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RESUME

Chez les vertébrés, une premieére ébauche du systéme nerveux central a partir du
neurectoderme est obtenue par la neurulation. Ce processus meéne a la formation du tube
neural (TN) a partir de la plaque neurale. La neurulation est coordonnée avec 1’induction
d’une population de cellules multipotentes aux bordures latérales de la plaque neurale: les
cellules de la créte neurale (CCNs). Le géne Pax3 encode un facteur de transcription qui est
essentiel pour la formation du TN et des CCNs. Une petite région régulatrice d’environ
~250pb dans le promoteur proximal de Pax3, appelée NCE2, est suffisante pour récapituler
I’induction de Pax3 ainsi que sa restriction aux bordures latérales de la plaque neurale. Le
NCE2 de Pax3 est connu pour intégrer des signaux instructifs antéropostérieur (AP) provenant
de la voie Wnt, via les protéines CDX (CDX 1, 2, 4), pouvant induire I'expression de Pax3
dans la plaque neurale postérieure (PNP). Nous avons démontré ici que, en plus des signaux
AP, le NCE2 de Pax3 intégre des signaux instructifs dorsoventraux (DV) provenant de la voie
BMP, via ses effecteurs SMADI1/5. Nos résultats indiquent que les protéines SMADI/5
pourraient étre le cofacteur manquant dans le controle CDX-dépendant de I’expression de
Pax3 et que ce serait ces protéines qui permettraient de conférer le patron d’expression
restreint de Pax3 aux bordures latérales de la PNP. Pour étayer cette affirmation, nous
fournissons de nouvelles preuves que ’activit¢ de BMP-SMADI1/5 sur I’expression de Pax3
est médiée par les CDX. Comme des défauts affectant la formation du TN et des CCNs sont a
la base de plusieurs syndromes génétiques et malformations congénitales chez 1I’humain, nos
résultats offrent ainsi une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires sous-tendant

ces pathologies.

Mots clés :  voie Wnt canonique, voie BMP, Pax3, SMADI1/5, créte neurale, souris, tube
neural



ABSTRACT

In vertebrates, a first draft of the central nervous system from the neurectoderm is
obtained by neurulation. This process leads to the formation of the neural tube (NT) from the
neural plate. Neurulation is coordinated with the induction of a population of multipotent cells
at the neural plate border: neural crest cells (NCCs). The Pax3 gene encodes a transcription
factor that is essential for the formation of the NT and NCCs. A small regulatory region of
~250bp in the proximal promoter of Pax3, called NCE2, is sufficient to recapitulate the
induction of Pax3 and its restriction to the lateral borders of the neural plate. The Pax3NCE2
is known to incorporate anterior-posterior (AP) instructive cues from the Wnt pathway, via
CDX proteins (CDX1, 2, 4), which can induce the expression of Pax3 in the posterior neural
plate (PNP). We have demonstrated that, in addition to the AP cues, Pax3NCE2 integrates
instructive dorsal-ventral (DV) cues from the BMP pathway, via SMADI1/5 proteins. Our
results indicate that SMAD1/5 proteins could be the missing co-factor in the CDX-dependent
expression of Pax3 that restrict Pax3 expression to the lateral borders of the PNP. To support
this assertion, we provide further evidence that the activity of BMP-SMADI1/5 on the
expression of Pax3 is mediated by CDX proteins. As defects affecting the formation of the NT
and NCCs are the basis of many genetic syndromes and birth defects in humans, our results

provide a better understanding of the molecular mechanisms underlying these pathologies.

Key words:  canonical Wnt signalling, BMP signalling, Pax3, SMADI/5, neural crest,
neural tube, mouse
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1. INTRODUCTION

1.1. Le développement embryonnaire

L’embryogenese est le processus de formation d’un organisme pluricellulaire complet,
a partir d’une seule cellule fécondée. Durant cette période, des axes de polarité apparaissent —
antéropostérieur (AP) et dorso-ventral (DV) — et la formation des trois feuillets embryonnaires
pendant la gastrulation, soit I’endoderme, le mésoderme et I’ectoderme, permet d’organiser et

de sculpter I’embryon en développement.

1.1.1. De la fécondation a la gastrulation

Tel que représenté a la Figure 1.0, durant la premicre semaine de 1’embryogeneése,
I’embryon de souris passe a travers plusieurs différents stades, de la fécondation a la
gastrulation (E0,5 4 E 7,5) [1]". Au jour E3,5 il y a formation du blastocyste. Le blastocyste
s’implante dans la paroi utérine a partir de E6,0 et s’ensuit alors la prochaine étape du
développement : la gastrulation .

La gastrulation a pour but de générer les axes du corps qui serviront de modele pour la
morphogenese ultérieure de I’embryon. C’est un processus morphogénétique qui résulte en la
formation d’un embryon composé¢ de trois feuillets embryonnaires — 1’endoderme, le
mésoderme et I’ectoderme — qui vont former 1’enticreté de 1’animal adulte [2]. La gastrulation
commence par une pénétration cellulaire dans une région postérieure de 1'embryon, soit a la
ligne primitive (LP). La LP est apparente a partir de E6,5 (Figure 1.0). La LP apparait au stade
préliminaire de la gastrulation, dans une région postérieure de 1’épiblaste (EPI), preés de la
jonction embryonnaire-extraembryonnaire [2] (Figure 1.0). Des études ont mis en évidence la
signalisation clé des voies de signalisation Nodal et Wnt3a dans I’induction de la LP [3]
(Figure 1.1). Un réseau de signalisation, médié par la cascade de signalisation Bmp4-Wnt3-

Nodal, implique qu'une activité de rétroaction entre 1'ectoderme extra-embryonnaire (EXE) et

' Comme le moment précis de la fécondation ne peut étre établi chez la souris, I’dge embryonnaire est donc
déterminé par la détection d’un bouchon de copulation, auquel on ajoute un laps de temps d’une demi-journée
afin de tenir compte du fait qu’elles sont actives pendant la nuit. Ainsi, 1’Age embryonnaire est appelé jour
postcoital ou 4ge embryonnaire (E).
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Figure 1.0 Chronologie du développement embryonnaire préimplantatoire jusqu’au début

du développement embryonnaire post-implantatoire

Représentation schématique qui illustre les caractéristiques anatomiques de I’embryon de souris aux stades E0,5 a
E8,5. Adapté de Kojima et al, 2014 [1]. Schéma représentant le nombre moyen de cellules dans I’embryon en
entier (de EO0,5 a E4,5) ou dans I’épiblaste et les feuillets embryonnaires (de E5,5 a ES8,5) ainsi que les
événements morphologiques importants a chaque stade. AMN: amnion, EVA: endoderme viscéral antérieur, CB:
cavité du blastocyste, EVD endoderme viscéral distal, ECT: ectoderm, EPI: épiblast, EXE: ectoderme extra-
embryonnaire, MCI: masse de cellules internes, N: nceud, PN: pli neuronal, CPA : cavité pro-amniotique, EPr:
endoderm primitif, LP: ligne primitive, TE: trophectoderm, EV: endoderm viscéral.

I'EPI (Nodal envoie des signaux a I’ExE afin d’activer 1’expression de Bmp4 et Bmp4 envoie
des signaux a I’EPI pour activer les marqueurs moléculaires de la LP comme Wnt3) est
nécessaire pour la formation de la LP, car les mutants dépourvus de ces trois voies de
signalisation ne forment pas de LP [4-7]. A mesure que la gastrulation progresse, la LP
s’allonge. Au stade tardif de la gastrulation, la LP s’étend jusqu’a I’extrémité distale du
cylindre, ou est formé le nceud (Figure 1.0). La LP est une structure qui est en constante
évolution; les cellules proliférent continuellement ce qui permet a la LP de s’allonger de
I’épiblaste proximal-postérieur jusqu’a ce qu’elle atteigne la pointe distale de I’embryon a
E7,5. Cette LP génére une série ordonnée de lignées cellulaires distinctes. Les cellules
adoptent des destins différents selon le moment ou elles quittent la LP car la répartition de ces
cellules se déroule dans une séquence antérieure a postérieure, déterminée par le temps et la
position de la cellule au moment ou elle pénétre dans la LP [3, 8]. Ceci veut dire que la partie
plus antérieure de I’embryon, la téte, est plus vieille que les parties plus postérieures du tronc.
Les tissus situés dans la partie la plus antérieure se différencient donc plus tot. C’est au niveau
de la LP et du nceud, les « organisateurs » de la gastrula chez I’embryon de souris [8] (Figure
1.0), qu’il y a des changements morphologiques qui permettront ainsi aux cellules de pénétrer

dans la LP afin de pouvoir former les feuillets embryonnaires [1, 3, 4, 7]. Ce sont les cellules




de I’EPI au niveau de la LP qui subissent une transition épithéliale-mésechymateuse (TEM) et
pénetre entre I’EPI et I’endoderme viscéral (EV) afin de former I’endoderme définitif (ED) et
par la suite le mésoderme (Figure 1.2). Les cellules vouées a devenir de I’ED migrent
individuellement de maniére antérieure et latérale et subissent une transition
mésenchymateuse-épithéliale (TME) et s’intercalent dans ’EV. Les cellules s’intercalent
individuellement, générant une mosaique de cellule de lignée EV ou ED. Les cellules de ’ED
donneront lieux, entre autres, aux épithéliums qui tapissent les voies respiratoires, le tractus
gastro-intestinal et la vessie. Les cellules du mésoderme peuvent migrer de deux maniéres; de
manicre proximale pour former le mésoderme extra-embryonnaire ou de maniére latérale et
antérieure. Les cellules du mésoderme donneront lieux, entre autres, a la notochorde, aux
somites (qui formeront notamment les muscles squelettiques et la colonne vertébrale), aux
reins et aux vaisseaux sanguins. Les cellules restantes de I’EPI formeront I’ectoderme [2-4].
L’ectoderme se différenciera afin de former, entre autres, le systéme nerveux central (SNC)

(cerveau et moelle épinicre), le systeme nerveux périphérique (SNP) et 1’épiderme.
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Figure 1.1 Cascade de signalisation pour Pinitiation d la formation de la ligne primitive
Adapté de Arnold et Robertson, 2009 [7]. Un réseau de signalisation, médi¢ par la cascade de signalisation
Bmp4-Wnt3-Nodal, est nécessaire pour la formation de la LP.
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Figure 1.2 La gastrulation dans les embryons de souris

Schéma qui dépeint le comportement cellulaire morphogénique lors de la formation des feuillets embryonnaires.
Adapté de Rivera-Pérez et Hadjantonakis, 2014 [3]. Les cellules de I’EPI, au niveau de la LP, subissent une TEM
et pénétrent entre I’EPI et ’EV afin de former I’ED et par la suite le mésoderme. Les cellules vouées a devenir de
I’ED migrent antérieurement et latéralement et subissent une TME et s’intercalent dans I’EV.

1.1.2. Le développement du systeme nerveux

1.1.2.1.  La neurulation

Aprées la gastrulation survient la neurulation. La neurulation met en place le SNC et
donc la neurulation culmine en la formation du tube neural (TN), précurseur du cerveau et de
la moelle épiniere. Au départ il s’agit d’une plaque neurale, région spécialisée de I’ectoderme,
qui forme a sa jonction avec 1’ectoderme non-neural (ENN), des plis neuraux bilatéraux. Ces

plis vont s’¢lever, s’apposer et se fusionner afin de former le TN qui sera recouvert



d’ectoderme épidermique [9] (Figure 1.3). La neurulation se produit en deux étapes, soit la
neurulation primaire et la neurulation secondaire. La neurulation primaire se produit comme
décrit ci-haut et forme le cerveau et la majorité de la moelle épiniere, et se termine vers E10.
La neurulation secondaire se fait a I’extrémité caudale, au bourgeon de la queue, sans qu’il y
ait élévation et apposition des plis neuraux. Le bourgeon de la queue comprend une population
de cellules souches qui représente les vestiges de la LP. Le TN secondaire se ferme par
épithélialisation des cellules mésenchymateuses, dont la lumiére du tube est la continuité de
celle issue de la neurulation primaire. Cette neurulation secondaire forme la majorité de la
portion sacrale et toute la région coccygienne [9, 10]. La fermeture du TN est discontinue: elle
s’amorce a 2 ou 3 sites le long de ’axe du corps (Figure 1.4a). Au site de la premiere
fermeture, soit la frontiére entre le rhombencéphale et le reste du cerveau, la fusion du TN se
fait en méme temps dans deux directions (de manicre rostrale et caudale), soit vers le cerveau
primitif et les régions spinales, jusqu’a la fermeture des neuropores antérieurs et postérieurs
(région ouverte des plis neuraux). Le site de la fermeture 2 est la fronticre entre le
prosencéphale et le mésencéphale et le site de la fermeture 3 se fait a I’extrémité rostrale du
prosencéphale [9]. Toutefois, le site de la fermeture 2 est variable chez la souris, absente chez
certaines, retrouvée de manicre plus caudale ou plus rostrale chez d’autres, tout comme chez

I’humain [10] (Figure 1.4a).
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Figure 1.4  Séquence spatio-temporelle de la neurulation dans I’embryon de souris.

