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Abréviations

ABREVIATIONS

De nombreux termes en anglais, couramment utilisés et difficiles a traduire sans
en dénaturer le sens, seront en italiques. Les noms latins désignant une structure
anatomique seront également en italique. Les abréviations désignant des noms propres,

des facteurs de transcription ou des lignées cellulaires par exemple, ne seront pas toutes

détaillées.

ADN Acide desoxyribonucléique

AR Acide Rétinoique

ARN Acide ribonucléique

ARNm ARN messager

Asc Achaete Scute

Ato Atonal

Axe AP Axe antéropostérieur

Axe DV Axe dorso ventral

bHLH Basic helix loop helix (basique hélice bouce hélice)
BMP Bone morphogenetic protein

BMPRI Récepteur BMP de type |

BMPRII Récepteur BMP de type Il

CAK Cdk activating kinase (kinase activatrice de Cdk)

Cdk Cyclin dependant kinase (kinase cycline dépendante)
Chx10 ceh-10 homeo domain containing homolog -1

Ci Cubitus interruptus

CINs Commissural interneurons (interneurones commissuraux)
CKIs Cyclin kinase inhibitors (inhibiteurs des kinases de cyclines)
CSL C-promotor binding factor/suppressor of hairless/Lag1
Cos 2 Costal-2

DIl1,3,4 Ligands Delta 1, 3, 4

En1l Engrailed 1

EnR Domaine répresseur Engrailed de drosophile

Evx1/2 Even skipped homeobox 1/2

Xl



Abréviations

FGF
FGFR
FoxN4

FP

Fu
GMC
GSK3
HA
Hb9
HD
HERP
HES
HLH
[a-INs
INs
Isl1/2
Jagl,2
Lhx3
Lhx1/5
LMC
Mash1
Math1
MN
MNR2
MPF
Ngn
NICD
OPC
PKA
PMC
pMN
Ptc

Fibroblast growth factor

FGF receptor (récepteur au FGF)

Forkhead box N4 (Facteur de transcription de type Forkhead ou Winged
helix)

Floor plate (plaque du plancher)

Fused

Cellule mére précurseur des ganglions (Ganglion mother cell)
Glucose synthase kinase 3

Hémagglutinine

Homeobox gene 9 (ou Hlxb9)

Homéodomaine

HES related repressor protein (répresseur apparenté aux HES)
Hairy et enhancer of split

Helix loop helix (motif hélice boucle hélice)

Interneurones inhibiteurs la

Interneurones

Islet 1/2

Ligands Jagged1, 2

LIM homeobox 3 (ou Lim3)

LIM homeobox 1/5 (ou Lim1/2)

Lateral motor column (colonne moteur latérale)

Mouse achaete scute homolog 1 (ou Ascl1)

Mouse atonal homolog 1

Motoneurone

Motor neuron restricted 2

M phase promoting factor

Neurogénines

Notch intracellular domain (domaine intracellulaire de Notch)
Précurseurs des oligodendrocytes (Oligodendrocyte precursor cell)
Protéine kinase A

Mésoderme paraxial caudal

Domaine des progéniteurs des motoneurones

Récepteur Patched

X1



Abréviations

RALDH-2

Rb
RBPJx
RCs
RNAI
RP
SHH
Sim1
Smad
Smo
SNA
SNC
SNP
SOP
SuFu
TGF-B
VP16
WNT
M
ZSV
yAY

Rétinaldéhyde deshydrogénase 2

Retinoic acid receptor (Récepteur acide rétinoique)
Rétinoblastome

Recombining binding protein ] kappa

Renshaw cells (cellules de Renshaw)

ARN interférence

Roof plate (toit)

Sonic hedgehog

Single mimed 1

Protéines apparentées aux protéines SMA et MAD.
Proteine Smoothened

Systeme nerveux autonome

Systeme nerveux central

Systéme nerveux périphérique

Précurseurs des organes sensoriels (Sensory organ precursor)
Suppressor of fused

Transforming growth factor beta

Domaine transactivateur fort du virus herpes simplex type Il
Wingless integrated

Zone marginale ou zone du manteau

Zone sous ventriculaire

Zone ventriculaire
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AVANT-PROPOS

Le laboratoire de génétique moléculaire de la neurotransmission et des processus
neurodégénératifs (LGN) dirigé par Jacques MALLET, est spécialisé dans l'étude des
mécanismes génétiques et moléculaires, a l'origine des maladies neurodégénératives du
systeme nerveux.

Dans le laboratoire, le groupe « Développement neuronal et cellules souches »
animé par Jeannette NARDELLI et Philippe RAVASSARD s’intéresse aux mécanismes de
spécification de certaines populations neuronales dans la partie ventrale de la moelle
épiniere embryonnaire, plus particuliérement des interneurones V2 et V3, ainsi qu’aux
cellules souches pancréatiques.

Au sein de ce groupe, sous l'encadrement de Jeannette NARDELLI, les travaux de ma
theése ont porté sur lI'étude fonctionnelle du géne GataZ durant la neurogenése dans la
moelle épiniere embryonnaire et plus spécifiquement sur les mécanismes de spécification
d’une population d’interneurones ventraux, les interneurones V2.

A mon arrivée dans l'équipe de Jeannette NARDELLI, les données acquises
suggéraient d’'une part que, dans la moelle épiniére embryonnaire, GataZ2 contrélait la
prolifération et la sortie de cycle des progéniteurs neuronaux, d’autre part, que Gata2
participait également aux mécanismes de spécification et de dichotomie des interneurones
V2 (V2a et V2b).

Nos objectifs ont été d’éclaircir le réle de GataZ en rapport avec le cycle cellulaire et
de mieux comprendre la fonction de ce gene au cours de la spécification des V2.

Pour atteindre ces objectifs, nous avons mené notre analyse fonctionnelle en
contexte de perte et de gain de fonction pour GataZ, respectivement chez des embryons de
souris dans lesquels le gene GataZ est invalidé et chez lI'embryon de poulet, par
électroporation de la moelle épiniere embryonnaire avec un vecteur permettant
I’expression de GataZ.

Enfin, nous avons étendu cette étude fonctionnelle de GataZ a la caractérisation des
dérivés des progéniteurs neuraux exprimant GataZ dans la moelle épiniére au cours du
développement embryonnaire. Pour cela, nous avons choisi une stratégie Cre-lox chez la
souris et nous avons généré des souris transgéniques dans lesquelles les progéniteurs

GataZ+ et tous leurs dérivés dans la moelle épiniére sont marqués en permanence.
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L’analyse de ces souris devrait permettre d’établir le lignage des progéniteurs Gata2+ au
cours du développement embryonnaire et chez I'adulte.

Avant de présenter les résultats obtenus a l'issu de mon stage doctoral, je ferai un
rappel introductif des principaux mécanismes génétiques et moléculaires impliqués dans la
mise en place du systeme nerveux central ainsi que des notions de spécification et de
différenciation neuronale. Cette introduction sera suivie de la présentation des objectifs et
de la stratégie choisie. Les résultats obtenus durant mon stage doctoral seront présentés en
deux parties :

Au cours de la premiere partie, nous avons étudié la fonction de GataZ en rapport
avec le controéle de la prolifération des progéniteurs neuronaux. Cette étude a été réalisée
par des expériences de gain de fonction de Gata2 dans le tube neural d’embryon de poulet
afin de déterminer les effets induits par la surexpression de GataZ2. Par ailleurs, ces
expériences en contexte de gain de fonction ont permis de compléter les observations chez
I’embryon de souris dépourvu de GataZ.

Pour la seconde partie, nous avons cherché a mieux comprendre le réle de GataZ2 au
cours des mécanismes de spécification des interneurones V2 et sa contribution dans la

dichotomie des interneurones V2.
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INTRODUCTION

1. Généralités sur le systéeme nerveux.

Le systeme nerveux des vertébrés est un tissu tres complexe, qui comprend le
systéeme nerveux central (SNC) et le systéme nerveux périphérique (SNP). Le systeme
nerveux central est composé de 'encéphale et de la moelle épiniere. Le systeme nerveux
périphérique comprend le systeme sensoriel (ganglions rachidiens) ainsi que les
extensions nerveuses en dehors du SNC (nerfs sensitifs notamment) et le systéme
nerveux autonome. Le systeme nerveux autonome (SNA) comprend le systéme
sympathique, le systéme parasympathique et le systeme entérique qui contrélent

I'activité sensitive et motrice viscérale telle que la respiration, le métabolisme.

Le systeme nerveux central est un tissu qui présente une tres grande
hétérogénéité. En effet, il est constitué de multiples types cellulaires aux fonctions
variées que I'on peut classer dans deux grandes catégories : les neurones et les cellules
gliales. La compréhension des mécanismes génétiques et moléculaires responsables de
la mise en place des différents types cellulaires constituant le systeme nerveux
(différents types neuronaux et gliaux), constitue un des enjeux majeurs en biologie du

développement.

La mise en place du systeme nerveux des vertébrés est un long processus
d’organogenese appelé neurogenese, qui débute tres tot au cours du développement
embryonnaire, pour se prolonger et s’achever apres la naissance. Durant le
développement embryonnaire, 'ensemble des constituants du SNC (cellules gliales et
cellules neuronales) est dérivé du tube neural. La mise en place du SNC est un processus
complexe mettant en jeu de nombreux mécanismes tels que l'induction neurale, la
prolifération cellulaire, la communication intercellulaire, la spécification des multiples
types cellulaires, la mort cellulaire programmée, la différenciation neuronale et la
migration cellulaire. Ces divers mécanismes nécessitent une bonne coordination et une
régulation tres fine dans le temps et dans I'espace, indispensable au bon développement

et au bon fonctionnement du systéme nerveux.
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1.1. Les neurones.

Les neurones sont des cellules différenciées hautement spécialisées, organisées
en réseaux treés complexes. Le neurone est considéré comme étant 'unité fonctionnelle
du SNC. Il existe de multiples types de cellules neuronales ayant des fonctions
spécifiques, dépendantes de la localisation des neurones dans le systéeme nerveux. Le
neurone est composé du corps cellulaire ou péricaryon et de nombreux prolongements.
On distingue deux types de prolongements, les dendrites et I'axone qui véhiculent
I'influx nerveux. Les dendrites sont de trés nombreux prolongements ramifiés, qui
conduisent l'influx nerveux afférent. Le neurone posséde un unique axone qui est un
prolongement conduisant I'influx nerveux efférent. L’axone est entouré par la gaine de
myéline qui est formée par les oligodendrocytes dans le SNC. Enfin, dans les circuits
neuronaux, les neurones communiquent entre eux par l'intermédiaire de signaux
électriques et de signaux chimiques appelés neurotransmetteurs. Ces
neurotransmetteurs peuvent avoir un effet « activateur » ou « inhibiteur » sur leurs

cibles. Ils sont caractéristiques de la fonction du type neuronal.

1.2. Les cellules gliales.

Dans le systéeme nerveux des mammiferes, les cellules gliales sont dix fois plus
nombreuses que les neurones. Elles comprennent les cellules de la macroglie et les
cellules de la microglie. Parmi les cellules de la macroglie on distingue, les
oligodendrocytes, les astrocytes, les cellules épendymaires, les pituicytes, les tanicytes et
les pinéalocytes qui dérivent des glioblastes du tube neural embryonnaire, et les cellules

de Schwann (SNP) qui dérivent des cellules de la créte neurale de I'’embryon.

Dans le SNC, les cellules de la macroglie assurent le maintien de '’homéostasie du
milieu neuronal (soutien, maintien de la composition du milieu extracellulaire,

nutrition...). Elles sont également a |'origine de la mise en place de la barriére hémato-



Introduction

encéphalique permettant I'isolement des neurones du reste de I'organisme. De plus, les
oligodendrocytes et les cellules de Schwann produisent la gaine de myéline qui

entourent les axones, afin d’accélérer la transmission de l'influx nerveux.

Enfin, les cellules de la microglie appartiennent au systéme
monocyte/macrophage et dérivent des précurseurs embryonnaires des cellules
sanguines. Ce sont les cellules présentatrices d’antigenes du SNC ayant la capacité de
phagocytose quand elles sont activées et elles assurent essentiellement la protection

immunitaire du SNC.

En résumé, le systeme nerveux présente une grande diversité cellulaire qui est
nécessaire a ses multiples fonctions. La compréhension des mécanismes par lesquels
sont mis en place I'ébauche du SNC, puis cette grande diversité cellulaire, ont constituté

un énorme challenge en biologie du développement.
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2. Le développement embryvonnaire du SNC.

L’ébauche et la construction du SNC sont basées sur trois étapes fondamentales :
¢ Laneurulation.
¢ La spécification des différents types cellulaires.

+» La différenciation neuronale.

2.1. La mise en place du tube neural.

2.1.1. La neurulation.

Durant le développement embryonnaire, le SNC des vertébrés se forme a la fin de
la gastrulation, a partir d'un feuillet épithélial simple appelé neurectoderme. Cette étape
du développement embryonnaire est appelée neurulation. La neurulation est subdivisée
en deux étapes, la neurulation primaire et la neurulation secondaire. Alors que la
neurulation primaire concerne la mise en place du tube neural (sous l'effet de signaux
inducteurs provenant du mésoderme, la plaque neural s’invagine et forme le tube
neural), la neurulation secondaire concerne le développement de la partie la plus
caudale du tube neural (Smith et Schoenwolf, 1997).

Au cours de la neurulation primaire, suite a I'induction neurale, les cellules du
neurectoderme vont s’orienter principalement vers un destin neural et former la plaque
neurale (neuroépithélium). Sous l'effet d’'une succession d’interactions entre des
gradients morphogénétiques (signaux inducteurs), la plaque neurale se forme dans la
partie rostrale de I'’embryon. Puis, la plaque neurale s’étend vers la partie caudale et
s’épaissit. Enfin, sous l'influence de différents signaux inducteurs extrinseques
provenant principalement du mésoderme axial, la plaque neurale subit un processus

d’invagination.
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Ectoderme | Bordure de la plaque
non neural | neurale
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=
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~ \
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N

Somite

Plaque
du plancher
"Floor plate"

Figure 1| Formation du tube neural au cours de
la neurulation.

(Adapté d’aprés Gammill et Bronner-Fraser, 2003)

Le systéme nerveux central (SNC) est généré a partir
d’un épithélium spécialisé, la plaque neurale (1). Le
processus de neurulation est basé sur l'inhibition de
la signalisation des BMPs (Bone Morphogénétic
protein). La gouttiere neurale est produite par
I'invagination de la plaque neurale qui est induite au
niveau d’un point distinct des bourrelets neuraux,
dans la région ventrale (Cellules de la plagque du
plancher) (2).A la fin de la neurulation, les bordures
latérales de la gouttiere neurale vont fusionner
(Wine-Lee et coll.) et ségréger le tube neural, de
I’épithélium non-neural (4). Les cellules du toit (Roof
plate) deviennent alors un centre organisateur qui
produira des BMPs nécessaires au patron
d’expression dorsal. Les cellules des crétes neurales
dérivant du tube neural dorsal vont migrer et former
le systtme nerveux périphérique (SNP), les
mélanocytes et le cartilage de la téte. Les cellules de
la plague du plancher (floor plate) produisent le
morphogene Sonic Hedgehog (SHH) nécessaire au
patron d’expression ventral.



Introduction

Ce processus aboutit a la formation de la gouttiere neurale et des bourrelets neuraux.
Progressivement, les bourrelets neuraux se rapprochent et fusionnent afin de former le

tube neural (Colas et Schoenwolf, 2001) (Figure 1).

2.1.2. Les cellules de créte neurale.

Lors de la fermeture de la gouttiere neurale, les cellules localisées au niveau de la
jonction neurectoderme/ectoderme constituent les cellules des crétes neurales. Ces
cellules se détachent puis proliferent et migrent progressivement en profondeur.
L’ensemble des cellules de la créte neurale constitue des populations hétérogenes de
cellules multipotentes, présentant une capacité migratoire importante et une grande
diversité phénotypique puisqu’elles génerent de nombreux types cellulaires au cours du
développement. En effet, suivant leur position dans 'axe antéropostérieur, elles peuvent
étre subdivisées en quatre grandes populations, craniennes, cardiaques, vagales et
thoraco-lombaires. Les cellules de la créte neurale cranienne produisent des cellules
cartilagineuses ou osseuses, des cellules du tissu conjonctif, des cellules pigmentaires,
les neurones efférents et les neurones des ganglions parasympathiques. Les cellules de
la créte neurale cardiaque colonisent le septum aortico-pulmonaire en générant les
muscles lisses de I'arc aortique, et les neurones du systeme parasympathique cardiaque.
Les cellules de la créte neurale vagale produisent la majorité des neurones et cellules
gliales qui constituent le systéeme nerveux entérique tandis que les cellules de la créte
neurale thoraco-lombaire se différencient d’abord en neurones et cellules gliales du SNP,
puis en cellules pigmentaires de la peau. Il existe également une petite sous population
de la partie la plus caudale de la créte neurale thoraco-lombaire, appelée créte neurale
sacrée qui contribue au systeme nerveux entérique dans l'intestin postérieur caudal.

En résumé, les différentes populations de cellules multipotentes constituant la
créte neurale générent l'ensemble des cellules du SNP (neurones des ganglions
rachidiens, neurones des ganglions sympathiques, neurones du systéme nerveux
entérique, cellules gliales du SNP, cellules de Schwann,...) ainsi que les cellules des
cartilages, cellules pigmentaires de la peau,... (Pour Revue; Bronner-Fraser, 1995;

Barembaum et Bronner-Fraser, 2005 ; Crane et Trainor, 2006).
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2.1.3. La croissance du tube neural.

La mise en place de tous les composants du SNC (I'encéphale et la moelle épiniere
en particulier) a partir du tube neural nouvellement formé, implique des vagues
successives de croissance du tube neural suivant I'axe rostro-caudal, qui nécessitent une
prolifération active. D’ailleurs, 1’ébauche du tube neural est constituée d'un
neuroépithélium prismatique pseudostratifié, composé de cellules neurales
pluripotentes. Les cellules neurales encore appelées progéniteurs neuraux, sont des
cellules indifférenciées a fort potentiel mitotique qui s’étendent sur toute I'épaisseur de
la plaque neurale. Les progéniteurs neuraux en prolifération, seront ensuite restreints a
la partie médiane du tube neural, appelée la zone ventriculaire (ZV), tandis que les
cellules neuronales post-mitotiques seront restreintes a la zone marginale ou zone du

manteau (ZM) (Figure 2).

2.2. Le controle de la prolifération des progéniteurs neuraux.

Le développement du SNC embryonnaire est accompagné d’une prolifération
importante, nécessaire a la production, par vagues successives, des nombreux dérivés
neuraux présents dans le systeme nerveux. Ces dérivés doivent étre générés en nombre
suffisant et a des positions bien définies, selon une séquence temporelle bien définie.
Ainsi, le développement harmonieux du SNC implique le contrdle de la prolifération des
progéniteurs neuraux, afin d’assurer une bonne coordination entre la sortie de cycle et
la différenciation.

En effet, au cours du développement du SNC, il existe différents modes de
régulation de la prolifération des progéniteurs neuraux. Au stade plaque neurale
(neuroépithélium simple), la prolifération des cellules neurales est controlée
principalement par des signaux morphogénétiques (FGFs, BMPs,...). Dés que la
neurogenese démarre, d’autres modes de régulation contrdlent la prolifération. Certains
progéniteurs neuronaux proliferent tandis que d’autres sortent du cycle et se
différencient suite a I'induction des genes neurogéniques et proneuraux. Ainsi, il existe

un équilibre entre prolifération et différenciation.
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Zone Ventriculaire
Progéniteurs en
prolifération

Zone Sous Ventriculaire
Neurones Post-mitotiques
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cellulaire
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Figure 2| Coupe transversale du
tube neural embryonnaire.

(Adapté d’apres Diez del Corral et Storey, 2001)

Les cellules en prolifération sont
localisées dans la zone ventriculaire
(zv) tandis que les cellules post
mitotiques sont situées dans la zone
sous ventriculaire (ZSV) et les neurones
différenciés sont dans la zone marginale
(ZM ou zone du manteau).

Figure 3| Diagramme récapitulatif de
I'historique des évenements durant
la neurogeneése.

Le schéma représente une portion
entiere de tube neural embryonnaire
montrant des cellules individuelles a
divers stades du cycle cellulaire. La Zone
Ventriculaire (ZV) est située a gauche et
la Zone du Manteau (ZM) est située a
droite, sur le diagramme. Les noyaux des
cellules en prolifération subissent la
migration nucléaire interkinétique qui est
coordonnée avec les phases du cycle
cellulaire. Les noyaux migrent de la ZV
vers la ZM au cours de la phase G1 et ils
subissent également la réplication de
I’ADN durant la phase S dans la moitié
externe de la ZV. Le noyau retourne vers
la ZV durant la phase G2 ou il entre en
mitose  (phase M). Les cellules
neuroépithéliales sont connectées entre
elles par des jonctions adhérentes.
Durant la derniére phase S et la phase
G2, les cellules en prolifération
acquierent des informations de
I'environnement, qui spécifient la
destinée des cellules. Aprés une mitose
complete et retour en phase G1, les
cellules « décident » soit de sortir du
cycle et de se différencier, soit de rester
dans le cycle cellulaire.
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Cet équilibre permet le maintien d’'un pool de progéniteurs neuraux, nécessaire
au développement complet du SNC. Cette balance entre prolifération cellulaire et
différenciation des progéniteurs neuraux est contrdlée par différents mécanismes

impliquant des signaux intrinseques et extrinseques.

2.2.1. Lesrégulateurs du cycle cellulaire.

2.2.1.1. Lesdifférentes phases du cycle cellulaire.

Le cycle cellulaire comporte quatre phases principales, la phase G1 (phase de
croissance), la phase S (phase de réplication de ’ADN), la phase G2 (seconde phase de
croissance) et la phase M (phase de la division cellulaire ou mitose). Les cellules
engagées dans le cycle cellulaire se divisent chacune en deux cellules filles qui pourront
recommencer un nouveau cycle ou sortir du cycle puis entrer dans la phase GO afin de
devenir quiescente et s’engager dans un processus de différenciation (Figure 4). La
décision d’'une cellule de s’engager dans le cycle cellulaire ou de quitter le cycle cellulaire
s’effectue au début de la phase G1 et cette décision est influencée par I'action de signaux
mitogenes.

Dans le tube neural, la position des cellules et en particulier de leur noyau,
suivant 'axe médio-latéral, est étroitement lié a leur état (prolifératif ou non). Ainsi, les
noyaux des progéniteurs neuraux migrent le long de I'axe apico-basal du tube et la
position des noyaux dans l'axe apico-basal est coordonnée avec les différents stades du
cycle cellulaire. En effet, les noyaux des cellules en prolifération subissent la migration
nucléaire interkinétique coordonnée avec les quatres phases du cycle cellulaire. Les
noyaux s'éloignent progressivement de la zone ventriculaire vers la zone sous
ventriculaire pendant la phase G1 et la phase S (étape de synthese de 'ADN). Ensuite,
durant la phase G2, les noyaux migrent vers la lumiere du tube neural ou les cellules
entrent en mitose (phase M). Enfin, les cellules filles issues de la mitose peuvent alors
poursuivre leur progression dans le cycle cellulaire ou sortir du cycle cellulaire,
s’engager dans une voie de différenciation donnée et migrer vers la zone du manteau

encore appelée zone marginale (Hollyday, 2001) (Figures 2,3).
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2.2.1.2. Lesdifférents complexes Cyclines/Cdks.

La progression des cellules dans le cycle cellulaire est dépendante de la
formation, de I'activation et de I'inactivation séquentielle d'une série de régulateurs du
cycle cellulaire. Ces régulateurs ont été identifiés et sont constitués de complexes de
Cyclines et de protéines kinases Cycline dépendante (Cdk). Il existe plusieurs types de
Cyclines et de Cdks pouvant s’associer et former des complexes Cycline/Cdk (Tableau 1).
A chacune des quatre phases du cycle est associé un type de complexe Cycline/Cdk, et a
chaque transition d’'une phase du cycle a une autre, est également associé un « check
point » ou point de contréle (Pour revue ; Zetterberg et coll, 1995 ; Hoffmann, 2006). Il
existe donc quatre points de controle du cycle cellulaire, les points R (phase G1), S
(phase S), T (phase G2) et A (phase M).

La progression des cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire est
contr6lée au niveau des différents points de controle et implique des régulateurs de la
formation et ou de l'activation des différents complexes Cycline/Cdk (Pour revue;
Ohnuma et coll, 2001).

Ainsi, la progression en phase G1 nécessite la formation et I'activation des
complexes Cyclines D/Cdk4 et Cyclines D/Cdké6. La synthese et l'activation de ces
complexes sont régulées au point de controle R, essentiellement par les signaux
mitogenes ou facteurs de croissance, dont I'action est médiée essentiellement par les
protéines Ras et Myc.

Le controle de la transition G1/S au point R implique plusieurs protéines
régulatrices dont la protéine du rétinoblastome (Rb). En début de phase G1, la protéine
Rb est associée aux facteurs de transcription E2F et DP1, et inhibe leur fonction. La
phosphorylation de la protéine Rb (pRb) par les complexes Cyclines D/Cdk4-6 induit
I'inactivation de Rb. Cette inactivation de la protéine Rb par phosphorylation entraine la
libération massive des facteurs de transcription E2F et DP1 qui controlent I'expression
des génes nécessaires a la transition G1/S et a la progression en phase S (induction de

I'expression de la Cycline E).
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Point de
contréle de
I'anaphase A

Phase GO
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Mitose

Interphase
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restrictionR

-

Figure 4| Représentation schématique
du cycle cellulaire.

Le cycle cellulaire comprend 4 phases et 4
points de contréle ou « check point ». La
phase G1 marque le début du cycle cellulaire
et la croissance cellulaire tandis que la phase
S est la période de réplication de I’ADN. La
phase G2 est la seconde phase de croissance
nécessaire au doublement des constituants
cellulaires qui précéde la mitose ou phase M.
A la phase M, la cellule mere se divise en 2
cellules filles qui peuvent poursuivre a
nouveau leur progression dans le cycle
cellulaire ou sortir du cycle et entrer en

|

Point de
contréle S

Phase S

phase GO ou état de quiescence.

Tableau 1| Tableau récapitulatif des principales Cdks et Cyclines et de leur fonction.
(Adapté d’apres Malumbres et Barbacid, 2005)

Symboles | Principales cyclines | Interactions Principaux substrats Fonctions
Cdks activées avec d’autres
protéines
Cdk1 A1, A2, B1, B2 Cks Cdc7, Cdc20, Cdc25A, Cdc25 C, Cdhl, Cdk7, @ Cycle cellulaire
(E3, B3) C/EBPb, CKIll, Dynein,Dystrophine, EF-1, Fos, | (G2-M)
GFAP, Histone H1, HMG-I(Y), IFAP300, Lamines
A, B, C, Nir2, Npm, NPC, Nucleolin, Nucks,
Numatrine, Orcl, p18,pRb, R2, Rab4,
Survivin, Tau, vimentin, thymidine kinase
cdk2 Al, A2, E1, E2 p107, p21Cip1l, p27Kipl, Cycle cellulaire
(D1, D2, B1, B3) p53, pRb, R2, RPA, Smad3, thymidine kinase (G1-5)
Cdk3 E1,E2,Al,A2,C E2F/DP Cables1 Cycle cellulaire
(G0O-G1-Y9)
cdka D1, D2 D3 MyoD Cdt1, Marcks, p107, p130, pRb, Smad3 Cycle cellulaire
(G1-5)
Cdk5 Types D, E, G, Amphiphysinl, Cables, Disabled1, Doublecortin, | Senescence
p35, p39 Munc18, Nudel, p53, Pctairel, Neurones post-
Stat3, tyrosine hydroxylase mitotiques
Cdké D1, D2, D3 p107, p130, pRb Cycle cellulaire
(G1-5)
Cdk7 H Cdk1-6, p53, RARy, ARN pol.ll Kinase activatrice de
Cdk, transcription
Cdk8 C(K?) ARN pol.ll Transcription
Ccdk9 T1,T2,K pRb, ARN pol.ll Transcription
Cdk10 Inconnues Ets2 Inconnus Transcrption
Cycle cellulaire
(G2-M)
Cdk11 L1, L2 (D) Ck2, elF3, Cycline L Transcrption
ARN pol.Il Cycle cellulaire (M)
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Le passage a la phase S est associé a la formation et a l'activation du complexe
Cycline E/Cdk2 qui a son tour est responsable de 'hyperphosphorylation de Rb et initie
la réplication de I’ADN. La poursuite de la réplication de 'ADN durant la phase S
nécessite I'activation du complexe Cycline A/Cdk2. Ce complexe contrdle la durée de la
phase S, inactive les facteurs de transcription de la phase G1 (facteurs E2F et DP1) en les
phosphorylant et induit également I'arrét de la dégradation de la Cycline B qui sera
nécessaire a la transition G2 /M.

En effet, la transition de phase G2/M est contrélée au point de controle T, par
'activation du complexe Cycline B/Cdkl appelé également MPF (Mitosis Promoting
Factor). Le complexe Cycline B/Cdkl est activé par la protéine kinase CAK (Cdk
Activating Kinase) et par les protéines phosphatases activatrices Cdc25B et Cdc25C.
L’inactivation du complexe Cycline B/Cdk1l se fait par l'intermédiaire des protéines
kinases inhibitrices Weel, Mik1 et Myt1 (Rhind et Russell, 2001 ; Stark et Taylor, 2006).
L’activation du complexe Cycline B/Cdkl induit a son tour la phosphorylation de
nombreux substrats liés a I’entrée en mitose, dont les lamines nucléaires (permet la
dissociation de I'enveloppe nucléaire nécessaire a la mitose), les nombreuses protéines
kinases et les protéines phosphatases, responsables de la formation du fuseau mitotique

et de la cytokinese (Pour revue ; Malumbres et Barbacid, 2005).

2.2.1.3. Larégulation des complexes Cyclines/Cdks.

L’activité des différents complexes Cyclines/Cdks qui controlent la progression
dans le cycle cellulaire est finement régulée a différents niveaux (au niveau
transcriptionnel, dégradation cyclique des Cyclines, ...) par de nombreuses protéines
régulatrices. Ainsi, les différentes Cyclines sont présentes a des taux variables dans la
cellule, en fonction des différentes étapes du cycle cellulaire. Le contréle de leur
synthese au cours du cycle et de leur dégradation dans le protéasome apres
ubiquitination constitue une partie du systeme de régulation de la formation du

complexe Cycline/Cdk.
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Figure 5| Schéma représentatif des principaux régulateurs impliqués dans la sortie du cycle
cellulaire.

Le cycle cellulaire comprend 4 phases (G1, S, G2 et M) et la progression des cellules dans le cycle cellulaire est
controlée par I'activation séquentielle des Cdks (kinases-cycline dépendantes) telles que Cdk4/6, Cdk1, Cdk2.
L'activité de ces Cdks est controlée par différents mécanismes comme la synthése et la fixation spécifique de
sous-unités activatrices (Cyclines) ou inhibitrices de I’activité kinase (CKIs).

Les facteurs de croissance mitogénes exercent leur action en favorisant la synthése des cyclines de type D et
également I'assemblage des complexes Cdk4/6-Cyclines D actif. A 'opposé, I'expression de la Cycline E induite
par une voie de signalisation intrinseque et I'assemblage du complexe Cdk2-Cycline E se produit au point de
restriction R afin de permettre la transition G1-S. La sortie de cycle s’effectue au niveau de la phase G1, par
inactivation du complexe Cdk4/6-Cyclines D et inhibition de la formation des complexes Cdk2-Cycline E et
Cdk2-Cycline A par les CKils.
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D’autre part, il existe des protéines qui controlent la formation des complexes
entre Cyclines/Cdks (liaison entre les Cyclines et les Cdks) ou encore d’autres protéines
qui controlent 'activité kinase des complexes Cyclines/Cdk  par
phosphorylation/déphosphorylation ou encore par fixation de protéines inhibitrices.
Enfin, les protéines inhibitrices de I'activité des complexes Cyclines/Cdks sont appelées
CKIs (Cdk inhibitors) (Pour revue ; Vidal et Koff, 2000).

La sortie de cycle implique une inhibition de l'activité des complexes Cyclines
D/Cdk4 et Cyclines D/Cdké. Ainsi, la formation et I'activation de ces complexes est
régulée a différents niveaux. La régulation des Cyclines D et des Cdk4-6 peut s’exercer
au niveau transcriptionnel et post-traductionnel. D’autre part, il existe 3 types de Cycline
D (D1, D2 et D3) qui sont toutes les 3 impliquées dans la transition G1/S (Matsushime et
coll, 1994 ; SicinsKki et coll, 1995 ; Bouchard et coll., 1999 ; Lukas et coll., 1996 ; Carthon
et coll, 2005).

Au cours du développement du SNC, les Cyclines D1, D2 et D3 présentent des
patrons d’expression distincts mais complémentaires (Wianny et coll, 1998 ; Huard et
coll, 1999). Ceci suggere que les 3 types de Cycline D auraient d’autres fonctions, en
dehors du controle du cycle. Par ailleurs, I'expression respective des 3 types de Cycline D
est contrélée par des signaux mitogenes extracellulaires différents tels que les facteurs
de croissances (FGFs et Sonic Hedgehog). Ces données suggerent que les différents types
de Cycline D auraient des fonctions distinctes dans le controle de la différenciation de
types neuronaux spécifiques (Pour revue ; Ohnuma et coll, 2001 ; Ohnuma et Harris,

2003 ; Cremisi et coll, 2003 ; Lobjois et coll., 2004).

2.2.1.4. Les CKlIs et la sortie du cycle cellulaire.

Il existe deux familles de CKIs, la famille INK4 et la famille CIP/KIP. Les CKIs ont
pour principale fonction, de réguler les complexes D/Cdk4-6 et Cyclines E/Cdk2, a
différents niveaux (Figure 5). En effet, les membres de la famille INK4 (p16!NK4a, p15INK4b,
p18INK4c et p19INK4d) interferent au niveau de l'interaction entre les Cyclines D et les
Cdk4-6. En effet, les INK4 entrent en compétition avec les Cyclines D et se fixent de
maniere spécifique sur les protéines Cdk4 et Cdk6 et inhibent la formation de complexes

Cyclines D/Cdk4-6. Contrairement aux INK4, les membres de la famille CIP/KIP (p21¢ir,
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p27Kirl et p57Kir2) se fixent sur les complexes Cyclines D/Cdk4-6 et Cycline E/Cdk2 et
inhibent I'activité kinase de ces complexes (Cheng et coll, 1999 ; Gomez Lahoz et coll,
1999 ; Coqueret, 2003).

Au cours du développement du SNC, I'induction de I'expression des CKIs au début
de la phase G1 inhibe la progression du cycle cellulaire et favorise la sortie de cycle
(Levine et coll, 2000 ; Dyer et Cepko, 2001a, 2001b ; Gui et coll, 2007 ; Herrup et Yang,
2007). Par exemple, 'expression de p27Xirl dans les progéniteurs neuronaux entraine la
sortie de cycle et favorise également la différenciation neuronale (Dyer et Cepko, 2001 ;
Nguyen et coll, 2006 ; Herrup et Yang, 2007). Ainsi, un des réles des CKIs au cours de la
neurogenese est de contrdler la prolifération de progéniteurs neuraux et d’'induire la
sortie de cycle des progéniteurs neuronaux. Toutefois, des données récentes ont montré
que certains CKIs peuvent avoir des fonctions autres que régulateurs du cycle, au cours
de la neurogenese (Pour revue; Nguyen et coll, 2006). Par exemple, p27Kirl est
également impliqué dans la migration des neurones dans le cortex cérébral chez la
souris, par inhibition de la signalisation RhoA (Besson et coll, 2004 ; Nguyen et coll,
2006). De méme, p21Crl est exprimée dans une population neuronale restreinte
(précurseurs des interneurones V2) ce qui suggere que p21C¢rl aurait aussi d’autres
fonctions que régulateur du cycle (Gui et coll., 2007).

Enfin, en plus de ces mécanismes générauy, il en existe d’autres qui participent au
contrdle de la prolifération cellulaire et de la sortie de cycle des progéniteurs neuraux.
Ces mécanismes impliquent des interactions intercellulaires (ou cellule-cellule) comme
par exemple l'inhibition de contact entre cellules ou encore la voie de signalisation

Notch.

2.2.2. Lavoie Notch.

L’équilibre entre prolifération des progéniteurs neuraux et sortie de
cycle /différenciation est nécessaire durant toute la durée de la neurogenese. Ainsi, cet
équilibre implique les mécanismes de I'inhibition latérale et de la division asymétrique
qui empéchent que toutes les cellules neurales ne se différencient précocement. Cet
équilibre permet d’éviter la déplétion complete du réservoir de progéniteurs et un exces

de différenciation de ces progéniteurs.
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Durant le développement embryonnaire du tube neural, le nombre de
progéniteurs neuraux tout comme leur position dans le tube neural et également la
chronologie de leur sélection et engagement vers la différenciation sont bien définis.
Cette détermination est dépendante de Il'expression régionalisée de « genes
proneuraux » qui induisent la différenciation neuronale d’'une part, et de signaux
intercellulaires, inhibiteurs de la différenciation neuronale d’autre part.

En effet, dans un premier temps, les progéniteurs neuraux du neuroépithélium
(stade plaque neurale) proliferent en se divisant de maniéere symétrique, c’est-a-dire que
toutes les cellules filles seront identiques aux cellules meres. Plus tardivement, dans le
tube neural, les progéniteurs neuraux peuvent se diviser de maniere asymétrique, en
générant des cellules qui auront des destins différents. En effet, la division asymétrique
des cellules neurales génére d'une part, des cellules filles indifférenciées qui continuent
de proliférer (comme la cellule mére). D’autre part, elles génerent des cellules filles qui
sortent du cycle pour se différencier en cellules neuronales ou en cellules gliales.

La décision des cellules neuroépithéliales de rester dans le cycle cellulaire ou de
le quitter afin de s’engager vers une voie de différenciation, repose principalement sur
un processus de signalisation entre cellules adjacentes, médié par le récepteur Notch. La
voie Notch est un systeme de signalisation qui est impliqué dans la régulation de
multiples processus de différenciation dans différents organes, au cours du
développement embryonnaire et chez I'adulte, tels que ’hématopoiese, 'angiogenese, la
somitogeneése, la vasculogeneése, la neurogenese, la gliogenese...

En effet, la voie Notch est un systeme de signalisation tres conservée au cours de
I’évolution et que I'on retrouve chez la plupart des organismes multicellulaires. Elle
intervient dans le choix de la destinée cellulaire par 2 types de mécanismes, I'inhibition

latérale (interactions cellule-cellule) et de la division asymétrique.

2.2.2.1. Le mécanisme d’inhibition latérale.

L’inhibition latérale est basée sur des interactions entre récepteur Notch et
ligands de Notch (Delta/Serrate), localisés a la surface membranaire des cellules. La voie
de signalisation Notch est constituée du couple récepteur-ligand (Notch-Delta/Serrate)

et des effecteurs de cette voie, de type Hes (Hairy et enhancer of split).
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Le géne Notch qui code pour un récepteur transmembranaire, a été initialement
découvert chez une souche de mouche présentant des défauts dans la structure des ailes
(Drosophila melanogaster) en 1917. Des analyses génétiques et moléculaires ont permis
d’identifier les composants de la voie Notch (Notch, Delta, Serrate, Numb, Frindge,
neuralized, Hairy et enhancer of split, bigbrain, mastermind, mindbomb, minibrain,
Notchless...) comme des genes neurogéniques chez la drosophile (Wharton et coll,
1985 ; Kidd et coll, 1986 ; Thomas et coll, 1991 ; Gu et coll, 1995 ; Pour revue Portin,
2002).

