.

avait trouvé qu'il se situait en général
entre 80 et 90 mV, ce qui produit de
forts champs électriques qui ne sont
pas radialement uniformes dans les
cellules environnantes. L'ectoderme
et le tube neural sont tous deux gé-
nérateurs de champs électriques dans
I’embryon. Borgens voulait tester ce
qui arriverait a '’embryon si seul le
champ interne généré par le tube
neural était interrompu. Le potentiel
électrique du tube neural dépend lar-
gement du transport d’ions sodium et
d’autres ions positivement chargés a
I'extérieur du lumen interne du tube.

Borgens et Shi en profiterent pour uti-
liser des bloquants du canal sodium
(Ie benzamil et]’amiloride) afin de ré-
duire le potentiel du tube transneural
(PTTN) chez des embryons d’axolotl
aux stades de 21 a 23 jours. Quand le
benzamil ou I’amiloride fut introduit
danslelumen du tube neural, le PTTN
fut réduit de 50 % au plus (Figure 13).
On laissa ensuite les embryons traités
se développer pendant 36 a 56 heures
de plus, apres quoi ils furent collectés
et comparés aux embryons de con-
trole aux stades de 31 a 34 jours.
Dans tous les embryons ou le



PTTN s’était effondré en raison du
traitement par le benzamil ou I’ami-
loride, on trouvait des anomalies de
deux types différents. Le premier était
la formation d’embryons qui avaient
une organisation interne comple-
tement chaotique et une morpholo-
gie externe grossierement malformée.
IIs manquaient d’yeux, d’oreilles ou
de structures du tube neural, et ne
ressemblaient en aucune maniere a
la structure normale des embryons de
controdle. 11 était impossible de déter-
miner le coté dorsal du coté ventral,
ou la téte de la queue, car les axes
majeurs du corps étaient absents.
Nombre de ces embryons ne survé-
curent pas au stade de 34 jours. Le
second groupe apparut relativement
normal dans sa forme externe mais
avec une structure interne anormale
etindifférenciée (Figure 14). Ils furent
appelés des « pseudo-embryons ».
Ces derniers présentaient une dé-
sintégration des cellules du tube
neural. IIs manquaient de toutes les
structures internes normales, y com-
pris les intestins. Dans les embryons
ol des groupes de cellules avaient
commencé a former le primordia de
la chorde et les somites avant le trai-
tement, ces cellules furent trouvées
dissociées. Presque tout le corps était
rempli de masses désorganisées de
cellules indifférenciées. Dans certains
de ces embryons, comme les cellules
du tube neural avaient perdu leur po-
larité, elles formaient une évagination
en couche et faisaient irruption a tra-
vers la couche supérieure de I'ecto-
derme, ce qui conduisait ala mort de
I'embryon. On détermina que dansles
pseudo-embryons qui survécurent,
les cellules du tube neural n’étaient
pas tuées par le traitement avec
les bloquants des canaux sodium :
elles perdaient juste leur capacité a
générer un champ électrique, ce qui
semble déterminer leur association
physique.

La formation de ces pseudo-em-
bryons remet en question le concept
selon lequel la différenciation du
tissu interne détermine la forme
externe (morphologie). Dans ce cas,
interrompre le champ interne du
tube neural a entrainé un manque
de différenciation de la structure in-
terne. Néanmoins, la forme globale de
I'embryon s’est encore développée de
facon presque normale. Borgens dé-
crit cela comme le découplage entre
le controle global de la formation d'un
modele et les controles locaux de la

Figure 14. Pseudo-embryon. Section demi-sagittale a travers un
pseudo-embryon, montrant le manque total de structure interne

avec seulement des groupes de cellules indifférenciées. La structure
interne normale d’un embryon d’axolotl est surimposée (en gris) juste
au-dessus du pseudo-embryon. On remarque que la forme externe du
pseudo-embryon est fondamentalement normale.

Source : R. Borgens, Dev. Dynamics, Vol. 203, pp. 456-467, 1995. Republié avec

'autorisation de Wiley-Liss, Inc.

Figure 15. Topographie d’'un champ électrique a la surface d’un em-
bryon d’amphibien. Le graphique décrit I'intensité du potentiel de
voltage a la surface de I’embryon pendant la neurulation.

Source : R. Borgens, Dev. Dynamics, Vol. 202, pp. 101-114, 1995. Republié avec

'autorisation de Wiley-Liss, Inc.

différenciation des tissus.