Adapté de Copp et al, 2003 [9]. A. Séquence rostro-caudal des événements de neurulation qui débutent par la
fermeture 1 du NT — la fermeture du NT se fait de maniére rostrale et caudale a partir de ce point.
L’emplacement de certains DFTNs est indiqué par des fléches rouges. B. Fagonnage de la plaque neurale au
commencement de la fermeture du NT. C. La morphologie de la neurulation le long de la moelle épiniére, vue
en coupe transversale.

1.1.2.2.  Les défauts de fermeture du tube neural

Les défauts de fermeture du tube neural (DFTN) regroupent les malformations
congénitales qui surgissent lorsque le TN ne parvient pas a fermer lors de 1’embryogenése.

Ces défauts apparaissent dans une grossesse sur 1000 et sont la deuxiéme cause de



malformation embryonnaire chez les humains, aprés les malformations cardiaques
congénitales [9]. Ces défauts sont de gravités variables selon qu'ils résultent de défauts dans la
neurulation primaire ou la neurulation secondaire; les défauts issus de la neurulation primaire
étant plus graves.

Les DFTNs dits «ouvert» comprennent [’exencéphalie, [’anencéphalie, Ile
craniorachischisis et le spina bifida (Figure 1.4a et 1.5). Ces anomalies impliquent une
connexion pathologique entre la lumiére du TN et I’environnement extérieur. L’exencéphalie a
lieu lorsque la fermeture ne se fait pas dans le cerveau en développement; les plis neuraux
ouverts ont un aspect évasé et le cerveau fait sailli dans ’environnement extérieur. Puisque la
volte du crane ne se forme pas, il y a dégénération des tissus neuraux exposés ce qui donne
lieu a I’anencéphalie. L’anencéphalie peut aussi étre associée a des malformations du visage.
Au niveau de la moelle épiniére antérieure, le DFTN peut mener au craniorachischisis, dans
laquelle la majeure partie du cerveau et toute la moelle épiniére sont exposées a
I’environnement extérieur. Le défaut le plus commun, qui implique un défaut de fermeture
dans le TN postérieur, est le spina bifida, qui lui n’est pas synonyme de mort embryonnaire.
Toutefois, les gens atteints souffrent de défauts moteurs et sensoriels dans les jambes,
d’incontinence urinaire et fécale, de défauts de la courbature de la colonne vertébrale et
d’hydrocéphalie [9, 10, 12, 13] (Figure 1.4a et 1.5).

Les dysraphies spinales, telles que le spina bifida occulta, sont des DFTNs dits
« fermés ». Ces anomalies résultent de 1’échec de la moelle épiniere émergente de se séparer
des autres tissus du bourgeon de la queue [9, 12]. Beaucoup moins grave que la forme dite
«ouverte », le spina bifida occulta qui résulte d’un défaut « fermé » peut provoquer une
faiblesse des membres inférieurs et des incontinences urinaires chez les jeunes enfants [9, 10,

12, 13] (Figure 1.4a et 1.5).
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Figure 1.5 Défauts de formation du tube neural.
Adapté de Copp et Greene, 2013 [12]. L’exencéphalie, I’anencéphalie et le spina bifida sont des exemples de
défauts de formation du tube neural « ouvert ».

1.1.2.3.  La formation de l’axe antéropostérieure et dorso-ventrale

La mise en place des axes embryonnaires peut €tre considérée comme le point de
départ pour la structuration embryonnaire et est nécessaire, a partir de la neurulation, pour
toutes les étapes subséquentes de I’embryogenese [7]. 1l est important de comprendre que la
plaque neurale est organisée et que différentes régions de la plaque neurale ont des
caractéristiques différentes. Ainsi, la plaque neurale est organisée selon deux axes principaux :
I’axe AP et I’axe DV. Le systéme nerveux doit se développer en relation avec les autres
structures corporelles et donc c’est ainsi qu’il est en partie coordonné par les « organisateurs ».

Ce serait la formation de la LP lors de la gastrulation, a E6,5, qui serait le premier
signe morphologique de I’axe AP. La LP marque le coté postérieur de ’embryon et serait
critique pour définir non seulement 1’axe AP, mais aussi I’axe DV. La définition de ces deux
axes menerait, par défaut, a la définition de 1’axe gauche-droit [2]. La formation de la LP est,
toutefois, précédée par des asymétries qui établissent la position et la polarité¢ de 1’axe AP.
Avant que la gastrulation soit entamée, une région distincte de I’EV, ’endoderme viscéral

antérieur (EVA), initierait le développement de 1’axe AP [14]. L’EV peut étre divisé en



plusieurs sous populations cellulaires qui se distinguent les unes des autres par des marqueurs
moléculaires spécifiques. Un groupe d’entre elles, situées a 1’extrémité distale du cylindre,
forment 1’endoderme viscéral distal (EVD) a E5,5 (Figure 1.6a). Les signaux de Nodal, ainsi
que les signaux de la voie Wnt-f-caténine, induisent une régionalisation proximale-distal (PD)
dans I’EPI. Nodal, initialement exprimé dans tout I’EPI, conjointement avec son corécepteur
Cripto, activent les récepteurs de type I et II (sérine/thréonine kinase) de la famille TGF-f3 qui,
a leur tour, phosphorylent I’effecteur intracellulaire SMAD2. Les complexes pSMAD2
(SMAD?2 phosphoryl¢) jouent un rdle clé dans la formation de I’EVD. Les signaux Nodal-
SMAD?2 induisent I’expression de facteurs de transcription FOXA2 et LHXI1, ainsi que des
antagonistes des voies de signalisation Wnt et Nodal, dont DKK1, CER1 et LEFTY1 [3, 7, 14-
16] (Figure 1.6b). La formation de ’EVD a I’extrémité distale de I’embryon initie ’inhibition
de la signalisation par Nodal et Wnt dans I’EPI sus-jacent, limite 1’activation de génes cibles a
la région la plus proximale et maintient le caractére antérieur aux cellules de I’EPI distal.
L’EVD restreint I’activité de Nodal au niveau proximal [14]. La perte fonctionnelle de
SMAD?2 entraine une perte des antagonistes de Nodal et donc Nodal serait présent partout
dans I’EPI, provoquant une activation ectopique de genes dits postérieurs, y compris Wnt3,
Brachyury et Fgf8 [7, 14]. La voie de signalisation Wnt-B-catenine est aussi nécessaire pour le
maintien de 1’axe PD. La perte d’un régulateur négatif de cette voie entraine 1’activation
constitutive de cette derniére dans tout I’EPI. De E5,5 a E5,75, les cellules de ’EVD sont
translocalisées de maniere latérale afin de rejoindre la frontiere entre I’EPI et I’EXE. Des
signaux de Nodal, ainsi que des signaux provenant de I’ExE, réguleraient ce déplacement
dirigé [3, 4, 17] (Figure 1.6). Les embryons qui n’ont pas le corécepteur Cripto, ne peuvent
pas effectuer ce déplacement (EVD — EVA), tout comme pour les mutants O#x2, une cible
des complexes FOXA2 (induits par SMAD?2) [7, 15]. Dans ces embryons mutants, le
remodelage de I’EPI ne peut s’effectuer de sorte que la région distale adopte un caractere
antérieur et la région proximale un caractére postérieur. Les marqueurs de la LP sont alors
exprimés de maniére ectopique dans les cellules du c6té opposé a la LP, ou ils ne sont pas
marqués normalement [3]. L’action antagoniste de ’EVA sur la signalisation Wnt, via DKK1,
telle que mentionné ci-haut, montre qu’elle peut bloquer cette voie de signalisation. Ceci
suggere donc que le réle premier de ’EVA est de restreindre I’activit¢ de signalisation de

facteurs tels que Nodal et Wnt au c6té postérieur de I’embryon [3]. Lors de la gastrulation, la
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LP est formée du coté de I’embryon opposé a ’EVA, identifiant ainsi ’EVA comme un repére
fiable du pole antérieur de 'axe du corps. La localisation asymétrique de I'EV d'un co6té de
I'embryon délimite donc la polarité et 1'orientation de I'axe AP potentiel [17] (Figure 1.6). Ceci

permet donc au TN d’étre divisé en différentes régions le long de I’axe AP.
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Figure 1.6  Les différentes populations cellulaires dans I’endoderme viscéral.

Adapté de Rivera-Pérez et Hadjantonakis, 2014 [3] et de Rossant et Tam, 2004 [14]. A, Représentation des
différentes populations de cellules dont est composé I’EV, telles que défini par la position et la morphologie. A
et B, le déplacement de tissus (EVD — EVA) et I’activité de signalisation ayant lieu entre ES,5 et E6,0. B, les
signaux exprimés dans 1I’embryon a E6,0 aprés le déplacement EVD — EVA.
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Contrairement a 1’axe AP qui est dicté¢ par ’EVA, ’axe DV est dicté par I’endroit ou
sera formée la LP [18]. Plusieurs études génétiques démontrent que la voie de signalisation
des BMP joue un rdéle majeur dans la formation de 1’axe DV lors du développement
embryonnaire [5, 19-21]. L’axe DV serait spécifié par un gradient de signalisation de BMP, ou
les niveaux les plus ¢€levés spécifieraient les tissus plus ventraux, tandis que des niveaux
intermédiaires spécifieraient des tissus plus latéraux, et la trés faible présence, voire 1’absence,
de BMP spécifierait les tissus dorsaux [20, 22]. Dans le mésoderme, de maniere dorsale a
ventrale, la plaque préchordale, la notochorde, les somites (qui vont former les muscles
squelettiques, la colonne vertébrale et le derme) ainsi que les reins, sont dépendants du
gradient de BMP [20, 23]. Des trois feuillets embryonnaires formés au niveau de la LP
pendant la gastrulation, c’est I’ectoderme qui va former la plaque neurale (PN) et
éventuellement le systétme nerveux en entier. Les cellules de I’EPI qui ne migrent pas au
mésoderme ou a I’endoderme sous-jacent sont vouées a devenir de I’ectoderme — soit
I’épiderme et le tissu neural. La régionalisation DV du TN est particulierement importante
pour la bonne spécification des neurones, des ganglions et une population spéciale de cellules
appelées cellules de la créte neurale (CCNs). Il y aurait un modéle neural « par défaut », tel
qu’exprimé par Munoz-Sanjuan et Brinvalou (2002), dans lequel la LP sécréterait des
antagonistes de la voie BMP qui spécifierait le tissu neural, ce qui serait la voie automatique,
soit I’état de différenciation des cellules épiblastiques par défaut [24, 25]. Plusieurs preuves
supportent ce modele par défaut: la perte d’un récepteur clé de la voie de signalisation BMP,
le récepteur BMPR1a, meéne a une différenciation neuronale précoce [26]; 1’expression
soutenue des antagonistes de BMP dans I’ED et dans le mésendoderme pendant la gastrulation
permet au neuroectoderme d’étre maintenu; les souris mutantes doubles homozygotes pour les
antagonistes Chordin et Noggin (chordin‘/ i .':noggin’/ ) menent a des défauts séveres dans le

développement du systeme nerveux central antérieur [19].
1.1.2.4.  Séquence spatio-temporelle de la fermeture du tube neural

Avant la fermeture du tube neural, a E7,5-8,0, I’embryon s’allonge par extension
convergente — les cellules se déplacent vers la ligne médiane, antérieure au nceud (de la LP) —

augmentant ainsi la longueur par rapport a sa largeur (I’embryon est ainsi allongé le long de
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I’axe AP) (Figure 1.4b). La voie de signalisation Wnt non canonique, soit la voie de
signalisation de la Polarit¢é Planaire Cellulaire (PPC) permet a 1’extension convergente
d’allonger I’embryon. Si les médiateurs de cette voie sont perturbés, la PN demeure large et la
fermeture 1 n’a pas lieu [27]. Ainsi, si la fermeture 1 n’a pas lieu, on observe des défauts
embryonnaires, tels que le craniorachischisis, chez les souris qui sont homozygotes pour des
mutations dans les génes de la voie PCP, tel que Vangl2, Celsrl ou les doubles mutants
Dvi1/2"::Fzd3/6” [28].