L’inhibition latérale est un mécanisme en «feedback» ou rétrocontréle qui
permet, a partir d’'une population cellulaire initialement homogene, de produire deux
populations différentes (Figure 6). Le mécanisme d’activation de la voie Notch est connu
et implique des interactions entre le récepteur Notch et un des ligands de ce récepteur
exprimé par les cellules voisines. Chez les mammiféres, 4 récepteurs Notch (Notchl,
Notch2, Notch3 et Notch4) ont été identifiés, ainsi que 5 ligands, de type delta-like
(Deltal, Delta3 et Delta4) et de type serrate-like (Jagged1 et Jagged?2).

Dans la zone ventriculaire du tube neural, les progéniteurs neuraux expriment le
récepteur Notchl et un des 5 ligands de la voie Notch. L'interaction entre le récepteur
Notch et un ligand de la famille Delta ou Jagged, entre cellules voisines, déclenche une
cascade d’évenements dans chacune de ces cellules.

En effet, 'activation de Notch entraine le clivage protéolytique du domaine C-
Terminal intracellulaire du récepteur (NICD, pour Notch intracellular domain) par la
préséniline de type 1 (y-secrétase) et sa translocation dans le noyau de la cellule (De
Strooper et coll, 1999 ; Struhl et Greenwald, 1999) (Figure 7). Lorsque le fragment NICD
est transloqué dans le noyau de la cellule, il s’associe au facteur de transcription
CSL/RBP-Jk (C promotor binding factor Suppressor of hairless/Lagl / Recombining
binding protein suppressor of hairless). Le complexe NICD-RBP-Jk ainsi formé dans le
noyau de la cellule, se fixe sur des séquences consensus de ’ADN (consensus GTGGGAA)
et active I'expression des genes effecteurs de la voie Notch tels que les genes de la
famille HES (Hairy enhancer of split) et de la famille HERP (HES-related repressor

protein).
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Figure 6| La voie Notch maintien I'équilibre entre prolifération et différenciation neuronale par
le mécanisme d’inhibition latérale.

Durant la neurogeneése, les cellules du neuroépithélium expriment le récepteur Notch et un de ses ligands
(Delta ou Jagged) a des niveaux identiques. Par le mécanisme de l'inhibition latérale, une boucle de
régulation se met en place entre les cellules voisines et provoque une augmentation de I'expression de
Delta/Jagged par les génes proneuraux et également une répression de I'expression des génes proneuraux
par l'activation de la voie Notch. En conséquence, une légére augmentation de l'activité des genes
proneuraux dans une cellule entraine la répression de I'expression des genes proneuraux dans les cellules.
L’expression élevée des genes proneuraux dans la cellule ou elle est initiée, induit un programme génétique
conduisant la cellule vers sortie de cycle et la différenciation neuronale. En effet, les genes proneuraux
induisent I'expression de plusieurs génes impliqués dans la sortie de cycle (par exemple les CKls) et la
différenciation neuronale. Dans la cellule voisine, I'activation de la voie Notch induit la répression de I'activité
proneurale et inhibe la différenciation neuronale.

20



Introduction

Les genes de la famille HES codent des facteurs de transcription a domaine
basique hélice boucle hélice ou bHLH (Basic helix loop helix) de type C. Les protéines a
domaine bHLH peuvent se fixer sur I’ADN par l'intermédiaire de leur domaine basique.
De plus, les facteurs de transcription a bHLH de type C sont capables de se fixer a I’ADN,
de maniere spécifique sur des séquences consensus a « boite N » ou « N-box » (séquence
consensus de type CACNAG) et ont comme propriété d’étre des répresseurs
transcriptionnels (Pour revue ; Iso et coll., 2003).

L’activation de Notch induit l'expression de HES1 et HES5 (Pour revue;
Kageyama et Ohtsuka, 1999 ; Kageyama et coll, 2005). Ces effecteurs de la voie Notch
ont pour principale fonction de réprimer l'expression des génes proneuraux. Cette
répression s’effectue soit par un mode de «répression active » soit par « répression
directe ». Dans le cas de la « répression active », HES1 et HES5 sont capables de se
dimériser afin de se fixer sur la « boite N » des promoteurs des génes proneuraux et de
réprimer l'expression des génes proneuraux par lintermédiaire du corépresseur
Groucho. Enfin, 'autre mécanisme de répression est lié a la possibilité pour HES1 et
HES5 de former des hétérodimeres dominants-négatifs qui vont se fixer sur la « boite
N » et la « boite E » (séquence consensus de type CANNTG) des promoteurs des génes
proneuraux afin d’'inhiber leur expression (Pour revue; Kageyama et Ohtsuka, 1999)
(Figure 8).

Alors que dans le tube neural, I'activation de Notch induit I'’expression de HES1 et
HESS5 (2 effecteurs inhibiteur de la neurogenese), HES6 participe a la différenciation
neuronale par divers mécanismes et notamment en réprimant I'expression de HES1
(Koyano-Nakagawa et coll,, 2000 ; Gratton et coll, 2003 ; Fior et Henrique, 2005 ; Jhas et
coll, 2006).

La répression de l'expression des genes proneuraux inhibe la neurogenese et
permet de maintenir les cellules neurales dans un état mitotique indifférencié. A
I'inverse, dans les cellules voisines ou le récepteur Notch n’est pas activé, les genes
proneuraux répriment indirectement l'expression de Notch, et induisent l'arrét de la
prolifération et la sortie du cycle de la cellule neurale afin que cette derniere s’engage

dans une voie de différenciation neuronale (Artavanis-Tsakonas et coll, 1999).
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Figure 7| Mécanisme d’activation de la
voie Notch.

(D’apres Fortini, 2002)

Le récepteur Notch est synthétisé sous forme
d’un précurseur qui subira de nombreux
clivages protéolytiques post-traductionnels
avant d’étre transporté vers la surface de la
cellule, comme récepteur fonctionnel.

La fixation des ligands de la famille Delta,
Jagged sur le récepteur Notch provoque le
clivage du domaine extracellulaire de Notch
par le complexe TACE/ADAM. Le domaine C-
terminal intracellulaire de Notch sera
également clivé de maniere séquentielle par
le complexe y-secrétase qui contient, entre
autre, la préséniline-1, la nicastrine. Ce clivage
protéolytique entraine la translocation du
domaine intracellulaire de Notch (NICD) vers
le noyau ou il va controler I'expression de
genes cibles tels que les genes Enhancer of
split (génes de la famille Hes, Herp), en
association avec d’autres facteurs nucléaires
tels que CSL (C promotor binding
factor/suppressor of hairless/Lag1).

Figure 8| Mécanismes de répression
transcriptionnelle par les Hes.

(Adapté d’apres Kageyama et Ohtsuka, 1999)

(A) Exemple de répression active. Les Hes
peuvent former des diméres et se fixer a la
« boite N». Le corépresseur Groucho
interagit avec le domaine C-terminal WRPW
et assure la répression de maniére active.

(B) Exemple d’effet dominant négatif. La
plupart des facteurs de transcription a
domaine bHLH se fixent sur la « boite E » et
activent I'expression des genes cibles. Des
études ont montré que Hesl peut avoir un
effet « dominant négatif » sur les bHLH
activateurs en formant des complexes
hétérodimériques non fonctionnels.
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2.2.2.2. Ladivision asymétrique.

Un autre mécanisme est impliqué dans le contrdle du devenir des progéniteurs, la
division asymétrique. La division asymétrique est un mécanisme conservé, basé sur le
partage de déterminants cellulaires et d’'informations entre les cellules filles durant la
mitose. La division asymétrique participe largement a la diversification des destins
cellulaires au cours du développement, la cellule-meére se divisant en deux cellules-filles
ayant chacune un destin différent. Ce mécanisme a d’abord été décrit chez des
invertébrés tels que la drosophile et le nématode.

En effet, au cours de la neurogenese embryonnaire chez la drosophile, la division
asymétrique constitue le mécanisme primaire a la base de la génération de la diversité
du devenir des cellules. Par exemple, dans le SNC de drosophile, les neuroblastes se
divisent asymétriquement, pour produire des neuroblastes d’'une part et des cellules
précurseurs appelées GMC (Ganglion mother cell) qui vont a leur tour se diviser de
maniére asymétrique et générer des neurones et des cellules gliales (Campos-Ortega,
1993 ; Doe et Technau, 1993).

Chez la drosophile et le Caenorhabditis elegans, ou le mécanisme a été
particulierement bien étudié, la division asymétrique est étroitement liée a
’établissement de la polarité cellulaire (apico-basal). Dans les neuroblastes, plusieurs
protéines et ARNm qui sont des déterminants du devenir cellulaire, présentent une
localisation basale. Ces déterminants seront ségrégés exclusivement dans les GMC lors
de la cytokinese. Ce processus est également observé au cours de la division
asymétrique des neuroblastes et des cellules précurseurs des organes sensoriels (SOP)
du systéme nerveux périphérique (SNP) de la drosophile. Des régulateurs clés ont été
identifiés : Numb, Prospéro (Pros), Neuralized et un groupe de protéines formant le
complexe PAR/aPKC. Numb, un déterminant du destin cellulaire, inhibe la voie Notch, en
interagissant avec Sanpodo, qui entraine l'internalisation de Notch (Pour revue ; Justice
et Jan, 2002). Numb est localisée au pole basal de la cellule, avec d’autres déterminants
comme Prospéro, ’ARNm de Prospéro, grace a leurs adaptateurs protéiques respectifs,
Pon (Partner of Numb), Miranda et Straufen (Wodarz et Huttner, 2003). Lors de la
division asymétrique, 'une des cellules-filles hérite de déterminants tels que Numb, et

aura un destin différent de I'autre cellule-fille. Les études biochimiques ont établi que le
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complexe PAR/aPKC, composé de protéines régulatrices du cytosquelette joue un role
important dans 1'établissement de la polarité cellulaire et la localisation des
déterminants. L’association du complexe PAR/aPKC aux protéines Inscuteable, Pins
(Partner of inscuteable) et Gai (complexe protéines G hétérotrimériques) au pole apical
de la cellule coordonne l'orientation de l'axe de division et la répartition des
déterminants de maniere asymétrique (Pour revue ; Roegiers et Jan, 2004).

Les mécanismes moléculaires assurant de la division asymétrique chez les
vertébrés restent mal connus (Pour revue; Huttner et Kosodo, 2005). Toutefois, des
études en imagerie cellulaire réalisées en particulier chez les mammiferes, ont révélé
I'existence de similitudes et de différences par rapport a la drosophile et au
Caenorhabditis elegans. En effet, au cours de la neurogenéese chez les vertébrés, les
progéniteurs du neuroépithélium présentent une polarité (apico-basale) et également

une répartition asymétrique de certains déterminants comme Numb.

2.2.3. Role des facteurs de transcription a domaine bHLH au cours de la
neurogenese.

2.2.3.1. Définition des facteurs de transcription a domaine bHLH.

Les facteurs de transcription a domaine bHLH constituent une superfamille de
régulateurs transcriptionnels, impliqués dans le controle de multiples processus
développementaux tels que, la neurogenese, la myogeneése, la détermination de lignages
cellulaires, la prolifération et la différenciation cellulaire (Murre et coll, 1989a,b ; Sun et
Baltimore, 1991 ; Murre et coll, 1994). Ces facteurs de transcription sont trés conservés
au cours de I'évolution et on les retrouve chez de nombreux organismes, de la levure aux
mammiferes. Ils sont caractérisés par un motif conservé de type basique hélice boucle
hélice, appelé bHLH (basic helix loop helix). Le motif bHLH est commun a tous les
facteurs de transcription a bHLH et leur conferent plusieurs propriétés qui ont fait
I'objet de nombreuses études biochimiques (Murre et coll, 1989ab; Voronova et

Baltimore, 1990).
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2.2.3.2. Propriétés et classification des facteurs de transcription a

domaine bHLH,

Le motif bHLH est caractérisé par un domaine basique de liaison a 'ADN et un
domaine d’interaction protéine-protéine trés conservé (Murre et coll, 1989a,b). Le
domaine basique permet a ces facteurs de transcription, de se fixer sur une séquence
consensus de I'ADN appelée «boite E» ou «E-box» (CANNNTG) (Voronova et
Baltimore, 1990). Le domaine hélice-boucle-hélice est constitué d’acides aminés
hydrophobes qui permettent des interactions protéine-protéine, pour former des
hétérodimeres et ou des homodimeres (Murre et coll, 1989b). D’autre part, plusieurs
facteurs de transcription a domaine bHLH possedent également un motif « glissiere a
leucine » ou «leucine zipper » (LZ), proche du motif bHLH, en position carboxy-
terminale (C-terminale).

Le motif bHLH a d’abord été identifié chez les facteurs de transcription E12 et
E47 par I'équipe de Murre et collaborateur en 1989. Depuis, un grand nombre de
facteurs de transcription a domaine bHLH ont été identifiés. La classification de ces
facteurs de transcription est basée sur la similarité des séquences bHLH, en utilisant
I'algorithme Clustal W. (Thompson, et coll, 1994; Atchley et Fitch, 1995). De
nombreuses familles de facteurs de transcription ont été identifiées et regroupées en
fonction de leurs caractéristiques phylogénétiques et notamment sur leur profil de
fixation a la « boite E» (Murr et coll, 1989b; Hu et coll, 1990 ; Dang et coll, 1992 ;
Swanson et coll, 1995). Ainsi, les différentes familles de facteurs de transcription a
domaine bHLH ont été rangées dans 4 groupes (A, B, C et D) (Lee, 1997 ; Atchley et Fitch,
1997 ; Hassan et Bellen, 2000).

2.2.3.3. Mise en évidence des génes proneuraux et définition de la

fonction proneurale.

Durant la mise en place du SNC, les multiples types de cellules neuronales et
gliales doivent étre générés en nombre suffisant, a des positions bien définies et dans
une chronologie précise. Des études génétiques réalisées a la fois chez la drosophile et

chez les vertébrés ont mis en évidence le réle clé des genes proneuraux au cours de la
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neurogenese. La fonction proneurale a été définie comme étant la capacité d’'un gene a
induire la différenciation neuronale (Figure 9). Les génes proneuraux jouent en effet un
réle crucial dans les mécanismes permettant l'acquisition de l'identité neuronale
(différenciation des progéniteurs neuraux en neurones).

La plupart des genes de vertébrés apparentés aux genes proneuraux de la
drosophile sont exprimés principalement au cours du développement du systéeme
nerveux. Bien que les génes proneuraux de la drosophile et des vertébrés présentent
une bonne conservation des séquences, il existe des différences au niveau de la fonction
proneurale chez la drosophile et chez les vertébrés. Chez la drosophile, 'activité
proneurale permet de sélectionner les cellules de l'ectoderme (cellules épithéliales
pluripotentes) qui vont devenir des progéniteurs neuraux capables de générer des
cellules gliales et des cellules neuronales. Chez les vertébrés, les genes proneuraux sont
exprimés dans les cellules neuroépithéliales qui sont déja prédéterminées pour un
destin neural et I'activité proneurale permet d’engager les progéniteurs neuronaux vers
la différenciation. Ainsi, I'activité proneurale permet I'induction de la différenciation
neuronale de maniére générique (c’est-a-dire l'induction de I'expression de marqueurs

de différenciation neuronale tels que NeuN et Bui-tubuline).

2.2.3.4. Identification des génes proneuraux.

Des études génétiques et moléculaires réalisées chez la drosophile ont permis
d’isoler 4 genes (achaete, scute, lethal of scute et asens) dont les produits forment le
complexe achaete-scute. Ce complexe joue un rdle clé dans les étapes précoces du
développement neural (Garcia-Bellido, 1979 ; Villares et coll, 1987). Les produits de ces
geénes ont la particularité de partager des séquences en acides aminés similaires et
également un domaine a motif bHLH, support de leur fonction. Ces domaines sont
capables d’interagir entre eux et d’entrainer la formation soit d’homodimeres soit
d’hétérodimeres, pour pouvoir se fixer a I’ADN. Le géne atonal (ato) a été isolé chez la
drosophile, par homologie de séquence du domaine bHLH des génes du complexe
achaete-scute (asc). D’autres génes codant des protéines a domaine bHLH, exprimées
durant la neurogenese ont été isolés et classés dans les 2 familles de genes proneuraux,

asc et ato. De plus, des analyses effectuées chez la drosophile dans un contexte de perte
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ou de gain de fonction, ont démontré que les protéines des familles asc et ato sont
nécessaires et suffisantes pour induire la différenciation des progéniteurs
neurectodermiques en neurones (Jimenez et coll,, 1993 ; Jan et coll,, 1994).

Sur la base de la conservation du motif bHLH des familles asc et ato, des génes
homologues aux genes proneuraux de drosophile ont été identifiés chez les vertébreés.
D’autres génes codant des protéines a domaine bHLH impliquées dans la neurogenese
ont également été identifiés et caractérisés par leur capacité a se dimériser avec les
autres protéines a bHLH par l'intermédiaire de la technique des doubles-hybrides chez
la levure. Les génes de vertébrés codant pour des facteurs de transcription a domaine
bHLH présentant des similitudes par rapport aux genes proneuraux des complexes asc
et ato de drosophile sont nombreux, mais il existe peu d’orthologues parmi eux (Lee,

1997 ; Guillemot, 1999).

2.2.3.5. (Classification et fonctions générales des facteurs de

transcription a bHLH, durant le développement du SNC.

Les nombreux génes codant pour des protéines a domaine bHLH, sont subdivisés
en 2 types, suivant leur activité transcriptionnelle : répresseurs (tels que les genes de la
famille Hes) et activateurs (comme Mashl, Math et Neurogénines). Parmi les génes
codant pour des facteurs de transcription a domaine bHLH, on distingue 8 grandes
familles dont les produits sont impliqués dans la mise en place du systeme nerveux : les
familles Achaete-Scute, Neurogénines, NeuroD, Olig, Nato, atonal, protéines E et Nscl
(Figure 10).

D’autre part, une famille de génes codant pour des protéines a domaine HLH, la
famille Id, a été mise en évidence, au cours de la neurogenese. Les protéines Id sont des
régulateurs négatifs de l'activité des protéines a domaine bHLH (Ross et coll, 2003). Ils
sont des régulateurs de la neurogenese et participent au maintien du pool de

progéniteurs (Tzeng, 2003 ; Andres-Barquin et coll.,, 2000).
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Figure 9| La fonction proneurale similaire chez les invertébrés et les vertébrés ?
(Adapté d’apres Bertrand et coll., 2002)
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Les génes proneuraux sont nécessaires pour la sélection des progéniteurs et pour leur engagement dans un programme de
différenciation spécifique, et ce processus de sélection est médiée en partie par I'activation de la voie Notch. Chez la
drosophile (A), les génes proneuraux sont d’abord exprimés dans les cellules ectodermiques quiescentes qui ont la
capacité de donner des dérivés ectodermiques et neuronaux. L’activité proneurale se résume dans la sélection des
progéniteurs qui vont s’engager vers un destin neuronal mais demeurent multipotentes car ils générent les progéniteurs
des organes sensoriels, les neurones, les cellules gliales et les autres types non neuronaux du systéeme nerveux. Chez les
vertébrés (B), les génes proneuraux sont exprimés dans les progéniteurs du neuroépithélium au destin neural déja établi et
qui ont la capacité d’autorenouvellement. L’activité proneurale induit la génération et la délamination des progéniteurs
qui seront restreints a un destin neuronal ou glial et ont un potentiel mitotique limité.

A E12 B Ngn2
— Z: gn
= Daughterless } Protéines E 1 l — ‘?m
T Math5 — ’
Math1 )
|1 ———— Atonal Famille 113 120 130 140 150 160 168
Amos Atonale RRLKANNRERNE| MHNLNAALDALREVLE [TFPEDAKLT [KIETLRFAHNYIALTETLR|
| E‘aL[uﬁaz o Domaine Basique Hélice 1 Boucle Hélice 2
Nato3 } zml e Résidus commun a toutes les
Nato3 ato protéines neurales a bHLH
Hélice 1
Olig1 e Résidus commun a toutes les
1 Olig3 Famille Hélice 2 protéines de la famille Atonale
Olig2 ol Résidus spécifique de chaque
M Beta4 ig . - famille de protéines neurales 3|
Beta3 L bHLH
Math3 " Domain Reésidus divergents
— [— Math2/Nex1 Famille Basique 0 i
— NeuroD2 NeuroD -
NeuroD
— Biparous 5 3
amphioxNgn <
] N g?]z g Famille
Ngn1 Neurogeénine
——Ngn3 J
CnASH
e Asense
[ Achaete
- Scute )
1 Lethal of Scute Famille
Xash3 Achaete-Scute
Mash1
71:Mash2
Cash4
B Famille
- Nscll
Nscl

Figure 10| Structure et propriétés des protéines neurales a bHLH.
(Adapté d’apres Bertrand et coll, 2002)

(A) Dendrogramme de la séquence du domaine bHLH (domaine basique hélice boucle hélice) d’invertébrés (bleu) et de
vertébrés (rouge) des protéines neurales a bHLH. Ces protéines ont été classées dans des familles distinctes, en se basant
sur la conservation des séquences dans le domaine bHLH.

(B) Séquence du domaine bHLH de la protéine proneurale neurogénine 2 (Ngn2) de souris. Le code de couleur indique le
degré de conservation des 4 parties du domaine bHLH entre chaque protéine neurale a domaine bHLH. L’astérisque indique
que l'acide aminé concerné peu se fixer a ’ADN, en se basant sur la structure cristallographique des autres protéines a
domaine bHLH. Enfin, la représentation schématique de la structure dimérique bHLH qui est complexée a I’ADN. Le
domaine basique constitue la principale zone de liaison a ’ADN et ce domaine se fixe directement sur la séquence a « boite
E ». Les 2 hélices a interagissent avec d’autres hélices o de protéines a bHLH afin de former un dimére.
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La plupart des facteurs de transcription a domaine bHLH sont des activateurs
transcriptionnels. Ces facteurs de transcription impliqués dans la neurogenese (Mash1,
Math, Neurogénines, ..) forment des hétérodimeres avec un autre facteur de
transcription a domaine bHLH exprimé de maniere ubiquitaire, E47. La fixation de ces
hétérodimeres sur la «boite E» des régions régulatrices de genes cibles, permet
d’activer la transcription de ces derniers. Les genes cibles des protéines proneurales a
bHLH peuvent étre des genes liés a la promotion de la sortie de cycle ou des genes
associés a la différenciation neuronale tels que NeuroD.

Cependant, il existe des facteurs de transcription a domaine bHLH ayant une
activité de répresseur de la transcription tel que Olig2 (géne structurellement apparenté
au géne proneural atonal de la drosophile (Cabrera et Alonso, 1991 ; Johnson et coll,

1992 ; Novitch et coll, 2001 ; Mizuguchi et coll,, 2001 ; Kageyama et coll., 2005).

2.2.3.6. Réle des genes proneuraux dans la sortie de cycle et la

différenciation neuronale.

Les genes proneuraux sont impliqués dans le couplage entre la sortie de cycle et
la différenciation des progéniteurs neuraux. lls exercent un controle négatif sur le cycle
cellulaire des progéniteurs neuronaux, en induisant l'expression de CKIs (inhibiteurs du
cycle) tels que p16!INK4 p21Cipl p57Kip2 et p27Kirl ['augmentation de l'expression des
CKIs permet d’'inhiber la transition de phase G1/S et induit la sortie de cycle (Edlund et
Jessell, 1999 ; Farah et coll, 2000 et Ohnuma et coll, 2001) (Figure 5).

Chez les vertébrés, les génes neuraux codant des protéines a domaine bHLH ont
des fonctions divergentes. Les genes des familles Achaete-Scute, Neurogénines et
potentiellement des membres de la famille atonal ont une fonction assez proche, tandis
que celle des autres familles de génes codant des protéines neurales a bHLH présentent
des différences. En effet, les genes proneuraux Mash1, Neurogénines (Ngn1-3) et Math1
sont capables d’induire individuellement la différenciation neuronale. A 'opposé, les
autres genes codant des facteurs de transcription a domaine bHLH n’ont pas une
fonction proneurale et ne sont donc pas suffisants pour induire la différenciation

neuronale. Toutefois, ces genes participent a la spécification des différents types
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neuronaux. Par exemple, les membres de la famille NeuroD sont des genes de

différenciation (Farah et coll, 2000).

2.2.3.7. Les autres fonctions des facteurs de transcription a bHLH au

cours de la mise en place du SNC.

Ainsi, certains genes codant les facteurs de transcription a domaine bHLH
participent a la spécification des différents types neuronaux. Par exemple, le gene
proneural Mash1 est exprimé dans la partie ventrale du télencéphale et joue un role
crucial dans la spécification des neurones GABAergiques. Dans la partie dorsale du
télencéphale, Ngn2 est impliqué dans la spécification des neurones glutamatergiques
(Fode et coll, 2000; Parras et coll, 2002). De plus, dans la partie dorsale du
télencéphale, en absence de Ngn2, Mash1 est exprimé de maniere ectopique et il est
responsable de la spécification de neurones GABAergiques ectopiques. Ainsi, les génes
proneuraux tels Mash1 et Ngns sont capables de controler la spécification de différents
types neuronaux. En effet, Mash1 est impliqué dans la spécification de multiples types
neuronaux dans le SNC et le SNP. Il est important pour la spécification des neurones
GABAergiques, comme dans le télencéphale et dans la moelle épiniere, les neurones
sérotoninergiques dans le cerveau postérieur et aussi les neurones
catécholaminergiques du systeme sympathique (Fode et coll, 2000 ; Parras et coll,
2002 ; Goridis et Rohrer, 2002 ; Pattyn et coll, 2004 ; Tsarovina et coll, 2004). Ngn2 est
aussi impliqué dans la spécification d’autres types de neurones, interneurones dorsaux
et motoneurones dans la moelle épiniére (Fode et coll, 2000 ; Helms et coll, 2005).

L’expression combinée de différents genes codant des protéines a domaine bHLH,
et d’autres geénes codant des protéines a homéodomaine, est importante pour la
génération de divers types neuronaux. Par exemple, dans la rétine ou les progéniteurs
neuronaux donnent naissance a 6 types de neurones, Math3 et NeuroD sont nécessaires
a la différenciation des cellules amacrines tandis que Mash1 ou Math3, associé a Chx10,
induit I'expression de neurones bipolaires (Hatakeyama et coll, 2001 ; Inoue et coll,
2002).

Enfin, certains genes proneuraux participent aux mécanismes de spécification et

de différenciation des cellules gliales, comme par exemple, le gene Mash1. Des études de
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lignage génétique chez la souris, ont révélé que, dans la moelle épiniére d’embryons de
souris, Mash1l est exprimé dans les progéniteurs neuronaux a E10.5 et dans les
progéniteurs des oligodendrocytes OPCs a E16.5. Ainsi, Mash1 permet de spécifier les
interneurones et secondairement, les oligodendrocytes (Battiste et coll, 2007). Mash1 et
un des deux genes codant une protéine a domaine bHLH, Oligl et Olig2, ont un role
synergique dans la génération des OPCs (Gokhan et coll, 2005 ; Parras et coll, 2007).
D’autres genes sont également impliqués dans la spécification des cellules neuronales et
gliales et notamment Olig2. En effet, dans la moelle épiniére embryonnaire, Olig2 est
d’abord nécessaire a la différenciation des motoneurones, puis plus tardivement, il joue
un roéle clé dans la spécification et la différenciation des OPCs en oligodendrocytes (Pour
revue ; Wegner, 2001 ; Park et coll, 2002 ; Takebayashi et coll, 2002 ; Pour revue;
Rowitch, 2004). Tres récemment, une étude a établi que la combinaison de genes codant
les protéines a domaine bHLH (Mash1, Ngn1-3) avec d’autres genes codant d’une part,
pour des facteurs de transcription a homéodomaine (Pax6, Nkx2.2) et d’autre part pour
des inhibiteurs de la neurogenése (Id1-2, Hes1) est essentielle au développement des

cellules gliales (Sugimori et coll., 2007).
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3. Polarisation du tube neural.

Au cours du développement embryonnaire du SNC, la partie rostrale du tube
neural se renfle pour former 3 vésicules (le prosencéphale, le mésencéphale et le
rhombencéphale) tandis que la partie caudale s’allonge. Suivant I'axe antéropostérieur,
ces 3 vésicules se subdivisent pour former 5 vésicules : le télencéphale et diencéphale
(dérivent du prosencéphale), le mésencéphale, le métencéphale et le myélencéphale. Au
sein de chacune de ces régions, les mécanismes de régionalisation de l'axe DV
établissent la diversité des types neuronaux.

Le choix du programme génétique de différenciation des différentes populations
neuronales dans le tube neural dépend donc de la position des progéniteurs neuraux
suivant I'axe DV et 'axe AP. Les deux systemes qui définissent les axes AP et DV sont
activés simultanément durant les étapes de développement tres précoces (des le stade
plaque neurale - gouttiére neurale). Ces deux axes permettent d’établir un systéme de
coordonnées spaciales pour le positionnement des progéniteurs neuraux a I'intérieur du

tube neural.

3.1. Les mécanismes de mise en place de I'axe antéropostérieur du

tube neural.

Plusieurs classes de facteurs secrétés sont impliquées dans la polarisation
antéropostérieure du tube neural et notamment dans l'acquisition du caractére neural
postérieur. Ces facteurs sont les FGFs (Fibroblast growth factors), I'acide rétinoique
(AR), les BMPs (Bone morphogenetic proteins), les WNTs (Wingless Integrated) et
'activité inductrice du mésoderme paraxial caudal (PMC). Ces signaux proviennent
essentiellement de tissus non neuraux (mésoderme paraxial caudal, endoderme) en
contact avec le tissu neural (Doniach, 1995 ; Storey et coll,, 1998 ; Bang et coll, 1999).

En effet, des expériences d’ablation et de greffe de PMC contre le tube neural,
chez I'embryon de poulet ont montré que le PMC est nécessaire au maintien du

programme génétique responsable du caractere caudal du tube neural.
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Au cours de l'allongement du tube neural suivant I'axe AP et la maturation du
tube neural, I'extinction de I'expression des genes caudaux s’accompagne de I'activation
d’autres genes liés a la polarisation DV du tube neural (Bertrand et coll, 2000 ; Diez del

Corral et coll, 2002 ; Diez del Corral et coll, 2003).

3.1.1. Rdle de la signalisation FGF.

Différentes expériences ont permis de proposer un modele selon lequel
I'exposition des cellules du tube neural aux FGFs, impose de maniére générique, la
caractéristique neurale caudale du tube en formation (Muhr et coll, 1999). La
transduction du signal FGF peut étre médiée par 3 voies principales :

% Lavoie Ras/MAPK
¢ Lavoie de la PLCy/Ca2+
% Lavoie de la PI3K/AKT

La transduction du signal FGF par les voies Ras/MAPK et PI3K/AKT entraine une
cascade d’activation par phosphorylation, permettant l'activation de facteurs de
transcription tels que c-Myc, AP1 et les membres de la famille Ets (Figure 11). La
transduction du signal par la voie PLCy/Ca2* abouti a l'activation de la PKC et la
libération de Ca?* intracellulaire notamment au cours des mécanismes de caudalisation
du tube neural chez le xénope (Pour revue Brottcher et Niehrs, 2005).

La voie FGF joue un réle majeur dans le maintien des caractéristiques caudales du
tube neural, mais ce n’est pas le seul mécanisme puisque les somites (issus du
mésoderme paraxial) sont aussi impliqués dans la maturation du tube neural (Diez del
Corral et coll, 2003). L’allongement progressif du tube neural dans I’axe AP est associé a
la maturation progressive du tube neural, de la partie rostrale vers la partie caudale. Il y
a la nécessité d’extinction progressive de la signalisation FGF le long de I'axe AP afin de
permettre la maturation. Les somites produisent un facteur diffusible capable d’inhiber
I'effet des FGFs et induire la maturation du tube neural. Ce facteur diffusible a été

identifié comme étant 'acide rétinoique (AR).
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Figure 11| Voie de signalisation intracellulaire des FGFs.

(D’apres Bottcher et Niehrs, 2005)

La formation du complexe ternaire FGF-héparine-FGFR (FGFR, est le récepteur au FGF), conduit a
I’autophosphorylation et a I'activation de cascades de signalisation intracellulaires telle que la voie Ras/MAPK
(en bleu), la voie AKT/PI3Kinase (en vert) et la voie PLCy/Ca2+ (en jaune). Les protéines communes a deux voies
de signalisation intracellulaires sont hachurées (rayures bleues et vertes). Les membres du groupe de
synexpression de FGF sont illustrés en rouge.

La cascade Ras/MAPK est activée par la fixation de Grb2 qui phosphoryle FRS2. La conséquence de la formation
du complexe Grb2/SOS induit en cascade I'activation de Ras et celle des Kinases.

Les 3 routes par lesquelles les récepteurs FGFRs peuvent activer la voie AKT/PI3 kinase sont indiquées.
Premiérement, Gabl peut se fixer a FRS2 indirectement, par l'intermédiaire de Grb2. Il en résulte la
phosphorylation de la tyrosine et I'activation de la voie AKT/PI3 Kinase par lintermédiaire de p85.
Deuxiemement, p85 (sous-unité régulatrice de PI3 Kinase) peut se fixer au FGFR et phosphoryler le résidu
tyrosine. De maniére alternative, I'activation de Ras peut induire la localisation et I'activation de la sous-unité
catalytique p110 de la PI3-kinase.

AA : Acide Arachidonique ; DAG : diacylglycérol ; Pl; : inositol-1,4,5-triphosphate.
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3.1.2. Role de la signalisation Acide Rétinoique dans le patron d’expression
AP.

L’AR est impliqué dans de nombreux processus développementaux. Au cours du
développement embryonnaire du SNC, il joue un role important dans I’établissement du
patron d’expression suivant les axes antéropostérieur et dorsoventral. Il est synthétisé
dans les somites a partir de la vitamine A, par une enzyme clé, la rétinaldéhyde
deshydrogénase-2 (RALDH-2). Ainsi, I'AR produit par les somites va diffuser vers le tube
neural. Dans les cellules neurales, il se fixe sur un transporteur cytoplasmique CRABP
(cytoplasmic retinoic acid binding protein) puis entre dans le noyau ou il se fixera a des
récepteurs a l'acide rétinoique (RAR et RXR). Les complexes AR-RAR/RXR
s’hétérodimérisent afin de se fixer sur des séquences spécifiques de ’ADN, la séquence
RARE (Retinoic acid responsive element), localisées sur les genes cibles, afin d’en activer
la transcription (Maden, 2000). Chez les vertébrés, plusieurs genes proneuraux et
neurogéniques sont controlés par I’AR. Des études effectuées chez le xénope ont montré
que I'AR est impliqué dans l'induction de l'expression de genes permettant la
différenciation neuronale tels que Xash3, X-ngn1, X-Deltal et N-Tubuline (Papalopulu et
Kintner, 1996 ; Franco et coll, 1999). Cette induction de la différenciation neuronale
implique la répression de genes inhibiteurs de la neurogenese (Zic2 et X-Shh par
exemple) par les complexes AR-RAR/RXR (Franco et coll, 1999 ; Bastien et Rochette-
Egly, 2004 ; Maden, 2002).

Par ailleurs, des greffes de billes saturées de FGF8 ou d’AR chez I'embryon de
poulet ont montré qu'’il existe une régulation croisée entre les FGFs et 'AR. En effet, 'AR
est capable d’inhiber I'expression de FGF8 dans le tube neural tandis que FGF8 empéche
a son tour I'expression de la RALDH-2 (Diez del Corral et coll, 2003). En résumé, le bon
développement antéropostérieur du tube neural nécessite la signalisation FGF
provenant du PMC, qui maintient la partie caudale du tube dans un état immature pour
permettre l'allongement du tube. Au cours de l'allongement du tube neural, les
programmes génétiques de spécification et de différenciation des progéniteurs
neuronaux sont activés selon un gradient rostro-caudal.

La restriction de I'expression de la RALDH-2 par le signal FGF est cruciale dans

I’établissement de la distinction précoce entre cerveau postérieur et moelle épiniere. En
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effet, 'AR est impliqué dans l'organisation du patron d’expression le long de I'axe AP,
suivant un gradient d’AR avec une forte concentration a l'extrémité caudale. La
répartition de I’AR dans I'embryon résulte des patrons d’expression complémentaires de
RALDH2 et de CYP26A1 (cytochrome P450, enzyme de dégradation de I’AR). RALDH2
est exprimée dans le mésoderme latéral et dans le mésoderme présomitique présomptif,
tandis que CYP26A1 est exprimée au niveau des cerveaux moyen et antérieur
présomptifs. Les territoires d’expression de RALDH2 et CYP26A1 sont séparés par un
espace correspondant au cerveau postérieur présomptif (Niederreither et coll, 1997 ;
Swindell et coll, 1999; Maden, 1999; Niederreither et coll. 2000). Ainsi, ces
observations renforcent le modele selon lequel, le gradient en AR se forme entre la
moelle épiniére présomptive (source) et le cerveau moyen présomptif. Le gradient en
AR permet l'induction de l'expression de génes « postérieurs », (notamment les genes
Hox, Krox20, Pax3, En1l, Wntl,...) et la répression de genes « antérieurs » tels que Otx2 et
DIx1 (Conlon et Rossant, 1992 ; Andreazzoli et coll, 1997 ; Koide et coll, 2001 ; Bel-
Vialar et coll,, 2002 ; Pour revue, Gavalas et Krumlauf, 2000 ; Maden, 2002). Ce gradient
est ainsi impliqué dans I'établissement de l'identité moléculaire des segments
neuromériques ou rhombomeres formés au sein du rhombencéphale. En effet, des
expériences de perte et de gain de fonction ont révélé que l'identité de chaque
rhombomeére est définie par l'expression d’'une combinaison de geénes Hox, génes
homéotiques sélecteurs (code Hox). L’expression de certains de ces genes est
extrémement sensible a la concentration en AR (Jonk et coll. 1994 ; Marshall et coll,
1992 ; Niederreither et coll, 2000; Pour revue, Maden, 2002 ; Kiecker et Lumsden,
2005).

L’altération de la signalisation AR affecte le développement du cerveau
postérieur. En effet, de fortes concentration en AR éliminent ou alterent la partie
antérieure du cerveau postérieur (rl, r2 et r3). A l'opposé, la diminution de la
signalisation AR élimine ou altére la partie postérieure du rhombencéphale (r4, r5, r6 et
r7) (Marshall et coll, 1992 ; Gould et coll, 1998 ; Godsave et coll, 1998 ; pour revue,
Maden, 2002).

D’autres voies de signalisation, telle que la signalisation WNT, sont également

impliquées dans I'établissement de la polarité AP.
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3.1.3. Role de la signalisation WNT dans le patron d’expression AP.

Les WNTs constituent une famille de glycoprotéines sécrétées qui contrdle de
multiples processus tels que la prolifération cellulaire, la polarité et les mouvements
cellulaires, I'apoptose,... Plusieurs études ont démontré I'importance de la signalisation
WNT, dans I'induction du caractére neural caudal. Ainsi, I'activation ectopique de la voie
WNT/B-caténine, inhibe la mise en place des structures neurales antérieures (McGrew
et coll, 1995 ; McGrew et coll, 1997). A I'opposé, I'inhibition de la signalisation WNT, par
la perte de fonction de Wnt8, induit I’expansion de marqueurs antérieurs et I'altération
du caractere neural caudal (Glinka et coll, 1997 ; Erter et coll, 2001 ; Lekven et coll,
2001), par exemple.

Il existe un gradient de signalisation WNT qui est impliqué dans la mise en place
de I'axe antéropostérieur et notamment dans 'induction de marqueurs du tube neural
postérieur (Kiecker et Niehrs, 2001 ; Darken et Wilson, 2001 ; Nordstrom et coll, 2002).
La régulation de la signalisation WNT est nécessaire a I'établissement du patron AP du
tube neural. En effet, I'activation de la voie WNT est modulée a différents niveaux, par
des antagonistes tels que les protéines sécrétées DKK1 (Dickkopf-1) (Glinka et coll,
1998 ; Hashimoto et coll, 2000 ; Kazanskaya et coll, 2000; Mukhopadhyay et coll,
2001), Cerberus et FRZB1 (Frizzled-related protein B1), et également les facteurs de
transcription Tcf3 et Tcf3b qui régulent négativement la signalisation WNT (Kim et coll,

2000 ; Dorsky et coll,, 2003).
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3.2. Les mécanismes de mise en place de I'axe dorsoventral du

tube neural.

