e développement du systeme nerveux

Ne

©

Neural
crest

|
1) Induction neurale : ectoderme - tube neural
2) Remodelage Antéro-postérieur et dorso-ventral
3) différenciation des neurones et formation des

aXO0Nnes



1) Induction du systeme nerveux (gastrulation)

Fate map: lateral view

Animal

epidermis

Ventral Dorsal

endoderm

marginal notochord

Zone

Vegetal

Carte de destin Xénope:

Ectoderme dorsal
- Systeme nerveux

Fragment of presumptive epidermis
transplanted from one gastrula to another

[’ectoderme neural

n’est pas encore
détermine au début de
la gastrulation

Induction nf}'fe{lral tissue in
transplanted fragment

La spécification
s’effectue lors de la

neural tissue

gastrulation.




Induction neurale par les antagonistes des BMP

. Activité BMP

ectoderm T CNS

ventral __¢
mesoderm {3

Mésoderme dorsal (axial)
Spema"” Antagonistes des BMP

A rantar

organizer
endoderm Noggm
chordin
Vertical Planar
sigmals AR THE

- induction de la
plaque neurale
au dessus de la

notochorde

(

[hovrsal
belas boypiore
lip

A erog Paste o



Formation du tube neural ou Neurulation
(chez le zebrafish)

Plague neurale

Tube neural

Expression de chordin, noggin dans la notochorde
—> Induction du neuroectoderme ( plague neurale).

-Les antagonistes des BMP sont requis pour induire la plaque
neurale chez le xénope

-Lorsque les cellules ectodermiques sont dissociées et mises en
culture, elles forment des neurones ... si « diluées ».

--> destin « par défaut » (idem pour cellules ES)



Expression du facteur transcriptionnel Sox2 dans
la plaque neurale.

Embryon n’exprimant plus les

Embryon sauvage antagonistes des BMP

0 st Slvnie s

-> Plaque neurale affectée

FIGURE 10.33 Control of neural specification by the levels of
BMPs. (A,B) Lack of dorsal structures in Xenopus embryos whose
BMP-inhibitor genes (chordin, noggin, and follistatin) were elimi-
nated by antisense morpholino oligonucleotides. (A) Control
embryo with neural folds stained for the expression of the neu-
ral gene Sox2. (B) Lack of neural tube and Sox2 expression in an
embryo treated with the morpholinos against all three BMP
inhibitors. | -



—> Induction de facteurs transcriptionnels dans
la plague neurale (ex. Sox2)
- Formation du tube neural (N-cadheérine)

(A) Normal
development Neural plate o Neural groove

Presumptive epidermis _

E-cadherin N-cadherin

(B) Experimental
N-cadherin

E-cadherin and
E-cadherin

N-cadherin

Injection de PARNm Formation du tube
De N-cadhérine dans =>» neural bloquée
1 des 2 cellules

FIGURE 12.6 Expression of N- and E-cadherin adhesion pro- express neither N- nor E-cadher
teins during neurulation in Xenopus. (A) Normal development. separation of the neural tube o
In the neural plate stage, N-cadherin is seen in the neural plate, embryo is injected with N-cadh
while E-cadherin is seen on the presumptive epidermis. Eventu- expressed in the epidermal cell

ally, the N-cadherin-bearing neural cells separate from the E- neural tube.



L_es cellules des crétes neurales

Dorsal

Différents types
cellulaires

neural
crest

Q ©|cells

neural tube

N

Ventral

Systeme nerveux central




Destin des cellules des crétes neurales

Quail Chick

L

Détermination du
22N destin par

| transplantation
caille - poulet

|:{>§|:““Jl>l

9
Moelle épigniere +

e — g G Pl -Neurones sensoriels
M e o Ao L+ cellules de Schwann

S NS ¢ ¢ |-Mélanocytes

s oS8t o 4|-Osducrane

e 228 " . ¢ |-Osde la machoire

21 i o |-ganglions du systéme
. % RS AR .'. - {nerveux autonome

o "t 5 1\t {-Médullosurrénale

S st 4w Tad-muscles lisses (des artére
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niveau cardiaque



Les 2 voies de migration des cellules
des crétes neurales du tronc

dorsal root
ganglion

pigment
cell

o
-

-
-
-
-

scelerotome _
dermamyotome T sympathetic
{ N ganglion
. “-#—— adreno-
., —
e A ?e?g”"aw " | fate of neural crest cells

Voies de migration des cellules des crétes neurales au niveau du tronc

1) Voie dorsale > cellules pigmentées (melanocytes)
2) Voie ventrale =>autres cellules (« lere vague »)
(neurones et cellules gliales)




Migration des cellules des crétes neurales
dans la partie antérieure des somites

C) Antertor: extensive migration (D) Posterior: no migration

Sclérotome
-antérieur

-postérieur

-antérieur

-postérieur

-antérieur

(vue dorsalre) A HNK-1 : marqueur des cellules des crétes neurales



Influence des facteurs Ephrine —Eph sur la
migration des cellules des crétes neurales

ephrin Neural crest cells

Antérieur

Postérieur

Antérieul
Postérieu
Boite de culture avec ou sans ephrine Expression de :
TGt L e A = ) © =+ - + ephrine:
sclérotome post.