C’est a E8,5, lorsque la plaque neurale antérieure est bien définie et flanquée de cinq
paires de somites, que les plis neuraux a la troisiéme paire de somites vont s’¢lever afin
d’initier la fermeture du tube neural au site 1 [9, 10] (Figure 1.4b). L’¢lévation et le repliement
des plis se font a deux sites principaux : un point médian d’articulation (PMA) et a deux points
dorso-latéraux d’articulation (PDLAs) (Figure 1.4¢). Cette fermeture se fait différemment les
longs de I’axe du corps : un PMA dans la partie antérieure (ES8,5), un PMA et deux PDLAs
dans la partie intermédiaire (E9,0-9,5) et deux PDLAs dans la région postérieure (E10) [9, 10,
13]. Les signaux provenant de I’ectoderme, a I’extrémité dorsale des plis neuraux, régulent ces
repliements. La sécrétion de 1’antagoniste de BMP, Noggin, dans les plis neuraux dorsaux est
suffisante pour induire les PDLAs; les embryons Noggin”~ réduisent nettement les PDLAs,
tandis qu’une sécrétion locale de Noggin stimule ce repliement [13, 27]. Ces repliements sont
aussi régulés par des signaux émanant des tissus dorsaux et ventraux non neuraux. Shh (Sonic
hedgehog), provenant de la notochorde, régulerait négativement les PDLAs: la fermeture du
TN a toujours lieu dans les souris Shh”™ [29], mais la surexpression de Shh, ou la mutation
d’un récepteur (PTC1) responsable de maintenir « off » la signalisation par Shh, provoque des
défauts de fermeture du TN [30, 31]. L’absence de PDLAs dans la partie supérieure pourrait
étre due a I’expression ¢élevée de Shh qui réprime I’expression de Noggin; lorsque 1’expression
de Shh est plus basse, il y a présence de PDLAs. La surexpression de la voie de signalisation
Shh inhibe le repliement aux PDLAs, ce qui méne a un spina bifida et une exencéphalie dans
les différents mutants [9]. Ceci indique que la régulation de repliement par Shh est un
mécanisme qui a lieu a tous les niveaux de ’axe du corps [9]. Les embryons mutant pour Zic2
(Kumba; Zic®"), pour qui les PDLAs sont absents, développent de graves spina bidifa [27] et

des défauts de fermeture au niveau du cerveau [32].

12



Apres 1’¢lévation et le repliement des plis neuraux, s’ensuit 1’apposition de ces plis

neuraux et leur fusion. Le TN naissant est alors recouvert d’un ectoderme de surface [10].

1.2. La créte neurale

1.2.1. La créte neurale et ses origines

Le plan de corps des vertébrés a évolué¢ de concert avec d’importants changements
dans la morphologie des chordés, soit la formation d’une « nouvelle téte » — assemblage d’un
squelette craniofacial, expansion du neuroépithélium en cerveau, réorganisation du pharynx et
apparition de nouveaux systeémes sensoriels. L’émergence de cette « nouvelle téte » est liée a
I’émergence de deux nouveaux types cellulaires, les cellules de la créte neurale (CCNs) et les
cellules placodales de 1’ectoderme [33]. Les CCNs sont une population remarquable de
cellules qui sont multipotentes et migratoires, ayant la capacité¢ de se différencier en de
nombreux dérivés tels que les os et le cartilage de la face, les mélanocytes et les ganglions
sensoriels et sympathiques [11, 34, 35]. Ces cellules ont affecté I’évolution des chordés d’une
maniere sans précédent, ce qui a contribu€ a rendre les vertébrés uniques. Malgré le fait que
des cellules avec des sous-ensembles de caractéristiques des CCNs soient présentes dans les
chordés invertébrés, ce sont seulement les vertébrés qui ont une vraie créte neurale (CN) [33].
Hall, dans son article The neural crest as a fourth germ layer and vertebrates as quadroblastic
not triploblastic, 2000, dira que les vertébrés ont quatre, et non trois, feuillets embryonnaires,
et que cette CN constitue ce quatriéme feuillet. Pour justifier ceci, Hall s’appuie sur le fait que
le mésoderme est considéré comme étant un feuillet embryonnaire en raison de la grande
diversité¢ de types cellulaires et tissulaires qui proviennent de ce dernier et que les tissus et
structures formés par ce feuillet sont les mémes dans tout le régne animal. Il va de méme pour
les CCNs dont les dérivés, qui sont plus nombreux que ceux du mésoderme, forment les
mémes tissus et organes chez tous les vertébrés. Il en conclut donc que si le mésoderme se
qualifie comme étant un feuillet embryonnaire, il va de soi qu’on consideére le méme
phénomene pour la CN [36].

La CN prend son origine aux bordures latérales de la PN, soit a la fronti¢re entre cette

derniere et ’ENN. Lors de la neurulation, lorsque la plaque neurale commence a se replier et
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se fermer, les cellules présumées de la CN occupent les plis neuraux des bordures latérales de
la PN. Avec I’avénement de la fermeture du TN, les CCNs se retrouvent dans le domaine
dorsal du TN. Les CCNs vont subir une TEM, ce qui entraine la formation d’une population
de cellules migratoires et multipotentes, et ce de maniére rostro-caudale le long de 1’axe AP
[34, 35, 37-39] (Figure 1.7a). Les cellules le long de cet axe AP forment des sous populations
de CCNs qui peuvent contribuer a des dérivés cellulaires spécifiques selon leurs emplacements
a différents niveaux axiaux, soient des populations de CCNs craniales, vagales, du tronc ou
sacrales. A titre d’exemple, les populations craniales contribuent a la formation, entre autres,
du cartilage et des os de la face, ainsi que des neurones et des cellules gliales du systéme
sensoriel cranien; les populations vagales et sacrales contribuent a la formation du systéme
nerveux entérique et les populations du tronc contribuent a la formation de la racine dorsale et
des ganglions sympathiques du SNP. Les CCNs de tous les niveaux axiaux contribuent a la

formation des mélanocytes et des cellules gliales périphériques [11, 39].
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Figure 1.7  Réseau putatif d’interactions et de régulation de génes controlant la formation de
la créte neurale chez les vertébrés

Adapté de Green ef al, 2015 [33]. Une combinaison de signaux provenant de voies de signalisations initie le

processus de spécification en induisant des génes appelés les spécificateurs des bordures latérales de la plaque

neurale qui codent pour des facteurs de transcription au niveau des bordures latérales de la plaque. L'action
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combinée des molécules des voies de signalisation et ces spécificateurs vont induire 1’expression d'un second
ensemble de facteurs de transcription appelés les spécificateurs de la créte neurale. Ces spécificateurs vont
contrdler les étapes suivantes de TEM, délamination, migration et différenciation.

1.2.2. Le Gene Regulatory Network

Plusieurs études sur les embryons de grenouille, poisson-zebre et de poulet ont conduit
a la mise en place d’un réseau putatif d’interactions et de régulation de genes (GRN; Gene
Regulatory Network) a travers des facteurs de transcription qui guide la formation de la CN,
de ses origines aux bordures latérales, a sa migration et différenciation. Ce réseau, avec
certaines variations interespeéces, est conservé chez les vertébrés [33, 38, 40]. Plusieurs
expériences ont démontré que le GRN de la CN, le CN-GRN, est composé de niveaux
hiérarchiques distincts (Figure 1.7b). En premier, une combinaison de signaux provenant de
diverses voies de signalisation (Wnt, BMP, FGF (Fibroblast growth factor)) initient le
processus de spécification en induisant des genes appelés les « spécificateurs des bordures
latérales de la plaque neurale » (tels que Pax3/7, Zicl/2, Msx1/2) qui code pour des facteurs de
transcription au niveau des bordures latérales de la plaque — un vaste territoire avec des
cellules qui deviendront compétentes pour former la CN. L'action combinée des molécules des
voies de signalisation et ces spécificateurs vont induire 1’expression d'un second ensemble de
facteurs de transcription appelés les « spécificateurs de la créte neurale » (tels que Sox9/10),
FoxD3) qui vont définir davantage ce territoire. Il est proposé que ces derniers, en induisant
l'expression des genes effecteurs de la CN, contrdlent finalement les étapes suivantes de la
CN, soit la TEM, délamination, migration et différenciation des cellules [38, 40, 43]. Chaque
niveau du GRN correspond a un état de régulation qui définit non seulement l'identité et le
comportement cellulaire a un instant donné, mais entraine également la transition vers le
prochain niveau hiérarchique [33].

Le développement des populations des CCNs varie dans le temps le long de 1’axe AP,
de sorte que les stades dits plus 4gés dans la morphogenése de la CN ont lieu a des niveaux
antérieurs, tandis que les stades dits plus jeunes se retrouvent a des niveaux plus postérieurs.
Ainsi, plusieurs stades du développement de la CN peuvent apparaitre de fagon rostro-caudale

sur un méme embryon [41].
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La plupart des recherches qui ont ¢étudié le CN-GRN se sont concentrées
principalement sur la CN craniales, qui semble étre la plus conservée parmi les vertébrés [39].
Cependant, ce ne sont pas toutes les populations des CCNs qui contribuent aux mémes dérivés
de la CN. A titre comparatif, les CCNs créaniales et du tronc contribuent chacune a la
formation de ganglions sensoriels et aux cellules de Schwann, mais seulement les CCNs
craniales contribuent au cartilage et a I’os de la face et du crane [39]. Lorsque les plis neuraux
d'origine craniales sont transplantés dans le tronc, les CCNs issus de ces plis neuraux peuvent
donner lieu a des dérivés des CCNs du tronc normaux [42, 43]. Dans le cas contraire, lorsque les
plis neuraux du tronc sont transplantés dans la région craniales, les CCNs du tronc ne
parviennent pas a contribuer a des lignées squelettiques in vivo [44] et ne donnent lieu a du
cartilage que de maniére in vitro, lorsque des conditions de culture appropriées sont appliquées
[45, 46]. La différence entre les CCNs craniales et du tronc est mise encore plus en évidence a
I’aide d’analyses de régulation en cis. Les analyses des régions régulatrices de FoxD3 et
Sox10, des spécificateurs de la CN, ont démontré qu’ils ont différents enhancers qui sont
spécifiques a des niveaux axiaux distincts. L’expression des génes FOXD3 et SOX10 dans la
CN du crane ou du tronc des embryons de poulet est controlée par ces différents enhancers,
mais jamais par les deux. Qui plus est, ces enhancers peuvent étre activés par différents
signaux [33, 47-52]. Etant donné qu’il existe différentes populations de CCNs le long de I’axe
AP qui ont des potentiels différents de développement ou des programmes génétiques
distincts, un unique CN-GRN pourrait ne pas suffire pour expliquer la formation de la CN a
tous les niveaux le long de cet axe [39]. Par conséquent, il est fortement concevable qu’un autre

CN-GRN, plus adapté pour le tronc, existe.

1.3. Les voies de signalisation et le développement du tube neural et de la créte neurale

Tel que mentionné précédemment, c’est I’ectoderme qui va former la plaque neurale et
éventuellement le systéme nerveux en entier, y compris le SNC, le SNP et la CN. Les cellules
présentes au niveau de la plaque neurale vont étre incorporées dans ces différents systémes
grace a des signaux provenant d’un groupe restreint de voies de signalisation présentes durant
le développement. Le développement de différents types de cellules dépend non seulement de

I’expression spatio-temporelle des différentes molécules de signalisation, mais aussi de leurs
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récepteurs et inhibiteurs endogénes [53]. De plus, le role des différentes molécules de
signalisation dépend de sa concentration, du temps d’exposition et de sa combinaison ou non
avec d’autres molécules de signalisation. Le développement de la CN se fait le long de I’axe
AP et DV, en fonction de leur exposition temporelle a différentes voies de signalisation. Or, la
voie de signalisation Wnt est connue pour jouer un role postériorisant dans la formation de
I’axe AP et la voie de signalisation BMP est connue pour jouer un réle dans I’axe DV et
conséquemment dans le développement du systéme nerveux. En plus de ces deux voies,
d’autres voies de signalisation sont connues comme jouant des roles dans le développement de
la NC, telles que les voies FGF, de I’acide rétinoique (AR), Notch et Shh [34]. Cette étude
s’est toutefois attardée aux voies de signalisation Wnt et BMP, et au réle que ces signaux ont

sur I’induction et le développement de la NC.

1.3.1. La voie Wnt et la NC

Les Wnt sont des protéines sécrétées, soit des ligands, qui initient une cascade de
signalisations complexes menant, dans la voie canonique, a la stabilisation et I’accumulation
dans le noyau de la protéine B-caténine; c’est la voie Wnt-f-caténine (Figure 1.8). Lorsque les
ligands Wnt sont absents, par exemple en présence d’inhibiteurs WIF1 (Wnt inhibitory factor
1) ou sFRP (soluble frizzled-related proteins), ou que les co-récepteurs LRP sont inhibés par
DKKI1, le complexe de destruction de [-caténine, qui contient entre autres 1I’APC
(Adenomatous polyposis coli), la GSK3 (Glycogen synthase kinase 3) et 1’Axine, recrute et
phosphoryle la B-caténine. Une fois phosphorylée, la B-caténine est rapidement dégradée par le
protéasome, menant a son épuisement dans le noyau. Les facteurs de transcription de la
famille TCF/LEF recrutent alors des corépresseurs, empéchant I’expression des genes cibles
de la voie Wnt- B-caténine [7, 54, 55]. Lorsque les ligands Wnt sont présents, ils se lient aux
récepteurs FZD (Frizzled) ce qui permet aux récepteurs LRP d’étre phosphorylés par GSK3.
Les protéines DVL sont alors recrutées pour empécher la formation du complexe de
destruction de B-caténine. La B-caténine peut alors étre transloquée au noyau et s’associer aux
facteurs de transcription TCF/LEF afin de réguler ’expression de geénes cibles [7, 54-57]
(Figure 1.8). La signalisation par Wnt peut également activer des voies non canoniques, telle

que la voie Wnt/Ca®* ou la voie PCP (Planar cell polarity) [58].
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Figure 1.8 La voie de signalisation Wnt- B-caténine
Adapté de Arnold et Robertson, 2009 [7].