Dans le tube neural, la mise en place de I'axe dorsoventral (DV), comme celle de
I'axe antéropostérieur (AP) implique des facteurs secrétés ou signaux inducteurs tels
que les BMPs, les TGF( (Transforming growth factor-f), les FGFs, I'acide rétinoique (AR)
et la protéine Sonic Hedgehog (SHH). Certains de ces facteurs diffusibles sont
synthétisés par des groupes de cellules distinctes localisées soit au pdle dorsal (cellules
constituant le toit ou roof plate du tube et une partie des cellules ectodermiques au péle
dorsal du tube), tels que les BMP, soit au péle ventral (cellules de la plaque du plancher
ou floor plate et les cellules de la notochorde), tel que Sonic hedgehog (Shh).

Le tube neural est caractérisé par une organisation originale des différentes
populations neuronales suivant I'axe DV. Ces différents facteurs diffusibles (BMPs, TGF-
B, ..), dont l'expression sous forme de gradient, jouent un réle crucial dans les
mécanismes de détermination de l'identité neuronale et donc dans I'extension de la
diversité des populations neuronales présentes dans le tube neural.

Par exemple, dans la moelle épiniere adulte, le bon fonctionnement des circuits
neuronaux dépend de la mise en place coordonnée des différentes populations
neuronales suivant I'axe DV dans la moelle épiniére embryonnaire, dans laquelle on
distingue dorsalement les futurs éléments sensoriels (interneurones dorsaux) et
ventralement les éléments moteurs (interneurones ventraux, neurones moteurs). Les
migrations cellulaires permettent ensuite la mixité des neurones nés dans ces deux
parties.

Nous nous intéresserons aux mécanismes de spécification des différents types
neuronaux dans moelle épiniere embryonnaire. En effet, de part son organisation selon
I'axe DV, la moelle épiniere constitue un modele de choix pour I'étude des mécanismes

responsables de la diversité neuronale.
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4. La spécification des différents tvpes neuronaux dans la moelle

épiniére embryonnaire.

Les différents types neuronaux du SNC doivent étre générés en nombre suffisant
a des positions bien définies et de maniére bien coordonnée dans le temps. La
spécification neuronale est définie comme étant I'ensemble des mécanismes génétiques
et moléculaires responsables de la détermination du devenir des progéniteurs
neuronaux, c’est-a-dire, les mécanismes a l'origine de la diversité neuronale. En effet,
suivant leur localisation dans le systéme nerveux embryonnaire (suivant l'axe
antéropostérieur et l'axe dorsoventral), les progéniteurs neuraux auront un destin
différent et s’engageront dans des programmes de différenciation distincts. Le devenir
des progéniteurs neuraux est étroitement lié aux processus de mise en place des axes
antéropostérieur (AP) et dorsoventral (DV) du tube neural. La production des différents
types neuronaux dans l'espace et dans le temps est coordonnée par des programmes
développementaux spécifiques en fonction des différentes subdivisions du tube neural

suivant les axes AP et DV

4.1. Les meécanismes de spécification et de différenciation

neuronale dans la moelle épiniére.

La zone ventriculaire du tube neural embryonnaire qui est composée de
progéniteurs neuraux (cellules pluripotentes indifférenciées), est subdivisée en
plusieurs territoires suivant I'axe DV. Cette subdivision en différents territoires de
différenciation est définie par des gradients morphogenes dont les mieux décrits sont
ceux des BMPs pour la partie dorsale et celui de SHH pour la partie ventrale. Ces
gradients morphogénétiques correspondent a des niveaux d’activation différents de ces
voies de signalisation, qui controlent de maniere sélective I'expression de déterminants
intrinseques aux progéniteurs neuronaux. Autrement dit, le devenir des progéniteurs
neuraux, et donc I'activation de I'expression de ces déterminants, dépend de la nature et

de la concentration du morphogene a laquelle ils sont exposés. Les différents marqueurs
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moléculaires activés au sein d'un programme transcriptionnel permettent de

caractériser le type de neurones générés par ce programme.

4.1.1. Spécification neuronale dans la partie dorsale de la moelle épiniére.

4.1.1.1. Les différentes populations neuronales dorsales.

Les cellules situées a I'extrémité dorsale du tube neural forment un groupe de
cellules qui ne se différencient pas en neurones et qui constituent le toit ou « roof plate »
(RP). Il a été établi que les cellules du toit (roof plate) et les cellules de '’ectoderme sus-
jacent au tube neural, synthétisent et secretent des morphogenes, notamment les BMPs,
qui sont impliqués dans le patron d’expression de la partie dorsale du tube neural. Dans
la zone ventriculaire (ZV) de la partie dorsale du tube neural, on distingue 6 territoires
distincts caractérisés, par 'expression de marqueurs moléculaires (Figure 12).

Les progéniteurs neuronaux localisés dans ces différents territoires, génerent 6
classes d’interneurones dorsaux appelés dI1 a dI6 caractérisés respectivement par
I'expression de genes codant pour des protéines a domaine bHLH (Math1, Mash1, Ngn1
et Ngn2), des génes Pax dorsaux (Pax3 et Pax7) et de genes a homéoboite LIM codant
pour des facteurs de transcription tels que Lbx1 et Lmx1 (Helms et Johnson, 2003).

Le patron d’expression de la moelle épiniere embryonnaire dorsale dépend de
I'activité inductrice des cellules du toit, puisque l’ablation de cette structure, par
manipulation génétique, provoque une désorganisation des territoires dorsaux
accompagnée de I'absence des populations neuronales correspondantes a ces territoires
(Lee et coll, 2000). Les cellules du toit et de I'ectoderme sus-jacent au tube neural
expriment des BMPs et notamment BMP4, BMP5 et BMP7. Les BMPs sont des ligands
extracellulaires qui appartiennent a la superfamille des TGF-B incluant 2 autres sous
familles : TGF-B et Activine.

La signalisation TGF-3 contrdle une large gamme de processus tels que la mise en
place d’'un programme d’expression génétique spécifique de cellule, la prolifération

cellulaire, la mort cellulaire programmeée ou apoptose et la différenciation cellulaire.
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Roof plate Figure 12| Patron dorsal d’expression génétique de
la moelle épiniere.

(D’apres Liu et Nisweter, 2005)

Représentation schématique de la «roof plate » qui
exprime les BMPs et d’autres membres de la famille TGF-
B. Les progéniteurs neuraux sont d’abord subdivisés en
larges territoires suivant I'axe dorsoventral, par
I’expression différentielle des genes a homéoboites Pax
(coté gauche). Les BMPs activent I'expression des génes
Pax dorsaux et définissent la frontiére dorsale en
réprimant I'expression de Pax6 dans la partie dorsale du
tube neural. Le tube neural est alors subdivisé par
I’expression de facteurs de transcription a domaine bHLH
(coté droit). Ce processus est finement régulé par la voie
BMP. Les niveaux élevés de BMPs définissent le domaine
Mathl (le plus dorsal) et des niveaux plus faibles
définissent les autres populations neuronales moins
dorsales qui expriment Neurogénine 1 et 2 (Ngn1/2) ou

Mash1.
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Figure 13| Voie de signalisation des BMPs.

(D’apres Simic et Vukicevic, 2007)

Un membre de la famille BMP induit la formation d’'un complexe hétérodimérique entre 2 récepteurs BMP

(BMPRs). Le récepteur de type Il posséde une activité kinase qui phosphoryle le récepteur de type | et active la
signalisation intracellulaire. BMPR-I active Smad1-Smad5-Smad8 qui forme des complexes hétérodimériques
avec Smad4, ces complexes sont transloqués dans le noyau ou ils vont agir directement ou indirectement par

I'intermédiaire d’autres molécules, pour controler I'expression des genes cibles. Les Smad inhibiteurs (Smad6-

Smad?7) inhibent spécifiquement la voie BMP. Les antagonistes, les co-récepteurs activateurs ou inhibiteurs et
Smurf sont impliqués activement dans le maintien de ’lhoméostasie du tissu BMP et exercent une régulation
croisée avec les autres voies de signalisation.
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4.1.1.2. La signalisation BMP.

Les BMPs sont des ligands extracellulaires formant des complexes
hétéromériques ou homomériques qui se fixent sur deux types de récepteurs
transmembranaires a activité sérine-thréonine kinase. On distingue différents types de
récepteurs de type I (ALK2, ALK3/BMPRIA et ALK6/BMPRIB) et de récepteurs de type II
(BMPRII, ACTRIIA et ACTRIIB). Lorsque les ligands se fixent sur ces récepteurs, ils
activent ces récepteurs qui transduiront le signal par l'intermédiaire de I'activation de
différentes protéines appartenant a la famille Smad (Figure 13). Les protéines Smad
(homologues des protéines SMA de C. elegans et des protéines MAD (mothers against
decapentaplegic) de drosophile) jouent un réle central dans la transduction du signal
TGF-B. Les protéines Smad sont classées en 3 groupes (Pour revue ; Massagué et coll,
2005) suivant leur fonction :

% R-Smad (Smadl, Smad2, Smad3, Smad5, Smad8) sont régulés par
phosphorylation par I'intermédiaire de I'activité sérine/thréonine kinase

des récepteurs. Smad1/5/8 sont les principaux transducteurs du signal

BMP tandis que Smad2/3 sont les transducteurs du signal TGF3/Activine.

R/
L X4

Co-Smad (Smad4) est le partenaire universel des R-Smad activés.

R/
L X4

[-Smad sont des inhibiteurs (Smad6 et Smad7).

La fixation des ligands BMP sur les récepteurs BMPRI et BMPRII entraine
'activation de BMPRII qui va phosphoryler BMPRI, qui a son tour va phosphoryler et
activer des R-Smad (Smad1/5/8). Les R-Smad activés vont s’associer a Smad4 (Co-
Smad) et former un complexe multimérique Co-Smad/R-Smad. Ce complexe sera
transloqué dans le noyau ou il va s’associer a des co-activateurs ou des co-répresseurs
qui vont se fixer a 'ADN comme facteur de transcription et contréler I'expression de
genes cibles.

Des études génétiques et moléculaires réalisées chez des embryons de poissons-
zébres mutants présentant divers degrés d’atténuation de la 'activité de la signalisation
BMP, ont montré des modifications dans le patron d’expression DV responsable de la
perte des neurones sensoriels dorsaux et de I'expansion d’interneurones intermédiaires
(Barth et coll, 1999 ; Nguyen et coll, 2000). Ces expériences appuient I'hypothese du
meécanisme dose-dépendant de l'activité des BMPs. Des études menées dans un contexte
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de gain de fonction chez I'embryon de poulet, par électroporation de vecteurs
permettant I'expression de formes actives du récepteur BMP dans le tube neural, a
différentes concentrations, ont révélé I'induction ectopique de Pax7 en position plus
ventrale, la répression de Pax6, I'induction de Msx1 et Msx2 et la répression de Dbx1 et
de Dbx2. D’autre part, 'activation de la voie des BMPs induit I'expression d’autres génes
de spécification neuronale tels que Cath1l (homologue de Math1), tandis que celle de
Cashl (homologue de Mash1), Ngn1 et Ngn2 est réprimée (Timmer et coll, 2002). Enfin,
d’autres expériences de perte de fonction pour les genes encodant les 2 types de
récepteurs BMPRIa et BMPRIb, montre que 1'absence de BMPs induit la perte des dI1 et
la respécification de ces interneurones en dI2 (Wine-Lee et coll, 2004). Ces résultats ont
confirmé l'existence du gradient morphogene BMP et son role crucial dans les
mécanismes de spécification des interneurones dorsaux.

Gdf7, un autre membre de la famille des BMPs, est exprimé dans les cellules du
toit chez I'embryon de poulet et de souris (Lee et coll, 1998). Gdf7 joue un réle dans le
patron d’expression dorsal car il est capable d’induire I'expression de Math1 (Cath1 chez
le poulet) et de spécifier les interneurones dI1.

D’autres signaux extracellulaires provenant des cellules du toit sont également
impliqués dans le patron d’expression DV, tels que les WNTs (Wingless integrated) et en
particulier WNT1 et WNT3a. Il a été suggéré que ces signaux ont une fonction mitogene,
suivant un gradient de concentration tout comme les BMPs. Les embryons de souris
portant la double mutation nulle Wnt1-/-; Wnt3a/- présentent une expression normale
des BMPs et de Gdf7 mais un déficit de neurones dI1 et dI2 et un exces de dI3
(Muroyama et coll, 2002). Cependant, 'étude d’embryons de souris provenant de
doubles mutants pour les récepteurs BMPRIa et BMPRIb montre une diminution
importante de I'expression de Wntl et Wnt3a (Wine-lee et coll, 2004), ce qui indique
que les WNTs agissent en aval de la signalisation BMP.

En résumé, les nombreuses expériences de perte et de gain de fonction suggerent
fortement que la signalisation TGF-f joue le réle de morphogene permettant de définir
les différents territoires de spécification des interneurones dorsaux en fonction de la

concentration en TGF-f3.
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4.1.2. Spécification neuronale dans la partie ventrale de 1a moelle épiniére.

Dans la partie ventrale de la moelle épiniere embryonnaire, l'identification de
marqueurs moléculaires, notamment de facteurs de transcription, a permis de mettre en
évidence 'existence de 5 territoires de spécification des progéniteurs neuraux. Chaque
territoire est caractérisé par I'expression d’'une combinaison de génes qui lui est propre.
Ces différents génes codent pour des facteurs de transcription responsables de la
spécification de ces progéniteurs (Ericson et coll, 1997a; Pierani et coll, 1999 ; Briscoe
et coll, 2000). Dans les 5 territoires ventraux, les progéniteurs neuronaux produisent 4
classes d'interneurones ventraux (V0, V1, V2 et V3) et les motoneurones (MN).

Des expériences réalisées chez I'’embryon d’amphibien et de poulet, notamment
de greffe de notochorde en position ectopique, pres du tube neural, ont montré que
celle-ci est capable d’induire la formation de cellules de la plaque du plancher (ensemble
des cellules les plus ventrales qui séparent les parties gauche et droite du tube) et des
territoires ventraux en position ectopique (Watterson et coll, 1955; Van Straaten et
coll, 1985 ; Jessell et Dodd, 1990 ; Placzek, 1995). De plus, des études moléculaires qui
se sont focalisées sur lidentification des signaux moléculaires responsables de
I’établissement du patron d’expression DV de la partie ventrale du tube neural ont
démontré que la protéine Sonic Hedgehog (SHH), secrétée par la notochorde et les
cellules de la plaque du plancher, joue un rdéle crucial dans ce processus
développemental.

En effet, le gene Shh appartient a la famille Hedgehog qui a été identifiée par
homologie avec le gene Hedgehog de drosophile (Echelard et coll, 1993 ; Chang et coll,
1994 ; Roelink et coll, 1994). La famille Hedgehog comprend 3 membres, Desert
Hedgehog (Dhh), Indian Hedgehog (Ihh) et Sonic Hedgehog (Shh). Le géne Shh code
pour une protéine diffusible et est exprimé par les cellules de la notochorde (provient du
mésoderme axial) et les cellules de la « floor plate » ou plaque du plancher. L'importance
de SHH a été confirmée par de nombreuses expériences en contexte de perte de fonction
chez I'embryon (Chiang et coll, 1996; Ericson et coll, 1996). Par ailleurs, des
expériences de culture d’explants de tube neural in vitro, ont démontré que SHH est
suffisant pour induire les différentes populations ventrales de moelle épiniere en

fonction de la concentration en protéine SHH (Marti et coll, 1995 ; Roelink et coll, 1995 ;
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Ericson et coll, 1996). Ainsi, de faibles concentrations en SHH sont suffisantes pour
induire les populations ventrales les plus éloignées de la source de Shh, comme les
interneurones V0, V1 et V2, tandis que des concentrations élevées sont nécessaires pour
induire les motoneurones et des concentrations tres élevées pour les interneurones V3
et les cellules de la plaque du plancher (Roelink et coll, 1994) (Figure 14).

L’activation ectopique de la signalisation SHH induit la différenciation de
neurones ventraux en position ectopique (Hynes et coll, 2000) tandis que le blocage de
la signalisation SHH inhibe la génération des neurones ventraux et entraine I'’émergence
de neurones présentant des caractéristiques de neurones dorsaux (Wijgerde et coll,
2002 ; Briscoe et coll, 2001).

L’ensemble de ces études conforte le modele selon lequel, SHH agit en
morphogene selon un gradient de concentration qui définit les 5 classes de neurones
ventraux en régulant l'expression d'une série de facteurs de transcription qui
appartiennent a la famille des protéines a homéodomaine (HD) et également en
induisant I'expression d’un facteur de transcription a domaine bHLH, Olig2 (Briscoe et
coll, 2000 ; Briscoe et Ericson, 2001 ; Novitch et coll, 2001).

Ces facteurs de transcription ont été subdivisés en 2 classes, en fonction du mode
de régulation de leur expression par SHH. L’expression de chaque géne codant des
protéines de classe I est réprimée a des seuils distincts de 'activation de la voie SHH, ce
qui limite leur expression dans la partie ventrale du tube, tandis que I'expression des
genes codant les protéines de classe II est activée par la signalisation SHH. L’expression
des génes codant les protéines de classe II sera alors limitée dorsalement, du fait de
I’éloignement des centres générateurs de SHH. Par ailleurs, des expériences de gain et de
perte de fonction, réalisées respectivement chez I'embryon de poulet et de souris, ont
mis en évidence I'existence de répressions croisées complémentaires entre les protéines
de classe Il et les protéines de classe I (Figure 17).

Ces interactions sont responsables de I'établissement des frontieres d’expression
de ces genes dans le tube neural ventral et par conséquent de la délimitation des 5
territoires de différenciation (Ericson et coll, 1997b; Briscoe et coll, 1999, 2000 ;
Novitch et coll, 2001).
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Figure 14| L’expression de Shh par Ila
notochorde et la floor plate par rapport au
patron d’expression ventral du tube neural.

(D’apres Jessell, 2000)

(A) Coupe transversale de moelle épiniere
d’embryon de poulet au stage HH18 montrant
I’expression du gene Shh dans la notochorde et la
« floor plate » (par hybridation in situ).

(B) Coupe transversale de moelle épiniére
d’embryon de poulet au stade HH18 montrant
I’expression de la protéine SHH par la notochorde et
la « floor plate ».

(C) Exemple d’'un modeéle résumant l'influence de
Shh sur la spécification de I'identité des progéniteurs
neuronaux de la partie ventrale du tube neural. Dans
la partie gauche du tube neural ventral, le gradient
d’activité SHH est représenté par des points bleus
distribués suivant un profil : haut niveau d’activité
SHH en ventral et faible niveau d’activité SHH en
dorsal. Dans la partie droite du tube neural, les 5
classes de neurones générées en réponse au
gradient de signalisation SHH. VO0-V3 indique 4
classes différentes d’interneurones ventraux. MN
indique les motoneurones et FP pour la « floor
plate ». A droite, le profil de génération des
neurones a partir d’explants de tube neural cultivés
en présence de différentes concentrations du
fragment N-terminal recombinant de SHH, appelé N-
SHH.

D : tube neural dorsal, V : tube neural ventral
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4.1.2.1. La transduction du signal Sonic Hedgehog.

Dans les cellules de la notochorde et de la plaque du plancher, qui synthétisent
SHH, la protéine SHH subit un clivage protéolytique lié a I'activité protéase de son
propre domaine catalytique localisé dans la partie C-terminale. Le fragment N-terminal-
SHH (N-SHH) va subir deux modifications post-transcriptionnelles :

% Ajout d’un groupe cholestérol a I'extrémité N-terminale.
% Ajout d’un groupe palmitoyl a I'extrémité C-terminale.

Dans tous les systémes sensibles a SHH, ces modifications jouent un réle
important dans la régulation de 'activité de N-SHH puisque ces modifications favorisent
la sécrétion et 'activité a longue distance de N-SHH. Par exemple dans la moelle épiniere
ventrale, apres sécrétion de la protéine N-SHH par les cellules de la plaque du plancher,
un gradient morphogene ventrodorsal s’établit. N-SHH se fixe sur le récepteur Patched1
(Ptcl) présent a la surface des cellules cibles, ce qui entraine 'activation d'une cascade
d’évenement dans la cellule receveuse du signal (Pour revue ; Riobo et Manning, 2007)
(Figure 15).

Le récepteur Ptcl est une protéine a 12 domaines transmembranaires qui,
lorsqu’il n’est pas activé, inhibe une autre protéine a 7 domaines transmembranaires
couplée a une protéine G, appelée Smoothened (Smo). L’'interaction du récepteur Ptcl
avec N-SHH abolit I’effet inhibiteur de Ptc sur Smo qui va transduire le signal SHH vers le
noyau de la cellule receveuse. Le processus de transduction du signal SHH par
I'activation de Smo, encore mal connu chez les vertébrés, est contrélé par des
interactions complexes et des modifications d'un grand nombre de protéines
cytoplasmiques (Ingham et coll, 2001). Des études moléculaires effectuées chez la
drosophile ont été trés utiles pour mieux comprendre les mécanismes moléculaires
basiques de transduction du signal SHH.

Chez les vertébrés, 3 genes Gli distincts, homologue a Ci (Cubitus interruptus),
ont été identifiés. Gli1, Gli2 et Gli3 sont tous les 3 exprimés dans le tube neural (Hui et
coll, 1994 ; Lee et coll, 1997 ; Sasaki et coll, 1997 ; Ruiz i Altaba, 1998, 1999).

Les geénes de la famille Ci/Gli codent pour des facteurs de transcription

comprenant un domaine de fixation a I’ADN tres conservé, contenant 5 doigts de zinc de
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type C2-H2. Toutes les protéines Ci/GLI ont la capacité de se fixer sur ’ADN au niveau
d’une séquence consensus de type GACCACCCA (Kinzler et Vogelstein, 1990). De plus, les
facteurs de transcription GLI possedent un domaine C-terminal transactivateur mais
seul GLIZ et GLI3 possédent un domaine répresseur N-terminal.

Le contrdle de l'activité de Ci implique de nombreux facteurs qui interagissent
avec Ci et modifient la protéine Ci (excision, clivages protéolytiques).

En effet, en absence d’activation de Ptc par SHH, la protéine Ci est associée a un
complexe dans le cytoplasme, par I'intermédiaire de la protéine Cos-2 (Costal-2 est une
protéine appartenant aux kinésines). Ce complexe contient la protéine kinase Fu (Fused)
et la protéine SuFu (Suppressor of Fused), et il modifie Ci en répresseur de la
transcription CiR afin de réprimer I'’expression des génes cibles de SHH. De plus, CiR est
impliqué dans la phosphorylation de Ci par la PKA (Protéine Kinase A), GSK3 (Glucose
synthase kinase-3) et SiImb (Supernumerary limbs). La fixation de N-SHH sur Ptc permet
la levée de I'inhibition de Smo. L’activation de Smo entraine le recrutement du complexe
Cos-2 probablement par I'activité kinase de Fus et SuFu et la libération de la protéine Ci
entiere, sous forme d’activateur transcriptionnel qui va étre transloqué dans le noyau
pour activer les genes cibles de SHH (Pour revue Hooper et Scott, 2005 ; Lum et coll,
2003) (Figure 15).

L’homologue de SuFu chez les vertébrés a été identifié et joue un role crucial dans
la régulation négative des protéines GLI, en les séquestrant dans le cytoplasme
(Kogerman et coll, 1999). Les mécanismes de contrdle de I'activité de SuFu chez les
vertébrés ne sont pas encore totalement élucidés et pourraient étre divergents par
rapport a la drosophile.

Chez les vertébrés, 'activation de la voie SHH induit la formation de la forme
activatrice de GLIZ qui induira GLI1 (activateur constitutif) tandis que l'absence
d’activation de la voie SHH conduit a I'activation de la forme répressive de Gli3 (Figure
16). La modification du domaine N-terminal de GLIZ et GLI3 par le complexe Cos-2/Fu-
SuFu pourrait étre une étape critique dans le contréle de I'activité transcriptionnelle des
protéines Glis puisque la délétion de ce domaine convertit GLIZ et GLI3 en activateurs

constitutifs (Sasaki et coll, 1999).
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A. Cellule emettrice de SHH B. Cellule receveuse de SHH
Vitronectin

N-EFLEl catalytique Ne3

Précurseur SHH

Voie
de secrétion

Figure 15| Représentation schématique de la voie Sonic Hedgehog (SHH).
(Adapté d’aprés Marti et Bovolenta, 2002)

Seuls les composants de la voie SHH identifiés chez les vertébrés sont représentés.

(A) Le précurseur SHH subit un clivage protéolytique pour produire le morphogene N-SHH dans lequel 2 modifications ont
été introduites : addition d’un groupe cholestérol a la partie C-terminale et une partie palmitoyl a I'extrémité N-terminale.
Le groupe cholestérol est ajouté par la partie catalytique intrinséque C-SHH tandis que le groupe palmitoyl est ajouté par un
composant inconnu chez les vertébrés.

(B) Plusieurs composants de la voie SHH ont été identifiés chez les vertébrés a partir de leur homologie avec les protéines de
la drosophile : les composants du récepteur Patched et Smoothened, et le complexe intracellulaire formé par Fused (Fu),
Supressor of fused (SuFu) et peut étre d’autres composants ( ?), qui pourraient étre associés aux microtubules (comme chez
la drosophile). Les facteurs de transcriptions a doigts de zinc de la famille Ci/Gli (Gli1-3) pourraient étre associés avec ce
complexe intracellulaire et transloqués dans le noyau aprés activation de la voie SHH afin d’exercer leur fonction de
régulateur de la transcription en réponse au signal SHH.

Act : activation, Hip : Hedgehog interacting protein, PKA: Protein kinase A, Rep: répression

a
l en protéine SHH
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GLI2A -
3 GLI3R me
b}
2
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©
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Figure 16| Le gradient Sonic Hedgehog module I'expression des formes activateurs et répresseurs des
protéines Glis et se traduit par I'’émergence de types cellulaires distincts.
(Adapté d’apres Fuccillo et coll., 2006)

Les concentrations en Sonic Hedgehog les plus élevées induisent la production de I'activateur transcriptionnel Glil (GLI1A),
I'activateur Gli2 (GLI2A) par un contrdle de la transcription et également I'inhibition du répresseur Gli3 (Gli3R) par un clivage
de la forme entiére de la protéine GLI3. L’activation de la voie SHH induit la spécification de la « floor plate » et des
interneurones V3.

Les faibles niveaux de GLI2A et I'inhibition de GLI3R induit les interneurones V2 et les motoneurones (MN). Le patron
d’expression des interneurones VO et V1 est largement contrdlé par le niveau de GLI3R.

(a) Activités relatives hypothétiques des activateurs et répresseurs GLI dans la moelle épiniére embryonnaire de
mammifére. (b) Diagramme schématique (a gauche) illustrant I'activité des activateurs et répresseurs GLI comparé a la
position des neurones ventraux (a droite) générés par I'activité de la voie SHH.
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L’inactivation ou les knock in croisés de genes Gli ont montré qu’au cours de la
spécification dans la partie ventrale du tube neural, GLI3 agit principalement comme un
répresseur de la transcription tandis que GLI1 et GLIZ sont principalement des
activateurs transcriptionnels (Matise et coll, 1998 ; Park et coll, 2000 ; Persson et coll,
2002 ; Bai et coll, 2002 ; Bai et coll,, 2004).

Par ailleurs, GLI2 et GLI3 modulent la transcription de GLI1 en se fixant
directement sur la séquence consensus Gli présente sur le promoteur de Glil. Ainsi, GLI1
peut étre considéré comme un marqueur de l'activation de la voie SHH car sa
transcription est activée en réponse au signal SHH. La complexité de la fonction des Glis
et de leur mode de régulation est accrue par le fait que les facteurs de transcription GLIs
peuvent former des homodimeres et/ou des hétérodimeres (Nguyen et coll,, 2005).

Un modeéle élégant permettant de mieux comprendre le role du gradient SHH au
cours de la spécification des progéniteurs de la partie ventrale du tube neural, a été
proposé (Ericson et coll, 1995; Ruiz i Altaba, 1998). Ce modele est basé sur
I’établissement d’'un gradient d’activité GLI par le gradient SHH. En absence de
'activation de la voie SHH, l'activité « répresseur » est dominante et inhibe le devenir
ventral des progéniteurs neuraux. L’activation de la voie SHH inhibe
'activité « répresseur » de GLI3 (GLI3R) et induit simultanément, la forme « activatrice »
de GLIZ (GLI2A). La distance entre les progéniteurs neuraux receveurs et les cellules
émettant le signal SHH détermine 1’équilibre entre répression et activation. Par exemple,
les cellules proches de la source de SHH (a proximité des cellules de la plaque du
plancher) présenteront un niveau de GLIZA tres élevé et un niveau de GLI3R tres faible.
Cet équilibre de l'activité des Glis apporte donc une information positionnelle par
rapport a la source de SHH. Les interactions entre GLI2ZA/GLI3R et les cibles de la voie
SHH controlent ainsi I'expression des facteurs de transcription dans ces cellules. En
résumé, le gradient de concentration extracellulaire en morphogene SHH est corrélé aux
différents niveaux d’activité des GLI dans les cellules neurales (Figure 16).

La fonction activatrice de GLI2 (GLI2A) est essentielle pour I'induction de la
plupart des neurones de la partie ventrale de la moelle épiniere embryonnaire (Matise
et coll, 1998 ; Litingtung et Chiang, 2000 ; Motoyama et coll,, 2003 ; Ruiz i Altaba, 1998).

Tandis que les différents niveaux d’expression de la forme répressive de Gli3 contrélent
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le nombre et la localisation des progéniteurs des interneurones V0, V1 et V2 (Persson et
coll, 2002).

En résumé, la signalisation SHH exerce la fonction de régulateur négatif dans le
patron d’expression de la partie intermédiaire de la moelle épiniere ventrale tandis
qu’elle assure une fonction d’activateur pour les territoires des progéniteurs des
motoneurones et des interneurones V3, ou la concentration en SHH est tres importante.

Cependant, des interneurones V0, V1, V2 et des motoneurones (MNs) peuvent
étre générés en absence de SHH et de 'activité des GLIs. En effet, I'analyse des embryons
de souris possédant la double mutation KO pour Gli2 et Gli3 ou Shh et Gli3, a révélé que
les MNs, VO, V1 et V2 étaient encore générés dans le tube neural mais pas ségrégés dans
des territoires distincts (Lei et coll, 2004). Ces études suggérent que le role principal de
la voie SHH/GLI est de contrdler la distribution spaciale des progéniteurs neuronaux
dans la partie ventrale de la moelle épiniére ventrale (c’est-a-dire, délimiter les 5
territoires de progéniteurs suivant 'axe DV). Toutefois, d’autres voies de signalisation
sont capables de moduler le signal SHH et sont impliquées dans l'établissement du
patron d’expression ventral, telles que la voie TGF/BMP, la voie WNT, la signalisation
acide rétinoique et la voie FGF (Capdevila et coll, 1998 ; Borycki et coll, 2000 ; Kuschel
et coll, 2003 ; Appel et Eisen, 2003).
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Figure 17| Schéma résumant les
interactions géniques basiques
nécessaires a la mise en place du
I3 patron d’expression ventral du tube
neural.

Dbx1, Dbx2
Classe | Pax6 ,Pax7

Le gradient SHH induit la répression des
SHH protéines a homéoboite de classe | et
active I'expression des protéines de
classe Il. Les répressions croisées entre
paires de protéines de classe | et de
classe Il contrélent la délimitation des 5

Classe Il Nkx2.2, Nkx2.9 territoires de progéniteurs et la
Nkx6.1, Nkx6.2 spécification de l'identité des neurones
ventraux.
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Figure 18| La signalisation Sonic Hedgehog contrdle le patron d’expression ventral et la
spécification de I'identité des neurones ventraux.

Le gradient de concentration en protéine SHH induit la délimitation de 5 territoires dans la zone ventriculaire
de la partie ventrale du tube neural (p3, pMN, p2, pl et p0). Chaque territoire exprime une combinaison de
génes et les frontiéres entre ces différents territoires sont définies par les répressions croisées. Chaque
combinaison de genes impose le choix de différenciation de progéniteurs neuraux en interneurones V3, V2, V1
et VO dans les territoires p3, p2, pl et p0 et aussi en motoneurones pour le territoire pMN. Une fois spécifié,
les progéniteurs neuronaux sortent du cycle cellulaire et migrent vers la zone du manteau ou ils vont achever
leur processus de différenciation respectif.
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4.1.2.2. Role de la signalisation BMP dans le patron d’expression

ventral.

Concernant la voie de signalisation des BMP, de nombreuses observations
suggerent que les BMPs pourraient avoir une influence sur le patron d’expression DV
dans la partie ventrale du tube neural. En effet, une étude a montré que les BMP peuvent
induire l'expression de Rab23, un régulateur négatif de la signalisation SHH
(Eggenschwiler et coll, 2001; Eggenschwiler et coll, 2006). De plus, des études
génétiques chez I'embryon de souris portant la mutation nulle noggin (noggin étant un
inhibiteur des BMPs), ont révélé que les MNs et les interneurones ventraux sont
fortement déplétés malgré une expression normale de SHH. L’incubation d’explants de
tube neural avec SHH et BMP7 induit les mémes effets que la mutation nulle noggin
tandis que l'incubation en présence de SHH et follistatine (inhibiteur des BMPs) a un
effet opposé (Liem et coll, 2000). La surexpression de chordin (inhibiteur des BMPs) et
de follistatine induit I'expansion des territoires ventraux, aux dépens des territoires
dorsaux (Liem et coll, 2000 ; Patten et Placzek, 2002).

D’autre part, d’autres expériences de culture d’explants de tube neural ont révélé
que les BMPs pourraient antagoniser l'activit¢é SHH puisque les BMPs maintiennent
I'expression de Gli3. Enfin, des études génétiques effectuées chez des embryons de
souris KO conditionnel de la signalisation BMP, ont montré que dans le tube neural, il n’y
avait pas d’expansion des territoires ventraux aux dépens des territoires dorsaux, mais
uniquement des modifications dans le territoire de spécification le plus dorsal (territoire
p0 et p1). L’ensemble de ces données suggerent que, 'inhibition de la voie BMP dans la
partie ventrale du tube neural, pourrait constituer une étape essentielle dans la

spécification des neurones ventraux (Pour revue ; Lupo et coll, 2006).

4.1.2.3. Role de la signalisation FGF et Acide Rétinoique dans le patron

d’expression ventral.

Dans la partie antérieure de la moelle épiniére embryonnaire, 'acide rétinoique
(AR) peut jouer un role important dans la spécification des progéniteurs neuronaux des

territoires p0 et p1 (Wilson et coll, 2004). Des expériences de co-cultures d’explants de
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tube neural en présence d’explants de mésoderme somitique (source d’AR) ont
démontré que I'AR induit la différenciation d’interneurones VO et V1 (Pierani et coll,
1999 ; Novitch et coll,, 2003 ; Wilson et coll, 2004). Inversement, la spécification de ces
mémes interneurones est altérée chez des embryons de caille déficients en vitamine A
(VAD) a révélé que (Wilson et coll, 2004). De plus, des études génétiques réalisées chez
la souris (et notamment chez les doubles mutants Shh”/-;Gli37/-, Smo”/-;Gli3"/- et Gli2/-
;Gli3/") suggerent fortement que la spécification dans les territoires p0 implique la
signalisation AR, tandis que celle du territoire pl implique la signalisation SHH et AR
(Maden, 2006 ; Pour revue, Lupo et coll, 2006). L'idée que I’AR peut interférer dans
|’établissement du patron d’expression DV est appuyée par I'observation selon laquelle
I'expression des genes codant les protéines de classe I est modulée dans des explants de
tube neural cultivés en présence d’AR (Novitch et coll, 2003).

D’autre part, la signalisation AR est également impliquée, a différents stades
(progéniteur et neurones post-mitotiques), dans la spécification des motoneurones
(Novitch et coll, 2003) et également dans la différenciation des sous-types de
motoneurones innervant les membres supérieurs (Sockanathan et coll, 2003). En effet,
des études réalisées chez I'embryon de caille déficient en vitamine A (mutant VAD), ont
montré que I'expression d’0Olig2 est diminuée (Diez del Corral et coll, 2003). L’AR et SHH
ont un réle complémentaire dans la spécification des MNs, car I’AR induit 'expression de
Pax6, tandis que SHH induit Nkx6.1. Secondairement, dans les progéniteurs
Nkx6.1+/Pax6+, I'AR est capable d’induire I'expression d’Olig2, qui est nécessaire a la
spécification des MNs (Novitch et coll, 2003 ; Appel et Eisen, 2003).

La signalisation FGF semble jouer un role important dans le patron d’expression
DV. En effet, les FGFs produits par le mésoderme présomitique adjacent et par les
cellules de la plaque du plancher, assurent deux fonctions dans les progéniteurs
neuraux. Premierement, ils agissent comme des inhibiteurs de la différenciation
neuronale en maintenant les progéniteurs neuraux dans un état mitotique indifférencié
(Mathis et coll, 2001 ; Diez del Corral et coll, 2002 ; Diez del Corral et coll, 2003).
Deuxiemement, ils répriment I'expression des génes codant pour les protéines de classe
[ et de classe I], et inhibent ainsi le patron d’expression DV (Bertrand et coll, 2000 ; Diez
del Corral et coll, 2003 ; Novitch et coll,, 2003). Des études ont montré également que les

FGFs sont capables d’induire I'expression de Gli3 et GliZ et par conséquent, moduler la
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signalisation SHH (Brewster et coll, 2000 ; Ruiz i Altaba et coll, 2002 ; Gutin et coll,
2006).

En résumé, 'acide rétinoique (AR) antagonise l'effet des FGFs et joue un réle
majeur dans l'établissement du patron d’expression DV par sa capacité a induire

I'expression des protéines de classe I et a limiter |'effet ventralisant induit par SHH.

4.1.3. Contribution du code transcriptionnel dans la spécification des

progéniteurs ventraux.

Les facteurs de transcription Glis transduisent le signal SHH et sont par
conséquent, impliqués dans les mécanismes de spécification des progéniteurs ventraux.
IIs participent a linhibition de I'expression des facteurs de transcription a
homéodomaine de classe I tels que Pax6, Pax7, Irx3, Dbx1 et Dbx2 et a I'induction de
I'expression des facteurs de transcription a homéodomaine de classe II tels que Nkx2.2,
Nkx2.9, Nkx6.1 et Nkx6.2 (Briscoe et coll, 1999, 2000). Des répressions croisées se
mettent ensuite en place pour définir les différents territoires. En effet, Pax6 (classe I)
réprime 'expression de Nkx2.2 (classe II) et inversement Nkx2.2 réprime I'expression
de Pax6, tandis que Dbx2 (classe I) réprime l'expression de Nkx6.1 (classe II) et
inversement (Ericson et coll,, 1997a ; Briscoe et coll, 2000) (figure 17). Toutefois, aucun
géne codant un facteur de transcription de classe II complémentaire au facteur de
transcription de classe [ Pax7, n’a pu étre déterminé.

Dans le territoire d’expression de la combinaison Nkx6.1/Pax6, en présence
d’Olig2, les progéniteurs neuronaux seront spécifiés en MNs avec I'activation des genes
codant les facteurs de transcription MNR2 (Motor neuron restricted 2), HB9 (Homeobox
gene 9), Isl1 (Islet-1) et Lhx3 (LIM homeobox 3) qui renforcent 'identité motoneuronale
(Pfaff et coll, 1996 ; Tanabe et coll, 1998 ; Arber et coll, 1999 ; Thaler et coll, 1999).
L’activation du programme de détermination des V2, caractérisés par I'expression de
Chx10 et Gata3, semble étre contrélée par Irx3 dans le territoire d’expression de
Nkx6.1/Pax6 (Briscoe et coll., 2000).