Cela peut signifier que le champ
externe global produit par 'ecto-
derme, qui n’a pas été directement
affecté dans les expériences, con-
tinue de guider la formation de la
forme de 'embryon en I’absence du
champ du tube neural. Une situation
analogue a été rencontrée dans la
formation des pseudomembres lors

de la régénération stimulée électri-
quement chez les grenouilles adultes.
La structure interne du membre était
anormale et désorganisée, toutefois le
membre apparaissait presque normal
extérieurement.

Ces résultats ne peuvent s’expli-
quer par la vision traditionnelle de
la relation entre la structure du tissu
interne et la forme externe.
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Utilisation des champs électriques
pour traiter une blessure de la moelle épiniere

Le Dr Richard Borgens est le directeur du Centre de recherche sur la paralysie
a l'université de Purdue. En 1992, apres des années d’études sur la maniere
dont les champs électriques peuvent in uencer le développement des cellu-
les nerveuses, Borgens rechercha si un courant électrique appliqué pouvait
aider a réparer la moelle épiniere blessée de chiens paralysés. Il concut des
stimulateurs électriques, dont les électrodes pouvaient étre implantées prés de
Femplacement de la blessure de la moelle épiniere, pour délivrer un courant
de 200 pA qui crée un champ de
force allant de 135 a 210 microvolts/
mm.

Dans la moelle épiniere de mam-
mifére, les axones s’étendent des
corps cellulaires du nerf dans les
deux directions. Il était donc né-
cessaire d’inverser la polarité du
champ toutes les quinze minutes,
car les axones se développent
de préférence vers la cathode du
champ. Dans un essai clinique sur
des chiens blessés, les stimulateurs
de champ électrique entrainaient un
progres significatif dans la fonction
neurologique aprés six mois. |l
s’avéra que pour que les stimula-
teurs soient efficaces, le traitement
devait commencer dans les deux
semaines apres la blessure.

Pour la premiere fois, Borgens et
son collegue, le Dr Riyi Shi, ont
restauré la transmission de I'impulsion électrique dans une moelle épiniére
isolée de mammifere. Travaillant sur des moelles épiniéres isolées de cochons
d’Inde, ils utiliserent le polymere polyéthylene glycol (PEG) pour souder les
moelles épinieres endommagées. Le PEG amalgame les membranes des
cellules et, quand il est appliqué sur la zone de la blessure, il agit comme une
colle cellulaire. Lorsque les moelles épinieres traitées au PEG furent testées
pour la transmission de I'impulsion électrique, 5 a 58 % des impulsions étaient
rétablies. Pour étre efficace, le traitement au PEG doit étre effectué dans les
vingt-quatre a trente-six heures.

Ce traitement est maintenant étudié dans des modéles d’animaux vivants, et
I'on peut espérer qu’il sera éventuellement utilisé dans des essais cliniques
chez les humains. Si cela réussit, on peut espérer une révolution dans la
maniere de traiter un traumatisme de la moelle épiniére.

Une théorie
du développement
par le champ

1l existe un paradoxe inhérent dans
les décennies de recherches sur les
champs électriques dans les systemes
vivants. Méme si les cellules sont la
source du champ électrique, leur
comportement est cependant subor-
donné au champ. En outre, I'existence
du champ électrique peut précéder le
mouvement ou la différenciation des
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cellules. Cela peut se voir clairement
dans la formation du membre em-
bryonnaire, o1 le courant jaillit de la
région ou se formera le bourgeon du
membre, 4 a 6 jours avant son émer-
gence physique. Dans de nombreux
cas de développement embryonnaire,
les cellules paraissent « croitre dans »
la forme et la direction défini par le
champ électrique.

Ce probleme fut étudié par le grand
biologiste russe Alexandre Gurwitch
qui, dans son écrit intitulé Un concept
des champs embryonnaires (1922),
proposa que les cellules créent un

champ déterminant leurs modeles
de migration et de développement
futurs lorsqu'un organisme se dé-
veloppe (les travaux de Gurwitch
sont présentés dans les numéros de
Fusionn®71,72 et 73). Selon Gurwitch,
le champ avait une nature vectorielle,
ce qui est certainement le cas pour
les champs électriques étudié par
Borgens et Robinson.