La voie de signalisation Wnt est impliquée dans plusieurs processus biologiques au
cours du développement. Notamment, cette voie a un role postériorisant lors du
développement embryonnaire. Tel que mentionné précédemment, les antagonistes de la voie
Whnt-canonique, tels que DKK1, sont exprimés au niveau de ’EVA/EVD (extrémité antérieure
de I’embryon) pendant la phase de prégastrulation/gastrulation et ces antagonistes permettent
de maintenir le caractére rostral (antérieur) de ces cellules. Cette répression de la voie Wnt au
niveau rostral est maintenue pendant la gastrulation et s’oppose a une source de ligands Wnt
se retrouvant a I’extrémité caudale de ’embryon (a I’extrémité postérieure de la LP). Il en
résulte donc un gradient d’activit¢ Wnt (absent au niveau rostral, élevé au niveau caudal) le
long de I’axe AP qui joue un réle postériorisant [7, 14, 53, 59, 60] et qui est méme nécessaire
pour la formation de cet axe [61-64].

Les études menées chez les embryons de grenouille et de poisson-zebre démontrent
que la voie Wnt canonique est nécessaire pour I’induction de la CN. A titre d’exemple, Wnt8
est exprimé dans la région équivalente aux bordures latérales de la plaque neurale (ZDLM)
dans les embryons de grenouille pendant la gastrulation et un knock-down spécifique de Wnt8,
que ce soit a 1’aide de morpholino ou d’un dominant négatif, inhibe plusieurs spécificateurs

des BLPN, tels que pax3 et msx1 [65, 66]. Ceci s’est avéré vrai chez les embryons de poisson-
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zebre aussi, ou une inhibition de Wnt8.1 de la voie Wnt canonique a entrainé une perte
significative de l'expression de pax3, foxd3 et sox10 (spécificateurs de la CN) [67]. D’autres
¢tudes ont confirmé davantage la nécessité de la voie Wnt canonique dans 1’induction de la
CN chez ces especes [68, 69]. Les recherches effectuées sur des embryons de grenouille et de
poulet dans le laboratoire de Goulding ont démontré que 1’expression de pax3 est induite dans
la PNP en réponse a des signaux postériorisant provenant des voies de signalisation Wnt, FGF
et AR [68, 70]. Ces études démontrent que 1’expression de pax3 est seulement bloquée par une
forme dominante négative de Wnt8, et non lorsqu’il y a inhibition des signaux provenant des
voies FGF ou AR. C’est donc la signalisation de la voie Wnt canonique qui joue un rdle
essentiel dans 1’induction de pax3, et conséquemment 1’induction de la CN [68, 70]. Toutefois,
certaines différences spécifiques aux espéces peuvent avoir lieu. A titre indicatif, des
expériences effectuées dans les embryons de poisson-zébre ont démontré que la voie FGF est
nécessaire pendant la gastrulation pour induire 1’expression de pax3 au niveau des BLPN [71].
Chez la souris, les facteurs de signalisation de la famille Wnt canonique sont composés de
plusieurs membres, dont les génes Wntl et Wnt3a, qui codent pour leurs ligands spécifiques, et
sont coexprimeés au niveau de la ligne médiane dorsale du TN en développement [72, 73]. Ces
signaux sont essentiels pour le développement embryonnaire. Malgré I’importance de Wnt
dans I’induction de la CN chez les embryons de grenouille et poisson-zébre, I’étude des
ligands Wnt chez la souris a démontré qu’au niveau du TN dorsal antérieur, les souris
mutantes pour ces ligands ne provoquent pas de phénotypes aberrants [34, 72]. Ces études
révelent que les ligands Wntl et Wnt3a sont exprimés apres la vague d’induction initiale et
jouent des roles dans des étapes subséquentes du développement de la CN. Toutefois, les
mutants Wntl™"::Wnt3a™ ont une réduction nette de 1’expression de certains spécificateurs des
NPB, tels que Pax3 [72]. Malgré 1’absence de phénotype au niveau antérieur, les souris
mutantes pour certains ligands de la famille Wnt canonique ont des défauts au niveau de la
formation de I’axe AP ou au niveau caudal. Les souris mutantes pour Wnt3 ne parviennent pas
a former I’axe AP, et ce avant la gastrulation — il n’y a pas la formation de la LP [61] et les
souris mutantes pour Wnt3a ont une notochorde perturbée, des défauts dans le mésoderme
paraxial et ont un axe AP tronqué, c'est-a-dire qu’il y a perte des somites caudales et du
bourgeon de la queue [63, 74]. Comme chez la souris, les ligands Wnt canoniques chez le

poulet sont nécessaires au niveau caudal de I’embryon en développement mais doivent étre
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exclus au niveau rostral. Des expériences chez le poulet ont démontré que les ligands Wnt
¢taient nécessaires pour induire le caractére caudal aux spécificateurs des BLPN et de la CN
[53, 60, 75]. D’autres expériences in vitro et in vivo ont démontré que I’inhibition de Wnt dans
les cellules caudales des BLPN empéchait la formation des CCNs [75] et que ces derniéres
acquéraient un caractére rostral [60]. A I’inverse, ’activation de Wnt dans les cellules
rostrales des BLPN, qui ne généraient pas habituellement des CCNs, menait a la production de
ces derniéres [76]. Conformément aux résultats obtenus chez le poulet, les souris mutantes
déficientes en DKK1 voient leurs cellules rostrales des BLPN étre transformées en CCNs [77].

Wnt jouerait donc un rdle rostro-caudal dans 1’induction de la CN.

1.3.2. La voie BMP et la NC

Les bone morphogenetic proteins (BMP) sont un sous-groupe de molécules sécrétées
qui appartiennent a la « super-famille » des TGF-B (Transforming growth factor ). La
transmission des signaux par les ligands BMP peut se faire par le biais des SMADS ou bien de
facon SMAD-indépendante via les voies MAPKSs et JNK [78, 79]. Toutefois, nous allons nous
concentrer sur la signalisation par la voie SMAD-dépendante, soit la voie BMP canonique.
Cette voie est initiée par la liaison de deux ligands BMP a des récepteurs sérine/thréonine
kinases, ce qui induit la formation d’un complexe de récepteurs tétramériques. Ce complexe
tétramérique est constitué de deux récepteurs de type 1 et deux récepteurs de type 2 (Figure
1.11a). Les récepteurs de type 2 phosphorylent et activent les récepteurs de type 1, qui a leurs
tours phosphorylent des sérines a I’extrémité C-terminale des récepteurs-SMAD (R-
SMAD1/5/8). Ces phospho-R-SMADs (pSMAD) interagissent avec le co-SMAD (SMAD4)
afin de former un complexe hétérotrimere qui est transloqué au noyau afin de moduler
I’expression de ses genes cibles. Ce complexe peut agir seul, ou a 1’aide d’autres cofacteurs,
pour moduler I’expression de leurs genes cibles [80] (Figure 1.9a).

Selon leur homologie structurelle, les membres de la famille BMP peuvent étre classés
en plusieurs sous-groupes, tels que démontré a la Figure 1.9b, comme le groupe de ligands
BMP-2/-4 et le groupe BMP-9/-10. La plupart des BMPs sont exprimés dans une variété de
tissus pendant I’embryogenese [79, 81]. Avant la fermeture du TN, plusieurs membres des

BMPs sont exprimés dans I’ENN entourant la PN, tel que BMP-2/-4/-5/-7 [80]. Quant aux
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récepteurs, il y a trois récepteurs de type II qui sont constitutivement actifs, soit les récepteurs
BMPRII, ACTRIIA et ACTRIIB, qui vont phosphoryler les récepteurs de type I (Figure 1.9b).
Des sept récepteurs de type I pour les protéines de la famille des TGF- B, il y en a quatre
principaux qui servent pour la majorit¢ des BMPs, soit les récepteurs BMPRIA/ALK-3,
BMPRIB/ALK-6, ALK-2 et ALK-1. A titre d’exemple, les BMP-2 et BMP-4 se lient 4 ALK-3
et -6, alors que les BMP-6 et BMP-7 se lient faiblement a ALK-6 et fortement a ALK-2
(Figure 1.9b). Il existe 8 protéines SMAD (1 a 8) identifiées chez les mammiferes et, dans la
voie BMP, ce sont les R-SMADs 1/5/8 qui sont phosphorylés; ce sont des facteurs de
transcription homologues a ceux chez la drosophile (MAD; mother’s against decapentaplegic)
(Figure 1.9b). Les SMAD2/3 sont les SMADs propres a la voie TGF-B et ne sont pas activés
par les ligands BMP. SMADA4 est le seul co-SMAD chez les mammiferes, partagé a la fois par
la voie BMP et la voie TGF- B. Il existe une troisiéme classe de SMADs, les SMADs
inhibiteurs (I-SMAD), qui régulent négativement la signalisation par les R-SMADs; ce sont
les SMADG6/7 qui agissent comme [-SMAD [78, 80]. Au niveau extracellulaire, la
signalisation par les BMPs est régulée par des antagonistes de cette voie, qui fonctionnent en
se liant directement aux BMPs, empéchant ces derniers de se lier a leurs récepteurs
spécifiques. Noggin, Chordin, Follistatin et Cerberus sont des exemples de ces antagonistes

[79] (Figure 1.9a).
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Tel qu’il a ét¢ mentionné précédemment, I’axe DV serait spécifié par un gradient de
signalisation de BMP [20, 22]. Ceci se conjuguerait a un modele neural « par défaut » dans
lequel la LP sécréterait des antagonistes de la voie BMP qui spécifieraient le tissu neural [24,
25]. La voie BMP joue donc un réle important dans le développement embryonnaire et dans la
formation du TN. Ceci est mis de I’avant par des souris knockouts (KO) pour des ligands et/ou
récepteurs de la voie BMP : les souris KO pour le ligand BMP4, le récepteur de type II,
BMPRII, et les récepteurs de type I, Alk2 et Alk3, ont une létalit¢ embryonnaire et les
embryons meurent juste avant ou apres la gastrulation [21, 82-85]. Quant a leur implication
dans la formation du TN, et donc dans la formation du SNC, les études sont multiples pour
démontrer la nécessité de la voie BMP. Puisque les souris KO pour 4/k3 (BMPRIa) ne sont
pas viables, une étude utilisant un all¢le conditionnel de Bmpria pour supprimer BMPRIa
seulement dans I'épiblaste a été réalisée. Cette étude a démontré que la perte du récepteur
BMPR1a dans I’épiblaste résulte en de graves problémes lors de la morphogenése :
I’ectoderme neural antérieur est considérablement agrandi et alambiqué, plus particulierement
au niveau du prosencéphale (cerveau antérieur), au détriment de 1’ectoderme de surface et
dans le tronc, la neurulation échoue a tous les niveaux axiaux [26]. D’autres études ont
démontré les DFTNs qui peuvent avoir lieu lorsqu’il y a inhibition ou surexpression (a travers
la perte des antagonistes) des BMPs. Les souris mutantes pour 1’antagoniste Noggin (Noggin™
) subissent une 1étalit¢ embryonnaire due a un défaut dans la fermeture du TN [86-88]. Les
souris mutantes doubles homozygotes pour les antagonistes de la voie BMP Chordin et
Noggin (Chordin'/ ) .'.'Noggin‘/ ) meénent a des défauts séveéres dans le développement du
systéme nerveux central antérieur [19]. A E12,5, les embryons double mutants ont des
phénotypes séveres de DFTN, ressemblant a 1’aprosencéphalie: les embryons avaient une
absence presque totale du prosencéphale et manquaient aussi les yeux, les placodes nasales et
des structures du visage [19]. La fermeture du TN, telle que mentionnée précédemment, se fait
par I’élévation et le repliement des plis neuraux a deux sites principaux : un PMA et a deux
PDLAs. Une étude effectuée sur les embryons de souris Bmp2-nulles (Bmp2”") démontre que
ces embryons ont des PDLAs de maniére prématurée et ces derniers sont exagérés. La
libération locale de BMP-2 aurait pour effet d’inhiber le repliement des plis neuraux, tandis
que la libération locale de Noggin stimule ce repliement. Cette méme étude a démontré que

dans les embryons mutants Kumba, ou il y a perte de fonction du geéne Zic2 (Zic ,ily
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avait perte de formation des PDLAs résultant d’un niveau anormalement ¢levé de signalisation
par BMP, conséquence de la perte de I’expression des antagonistes Noggin et Neuralin. Ceci
résulte en un spina bifida séveére dans ces embryons [27]. Des résultats similaires sont
observés dans les embryons de poulet, ou I’expression d’un dominant négatif d’A/k3 provoque
la formation ectopique de points d’articulations et exagére le repliement du TN [89]. Une autre
¢tude, chez les ligands BMP5 et BMP7 cette fois, a démontré que les souris doubles mutantes
Bmp5'/ ::Bmp 77 souffrent d’exencéphalie [90].