Les progéniteurs du territoire p0 sont définis par la combinaison Dbx1/2, Pax6 et
Irx3 et vont générer les interneurones VO qui exprimeront les marqueurs post

mitotiques Evx1 et Evx2 (Even skipped homeobox gene 1/2).
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Figure 19| Spécification de l'identité des sous-types neuronaux dans la moelle épiniére
embryonnaire.

(Adapté d’apres Diez del Corral et Storey, 2001)

A droite, les neurones (cercles) dans le tube neural sont identifiés par leur combinaison de facteurs de
transcription qui leur est caractéristique.

Les différentes classes d’interneurones et les motoneurones dérivent des progéniteurs localisés dans les
territoires correspondants (dpl a p3), suivant le patron d’expression dorsoventral. La plupart de ces neurones
proviennent de territoires spécifiques qui sont situés dans la zone ventriculaire. A gauche : I'identité neuronale
est acquise quand les progéniteurs sont encore dans la zone ventriculaire, dans les territoires spécifiques. Ces
territoires de progéniteurs expriment des combinaisons distinctes d’autres groupes de facteurs de transcription
(voir barre verticale) en fonction de leur position suivant I'axe dorsoventral (par exemple, Nkx6.1 et Irx3 pour
les interneurones V2 ou encore Nkx2.2 pour les interneurones V3). L'expression ectopique de ces genes
indiqués a gauche, montre qu’ils sont capables d’induire I'expression des genes spécifiques des types
neuronaux correspondant (Nkx6.1 induit I'expression d’Isl1/2). Pour simplifier ce schéma, seul les groupes de
génes impliqués dans I’établissement des territoires de progéniteurs sont représentés.

FP : floor plate, RF : roof plate
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Dans le territoire p1 défini par Dbx2, Pax6 et Irx3, les progéniteurs donneront naissance
aux interneurones V1 qui exprimeront le marqueur post mitotique Enl (Engrailed-1).
Enfin, le territoire p3 défini par l'expression de Nkx2.2 donne naissance aux
interneurones V3 qui expriment Sim1 (homologue de Single mimded-1 de drosophile)
(Pour revue Jessell, 2000) (Figure 19).

L’ensemble de ces études génétiques révelent la grande complexité des réseaux
d’interactions génétiques qui contrdlent le devenir des progéniteurs neuronaux dans la

moelle épiniere ventrale embryonnaire.

4.1.4. La diversité neuronale dans la moelle épiniére ventrale.

Les 5 classes de neurones ventraux sont caractérisées respectivement, par
I'expression de marqueurs post-mitotiques distincts. Ces marqueurs post mitotiques tels
qu’Evx1/2, En1, Chx10/Gata3, Isl1/2 et Sim1 sont activés en aval de la combinatoire des
facteurs de transcription de classe I et de classe II. Ces marqueurs sont impliqués dans
les programmes de différenciation respectifs de chacune de ces 5 classes de neurones

ventraux.

L’émergence des différents sous types neuronaux a des positions bien définies
dans la moelle épiniere est nécessaire pour l'assemblage des circuits neuronaux
fonctionnels. Ainsi, d’autres mécanismes se produisant dans les neurones post-
mitotiques assurent une augmentation de la diversité neuronale au sein de ces 5
principales classes de neurones.

Par exemple, dans le territoire pMN, plusieurs sous types de motoneurones sont
générés et définis par la combinaison de facteurs de transcription de type LIM tels
qu’lsly, Isl2, Lhx3 et d’autres facteurs tels que Hb9 et MNR-2. La génération de différents
sous types de MNs est nécessaire pour assurer diverses fonctions et innerver différents
types de muscles (Liu et coll, 2001; Allan et coll, 2003). Un autre exemple est
représenté par les interneurones V2. Chez ces interneurones, I'expression de facteurs de
transcription additionnels tels que CHX10 (ceh-10 homeo domain containing homolog
1) et GATA3, permet de subdiviser la population des interneurones V2 en 2 sous types,

V2a et V2b. Ces deux sous-populations sont générées et réparties dans le méme
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territoire (Karunaratne et coll, 2002 ; Smith et coll, 2002). On peut remarquer que les
territoires pMN et p2 qui générent respectivement les motoneurones et les
interneurones V2 sont localisés dans le domaine d’expression du géne Nkx6.1. Ceci
suggere un role important de Nkx6.1 dans la spécification de ces 2 classes de neurones
et également, I'existence d’interactions entre les programmes respectifs de spécification

des motoneurones et des interneurones V2.

4.2. La spécification des progéniteurs du territoire Nkx6.1.

En effet, chez 'embryon de souris Nkx6.1/-, la différenciation des motoneurones
et des interneurones V2 est fortement réduite et entraine une expansion du territoire p1
ventralement, en remplacement des interneurones V2 et motoneurones (Sander et coll,
2000). Des expériences de gain de fonction de Nkx6.1 chez 'embryon de poulet ont
montré que Nkx6.1 est capable de générer des interneurones V2 (en présence d’Irx3) et
des MNs en absence d’Irx3 (Briscoe et coll, 2000) en position ectopique. En résumé,
dans le territoire d’expression du gene Nkx6.1, 3 classes de neurones sont générées en
fonction de I’expression d’autres facteurs de transcription associés a Nkx6.1, tels qu’lrx3,
Olig2 et Nkx2.2 (Briscoe et coll, 2000). Ainsi, en absence de Irx3 et de Nkx2.2, les
progéniteurs Nkx6.1+ donneront naissance aux motoneurones (Briscoe et coll, 2000)
alors que l'expression de Nkx2.2 et Irx3 dans le territoire d’expression de Nkx6.1 sera

nécessaire a I'induction des interneurones V3 et V2 (Briscoe et coll, 1999, 2000).

4.2.1. La spécification des motoneurones.

Les interactions entre les protéines a homéodomaine de classe I et de classe Il
sont donc cruciales pour la spécification des différentes classes neuronales car elles
controlent 'activation des programmes génétiques spécifiques de chaque type neuronal.
Dans le cas des motoneurones (MNs), Nkx6.1 joue un réle majeur puisqu’en absence
d’'Irx3 et de Nkx2.2, il active I'expression du gene Olig2 (gene codant un facteur de
transcription a domaine bHLH) uniquement dans le territoire pMNs. Ceci suggére un

réle important d’Olig2 dans la différenciation des MNs. En effet, Olig2 a une fonction
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paradoxale au cours de la neurogenese puisqu’il induit I'expression de facteurs de
transcription impliqués dans la différenciation des MNs mais il est également impliqué
dans la spécification des OPCs (précurseurs des oligodendrocytes) issus des
progéniteurs neuraux du territoire pMN, en oligodendrocytes (Lee et coll, 2005). Ce
mécanisme de spécification des oligodendrocytes, intervenant apres la génération des
MNs implique l'inhibition du programme de différenciation des MNs (Lee et coll, 2005).

Olig2 est un répresseur transcriptionnel qui coordonne de nombreuses étapes
dans la génération des motoneurones, en aval des genes a homéodomaine de classe I et
II. Ainsi, Olig2 est nécessaire a la mise en place du territoire de spécification MNs en
réprimant Irx3. Il est impliqué dans l'activation du programme de différenciation des
motoneurones (Mizuguchi et coll, 2001 ; Novitch et coll, 2001) en induisant I’expression
de facteurs de transcription tels que Ngn2. Ngn2 induit a son tour l'expression de
NeuroM (gene pan-neuronale codant un facteur de transcription a domaine bHLH),
Lhx3, Isl1/2 et MNR2/Hb9 (Lee et Pfaff, 2003 ; Lee et coll, 2004). Par ailleurs, des
expériences de gain de fonction chez 'embryon de poulet ont confirmé I'importance de
ces génes dans I'émergence des MNs puisque l'induction ectopique de la combinaison
Lhx3 et Isll ou de MNR2/Hb9 est suffisante pour induire la différenciation des
progéniteurs neuronaux en MNs et réprimer la différenciation d’'une population de
neurones adjacents, les interneurones V2 (Pfaff et coll, 1996 ; Tanabe et coll, 1998 ;
Arber et coll, 1999 ; Thaler et coll, 1999 ; William et coll, 2003). L’activation de
I'expression de Hb9/MNR2 résulte d’interactions synergiques entre Lhx3, Isl1, Ngn2 et
NeuroM qui forment un complexe activateur de la transcription. Ce complexe
transactivateur se fixera sur plusieurs régions cis-régulatrices du gene Hb9 afin d’activer
I'expression de ce gene (Lee et Pfaff, 2003 ; Lee et coll, 2004).

Durant la maturation des précurseurs des MNs, Olig2 et Ngn2 sont exprimés a
des niveaux qui déterminent le devenir de ces précurseurs (différenciation ou maintien
a I'état de progéniteur). Ainsi, il existe une compétition entre Olig2 et Ngn2 pour la
fixation sur la « boite E » a I'intérieur du promoteur de Hb9, dans les précurseurs des
MNs. La fixation de Ngn2/NeuroM sur la « boite E » du promoteur de Hb9 permettrait
l'activation de la transcription de ce dernier et induit la différenciation des MNs. A
I'opposé, la fixation d’Olig2 inhiberait la fixation de Ngn2 sur la « boite E» et par

conséquent, réprimerait 'expression de Hb9 (Lee et coll, 2005). Les mécanismes qui
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contrdlent le niveau d’expression de Ngn2 jouent un role majeur dans le développement

et la maturation des MNs.

4.2.2. Les différents sous-types de motoneurones.

Dans la moelle épiniere ventrale, les MNs sont subdivisés en plusieurs sous types
par des mécanismes post-mitotiques. Les sous-classes de MN sont organisées en
colonnes longitudinales, dont la localisation est bien définie, et innervent des muscles
distincts (Tsuchida et coll, 1994). La subdivision des MNs en colonnes est liée a
I'expression différentielle de combinaison de facteurs de transcription tels que les
protéines a homéodomaine LIM, facteurs de transcription de la classe Forkhead et ETS
(Dou et coll, 1997 ; Lin et coll, 1998 ; Thor et coll, 1999 ; Kania et coll, 2000). Par
exemple, dans la moelle épiniére ventrale embryonnaire, on distingue 2 types de
colonnes innervant les membres (LMC pour lateral motor column). Les MNs localisés
dans la LMCy, (LMC médiale) qui innerve les muscles ventraux des membres expriment
la combinaison Isll et Isl2 tandis que les MNs localisés dans la LMC; (LMC latérale)

expriment Isl2 et Lhx1 (LIM homeobox gene 1 ou Lim1).

4.2.3. La spécification des interneurones V2.

Comme nous l'avons vu dans le sous chapitre précédent, la spécification des
interneurones V2 et des MNs s’effectue dans le territoire d’expression de Nkx6.1.
L’activation de I'expression de facteurs de transcription spécifiques du programme de
différenciation des interneurones V2 dans les progéniteurs Nkx6.1+ nécessite la
répression du programme de différenciation de MNs dans ce territoire, par Irx3.
L’expression ectopique d’Irx3 dans la partie ventrale du tube neural induit la
différenciation des progéniteurs Nkx6.1+ en interneurones V2 (Briscoe et coll, 2000).
Dans les progéniteurs des interneurones V2, Nkx6.1 induit I'expression de Lhx3 au cours
de leur derniere division cellulaire. L’expression ectopique de Lhx3 est suffisante pour
induire I'expression ectopique de Chx10 (marqueur post mitotique d'interneurones V2)
dans le tube neural (Tanabe et coll, 1998 ; Sharma et coll, 1998 ; William et coll.,, 2003).

Néanmoins, I'expression ectopique d’Irx3 n’induit pas de modifications dans le patron
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d’expression de Lhx3 dans la partie ventrale de la moelle épiniére (Briscoe et coll,
2000). Ces études mettent clairement en évidence le réle synergique de Nkx6.1 et d’Irx3
dans la spécification des interneurones V2.

Plusieurs études ont permis l'identification de nouveaux marqueurs. Ainsi, le
gene codant pour le facteur de transcription GATA2, est exprimé dans le territoire p2 ou
naissent les interneurones V2 (Figure 21). En effet, des observations chez 'embryon de
souris ont montré que Gata2 participe a la génération des V2 (Zhou et coll,, 2000) et que
ces interneurones sont subdivisés en V2a et V2b, caractérisés respectivement par
I'expression de Chx10 et de Gata3 (Zhou et coll, 2000 ; Karunaratne et coll, 2002 ; Li et
coll, 2005).

Les interneurones V2 sont uniques par le fait qu’ils sont subdivisés en deux sous
types moléculairement distincts, V2a et V2b, qui sont mélangés dans le méme territoire
(Karunaratne et coll, 2002). Toutefois, d’autres sous types d’interneurones ventraux
sont connus, tels que les interneurones VOp et VOv qui sont produits et ségrégés dans des
territoires distincts mais tous les interneurones VOp et VOy expriment la méme
combinaison de facteurs de transcription (Lanuza et coll, 2004).

Récemment, de nouvelles études ont contribué a mieux comprendre les
mécanismes de spécification et la dichotomie des interneurones V2. L’étude d’embryons
de souris KO Mash1 a révélé que le géne proneural Mash1 était impliqué dans la cascade
génétique liée a la spécification des interneurones V2 puisque I'invalidation de Mash1
altére la différenciation des V2 (diminution de I'expression des marqueurs des V2).
D’autre part, le gene FoxN4 qui code pour un facteur de transcription de type Winged
helix/forkhead est co-exprimé avec Mash1, dans une partie des progéniteurs neuronaux
du territoire p2. Des observations chez la souris ont révélé que FoxN4 participe
également a la spécification des V2 car son invalidation induit la perte de I'expression de
Mash1 dans le territoire p2, associée a I'absence de V2b et entraine une augmentation
du nombre de V2a. Des études en contexte de gain de fonction ont également permis de
démontrer que 'association FoxN4/Mash1 joue un role clé dans la spécification des V2b.
En effet, FoxN4 seul, est capable d’induire la différenciation des V2a aux dépens des V2b
tandis que la co-expression de FoxN4 et Mash1 induit la différenciation des V2b aux
dépens des V2a (Li et coll, 2005).

Un autre élément important a été apporté par des expériences de gain de fonction

chez 'embryon de poulet. Ces expériences ont mis en évidence le réle important de la
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voie TGFB/Activine et notamment de Smad3 (effecteur de la voie TGFB/Activine) dans la
spécification des interneurones ventraux. En effet, 'induction de I'’expression ectopique
de Smad3 favorise la différenciation des interneurones ventraux aux dépens des
motoneurones. Smad3 joue un réle clé dans la spécification des interneurones V2 en
induisant la différenciation des V2a aux dépens des MNs, puisque |'expression de Chx10
est étendue ventralement dans le territoire des MNs (Garcia-Campmany et Marti, 2007).

D’autre part, une autre étude récente effectuée chez I'embryon de souris KO
Notchl a mis en évidence l'importance de la voie Notch dans la spécification des
interneurones V2. Cette étude a montré que dans la moelle épiniere embryonnaire,
I'inactivation de Notch1, induit une augmentation de la différenciation neuronale dans la
partie ventrale du tube neural. Cette augmentation de la différenciation est associée a
I'augmentation du nombre d’interneurones V0, V1 et V2. De plus, le nombre
d’interneurones V2a est augmenté aux dépens des MNs (Yang et coll, 2006).

Par ailleurs, une étude trés récente s’est focalisée sur le role de la voie Notch au
cours de la spécification des interneurones V2. Cette étude a révélé que dans le territoire
p2, la différenciation des V2a/V2b serait contrélée par I'activation de Notch1 par Delta4.
L’activation de Notch1 induit I'activation d'une combinaison de facteurs de transcription
spécifiques du programme V2b (Gata2, Scl, Gata3) et dans les autres progéniteurs p2 ou
Notchl n’est pas activé, une autre combinaison de facteurs de transcription (Lhx3,
Chx10) contrdlerait le programme de différenciation des V2a (Peng et coll, 2007).

Ainsi, 'ensemble de ces données montrent que la spécification des interneurones
V2 est assez complexe puisqu’elle implique la participation de plusieurs voies de
signalisation (Voie SHH, voie Notch, voie TGFf/Activine). Bien que ces études ont
apportées de nombreux éléments a la compréhension des mécanismes de spécification
et de différenciation des interneurones V2, aucun lien entre ces différentes voies de
signalisation n’a été établi et le role de genes tels que FoxN4 ou encore GataZ, n’a pas

encore été bien défini.
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5. Role de Gata2 au cours de la neurogenéese embryonnaire.

5.1. Généralités.

Le géne GataZ code pour un facteur de transcription a 2 doigts de zinc de type C4,
d’environ 50kDa et composé de 480 acides aminés. Gata2 appartient a la famille Gata qui
comprend 6 membres chez les vertébrés (Gatal, Gata2, Gata3, Gata4, Gata5 et Gata6).
Les membres de la famille Gata codent des facteurs de transcription possédant 2 doigts
de zinc de type C4 (inclus dans la séquence en acides aminés Cys-Xz-Cys-X17,18-Cys-Xa-
Cys) reconnaissant la séquence consensus (A/T) GATA (A/G). Les facteurs de
transcription GATA sont tres conservés entre les différentes espéces, puisqu’on retrouve
des protéines GATA chez tous les eucaryotes, du champignon a la plante et des
invertébrés aux vertébrés (Pour revue Patient et McGhee, 2002).

Chez les vertébrés, les facteurs de transcription de la famille GATA sont impliqués
dans de nombreux processus développementaux complexes tels que la spécification de
I'identité cellulaire, le controle de la prolifération cellulaire, de la différenciation et de la
migration cellulaire. Gatal, GataZ et Gata3 sont exprimés de manieére prédominante
dans le systéeme hématopoiétique. De plus, Gata2 et Gata3 sont également exprimés dans
le systéme nerveux. Gata4, Gata5 et Gata6 sont exprimés en dehors du systéme
hématopoiétique, dans le systeme cardiovasculaire, gastro-intestinal, dans le systeme
urogénital et dans le systeme nerveux (Pour revue Cantor et Orkin, 2005). Gata6 est
aussi exprimé dans certaines régions du cerveau de souris (Kamnasaran et Guha, 2005).

Afin de mieux comprendre le role de GataZ au cours de I'organogenése dans ces
différents systéemes (hématopoiése et neurogeneése notamment), le gene GataZ a été
invalidé chez la souris. Les souris Gata2~/- meurent durant 'embryogenese a E10.5 (10,5
jours de développement) a cause de séveres défauts d’hématopoiese, notamment par
I'absence de maintien des progéniteurs hématopoiétiques et aussi par un manque de
prolifération des progéniteurs hématopoiétiques et par I'absence de production de

mastocytes (Tsai et coll, 1994 ; Tsai et coll, 1997).
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5.2. Fonction de Gata2 au cours de la neurogenese.

Au cours du développement embryonnaire du systeme nerveux, le géne Gata2 est
exprimé tres tot dans le tube neural. En effet, chez 'embryon de souris, Gata2 est activé
des E9, dans la partie ventrale de la zone ventriculaire (ZV), dans le cerveau postérieur
(transitoirement dans le rhombomere 2 et dans le rhombomere 4). Ces domaines
correspondent aux noyaux présomptifs des nerfs craniens trijumeau (nV) et facial
(nVII)/vestibulo-acoustique (nVIII), respectivement. Il est aussi exprimé dans des
précurseurs du nerf occulomoteur (nlll), dans la partie ventrale du cerveau moyen et de
la moelle épiniere, dans le bulbe olfactif et dans le prétectum (Bell et coll,, 1999 ; Nardelli
et coll, 1999 ; Zhou et coll, 2000) (Figure 20-21).

Des études en contexte de perte et de gain de fonction ont démontré que dans la
partie ventrale du cerveau postérieur, Gata2 est nécessaire pour induire Ila
différenciation des progéniteurs neuronaux en neurones sérotoninergiques, et cette
différenciation implique d’autres facteurs de transcription tels que Phox2b, Gata3, Petl
et Lmx1b. La différenciation des neurones sérotoninergiques, s’accompagne de la
répression de la différenciation des motoneurones viscéraux (Craven et coll, 2004 ;
Pattyn et coll, 2004). D’autre part, des expériences de perte et de gain de fonction ont
établi que GataZ est impliqué dans la spécification et la différenciation des neurones
noradrénergiques (Tsarovina et coll, 2004 ; Lucas et coll, 2006). En effet, le mécanisme
de différenciation des neurones noradrénergiques implique des interactions entre
Gata2, Mash1 et Phox2a/Phox2b.

Dans la partie ventrale du tube neural, GataZ participe a la génération des V2
puisque chez 'embryon de souris Gata2-/-, la différenciation des interneurones V2 est
tres affectée (Zhou et coll, 2000). Cependant, le réle de Gata2 dans la cascade génétique
et moléculaire responsable de la spécification des interneurones V2 est encore mal

défini.
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Figure 20| Patron d’expression du gene Gata2
chez I'’embryon de souris.

Le patron d’expression du gene Gata2 est obtenu
par hybridation in situ sur des embryons in toto a
E9 (A), a E9.5 (B) et E10.5 (C).

(A) Gata2 est exprimé au niveau du
rhombencéphale, r4 et transitoirement dans r2 a
E9.

(B) Gata2 est exprimé dans le rhombencéphale r4
et dans la partie ventrale de la moelle épiniere a
E10.5 (fleche).

Figure 21| Expression de Gata2 dans
le tube neural.

Coupe transversale d’'un embryon de
souris a E10.5 montrant le profil
d’expression du gene Gata2 dans la partie
ventrale de la moelle épiniére, par la
technique d’hybridation in situ. Le gene
Gata2 est exprimé dans la zone
ventriculaire (ZV) et la zone sous
ventriculaire (ZSV) dans le territoire p2,
qui est adjacent au territoire pMN qui
génere les motoneurones (MN).
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6. Bases du travail de these.

Bien que la fonction de GataZz dans la spécification des neurones
sérotoninergiques dans le cerveau postérieur et son role au cours de la différenciation
des neurones catécholaminergiques du SNP a été établie, dans la moelle épiniere sa
fonction n’est pas intégralement élucidée.
Dans un tel contexte, les questions que nous avons abordées sont les suivantes :
% Comment Gata2 est-il activé dans le territoire p2 ?
¢ Quelle est la position de Gata2 dans la cascade moléculaire permettant de
spécifier les interneurones V2 ?

*¢ Quelle est la participation de Gata2 dans la dichotomie V2a/V2b ?

¢ Quel est le lien entre Gata2 et les voies de signalisation SHH, TGFf et
Notch ?

% Quel est le lien entre ces 3 voies de signalisation au cours de la
spécification des interneurones V2 ?

% Quelle peut étre l'influence de GataZ au cours du développement des
motoneurones ?

% Gata2 exerce t-il un controle dans les mécanismes de coordination sortie
du cycle cellulaire/spécification/différenciation ?

Afin d’apporter des réponses a ces questions concernant le réle de Gata2 durant
la neurogenese dans la moelle épiniere embryonnaire, nous avons étudié sa fonction, a
'aide d’expériences en contexte « perte de fonction » de GataZ, chez I'’embryon de souris

Gata2-/- et en contexte « gain de fonction » pour Gata2, chez 'embryon de poulet.
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Nos objectifs sont :

1. Comprendre le réle de Gata2 au cours de la spécification des interneurones
V2.

2. Déterminer le role de GataZz dans le mécanisme de dichotomie des
interneurones V2 en V2a/V2b.

3. Comprendre l'influence de Gata2 sur la différenciation des motoneurones.

4. Déterminer la fonction de GataZ au cours du cycle cellulaire des progéniteurs

neuronaux.

Mon travail de thése a consisté a étudier la fonction du gene Gata2 au cours de la
neurogenese embryonnaire a I'aide d’expériences de gain de fonction chez I'embryon de
poulet. Ces expériences ont consisté a électroporer le tube neural in ovo avec un
plasmide permettant I'expression ubiquitaire de Gata2. Le choix du modeéle poulet
présente des avantages trés importants

= L’embryon est facilement accessible

= Les expériences de gain de fonction chez I'embryon de poulet permettent
d’observer des effets directs induits par la surexpression du gene exogéne a des instants
précis de la neurogenese de la moelle épiniere embryonnaire. Ceci permet d’éviter
d’éventuelles interférences liées aux mécanismes de compensation fonctionnelle qui

peuvent se mettre en place au cours du développement.
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RESULTATS

1. Gata2 contrdle la prolifération des progéniteurs neuronaux.

1.1. Introduction de I'article.

Au cours du développement embryonnaire du systeme nerveux des vertébrés,
plusieurs types de cellules neuronales et gliales sont générés a partir des progéniteurs
du neuroépithélium, selon une séquence spatio-temporelle rigoureuse et bien définie
(Pour revue, Edlund et Jessell, 1999 ; Ohnuma et Harris, 2003 ; Holliday, 2001). L’étape
de spécification et de différenciation de ces divers types cellulaires nécessite 'arrét de la
prolifération et la sortie du cycle cellulaire des progéniteurs. Durant la neurogeneése, la
prolifération des progéniteurs neuraux est principalement régulée par la voie Notch via
I'inhibition latérale et la division asymétrique. Ainsi, I'activation de la voie Notch inhibe
la neurogenese et maintient les progéniteurs dans un état prolifératif tandis que son
inhibition et l'activation de l'expression des geénes proneuraux tels que Mashl et
Neurogénines (Ngnl1-3) induisent la sortie de cycle et la différenciation neuronale
(Artavanis-Tsakonas et coll., 1999 ; Farah et coll, 2000 ; Lo et coll, 2002 ; Pour revue,
Bertrand et coll, 2002 ; Roegiers et Jan, 2004).

Dans la moelle épiniere embryonnaire, le géne GataZ est exprimé dans la zone
ventriculaire, au sein d’'une population de progéniteurs neuraux restreinte, au sein du
territoire p2 de spécification des interneurones V2. Par ailleurs, il est impliqué dans les
mécanismes de spécification de différents types neuronaux dans le systéme nerveux, tel
les neurones sérotoninergiques dans le rhombencéphale et les neurones
catécholaminergiques du systéme nerveux périphérique (Craven et coll, 2004;
Tsarovina et coll, 2004 ; Pattyn et coll.,, 2004).

Durant les étapes précoces de I'hématopoiese, GataZ2 est impliqué dans le
controle de la prolifération de certains progéniteurs hématopoiétiques et il participe a la
spécification de ces progéniteurs (Tsai et coll, 1997 ; Persons et coll, 1999). Bien que la
fonction de GataZ au cours de la spécification des neurones sérotoninergiques et

catécholaminergiques du systeme nerveux périphérique a été bien étudiée (Groves et
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coll, 1995 ; Tsarovina et coll, 2004 ; Pour revue ; Goridis et Rohrer, 2002), son influence
sur le cycle cellulaire des progéniteurs neuraux au cours de la neurogenése n’a pas été
étudiée.

En effet, aucune étude n’a porté sur la fonction de Gata2 au cours de la
neurogenese, en tant que régulateur de la prolifération des progéniteurs neuraux.

Pourtant, plusieurs indices semblent suggérer que GataZ pourrait avoir une
influence sur le cycle cellulaire des progéniteurs neuraux. Premierement, il est exprimé
dans des cellules mitotiques de la moelle épiniére embryonnaire, au niveau de la zone
ventriculaire ou il participerait a la spécification des interneurones V2. Deuxiemement,
les données préliminaires de notre groupe montrent que les cellules neuroépithéliales
Gata2/- (cellules dérivées de cultures d’explants de tube neural d’embryons de souris
Gata2/- a E9.5), présentent un taux de prolifération nettement supérieur a celui des
cellules neuroépithéliales sauvages.

L’ensemble de ces données nous a suggéré I'hypothése selon laquelle, Gata2
exercerait un contrdle sur la prolifération des progéniteurs neuraux. Si Gata2 régule le
cycle cellulaire des progéniteurs neuraux, nous pouvons poser les questions suivantes :

- (GataZ2 interfere t-il avec la voie Notch ?

- Gata2 est-il capable d’'inhiber le cycle cellulaire ?

- A quel niveau du cycle cellulaire s’effectue le contrdle du cycle ?

- Quels sont les régulateurs du cycle cellulaire qui sont modulés par Gata2 ?

Afin de répondre a ces questions, nous avons entrepris une analyse fonctionnelle
de GataZ en contexte de perte et de gain de fonction. Le contexte de perte de fonction est
obtenu chez I'embryon de souris Gata2”/-. Si Gata2 inhibe le cycle cellulaire des
progéniteurs neuraux, 'absence de GataZ devrait induire une hyperprolifération qui
pourrait conduire a un déficit de différenciation. A 'opposé, le contexte de gain de
fonction est obtenu chez I'embryon de poulet, par électroporation du tube neural avec
un plasmide permettant I'expression ubiquitaire du gene Gata2, étiqueté avec I'épitope
HA (Hémagglutinine). Ce type d’approche en contexte de gain de fonction par
électroporation du tube neural d’embryons de poulet présente de nombreux avantages
puisque 'embryon de poulet est facilement accessible, il se développe assez rapidement,
I’électroporation est unilatérale ce qui permet d’avoir un controle interne (seul un coté
du tube neural est transfecté) et la surexpression peut étre réalisée a différents stades

de développement, ce qui permet d’éviter la mise en place de mécanismes de
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compensation fonctionnelle. Si Gata2 inhibe le cycle cellulaire, la surexpression de ce
dernier devrait induire une diminution voire un arrét de la prolifération des
progéniteurs neuraux, qui pourrait éventuellement aboutir a une différenciation
précoce.

Ainsi, nous nous sommes d’abord intéressés, aux composants de la voie Notch
(récepteur Notch, Deltal, Jagged1, Hes1 et Hes5). Afin de déterminer les effecteurs du
cycle cellulaire qui sont contrdlés par GataZ, nous avons étudié l'expression des
régulateurs des différentes phases du cycle cellulaire. Enfin, nous avons également
effectué des expériences de complémentation dans des cellules neuroépithéliales de

souris Gata2-/- en culture.

74



Résultats

75



Résultats

1.1. Article.

THE GATAZ TRANSCRIPTION FACTOR NEGATIVELY
REGULATES THE PROLIFERATION OF NEURONAL
PROGENITORS.

Development 133, 2155-2165 (2006)
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The GATAZ2 transcription factor negatively regulates the
proliferation of neuronal progenitors

Abeer El Wakil*, Cédric Francius*", Annie Wolff, Jocelyne Pleau-Varet' and Jeannette Nardelli*$

Postmitotic neurons are produced from a pool of cycling progenitors in an orderly fashion that requires proper spatial and temporal
coordination of proliferation, fate determination, differentiation and morphogenesis. This probably relies on complex interplay
between mechanisms that control cell cycle, specification and differentiation. In this respect, we have studied the possible
implication of GATA2, a transcription factor that is involved in several neuronal specification pathways, in the control of the
proliferation of neural progenitors in the embryonic spinal cord. Using gain- and loss-of-function manipulations, we have shown
that Gata2 can drive neural progenitors out of the cycle and, to some extent, into differentiation. This correlates with the control of
cyclin D1 transcription and of the expression of the p27/Kip1 protein. Interestingly, this functional aspect is not only associated with
silencing of the Notch pathway but also appears to be independent of proneural function. Consistently, GATA2 also controls the
proliferation capacity of mouse embryonic neuroepithelial cells in culture. Indeed, Gata2 inactivation enhances the proliferation
rate in these cells. By contrast, GATA2 overexpression is sufficient to force such cells and neuroblastoma cells to stop dividing but
not to drive either type of cell into differentiation. Furthermore, a non-cell autonomous effect of Gata2 expression was observed in
vivo as well as in vitro. Hence, our data have provided evidence for the ability of Gata2 to inhibit the proliferation of neural
progenitors, and they further suggest that, in this regard, Gata2 can operate independently of neuronal differentiation.

KEY WORDS: GATA2, Cell cycle, Neuronal progenitors, Posterior neural tube, Mouse, Chick

INTRODUCTION

The nervous system is a complex tissue including multiple types of
neurons organised in elaborate circuits. All neurons are derived from
the neuroectoderm and are composed of multipotent proliferating
neural progenitors that can individually give rise to both neuronal
and glial cell types in a characteristic order of cell differentiation
events. This implies that progenitor cell proliferation versus cell
cycle exit and differentiation must be precisely coordinated during
nervous system development in order to avoid either the depletion
of progenitors before the end of histogenesis (Ohnuma et al., 2002)
or, conversely, an excess of later-born cell types (Cremisi et al.,
2003; Galderisi et al., 2003; Ohnuma and Harris, 2003). Correct
coordination between proliferation and differentiation is achieved
through different signalling pathways. The most widely implicated
pathway in sustaining progenitor proliferation is mediated
downstream of Notch receptor activation. This pathway underlies
two major mechanisms involved in the choice between maintenance
and arrest of proliferation: lateral inhibition and asymmetric division
(Artavanis-Tsakonas et al.,, 1999; Roegiers and Jan, 2004).
Upregulation of proneuronal genes, such as Mash! (Ascll — Mouse
Genome Informatics) or neurogenins, promotes commitment of
progenitors to a neuronal fate and cell cycle exit (Bertrand et al.,
2002; Blader et al., 1997). Newborn neurons transiently express high
levels of either of two types of Notch ligand, delta or jagged (DIl1
and Jagl), which will activate Notch in neighbouring cells and
prevent them from differentiating; a phenomenon known as lateral
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inhibition of neurogenesis (Artavanis-Tsakonas et al., 1999). In the
case of asymmetric division, only one daughter cell inherits
components inhibiting Notch signalling and as a result differentiates,
whereas the other daughter cell keeps dividing and remains a
precursor (Petersen et al., 2002; Roegiers and Jan, 2004). Other
extrinsic and intrinsic cues are believed to govern the progression of
a multipotent neural progenitor towards a post-mitotic neuronal
precursor state (Edlund and Jessell, 1999). Indeed, crosstalk between
Notch signalling and other signalling pathways, acting in specific
regions, have been reported (Franco et al., 1999; Hofmann et al.,
2004; Tsuda et al., 2002).

Regulatory proteins involved in neuron specification have also
been shown to influence the cell cycle (Dubreuil et al., 2000;
Edlund and Jessell, 1999; Tanabe et al., 1998). However, data
concerning the genetic events, which most probably link
specification, modulation of Notch signalling, pro-neural gene
trans-activation and the cell cycle machinery, are still limited. Pax6
has been shown to regulate the expression of neurogenin 2 (Ngn2;
Neurog2 — Mouse Genome Informatics) in several populations of
neuronal precursors in both the brain and the spinal cord (Scardigli
et al., 2003), whereas Mashl has been placed upstream of genetic
cascades leading to the differentiation of serotoninergic (Pattyn et
al., 2004) and sympathetic (Tsarovina et al., 2004) neurons. In the
retina, cyclin D1 and cell cycle inhibitors, such as the p57/Kip2
(Cdknlc — Mouse Genome Informatics) and p27/Kipl (Cdknlb —
Mouse Genome Informatics) proteins, have been shown to be
differentially involved in distinct differentiation pathways,
suggesting that the expression of cell cycle regulators may be
dependent on specification genes (Dyer and Cepko, 2001; Livesey
and Cepko, 2001). Deciphering crosstalk between specification
genes, proneural genes and the machinery of the cell cycle appears
therefore to be a key issue.

Here, we report several lines of data supporting the involvement
of GATAZ2, a transcription factor that contains two C4 zinc fingers,
in such crosstalk. GATA2 was first described as a regulatory protein

78



Résultats

2156 RESEARCH ARTICLE

Development 133 (11)

that plays a major role in the proliferation of progenitors and in
lineage specification during early hematopoiesis. Indeed Gatra? loss
of function in the mouse leads to the death of embryos between E9.5
and E11, owing to severe defects in primary hematopoiesis (Tsai et
al., 1994). Gata2 also appears to be indispensable for the
differentiation of several other tissues during embryogenesis,
including the uro-genital (Zhou et al., 1998) and the nervous
systems. In the latter case, Gata?2 is known to participate in the
differentiation pathway of different types of neurons in the ventral
hindbrain and spinal cord, namely cranial nerves (Nardelli et al.,
1999; Pata et al., 1999), serotoninergic neurons (Craven et al., 2004;
Pattyn et al., 2004) and V2 interneurons (Karunaratne et al., 2002;
Zhou et al., 2000). The fact that, in each of these lineages, Gata2
activation is turned on in early precursors raised the possibility that
Gata? may influence the cell cycle and probably, like other
specification genes, participate in its withdrawal. In order to gain
further insight into this possible new aspect of Gata2 function, we
carried out analyses aimed at a better understanding of how Gata2
is linked to the cell cycle. Our data have established that Gata2
expression is sufficient to force cycling neural progenitors to switch
to a quiescent and eventually differentiating state in vivo. In addition,
we show that Gata2 acts as a potent inhibitor of proliferation in
embryonic undifferentiated neuroepithelial cells in culture. Such
negative control on the proliferation of neuronal progenitors appears
to be exerted by Gata2 by interfering with the regulation of cell cycle
components and by shutting off the Notch pathway.

MATERIALS AND METHODS

Mouse embryos

Mice heterozygous for the Gata2-null mutation (Tsai et al., 1994) were
maintained in a mixed C57B16/DBA2 background, which was found to
slightly improve the survival of the Gata2”~ embryos in comparison with
the pure C57BI6 background. The day of the vaginal plug was considered to
be E0.5 and embryos were collected at E10.5, a stage at which the survival
of the homozygous embryos starts to decrease significantly. Only surviving
embryos, identified by their beating heart, were included in our studies.
Animals and embryos were genotyped as described (Tsai et al., 1994). For
BrdU incorporation, pregnant females were injected intraperitonally (2 g/kg)
1 hour before sacrifice.

Electroporation of chick embryos in ovo

In order to obtain the PAARSV-GATA2HA expression plasmid, the entire
human sequence encoding Gata2 was amplified by PCR so as to introduce
a Ncol site at the 5’ end, one copy of the HA epitope and an EcoRV site at
the 3’ end of the cDNA. The PCR product was cloned into PGEM3,
entirely checked by sequencing and transferred into pAdRSV-SP
(Giudicelli et al., 2001) by Ncol and EcoRV digestions. The pCAGGS-
cld2 (Dubreuil et al., 2000), pAdRSV-bGal (Giudicelli et al., 2001) and
pAdRSVGFP plasmids were kindly provided by Christo Goridis, Pascale
Gilardi and Philippe Ravassard, respectively. Fertilised eggs from Gallus
gallus domesticus hens were incubated at 38°C in a humidified oven. The
DNA solution (2-3 mg/ml) was injected in the hindbrain and the spinal
cord with an Eppendorf Femtojet injector at stage HH12 or HH15. Six
pulses of 25 V for 50 mseconds each were then applied with a BTX ECM
830 electroporator. Embryos were further incubated for either 24 or 48
hours (occasionally for 6-12 hours) before being fixed as described below.
For BrdU incorporation, a single injection of a 20 mg/ml BrdU solution
was injected into the heart or the umbilical vein 30 minutes prior to
collecting the embryos.

Immunohistology and in situ hybridisation

Embryos, fixed in paraformaldehyde (PFA) 4% for 2-3 hours for
immunostaining and overnight for in situ hybridisation, were equilibrated in
PBS 30% sucrose, embedded in PBS containing 15% sucrose and 7%
gelatin and frozen at —50°C. Serial sections (12 pm) were then cut with a
LEICA CM 3000 cryostat.

For immunostaining, sections were saturated with PBS/0.1% Triton/10%
foetal calf serum (FCS) (saturation solution) for 30 minutes and incubated
with the primary antibody diluted in the same solution. After several washes
in PBS/0.1% Triton, the secondary antibody, diluted in the saturation
solution, was added for 30 minutes at room temperature. Slides were then
mounted in Fluorescent mounting medium (DAKO). Black and white
pictures were obtained with a TCS Leica confocal microscope and false-
coloured in Photoshop (Adobe).