Les travaux de Borgens et Robinson
ont produit un nouveau concept
de développement par le champ.
En 1995, Borgens proposa que les
champs électriques créent des gra-
dients de voltage tridimensionnels
qui établissent les coordonnées de
position, créent le modele et influen-
cent le développement de ’embryon.
D’apres les mesures du champ, il était
possible de construire une carte to-
pographique du modele de champ
électrique a la surface de I'embryon.
Les courants circulant dans le jeune
embryon sont alignés avec les axes
principaux du corps : téte-queue, dor-
sal-ventral. Les gradients de voltage,
comme celui trouvé le long de 1'axe
téte-queue, permettent aux cellules
de connaitre les coordonnées de leur
position et influencent la direction
ainsi que la destination des cellules
migrantes. Les champs résultants
dans un embryon, comme le champ
du tube neural, ne sont pas uniformes
dans toutes les directions.

De plus, des régions différentes de
I’embryon peuvent avoir une résis-
tance différente aux flux de courant,
produisant un modele de champ tres
complexe et variable qui pourrait
étre nécessaire pour créer des tissus
et structures distincts. Les divers ty-
pes de cellules donnent des réponses
différentes au champ électrique et dif-
férents seuils pour produire un effet.
Les cellules musculaires s’orientent
perpendiculairement aux poles d'un
champ électrique, tandis que les
cellules nerveuses développent leurs
extensions de préférence vers le pole
négatif. Le champ électrique permet
al’embryon de créer des singularités
en lui-méme, méme si ce champ est
global.

Pour Robinson, 'embryon produit
des fuites et des flux de courant élec-
trique de fagon spécifique a chaque
stade etrégulée parle développement.
Lembryon utilise le flux de courant
etle champ électrique pour diriger la
formation des structures principales
et établir la polarité de forme. On le
voit dans les flux de courant associés



au repliement du tube neural, la for-
mation précoce des intestins et dans
le développement du bourgeon du
membre.

Le modele des flux de courant et
des gradients de voltage change au
cours des phases du développement
et varie selon les especes. Toutefois,
le modele pour une espece donnée,
peu importe sa phase, est invariant.
Ce concept fait directement écho au
principe d’invariance de Gurwitch.
Ce dernier proposa également que le
champ embryonnaire varie a travers
le développement mais que ce mo-
dele soit invariant pour une espece
donnée. Il est intéressant de noter les
similarités entre le concept de champ
de Gurwitch et les idées développées
par Borgens et Robinson, bien qu’ils
n'avaient pas connaissance de ces
travaux.

Borgens et Robinson travaillent
actuellement a combler le vide entre
les sommes d’information sur ce qui
se produit a I'’échelle moléculaire et
leurs découvertes sur le role crucial
du champ électrique dans le développ-
ement de 'embryon. Les scientifiques
formés seulement en biologie molé-
culaire réductionniste ne pourront
jamais découvrir le rdle global joué
par le champ électrique dans le dé-
veloppement. Il est impossible d’étu-
dier tous les minuscules détails des
événements se produisant a 1'échelle
moléculaire, et ensuite de déterminer
que quelque chose de plus vaste doit
controler ces processus variés. En fait,
Borgens et Robinson ont été capables
de faire ces découvertes car ils avaient
été formés dans une perspective histo-
rique de la science par des professeurs
qui n’étaient pas enfermés dans une
idéologie réductionniste.

Commentant les limitations im-
posées sur la science contemporaine
parl'idéologie moléculaire réduction-
niste prédominante, Richard Borgens
déclara que « cela revient a enlever la
biologie au biologiste ». Le probleme
est que cette approche a tenté de ré-
duire les processus vivants a rien de
plus qu’'un ping-pong moléculaire,
tout en évitant les questions fonda-
mentales sur le caractere unique des
systemes vivants. Kenneth Robinson
déclara de facon amusante qu’il
« aurait des douzaines de contrats de
recherche supplémentaires s'il pouvait
trouver un gene ou un canal ionique »
responsable de tous les champs élec-
triques qu’il a trouvés durant des dé-
cennies de recherche !

Les découvertes de Borgens et
Robinson ont posé les bases pour
une révolution dans la compréhen-
sion des mécanismes permettant
aux organismes vivants de créer
des champs électriques pour diriger
leur développement. Les prochaines
percées en biologie seront proba-
blement réalisées par ces scientifi-
ques, qui emploient le concept de
champ pour résoudre les problemes
aux niveaux moléculaire, cellulaire et
organique.n

Colin Lowry, biologiste cellulaire,
est un rédacteur associé au ma-
gazine 21st Century.
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