Les multiples études effectuées sur la voie de signalisation BMP ont permis de
démontrer que cette voie jouait un role bien établi dans le développement embryonnaire et
dans la formation du TN. Et donc, puisque la CN se forme a l’interface entre les tissus
médiaux et latéraux au niveau de la plaque neurale, la voie BMP a été fortement suggérée
comme jouant un role dans I’induction de la CN. Toutefois, le role que joue cette derniére
dans la formation de la CN est toujours sujet a discussion. Puisque, au niveau de la plaque
neurale, il y a une expression latérale des ligands BMPs et une expression médiale des
antagonistes de la voie BMP, il a été proposé qu’un niveau intermédiaire de BMP est
nécessaire pour I’induction de la CN. Ce modele est supporté par des expériences menées dans
des explants d’ectoderme d’embryons de grenouille et de poisson-zebre. Les études effectuées
sur les embryons de grenouille ont démontré qu’en augmentant les niveaux de Noggin, donc
en établissant un gradient de concentration, on pouvait induire, a différentes concentrations de
BMP, des cellules de 1’épiderme, des CCNs et des cellules neurales [91, 92]. Ce gradient a
aussi ét¢ démontré chez les embryons de poisson-zebre [92, 93] et c’est grace aux études de
poisson-z¢bre que des preuves génétiques pour un role de la signalisation par BMP dans
I’induction des CCNs ont ét¢ démontrées. Divers mutants affectant la voie de signalisation
BMP/SMAD subissent une réduction ou une perte des marqueurs des CCNs, comme Msx1 et
FoxD3 [92], voire méme une perte de la spécification des cellules progénitrices de la CN
lorsque la signalisation par BMP est éliminée [92, 94]. D’autres études effectuées sur les
embryons de poisson-zebre ont démontré que des niveaux intermédiaires de signalisation par
la voie BMP positionnent le domaine d’expression de pax3 aux BLPN dans le PNP, car la
surexpression du ligand bmp2b meéne au déplacement médial du domaine d’expression de
pax3 dans la région du tronc [71]. Toutefois, la maniere dont ce gradient est mis en place n’est

pas encore comprise car, bien que l’expression des antagonistes Noggin, Chordin ou
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Follistatin de la voie BMP soient nécessaires afin d’établir ce gradient de concentration, dans
les embryons de poisson-zeébre, un knockdown (par morpholino) de ces trois antagonistes
révele que la CN peut encore étre induite [95]. Ainsi, il se pourrait que ’activité des BMP
puisse étre modulée a des niveaux nécessaires pour permettre 1I’induction de la CN par d’autres
mécanismes que ces seulement ces antagonistes. Chez le poulet, la notion de gradient est aussi
mis de I’avant, car des études ont suggéré que les tissus du futur cerveau antérieur qui sont
exposés a différents niveaux de signalisation par BMP peuvent induire différents types
cellulaires [53, 96], tout comme il a ét¢ mis de I’avant que 1’activation des BMP-4/-7 était
nécessaire pour I’induction des CCNs [97]. L’étude de souris double mutantes pour les
antagonistes Noggin et Chordin, Chordin™ ::Noggin'/', a démontré que ces souris ont une
expansion de I’expression des marqueurs de la CN, tels que Msx2 et Sox10, et que ces cellules
subissent une délamination précoce. De plus, ces souris développent des défauts dans des
systémes dérivés des NCCs, soit dans le SNP et dans le squelette craniofacial [98]. Cette étude
démontre, par colocalisation, que ces antagonistes ne suppriment pas complétement la
signalisation par BMP dans la CN et le TN dorsal. Au contraire, ils aideraient a garantir des
niveaux appropriés d'activit¢ BMP et définissent les limites spatio-temporelles au sein de la
plaque neurale [98]. Ces différentes études supportent alors la théorie ou la signalisation par
BMP, a des niveaux intermédiaires, est nécessaire pour I’induction de la CN.

De nouvelles expériences ont toutefois questionné ce gradient de concentration de
BMP et une explication alternative au modele de gradient a ¢ét€¢ mise de 1’avant. Il s’agirait
d’un modele en deux temps, dans laquelle une inhibition initiale de la signalisation par BMP
serait nécessaire pour permettre I’induction de la CN, suivi d’une activation de la signalisation
par BMP pour permettre de maintenir la CN. Ce modele a été mis de 1’avant par une étude
effectuée sur des explants d’embryons de grenouille: 1’induction de la CN pendant la
gastrulation serait permis par des signaux Wnt et FGF, ainsi que par une inhibition compléte
de la signalisation par BMP. Toutefois, I’activation subséquente de la signalisation par BMP
est nécessaire pendant la neurulation afin de permettre le maintien des populations de CCNs
car lorsqu’on traite, pendant la neurulation, ces explants avec Noggin, ceci résulte en une
inhibition de marqueurs spécifiques de la CN [34, 66]. Une autre étude utilisant une lignée de
souris qui supprime conditionnellement Bmprla dans la future CN a 1’aide de Pax3-Cre remet

en question ce gradient de BMP et le besoin initial de BMP pour I’induction de la CN. Cette
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¢tude démontre que, malgré la perte de BMPRI1a, les marqueurs précoces de la NC sont
toujours induits dans la région craniale. Toutefois, dans la région postérieure du tronc, il y
avait une diminution dramatique des marqueurs précoces de la CN et des CCNs, et ainsi, le
développement est retardé ou compromis [99]. Cette différence régionale de la CN et des
CCNs refléterait-elle une exigence différente pour la signalisation par BMP dans la région
craniale et du tronc, ou bien serait-elle seulement le résultat de 1’expression plus robuste de
Pax3-Cre dans la région du tronc par rapport a celle observée antérieurement? Comment
expliquer les incohérences mises de 1’avant par ces différentes études quant a la nécessité ou
I’absence de niveaux intermédiaires de BMP dans la phase initiale d’induction de la NC chez
ces différentes espeéces? Les études menées dans le laboratoire de la Dre Gunhaga
proposeraient un nouveau modele pour le réle de la voie BMP dans 1’induction de la CN et
consolideraient ces deux modéles. Leur étude, effectuée dans les embryons de poulet,
démontrerait que le controle temporel de I’exposition a BMP, qui serait régulé par Wnt,
spécifierait les bordures latérales de la plaque neurale [75]. L’induction comme telle de la CN
serait induite par une phase précoce d’inhibition des BMP suivi d’une phase tardive
d’activation des BMP. Leurs expériences ont démontré que de traiter des explants de future
CN avec Wnt3a et Noggin générent des cellules neurales (Sox1”, Sox2") de caractére caudal,
ce qui concorde avec ’activité postériorisante des signaux Wnt. Toutefois, 1’expression de
Wnt conjuguée a une inhibition de BMP ne permettait pas de générer des cellules des BLPN.
Leurs études ont démontré que 1’induction des cellules des BLPN requiert en premier lieu des
signaux Wnt, qui induisent le caractére caudal a ces cellules, suivi d’une signalisation par
BMP qui spécifie les cellules des BLPN. La séquence temporelle de la signalisation est
importante, car I’exposition simultanée de ces cellules a des signaux Wnt et BMP induisent la
génération de cellules a caractére épidermique [75, 76]. Ainsi, ce serait I’induction de la CN
elle-méme qui se ferait en deux temps a 1’aide de ces deux voies de signalisation; BMP serait
nécessaire a cette induction et non pas uniquement au maintien des CCNs. Wnt régulerait le
controle temporel de I’exposition a BMP qui lui, a son tour, permettrait de spécifier les BLPN.
Qui plus est, ce nouveau modele pour le role de la voie BMP dans I’induction de la créte
neurale n’exclut pas la possibilité que ce soit un niveau intermédiaire de BMP qui serait

nécessaire pour cette induction.
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En résumé, la multitude des molécules de signalisation impliquée dans 1’induction de
la CN a mis de I’avant I’idée que I’induction de la CN est un processus qui se fait en plusieurs
étapes, avec différents signaux qui agissent a différents moments, a différentes concentrations
et en combinaison ou non les uns avec les autres, pendant le processus inductif. Cette
induction se ferait potentiellement grace au troisieme modele, ou I’induction de la CN aux
bordures latérales de la plaque neurale requerrait initialement des signaux Wnt, afin d’induire
le caractere caudal a ces cellules, suivi d’une exposition a BMP, régulée par Wnt, pour
spécifier les cellules des BLPN. Ces deux voies de signalisation seraient étroitement liées, tel

que démontré ci-haut.

Tel qu’expliqué par le modele CN-GRN, ces signaux (Wnt et BMP) initient le
processus de spécification de la CN en induisant des génes spécificateurs, qui codent pour des
facteurs de transcription au niveau des BLPN. Pax3, I'un de ces spécificateurs, est essentiel
pour la formation du TN et des CCNs [100]. II est donc important de savoir comment ces
spécificateurs intégrent les signaux (Wnt et BMP), car la facon dont ces signaux sont intégrés

au niveau transcriptionnel n’est toujours pas bien comprise [47, 101].

1.4. PAX3 : le spécificateur des bordures latérales de la plaque neurale

Les genes Pax chez les vertébrés ont été identifiés d’apreés I’homologie qu’ils portaient
au gene paired chez Drosophila melanogaster. Ces génes codent pour des protéines ayant
deux domaines de liaisons a I’ADN. Il y a 9 facteurs de transcription Pax chez les vertébrés,
PAX1 a PAX9, et leurs fonctions sont largement conservées au long de 1’évolution des
vertébrés, notamment lors du développement, au niveau du CNS et de la CN [102]. Des études
ont démontré un réle prééminent pour PAX3 dans I’induction de la CN, ainsi que pour PAX7
(Figure 1.10). De plus, il a été démontré que plusieurs protéines PAX, comme la 1, 3, 7 et 9,
jouaient des rdles dans le développement de multiples structures dérivées de la CN, soit dans
la régulation de la prolifération, la migration et la différenciation cellulaire des cellules
cardiaques, sensorielles, pigmentaires et de la créte neurale entérique, par exemple [102]. Les

9 protéines PAX peuvent étre regroupées davantage en quatre sous-familles, selon la présence,
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ou non, de domaines conservés additionnels. Pendant 1’évolution des vertébrés, les paralogues
Pax3 et Pax7 ont émergé par duplication d’'un méme géne ancestral Pax3/7 [103]. La sous-
famille III est celle qui regroupe les protéines PAX3 et PAX7 et posséde, en plus des deux
domaines de liaison a I'ADN, un troisieme domaine hautement conservé composé de huit
acides aminés, appelé octapeptide [104, 105]. Durant le développement embryonnaire, les
membres de cette sous-famille sont fortement exprimés dans le TN dorsal. L’étude des
mutations spontanées de Pax3 chez la souris et I’humain, mutations qui causent des défauts au
niveau du TN et de la CN, a permis de faciliter la compréhension de I’importance
fonctionnelle de Pax3 dans le développement du TN et de la CN [106]. Comme il n’y a pas de
mutation spontanée pour le gene Pax7, des souris Pax7-nulle ont été générées par
recombinaison homologue [107]. L’étude de la souris Pax7-nulle a révélé que toutes les souris
mutantes pour ce géne avaient des structures squelettiques du visage qui étaient affectées, ce
qui pourrait étre li¢ a un défaut au niveau des CCNs craniales [107]. Ainsi, Pax7 jouerait un
role au niveau antérieur tandis que Pax3 jouerait un rdle plutdt au niveau postérieur. C’est
donc grace a ce role au niveau postérieur que nous allons porter notre attention plus

particuliérement sur le gene Pax3.
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Figure 1.10  Le geéne Pax3 dans le développement de la NC a différents niveaux axiaux.
Adapté Monsoro-Burq, 2015 [102]. Selon les observations faites dans les embryons de souris, le réle de Pax3
dans I’induction de la NC est plus important dans la région postérieure.