BrdU staining was performed as described (Ravassard et al., 1997),
except that the secondary antibody was coupled to Alexa Fluor 488 or
546. The nuclei were stained with DAPI before mounting. To assess
the percentage of Gata2-expressing cells being in S phase in E10.5
mouse embryos, BrdU-positive cells were counted among 850 Gata2-
positive cells, distributed into 10 spinal cord sections from two different
E10.5 embryos. In chick embryos misexpressing GATA2-HA, all the
nuclei and the BrdU-positive nuclei were counted on the electroporated
and the control sides on at least four sections in three different embryos.
Counting was carried out using Metamorph software. The same approach
was applied to calculate the percentage of phospho-Histone3-positive
cells.

TUNEL stainings were performed with the Apodetect” kit (Qbiogen)
following the supplier’s instructions.

In situ hybridisation on sections were performed according to Ravassard
et al. (Ravassard et al., 1997). For further immunostaining, sections were
processed as described earlier. Staining was analysed with a BX60 Olympus
epifluorescence microscope, and pictures were taken with a black and white
Cool Snap camera (Ropper Scientific) and false-coloured in Photoshop
(Adobe).

Primary and secondary antibodies

The following primary antibodies were used: mouse monoclonal anti-
p27/Kipl (BD Bioscience, 1/2000), anti-B11I-Tubulin (Babco, 1/10,000),
anti-BrdU (DAKO, 1/1000), anti-Isll (DSHB; 1/20), 3A10 anti-
neurofilament-associated protein (1/500; DSHB), anti-NeuN (Chemicon,
1/1000), rat monoclonal anti-HA epitope (Roche, 1/2000), rabbit polyclonal
anti-phosho-Histone3 (Upstate Biotechnology, 1/1000), anti-p57/Kip2 (BD
Bioscience, 1/2000), anti-GATA2 (Santa-Cruz, 1/400), anti-GFP (Abcam,
1/1000) and anti-Sox2 (Abcam, 1/1000). The fluorescent secondary
antibodies, goat anti-mouse, -rabbit and -rat IgG, all highly absorbed against
other species and coupled either to Alexa Fluor 488 or 546 (Molecular
Probes) were diluted 1/2000.

In situ probes

The mouse probes were: Gata2 (Nardelli et al., 1999); cyclin D1, cyclin D2
and cyclin D3 (Wianny et al., 1998); full-length p27 ¢cDNA (Toyoshima and
Hunter, 1994); 700 bp Accl/Xbal fragment for Sox2; rat Notchl (Lindsell et
al., 1996); DIl1 (Campos et al., 2001); and Jag/, full-length Hes5 cDNA,
Mash1 and Ngn2 (Gradwohl et al., 1996). The chick probes were: full-length
cDNA for Gata2; Sox2, DIl1 and Jag! (obtained from Nicole Le Douarin’s
laboratory); Ngn2 (Novitch et al., 2001); Cashl (Groves et al., 1995); and
cyclin D1 (Lobjois et al., 2004). The full chick Hes5-coding sequence was
cloned by RT-PCR from E6.5 chick retina total RNA, using the following
primers: 5'-GCGGCTCGAGAGCCAGCTTCGTGC-3' (forward) and 5'-
CCTCTGGAATGTGCACCAGTGTCC-3" (reverse). The cDNA was
checked by sequencing. To monitor the activation of cyclin D1 and Cash!,
antisense probes devoid of bacterial sequence were synthesised from cDNA
fragments amplified by PCR. Primers for cyclin D1 amplification were as
described (Lobjois et al., 2004); Cashl primers were 5'-TGATGCG-
CTGCAAGAGGCGG-3" (forward) and 5'-GTAATACGACTCACTAT-
AGCACCGGGAAACGTGGTCCAGA-3’ (reverse). Likewise, the chick
1d?2 probe was synthesised by PCR amplification of the cDNA included in
pCAGGS-cld2, using the following primers: 5'-AAGCTTTCAGCCCCGT-
GCGGT-3' (F) and 5'-GTTAATACGACTCACTATAGAGCGTGGATT-
CCTCCCCTCC-3' (R).

Cell culture

Mouse embryonic neuroepithelial cell cultures (ENC) were initiated from
neural tube explants of E9.5 wild-type and Gara2 ~ embryos, generated
in the same genetic background and maintained as described (Nardelli et

79



Résultats

GATA2 and cell cycle arrest of neural progenitors

RESEARCH ARTICLE 2157

al., 2003). All comparative experiments between wild-type and Gata2
cells were performed at matching numbers of passages, which never
exceeded 12. To compare the proliferation rate by BrdU incorporation,
cells were seeded on glass cover-slips in 24-well plates. At 50%
confluency, the cells were placed in medium containing 0.5% FCS.
Twenty-four hours later, BrdU (10 pg/ml of culture medium) was added
with 10% FCS. The cells were then fixed at different time intervals and
treated as previously described for tissue sections. The nuclei were
stained with DAPI before the slides were mounted with Dako
Fluorescence Mounting Medium. Experiments for each time point were
carried out in duplicate, and all experiments were repeated three times.
Nuclei were then counted using Metamorph software. Counting was
carried out on at least five fields, including more than 200 cells selected
on different coverslips. Transfection experiments and immunostaining
were performed as described (Nardelli et al., 2003). During GATA2-HA
transient expression experiments, BrdU incorporation in transfected and
control cells was started 30 hours after transfection and allowed for 15
hours. In situ hybridisation on transfected cells was performed as
described (Nardelli et al., 2003). As this protocol does not permit further
immunostaining, pAdRSV-BGal plasmid was added to pAdRSV-
GATA2HA to detect transfected cells by X-Gal coloration before in situ
hybridisation (Nardelli et al., 2003). Control cells were transfected with
pAdRSV-BGal alone. The culture medium was changed 6 hours after
transfection, replaced by fresh medium and collected 24 hours later. This
conditioned medium was diluted twice with fresh medium and applied for
24 hours on Gata2 " cells, plated on glass cover-slips in 24-well plates.
NB2a neuroblastoma cells were cultured in DMEM supplemented with
10% serum and processed as ENC for immunostaining, transfection and
BrdU incorporation.

Semi-quantitative and quantitative PCR reactions

Total RNA from wild type or Gata2 ™ embryonic neuroepithelial cells was
prepared by adding TRIZOL (Invitrogen) directly onto the cells in
the tissue-dish and following the manufacturer’s instructions for
extraction. RNA was further purified on RNeasy columns (QIAGEN),
treated with DNAse, then checked and quantified on Agilent chips.
Experiments were repeated twice on three different RNA preparations.
Quantitative RT-PCR was performed using a SIGMA SYBR Green
Quantitative RT-PCR kit.

Reverse-transcription was performed from 5 pg RNA, with
Superscript III (Invitrogen). Semi-quantitative PCR was performed
with 0.5 pl of reverse-transcription reaction, using FastStart Taq
polymerase (Roche). The PCR program included an initial denaturation
step of 95°C for 4 minutes, then 45 seconds at 95°C, 45 seconds at 65°C
and 30 seconds at 72°C for actin and cyclin D2 (20 cycles), cyclin D1
and Notchl (23 cycles), cyclin D3 and p27 (27 cycles), and for cyclin
E1 (30 cycles). The PCR products, all sized between 300 and 350 bp,
were separated in BEt-agarose gels and then analysed with Gel-Doc
camera and soft-ware (BioRad) to calculate the relative amount of each
product.

The quantitative PCR reactions (20 p.l) were performed in a MX 4000
apparatus (Stratagene). The program was as follows: an initial step at 95°C
for 10 minutes; 30 seconds at 95°C, 1 minute at 65°C and 30 seconds at 72°C
for 36 cycles; then 95°C for I minute and a 1°C increment/minute from 55°C
up to 95°C to generate denaturation curves.

The primer sequences were as follows: cyclin D1, 5'-TGTGGCC-
CTCTGTGCCACAG-3' (forward) and 5'-TCTCGCACGTCGGTGGG-
CGT3 (reverse); cyclin El, 5'-TCAGGAGCAGCAGGGGTCTGC-3’
(forward) and 5'-CTGTGGGCTCTGCATCCCACA-3" (reverse); p27,
5'-TGGAGAGGGGCAGCTTGCCC-3’ (forward) and 5'-AGGCCGGG-
CTTCTTGGGCGT-3' (reverse); cyclin D2, 5'-TGGCCGCAGTCAGGG-
CTCACG-3' (forward) and 5'-TCAGGGCATCACACGTGAGTGTGT-3’
(reverse); cyclin D3, 5'-CCTGGCCTTGATTCTGCACCG-3" (forward)
and 5'-GCTTCCCTGAGGCTCTCCCTG-3' (reverse); actin, 5'-GTGG-
GCCGCTCTAGGCACCAA-3" (forward) and S5'-CTCTTTGATGTC-
ACGCACGATTTC-3" (reverse); Notchl, 5'-CAGTCGTCCGACTG-
GGGACA-3" (forward) and 5'-TCGTCCGTGTGAGCACCCAC-3'
(reverse).

RESULTS

Gata2 expression is predominantly associated
with newborn neuronal precursors

In the hindbrain and the spinal cord, Gata? is ventrally expressed in
the presumptive domain of V2 interneuron precursors that abut the
dorsal limit of the motoneuron domain (Fig. 1A,B) (Briscoe et al.,
2000; Karunaratne et al., 2002; Zhou et al., 2000). In the hindbrain,
further expression is observed in a thin domain adjacent to the floor-
plate corresponding to the p3 domain described in the spinal cord
(Fig. 1A) (Briscoe et al., 2000) and generating serotoninergic
neurons (Craven et al., 2004; Nardelli et al., 1999; Pattyn et al.,
2004). For the sake of homogeneity, we principally present data
relative to the spinal cord, although our analyses were carried out in
both the caudal hindbrain and the spinal cord. As shown in Fig.
1A,B,D, the onset of Gata?2 activation occurs in cells localised in
medial and intermediate positions, corresponding to cells either still
proliferating or newly withdrawn from division and engaged in the
differentiation pathway. Using transgenic mice in which lacZ
expression was driven by Gata?2 cis-regulating elements, Zhou et al.
(Zhou et al., 2000) reported a very restricted overlap between
proliferating cells, as evidenced by BrdU incorporation, and 3-
galactosidase expression in the spinal cord. Using in situ
hybridisation we confirmed that, at E10.5, only 9% (75 among 850)
of the GATA2-positive cells in the spinal cord appeared to be cycling
(Fig. 1C,F). Furthermore, we observed a similarly restricted overlap
in all the other sites of Gata2 expression (data not shown). Such
observations, and the fact that Gata2 has been implicated upstream
of several differentiation pathways, raised the hypothesis that Gata2
could participate in coordinating commitment and cell cycle exit.

Gataz2 is sufficient to arrest the proliferation of
neuronal progenitors in vivo

To assess the possible role of Gata2 in the withdrawal of neuronal
progenitors from the cell cycle, we first induced Garta2
misexpression in the neural tube of chick embryos by
electroporation of pAdRSV-GATA2HA, a plasmid that drives
ubiquitous expression of the human GATA2 protein tagged with the
HA epitope. Compared with the non-electroporated side of the
neural tube, GATA2-HA expression caused a marked decrease (5%
versus 11%) in cells containing phospho-Histone3, a pan-marker of
the M phase (Fig. 1G-I,M). Likewise, short pulses of BrdU
incorporation, performed for half an hour before collecting the
embryos, demonstrated a significant decrease in BrdU-positive cells
on the electroporated side (28% compared to 47%) and a very
limited coincidence with GATA2-overexpressing cells (Fig. 1J-L,N).
In addition, we observed that GATA2-HA caused a marked
downregulation of Sox2, a pan-marker of the neural progenitor stage
(Fig. 10,P). These results were consistent with the hypothesis that
GATAZ2 can behave as an inhibitor of the cell cycle and may thus
actively participate in the switch to the post-mitotic stage in neural
progenitors.

Interaction between Gata2 and the cell cycle
machinery

To confirm such a role, we investigated possible interactions
between Gata2 and the cell cycle. In most cases, cells leave the cell
cycle in G1, when the concentration of cell cycle inhibitors has
increased sufficiently to prevent them from reaching the restriction
point, thus forcing them to take the GO branch. These inhibitors
principally impair the activity of cyclin-dependent kinases, such as
CDK4 and CDKG6, which is dependent on interaction with D-type
cyclins, namely cyclin D1, D2 and D3 (Cunningham and Roussel,
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Isl1 GATA2

GATA2 ‘

Fig. 1. GATA2 expression is turned on in newborn
progenitors and is sufficient to arrest proliferation.

(A) Transverse section of the caudal hindbrain of a E10.5 mouse
embryo, first hybridised with Gata2 anti-sense RNA (green), then
stained with antibodies against Isl1 (red), a pan-marker of
motoneurons. The presumptive domain of V2 precursors, which
express Gataz, is located between the respective domains of the
motoneuron and V1 interneuron precursors; in the hindbrain,
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2001; Murray, 2004). However, in addition to their active role during
the progression towards the G1/S transition, D-cyclins have also
been reported, at high expression levels, to exert the opposite effect
and to sustain the maintenance of quiescence (Meyyappan et al.,
1998; Pagano et al., 1994). Speculating that Gata2 could probably
affect D-cyclin expression, we first closely examined the distribution
of their respective transcripts in the ventral neural tube. At E10.5,
surprising distinguishing features were observed in the expression
patterns of cyclin D1 and D2. As shown in Fig. 2A,B, cyclin D1
transcripts were detected at low levels (cyclin D1') in the
ventricular zone and not at all in the marginal layer, which contains
maturing neuron precursors. Strikingly, within the ventricular zone,
a high level of expression (cyclin D1"€") was observed in a domain
which abuts the dorsal limit of motoneurons (Fig. 2A,E). This
domain most probably includes the presumptive domain of Gata2-
expressing V2 interneurons and more dorsal interneurons, such as
V1. Furthermore, the semi-lateral position of the majority of these
cells suggested that this high level of expression was associated with
newborn precursors. At the same stage, cyclin D2, like cyclin D1,
showed two levels of transcription. In contrast to the general low
activation observed in the progenitors, transcripts were
conspicuously detected in the marginal layer along the entire

dorsoventral axis, although to a lesser extent at the level of

motoneurons and more ventral precursors (Fig. 2C). Cyclin D3

Gata2 is also activated to a lesser extent in the p3 domain,
indicated by the white arrow. (B,C) Transverse section of the
spinal cord of a E10.5 mouse embryo injected with BrdU.
Hybridisation with Gata2 antisense RNA (B) was followed by
BrdU immunostaining (C). (D-F) Higher magnification of the
area included in the white rectangle in C. (G-L) Transverse
sections of the spinal cord of chick embryos 24 hours after
electroporation with the pAdRSV-GATA2HA plasmid, double-
stained with anti-HA antibodies (G,J) and either with anti-
phospho-Histone3 (pH3) (H) or anti-BrdU antibodies (K), and
analysed by confocal microscopy. (I,L) Superimpositions of G,H (1)
and J,K (L). (M,N) The percentages of phospho-Histone3- and
BrdU-positive cells in the control (red, M) and the transfected
sides (blue, N) are compared. (O,P) Adjacent sections of chick
embryos misexpressing GATA2-HA, stained with anti-HA-
antibodies and hybridised with chick Sox2 anti-sense RNA. Scale
bar:in A, 70 pmin A-C; in D, 20 wm in D-F; in G, 20 pm in G-L;
in O, 50 pm in O,P.

expression was restricted to the ventricular zone (Fig. 2D). To
summarise, the transcription levels of the three cyclin D genes at
E10.5 appeared to vary individually according not only to the phase
of the cell cycle, but also to cell specificity. In E10.5 Gata2

embryos, the transcription pattern of neither cyclin D2 nor cyclin D3
seemed to be significantly affected (data not shown). By contrast, we
observed a decrease in the number of newborn precursors
distinguished by cyclin D1"€" transcription (Fig. 2B). This
suggested that Gara2 might participate in the upregulation of cyclin
D1 in newly committed precursors. This hypothesis was further
assessed in Gata2 gain-of-function experiments. Indeed, GATA2-
HA misexpression in the spinal cord of chick embryos drove ectopic
activation of cyclin D1 (Fig. 2F-H). Surprisingly, such a regulation
occurred not only in GATA2-HA-expressing cells but also in
neighbouring non-expressing cells (Fig. 2H). Wondering whether
this effect was related to the activation of the endogenous Gata?2
gene, we checked its expression in electroporated embryos. Indeed,
as in the case of cyclin D1, we observed a clear activation of the
endogenous Gata2 gene not only in GATA2-HA-positive cells, but
also in the neighbouring negative cells (Fig. 2J-L). To exclude the
possibility that the lack of GATA2-HA detection was due to its
degradation, we provided evidence that endogenous chick Gata2
activation was induced in cells that were not stained by the anti-HA
antibody 6 and 12 hours after electroporation (data not shown). In
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Fig. 2. Analysis of the expression of cell

wt |

9y ,C,I\m D‘? cycle regulators in the context of GATA2
4 loss- and gain-of-function.
(A-E) transverse sections of the spinal cord
of E10.5 mouse embryos, wild type
(A,C,D,E) or Gata2™" (B); in situ hybridisation
was performed with RNA anti-sense probes
for cyclin D1 (A,B,E), cyclin D2 (C) and cyclin
D3 (D) genes. In E, further staining,
performed with anti-islet 1 antibodies
(green), shows that the domain of higher
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concentration of cyclin D1 transcripts abuts
the dorsal limit of motoneurons and overlaps
V2 and V1 precursors. Broken lines in A,C-E
delineate the presumptive limit between the
ventricular and the marginal zones.

Brackets in A,B indicate the domain where
cyclin D1 transcription is upregulated.
(F-H,J-L) Transverse sections of the spinal
cord of electroporated chick embryos,
hybridised with a chick cyclin D1 (G) or
GataZ2 (K) antisense RNA probe, then
immunostained with anti-HA antibodies (F,J).
(H,L) superimposition of E-G (H) and J-K (L).
(1,M-T) Confocal analysis of double
immunofluorescent staining performed on
transverse spinal cord sections of wild-type
(I,M-P) or Gata2™~ (Q-T) E10.5 mouse
embryos. Anti-Kip2/p57 antibodies (I,M,Q,
green) were coupled with either anti-Isl1 (I,
red) or anti-Kip1/p27 (N,R). (O,S)
Superimpositions of M,N (O) and Q,R (S).

conclusion, GATA2 misexpression led to activation of the
endogenous Gata2 and cyclin D1 genes, and some aspects of this
activation appears to be generated by a non-cell autonomous
process.

To further understand the impact of GATA2 expression on the
control of the cell cycle, we next examined the expression of Kip
proteins, which are inhibitors of CDK-cyclin D complexes
(Cunningham and Roussel, 2001) and markers of the post-mitotic
stage in several neuronal differentiation processes (Dyer and
Cepko, 2001; Livesey and Cepko, 2001). Although p27/Kipl
protein was continuously expressed in the marginal zone (Fig.
2N,P), thus appearing to be a general marker of post-mitotic
precursors in the spinal cord, p27 transcripts were equally
distributed in the neural tube (data not shown). By contrast,
p57/Kip2 was barely detected in motor and V2 neuron precursors

(PT) Double immunostaining with anti-p27
and anti-Isl1 antibodies, respectively
visualised with anti-mouse IgG1 coupled to
Alexa Fluor 546 and anti mouse IgG2b
coupled to Alexa Fluor 488. The respective
presumptive domains of V1, V2 and motor
(MN) neurons are indicated in | and P. White
arrows in | indicate that the V2 presumptive
domain does not express p57/Kip2, and in
R,S,T, that the same domain lacks p27
expression in Gata2™~ embryos. Scale bar:
70 pm in A-D; 60 pm in E-L; 80 pm in M-T.

(Fig. 2I,M; note the expression gap observed between Isl1 and p57
in 21). Higher expression was observed in more dorsal regions and
appeared to precede that of p27 (Fig. 20). In Gara2 mutant
embryos, p27/Kipl protein was missing or markedly reduced in a
domain dorsally abutting the motoneuron precursors, where Gata2
is normally expressed (compare Fig. 20 with 28 and Fig. 2P with
2T), whereas the distribution of p27 transcripts did not seem to be
altered (data not shown). Interestingly, expression of p57/Kip2 did
not appear to compensate for the lack of p27/Kip1 protein (compare
Fig. 20 with 2S) and did not seem to be affected (compare Fig. 2M
with 2Q). The ectopic induction of the Kip1/p27 protein we then
obtained by GATA2-HA misexpression (Fig. 3A-C) further
strengthened the hypothesis that GATA2 can participate in the
positive control of p27 protein expression and, accordingly, in the
engagement towards the post-mitotic stage.
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Gata2 control on cell cycle can be uncoupled from

neuronal differentiation

We next wanted to know whether such a role was coupled to
neuronal differentiation. Twenty-four hours after electroporation,
GATA2-HA misexpression was found to induce the expression of
early markers of neuronal differentiation, such as BII1-Tubulin/Tuj1
(Fig. 3D-F) and neurofilament (Fig. 3G-I), whereas NeuN
expression was not detected (Fig. 3J-L). BIII-Tubulin/Tujl
induction appeared to overlap partially with cyclin D1 activation
(see Fig. S1 in the supplementary material). Further analyses
carried out 48 hours after electroporation showed that some of the
GATA?2 misexpressing cells had migrated into the marginal zone.
These cells continued to express p27 (Fig. 4A-C), BIII-
Tubulin/Tuj1 (Fig. 4D-F) and neurofilament (Fig. 4G-I), and had
activated NeuN expression (Fig. 4J-L). At this stage, the expression
of these markers appeared to be exclusive of that of cyclin D1 (see
Fig. S1 in the supplementary material). By contrast, the rest of the
GATA2 misexpressing cells had not migrated to the marginal zone,
were not dividing (data not shown) and were not expressing

Kip1/p27 Merge

B Tubulin/Tuj1

Fig. 3. GATA2-HA misexpression can induce the expression of
postmitotic differentiation markers 24 hours after
electroporation. (A-L) Confocal analysis of adjacent spinal cord
sections of a chick embryo misexpressing GATA2-HA 24 hours after
electroporation. HA immunostaining (A,D,G,J, green) was coupled with
p27/Kip1 (B), Tuj1/Bllitubulin (E), neurofilament (NF) (H) or NeuN (K)
immunostaining. (C,FI,L) Superimpositions of A,B (C), D,E (F), G,H (1)
and J,K (L). Scale bar: 80 pm.

p27/Kipl (Fig. 4A-C) or neuronal differentiation markers such as
BIII-Tubulin (Fig. 4D-F), neurofilament (Fig. 4G-I) or NeuN (Fig.
4J-L). GATA2-HA misexpressing precursors thus appeared either
to differentiate normally or to become blocked in the ventricular
zone and probably unable to progress along the differentiation
pathway.

In conclusion, gain-of-function studies established that Gara?2 is
sufficient to stop proliferation but not to systematically induce
neuronal differentiation. Notably this effect was not regionally
restricted along the dorsoventral axis of the neural tube and was
therefore independent of the cellular context.

Gata2 counteracts Notch signalling

GATA2 capacity to drive cells out of the cell cycle might be achieved
through inhibition of the Notch pathway. We therefore analysed the
impact of Gata2 loss- and gain-of-function on the expression of
effectors of the Notch pathway such as Notchl, DIl1, Hes5, Mashl
and Ngn2. In this regard, loss-of-function studies did not turn out to
be informative as only slight differences could be observed (data not

p27/Kip1 Merge

} BIITubulin/Tuj1 ||

Fig. 4. Cells misexpressing GATA2-HA can fail to further progress
into the differentiation pathway. (A-L) Confocal analysis of double
immunofluorescent stainings performed on adjacent sections of spinal
cord of chick embryos 48 hours after electroporation. HA
immunostaining (A,D,G,J, green) was coupled with p27/Kip1 (B),
Tuj1/BllItubulin (E), neurofilament (NF) (H) or NeuN (K) immunostaining.
(C,F1,L) Superimpositions of A,B (C), D,E (F), G,H () and J,K (L). Scale
bar: 80 um in A-F; 90 um in G-L.
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shown), probably owing to the low distribution of Gata2-expressing
cells at E10.5. By contrast, gain-of-function studies showed that
Gata2 misexpression caused a clear repression of D//1 (Fig. SA,B),
Ngn2 (Fig. 5D,F), Notchl (Fig. 5G,H), Hes5 (Fig. 5G,I) and even of
Serratel/Jagl (Fig. S5A,C), the expression of which does not overlap
that of Gata2. Only Cashl, the chick Mashl homologue, appeared
to be activated in response to GATA2 misexpression (Fig. 5D,E).
Thus, GATA?2 appeared to be a strong inhibitor of Notch signalling,
which raised the possibility that it could function in concert with
proneural activity. To address this question specifically, we decided
to analyse the consequences of inhibiting proneural function in the
Gata2 gain-of-function context. To this end GATA2-HA was
misexpressed with 1d2, a bHLH regulatory protein that has been
shown to inhibit the function of proneural proteins. We then
observed that GATA2-HA was still able to induce Cashl (Fig. 6A,B)
activation and chick Hes5 repression (Fig. 6C,D). Similarly,
GATA2-induced neuronal differentiation was not abolished by 1d2,
as assessed by BIlI-tubulin expression (data not shown). The sole
contrasting effect of 1d2 co-expression was the activation of Ngn2
(Fig. 6E,F). This can be assigned to Id2 function as it was also
observed in the presence of 1d2 alone (Fig. 6G,J). By contrast, Cash/
and Hes5 did not appear to be affected by 1d2 misexpression (Fig.
6G-I). These results established that: (1) proneural activity is not
required for GATAZ2 to extinguish Notch signalling and to induce
Mash1 and neuronal differentiation; and (2) Id2 appears to alleviate
the repression of Ngn2 transcription observed in the presence of
GATA2 alone.

GATA2-HA cDIl1 | cSerrate1
1 C
GATA2-HA | Cash1 [ cNgn2
E F

GATA2-HA

Fig. 5. The Notch pathway is shut off in the context of Gata2
misexpression. (A-l) Spinal cord cross-sections of chick embryos 24
hours after electroporation, hybridised with chick DIIT (B), Serrate1/Jag1
(C), Cash1 (E), Ngn2 (F), Notch1 (H) and Hes5 (1) antisense RNA probes,
or stained with anti-HA antibodies (A,D,G). (B,C,E,FH,l) Adjacent
sections to A,D,G. Scale bar: 70 pm.

Gata2 impedes the proliferation of neural cells in
culture

Another consequence that could be expected from defective cell
cycle exit in vivo is increased proliferation. However, despite
different attempts, it was not possible to provide evidence for such
an increase in Gata2 knockout (KO) embryos. First, the expression
pattern of phospho-Histone3 and Sox2 was found to be unaltered
(data not shown). Second, as the Gata2 RNA probe we had been
using allows detection of transcripts generated from both the wild-
type and the mutated Gata? allele (Tsai et al., 1994), we could assess
the distribution of transcripts in both wild-type and Gata2 KO
embryos. We found that the distribution of the transcripts in Gata2
mutant embryos was in fact more restricted than in wild-type
embryos (data not shown). TUNEL staining excluded the possibility
that cell death could account for such a difference (data not shown).
To further investigate this aspect, we switched our investigations to
cultured cells, specifically to mouse embryonic neuroepithelial cells
(ENC). Indeed, ENC isolated from either the hindbrain or the spinal
cord do express Gata2 in culture, albeit at low levels [Fig. 7A and
Nardelli et al. (Nardelli et al., 2003)]. In addition, these cells exhibit
a poor proliferation rate if they do not express an immortalising
agent such as a mutated version of SV40T (Nardelli et al., 2003).
Speculating that Gata2 expression could be involved in the
restriction of proliferation, we decided to assess the impact of Gara?2
inactivation on the proliferation rate of ENC in culture. To this end,
ENC cultures were generated from posterior neural tube explants
dissected either from wild-type or Gata2” embryos at E9.5. In
accordance with our previous experiments, only 11 out of the 25
wild-type explants survived and could be expanded in culture. The
cells derived from these cultures divided very slowly, allowing a
passage, at 1:4 dilution, every two to three weeks. By contrast, five
out of six cultures originating from Gata2”~ explants survived, and
in all five cases the mutated cells manifested a significantly higher
proliferation rate. Indeed, the mutant cells reached confluency in less
than a week when seeded at a 1:5 dilution. Moreover, they did not
flatten and spread as much as wild-type cells, remaining smaller and
more rounded. Widespread nestin (Fig. 7B,C) and Sox2 expression
(Fig. 7D and data not shown), and lack of BIII-Tubulin expression
(Fig. 7F and data not shown) confirmed the neuroepithelial character
of the wild-type and mutant cells, and their common low propensity
to differentiate.

The marked difference in the proliferation rate between Gata2
wild-type and mutant ENC was probably due to a shortening of the
division time in the absence of GATA2. In order to confirm this,
BrdU incorporation was performed in two cultures representative of
the wild-type and of the mutant ENC. Both cultures were driven into
quiescence by serum deprivation for 24 hours. ENC were allowed to
re-enter the cell cycle by addition of foetal calf serum and BrdU in
the culture medium, and the rate of BrdU incorporation was
compared at time intervals. As shown in Fig. 7G, the percentage of
BrdU-positive ENC increased steadily in the mutant cells upon re-
entry into the cell cycle. By contrast, such an increase was clearly
delayed in the wild-type ENC. Indeed, 60% of the mutant cells, but
only 10% of the wild-type cells, were BrdU positive 8 hours after
cell cycle reactivation. These results established that the time
necessary to reach the G1/S phase was shorter in mutant ENC, thus
implying a shortening of the G1 phase in the absence of GATA2.
This prompted us to compare the status of cyclin D transcription in
wild-type and mutant cells. By performing semi-quantitative RT-
PCR, we found that the levels of cyclin D1 and cyclin D2 were
higher in the wild-type than in the Gata2”~ ENC, three- and fourfold
respectively, whereas no significant differences were observed in the
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Fig. 6. Gata2 function does not
require proneural activity. (A-J) Spinal
cord sections of chick embryos 24 hours
after electroporation either with pAdRSV-
GATA2HA and pACGGScld2 (A-F) or with
pACGGScld2 and pAdRSV-GFP (G-)).
(A,C,E) Immunostaining with anti-HA
antibodies and (G) with anti-GFP
antibodies. In situ hybridisation was
performed with chick RNA antisense
probes for Cash1 (B,H), Hes5 (D,l) and
Ngn2 (F)). (A,B; C,D; E,F; G-J) Adjacent
sections. Scale bar: 70 pm in A-F; 60 pm
in G-J.
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Fig. 7. GATA2 inhibits the proliferation of mouse embryonic
neuroepithelial cells in culture. (A-F) Wild-type (A,B) and Gata2™”
(C-F) embryonic mouse neuroepithelial cells (ENC); immunostaining
with anti-GATA2 (A), anti-nestin (B,C, green), anti Sox2 (D, green) and
anti-Tuj1/Blll-tubulin (F, red) antibodies. Nuclei were stained with DAPI
(blue) in B,C,E,F. Wild-type (B) or Gata2™~ (C) ENCs express Nestin. Sox2
(D), but no Tuj1/plll-Tubulin (F), can be detected in Gata2™~ cells, as in
wild-type cells (not shown); D-F correspond to the same field.

(G) Comparison of the percentage of serum-starved cells reaching the S
phase at different time intervals after cell cycle release in the presence
of serum and BrdU. (H) Comparison of the transcription level of cyclin
D1, cyclin D2, cyclin D3 and cyclin E1, p27 and Notch1 genes by semi-
quantitative RT-PCR. PCR products were separated on BEt agarose gels,
then analysed and quantified with GelDoc camera and software
(BioRad). Scale bar: 40 pm in A-C; 20 um in D-F.

case of cyclin D3 and of p27 (Fig. 7H). In addition, the same
approach demonstrated that the level of cyclin E1 transcripts was
increased by threefold in Gata2 mutant ENC (Fig. 7H). The results
concerning cyclin DI and cyclin D2 were further confirmed by
performing quantitative RT-PCR experiments that showed that the
level of transcripts in mutant cells was decreased three- and fivefold,
respectively, in comparison with wild-type cells. Consistent with the
observations we made in vivo, the concentration of Notchl
transcripts in wild type ENC cells was found to be 4.5-fold lower
than in Gata2-deficient ENC.

Consistently, Gata2 complementation in mutant ENC, achieved
by transient transfection with the pAdRSV-GATA2HA construct,
appeared to markedly and widely upregulate cyclin D1 and D2
transcription (Fig. 8A,C), which was detected at very low levels in
control cells (Fig. 8B,D). Similar upregulation was obtained in non
transfected cells cultured in medium conditioned by transfected cells
(see Fig. S2 in the supplementary material). These experiments
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Fig. 8. Gata2-deficient ENC complemented with Gata2 exhibit
much more active cyclin D1 and cyclin D2 transcription, while
Gata2 transient overexpression blocks the proliferation of
mouse neuroblastoma cells. (A-D) Gata2”~ ENC were transfected
either with pAdRSV-GATA2HA and pAdRSV-BGal plasmids (A,C) or with
pAdRSV-BGal alone, then treated for X-Gal colouration and in situ
hybridisation with cyclin D1 (A,B) or cyclin D2 (C,D) antisense RNA
probes. (E-J) NB2a mouse neuroblastoma cells, either control (E-G) or
transiently transfected with pAdRSV-GATA2HA (H-J). BrdU was added
in the culture medium 30 hours after transfection, cells were recovered
15 hours later, processed for BrdU staining (Fl) and further HA-
immunostained (I, red); nuclei were stained with DAPI (E,H) before
mounting. (G,J) Superimpositions of E,F (G) and H,I (J). In the control
culture (E-G), cells have not stopped growing and are all BrdU positive;
whereas in transfected cultures (H-J), cells have not reached the same
density and, especially GATA2-HA expressing cells, have not
incorporated BrdU (J). Scale bar: 45 pm in A-D; 15 um in E-J.

provided evidence that GATA2 induces cyclin D1 and D2
transcription in ENC cells in a non-cell-autonomous manner, as
observed for cyclin D1 in vivo. Furthermore, they strongly support
that this non-cell-autonomous effect is mediated by a secreted factor.
GATA2 transient expression also caused the arrest of the
proliferation of Gata2”~ ENC (see Fig. S3 in the supplementary
material) and notably of highly proliferating NB2a mouse
neuroblastoma cells. Indeed, in both cases, whereas the control cells
continued to grow normally and most of them were BrdU positive
(Fig. 8E-G; see Fig. S3 in the supplementary material), transfected
cultures did not grow as well, and GATA2-HA expressing cells did
not incorporate BrdU or express phospho-Histone 3 (Fig. 8H-J and
data not shown). However, this clear inhibition of cell proliferation
was not associated with the induction of p27/Kip1 expression or
with neuronal differentiation, as deduced by the lack of BI1I-Tubulin
expression in these cells (data not shown).

DISCUSSION

Gata2 has been demonstrated to be a determining factor in
molecular cascades that take place during the early steps of several
neuronal differentiation pathways (Craven et al., 2004; Karunaratne
etal., 2002; Pattyn et al., 2004; Zhou et al., 2000). The fact that only
aminority of cells expressing Gata2 were found to be mitotic raised
the possibility that Gata2 is activated during final cell division prior
to differentiation, and this instructs cells to exit the cell cycle in order
to engage in terminal differentiation. This has previously been
described for other ventral specification genes, such as MNR2/HB9
during motoneuron specification (Tanabe et al., 1998) or Phox2b
(Dubreuil et al., 2000). Using both loss- and gain-of-function
studies, we have established that Gara2 exerts negative control on
the division of neuronal progenitors, which can lead to cell cycle exit
in vivo and restricts the proliferation rate in vitro. Interestingly, this
effect was observed both in concert with and independently of
neuronal differentiation.

Gataz2 is sufficient to inhibit cell proliferation but
may require further instruction to induce
neuronal differentiation

As estimated by BrdU incorporation, GATA2 expression can be
sufficient to impede the proliferation of neural progenitors, in vivo
as in culture, in ENC or NB2a cells. As visualised by p27, BIII-
tubulin, neurofilament and NeuN expression, this effect can be
further associated with cell cycle exit and neuronal differentiation in
vivo. However, if outsets of early neuronal differentiation are
primarily observed in GATA2-misexpressing cells in vivo, it appears
that part of these cells are not able to keep differentiating properly
and become negative for such markers 48 hours after
electroporation. Furthermore, no differentiation was observed in
culture. Consistently, we suggest that GATA2 may not be always
sufficient to consolidate the post-mitotic stage and enable cells to
irremediably progress along the differentiation pathway, which may
require further molecular events obviously absent in our culture
conditions.

Gata2 interferes with the control of expression of

components of the cell cycle machinery

To gain further insight into how GATA2 can eventually participate
in cell cycle withdrawal, we focused our studies on D-cyclins and
Kip proteins, which are known to play a crucial role during the G1
phase in committing the cells towards either the GO phase or,
conversely, the G1/S transition. According to our expression studies,
a low level of activation of the D-cyclins may be sufficient to enable
them to participate in the maintenance of cell division, whereas
distinct upregulation features appear to be involved in other
functions. Indeed, previous reports have shown that high levels of
D-cyclins, which can result from either more active gene
transcription or further stabilisation of the transcripts, impede cell
cycle progression and sustain the maintenance of quiescence
(Meyyappan et al., 1998; Pagano et al., 1994). Cyclin D2
transcription pattern is consistent with a general function during the
maturation phase of neurons, which could thus be related to
consolidation of the postmitotic stage. In addition, it can eventually
denote a more specific role, which remains to be understood, during
neuronal differentiation. By contrast, the region-specific aspect of
cyclin D1 upregulation indicates that environmental cues are
implicated in the regulation of this cyclin gene, which is consistent
with the fact that growth factors and signalling pathways (Lobjois et
al., 2004) have been shown to largely account for distinct expression
features of D-cyclins in the early neural plate (Lobjois et al., 2004;
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Wianny et al., 1998). Downstream of signalling pathways,
specification genes such as Gara2 may be implicated in the
regulation of transcription activation. Further analysis will be
necessary to gain more insight into the eventual role of this cyclin
during the specification of neural progenitors. With regard to this,
we have shown that GATA2 is able to cause transient upregulation
of cyclin D1 in vivo and may thus participate in this upregulation in
V2 precursors. The same influence of GATA?2 on cyclin D1 and D2
transcription has been established in ENC cells. In the case of cyclin
D2, this was in discrepancy with the fact that the expression pattern
of this cyclin did not seem to be altered in vivo in Gata2 mutant
embryos. This could possibly be explained in a number of ways: (1)
the distribution of cells expressing GATA2 at E10.5 and of ventral
cells exhibiting the higher level of cyclin D2 transcription which
might be too low to provide clear evidence of altered expression in
absence of GATA2; (2) compensatory mechanisms taking place in
vivo, as described in KO mice for D-cyclins (Kozar et al., 2004); and
(3) the existence of a distinct regulatory mechanism involving Gata?2
and taking place only in culture. The downregulation of cyclin E
observed in ENC could be a consequence of the higher expression
of cyclin D1 and D2. Indeed, at high concentrations, D-cyclins can
inactivate CDK2 by disrupting the complex it forms with cyclin E.
This can result in the inhibition of events underlying the progression
towards the S phase, in particular the upregulation of cyclin E
(Meyyappan et al., 1998; Pagano et al., 1994).