Eph :
~ cellules crétes neur.

_79?__9 Reépulsion par
- ~la présence
- d’éphrine

v



La difféerenciation des cellules des crétes neurales
dépend des tissus environnants (facteurs
paracrines).

Neural crest stem cell

Sensory Autonomic Pigment cells and Schwann Smooth
neurons neurons enteric neurons cell muscle

Les cellules des crétes neurales ont les caractéristiques de

cellules souches :
-Elles se divisent
-Elles sont multipotentes (avant leur migration)



« Patterning » Antéro-Postérieur du

tube neural
N
(/.-‘ H\\\\

~ Cerveau A

Cerveau [Moyen

anterieur T TN

T2 g
4

e 3
/ ;
\\“ﬁ

Differences morphologigues et
fonctionnelles au niveau du tube
neural dans I’axe A-P

(formation de vésicules et segmentation)




e remodelage Antéro-Postérieur du
tube neural chez le poulet

Telencéphale |Cerveau
Diencéphale lanteérieur
Mésencéphale

Rhombencéphale

Moelle epigniere

Différences orpholodiques et cellulaires au
niveau du tube neural dans I’axe A-P




Développement du cerveau humain

Cerebral hemispheres

Forebrain —

Midbrain

Cerebellum

— Spinal
cord

—— Diencephalon Thalamus

Midbrain ’ Hypothalamus

Hypophysis

. Spinal
— cord

Adult derivatives

— Olfactory lobes — Smell

5 Secondary vesicles Hippocampus  — Memory storage
— Cerebrum — Association (“intelligence”)
— Optic vesicle — Vision (retina)

Telencephalon — Epithalamus — Pineal gland

" Thalamus — Relay center for optic and

breathing regulation

Diencephalon '
auditory neurons
— Hypothalamus  — Temperature, sleep, and

Mesencephalon
— Midbrain — Fiber tracts between anterior
and posterior brain,
Metencephalon optic lobes, and tectum
Cerebellum — Coordination of complex
Myelencephalon ‘li muscular movements
Pons — Fiber tracts between cerebrum
l (protuberance) and cerebellum (mammals only)
— Medulla — Reflex center of involuntary

Spinal cord

_(bulbe rachidien)  activities




Diencephalon

Optic vesicle

Epidermis

placode Déve I 0] p pe me nt

-de la rétine a partir
du diencephale

et
Optic cup -Du cristallin a partir
Lens vesicle De l,eCtOderme
Optic stalk ] ; .

( Intéractions

réciproques)
Retinal
pigment
epithelium
Retina

Cornea

Lens

Optic nerve

Iris




e remodelage AP est induit par des
signaux du mesoderme

> &

Resulting
animal

Archenteron roof
portion transplanted
into early gastrula

(expeérience realisées par Mangold en 1933 sur le triton)
Transplantation du méesoderme

antérieur - structure anterieure

Postérieur = structure postérieure



- Le mésoderme induit la transformation du
tube neural.

1) Par des signaux existant sous forme de gradient

Induction of anterior neural tissue followed by a graded signal specifying posterior regions

Noggin
ectoderm Chog rgd in neural tissue [>

T o it
mesoderm | _mesodenill

b Expression postérieure de genes Wnt et Fgf

o Antérieur
Antérieur —

e

Povétérie»'l'j‘r
Expression de Fgf8 dans Expression de Wnt3a dans
un embryon de souris un embryon de zebrafish

Postérieur




Effet du blocage de signaux Wnt et Fgf
Dans les embryons de zebrafish

Injection de morpholinos
Wnt3a et Wnt8

< Surexpression d’un
récepteur FGF muté
dominant négatif

-> Perte des parties postérieures ( et expansion
des parties antérieures)



_a vole de transduction
des protéines Wnt

Antagoniste Frzb

[T
Uil o




Frizbee (Frzb) :
un antaqgoniste de la voie Wnt

(similarité avec le récepteur Wnt :
Frizzled)

Fraio

g x.