1.4.1. L’expression de Pax3

Les transcrits de Pax3 sont détectés uniquement au cours de 1’embryogenese,
conformes a un role dans la structuration de l'embryon. L’analyse des tissus adultes pour les
transcrits de Pax3 démontre qu’aucun tissu, y compris dans le cerveau et la moelle épiniére, ne
contient des niveaux détectables de ’ARNm de Pax3 [105]. L’analyse de la distribution
spatiale de Pax3 entre E7 et E14 a révélé que 1’expression de Pax3 débute vers E8,5 dans le
TN au début de la neurogenése. A E8.,5, Pax3 est exprimé au niveau des BLPN, du
prosencéphale jusqu’a la marge antérieure de la PNP. Ce patron d’expression de Pax3 est
aussi observé dans d’autres espéces de vertébrés (grenouille et poisson-zebre) [65] (Figure

1.11). Toutefois, des différences entre espeéces peuvent exister, tel que c'est le cas chez les
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embryons de poulet. Dans ces embryons, PAX3 est présent initialement dans toute la PNP et
par la suite il devient restreint progressivement au niveau du TN dorsal fermé [108]. Pendant
qu’a lieu la neurulation, les BLPN expriment des niveaux croissants de Pax3 et a la fin de la
neurulation, Pax3 est exprimé dans la moitié dorsale du TN fermé [105]. Les CCNs sont
présentes la ou est exprimé Pax3 dans le TN dorsal et Pax3 est aussi exprimé dans les CCNs
migratoires, ainsi que dans les somites le long de la voie de migration des CCNs [109]. Entre
E10 et E12, Pax3 est détecté dans les CCNs du SNP en développement, tel que dans les CCNs
migratoires qui contribuent au ganglion spinal, dans le mésenchyme craniofacial dérivé de la
CN, dans les CCNs migratoires cardiaques, ainsi que dans le mésenchyme des bourgeons des
membres de I’embryon de souris [105]. Au fur et 2 mesure que les CCNs migratoires se
différencient, I’expression de Pax3 s’éteint, mais elle est maintenue dans la lignée des
mélanocytes. Le patron d’expression de Pax3 dans le systéeme nerveux en développement
suggere que Pax3 joue un réle important dans la régionalisation du systéme nerveux des
vertébrés, ce qui est en accord avec le fait que Pax3 est une cible de la signalisation AP et DV.
Ce role dans la régionalisation du systeme nerveux a été mis de 1’avant avec I’étude de souris
transgéniques surexprimant Pax3 dans ’ensemble du TN. Dans deux lignées de souris
transgéniques distinctes, les embryons avaient des développements anormaux des membres,
des yeux, du cerveau et du TN, ainsi qu’une altération de la structuration DV du TN spinal

[110, 111].

_ Pqisson
Souris Poulet zébre Grenouille

Pax3

Figure 1.11  Patron d’expression de Pax3 dans les embryons en développement

Adapté Nelms et Labosky, 2010 [106]. Exemple du patron d’expression du géne Pax3 lors du développement
embryonnaire chez différentes especes (la région postérieure des embryons de souris, de poulet et de poisson-
zE&bre est omise).
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1.4.2. Pax3 et ses maladies

Le lien entre le géne Pax3 et le développement de la CN a été mis de 1’avant par
I’analyse des souris mutantes Splotch, décrites pour la premicre fois par Russel (1947)[112] et
Auerbach (1954) [113]. Les défauts dans les souris Splotch résultent de mutations dans le géne
Pax3. Les souris hétérozygotes pour la mutation dans Pax3 ont un phénotype de
développement des mélanocytes, avec une tache blanche sur le ventre, sur les pieds et la
queue, et le nom Splotch vient de cette tache blanche caractéristique [100]. En plus de Ila
mutation spontanée qui a mené a la souris Splotch (Sp), d’autres mutations dans le géne de
Pax3 de la souris ont été rapportées; les mutations dans le gene Pax3 peuvent étre le résultat 1)
de mutations spontanées, tel que pour les souris Sp?, ii) de mutations induites par des
radiations (mutations, délétions, suppression du géne : Sp’, Sp'”, Sp”™ [114], Sp™™) ou iii) des
mutations ciblées génétiquement (Splotch’®, Pax3<", Pax3"° [115-118]. Les souris Splotch
homozygotes ont une 1étalité embryonnaire élevée et meurent autour d’E14. Ces différentes
souris Splotch ont de multiples phénotypes, ce qui révele le role pléiotropique de Pax3 dans le
développement embryonnaire. Les défauts au niveau du TN sont caractérisés par un spina
bifida et/ou une exencéphalie, tandis que les défauts au niveau de la CN incluent des ganglions
spinaux et entériques absents ou anormaux, des défauts dans la voie efférente cardiaque, des
défauts dans la pigmentation dus a une absence de mélanocytes, un thymus et des glandes
thyroides et parathyroides anormales, ainsi que des défauts dans le développement musculaire
[112-114, 118, 119]. En plus des souris qui ont été étudiées pour la perte de fonction du gene
Pax3, des souris transgéniques qui maintiennent la fonction du geéne Pax3 ont été étudiées.
Lorsque Pax3 est maintenu de fagon persistante dans les dérivés des CCNs au cours du
développement embryonnaire, ces souris présentent des fentes palatines, des défauts oculaires
et des malformations de I’os sphénoide, en plus de subir une létalité périnatale, probablement

due a une incapacité a se nourrir [120].

Les mutations de Splotch se retrouvent au niveau géne Pax3 de la souris sur le
chromosome 1. Chez la souris, la séquence d’ADNc de Pax3 comprend un cadre de lecture
ouvert de 1437pb qui code pour une protéine de 479 acides aminés de 56kDa [105]. Chez

I’humain, le géne Pax3 contient 8 exons et la séquence codante pour la protéine PAX3 est
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hautement conservée, étant identique a 98% a son orthologue chez la souris [121]. La base
moléculaire des mutations Sp”” a été révélée en premier par Epstein ef al, 1991. L’étude a
fourni des preuves d’un lien entre la mutation Sp”™” et la délétion de 32 nucléotides dans le
géne et ’ARNm de Pax3, qui affectait la liaison de PAX3 a ’ADN [114]. Des analyses
subséquentes des mutations des alleles Splotch ont démontré qu’elles produisaient quatre
transcrits d’ARNm incorrects, dont un qui saute I’exon 4 et trois qui donnent lieu a des
déphasages et a la fin prématurée de la traduction, rendant non fonctionnelle la protéine PAX3
[122]. Malgré le fait que le spina bifida soit 100% pénétrant dans les mutants Splotch
homozygotes, le role de Pax3 dans la régulation de la fermeture du TN n’est pas encore bien
compris.

L’analyse de la migration des CCNs dans les souris Splotch a été faite a 1’aide du
rapporteur Wnt-1:LacZ pour marquer ces cellules [109]. La coloration des embryons pour
I’activité de la PB-galactosidase a différents stades dans le développement embryonnaire a
révélé que les souris Pax3” ne parviennent pas a complétement coloniser les tissus cibles en
raison d’une perte complete des CCNs qui émigrent du TN caudal. En revanche, il n’y avait
aucun retard dans la migration des CCNs a des niveaux craniaux. La perte de la fonction de
Pax3, tel qu’observé dans les souris Splotch, méne a une réduction du nombre de CCNs
prémigratoires résultant en une plus grande réduction du nombre de CCNs au fur et & mesure
qu’on se déplace le long de I’axe AP. Plusieurs hypotheses ont été soulevées concernant les
mécanismes par lesquels Pax3 contrdle le développement de la CN, a savoir si les cellules qui
causent le phénotype au niveau de la CN dans les mutants pour Pax3 sont autonomes ou pas.
Dans un premier temps, il a été proposé que les défauts dans le développement de la CN dans
les souris Splotch n’étaient pas intrinseéques. Dans une étude [109], la greffe de tissu neural
dans les embryons de souris indique que les défauts chez les mutants Splotch ne sony pas
intrinseques aux CCNs elles-mémes, mais semblent provenir d’interactions cellulaires
inappropriées, soit dans le TN, ou entre le TN et les somites — les somites étant connues pour
moduler le comportement des CCNs migratoires. Cependant, cette hypothése a été réfutée par
une étude [100] utilisant des souris transgéniques pour le promoteur proximal de 1,6 Kb de
Pax3 qui reproduit 1’expression de Pax3 endogeéne dans le TN et la CN, mais pas dans les
somites. L’introduction de ce transgéne dans un fond Splotch a permis de démontrer que les

défauts causés par les souris Splotch au niveau du TN et de la CN pouvaient étre corrigés a
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I’aide de ce promoteur spécifique. Ceci démontre que le fonctionnement et la migration
normale des CCNs peuvent avoir lieu a proximité des somites déficients en Pax3, suggérant
que Pax3 fonctionne de maniére autonome intrinséque dans la CN [100]. Toutefois, il reste
que le mécanisme moléculaire précis par lequel Pax3 controle 1'expansion de la population
prémigratoire de la CN n’est pas bien compris. Pax3 fonctionne en tant que facteur de
transcription et donc 1’identification des cibles de Pax3 pourrait €¢lucider son role dans les
défauts du développement du TN et de la CN.

D’autres ¢tudes ont été effectuées pour étudier les mutations sur les autres souris
Splotch (voir ci-haut) et ont permis de déterminer que le point commun de toutes les mutations
Splotch est la formation de transcrits aberrants qui rendent non fonctionnelle la protéine PAX3
[118]. Chez I’humain, on retrouve les mutations dans Pax3 dans le syndrome de Waardenburg
(WS) de type I et III, dont le phénotype comprend des défauts caractéristiques de pigmentation
dans les cheveux, analogue a la tache blanche des souris Splotch, la peau et les iris, une surdité
neurosensorielle congénitale, une légere dysmorphogénése craniofaciale et occasionnellement
des malformations cardiaques [123]. La plupart des phénotypes caractéristiques du syndrome
de Waardenburg sont liés a des défauts dans le développement de la CN, incluant la formation
défectueuse des meélanocytes qui sont impliqués dans la pigmentation de la peau et des
cheveux, ainsi que dans le développement de l’oreille interne [123]. Le syndrome de
Waardenburg peut aussi €tre associé a une aganglionose intestinale, appelée maladie de
Hirschsprung.

Les souris mutantes pour Pax3 sont caractérisées par des défauts au niveau du TN et de
la CN, tandis que chez I’humain, les mutations dans Pax3 ménent a des phénotypes qui sont
caractéristiques a des défauts dans le développement de la CN. Il va de soi donc que I’étude de
Pax3 est essentielle pour comprendre les mécanismes moléculaires par lesquels Pax3 controle

la fermeture du TN et le développement de la CN.

1.4.3. Les régulateurs de la transcription de Pax3

L’¢tude de I’induction de Pax3 pendant la neurulation a démontré que I’expression de
Pax3, a E8,5, se faisait aux BLPN, ce qui coincide avec I’endroit ou apparait la CN (Figure

1.11). Les études sur les souris mutantes Splotch, telles que mentionnées ci-dessus, ont
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démontré que Pax3 joue un role essentiel dans le développement normal de la CN. De
nombreuses études effectuées dans les embryons de grenouille suggerent que pax3, en
combinaison avec zicl, est suffisant pour déclencher le début du CN-GRN [124-126]. Ainsi, la
combinaison de toutes les études effectuées chez diverses especes établit le role prépondérant
de Pax3 au niveau de la CN. Beaucoup de recherches se sont attardées afin de comprendre les
voies de signalisation qui permettent a la CN d’étre induite aux BLPN, ainsi qu’aux
mécanismes moléculaires qui établissent et définissent I’expression spatio-temporelle de Pax3
dans le neuroectoderme au niveau de la CN. Les résultats des études présentées tout au long de
ce travail nous permettent d’assembler un modele dans lequel I’expression de Pax3 est initiée
aux BLPN postérieure en intégrant des signaux postériorisant provenant de la voie de
signalisation Wnt-B-caténine (et probablement Fgf et RA) et des niveaux (potentiellement)
intermédiaires de signaux provenant de la voie de signalisation BMP. Wnt régulerait
potentiellement le controle temporel de 1’exposition 8 BMP qui lui, a son tour, permettrait de
spécifier les bordures latérales de la plaque neurale [53, 75]. Les patrons d’expression des
ligands Wnt et de BMP dans I’embryon postérieur de souris supportent ce modele. La
signalisation par la voie Wnt-B-caténine est active et largement répandue dans la région
caudale de I’embryon de souris, mais ne peut pas expliquer la restriction aux BLPN de Pax3
[127]. La signalisation par la voie BMP, en revanche, est restreinte aux BLPN au niveau de la
PNP ouverte [27, 128, 129] et des niveaux intermédiaires, selon certains, sont nécessaires pour
induire Pax3 et les CCNs [71, 97]. De plus, de maniere complémentaire, la restriction dorsale
de Pax3 dans le TN est maintenue par des signaux de la voie BMP provenant de I’épiderme,
couplé a des signaux de la voie Shh provenant de la notochorde qui empéche I’expression de
Pax3 dans la région ventrale du TN [97, 130].