Once cells have been committed to leave the cell cycle, further
events may be required to consolidate the post-mitotic stage, such as
the expression of p27/Kipl and/or p57/Kip2 proteins. In fact, p27
continuously delineates the marginal zone, whereas p57/Kip2 is
barely detected in the motoneuron and V2 domains. Although the
functional consequences of such distinct regional features have not
yet been elucidated, they denote the potential existence of different
mechanisms underlying cell cycle withdrawal among neural
progenitors with respect to their position along the dorsoventral axis.
Furthermore, the fact that p27 transcripts were found to be widely
distributed in the neural tube supports the idea that the protein
synthesis in the marginal layer relies on post-transcriptional controls.
Indeed, translational (Kullmann et al., 2002) and post-translational
(Tsvetkov et al., 1999; Zhang et al., 2005) events largely account for
the control of p27/Kip1 protein expression. Our gain- and loss-of-
function analyses strongly support that Gata2 can contribute to this
control in vivo. Furthermore, the lack of p27 protein occurring in
GATA2-deficient precursors does not appear to be compensated for
by p57/Kip2, and this raises the issue of the alteration of cell cycle
exit in these precursors. The expected consequence of such a
situation could be increased proliferation. This was overtly
manifested by ENC in culture but was not observed in vivo. This
failure might be due to the low distribution of cells activating Gata2
in the ventral spinal cord at E10.5, which was found to be even more
restricted in Gara2 mutant embryos. Considering that cell death
could not explain it, this pronounced restriction could be accounted
for by two non-mutually exclusive hypotheses: (1) a possible switch
in cell fate and the subsequent downregulation of the Gata2 locus;
and (2) the lack of auto-activation potentially induced by GATA2.
The latter hypothesis is strongly supported by the fact that
exogenous GATA2 expression induced activation of the endogenous
Gata2 and cyclin D1 genes in both a cell-autonomous and non-cell-
autonomous manner. Complementation experiments in Gata2™”~
ENC, which confirmed the existence of this non-cell autonomous
effect, suggest that endogenous functional Gata? is not necessary to
mediate this effect, which appears to function in absence of GATA2
and to be mediated by a secreted factor not yet identified. This is also

consistent with the hypothesis that the transcription of cyclin D1 and
D2 may not be directly regulated by GATA2. It will be interesting to
gain further insight into this transcriptional control and into how this
non-cell-autonomous mechanism is controlled in the spinal cord so
that Gata?2 activation is restricted to V2 precursors.

Gata2 interferes with the Notch pathway

The Notch silencing caused by Gara2 gain-of-function
manipulations is consistent with the arrest of proliferation and the
induction of neuronal differentiation. This effect on the Notch
pathway may occur in different ways. First, Notch signalling
involves an auto-regulatory loop, which means that alteration of the
expression of any component of the loop will alter the expression of
other components (Huppert et al., 1997) (for a review, see Artavanis-
Tsakonas et al., 1999). Second, Notch silencing may simply be a
consequence of negative regulation of the cell cycle by Gara2 as
interference between Notch signalling and cell cycle components
has been reported (Wai et al., 1999). Finally, we cannot rule out that
it may rely on degradation processes that control Notch turnover
(Oberg et al., 2001; Schweisguth, 1999). Although our data do not
allow us to determine the way in which Gara2 impedes Notch
signalling, despite Cashl activation, they support the idea that this
functional aspect of Gata2? does not require proneural activity.
Indeed, in addition to its proneural activity, Mash1/Cashl is involved
in neuron-type specification. The two functional aspects have been
described to be mechanistically distinct (Parras et al., 2002; Pattyn
et al., 2004), and we think that Cashl activation by GATA2 is
associated with a function in neuronal specification (Craven et al.,
2004; Pattyn et al., 2004) and not with proneural activity.

In conclusion, our studies have revealed new aspects of the
function of Gata2 during neurogenesis related to the control of the
proliferation of neural progenitors. They provide further evidence of
a possible crosstalk between proneural and specification genes that
intervene during neuronal fate determination.
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Supplemental Figure 1S: Comparison of cyclin D1 and BllITubulin/Tuj1
expression in chick embryos misexpressing GATA2-HA.
(A-H), spinal section of a chick embryo collected either 24 hours (A-D) or 48 hours
(E-H) after electroporation with the pAdRSV-GATA2HA plasmid. In situ hybridisa-
tion was first performed with a cyclin D1 anti-sense RNA probe (B,F), then further
stained with anti-HA (A,E) and anti-BllITubulin/Tuj1 (C,G) antibodies. D and H are

superimpositions of B-C and F-G, respectively. Scale baris 70 um in A-C and 90
um in E-H.
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Supplemental Figure 2S:

Non-cell autonomous induction of cyclin

D1 and -D2 transcription in complemented GATA27- ENC is media-
ted by a secreted factor.

(A-C) GATAZ2”~ ENC were cultured in medium conditioned by the same
type of cells previously transfected either with pAARSVGATA2-HA and
pAdRSV-BGal plasmids (A,C), or with pAdRSV-BGal alone (B,D). In situ
hybridisations were then performed with RNA anti-sense probes for cyclin
D1 (A,B) or -D2 (C,D). Scale bar is 45 um in A-D.
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Supplemental Figure 3S: GATA2 complementation recues the proliferation defect in
GATA2”- ENC.

(A-F) BrdU was added in the culture medium of GATA27- ENC, either control (A-C) or tran-
siently transfected with pAdRSV-GATA2HA (D-F), 30 hours after transfection ; cells were
recovered 15 hours later, processed for BrdU- (B and E, green) and further HA-immunostai-
ning on transfected cells (F, red); nuclei were stained with DAPI (A, D); (C) and (F), superim-
positions of A-B, and D-E, respectively. In the transfected cultures (D-F), cells did not reach
the same density than in control cultures (A-C), and GATA2-HA expressing cells did not
incorporate BrdU (F) . Scale bar is 45 um in A-F.
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1.2. Synthese de I'article.

Dans la moelle épiniére embryonnaire, le gene Gata2 qui code pour un facteur de
transcription a 2 doigts de zinc de type C4 est exprimé par les progéniteurs neuraux
dans zone ventriculaire. Alors que Gata2 est impliqué dans le controle de la prolifération
de certains progéniteurs hématopoiétiques, son role dans le controle du cycle cellulaire
des progéniteurs neuraux n’a pas été étudié.

Par des expériences menées en contexte de perte et de gain de fonction, nous
avons montré pour la premiere fois que, Gata2 suffit a lui seul, pour induire I'arrét de la
prolifération des progéniteurs neuraux aussi bien in vivo, qu’in vitro. D’autre part, Gata2
induit I'expression de p27Xirl, un inhibiteur du cycle cellulaire et également la cycline
D1, un régulateur de la transition de phase G1/S. De plus, cette inhibition de la
prolifération des progéniteurs neuraux s’accompagne de l'inhibition de I'intégralité de la
voie Notch.

Par ailleurs, nous avons démontré que Gata2 peut induire successivement, I'arrét
de la prolifération, la sortie de cycle des progéniteurs neuraux et la différenciation
neuronale (induction de l'expression du gene proneural Mashl, de la B tubuline et
neurofilament NF-M), mais cette différenciation n’est pas systématique. En effet,
I'induction de la différenciation neuronale par Gata2 peut étre découplée de la sortie de
cycle et ne nécessite pas d’activité proneurale.

Nous avons également mis en évidence que GataZ exerce la fonction d’inhibiteur
du cycle cellulaire dans les cellules neuroépithéliales de souris et dans les cellules de
neuroblastome de souris (NB2A), en culture.

Enfin, I'induction de I'arrét de la prolifération des progéniteurs neuraux par
Gata2, présente un caractere cellulaire non autonome, in vivo, dans les progéniteurs du
tube neural, et in vitro, dans les cellules neuroépithéliales de souris en culture.

En résumé, I'ensemble de nos résultats ont permis de mettre en évidence une
nouvelle fonction de Gata2. En effet, GataZ exerce un controle négatif et cellulaire-non
autonome sur la prolifération des progéniteurs neuronaux in vivo et en culture, en

induisant un inhibiteur du cycle et en réprimant l'intégralité de la voie Notch. Ce
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controle peut étre découplé de la différenciation neuronale et ne nécessite pas d’activité

proneurale.
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1.3. Discussion.

1.3.1. Gata2 inhibe la prolifération cellulaire.

1.3.1.1. GataZ2 inhibe la voie Notch.

La voie Notch constitue un des principaux mécanismes de controle de la
prolifération des progéniteurs neuraux. L’activation de ce systéme de signalisation
assure le maintien d'une réserve de progéniteurs nécessaire au bon déroulement de la
neurogenese (Artavanis-Tsakonas et coll, 1999 ; Pour revue, Bertrand et coll, 2002).

Nous avons montré que GataZ inhibe l'intégralité de la voie Notch en réprimant
I'expression des genes codant pour les ligands (Deltal et Jagged1), le récepteur Notch1l
et un effecteur (Hes5) de cette voie de signalisation. Ainsi, cette inhibition de la phase
neurogénique par Gata2, suggere que ce dernier « court-circuite» la voie Notch,
probablement par 'induction de la sortie de cycle et de la différenciation neuronale,
indépendamment de I’activité proneurale de Mash1. Il serait possible que Gata2 réprime
directement ou indirectement l'’expression de Notchl. Ainsi, la répression de
I'expression de Hes5 serait vraisemblablement liée a la répression de I'expression du
récepteur Notch. Nous pouvons penser que Gata2 induirait probablement I'expression
de Numb ou Numb-like, dont des études réalisées chez les invertébrés tels que la
drosophile, ont mis en évidence la fonction d’inhibiteur de Notch (Frise et coll, 1996 ;
Pour revue, Katoh, 2006). L’'induction de l'expression de Numb ou de Numb-like,
entrainerait la dégradation du récepteur Notchl. Afin de déterminer si GataZ réprime
directement I'expression de Notch1, des expériences de surexpression de protéines de
fusion GataZ dominant répresseur et Gata2 activateur constitutif de la transcription,
seraient nécessaires pour déterminer s’ils peuvent aussi participer a cette phase.

En ce qui concerne la répression de I'expression des ligands de Notch tels que
Deltal et Jaggedl, nous ne pouvons pas exclure la possibilité pour Gata2 d’'induire
I'expression d'un autre ligand de Notch tel que Delta3, Delta4 et Jagged?2. En effet, notre

intérét s’est porté sur les ligands Deltal et Jagged1 qui sont exprimés durant la phase
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neurogénique, au cours de la neurogenése. L’étude du patron d’expression des autres
ligands de Notch, dans le tube neural est nécessaire.

Néanmoins, nous pouvons suggérer également ’hypothése selon laquelle, la
répression de Deltal et Jagged1 pourrait étre liée en partie, a I'induction de la sortie de
cycle et a 'engagement des cellules vers la différenciation. En effet, il peut étre envisagé
la possibilité que GataZ régule négativement l'expression des ligands de Notch

directement ou indirectement, par I'intermédiaire d’autres partenaires.

1.3.1.2. Gata2, un promoteur de la sortie de cycle des progéniteurs

neuraux.

Nos analyses fonctionnelles du gene Gata2 ont démontré que Gata2 suffit a lui
seul, pour inhiber la prolifération des progéniteurs neuraux in vivo et in vitro. Nous
avons pu mettre évidence que la plupart des cellules électroporées avec Gata2 sont
capables d’induire 'expression de p27Kirl, la cycline D1, la B tubuline et NFM
(neurofilament), sans nécessité d’activité proneurale. Ces observations suggerent que
dans la moelle épiniere embryonnaire, Cycline D1 pourrait avoir une autre fonction, en
plus de régulateur du cycle cellulaire, et en particulier au niveau des programmes de
différenciation des interneurones V1 et V2. D’autre part, nous n’avons pas pu analyser
I'effet de la surexpression de Gata2 sur d’autres régulateurs du cycle tels que p57Kir2 et
p21¢rl, car nous ne disposions pas d’anticorps spécifiques reconnaissant les protéines
de poulet p57Xir2 et p21Cirl, Or, des travaux récents ont montré que p21Cirl est exprimé
uniquement dans les progéniteurs du territoire p2 (Gui et coll, 2007), ou est exprimé
GataZ2. De plus, les CKIs ne semblent pas présenter de redondance fonctionnelle, dans la
moelle épiniere, ce qui suggere que p27Kirl et surtout p21¢€irl, p57Kir2 qui présentent des
patrons d’expression plus limité, auraient des fonctions distinctes, en plus de celle
d’inhibiteur du cycle. Elles pourraient ainsi participer aux mécanismes de spécification

et de différenciation de certaines populations neuronales (Gui et coll, 2007).

1.3.1.3. Gata2, pourrait induire un blocage du cycle cellulaire.

Une partie des progéniteurs neuraux, électroporés avec le plasmide permettant

I'expression ubiquitaire de GataZ ne semble pas sortir du cycle et entrer en
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différenciation. Certaines de ces cellules ne migrent pas vers la zone marginale, 48
heures apres électroporation et n’expriment pas de marqueurs de différenciation
neuronale tels que pm tubuline et NeuN. Ces observations soulevent les
questions suivantes :

- Que deviennent les cellules électroporées avec Gata2 et qui ne migrent

pas?

- Ces cellules sont-elles sorties du cycle cellulaire ou sont-elles bloquées ?

- Sioui, a quelle phase du cycle cellulaire, peuvent-elles étre bloquées ?

Nous avons quelques arguments qui suggerent que ces cellules seraient
vraisemblablement bloquées dans la phase G2 du cycle : elles n’incorporent pas le BrdU
(phase S); elles n'expriment pas le phospho-Histone3 ou MPM2 (phase M) ; elles ne
migrent pas vers la zone marginale et restent dans la zone ventriculaire.

Néanmoins, nous ne savons pas si ces cellules ont conservé une capacité a
proliférer et il serait intéressant de valider I'hypothése du blocage des cellules en phase
G2 du cycle cellulaire. Nous pourrions envisager de réaliser des expériences par
immunomarquages avec un anticorps spécifique, dirigé contre l'antigéne Ki67
(marqueur de cellules mitotiques). Ces marquages permettraient de déterminer si ces
cellules ne sont pas sorties du cycle cellulaire. Pour confirmer le niveau de blocage de
cellules dans la phase G2, nous pourrions effectuer des immunomarquages a I'aide de
marqueurs tels que, les Cyclines A (marqueurs de phase G2) par exemple. Si ces cellules
sont bloquées et qu’elles ne migrent pas, plusieurs hypotheses sont envisageables :

= Les cellules bloquées activent leur programme d’apoptose et meurent.

= Les cellules bloquées restent dans un état quiescent, pour une durée
indéterminée, mais ne sont pas éliminées.

= Apres un temps donné, les cellules bloquées poursuivent leur progression
dans le cycle cellulaire, et peuvent proliférer a nouveau ou se différencier.

Le devenir des cellules bloquées pourra étre déterminé par des expériences de
détection de 'apoptose (TUNEL), par la réalisation d’un tracage de ces cellules au cours
du développement. Le tracage des cellules bloquées durant le développement
nécessitera l'utilisation d’'un systéeme d’expression stable tel que le systeme de tracage
rétroviral de type RCAS-GFP par exemple.

Par ailleurs, nos données ont permis d’établir que la fonction de Gata2 sur

I'induction de la sortie de cycle et la différenciation neuronale, ne nécessite pas d’activité
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proneurale. Toutefois, il semble que dans les cellules bloquées, GataZ nécessiterait
I'intervention d’informations supplémentaires, qui permettraient la progression vers la
phase GO. Ainsi, le contexte cellulaire pourrait avoir un roéle important dans la
progression dans le cycle. Il est possible qu'il existe une fenétre temporelle (phase de
cycle) durant laquelle les cellules sont sensibles a I'action de GataZ et exprimeraient les
déterminants nécessaires a GataZ pour induire la sortie de cycle et la différenciation. En
dehors de cette fenétre temporelle, il serait beaucoup plus difficile d’induire la
différenciation neuronale. Une autre hypothése serait que le niveau d’expression de
Gata2 serait déterminant dans la progression de la cellule vers la sortie de cycle et la
différenciation. Nous pouvons supposer qu’un niveau tres élevé en protéine Gata2 aurait
un effet inhibiteur qui provoquerait un blocage systématique des cellules en phase G2.
Des niveaux moyens permettraient une induction des inhibiteurs du cycle cellulaire tels
que p27Kirl et I'expression de genes liés a la différenciation neuronale tels que le gene
proneural Mash1, la Bu tubuline et neurofilament NFM. A l'inverse, des niveaux trés
faibles n’auraient pas d’effets suffisants pour permettre la sortie de cycle et la
différenciation neuronale. Néanmoins, nous pouvons exclure I'hypothese des niveaux
tres faibles de Gata2, car dans la plupart des cas ou les cellules électroporées par Gata2
sont bloquées, on constate que ces cellules présentent un niveau élevé de Gata2 et
notamment 48 heures apres électroporation.

L’étude de l'effet inhibiteur de Gata2 aussi bien in vivo qu’in vitro, avec différents
vecteurs permettant différents niveaux d’expression en protéine Gata2 devrait
permettre de répondre a cette question. Enfin, des analyses biochimiques telles que des
expériences par électrophoreses bidimensionnelles ou encore des dosages en protéines
Gata2 et également de certaines protéines régulatrices du cycle cellulaire, par western
blot, présenteraient un intérét pour identifier les déterminants additionnels participant

avec Gata2, a la différenciation neuronale.
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1.3.2. Gata2 peut induire la différenciation neuronale in vivo.

Les expériences de gain de fonction de Gata2 chez I'embryon de poulet ont
clairement mis en évidence la capacité de Gata2 a induire la sortie de cycle et la
différenciation neuronale indépendamment de toute activité proneurale. Ces
observations nous aménent a poser les questions suivantes :

- Quelle est la signification de 'induction de Mash1 par Gata2 par rapport a
I'induction de la différenciation neuronale ?

- Quelle peut étre la fonction de la cycline D1, en rapport avec la
différenciation neuronale ?

En effet, GataZ induit I'expression du gene proneural Mash1l qui joue un réle
important dans la spécification et la différenciation de plusieurs types neuronaux. De
plus, le tube neural est subdivisé en 5 vésicules dans sa partie antérieure ou rostrale
(télencéphale, diencéphale, mésencéphale, métencéphale et myélencéphale) et la moelle
épiniere dérive de la partie caudale du tube neural. Dans la partie ventrale du
télencéphale, Mash1 est impliqué dans la différenciation des neurones GABAergiques
alors que dans la partie ventrale du rhombencéphale, il participe avec Gata2, a la
différenciation des neurones sérotoninergiques (Craven et coll, 2004 ; Pattyn et coll,
2004). Enfin, dans le locus coeruleus, Mash1 joue un role important dans la spécification
et la différenciation des neurones catécholaminergiques (Pour revue ; Goridis et Rohrer,
2002).

Nous avons montré que Gata2 induit 'expression de marqueurs précoces de
différenciation neuronale (B tubuline et neurofilament) et également Mash1, mais nous
n’avons pas déterminé la contribution de Mash1, dans 'induction de la différenciation
neuronale. Enfin nous n’avons pas déterminé si cette différenciation est compléte et si
elle s’achéve par I'’émergence d’un type ou de plusieurs types neuronaux.

En effet, dans les conditions normales, Gata2 et Mash1, sont impliqués dans la
différenciation de plusieurs types neuronaux en fonction de I'axe antéropostérieur et
I'axe dorso-ventral dans le tube neural, tels que les neurones sérotoninergiques dans la
partie ventrale du rhombencéphale. Ces données suggerent 2 hypotheses :

= La surexpression de Gata2 respecte les spécificités régionales définies le
long de I'axe antéro-postérieur (AP) et I'axe dorso-ventral (DV) du tube neural. Dans ce

cas, Gata2 induirait la différenciation des neurones sérotoninergiques dans la partie
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ventrale du rhombencéphale et des neurones catécholaminergiques dans le locus
coeruleus.

» La surexpression de Gata2 induirait probablement la différenciation
d’autres types neuronaux, indépendamment du patron d’expression AP et DV.

Afin de déterminer le type ou les différents types neuronaux induits par GataZz,
I'analyse de marqueurs spécifiques des différents types neuronaux et de la
neurotransmission, tels que TH (enzyme de synthése de la dopamine) pour les neurones
catécholaminergiques, SERT (transporteur vésiculaire de la sérotonine) pour les
neurones sérotoninergiques, VGIuT2 (transporteur vésiculaire du glutamate) pour les
neurones glutamatergiques ou encore GAD67 (enzyme de synthése du GABA) pour les
neurones GABAergiques, dans les cellules électroporées avec Gata2 est nécessaire. Cette
analyse devrait également permettre de déterminer si GataZ est capable d’induire la

différenciation neuronale jusqu’au stade terminal.

1.3.3. Quelle est la nature du ou des facteurs responsables de l'effet

cellulaire non autonome ?

De maniere assez surprenante, GataZ2 est capable de médier un effet cellulaire
non autonome. Nous avons déterminé que cet effet cellulaire non autonome est médié
par un ou plusieurs facteurs extracellulaires diffusibles, secrétés dans le milieu de
culture. La détermination de la nature de ce ou ces facteurs, par des analyses
biochimiques peut s’avérer essentielle. En effet, nos données suggerent que le ou les
facteurs responsables de cet effet cellulaire non autonome, ont la capacité d’induire in
vivo, non seulement une expression limitée de 'endogene Gata2, mais aussi les mémes
effets que Gata2. Ces facteurs pourraient provoquer l'arrét de la prolifération, soit en
interférant avec les régulateurs du cycle cellulaire, soit par I'intermédiaire de I’activation
de I'expression de GataZ2.

L’effet cellulaire non autonome est exercé par Gata2, aussi bien in vivo qu’en
culture, implique vraisemblablement des facteurs diffusibles de méme nature. Des
expériences d'implantations de cellules transfectées avec GataZ et de cellules cultivées
dans un milieu contenant ces facteurs, dans la lumiere du tube neural d’embryon de

poulet pourraient permettre de déterminer si les facteurs induits en culture,

101



Résultats

transmettent bien le méme effet in vivo. D’autre part, nous observons in vivo, une
expression ectopique de marqueurs de sortie de cycle comme p27Xirl, dans des cellules
voisines aux cellules électroporées, ce qui suggere que les facteurs a 'origine de I'effet
cellulaire non autonome induisent la sortie de cycle et probablement la différenciation
in vivo de maniere directe ou par l'intermédiaire de Gata2, ou de maniere indirecte, via
d’autres voies de signalisation.

Enfin, il serait intéressant d’explorer de maniere plus large, la fonction inhibitrice
de Gata2 sur la prolifération, sur des lignées cellulaires a fort taux de prolifération et
notamment humaines. Ceci permettrait de déterminer si GataZ peut étre considéré

comme un gene anti-tumoral.
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1.4. Conclusion.

Nous avons réalisé une étude de la fonction de GataZ en rapport avec la
régulation du cycle cellulaire in vivo et in vitro, en menant des expériences de perte et
de gain de fonction. Ainsi, les résultats que nous avons obtenus ont permis de démontrer
que le gene Gata2 est suffisant a lui seul pour induire 'arrét de la prolifération avec un
effet cellulaire non autonome médié par un ou des facteurs diffusibles X. Enfin, Gata2
inhibe la voie de signalisation Notch, et est capable d'induire également la sortie de
cycle, puis secondairement, induire la différenciation neuronale indépendamment de
toute activité proneurale.

Néanmoins, Gata2 n’'induit pas automatiquement la différenciation neuronale, ce qui
suggere que le contexte cellulaire peut avoir une importance et deuxiemement, la nature
du ou des facteurs diffusibles responsables de I'effet cellulaire non autonome reste a

déterminer.
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2. Role de Gata2 dans la spécification des interneurones V2.

2.1. Introduction de I'article.

Chez les mammifeéres, la coordination de la locomotion et des mouvements des
membres est controlée par les circuits locomoteurs. La bonne mise en place des circuits
locomoteurs est essentielle pour la fonction de ces réseaux et notamment dans le
maintien de la posture. Ces réseaux sont constitués des motoneurones et de 4 classes
d’'interneurones (inhibiteurs et excitateurs), qui sont localisés dans la corne ventrale de
la moelle épiniéere adulte. Les précurseurs de ces neurones ont été identifiés au cours du
développement embryonnaire, et ils sont générés dans la partie ventrale de la moelle
épiniere embryonnaire, dans des territoires distincts (p0, p1, p2, pMN et p3), identifiés
par I'expression d’'un programme génétique spécifique lié a leur différenciation (Jessell,
2000 ; Kiehn, 2006 ; Goulding et Pfaff, 2005).

Dans la moelle épiniére ventrale embryonnaire, chaque territoire de spécification
est défini par l'expression de combinaisons uniques de facteurs de transcription
(Briscoe et coll, 1999, 2000). Ces combinaisons sont principalement établies en fonction
du gradient de signalisation Sonic Hedgehog et des interactions entre protéines a
homéodomaine de classe I et Il et en fonction des protéines a domaine bHLH comme
Mash1, Olig2 et Ngn2.

D’autre part, les cascades génétiques et moléculaires responsables de la
différenciation des motoneurones, des interneurones V0, V1 et V3 ont été élucidées.
Concernant les interneurones V2, ils naissent dans le territoire p2, qui est adjacent au
territoire de différenciation des motoneurones. Ils sont subdivisés en 2 sous-types, V2a
et V2b, caractérisés respectivement par I'expression de Chx10 et Gata3. Des expériences
effectuées en contexte de perte et de gain de fonction ont montré que Nkx6.1, Irx3,
Mash1, Gata2, Lhx3 et FoxN4 sont impliqués dans la spécification et la différenciation
des V2 (Briscoe et coll, 2000 ; Zhou et coll,, 2000 ; Karunaratne et coll,, 2002 ; Li et coll,
2005). D’autre part, I'activation de la voie TGFB/Activine joue un role tres important
dans la différenciation des interneurones ventraux, puisque la surexpression de Smad3
(transducteur de la voie TGFB/Activine), induit la différenciation des interneurones

106



Résultats

ventraux (notamment celle des V2a), aux dépens de celle des motoneurones (Garcia-
Campmany et Marti, 2007). Cependant, I'activation de la voie TGF(/Activine sur la
différenciation des interneurones V2b n’a pas été étudiée.

Des travaux trés récents ont également mis en évidence 'implication de la voie
Notch dans la spécification des interneurones V2, car chez I'embryon de souris Notch1-/-,
la différenciation des motoneurones est altérée au profit des interneurones V2a (Yang et
coll, 2006). La voie Notch semble étre également impliquée dans la dichotomie des
interneurones V2 puisque Delta4 est exprimé dans le territoire p2 ou, I'activation de
Notch, participe a activation de 'expression de facteurs de transcriptions spécifiques du
programme de différenciation des interneurones V2b (Peng et coll, 2007).

Bien que de nombreux facteurs de transcription impliqués dans la spécification
des interneurones V2 aient été identifiés, le role de chacun de ces facteurs de
transcription et leur ordre d’activation dans la cascade génétique de spécification des
interneurones V2 n’est pas entierement élucidé. Le lien entre les voies Notch et
TGFp/Activine, et ces facteurs de transcription est encore mal compris. Le réle de Gata2
et sa position dans cette cascade n’est pas bien définie.

Dans une étude précédente, nous avons déja mis en évidence le role de Gata2
dans l'inhibition de la prolifération des progéniteurs neuronaux, I'induction de la sortie
de cycle et la différenciation neuronale (El Wakil et coll, 2006). Afin d’étudier le
programme de différenciation neuronale initié par Gata2, dans la moelle épiniere
embryonnaire, nous nous sommes intéressés aux mécanismes de spécification et de
différenciation des interneurones V2.

L’ensemble des données concernant la spécification des interneurones V2, nous
amene a poser les questions suivantes :

- Quels sont les facteurs de transcription responsables de l'activation de

I'expression de GataZ2 dans le territoire p2 ?

- Quelle est la position des autres genes impliqués dans la spécification des

interneurones V2, par rapport a Gata2 ?

- Gata2, interfere t-il avec la voie TGF( /Activine ?

- Existe-t-il une interférence entre la voie Notch et la voie TGF /Activine ?

- La division asymétrique intervient-elle dans le mécanisme de dichotomie

des interneurones V2 ?
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- Quel est la nature du systéme de neurotransmission des interneurones

V2?

- Gata?2, affecte t-il la différenciation des motoneurones ?

Pour répondre a ces questions, nous avons utilisé une approche génétique, a
'aide d’expériences en contexte de perte et de gain de fonction. Le contexte de gain de
fonction a été obtenu par l'utilisation de la technique d’électroporation de la moelle
épiniere d’embryons de poulet avec différents vecteurs permettant I'expression
ubiquitaire de Nkx6.1, Irx3 et Gata2. Nous avons également utilisé des plasmides
permettant I'expression des protéines de fusion VP16AhGata2HA (protéine Gata2 en
fusion avec le domaine transactivateur VP16 du virus herpes simplex de type II) et
EnRAhGata2HA (protéine Gata2 en fusion avec le domaine répresseur EnR de
drosophile). Ces 2 facteurs de transcription modifiés étant respectivement activateur
constitutif et répresseur dominant négatif. A 'aide d’expériences de surexpression de
ces différents facteurs de transcription, nous avons étudié la fonction de Gata2 dans les
mécanismes de spécification et de différenciation des interneurones V2 et des

motoneurones.
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2.2. Article.

Gata2 acts as a selector of neuronal fate in the

embryonic ventral spinal cord.
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SUMMARY

Extensive gain- and loss-of-function studies have provided considerable insight into the
molecular events which underlie the dorso-ventral patterning of the embryonic spinal cord.
Cross-talks between different signalling pathways result in the development of distinct
genetic pathways, whose activation is restricted to a well-delimited territory. Each pathway
thus underlies the arising of a particular differentiation program, corresponding to a particular
class of neuron. Within the p2 domain of V2 interneuron (IN) precursors, which arises in the
ventral spinal cord at the dorsal limit of the motor neuron domain, a further degree of
complexity is achieved, through a further subdivision into VV2a and V2bIN. Although factors
involved in this process have been identified, the activation sequence and the specific role of
each of them are not yet completely elucidated. Here we report a functional study of the
GATAZ2 transcription factor, whose function during the development of V2IN is not fully
understood and we carried gain and loss-of-function studies to gain further insight into the
role of GATA2 during this process. Our data are consistent with the idea that Gata2
participates in the generation of precursors common to VV2a and V2bIN, and then hinges their
fate to V2bIN. This appears to be achieved through interference with the TGF-B pathway,
which promotes the V2a fate, and cross-regulatory loops between Gata2 and Nkx6.1, 1rx3,
Mashl. Furthermore, we provide evidence for the participation of Gata2 in the repression of
the motor neuron genetic pathway, presumably by modulation of the Sonic hedgehog

pathway.
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INTRODUCTION

Understanding how the generation of hundreds of distinct neuron subtypes is spatially
and temporally co-ordinated to yield very complex functional circuits during the development
of the nervous system, has been a very exciting challenge in developmental biology.

The spinal cord represents one region of the CNS in which remarkable progress has
been made in defining the steps involved in the conversion of progenitor cells into specific
classes of neurons. Here progenitor cells are distributed into spatially discrete domains, which
express a unique combination of genes, principally encoding either homeodomain or bHLH
proteins (Briscoe et al. 2000; Jessell, 2000; Novitch et al., 2001; for review, Briscoe and
Novitch, 2007). Extensive gain- and loss-of-function studies have provided considerable
insight into the molecular events which underlie such patterning. Complex genetic networks,
resulting from cross-talk between diverse signalling pathways, have been involved in a
precise compartmentalisation of the ventricular zone into five progenitor domains, namely p3,
pPMN, p2, pl and p0. These domains give rise either to interneurons (V3, V2, V1 and V0) or
to motor neurons (MN) (Briscoe et al., 2000). It has been clearly established i) that the unique
genetic expression program activated in each domain is determinant for cell commitment into
a specific neuronal differentiation pathway; ii) cross-inhibitory interactions largely contribute
to delineate sharp boundaries between these domains; iii) A gradient of Sonic hedgehog
signalling plays a fundamental role into the spatio-temporal control of the expression of key
effectors in the respective domains (Ericson et al., 1997; Ericson et al., 1995).

Within the p2 domain, a further degree of complexity is achieved. Indeed, two
subclasses of interneurons have been shown to arise in this domain, V2a and V2b,

respectively identified by the exclusive expression of Chx10 or Gata3 (Zhou et al., 2000,
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Karunaratne et al., 2002). The arising of these two subpopulations appears to rely on a very
complex network of genetic interactions, some parts of which being still controversial.
Several regulatory proteins have been involved as playing a major role in the specification of
V2 interneuron precursors and in the subsequent dichotomy in VV2a and V2b, such as FoxN4,
Mashl, Irx3 and Gata2 (Nardelli et al., 1999; Pata et al., 1999; Li et al., 2005; Peng et al.,
2007; ;Yang et al., 2006; Muroyama et al., 2005; Parras et al., 2002). Recent data have
brought valuable insight in the respective roles of these factors, but informations on the
hierarchy of their initial activation within the genetic pathways are still limited.

Here we report further data on the role of Gata2 during the specification of VV2a and VV2b
neurons. GATAZ2 is a C4-zinc finger transcription factor, which has been shown to also
participate in the specification of other different types of neurons (Pattyn et al., 2004; Craven
et al., 2004; Tsarovina et al., 2004). In the spinal cord, its expression is restricted to the level
of the p2 domain. Gata2 function has been more tightly linked to the differentiation of VV2b
than V2a interneurons (Li et al., 2005; Karunaratne et al., 2002). Recently, data provided
evidence for Gata2 expression in early V2 common precursors and sustained a possible role
of Gata2 upstream of the dichotomy between V2a and V2b (Peng et al., 2007). Indeed,
activation of the Notch pathway in a common precursor expressing Gata2/Delta4 has been
shown to participate in this divergence and more specifically in the promotion of VV2b neurons
(Peng, et al., 2007; Yang et al., 2006). This raises the question of whether Gata2 controls the
activation of this pathway or not. In addition, activation of Smad3, a key component of the
signalling cascade taking place downstream of TGF-B/activin receptors, has been shown to
induce V2a neurons, whereas its influence on Gata2/Gata3 expression and on the emergence
of V2b neurons has not been investigated (Garcia-Campmany and Marti, 2007).

In order to gain further insight into these aspects and to understand how Gata2

eventually interferes with the signalling pathways thus involved during the differentiation of
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V2 interneurons, we have performed gain- and -loss-of function studies. Our data not only
support the idea that Gata2 participates first in the emergence of precursors common to both
V2a and V2b interneurons, and then promotes the differentiation of VV2b internerneurons at
the expense of VV2a. Furthermore, we have shown that Gata2 exerts a strong inhibition on the
motor neuron pathway, which is probably required prior to V2 differentiation and presumably

relies on a modulation of the Sonic hedgehog pathway.
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MATERIALS AND METHODS

Mice

Gata2"” mice (Tsai et al., 1994) were maintained on the B6/D2 background (Black6/DBA2
F1) and the Mash1*" mice (Guillemot et al., 1993) on the CD1 background. The studied gene
expression patterns did not present any difference between these two genetic backgrounds.
Mice were respectively intercrossed to generate Gata2 and Mash1 null embryos. Midday of
the day of the occurrence of a vaginal plug was considered as E0.5. Gata2 ”~ embryos were
collected no later than E10.5, because of a dramatic increase in lethality afterwards. Only
healthy embryos, with beating hearts were used for further studies as previously described (El
Wakil et al., 2006). Mashl null embryos were collected at E10.5 and E11.5. Embryos were
fixed at least overnight in PFA 4%/NP40 0.2% for in situ hybridisations and 1 to 1,5 hours for
immunostainings. They were then cryo-protected and -sectioned as described (EI Wakil et al.,
2006). Animals were genotyped by PCR, using the primers described in Tsai et al., 1994 for

Gata? alleles and in Guillemot et al., 1993 for Mash1 alleles.

Chick embryos and electroporation constructs.

Chick embryos were electroporated at stage HH15 as described (ElI Wakil et al., 2006),
then further incubated for 24 or 48 hours after electroporation. They were respectively fixed
in 4% PFA/NP40 0.2% for 1 to 1,5 hour for immunostainings and at least overnight for in situ
hybridisations. They were processed as mouse embryos for cryo-protection and -sectioning.
The pAdRSV-Gata2HA and pAdRSV-GFP constructs were described previously (El Wakil et
al., 2006). To generate the pAdRSV-EnRAGata2HA, the human Gata2 encoding sequence
was amplified by PCR amplification, from base 816 to the 3’end, which was fused with the

HA epitope sequence. The PCR fragment was subcloned into pCRII TOPO (Invitrogen),
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sequenced and transferred into the pAdRSV-EnR plasmid by Avrll/EcoRV digestion.
Likewise, the same PCR fragment was inserted into pAdRSV-VP16 to generate pAdRSV-
VP16AGata2HA. Both pAdRSV-EnR and -VP16 plasmids were kindly provided by Dr. P.

Gilardi. The pCAGG-Nkx6.1 and pCAGG-Irx3 plasmids were described in Briscoe et al.,

2000.

In situ hybridisations and immunostainings.

12 um sections were hybridised, with probes labelled either with digoxigenin-UTP
(Roche) or DNP-UTP (Vector) and then processed with anti-digoxigenin (Roche, 1/2000) or
anti-DNP antibodies (Perkin-Elmer; 1/1000) coupled to alkalin phosphatise, according to the
protocole described in Ravassard et al., 1997. Pictures were taken with a DM5000 Leica
microscope, equipped with a Leica DMC300fx camera.

Mouse probes were: Chx10, Irx3, (Briscoe et al, 2000); Delta4 (Benedito and Duarte,
2005), Gata2, Gata3 (J. Nardelli et al., 1999), Mash1 (Guillemot et al.).

Chick probes were: Gata2 (EI Wakil et al., 2006), Smad3 (Garcia-Campmany and Marti,
2007), Follistatin, Notchl, Patched, Gli2/Gli3 (from N. Le Douarin’laboratory), Nkx6.1
(Sander et al., 2000), DIl4, (Geneservices; Chest714c11). Irx3 and Chx10 probes were
isolated by RT-PCR performed with RNAs isolated from whole E3.5 chick embryos and
retina collected on E6.5 chick embryos, respectively. Primer sequences are available on
request.

Immunostainings were performed on 12 pum-thick sections as described (EI Wakil et al.,
2006). The first antibodies were: anti-Lhx3 (mouse, DSHB 67.4E12), Isl1/2 (mouse, DSHB
394D5); Lhx1/5 (DSHB, 4F2); Nkx6.1 (rabbit, kind gift of Dr. Ole Madsen, 1/2000 and
DSHB F55A10); Gata3 (mouse, Santa-Cruz, 1/400); Olig2 (rabbit; kind gift of Dr. Chuck

Stiles; 1/5000); Smad3 (rabbit; Abcam, 1/1000); HA epitope (Rat, Roche, 1/2000); GFP
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(rabbit, Abcam, 1/2000). Secondary antibodies, goat anti-mouse, -rabbit, and -rat 1gG-, all
fully absorbed to avoid cross-reaction, were coupled to Alexa Fluor 488 or 555 (Molecular
Probes) and diluted 1 to 2000. Before mounting with Fluomount (Dako), nuclei were stained
with DAPI (400 ng/ml in PBS). Double stainings were analysed with a LEICA TCS confocal

microscope. Black and white pictures were false-coloured and superposed on Photoshop

(Adobe).
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RESULTS

Gataz2 interferes with the differentiation of both VV2a and V2b interneurons.

V2b and V2a interneurons (IN) emerge in the p2 territory at E10, and are respectively
characterised by the exclusive expression of Gata3 (Gata3+) or Chx10 (Chx10+). Although
several lines of data strongly sustained that Gata2 was involved in V2bIN development, data
consistent with a possible involvement in the emergence of V2alN were more scarce and
controversial (Zhou et al., 2000; Muroyama et al., 2005; Li et al., 2005; Karunaratne et al.,
2002). The more recent observation that Gata2 initial activation takes place in early V2IN
precursors, common to both V2alN and V2bIN lineages, made plausible the hypothesis
according to which Gata2 can also interfere with the VV2aIN pathway (Peng et al., 2007).
Consistently with the overall data, two possibilities could then be taken into account: i) Gata2
can participate in the production of a precursor pool common to both population; ii) Gata2
can then play an active role during the divergence of both lineages and could hinge cell fate
into V2bIN at the expense of VV2alN.