Wl receplon
(Frazeled proten )

| H



Frizbee (Frzb)

Chordin mMRNA  Figure 10.36

Frzb expression and function, (A
Double in situ hvbesdizaton focalis
e frzd [ dark Blue) and chordin
Lhrown ) messages. fezh mRNA can be
sevth 10 be transcnbed in the head en-
t|lllllo_'u o;f\'rl‘l ol '-|u,' Organer, hat not

1 ".\_' |‘-."|m_huld l'.\"u_'n_' u_l <~t~|'l' =
expressad ] B Micoonnection of frzh
Ant. POStmR.\'.'t mto the manganal zone keads
to the inhibntion of trank formaton
From Leyns et al, 1)) photographs
courtesy of B, M, e Roberns

-> La surexpression de Frzb dans les régions postérieures affecte
le tronc de ’embryon



Facteurs induisant ’identité postérieure :
FGF, Wnt, Ac rétinoigue (molécule lipophile)

@

traitement a I’acide rétinoique

Linireated
1M
10 '\
10 M
10 M

10 "M




Antérieur

et transformation A-P

u tube neural :

Ac. retinoique

Wnt gradient

ot 59X

SR e
e S

$55as

FA

SR

e

e
Caeses

33

Sreriee.

BMP gradient

Firzbee Inhibe P’activié Wnt
dans la région antérieure

0]

terieur



Ces 3 gradients de morphogenes activent
I’expression des genes HOX

RARE : Rétinoic Acid Response Element

Mouse Hoxa, chromosome &

Hoxb, chromosoma 11

Hawe, chromosomea 15

| w— Hox D13

' Hox D12

Hox D11

Hox D10

Hox DS

Hox A7/B7

Hox C8

Hox C5

Hox B5/B6/BS

Hox C8/D8

HoxA4B4/04

Hox B4

. . . " Hox A3/B3/D3

s e e s ey t $ $ -+ Hox B1/A1/D1
e ~ - - - Hox A6/B6/C6

. ' ' . : . HoxA282

! 1 ' '

| ' '
l 1 ' ' s -l
|-

- Y T A ARy
i ) Moelle épinigre | - : l

l I
FePR >
>

N RAMEBIT B [ 17 e B T l '\
Rhombencephale Carvical Thoracique Lombaire| Sacré Caudal

|

Modification d’expression des Hox (mutation ou gain de fct)
- changement dans I’identité des Rhombomeéres

—> Malformation des os de la machoire




L e remodelage dorso-ventral du tube neural.

roof plate

Chick spinal cord (3 days)

“enid Erl"ﬂﬁ\

crest cells

notochord

Disposition dorso-ventral
des differents types de
Neurones dans la moelle
epigniere.

Le systeme nerveux
contient 3 types de
NEUrones :
-neurones moteurs
-neurones sensoriels
-Inter-neurones

Chick spinal cord (4 days) .

o8
®
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®
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]
©
@
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o
20
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b UCER NG

%gﬁ}g@gaﬁif*- \ root

B motor neurons
_. commissural neurons
{1} sensory neurons
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®
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RoOle de la notochorde dans la formation des
neurones moteurs

Dorsal
gl’ﬂﬂ:ﬂd notochord darmnmyﬂmmg

Transplantation de la notochorde
- induction du « plancher » du tube neural
-> induction de neurones moteurs




Ro6le de la signalisation Hedgehoq dans la
formation des neurones moteurs (zebrafish)

(récepteur Hh muté)
WT smu®*’ (smo-)

Vert : neurones moteurs

-> La notochorde joue un role crucial dans le
développement notamment par la secréetion de
sonic Hedgehog.



Signaux contrélant le remodelage dorso-ventral

Dorsal

Epiderme et neuroectoderme dorsal: BMP4 et 7 +
dorsalin dans le « grenier »(p. dorsale) du tube neural (TN)
Notochorde + plancher du T.N.: Sonic hedgehog (shh)
(mutations dans les genes shh et BMP - différents types de
neurones affectés)



Protéines a homéodomaine définissant 1’axe dorso-
ventral du tube neural sous I’influence de Shh

Dorsal  pay7 Dbx1 Dbx2 Irx3 Paxé

Ventral

Gradient Shh (morphogene)
- EXxpression de facteurs
homeobox dans différentes
régions D-V du tube neural
—>Formation de neurones
distincts selon ’axe D-V

Pax6
-motoneurones
du coté ventral
-interneurones du coteé
kx6.1

dorsal




L’expression du facteur transcriptionnel nkx2.2
dans le plancher du tube neural dépend de la
signalisation Hedgehoqg (zebrafish)