Il est maintenant connu que les voies Wnt et BMP, ainsi que la voie Shh, sont les
principaux signaux provenant des axes AP et DV qui mettent en place I’expression de Pax3
dans le neurectoderme caudal. Reste alors a savoir comment cette information est intégrée au
niveau des séquences cis régulatrices et par quels effecteurs moléculaires ceci se fait. Pour ces
fins, des études ont permis d’identifier la séquence régulatrice minimale dans le génome de
Pax3 permettant de récapituler I’expression de ce gene. Deux régions régulatrices situées sur
le locus de Pax3, I'une située dans le promoteur et I'autre dans le quatriéme intron, sont

enrichies en ¢éléments cis régulateurs conservés (ECR) et contiennent des informations
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suffisantes pour récapituler I’induction et la restriction dorsale de 1’expression de Pax3 dans le
neuroectoderme des embryons de souris [131, 132].

L’analyse, par délétion, du promoteur de Pax3 a révélé qu’un bloc de 674pb, dans le
promoteur proximal de 1,6 Kb de Pax3, contient deux ECR d’environ 250pb, appelé¢ Neural
Crest Enhancer 1 et 2 (NCE 1 et 2) [133]. Lorsque combinés, ces NCEI1 et 2 sont suffisants
pour non seulement récapituler I’expression de Pax3 dans le TN et dans les CCNs des
embryons de souris, mais sont capables de générer des niveaux fonctionnels de Pax3 suffisants
pour corriger les défauts causés par les souris Splotch au niveau du TN et de la CN [100, 133].
La comparaison des séquences des NCEI et 2 a révélé qu’elles étaient hautement conservées
entre la souris et ’humain. Des études effectuées sur les embryons de poisson-zebre ont
démontré que I’intron 4 de Pax3 contiendrait au moins deux ECR qui semblent présenter des
activités complémentaires aux NCE1 et 2 afin de récapituler 1’induction et la restriction
dorsale de I’expression de Pax3 dans le neuroectoderme [130]. Toutefois, I’étude de leur
délétion n’a pas encore été¢ menée et donc I’exigence de 'un des ECR présents dans I’intron 4
de Pax3 n’est pas encore connue.

Une fois les séquences cis régulatrices connues (NCE1 et 2), il restait a découvrir les
facteurs de liaison a 'ADN qui pouvaient réguler ces ¢léments conservés. Le NCEI1 contient
des sites de liaison pour le facteur de transcription PBX, qui semble étre requis spécifiquement
pour contrdler I’expression du promoteur 1,6 Kb de Pax3 dans les rhombomeres et les CCNs
cardiaques prémigratoires [134, 135]. Le NCE2, quant a lui, contient des sites de liaison pour
le facteur de transcription TEAD qui semble critique pour 1’activité¢ de I’ensemble du NCE1 et
2 dans les embryons de souris transgéniques a E10,5 [133]. De plus, le NCE1 et 2 contiennent
des sites de liaison pour les facteurs de transcription Pou de classe III, soit BRN1 et BRN2,
qui sont nécessaires pour 1’activité du promoteur proximal de 1,6 Kb de Pax3 le long de I’axe
rostro-caudal dans les embryons transgéniques de souris a E9,5 [135]. De manicre
surprenante, la délétion ciblée de I’ensemble du NCE1 et 2 dans les embryons de souris n’a

pas affecté I’expression de Pax3 [132].
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1.4.4. Le mécanisme moléculaire de [’induction de Pax3

Une fois que les séquences régulatrices de Pax3, ainsi que les signaux instructeurs
nécessaires a son expression sont connus, le mécanisme moléculaire par lequel ces signaux
(Wnt et BMP) induisent 1I’expression de Pax3 aux BLPN postérieur reste a étre établi.

Wnt a un réle postériorisant dans I’induction de la CN. Au niveau caudal, ceci pourrait
se faire a travers certains facteurs de transcription qui sont leurs cibles premiéres, notamment
les génes Cdx. Les génes Cdx (Caudal-related homebox) sont une famille composée de trois
genes Cdx, soit Cdx1, Cdx2 et Cdx4, qui, chez la souris, sont tous co-exprimés dans la partie
caudale des embryons au début de la neurulation. Leur expression suit un gradient : ils sont
faiblement exprimés au niveau antérieur et fortement exprimés au niveau postérieur [136,
137]. C’est Cdx1, a E8,5, qui circonscrit la limite antérieure de 1’expression des Cdx, soit a la
limite du cerveau postérieur (rhombencéphale) et de la moelle épinicre et I’expression des Cdx
régresse de manicre caudale au fur et a mesure que ’embryon s’allonge [136, 137]. 11 a été
démontré que les trois Cdx sont impliqués dans la structuration de I’axe AP durant le
développement embryonnaire. Les souris Cdx/ - présentent des changements dans les genes
homéotiques antérieurs qui provoquent des anomalies au niveau du squelette axial cervical
[138]; les mutations dans le géne Cdx2 ménent a des troncatures au niveau postérieur et
perturbent la structuration axiale des structures embryonnaires [139]; les souris Cdx4-nulle
n’ont qu’une transformation antérieure faible a une position thoracique spécifique [140]. De
plus, il a aussi ¢ét¢ démontré que les Cdx jouent un rdle essentiel dans 1’allongement axial
postérieur chez la souris [140, 141]. Des études [142-145] ont démontrées que 1’expression
des Cdx est régulée par les signaux postériorisant de la voie Wnt canonique; ces signaux
jouent des roles essentiels et directs dans la régulation de I’expression des Cdx chez la souris.
D’autres membres de la voie Wnt canonique sont essentiels pour le TN au niveau caudal et
I’¢longation de I’embryon. La mutation ciblée de B-caténine réprime 1’expression de Pax3 et
Cdx2 au niveau de la PNP et diminuerait I’expression d’autres génes cibles, menant a des
défauts tels que la troncature de la queue et un spina bifida [146]. Les embryons homozygotes
pour une mutation dans le géne LRP6, qui code pour un récepteur essentiel de cette voie,

présentent des défauts au niveau du développement embryonnaire : ils ont un axe AP tronqué
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avec perte des somites caudaux et la moiti¢ des embryons ont des DFTN (exencéphalie et
spina bifida) [147].

Le role des protéines CDX pour transmettre les signaux postériorisant de Wnt a Pax3 a
été¢ démontré par les recherches effectuées dans ce laboratoire (Nicolas Pilon). Ces recherches
ont permis de démontrer que chez la souris, Pax3 est une cible indirecte de la voie Wnt et que
les protéines CDX, en aval de la signalisation Wnt-f-caténine, peuvent activer directement
I’expression neurale de Pax3 via le NCE2 décrit précédemment [145]. Qui plus est, cette étude
a démontré que la région du NCE2 est capable, a elle seule, de récapituler a la fois I’induction
et la restriction dorsale de 1’expression de Pax3 dans le TN et la CN caudale. Les études
effectuées dans le laboratoire de Nicolas Pilon démontrent, en outre, qu’en plus des CDX, les
protéines ZIC2 régulent directement 1’expression de Pax3 chez la souris et agissent en tant que
cofacteur neural de CDX. La région du NCE2 intégre les signaux caudaux de CDX, dorsaux
de ZIC2 et neuraux de SOX2 [148]. Et encore, ces recherches démontrent que ZIC2 agit en
tant que médiateur de la signalisation par Shh, impliqué dans la restriction dorsale de
I’expression de Pax3. Avec les découvertes faites précédemment sur le NCE2 de Pax3, ces
données suggerent que ce court CRC agit en tant que « super-enhancer » qui médie 1’induction
et la restriction dorsale de I’expression de Pax3 dans le neuroectoderme caudal.

Toutefois, la question sur la restriction de Pax3 aux BLPN postérieure persiste
toujours, puisque CDX, ZIC2 et SOX2, tout comme la signalisation par la voie Wnt-f3-
caténine, sont répandus dans 1’ensemble de la région caudale de I’embryon de souris, et ne
sont pas restreints aux BLPN. Comme la signalisation par la voie BMP est impliquée dans
I’induction de la CN et est restreinte aux BLPN au niveau de la PNP ouverte, est-ce que cette
voie de signalisation est intégrée au niveau du NCE2 de Pax3, permettant ainsi de définir la
restriction de Pax3 aux BLPN? Nonobstant le modele proposé dans lequel I’induction de la
CN aux BLPN requerrait initialement des signaux Wnt, suivi d’une exposition a BMP (régulée
par Wnt) il existe plusieurs exemples dans le développement embryonnaire ou les signaux
Wnt et BMP interagissent ensemble.

La voie Wnt peut agir directement sur un effecteur de la voie BMP. SMADI peut
recevoir une phosphorylation inhibitrice par la GSK3. Habituellement, lorsque la voie Wnt-
canonique n’est pas active et/ou est inhibée, la GSK3 phosphoryle des protéines qui sont déja

phosphorylées, comme c’est le cas pour la B-caténine. Pour les SMAD1/5, la MAPK procure
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cette phosphorylation initiale qui permettra la phosphorylation subséquente par la GSK3. Une
fois que ces deux phosphorylations ont lieu, SMADI1 est dégradé, abrogeant le signal
BMP/SMADI. Puisque la voie Wnt canonique empéche cette fonction de la GSK3 en
présence de Wnt, la stabilit¢ de SMADI1 est augmentée et permet au signal BMP/SMAD1
d’étre prolongé [23, 149]. Lors de la gastrulation, la voie de signalisation BMP détermine
l'intensité du signal de maniére DV. Les recherches effectuées dans le laboratoire de De
Robertis, 2007, ont démontré qu’au niveau de I'axe AP, les Wnts prolongent la durée du signal
BMP/SMAD pres de la PNP, par le mécanisme présenté ci-haut, tout en diminuant la durée de
ce signal antérieurement, ceci di au gradient d'activité postériorisant des Wnts [23, 149].
Ainsi, le modele de ce groupe fournit une explication moléculaire possible pour la coopération
entre les signaux des axes DV (BMP) et AP (Wnt). Au niveau de I’appareil digestif, il a été
démontré que la voie BMP interagit étroitement avec les CDX. La métaplasie non spécialisée
de I'cesophage est un précurseur de la métaplasie intestinale, et une interaction pPSMAD/CDX2
est nécessaire pour le changement vers la métaplasie intestinale [150]. Il a ét¢ montré, dans la
métaplasie intestinale, que les ligands BMP2/4 régulent I’expression de Cdx2 et favorise ainsi
la différenciation intestinale [151]. Or, ceci renvoie a la voie de signalisation Wnt, qui est
connue pour réguler I’expression des Cdx, telle qu’il a été discuté précédemment. Qui plus est,
une étude [152] a démontré, a travers des cellules souches embryonnaires, que la voie Wnt
coopere avec BMP pour permettre 1’expression des Cdx et ainsi promouvoir le destin
hématopoiétique de ces cellules. De plus, ’effet coopératif de Wnt-BMP sur 1’expression de
Cdx est aussi évident chez les embryons de poisson-zebre [152]. Ainsi, les voies Wnt et BMP
sont impliquées dans I’activation de 1’expression des Cdx. De plus, il a été démontré que les
signaux Wnt-B-caténine et BMP-SMAD peuvent converger sur un promoteur commun,

comme c’est le cas du promoteur Msx2 [153].
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1.5. Hypothese et objectif

Meulemans et Bronner-Fraser, en 2004, ont assemblé les données de plusieurs études
pour mettre en place un réseau putatif d’interactions et de régulations de génes qui, a travers
des voies de signalisation et des facteurs de transcription, guide la formation de la CN. Ce
réseau, avec certaines variations interespeces, est conservé chez les vertébrés [40]. Et encore,
alors que la souris est considérée comme un meilleur modéle pour I'é¢tude des défauts liés au
TN et a la CN, la plupart des études sur le CN-GRN ont ¢été réalisées chez des espéces non
mammiferes, principalement dans les embryons de grenouille, poisson-zeébre et de poulet
[154]. Qui plus est, malgré ces études, les données restent insuffisantes quant aux mécanismes
moléculaires qui régulent les interactions entre les voies de signalisation qui initient le
développement de la CN, telles Wnt-B-caténine, FGF et BMP, et les spécificateurs des BLPN,
tels Pax3, Zic2/5, Msx1/2. On convient, de plus, qu'un unique CN-GRN pourrait ne pas suffire
pour expliquer la formation de la CN a tous les niveaux le long de I’axe AP [39]. Les risques
de disparités entre les différents mécanismes moléculaires qui régulent ces interactions sont
alors accrus. Ainsi, pour pallier ce manque d’information, il était donc essentiel d’approfondir

nos connaissances du CN-GRN chez la souris.