To gain insight into these issues, we first decided to assess how Gata2 inactivation could
affect the development of VV2a and V2bIN. We thus compared the respective representation of
V2alIN (Chx10+) and V2bIN (Gata3+), in the spinal cord of Gata2 null versus wild type
embryos at E10.5. Both populations were detected to a lesser extent in Gata2 null embryos (
Fig. 1B, D) versus wild type embryos (Fig. 1A and C). However the representation of Gata3+
cells appeared to be more dramatically affected than that of Chx10+ cells (compare FiglB to
1D). Furthermore, in contrast to wild embryos, expression of both markers was excluded from
the ventricular zone and observed in more marginal positions. (compare Fig. 1B to 1A and 1D
to 1C). These results suggested that, in absence of Gata2, i) the pool of V2IN progenitors was

prematurely depleted, which was consistent with the participation of Gata2 in the production
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of such progenitors; ii) the differentiation of VV2alN was defective, which supported the idea
that Gata2 interferes with the VV2alN pathway. The next step was to determine whether Gata2
is sufficient to impose a VV2b fate, and conversely, to impede the differentiation of VV2aIN. To
this end, we misexpressed Gata2 in the spinal cord of chick embryos, by in ovo
electroporation. We observed a clear induction of V2bIN precursors, as evidenced by the
ectopic activation of Gata3 (Fig. 1G-G”) and Lhx1/5 (Fig. 1H-H”), whose expression was
also found to be associated with V2bIN and not V2alIN (data not shown), whereas Chx10
(Fig. 1E-E”) and Lhx3 (Fig. 1F-F”) appeared to be clearly repressed.

Altogether these data were consistent with initial participation of Gata2 in the production
of common V2a/V2bIN precursors, in which the gene would then exert a selective function
by promoting the differentiation of V2bIN. At this point, we decided to provide further insight

in the molecular events which take place during this process.

Cross-regulatory interactions between Gata2 and Nkx6.1/1rx3.

We first took into consideration the mechanisms which underlie Gata2 initial
activation and we asked whether they could be controlled by genes known to play a major in
the determination of the p2 domain, such as Nkx6.1 and Irx3 (Briscoe et al., 2000; Sander et
al., 2000). In order to assess the existence of such interactions, we analysed Gata2 expression
in the spinal cord of chick embryos in which either Nkx6.1 or Irx3 misexpression had been
induced. pCAGG-Irx3 was used in association with pAdRSV-GFP in order to detect the
transfected cells. Both Nkx6.1 (Fig. 2A, B) and Irx3 (data not shown) misexpression caused
ectopic Gata2 activation. Furthermore, a higher activation was reached when both genes were
co-misexpressed (Fig. 2C and D). Strickingly, this ectopic activation of Gata2 contrasted with
that observed for Chx10 in two main aspects: it was not restricted along the ventro-dorsal

axis, whereas in the case of Chx10, we could only observe a limited dorsal extension of its
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expression; secondly both Nkx6.1 and Irx3 were more efficient in inducing Gata2 than Chx10
(compare Fig. 2B and A’; Fig. 2D and C’, and data not shown). In sum, Nkx6.1 and Irx3
appeared to be able to synergistically induce Gata2 expression, independently of the cellular
context. Chx10 activation may correspond to a further step of differentiation, probably more
difficult to achieve ectopically. The next issue we addressed was whether Gata2 could in turn
have an influence on the expression on Nkx6.1 and Irx3. In E10.5 Gata2 null embryos, the
expression pattern of both genes did not present significant changes at E10.5 (data not
shown). In the context of Gata2 misexpression, we found that endogenous Nkx6.1 was
repressed in cells misexpressing Gata2, and more strikingly, that the dorsal limit of expression
of the gene could be extended (Fig. 2E-E”’). Misexpression the VP16AGATA2-HA (Fig. 2G-
G”’) and EnRAGATAZ2-HA (Fig. 21-1”) proteins induced repression and activation of Nkx6.1,
respectively. Noteworthy, in the later case, activation occurred in cells which did not express
the repressive protein (Fig. 2I”). Hence, Gata2 appeared to be able to control Nkx6.1
expression in its genuine domain of expression by activation of a repressive function, whereas
its dorsal ectopic expression could result in an antagonistic effect. Interestingly, the later one
could be mediated in a non cell-autonomous manner and we cannot say from these results
whether both aspects relied on the same repressive activity or not. Like Nkx6.1, Irx3 was
found to be repressed by Gata2 (Fig. 2F-F”), but in a different way. Indeed, in the context of
VP16AGATA2-HA (Fig. 2H-H”) and EnRAGATA2-HA (Fig. 2J-J”’) misexpression, Irx3
appeared to be respectively activated and repressed, in contrast to Nkx6.1, which suggested a
more direct way of regulation.

We next decided to examine whether these interactions could influence further events

which take place in the V2alN and V2bIN pathways.

122



Résultats

Genetic hierarchy among Nkx6.1, Gata2, Mash1 and DIl4.

Data reported on Mash1 function during the specification of V2a/V2bIN have been
controversial, since they support a participation of Mashl in the promotion of either the
INV2a or the INV2b pathway (Parras et al., 2002; Muroyama et al., 2005; Li et al., 2005;
Peng et al., 2007). We previously reported electroporation studies, which established that
Gata2 induces a strong ectopic activation of Cashl in the chick spinal cord (EI Wakil et al.,
2006). This result inferred a genetic link between Gata2 and Mash1, which could very likely
take place during the development of the genetic V2IN pathway. In order to further clarify
this issue, we used Mashl null embryos and determined whether Gata2 activation was
affected in absence of Mashl. We observed that the number of Gata2 expressing cells was
moderately decreased at E10.5 (compare Fig. 3E to 3A), but much more dramatically at E11.5
(compare Fig. 3G to 3C). In contrast, the pattern of Chx10 did not seem to be affected at
either stage (compare Fig. 3F to 3B and 3H to 3D). According to these results, Mashl is not
essential for Gata2 initial activation, but is then involved in the maintenance of the expression
of this gene. Altogether the data are consistent with the existence of a cross-regulatory loop
between both genes, whereas Chx10 regulation does not seem to depend on Mashl1.

In such a context, we were prompted to examine whether Gata2 and Mash1 could interfere
in the regulation of the expression of DII4 (Delta-like 4), a Notch ligand, whose expression
was shown to be restricted to the p2 domain in the spinal (Benedito and Duarte, 2005) cord
and to play a key role in the initiation of the V2bIN genetic pathway. Indeed, the fact that
Mash1 misexpression was shown to cause DII4 ectopic expression suggested that some aspect
of DII4 activation was controlled by Mash1 (Peng et al., 2007) and could be by Gata2 as well.
To further understand the hierarchy between DIl4 and Gata2/Mashl, DIl4 expression was first

analysed in E10.5 Gata2 and Mash1l knock out embryos. In both contexts, the expression
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pattern appeared to match very closely that observed in control wild type embryos (compare
Fig. 3J and K to 3I). We then performed electroporation studies and, as expected, Gata2-HA
caused ectopic DIl4 induction (Fig. 4A-A”). Noteworthy, some aspect of this activation
appeared to be non cell-autonomous (Fig. 4”). Furthermore, we found that both misexpression
of VP16AGATA2-HA (Fig. 4B-B”) and EnRAGATA2-HA (Fig. 4C-C”) caused ectopic
expression of DIl4, again partially with a non cell autonomous aspect (Fig. 4B” and C”).
These data suggested that the initial activation of DII4 does not depend on Gata2 or Mashl,
but Gata2 and Mashl can be involved in the regulation of DII4 later on during the
development of the V2b/V2a genetic pathways.

We next were interested in the identification of the factor responsible for DII4 initial
activation. The first candidate we logically tested was Nkx6.1. Indeed, we found that Nkx6.1
was able to ectopically induce DII4 in the chick spinal cord (Fig. 4D-D”) with again a non
cell-autonomous aspect (Fig. 4D”). We furthermore observed that Cashl was strongly
repressed in this situation (Fig. 4E-E3), which was quite surprising. Indeed, since Nkx6.1
induces Gata2, we would have expected Cashl activation along with that of Gata2.
Furthermore, Gata3 and Chx10 were found to be not activated in this context, even 48 hours
after electroporation (data not shown). Our interpretation is that in presence of Nkx6.1, Gata2
is not able activate Mashl and subsequently Gata3, nor Chx10, which indicates that the
maintenance of the co-expression of Nkx6.1 and Gata2 impedes further progression into

either VV2a or VV2b differentiation pathway.

Gataz2 interferes with the TGF-B pathway.
The TGF-B pathway has been shown, through Smad3 activation, to promote the
differentiation of V2aIN (Garcia-Campmany and Marti, 2007). This raised two questions: i)

Does this pathway also promote V2bIN differentiation? ii) Is there any interference of Gata2
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with this pathway? To answer the later question, we performed a series of electroporation
studies. We first observed that Gata2 misexpression induced clear repression of Smad3
expression (Fig. 5A-A”). Furthermore, VP16AGATA2-HA and ENRAGATAZ2-HA proteins
were found to cause respectively activation (Fig. 5B-B”) and repression of Smad3 (Fig. 5C-
C”). However, in both cases, some aspects of the effect appeared to be non cell-autonomous
(Fig. 5B” and C”). The ability of Gata2 to control the expression of Smad3 could be mediated
by secreted factors which are known to interfere with the TFG- pathway. Such factors have
been well characterised (Massague et al., 2005) and among those known to play a role in the
developing neural tube are Chordin (Streit et al., 1998), Follistatin (Hemmati-Brivanlou et al.,
1994) and Noggin (Smith et al., 1995). We took into consideration the three factors and
determined whether their expression was modified in the context of Gata2 misexpression.
Only Follistatin, which is expressed at low levels in the spinal cord, except in the most ventral
regions, appeared to be clearly induced by Gata2, whereas the other two were not (Fig. 5D-
D). Again, Follistatin activation was observed in cells which did not express exogenous
protein, consistently with the occurrence of a non cell-autonomous mechanism. Strikingly,
both VP16AGATA2-HA (Fig. 5E-E”) and EnRAGATA2-HA (Fig. 5F-F”) misexpression
caused Follistatin ectopic activation. Thus Follistatin induction could be involved in the
control of the TGF-f pathway by Gata2. Although these results did not allow to understand
how the cell non-autonomous control is mediated by Gata2, but they suggested this could

presumably be achieved by modulation of the TGF-3 pathway.

Gataz2 inhibits the differentiation of motor neurons.
Cross-talks between the genetic pathways activated in juxtaposed progenitor domains
have largely been involved in the establishment of well-defined boundaries between these

domains in the embryonic spinal cord (Jessell, 2000; Briscoe et al., 2000; Novitch et al.,
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2001). With respect to the boundary between the p2 and pMN (motor neuron) domains, it was
established that cross-repressive interactions between Irx3 and Olig2 largely participated in its
establishment (Novitch et al., 2001; Briscoe et al., 2000). We asked whether Gata2 could also
participate in this process.

At first, electroporation studies established that Gata2 misexpression impeded the
differentiation of the motor neurons, as assessed by checking the expression of Olig2 (Fig.
6A-A”), Isl1 (Fig. 6B-B”) and MNR?2 (data not shown). We then performed such studies with
the VP16AGATA2-HA and EnRAGATAZ2-HA proteins. Inhibition of the motor neuron
pathway was caused by the two VP16AGATA2-HA and ENRAGATAZ2-HA proteins, but in
the later context, motor neuron were contrastingly induced dorsally (Fig. 6D-D”). These
opposite effects suggested that Gata2 could interfere with the dorso-ventral patterning, in a
manner which was dependent on the cellular context. This strongly suggested that Gata2
could exert a control on the Shh pathway.

To confirm this hypothesis, we analysed the effect of Gata2 misexpression on the
expression pattern of Gli2 and Gli3, two genes which play a major role downstream of Shh
during the dorso-ventral patterning of the spinal cord (Persson et al., 2002; Meyer and
Roelink, 2003; Matise et al., 1998; Stamataki et al., 2005). We found that GIli3 was
exclusively repressed by the GATA2-HA protein (Fig. 6E-E’ and 6F-F”, respectively),
whereas Gli2 appeared to be repressed dorsalwards from the motor neuron domain and
furthermore activated in this domain. In addition, they were both induced by VP16AGATA2-
HA (Fig. 6G-G” and 6H-H”) and conversely repressed by EnRAGATA2-HA (Fig. 61-I” and
6J-J”). This indicated that the dominant aspect of these proteins could make them equally
function independently of cell context, in constrast to Gata2. The repression of Gli3 by
EnRAGATAZ2-HA could largely account for the ectopic induction of motor neurons which

occurs in the same context. The fact that such induction was not obtained by exogenous Gata2
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can be explained by EnNRAGATA2-HA being a stronger repressor of Gli3 than Gata2. Overall,
these results strongly suggest that Gata2 modulates the Shh pathway, which most probably

underlie the inhibition of the motor neuron pathway that we have evidenced.
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LEGENDS OF FIGURES

Figure 1: Gata2 participates in the production of a common V2a/V2bIN precursor and then
promotes the diffenrentiation of V2bIN at the expense of INV2A.

(A-D), transverse sections of spinal cords of wild type (A, C) and Gata2™ (B, D) mouse
embryos, hybridised with anti sens RNA probes for Gata3 and Chx10. E-H”, transverse
sections of spinal cord of chick embryos electroporated with the pAdRSV-GATA2HA
plasmid and collected 24 hours (F-H”) or 48 hours (E-E”) after electroporation. (E-E”), in situ
hybridisation with a chick anti-sense RNA probe for Chx10, followed by immunostaining
with anti HA epitope antibodies. (F-H”’), double immunofluorescent stainings performed with
mouse anti-Lhx3 (F’), anti-Gata3 (G’) and anti Lhx1/5 (H’) associated with rat anti-HA (F, G,
H). (F”, G”, H”), superpositions of F-F’, G-G’ and H-H’, respectively.

Gata2 inactivation appears to induce a depletion of V2 progenitors, whereas gain-of-function
causes induction of V2bIN markers, GATA3 and Lhx1/5, and the repression of Chx10, a
marker of INV2A.

Figure_2: Gata2 is activated by Nkx6.1 and Irx3, and is in turn able to control their
expression.

A-J”, transverse sections of the spinal cord of chick embryos electroprated (€) with Nkx6.1,
alone (A-B) or in association with Irx3 (C-D), Gata2-HA (E-F”), VP16AGata2-HA (VP16-
HA) (G-H”) or EnRAGata2-HA (EnR-HA) (1-J”). A’ and B, C4 and D are adjacent sections.
(A’, C’), In situ hybridisations with a Chx10 anti-sense RNA probe, followed par
immuostaining with anti HA antibodies (A, C). (B, D), in situ hybridisations with a Gata2
anti-sense probe. (E’, G’, I’) and (F’, H’, J*), In situ hybridisations with a Nkx6.1 and Irx3
anti-sense RNA probe, respectively, followed by immunostaining with anti-HA antibodies.
(E”, G”, I”, F’, H”, J”), superpositions of E-E’, F-F’, G-G’, H-H’, I-I’ and J-J’, respectively.
Nkx6.1, alone or in association with Irx3, activates more efficiently Gata2 than Chx10. Gata2
in turn represses Irx3 and Nkx6.1 in its genuine domain, but can cause a dorsal extension of

its expression domain.
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Figure 3: Mashl is required for the maintenance of the expression of Gata2, but not of
Chx10. Gata2 and Mash1 are not necessary for Delta4 (Dll4) initial activation.

Transverse sections of the spinal cord wild type (A-D, 1) and Gata2 (J) or Mashl (E-H, K)
null embryos, at E10.5 (A, B, E, F, I-K) and E11;5 (C, D, G, H). In situ hybridations were
performed with Gata2 (A, C, E, G), Chx10 (B, D, F, H) and DIl4 (I-J) anti-sense RNA probes.

Figure 4: Exogenous Gata2 and Nkx6.1 induce ectopic DIl4 activation and Mash1l is fully
repressed by Nkx6.1.

(A-E”), Transverse sections of spinal cord of chick embryos collected 24 hours after
electroporation with Gata2-HA (A-A”), VP16AGATA2-HA (B-B”), EnRAGATA2-HA (C-
C”) or Nkx6.1 (D-E”). In situ hybridisations were performed with anti-sense RNA probes for
Dll4 (A-D”) or Cashl (E-E’), and followed by immunostaining with anti-HA antibodies (A,
B, C, D, E). A3, B”, C?, D”, E” are superpositions of A-A’, B-B’, C-C’, D-D’ and E-E’,

respectively.

Figure 5: Gata2-HA misexpression results in the repression of Smad3 and the activation

Follistatin.

(A-F”), Transverse sections of the spinal of chick embryos collected 24 hours after
electroporation with Gata2-HA (A-A”, D-D”), VP16AGATA2-HA (B-B”, E-E”),
EnRAGATAZ2-HA (C-C”, F-F”). In situ hybridisations were performed with a Smad3 (A’, B’,
C’) or a Follistatin (D’, E’, F’) anti-sense RNA probe, and followed by immunostaining with
anti-HA antibodies (A, B, C, D, E, F). A”, B”, C”, D”, E” and F” are superpositions of A-A’,
B-B’, C-C’, D-D’,E-E’ and F-F’, respectively. Red arrow heads in B” and F” indicate non

cell-autonomous activation of Follistatin.
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Figure 6: Gata2 represses the motor neuron genetic pathway probably by modulating the
expression of Gli2 and Gli3

(A-J”), Transverse sections of the spinal of chick embryos collected 24 hours after
electroporation with Gata2-HA (A-A”, B-B”, E-F”), VP16AGATA2-HA (C-C”, G-H”),
EnRAGATA2-HA (D-D”, 1-J”). Double fluorescent immunostainings were performed with
anti-HA antibodies (A, B, C, D) and anti-Olig2 (A’) and anti Isll (B, C, D) antibodies. A”,
B”, C”, D” are superpositions of A-A’, B-B’, C-C’, D-D’, respectively. Gata2-HA
misexpression represses the motor neuron pathway (A’, B’). Strikingly, ENRAGATA2-HA is
able to repress the motor neuron pathway in the ventral part and to activate it dorsalwards
from the motor neuron domain (D’). In situ hybridisations were performed with a Gli2 (E’,
G’, I’) and a Gli3 (F’, H’, J”) anti-sense RNA probe, and followed by immunostaining with
anti-HA antibodies (E, F, G, H, 1, J). (E”, G”, I, F’, H”, J”), superpositions of E-E’, F-F’, G-
G’, H-H’, I-I” and J-J’, respectively. Gata2 represses Gli3 and Gli2 dorsally, however discrete
activation of Gli2 can be observed ventrally, likewise for Gli3 in the context of

EnRAGATAZ2-HA misexpression (red arrow heads in E’ and H’, respectively).

Figure 7: Recapitulation of Gata2 functions during the development of the motor neuron and
V2IN genetic pathways.

Gata2 is initially activated by Nkx6.1, probably with the participation of DIl4. Gata2 then
activates Mashl, which will participate in the maintenance of Gata2 expression and
eventually of its up-regulation. The association Mashl/Gata2 causes repression of the
motoneuron pathway (black), cross-activation of DII4, which has two major opposite effects:
activation of the Notch pathway required for the development of VV2bIN in a subgroup of cells
(green), and potentialisation of the INV2A pathway (red) in the other subgroup of the cells,
presumably by interaction between Delta and Smad3, activated by Irx3 and antagonised by
Follistatin. The system is stabilised by feed-back regulatory loops between Nk6.1 and Gata2,
Gata2 and Irx3. Mash1 repression by Nkx6.1 would be necessary to allow the INV2a pathway
to take place.
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2.3. Résultats supplémentaires.

Nos précédentes études ont montré que GataZ peut étre considéré comme un
geéne de spécification, car il est capable d’'induire I'arrét de prolifération, la sortie de
cycle et la différenciation des progéniteurs neuronaux (El wakil et coll, 2006). Dans la
moelle épiniere ventrale embryonnaire, il joue un réle clé dans les mécanismes de
spécification des interneurones V2, et il impose le programme de différenciation des
interneurones V2b aux dépens de celui des V2a.

Toutefois, deux questions importantes restent en suspens :

— Quelle est la nature du systeme de neurotransmission des interneurones
V2aetV2b?

- Quel est le type de neurotransmetteur des neurones induit par la
surexpression de GataZ, chez I'’embryon de poulet ?

- La fonction de ces neurones, correspond elle a celle des interneurones V2 ?

Pour répondre a ces diverses questions, notre intérét s’est porté sur les
principaux neurotransmetteurs connus pour étre exprimés dans la moelle épiniere, tels
que l'acétylcholine, le glutamate, le GABA et la glycine. Ces neurotransmetteurs peuvent
étre mis en évidence par la détection de leurs transporteurs ou leurs enzymes de
synthese tels que, ChAT (choline acétyl transférase) pour les motoneurones, VGIuT
(transporteur vésiculaire du glutamate) pour les neurones glutamatergiques, GAD (acide
glutamique décarboxylase) pour les neurones GABAergiques et GlyT (transporteur
vésiculaire de la glycine) pour les neurones glycinergiques.

Afin de déterminer la nature des neurotransmetteurs des interneurones V2, nous
avons comparé les patrons d’expression de VGIuT1, VGIuT2, GAD67 et GlyT2, chez
I'’embryon de souris a E14.5, par rapport aux patrons d’expression de Chx10 (V2a) et de
Gata3 (V2b), a l'aide d’hybridations in situ et de doubles hybridations in situ. Les
résultats des expériences de doubles hybridations in situ seront confirmés par des
doubles immunomarquages, analysés par microscopie confocale.

Nous avons identifié la nature du type neuronal induit par le gain de fonction de
Gata2 chez '’embryon de poulet, en étudiant I'effet de la surexpression de Gata2 sur le

patron d’expression de cGad1 (homologue de GAD67 de souris) et de cVGIuT2.
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2.3.1. Localisation des interneurones V2a et V2b.

Dans la moelle épiniére ventrale embryonnaire, les interneurones V2 sont
générés a E10.5, a partir de progéniteurs neuronaux localisés dans un territoire qui est
adjacent au territoire des motoneurones. Les interneurones V2 sont subdivisés en V2a et
V2b, caractérisés respectivement par l'expression de Chx10 et Gata3. Ces 2 sous-types
de neurones sont produits dans le méme territoire, mais leur position dans la moelle
épiniere embryonnaire, a des stades plus tardifs qu’'E10.5, n’est pas connue. Ceci suggere
la question suivante :

- Quelle est la position des interneurones V2a et V2b, dans la moelle
épiniére, a des stades plus tardifs ?

Pour localiser les interneurones V2a et V2b, au cours du développement, nous
avons étudié le patron d’expression de Chx10 et Gata3 du stade E11.5, jusqu’a la
naissance (P0), a 'aide d’hybridations in situ et de doubles hybridations in situ, avec les
sondes anti sens Chx10 et Gata3. Les résultats de ces expériences ont montré que durant
le développement embryonnaire, les interneurones V2a et V2b sont localisés dans des
territoires assez proches, mais ne présentent pas un profil poivre et sel. En effet, au
stade E14.5, les interneurones V2b sont localisés dans une position plus marginale et
plus ventrale, par rapport aux interneurones V2a, qui sont répartis en 2 groupes, suivant
I'axe médio-latéral. (Figure 22).

De plus, nous avons constaté que I'expression de Chx10 est maintenue durant
tout le développement embryonnaire et également chez I'adulte. L’expression de Gata3
reste maintenu jusqu’a E16.5, elle diminue progressivement jusqu’a la naissance et est
absente dans la moelle épiniere adulte.

L’ensemble de ces données suggerent que durant le développement
embryonnaire, les interneurones V2a et V2b migrent différemment. Ceci impliquerait

que les interneurones V2a et V2b pourraient avoir des cibles différentes.
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2.3.2. Le systeme de neurotransmission des interneurones V2.

Afin de déterminer la nature du type de neurotransmetteur caractéristique des
interneurones V2a et V2b, nous avons d’abord étudié le patron d’expression de VGIuT1,
VGIuT2, GAD67 et GlyT2, par rapport au patron d’expression de Chx10 et Gata3, chez
I’embryon de souris a E14.5, par des expériences d’hybridation in situ.

L’étude des patrons d’expression des principaux types de neurotransmetteurs
présents dans la moelle épiniére embryonnaire a E14.5, a montré que GAD67 et VGluT2
sont fortement exprimés dans un territoire ventral de la moelle épiniere, qui pourrait
correspondre au territoire des interneurones V2. Ces résultats indiquent que GAD67 et
VGIuT2 constituent de bons candidats.

Nous avons réalisé des expériences de doubles hybridations in situ avec les
sondes anti sens Chx10 et GAD67 ou VGIuT2, et également Gata3 et GAD67 ou VGIuT2,

dans la moelle épiniere d’embryons de souris a E14.5.

2.3.2.1. Les interneurones V2a sont glutamatergiques.

Les résultats des doubles hybridations in situ montrent que l'expression de
Chx10 est préférentiellement associée a VGluT2 (Figure 23), mais pas a GAD67. Ces
résultats suggerent que les interneurones V2a seraient de type glutamatergiques. Afin
de confirmer ces résultats, nous avons réalisé dans expériences de doubles
immunomarquages avec des anticorps anti Chx10 et anti VGIuT2 ou anti GABA ou anti
GAD67. Ces marquages sont révélés par des anticorps conjugués a des fluorochromes et
analysés par microscopie confocale.

Nos expériences de double marquage ont mis en évidence que dans la plupart des
cellules Chx10+, il y a co-localisation avec VGIuT2 (Figure 24), mais pas avec GAD67 ou
GABA. Ensemble, ces résultats ont révélé que les interneurones V2a sont des neurones

excitateurs de type glutamatergiques.
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2.3.2.2. Les interneurones V2b sont GABAergiques.

Parallelement a la détermination du systéme de neurotransmission des
interneurones V2a, nous avons utilisé la méme approche pour déterminer la nature du
systéme de neurotransmission des interneurones V2b. Les expériences de doubles
hybridations in situ Gata3 et VGluT2 ou GAD67, ont mis en évidence que I'expression de
Gata3 semble étre associée a celle de GAD67 (Figure 23).

L’hypothese selon laquelle les interneurones V2b seraient GABAergiques semble
étre valide. Afin de confirmer nos résultats, obtenus par doubles hybridations in situ, et
surtout, confirmer la co-localisation, par analyse confocale, nous avons réalisé des
doubles immunomarquages avec des anticorps anti Gata3 et anti GAD67 ou anti GABA
ou anti VGIuT2.

Les résultats de ces expériences indiquent que dans les interneurones V2b, Gata3
co-localise avec le GABA (Figure 24), mais pas avec VGluT2. L’ensemble de nos données
indiquent que les interneurones V2b sont des neurones inhibiteurs de type
GABAergiques. D’autre part, I'étude du patron d’expression de GlyT2 suggere que les
interneurones V2b exprimeraient également GlyT2, c’est-a-dire que les interneurones
V2b seraient GABAergiques et glycinergiques. Des expériences de doubles
immunomarquages avec des anticorps anti GlyT2 permettront de confirmer ces
observations. De plus, il serait intéressant de déterminer s’il existe plusieurs sous
populations d’interneurones V2b, avec une sous population GABA+, GlyT2+, une sous

population GlyT2+ et une sous population GABA+.

2.3.1. Gata2 induit la différenciation de neurones GABAergiques.

Dans la moelle épiniere, nous avons démontré que Gata2 controle la spécification
des interneurones V2 et qu'il participe a la différenciation des interneurones V2b. Nous
avons déterminé la nature des neurotransmetteurs de ces interneurones. Nos résultats
ont révélé que les V2a sont glutamatergiques tandis que les V2b sont GABAergiques.

Afin de déterminer si la surexpression de GataZ peut induire la différenciation
terminale et si nous maintenons la différenciation d’interneurones V2b (GABAergiques),

nous avons réalisé des expériences de gain de fonction. Ainsi, nous avons électroporé le
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tube neural d’embryon de poulet au stade HH13 avec le plasmide pAdRSV-GataZ2HA. Les
embryons électroporés ont été prélevés et disséqués, apres 48 heures d’'incubation.
Enfin, nous avons étudié l'effet de la surexpression de Gata2, sur la différenciation des
neurones GABAergiques et glutamatergiques, par des hybridations in situ avec les
sondes anti sens cGad1l et cVGIuT2.

Ces expériences ont établi que Gata2 induit I'expression de cGad1l et réprime celle
de cVGIuT2 (Figure 25). Cette induction de cGad1l par GataZ est observée, dans la partie
ventrale comme dans la partie dorsale de la moelle épiniéere. Ainsi, GataZ induit la
différenciation de neurones GABAergiques (neurones inhibiteurs) dans la moelle

épiniere, indépendamment du contexte cellulaire.
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Figure 22| Comparaison des patrons d’expression de Chx10 et Gata3

Doubles hybridations in situ réalisées sur des coupes transversales d’embryons de souris a
E14.5, avec les sondes anti sens Chx10 en bleu. (A et B) et Gata3 en rouge (A et B).

Les interneurones V2a (Chx10+) sont répartis en 2 sous groupes suivant ’axe médio-latéral,
tandis que les interneurones VV2b (Gata3+), sont localisés dans une position trés marginale. En

(B), un agrandissement de la région encardrée en noire en (A).

Ces expériences suggérent que les interneurones VV2a et V2b migrent différemment durant le

développement embryonnaire.
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Figure 23| Comparaison des patrons d’expression de Chx10 et Gata3, par rapport aux patrons
d’expression de VGIuT2 et Gad67.

Doubles hybridations in situ réalisées sur des coupes transversales d’embryons de souris a E14.5, avec les sondes
anti sens Chx10 (A et B), Gata3 (C et D) en rouge, VGIuT2 (A et B) et Gad67 (C et D) en bleu.

VGIuT2 semble é&tre exprimé dans les cellules Chx10+ (fleches noires), correspondants aux interneurones V2a
(B), tandis que Gad67 semble étre exprimé dans les cellules Gata3+ (fleches blanches), correspondants aux
interneurones VV2b (D). En (B et D), agrandissement des régions encadrées en (A) et (C), respectivement.

Ces expeériences suggérent que les interneurones V2a (Chx10+) seraient glutamatergiques alors que les
interneurones V2b (Gata3+) seraient de type GABAergiques.

| V2a INs V2b INs |

|
| VGIuT2- CHX10 H VGIuT2- CHX10 || GABA - GATA3 H GABA - GATA3 ‘

E14.5

Figure 24| Les interneurones V2a sont glutamatergiques et les interneurones V2b sont
GABAergiques.

Doubles immunomarquages réalisés sur coupes transversales d’embryons de souris 4 E14.5, avec les anticorps
anti-CHX10 (A et B), anti GATAS3 (C et D) en vert, anti VGIUT2 (A et B) et anti GABA (C et D) en rouge. Les
fleches blanches indiquent que Chx10 co-localise avec VGIUT2 (B) en jaune. Les fleches blanches indiquent que
GATAB3 co-localise avec GABA (D) en jaune. En B et D, agrandissement de la partie droite de la moelle
épiniére respectivement, encadré en A et C.

Les résultats obtenus par doubles immunomarquages montrent que les interneurones V2a (CHX10+) sont
excitateurs de type glutamatergiques et les interneurones V2b (GATA3+) sont inhibiteurs de type
GABAergiques.
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Figure 25| Gata2 induit la différenciation de neurones GABAergiques aux dépens des neurones

glutamatergiques.

Hybridation in situ, sur coupes transversales de moelle épiniére d’embryons de poulet au stade HH23,
électroporés avec un plasmide permettant I’expression de la protéine de fusion Gata2HA. La moelle épiniére des
embryons de poulet a été électroporée au stade HH13 et les analyses ont été effectuées 48 heures aprés
électroporation. En (A) et (D), le coté électroporé mis en évidence par immunomarquage avec un anticorps anti-
HA (vert). Gata2HA induit I’expression de cGadl (B), comme indiqué par les fleches noires et réprime
I’expression de cVGIuT2 (E), en bleu. En (C) et (F), la superposition montrant les cellules électroporées

exprimant Gata2HA par rapport aux cellules exprimant cGad1l et cVGIuT2.

Les résultats de cette expérience montrent clairement que Gata2 induit la différenciation de neurones inhibiteurs

de type GABAergique.
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2.4. Synthese des résultats.

De nombreuses voies de signalisation sont impliquées dans les mécanismes de
spécification des interneurones ventraux, et en particulier les voies Sonic Hedgehog,
TGFB/Activine et Notch (Ericson et coll, 1996 ; Hynes et coll, 2000; Yang et coll,
2006 ; Garcia-Campmany et Marti, 2007 ; Peng et coll, 2007). Ces voies de signalisation
sont nécessaires a l'établissement de la combinatoire de facteurs de transcription,
controlant différentes voies de différenciation. En ce qui concerne les interneurones V2,
plusieurs facteurs de transcription, tels que Nkx6.1, Irx3, Lhx3, Gata2, Mash1, FoxN4,
Gata3 et Chx10, participent a leur spécification. Notre étude s’est focalisée sur la
fonction GataZ dans la cascade génétique de spécification et de différenciation des
interneurones V2.

Nos résultats ont montré que Gata2 joue un role central au cours de la
spécification des interneurones V2 et aussi lors de la dichotomie V2a/V2b. En effet,
I'activation de la voie Shh induit I'expression de Nkx6.1, qui induit a son tour
I'expression de Gata2. Irx3 et GataZ inhibent le programme de différenciation des
motoneurones (répression d'Olig2, Isl1/2 et MNR2), afin de permettre la différenciation
des interneurones V2. Enfin, Gata2 participe a la dichotomie des interneurones V2, en
favorisant la différenciation des V2b (induction de Scl et Gata3) aux dépens de celles des
V2a. L'inhibition de la différenciation des V2a implique la répression d’Irx3 et Lhx3, et
'inhibition de la voie TGFB/Activine (répression de Smad3 et induction de Follistatine).

Cette dichotomie est vraisemblablement basée sur un mécanisme de division
asymétrique ou d’inhibition latérale impliquant Delta4 et Notch. En effet, dans le
territoire p2, I'induction de la différenciation des V2a (Chx10+) implique I'expression
d’'Irx3 et Lhx3 et également l'activation de la voie TGFB/Activine probablement par
TGFB2 (Garcia-Campmany et Marti, 2007). Le ligand Delta4 semble jouer un role
important dans la différenciation des V2a, car il pourrait augmenter I'effet de I'activation
de la voie TGFB/Activine (Hiratochi et coll.,, 2007).

Enfin, nous avons identifié le systeme de neurotransmission des interneurones
V2, les V2a sont des interneurones excitateurs de type glutamatergiques contrairement

aux V2b qui sont de type inhibiteurs GABAergiques.
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2.5. Discussion.

Notre étude a permis de mieux comprendre le réle que Gata2 joue dans les
mécanismes de spécification et de différenciation des interneurones V2. En effet, Gata2
régule négativement le programme de différenciation des motoneurones et controle le
programme de différenciation des interneurones V2a et V2b, en interférant avec
plusieurs voie de signalisation telles que les voies Shh, TGFB/Activine et Notch.
L’ensemble de nos données permettent d’attribuer une fonction de gene de spécification
pour Gata2, car il impose le programme de différenciation des interneurones V2

indépendamment du contexte cellulaire.

2.5.1. La_dichotomie V2a/V2b implique probablement une division

asymeétrique.

Les progéniteurs des interneurones V2 génerent simultanément, 2 sous-types
neuronaux, en nombre égal, les V2a et les V2b. Ces 2 sous-types d’interneurones ne sont
pas ségrégés dans des territoires différents comme c’est le cas pour les interneurones
VOp et VOy, mais ils sont répartis de maniere aléatoire au sein du méme territoire. Plus
tardivement, ces 2 sous-types d’interneurones V2 migrent différemment et sont
caractérisés par des neurotransmetteurs différents, ce qui suggere que les V2a et les V2b
auraient des cibles différentes et des fonctions différentes. Malgré les avancées
importantes dans la compréhension des mécanismes de spécification et de dichotomie
des interneurones V2, une question essentielle subsiste :

- La dichotomie des interneurones V2, repose t-elle sur une division
asymétrique ?

Les nombreuses observations effectuées suggerent la possibilité qu'une division
asymétrique, impliquant la voie Notch, serait associée a la différenciation asymeétrique
du progéniteur commun p2 en interneurones V2a et V2b.

Bien que le mécanisme de la division asymétrique a été relativement bien étudié

chez les invertébrés tels que la drosophile et le caenorhabditis elegans, chez les
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vertébrés, ce mécanisme n’est pas encore bien compris. Cependant, ces études ont
permis de mettre en évidence le role de la protéine NUMB, dans le mécanisme de la
division asymétrique (Wodarz et Huttner, 2003 ; Pour revue, Huttner et Kosodo, 2005).
En effet, chez les invertébrés, comme les vertébreés, les cellules du neuroépithélium sont
polarisées (axe apico-basal) et la protéine NUMB, ainsi que d’autres déterminants
associés a la division asymétrique sont localisés a un des poles des cellules. Lors de la
division asymétrique, ces déterminants sont répartis de maniere asymétrique entre les 2
cellules-filles. L’étude par imagerie, de la répartition de ces déterminants, tels que
NUMB, dans les progéniteurs des interneurones V2 et également dans les interneurones
V2a (Chx10+) et V2b (Gata3+), serait nécessaire. Une étude de la répartition
asymétrique de NUMB ou d’autres déterminants associés a la division asymétrique, par
rapport aux marqueurs associés aux précurseurs de V2, tels que GATA2, GATA3 et
CHX10 pourrait apporter des informations importantes qui permettraient de conforter
I’hypothese de la division asymétrique.

Cependant, une étude qui s’est appuyé sur une approche, basée sur le tragage
rétroviral chez I'embryon de poulet a démontré que, dans la partie dorsale de la moelle
épiniere embryonnaire, certains progéniteurs d’interneurones dorsaux de classe B,
génerent 2 sous-types d’interneurones, dILA et dILB, aprés une division asymétrique.
Dans ce cas particulier, Mash1 exercerait une fonction associée a la division asymétrique
(Wildner et coll, 2006). Or, les interneurones V2 présentent plusieurs similitudes par
rapport aux interneurones dILA/B. En effet, les interneurones V2 sont générés dans le
territoire, a partir d'un précurseur commun, ils sont subdivisés en V2a et V2b, qui
présentent un profil de répartition en poivre et sel, et Mash1 est également associé a la
différenciation des interneurones V2b. En s’inspirant de cette approche, il serait
envisageable d’utiliser le systéeme de tracage rétroviral chez 'embryon de poulet afin de

mettre en évidence la division asymétrique des progéniteurs p2.

2.5.2. Gata2 module les voies de signalisation Notch et TGF[3 /Activine.

Au cours de la mise en place des différentes populations neuronales dans la
moelle épiniere embryonnaire, plusieurs voies de signalisation sont mises en jeu. Parmi
elles, la voie Notch et la voie TGFB/Activine jouent un roéle important, dans les
meécanismes de spécification et de différenciation des neurones ventraux. Ainsi, des

157



Résultats

expériences de surexpression de Smad3, ont révélé que l'activation de la voie
TGFpB/Activine, probablement par le TGFB2, induit la différenciation d’interneurones
V2a (Garcia-Campmany et Marti, 2007). Cependant, I'influence de la voie TGFp/Activine
sur la différenciation des interneurones V2b n’a pas été étudiée, ce qui souleve la
question suivante :

- La voie TGFB/Activine interféere t-elle avec la différenciation des

interneurones V2b ?