-
N »
>
O
- Embryon
N Sauvage
N
-
-
Embryon
mutant Gli2

\ ‘ - ' Embryon
(32 4B T

sans activité

& Hedgehog
R

N )
(mutant smo)

‘WT or yot, cvclopaming_;._ (+ cyclopamine)



|_a différenciation des neurones

Proneural cluster

Neurogenese chez la drosophile

Lateral inhibition

Neuroblastes
exprimant les
facteurs bHLF
achaete/scute

Neuronal precursor

Phénomene
d’inhibition
latérale

Achaete-scute
proteins

Achaete-scute
proteins

Enhancer-of-
split proteins

. >

Suppressor-  Achaete-scute
of-hairless proteins

Achaete-scute  Suppressor-

proteins of-hairless
Enhancer-of-

split proteins

Achaste-scute  Suppressor-
proteins of-hairless

A

Enhancer-of-
split proteins

Role de
Delta/notch
Dans
I’inhibition
latérale




L_a voie Notch (drosophile et vertébreés)

Suppressor
of hairless

(homologue a CSL

/I RBPJK chez les
vertébreés)

Enhancer of split
(facteur bHLH )

(homologue a Hairy,
Hes, Hey chez les
vertebrés)

Achaete / scute (bHLH)

(homologues de neurogénines)




L_a neurogenese chez les vertébreés
Neuroectoderme > neurones et cellules gliales

Chick spinal cord (3 days)

Facteurs transcriptionnels bHLH
(homologues a achaete/scute)

o
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®

L) k_{D'J

%
) 0008
8.9 9%
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0009
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90
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Neurogenines

6 ¢
©

NeuroD |- neurone

30 GRUHIPEYEYREYEPPYPC D

cewtg® Facteur Qe signalisation Delta
2;008 2 —>Inhibition latérale

[ motor neurons
I commissural neurons
{7l sensory neurons

@
@

om
oD
(==,
S5

Inhibition latérale médiée par Notch chez les vertébrés

At first, contiguous neural plate cells express | |With time, one cell expresses more Delta, develops
: Neurogenin, Delta, and Notch into a neuron, and inhibits neighboring cell

f’_ i N ¥ 4 N

~ Delta : Delt :
=lg@ Notch  Hes 2l Notth . Hes
<Z ey
Neurogenin Neurogenin 1 Neuragenin
e ] : N

i



Formation des neurones primaires chez le zebrafish

(NB: stade précoce : 14 hpf :début somitogenese = plaque neurale)

Embryon sauvage
(inhibition latérale
-> neurones isolés

Embryon mutant
« Mind bomb »
affecté dans la
voie Delta/notch
- formation
excessive de
Neurones (en amas)

... et dans la somitogenese)



La neurogenese « tardive » chez les vertebres.

Epithélium pseudostratifié

Divisions cellulaires
symetriques et asymetriques

Numb O u - O O

Cellules souches (b)
(partie ventriculaire)

(Post-mitotique)

| Neuroblast
(Ou cellule
__\ 2 | gliale)
" s N
) = Numb O Mitotic
VR BAN [ = —w0y cell
A | 3
N [ \ | >-'8 Qé (©
) g Q
| S
=
i |
,_QQ) . § i ) g
: — 7 - / - - - -,
5 NN LB g - Epithélium pluristratifié
= . £..0
§ ) § &




Neural tube

Migration des neuroblastes
vers la couche externe du
tube neural (migration

£
" Ventricular Intermediate Marginal

zone zone cortex céréb ral)

zone

(Cellules
Souches)

radiale au niveau du

Spinal cord or medulla

/ L Wl
Ventricular Intermediate Marginal
zone zone zone
(mantle)

Matiere blanche | | Matiere grise
(axones + myeline) (« corps du neurone »

Cerebral cortex
hiche
\ J J

; . . ;
Ventricular ~ Sub- Intermediate Cortical Marginal

zone  ventricular  zone plate zone  wolecular

zone
N 3 % 5 layer

N Y
White matter Neocortex



Le développement des connexions neurales

Les 3 étapes: -croissance et guidance de I’axone
- établissement des connexions synaptiques
- remodelage des connexions

. Birthof anﬂﬁi-?‘ TRy B TR T BT A oy LRt S N R -ray-_l A I ke e Rt A e ";‘-{”L i vhc PO i
bk R e oy RETERS i e Al i 1= bl i W et K il H iﬁﬁ !pﬁ
2| i P SRS (HEAEC L] g Sl o e e A R N e O P S A T IS L T e e e R 4% o i L Hi I-u_. IR Rt e re T

X I

qrowth cone




Meécanismes de la guidance axonale

Les facteurs de guidance
Identification par des tests de culture in vitro

Croissance sur des
matrices
extracellulaires

(laminine)

Chemoattraction

Chemorepulsion

Contact attraction Contact repulsion

e.g. Netrins

e.g. Semaphorins

e.g. Cadherin e.g. Ephrins




1) Test de contact : répulsion des axones des
motoneurones de la région postérieure du sclérotome

B ¢ - ¢ - = = -
Rostral
(anterior)
portion of
sclerotome

Caudal

(posterior)
portion of
sclerotome

= e s L

Control

2) Test d’influence a distance : attraction des axones
des neurones commissuraux par le plancher du tube
neural par ’expression de la protéine Netrine

(A) Floor plate extract (B) Control (C) Netrin-1

Fibroblastes fibroblastes transfectés



expression de netrine 1 et 2 dans le plancher neural
-2 Gradient « attractif »

A (B)

Netrin-2 gradient

Neural Sy

tube
\\I I‘\I
\I ‘ll
\l \ |I
',_;—-( ommissural
]
[ mneuron
f {
'/" /’ -
x./ -
i '
.~ Netrin-1 gradient Floor plate =

“Floot plate

Effet de ’inactivation du géne netrinl sur les
axones des interneurones

normal: mefrin-1 expressed melrin:] Kknock-out results in abnormal
migration of commissural neurons




Résumeé
-Induction du neuroectoderme par inhibition de la
vole des BMP (antagonistes Noggin, chordin)

- le remodelage Antéro-postérieur par
1) gradient de morphogenes (wnt, fgf et ac. Retinoique)
2) expression de Frizbee (antagoniste des Wnt)

- le remodelage Dorso-ventral par deux gradients
de facteurs BMP et Shh

-Les cellules des crétes neurales migrent hors du
tube neural pour former différents tissus.

- « différenciation neuronale » controlée par des
1)facteurs transcriptionnels HLH (neurogénines)
2)la voie de signalisation Delta-Notch (inhibition
latérale)

- La croissance des axones est controlée par
facteurs agissant

1) a distance (netrine)

2) par contact direct (Ephrine, laminine, ...)






Formation des ventricules du cerveau
(chez le zebrafish)

(A) Forebrain Midbrain Hindbrain

Inject red dye into
hindbrain ventricle
(18 h postfertilization)

18 h 24h

20h 30 h

£ 22 h

(B) Snakehead mutant

Snakehead mutant :
mutation dans un
transporteur Na/K
—>Perte de pression
osmotique !
—> pas de ventricule

(mais les différentes parties du cerveau sont spécifiées)




Fermeture du tube neural (chez les
mammiferes) a plusieurs niveaux du tube

-> Neuropores antéerieur et postéerieur

N (B) =

Bl fold Anterior

neuropore

N\ Pericardial
bulge

Somite

Posterior
neuropore

23 days

(D)

- Fermeture du neuropore
postérieur et antérieur
(defauts = «spina bifida » et
anencéphalie)




Destin des cellules des crétes neurales:

I>1 un

_/' ,.

Mid

brain
Hind \
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QT/ I
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1) craniennes

-0s et cartilage du crane et de
la machoire

-neurones, glie

-Cellules stromales du
thymus

Fore
ln 1in
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La difféerenciation des cellules des crétes
neurales depend des tissus adjacents

(A) EXp | Exp 2
injection injection
| | ]
Neural _._.-!77 Fluorescent
crest cell dextran

Exp. 1 Exp. 2

Melanocytes

Dorsal root
ganglia

Ventral root
Schwann cells

semblent pas
specifiées avant
leur migration

Adrenal
medulla

de leur potentiel)

- Les cellules des
crétes neurales ne

(diminution progressive



Les cellules des crétes neurales craniennes

Les cellules des crétes neurales craniennes forment
une grandes parties des os de la téte :

@ "
@ N_— Anterior—

\ midbrain 4

Hindbrain< W

Pharyngeal arch:

Facial bones (from

Malleus y ) arc 1 neural crest)
-
Incus
e L.

Stapes — &
Styloid —\

rocess —
P Meckel’s cartilage

Wy X—
\ \é Hyoid bone
p— Thyroid cartilage
\

2
g}\ Cricoid cartilage

Tracheal rings



Formation des synapses et remodelage par
compeétition entre les neurones

(A) Growth cone contacts myotube (B) Neural agrin induces ACh
receptors to cluster

Myotube

feealsnnaaaniata e

ACh
receptors

5 (E) \
(D) > Sheathing by

\  Schwann cells