Irx3 est capable d'induire I'expression de Smad3 dans la partie ventrale de la
moelle épiniére embryonnaire (Garcia-Campmany et Marti, 2007), donc Smad3 est en
aval d’'Irx3. Or, Irx3 est exprimé dans le territoire p2, et il est réprimé par Gata2, comme
Smad3. Ensemble, ces données suggeérent que la voie TGFB/Activine participe a la
différenciation des interneurones V2a mais pas des V2b.

Par ailleurs, une étude récente a mis en évidence I'importance de la voie Notch
dans la différenciation des interneurones ventraux et des motoneurones, puisque chez
I'embryon de souris Notchl”/-, la différenciation des interneurones ventraux est
augmentée, aux dépens de celle des motoneurones (Yang et coll, 2006). De maniere
assez surprenante, la perte de la signalisation Notch dans la partie ventrale de la moelle
épiniére embryonnaire, induit un effet similaire a celui de l'activation de la voie
TGFB/Activine. Ces données suggerent une interférence entre ces 2 voies de
signalisation, au cours de la différenciation des interneurones ventraux. Elles sont de
plus appuyées par des études qui ont montré que NICD (fragment intracellulaire de
Notch) peut interagir avec Smad3 pour inhiber sa fonction (Masuda et coll, 2005 ; Sun et
coll, 2005).

Par ailleurs, dans une étude précédente (El Wakil et coll., 2006), concernant le
role de Gata2 en rapport avec le contrdle de la prolifération des progéniteurs neuronaus,
nous avons démontré que GataZ réprimait I'expression de Notchl durant la phase
neurogénique. Ces données suggerent que dans les stades plus tardifs du
développement, Notch participe aux mécanismes de spécification neuronale. Nous
pouvons supposer que durant la spécification des interneurones V2, un autre récepteur
Notch serait activé, comme Notch3 par exemple.

L’ensemble de ces données nous permet de proposer un modele selon lequel,

parallelement, a la différenciation des V2b, le programme de différenciation des V2a
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serait activé par défaut, en absence de Gata2. Un mécanisme d’'inhibition latérale ou de
division asymétrique impliquant la signalisation Notch, par l'intermédiaire de Delta4 et
Notch, serait peut-étre a l'origine du maintien de I'expression de GataZ dans une des
cellules-filles du progéniteur p2 (Peng et coll, 2007). L’activation de Notch dans cette
cellule-fille participerait a I'inhibition de la voie TGF[/Activine (Masuda et coll, 2005 ;
Sun et coll, 2005) et au maintien de I'expression de Gata2 (Peng et coll, 2007). Gata2
induit 'expression de Scl et ensemble, ils initient le programme de différenciation des
V2b (induction de Gata3 et Lhx1/5). Dans l'autre cellule-fille, Delta4 serait
probablement internalisé afin de potentialiser 1'activation de la voie TGFB/Activine
(Hiratochi et coll, 2007 ; Garcia-Campmany et Marti, 2007). Dans cette cellule-fille,
I'absence de GataZ permettrait I'expression d’Irx3 qui induirait I'expression de Smad3
afin d’accentuer l'activation de la voie TGFB/Activine (Garcia-Campmany et Marti,
2007). Enfin, I'induction de Lhx3 dans cette cellule serait nécessaire a la différenciation
des V2a (induction de I'’expression de Chx10).

Ensemble, ces données mettent en évidence le role de Gata2 dans l'interférence
entre les voies Notch et TGF3/Activine : d’'une part un aspect complémentaire essentiel a
la différenciation des interneurones V2a et médié par Dll4 ; d’autre part une activation
de la voie Notch, qui antagonise la voie TGFB/Activine et qui est nécessaire a la
différenciation des interneurones V2b.

Néanmoins, toutes les situations qui ont été étudiées montrent que I'induction de
I'expression de Chx10 (V2a) est plus difficile a obtenir et assez limitée, comparée a
I'induction de I'expression de Gata3. En effet, Gata2 dominant négatif n’induit pas la
différenciation des interneurones V2a alors qu’il induit I'expression de Nkx6.1 et Lhx3,
mais réprime Irx3, qui est nécessaire pour induire Smad3.

Afin de mettre clairement en évidence, I'importance de la voie TGF(/Activine,
dans la différenciation des interneurones V2a, nous sommes sur le point de réaliser des
expériences de surexpression de la protéine Smad3Act (activateur constitutif), seule ou,
en présence d’EnRAGataZ (Gata2 dominant négatif). L’activation de la voie
TGFB/Activine, dans les cellules électroporées avec EnRAhGata2, devrait permettre la

différenciation des progéniteurs neuronaux en interneurones V2a.
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2.5.3. Gata2 module la voie Shh et inhibe la différenciation des

motoneurones.

2.5.3.1. Gata2 module la signalisation Shh.

L’induction de l'expression de Nkx6.1 est dépendante de I'activation de la voie
Shh. Nkx6.1 est suffisant a lui seul, pour induire I'expression de Gata2, également celle
de Chx10 de maniere tres limité, mais pas celle de Gata3. De plus, GataZ peut réprimer
I'expression de Nkx6.1. Ces résultats suggerent d’'une part que I'expression de Gata2 est
dépendante de la signalisation Shh et d’autre part que Gata2 modulerait I'activation de la
voie Shh en retour, ce que nous avons essayé de déterminer.

La modulation des transducteurs de la signalisation Shh, peut expliquer en partie,
la capacité de Gata2 a réprimer Nkx6.1 et a inhiber la différenciation des motoneurones.
Ainsi, l'inhibition de la voie Shh, par la répression de I'expression de Gli2, permet
d’expliquer la répression de 'expression de Nkx6.1. Concernant la protéine de fusion
Gata2 dominant répresseur, elle réprime aussi I'expression de Gli2, ce qui entraine
I'inhibition de la différenciation des motoneurones. Dans la partie dorsale de moelle
épiniere, il réprime l'expression de Gli3, et permet l'induction ectopique de
motoneurones. Contrairement a EnRAGata2, Gata2 serait incapable d’induire
I'expression de marqueurs de motoneurones dans la partie dorsale de la moelle
épiniére, probablement parce qu'il serait un répresseur moins fort que le domaine EnR.

Dans la partie dorsale de la moelle épiniere, I'expression de Gli2 et de Gli3 est
dépendante d’autres voies de signalisation telles que la voie des BMP et la voie WNT (Lei
et coll, 2006 ; Riobo et Manning, 2007). Nous pouvons alors nous demander, si Gata2
interfere avec les voies de signalisation BMP et WNT par exemple. Il serait intéressant
d’étudier les conséquences de la surexpression de GataZ2 sur les voies de signalisation
BMP et WNT. Nos données préliminaires indiquent que la surexpression de GataZ dans
la partie dorsale de la moelle épiniere embryonnaire, n’affecte pas le patron
d’expression de Wntl mais affecte celle de Wnt3a. Ces données suggerent que Gata2
pourrait interférer avec la voie WNT. Une étude plus large, des voies de signalisation

BMP et WNT devrait apporter des informations importantes.
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2.5.3.2. Gata2 et l'inhibition du programme de différenciation des

motoneurones.

De maniere intéressante, nos résultats ont établi que Gata2 inhibe Ia
différenciation des motoneurones. Il réprime l'expression d’Olig2, probablement en
activant un répresseur et également I'expression des facteurs de transcription en aval
d’Olig2 et qui participent a la différenciation des motoneurones tels que Lhx3, Isl1/2 et
MNR2. En essayant de mieux comprendre ce mécanisme, nous avons mis en évidence
une régulation complexe des composants de la voie de la voie Shh, tels que Gli2 et Gli3.

L’'induction étonnante de l'expression ectopique dorsale de marqueurs de
motoneurones par EnRAGata2 peut étre expliquée par la capacité d’EnRAGata2 a réguler
négativement I'expression de Gli2 et Gli3 dans la partie dorsale de la moelle épiniere.
Ces résultats paraissent suggerent que la répression de I'expression de Gli2 et Gli3 par
EnRAGata2, induit probablement une interférence avec les autres voies de signalisation
qui controlent I'expression des Glis dans la partie dorsale de la moelle épiniére, telle que
la signalisation FGF, BMP ou par d’autres mécanismes (Brewster et coll, 2000 ; Borycki
et coll, 2000 ; Ruiz i Altaba et coll, 2002 ; Barnfield et coll, 2005 ; Gutin et coll, 2006 ;
Zhao et coll, 2006).

En résumé, la capacité de Gata2 a réprimer la différenciation des motoneurones
peut s’expliquer par la modulation de la voie Shh, probablement en établissant un
équilibre entre la fonction de Gli2 d’une part, et celle de Gli3 d’autre part. Il est connu
qu'un tel équilibre est déterminant pour la spécification neuronale et que toute
perturbation peut modifier le devenir des cellules. L’établissement de cet équilibre met
trés probablement en jeu qui restent a élucider, Nos prochaines électroporations de

Smad3 pourraient apporter des éclaircissements.

L’inhibition de la différenciation des motoneurones participe certainement a
délimiter la frontiere ventrale du territoire de différenciation des interneurones V2.
Inversement, nous pouvons penser qu’il existe vraisemblablement un systeme de
répression croisée afin de limiter I'expression de Gata2 aussi bien dans le territoire pMN
que dans le territoire dorsal au territoire de différenciation des interneurones V2, le
territoire pl. Ainsi des facteurs de transcription spécifiques du territoire pMN tel

qu’Olig2, ou encore Enl ou Dbx2 dans le territoire p1 pourraient réprimer I'expression
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de Gata2, alors que Gata2 les réprimerait en retour. Il est probable que les niveaux
d’expression de Gli3 et Gli2 soient responsables de la répression de l'expression de

Gata2 dans des territoires plus dorsaux.

2.5.4. L'influence de Gata2 sur la spécification des autres populations

neuronales.

Nous avons mis en évidence le role important de Gata2 dans la délimitation de la
frontiere ventrale du territoire de différenciation des interneurones V2. Toutefois, nous
pouvons nous demander quel peut étre le réle de Gata2 dans la délimitation de la
frontiére dorsale du territoire p2. D’autre part, quel peut étre I'effet de la surexpression
de GataZ2 sur les populations neuronales plus dorsales par rapport aux interneurones V2,

telles que les interneurones V1 et VO, ou encore les interneurones dorsaux.

2.5.4.1. Effet de GataZ2 sur la différenciation des interneurones V0 et V1.

Nos résultats suggerent que la surexpression de Gata2 affecte tres probablement
I'ensemble des populations neuronales qui sont dorsales au territoire d’expression de
Gata2. En effet, nos données montrent que I'expression ectopique de GataZ modifie le
patron d’expression de Gli3 et également de Gli2. Gata2 inhibe également la voie
TGFB/Activine qui est impliquée dans la différenciation des interneurones VO et V1
(Garcia-Campmany et Marti, 2007). L’induction de l'expression de GataZ induit
I'expression de Gata3 et de Lhx1/5 dans le territoire de différenciation de ces
interneurones. Gata2 induit la différenciation de neurones inhibiteurs de type
GABAergiques (induction de l'expression de Gadl, homologue de GAD67 de la souris)
dans la moelle épiniére embryonnaire de poulet, 48 heures apres électroporation et
inhibe la différenciation des interneurones excitateurs (répression de 'expression de
cVGlIuT?2).

Ensemble, ces données semblent confirmer la capacité de Gata2 a respécifier les
progéniteurs neuronaux tels que ceux des interneurones VO et V1. L’étude de 'effet de
GataZ sur l'expression des marqueurs génétiques des interneurones VO et V1, tels
qu’Enl et Evx1/2 devrait nous permettre de confirmer cette hypothése. De méme,
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I'analyse de l'effet de la surexpression de Gata2, sur la voie acide rétinoique, une voie de
signalisation qui joue un roéle important dans la différenciation des interneurones VO et
V1 (Wilson et coll, 2004 ; Maden, 2006 ; Lupo et coll, 2006), permettrait d’éclaircir le
role de Gata2 dans I'établissement de la frontiere dorsale du territoire de différenciation

des interneurones V2 et de valider ou non notre hypothese.

2.5.4.2. Effet de Gata2 dans le territoire de spécification des

interneurones V3.

Concernant l'effet de Gata2 sur la spécification des interneurones V3, plusieurs
hypothéses sont envisageables, puisque dans la moelle épiniére ventrale embryonnaire,
les progéniteurs des interneurones V3 expriment les genes Nkx2.2 et Ngn3, alors que
dans le rhombencéphale, les progéniteurs des neurones sérotoninergiques expriment
Nkx2.2, Mash1 et Gata2 (Craven et coll, 2004).

En effet, nous avons clairement établi que GataZ inhibe la différenciation des
motoneurones. D’autre part, la surexpression de Gata2 dans le territoire de spécification
des interneurones V3, semble affecter également la différenciation de ces derniers. La
spécification de ces interneurones est dépendante de l'activation de la voie Shh et de
I'expression de Gli2. De plus, ces interneurones sont excitateurs, de type
glutamatergiques. Or GataZ modifie le patron d’expression ventral (modulation de la
signalisation Shh et répression Gli2) et induit l'expression de marqueurs
d’interneurones V2b tels que Gata3 et Lhx1/5. Si Gata2 inhibe la différenciation de cette
population neuronale, nous pouvons poser la question suivante, quel peut étre le
devenir des progéniteurs neuronaux du territoire p3 en présence de Gata2 ?

En effet, si GataZ ne réprime pas l'expression de Nkx2.2 comme c’est le cas pour
Nkx6.1, nous pouvons penser que la combinaison Nkx2.2 et GataZ pourrait étre
suffisante pour induire la différenciation de neurones sérotoninergiques dans la moelle
épiniere ventrale. Néanmoins, nous ignorons si GataZ réprime ou non 'expression de
Ngn3 et si Ngn3 n’est pas réprimé, quelle pourrait étre son influence sur la
différenciation neuronale ? Une des possibilités serait que Gata2 induirait I'expression
de Mashl aux dépens de Ngn3, ce qui favoriserait la différenciation de neurones

sérotoninergiques dans le territoire p3. Enfin I'autre possibilité serait que I'expression

163



Résultats

ectopique de GataZ réprime l'expression de Nkx2.2 et induise la différenciation
d’'interneurones V2 dans le territoire de différenciation des interneurones V3. Des
analyses de l'effet de la surexpression de Gata2 sur la différenciation des interneurones
V3 et notamment de l'influence de GataZ sur l'expression de Nkx2.2, Ngn3 et Sim1

permettraient de valider notre seconde hypothese.

2.5.4.3. Effet de GataZ2 sur la différenciation des interneurones dorsaux.

La répression de Gli3 dans la partie dorsale de la moelle épiniere embryonnaire
suggere également que Gata2 est capable de moduler les voies de signalisation BMP ou
FGF qui sont impliquées dans ’établissement du patron d’expression dorsal et en
particulier, dans la spécification des interneurones dorsaux. D’autre part, Gata2 induit
I'expression ectopique de Gata3, Cash1 (homologue de Mash1 chez le poulet), Lhx1/5 et
cGad1l (homologue de Gad67 chez le poulet) dans la partie trés dorsale de la moelle
épiniére. Afin de déterminer si Gata2 inhibe la différenciation des interneurones
dorsaux au profit d’'interneurones V2 ou d’autres types neuronaux, il serait nécessaire
de déterminer l'influence de Gata2 sur le patron d’expression dorsal. D’abord, il serait
intéressant de vérifier si I'expression ectopique de Gata2 est suffisante pour réprimer ou
altérer I'expression des genes impliqués dans le patron d’expression dorsal tels que
Wntl, Wnt3a, Pax3, Pax7, Math1, Mash1, Ngn1 et Ngn2 (Pour revue ; Helms et Johnson,
2003). Concernant Mash1 et Ngn2, nous avons démontré que Gata2 réprime |'expression
de Ngn2 et induit celle de Mash1. Il serait possible que la répression de I'expression de
Ngn2 et l'expression ectopique de Mashl et Gata3 dans les progéniteurs des
interneurones dorsaux, induisent la respécification de ces derniers en interneurones V2.

Néanmoins, nous pourrions avoir quelques difficultés a déterminer si Gata2 est
bien responsable de I'induction de la différenciation de neurones GABAergiques dans la
partie dorsale de la moelle épiniére. En effet, certains interneurones dorsaux sont de
type GABAergiques tel que les interneurones dILA/B, dI4 et dI6 (Glasgow et coll, 2005 ;
Mizuguchi et coll, 2006 ; Pillai et coll, 2007), d’ou la nécessité de s’assurer que Gata2
réprime ou altere l'expression des facteurs de transcription nécessaires a la
différenciation des interneurones dorsaux, tels que Pax2, Lbx1, Lmx1b, TIx1 et Brn3a

(Muller et coll, 2002 ; Qian et coll, 2002 ; Gross et coll, 2002 ; Ding et coll,, 2004)
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2.5.5. Gata2 induit la différenciation de neurones GABAergiques dans la
moelle épiniere.

Nous avons montré que la surexpression de Gata2 chez 'embryon de poulet, induit la
différenciation des progéniteurs neuronaux de la moelle épiniére, en neurones
GABAergiques. De plus, nos observations chez des embryons de souris a E14.5 ont
montré que dans la moelle épiniere, les interneurones V2a sont glutamatergiques
(Chx10+, VGluT2+) tandis que les V2b sont GABAergiques (Gata3+, GABA+). Toutefois,
nous n’avons pas déterminé, si la surexpression de Gata2 chez I'embryon de poulet,
induit la différenciation d’autres types neuronaux, comme par exemple des neurones
sérotoninergiques dans le territoire d’expression de Nkx2.2 dans la moelle épiniere
embryonnaire. D’autre part, nous n’avons pas déterminé si GataZ induit la
différenciation d'un seul type neuronal (vraisemblablement de type GABAergique)
quelle que soit la position des cellules électoporées, le long de 'axe antéro-postérieur
(télencéphale, mésencéphale, rhombencéphale et moelle épiniere par exemple) et quel
que soit le contexte cellulaire. Des expériences de doubles marquages chez I'’embryon de
poulet électroporé avec le plasmide permettant 'expression de GataZ dans I'ensemble
du systeme nerveux central (du télencéphale a la partie la plus caudale de la moelle
épiniere), devrait permettre de déterminer si Gata2 induit uniquement des neurones
GABAergiques ou si le contexte cellulaire peut avoir une influence sur le type de

programme de différenciation.
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2.6. Conclusion.

Nos travaux ont porté sur I'étude de la fonction de Gata2, durant les mécanismes
de spécification et de différenciation des interneurones V2. Nos résultats ont établi que
GataZ est un gene maitre, qui controle la spécification des progéniteurs des
interneurones V2. Il inhibe le programme de différenciation des motoneurones en
modulant la signalisation Shh. D’autre part, Gata2 joue un réle clé dans la dichotomie
V2a/V2b, et controle la différenciation des V2b aux dépens de celle des V2a, en
interférant avec les voies de signalisation TGFb/Activine et Notch. Cette dichotomie des
interneurones V2 implique vraisemblablement un mécanisme d’inhibition latérale ou

une division asymétrique impliquant Notch et Delta4.
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DISCUSSION

1. Gata2 est un géne de spécification.

1.1. Gata2 régule la prolifération des progéniteurs neuronaux.

Nous avons mis en évidence, une nouvelle fonction de Gata2 durant la
neurogenese dans le tube neural. En effet, Gata2 exerce la fonction de régulateur négatif
de la prolifération des progéniteurs neuronaux, aussi bien in vivo, qu'en culture (EI
Wakil et coll, 2006). Nous pouvons envisager d’étendre 1'étude de la fonction de GataZ2,
comme régulateur négatif de la prolifération, a l'identification d’'une hypothétique
fonction anti tumorale de Gata2. Cette étude nécessitera la réalisation des expériences
de transfections de lignées tumorales humaines qui permettraient de valider '’hypothése
d’une nouvelle fonction pour Gata2. Plus généralement, si Gata2 exerce une fonction anti
tumorale, il serait intéressant d’étudier les mutations éventuelles, qui pourraient
affecter la fonction du géne, certaines lignées de cellules tumorales (dérivées du systeme

nerveux par exemple).

1.2. Gata2 controle la mise en place des interneurones V2.

Par ailleurs, Gata2 semble exercer la fonction de géne maitre, au cours de la
spécification et la différenciation des interneurones V2, et secondairement, il impose
I'initiation du programme de différenciation des interneurones V2b, en interférant avec
des voies de signalisation telles que Shh, TGF[3/Activine et Notch. Ensemble, ces données
démontrent que dans la moelle épiniere embryonnaire, le gene GataZ peut étre
considéré comme un gene de spécification neuronale (voir figure 7 de I'article).

Le progéniteur commun du territoire p2 génere les interneurones V2, qui sont
subdivisés en 2 sous types neuronaux, V2Za et V2b, qui sont respectivement

glutamatergiques et GABAergiques. Ces 2 sous types peuvent étre considérés comme
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étant fonctionnellement différents et pourraient avoir des cibles différentes. Il
semblerait que les interneurones V2b constituent une sous population hétérogene, car
nos observations préliminaires suggerent qu'une partie des V2b serait glycinergique.
Ces informations suggerent que les interneurones V2b présenteraient des différences au
niveau fonctionnel et peut étre au niveau de leur cibles. L’ensemble de ces données
constituent un superbe exemple d’accroissement de la diversité neuronale a partir d’'une
méme population de progéniteurs, puis au sein d'une sous population neuronale
donnée. Elles illustrent bien la complexité des mécanismes permettant de générer la
diversité neuronale dans le systéme nerveux central.

De maniére intéressante, nous pouvons remarquer que durant le développement
du systeme nerveux embryonnaire, I'expression de Gata2 est tres souvent associée a
celle de Mash1. Mash1 participe aux mécanismes de spécification de nombreux types
neuronaux. En effet, il est impliqué dans la différenciation des neurones
sérotoninergiques dans la partie ventrale du rhombencéphale (Craven et coll, 2004 ;
Pattyn et coll, 2004), des neurones GABAergiques dans la partie ventrale du
télencéphale (Fode et coll., 2000), de certains interneurones dorsaux GABAergiques
dans la partie dorsale de la moelle épiniere (Helms et coll, 2005) et des neurones
catécholaminergiques dans le locus coeruleus (dans le cerveau postérieur). Enfin, dans
le systeme nerveux sympathique, il participe a la spécification et la différenciation des
neurones adrénergiques (Tsarovina et coll., 2004).

D’autre part, au cours du développement, GataZ est exprimé dans certains
territoires du télencéphale, mais son patron d’expression doit étre mieux étudié.. Une
étude plus large, du patron d’expression dans de GataZ dans le systéme nerveux central,
du stade embryonnaire au stade adulte est d’ailleurs en cours. Cette étude devrait
permettre de déterminer :

- Les territoires d’expression de Gata2 au cours du développement du
cerveau et également dans le cerveau adulte.

- Si ces populations cellulaires exprimant GataZ correspondent a des
progéniteurs neuronaux.

- Si GataZ2 est co-exprimé avec Mash1 dans le télencéphale.

- Si ces populations neuronales co-expriment Gata2 et Mash1, sont-elles de

type GABAergiques ?
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L’étude des cellules Gata2+ dans le cerveau permettrait de préciser la fonction de
Gata2 dans d’autres territoires du systéeme nerveux central. En effet, nous pouvons
supposer que GataZ pourrait y exercer une fonction sur le cycle cellulaire ou sur la

survie de ces populations cellulaires.

2. Les limites expérimentales.

Les expériences en contexte de gain de fonction nous ont apporté des
informations essentielles a la compréhension de la séquence d’activation de la cascade
génétique de spécification des interneurones V2. Néanmoins, notre étude fonctionnelle
de Gata2 a été compliquée pour diverses raisons et en particulier pour des raisons

techniques.

2.1. Les expériences en contexte de gain de fonction.

Le contexte de gain de fonction a été obtenu, par électroporation du tube neural
d’embryons de poulet, au stade HH12-13, avec un vecteur d’expression ubiquitaire fort,
le pAdRSV-Gata2HA. Nos données suggerent |'existence d’une fenétre temporelle, durant
laquelle, les progéniteurs neuraux seraient plus plastiques et plus sensibles. Toutefois,
I'ensemble de nos expériences a été réalisé a des stades équivalents, afin de faciliter
I'interprétation des résultats. Les embryons électroporés ont été incubés a 38°C pendant
24 a 48 heures apres électroporation. L’ensemble de nos expériences de gain de fonction
a nécessité I'électroporation de plus de 1500 embryons de poulet, pour un taux de
survie supérieur a 65%. L'utilisation du modeéle poulet présente de nombreux avantages
puisque les embryons de poulets se développent assez rapidement, ils sont facilement

accessibles et nous pouvons réaliser les électroporations a différents stades du

développement.
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2.1.1. Le choix du stade d’électroporation.

Nous pouvons noter que le stade de développement durant lequel, le tube neural
des embryons de poulet est électroporé est important. Nous avons constaté que le taux
de survie des embryons dépend de plusieurs parametres. Ainsi, les effets de la
surexpression de Gata2, sur le cycle cellulaire et sur la différenciation neuronale sont
plus nets, lorsque les électroporation sont réalisées chez des embryons plus jeunes (au
stade 10 paires de somites, HH12). Néanmoins, chez ces embryons, le taux de survie est
diminué, malgré une bonne ma’itrise des injections de la solution d’ADN dans la lumiére
du tube neural. D’autre part, si nous modifions les parametres de I'électroporateur
(diminution du voltage, diminution du nombre de pulses ou encore augmentation de
’écart entre les électrodes), nous pouvons augmenter le taux de survie de ces embryons.
Cependant, cette augmentation de la survie s’accompagne de la diminution de I'efficacité
de la transfection des cellules du tube neural.

Parallelement, chez des embryons électroporés a des stades plus tardifs (stade 20
paires de somites), nous observons un taux de survie excellent et une tres bonne qualité
de transfection, mais les effets de la surexpression peuvent étre moins forts. En résumé,
il est important de trouver un bon compromis entre le stade d’électroporation et les
parametres d’électroporation. Les optimisations que nous avons apportées, ont permis
d’améliorer le rendement de nos expériences d’électroporation, puisque nous obtenons
généralement un taux de survie de plus de 80%, accompagné d'une qualité
d’électroporation tres bonne (électroporation des cellules suivant I'axe dorsoventral et

suivant I'axe médio latéral).

2.1.2. Les limites de l'utilisation des vecteurs plasmidiques.

Ces expériences ont permis d’établir le réle de Gata2 dans la différenciation de
neurones GABAergiques, 48 heures apres électroporation. Toutefois, nous n’avons pas
pu réaliser des analyses a des stades plus tardifs, car nous sommes limités par les
vecteurs d’expression de type plasmidique. En effet, 48 heures apres électroporation,

nous constatons une nette diminution du niveau d’expression des cellules électroporées
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et notons également une diminution significative, du pourcentage de cellules
électroporées. Cette diminution s’explique en partie, par la dilution du plasmide, au fil
des nombreuses divisions cellulaires et aussi par la possibilité que le plasmide s’integre

au génome du poulet, ce qui entrainerait une diminution du niveau d’expression.

2.1.3. Les vecteurs rétroviraux.

L’utilisation d’autres types de vecteurs présentent un intérét, comparé aux
vecteurs de type plasmidique. Les systémes rétroviraux RCAS ou lentiviral présentent de
nombreux avantages par rapport aux plasmides. Par exemple, les vecteurs lentiviraux
sont intéressants, puisqu’ils sont intégratifs, ils permettent le maintien d’'une expression
forte, ils ne sont pas dilués au fur et a mesure, des nombreuses mitoses, ils présentent
une meilleure durée d’expression et ils peuvent permettre de réaliser des expériences
de tracage rétroviral.

Enfin, suivant le type d’expériences, que nous souhaitons effectuer en contexte de
gain de fonction chez I'embryon de poulet, le choix du vecteur d’expression est
important. D’ailleurs, dans le laboratoire, nous envisageons la mise au point d’un
systeme d’expression chez I'’embryon de poulet, basé sur les vecteurs lentiviraux, pour
palier aux limites du systeme d’expression plasmidique. D’autre part, ces vecteurs
pourront étre utilisés, pour la mise au point d’expériences de perte de fonction avec des

RNAi ou des shRNA (short hairpin RNA), chez 'embryon de poulet.

2.2. Les expériences en contexte de perte de fonction.

2.2.1. Les limites du modéele de souris Gata2-/-.

Les expériences effectuées chez I'embryon de souris Gata2-/- ont été difficiles et
limitées aux stades E9.5 et E10.5, car I'invalidation du géne Gata2 provoque la mort
embryonnaire a E10.5, suite a des défauts séveres d’hématopoiése. De plus, les
embryons Gata2-/- sont plus petits et plus fragiles a manipuler, que les embryons

sauvages. Ces inconvénients ont limité nos investigations et nous n’avons pas pu réaliser
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une étude sur le devenir des interneurones V2 apres le stade E10.5, en absence de GataZ2.
Par ailleurs, nous n’avons pas toujours observé les effets attendus, peut étre a cause de
I’éventuelle mise en place de mécanismes de compensation fonctionnelle. Nous pouvons
supposer qu’en absence de Gata2, la différenciation terminale des interneurones V2 est
affectée et que ce défaut de différenciation se répercuterait sur les cibles des V2. Pour

résoudre ce probléme, plusieurs solutions sont envisageables.

2.2.2. L'utilisation d’'une stratégie Cre-lox, pour invalider Gata2 dans le

systéme nerveux.

Afin de contourner le probleme de létalité de l'invalidation de Gata2 chez
I'embryon de souris, nous avons envisagé l'utilisation d’une stratégie Cre-lox, a I'aide
d’'une lignée de souris GataZ « floxé » et une lignée de souris transgéniques V2-Cre
(expression de Cre recombinase est ciblée uniquement dans les progéniteurs neuronaux
Gata2). Le croisement de ces 2 types de lignées permettra d’obtenir une invalidation du
gene GataZ a EO9.5, uniquement dans le territoire p2 dans la moelle épiniéere
embryonnaire. L’analyse de la fonction de GataZ dans la moelle épiniére, a des stades
développementaux plus tardifs qu'E10.5, sera facilitée. Nous pouvons supposer que les
embryons issus d'un tel croisement seraient viables et il serait alors intéressant de
déterminer si I'absence ou le défaut de différenciation des interneurones V2 peut

affecter le fonctionnement du circuit locomoteur.

2.2.3. L'inhibition de I'expression de Gata2 par RNAI.

L’utilisation de la technique de I’ARN interférence (RNAi) chez I'embryon de
poulet pourrait étre expérimentée. En effet, nous pouvons envisager la mise au point
d'un vecteur lentiviral permettant d’inhiber I'expression de GataZ dans le tube neural
d’embryon de poulet. Ainsi, nous pourrions déterminer plus en détail, I'effet de 'absence
de la fonction de GataZ sur la différenciation des interneurones V2. Les progéniteurs
interneurones V2 pourraient étre respécifiés en interneurones V1 ou en motoneurones
ou étre éliminés. Des études a des stades plus tardifs permettraient également de

déterminer, en partie, si l'absence d’interneurones V2 ou l'altération de la
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différenciation des interneurones V2 peut avoir des conséquences sur le développement
des autres populations neuronales. Ce type d’approche présente de nombreux
avantages, car la suppression de |'expression de GataZ uniquement dans le tube neural
n’affecterait pas développement des autres tissus embryonnaires et des mécanismes de

compensation fonctionnelle ne pourraient pas interférer sur le développement.

2.3. L’amélioration des marquages histochimiques.

Nos analyses en contexte de perte et de gain de fonction ont nécessité I'étude de
nombreux marqueurs tels que les inhibiteurs du cycle cellulaire, les facteurs de
transcription impliqués dans I'établissement du patron d’expression dorsoventral
comme, entre autres, Gli2, Gli3, Irx3, Nkx6.1, Mash1 et Ngn2.

Chez I'embryon de poulet, comme chez I'’embryon de souris, nous avons réalisé de
nombreuses études par la technique d’hybridation in situ. Cette technique présente de
nombreux avantages car nous pouvons observer les éventuelles régulations au niveau
transcriptionnel notamment. Cependant, I'utilisation de cette technique est assez lourde
comparé aux immunomarquages.

Chez '’embryon de poulet, les immunomarquages ont parfois présenté quelques
inconvénients, car certains anticorps fonctionnant parfaitement chez 'embryon de
souris peuvent ne pas reconnaitre la protéine de poulet. C’est notamment le cas pour les
anticorps anti p57Kir2 et anti p21Cirl, ce qui nous a limité dans I'étude de la fonction de
Gata2 en rapport avec le cycle cellulaire. Inversement, certains anticorps spécifiques des
protéines de poulet ne reconnaissent pas toujours les protéines murines. D’ailleurs,
certains anticorps qui donnent de tres bons résultats en culture, notamment les
anticorps monoclonal anti Gata2, fonctionnent mal sur des coupes d’embryons de souris
comme d’embryons de poulet.

D’autre part, I'étude des interneurones V2a et V2b, a 'aide d'immunomarquages a
été compliqué, par la nécessité d’optimiser les parametres de fixation des embryons. En
effet, les anticorps anti Gata2, anti Gata3 et anti Chx10 sont sensibles au temps de
fixation des embryons, qui doit étre ajusté a la taille des embryons. Ainsi, nous avons
adapté les temps de fixation des embryons de souris, suivant le stade de développement.

La fixation a été optimisée par I'addition d’'un agent de perméabilisation tel que le NP40.
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Ces diverses améliorations ont permis d’utiliser de nombreux anticorps qui ne

donnaient pas de résultats satisfaisants.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Mon travail de these a porté sur I'étude fonctionnelle du gene GataZ, au cours de
la neurogenese de la partie ventrale de la moelle épiniére embryonnaire. Les résultats
de cette étude suggerent que Gata2 peut étre considéré comme un gene de spécification.

Nous avons mis en évidence pour la premiere fois, une nouvelle fonction de
Gata2, dans le systeme nerveux central. En effet, Gata2 exerce un contréle négatif sur la
prolifération des progéniteurs neuraux, en induisant a lui seul, I'arrét de la prolifération
des progéniteurs, avec un effet cellulaire non-autonome qui est vraisemblablement
médié par un ou plusieurs facteurs diffusibles. Cette induction de l'arrét de la
prolifération est associée a l'inhibition de l'intégralité de la voie Notch par Gata2. De
plus, Gata2 peut induire la sortie de cycle et de la différenciation neuronale,
indépendamment d’'une activité proneurale.

L’'induction de la différenciation neuronale est liée a la fonction de géne de
spécification de GataZ. Nous avons montré que GataZ joue un roéle majeur dans les
mécanismes de spécification des interneurones V2, dans la moelle épiniere ventrale
embryonnaire. Nos expériences ont établi que GataZ contrdle la mise en place des
interneurones V2, en inhibant le programme de différenciation de motoneurones, en
modulant I'activation de la voie Shh. D’autre part, il participe activement a la divergence
V2a/V2b, en favorisant la différenciation des interneurones V2b aux dépens de celle des
V2a, par l'inhibition de la voie TGFB/Activine. Cette dichotomie des interneurones V2
implique probablement un mécanisme d’inhibition latérale ou une division asymétrique,
médié par l'interaction entre Delta4 et Notch. Enfin, nous avons mis en évidence que les
interneurones V2a sont glutamatergiques alors que les V2b sont GABAergiques.

Cette étude a clairement mis en évidence la complexité des interactions
géneétiques entre Gata2 et les différentes voies de signalisation impliquées dans la
spécification neuronale dans la partie ventrale de la moelle épiniere, et en particulier, au
cours de la différenciation des interneurones V2.

Afin d’étendre notre étude, a la caractérisation des interneurones V2 et de leurs

dérivés, dans la moelle épiniere, a des stades de développement tres tardifs et également
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chez l'adulte, nous avons décidé d’établir le lignage des progéniteurs Gata2+ dans la
moelle épiniere.

Pour obtenir ce lignage, nous avons adopté une stratégie Cre-Lox chez la souris.
Nous avons généré des souris transgéniques (V2-Cre), dans lesquelles I'expression de
Cre est ciblée dans les progéniteurs Gata2+ de la moelle épiniere. Des croisements avec
des lignées rapportrices Rosa26LacZ ont permis de produire des animaux dans lesquels
I'expression du gene rapporteur est activée dans les progéniteurs Gata2+ et maintenue
dans tous leurs dérivés. Ceci permettra de localiser les dérivés des progéniteurs Gata2+,
au cours du développement et chez l'adulte, et de déterminer s’ils comprennent
également des cellules gliales (astrocytes ou oligodendrocytes). Nous pouvons
également envisager l'utilisation de ces lignées de souris transgéniques, pour la
réalisation d’études fonctionnelles des interneurones V2, afin de déterminer si ces
neurones sont intégrés au circuit locomoteur et mieux comprendre leur fonction dans la
moelle épiniere.

Enfin, I'’ensemble des travaux sur le domaine p2 s’est révélé particulierement
intéressant pour mieux comprendre comment une méme population de progéniteurs

peut donner naissance a des neurones fonctionnellement différents.
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Titre :

Etude fonctionnelle du géne Gata2 au cours de la neurogenése dans la moelle épiniére ventrale embryonnaire.

Résumé :

Notre projet porte sur I'étude fonctionnelle du facteur de transcription GATA2 qui contréle la mise en place de
certaines populations neuronales. Mon travail de these est basé sur I'étude de sa fonction dans la moelle épiniére.
Dans la moelle épiniere ventrale embryonnaire, les motoneurones et 4 classes d’interneurones VO, V1, V2 et V3
sont générés dans des territoires distincts. Les V2 sont spécifiés dans un territoire adjacent a celui des
motoneurones et sont subdivisés en V2a et V2b. Notre but est de déterminer le role de Gata2 durant la
spécification des V2 et son l'influence sur la prolifération des progéniteurs neuraux.

Par une approche de perte et gain de fonction, nous avons montré que :

1. Gata2 inhibe la prolifération des progéniteurs neuraux avec un effet cellulaire-non autonome, en induisant un
inhibiteur du cycle et en réprimant la voie Notch. Ce contréle peut étre découplé de la différenciation neuronale et
ne nécessite pas d’activité proneurale.

2. Gata2 joue favorise I'émergence des V2 et réprime la différenciation des motoneurones, par la modulation des
voies Shh et TGF-f. Gata2 participe a la dichotomie des V2 car il favorise la différenciation des V2b et inhibe celle
des V2a. Nous avons montré que les V2a sont glutamatergiques et les V2b sont GABAergiques.

Cette étude a mis en évidence la complexité des mécanismes moléculaires a I'origine de la diversité neuronale.
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Gata2, neurogenese, interneurones V2, spécification, différenciation neuronale, moelle épiniére ventrale
embryonnaire.

Title:

Functional study of the Gata2 gene during neurogenesis in the embryonic ventral spinal cord.

Abstract:

Our project is dedicated to the functional analysis of the transcription factor GATAZ2, which is involved in the
specification of several neuronal populations in the nervous system. My work was mainly focused on the study of
Gata2 function during the neurogenesis in the embryonic spinal cord.

In the ventral spinal cord, motor neurons and 4 types of interneurons (VO, V1, V2 and V3) are generated in distinct
territories. V2 interneurons are specified in a territory close to motor neurons and are subdivided into V2a and V2b.
Our aims were to identify the role of Gata2 during V2 interneuron specification and to determine its influence on
the proliferation of the neuronal precursor cells.

By loss- and gain-of-function experiments, we have shown that:

1. Gata2 inhibits the proliferation of neuronal precursor cells, by inhibiting the cell cycle and by repressing the
Notch pathway. This control can be uncoupled from neuronal differentiation and does not require a proneural
activity.

2. Gata2 promotes V2 differentiation and represses motor neuron differentiation by interfering with Shh and TGF-3
pathways. In addition, Gata2 participates in the V2 dichotomy since it promotes V2b, but inhibits V2a,
differentiation. Moreover, we have shown that V2a are glutamatergics whereas V2b are GABAergics.

This study has contributed to highlight the complexity of the molecular mechanisms which participate in the
amplification of the diversity of neuronal populations.
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