1.5.1. Hypothese

Les recherches effectuées dans ce laboratoire se sont donc attardées sur le contrdle
transcriptionnel du développement précoce du systeéme nerveux. Tel que mis de I’avant par les
souris Splotch, Pax3 joue un role de premier plan dans le développement du TN et de la CN.
Ainsi, on a donc voulu savoir comment sont intégrées les voies de signalisation au niveau des
séquences cis régulatrices du promoteur de Pax3 afin d’initier ’expression de Pax3 aux
bordures latérales de la plaque neurale caudale de la souris. On a déja démontré que les
protéines CDX pouvaient agir comme intermédiaires et relayer I’information positionnelle de
la voie Wnt-B-caténine au promoteur de Pax3 [145]. En plus des CDX, on a démontré que les
protéines ZIC2 permettent le maintien de I’expression de Pax3 chez la souris et agissent en
tant que cofacteur neural de CDX et de plus, que la région du NCE2 intégre aussi les signaux

neuraux de SOX2 [148]. Toutefois, la question sur la restriction de Pax3 aux BLPN
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postérieures persistait toujours, puisque CDX, ZIC2 et SOX2, tout comme la signalisation par
la voie Wnt-f-caténine, sont initialement répandus dans 1’ensemble de la région caudale de
I’embryon de souris, et ne sont pas restreints aux BLPN. Conformément au rdle de la voie de
signalisation BMP lors du développement du TN et de la CN, nous avons estimé que puisque
1) la signalisation par la voie BMP est restreinte aux bordures latérales au niveau de la
plaque neurale postérieure ouverte [27, 128, 129];
2) des niveaux intermédiaires de BMP, selon certains, sont nécessaires pour induire Pax3
et les CCNs [71, 97];
3) les travaux dans les embryons de poulet ont permis d’établir un modéle d’induction de
la CN dans lequel le contrdle temporel de 1’exposition 8 BMP, qui serait régulé par
Whnt, spécifierait les bordures latérales de la plaque neurale [75];
4) nous avons identifié plusieurs sites putatifs de liaison a I’ADN pour SMAD dans le

NCE2 du promoteur proximal de 1,6 Kb de Pax3 [133],

la voie de signalisation BMP, a travers ses effecteurs SMAD, serait le facteur manquant
permettant ainsi de restreindre 1’expression de Pax3 aux BLPN. Plus précisément, pendant la
formation du TN et I’induction des CCNss, les signaux Wnt et BMP seraient intégrés au niveau
du NCE2 de Pax3 a travers les protéines CDX. Les protéines SMAD1/5 de la voie BMP
forment un complexe transcriptionnel avec le complexe CDX, ZIC et SOX déja décrit [148],
ainsi permettant I’intégration de signaux contrélant 1’axe AP et I’axe DV sur la région du

NCE2 de Pax3.

1.5.2. Objectif et méthodologie

Examiner le réle de la voie BMP-SMAD dans la régulation transcriptionnelle de Pax3.

Pour ce faire, j’analyserai le profil d’activation de la voie BMP-SMAD1/5 au niveau de
la plaque neurale ouverte et le NT fermé par immunofluorescence, avec un anticorps anti-
phosphoSMAD1/5. Je déterminerai I’importance de la voie BMP dans I’induction de
I’expression endogeéne de Pax3 en traitement des cellules cultivées en présence ou absence de

Wnt3a et de Noggin. J’évaluerai la fonctionnalit¢ de 2 sites de liaison potentiels pour
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SMAD1/5 sur le NCE2 de Pax3 par des essais de retard sur gel ainsi que des essais luciférase.
De plus, je déterminerai si SMADS se retrouve sur la région du NCE2 de Pax3 endogeéne par
immunoprécipitation de la chromatine de cellules N2a (lignée cellulaire dérivée des CCNs) et

déterminerai si SMADS interagit avec CDX1 par co-immunoprécipitation.
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2.1. Abstract

Pax3 is a neural plate border specifier that plays a leading role in the development of
the neural tube and neural crest. It has, in its proximal promoter, a small cis-regulatory module
(CRM) of ~250bp, called NCE2, that is sufficient to recapitulate the induction of Pax3 and its
restriction to the lateral borders of the neural plate in the mouse caudal neuroectoderm.
However, how this short neural crest enhancer integrates cues that explain its restricted
expression is not fully understood. Our previous studies have shown that the Pax3NCE2
incorporates instructive AP cues from the Wnt pathway, via CDX proteins (CDX1, 2, 4). Here
we report a novel role for the transcription factors SMAD1/5 in the regulation of Pax3. Our
data suggests that the Pax3NCE2 can integrate instructive DV cues from the BMP pathway,
via SMADI1/5 proteins. In combination with the previously described CDX-ZIC2-SOX2
complex, our study finds that SMADI1/5 is involved in the induction of Pax3 expression and
restrict Pax3 expression to the lateral borders of the neural plate. In addition to integrating
instructive Wnt-CDX AP cues, we show that Pax3NCE2 can integrate instructive DV cues
from the BMP pathway, in a CDX-dependent manner, via SMAD1/5 proteins. To support this
assertion, we provide evidence that the activity of BMP-SMADI1/5 on the expression of Pax3
is mediated by CDX proteins.

2.2. Introduction

The neural crest (NC) is a multipotent and migratory cell type that is an evolutionary
innovation in vertebrates [33]. The presumptive NC is induced by signalling molecules at the
border of the neural plate (NP) and the non-neural ectoderm (NNE). During neurulation, the
neural plate border (NPB) will elevate and fold to form the closing dorsal neural tube (NT)
from which NC cells (NCCs) emerge to give rise to many different derivatives, including
melanocytes, bone and cartilage of the face and skull, adrenomedullary cells, as well as
sensory and sympathetic ganglia [11, 34, 35]. Pre-migratory NCC originate from different
levels along the anterior-posterior (AP) axis and are designated as cranial, vagal, trunk and

lumbosacral populations.
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Neural crest formation, from its origin at the NPB, to specification, migration and
differentiation, is said, according to studies in many different species (xenopus, zebrafish and
chick), to be guided by a putative gene-regulatory network (GRN) [34, 35, 40]. It first
involves a combination of signals (i.e. Wnt, bone morphogenetic proteins (BMPs), fibroblast
growth factor (Fgf)) that induce the expression of genes termed “neural plate border
specifiers” that encode transcription factors (such as Pax3/7, Zicl/2, Msx1/2) at the NPB — a
broad territory containing cells that will become competent to form the NC. The combinatorial
action of signalling molecules and NPB specifiers induce the expression of a second set of
transcription factors termed “neural crest specifiers” (such as Sox9/10, FoxD3) who further
define this territory. It is proposed that the NC specifiers, by inducing the expression of NC
effector genes, ultimately control NC behaviour, from EMT and delamination to migration and
differentiation [34, 35, 38]. Most studies pertaining to the NC-GRN have focused primarily on
cranial NC, which appears to be the most conserved among vertebrates [39]. However, not all
NCC populations contribute to the same NC derivatives. For example, both cranial and trunk
NCC contribute to sensory ganglia and Schwann cells, but only cranial NCCs contribute to
bone and cartilage of the face and skull [39]. NCCs of cranial origin can give rise to normal
trunk derivatives when transplanted in the trunk [42, 43], whereas NCCs from trunk neural
folds transplanted in the cranial region fail to contribute to skeletal lineages in vivo [44] and
only give rise to cartilage in vitro in appropriate culture conditions [45, 46]. The difference
between cranial and trunk NCCs is made further evident by cis-regulatory analyses. Analyses
of NC specifiers FOXD3 and SOXI0 of the chick have shown that they have different
enhancers that are specific to distinct axial levels. These specific enhancers control FOXD3
and SOX10 expression in cranial or in trunk NC of chick embryos, but not at both axial levels.
Furthermore, these enhancers are activated by different inputs [33, 47-52]. Given that there are
different NCC populations along the AP axis which have different developmental potential
and distinct genetic programs, one unique NC-GRN may not account for NC formation at all
levels along the AP axis [39] and therefore it is conceivable that a different NC-GRN, more
suited for trunk NCC, exists. Furthermore, while the mouse is considered a better model for
studying neurocristophaties and human development, most studies pertaining to the NC-GRN
have been done in non-mammalian species, mainly in xenopus, zebrafish, and chick [154].

Further understanding of trunk NC-GRN in the mouse is therefore a must.
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It has well been established that AP cues from Wnt and Fgf, and dorso-ventral (DV)
cues from BMP and Shh (Sonic hedgehog), play important roles at the NC level [22, 63, 69,
91, 97, 124, 155-157]. While instructive AP cues from Wnt signalling have been shown to be
key players for the induction of NC, the need for BMP signalling during the induction phase
of NC, on the other hand, is of broad and current interest. Seeing as the epidermis is formed at
high BMP signalling levels [20] and inhibition of BMP signalling is required for neural tissue
differentiation [75, 149], some studies have suggested a gradient model, where intermediate
levels of BMP are needed for the induction of NPB specifiers [91, 92, 128]. In contrast, other
studies have suggested a “two-signal” model where initial inhibition of BMP is required for
NC induction during gastrulation, and later activation of BMP during neurulation is required
for dorsal restriction and maintenance of NC [34, 66, 99]. Again, most studies pertaining to
this issue have been made in non-mammalian embryos (xenopus, zebrafish, chick). This raises
the question: How can the inconsistencies put forth by the various studies on the need, or lack
thereof, of BMP signalling during the initial phase of NC induction, be explained?

In the mouse, embryos with a knockout for A/k3 (Bmprla), a type 1 BMP receptor, die
shortly after gastrulation, rendering impossible the evaluation of NC induction [21] and
studies using the WntI-Cre line can only analyse post-induction events. A Pax3-Cre line that
conditionally removes A/k3 in the prospective NC of mouse embryos demonstrated that
despite the loss of Bpmrla before neurulation, early NC markers are still induced in the cranial
region. In contrast, in the posterior region of mouse embryos, the loss of Bpmria before
neurulation led to a dramatic decrease in NCCs markers and derivatives in the dorsal NT.
Normal development is consequently delayed or impaired [99]. Furthermore, studies have
shown that BMP signalling, in addition to posteriorizing canonical Wnt signalling, is involved
in the induction and dorsal restriction of certain NPB specifier during NC formation [32, 65,
68, 71, 97, 145, 148]. This highlights the inconsistencies between cranial and trunk NC-GRN
and further reiterates the need for a better understanding on how signals from these pathways
are integrated on specific genes, at all AP axial levels. Pertaining to this, the analysis of
Pax3’s genomic locus has identified short conserved cis-regulatory modules (CRMs). The 5°-
flanking region, at the level of the 1,6 Kb proximal promoter, contains some of these CRMs,
named Neural Crest Enhancer 1 and 2 (NCE1, NCE2) [131-133]. The whole NCE region is

sufficient to not only recapitulate Pax3 expression in the NT and NCCs of mouse embryos, but
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also to generate sufficient levels of functional Pax3 to rescue the NT and NCCs defects
observed in Pax3 Splotch mice [100][132]. We have previously demonstrated that the short (~
250bp) NCE2 alone was sufficient to recapitulate and direct Pax3 mouse expression in caudal
NCCs and NT [145, 148]. Our results have shown that Pax3NCE2 integrates a Wnt-Cdx
regulatory axis, in cooperation with positive inputs from NPB specifier ZIC2 and neural factor
Sox2, to induce Pax3 expression in pre-migratory NCCs [145, 148]. However, these studies
showed that an unknown factor was required during the induction phase in order to limit Pax3
expression to the lateral borders of the PNP. In the current study, we show that SMADI1/5
proteins could be that missing factor. We show that the NCE2 region integrates positive inputs
from SMAD1/5 proteins, in addition to inputs from CDX, ZIC2, as well as SOX2 transcription
factors, in order to regulate murine Pax3 expression in the caudal neurectoderm. Importantly,
we show that in addition to integrating instructive AP cues from Wnt signalling, this CRM can
integrate instructive DV cues from BMP signalling in a CDX-dependant manner. All in all,
these results, combined with the results from our previous studies, indicate that SMAD1/5
proteins, via BMP signalling, could be the missing co-factor in the CDX-dependant expression
of Pax3 and that together, via the “superenhancer” NCE2, they control the dorsal restriction of

Pax3 expression in the mouse caudal neurectoderm.

2.3. Experimental procedures

2.3.1. Ethics statement

Experiments involving mice were performed following Canadian Council of Animal Care

(CCAC) guidelines for the care and manipulation of animals used in medical research.

Protocols involving the manipulation of animals were approved by the Institutional Ethics

Committee of the University of Quebec at Montreal [Comité Institutionnel de Protection des

Animaux (CIPA)], reference number 0513-C1-648-0514.
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2.3.2. Plasmid constructs and site-directed mutagenesis

The Pax3 cDNA vector pBH3.2 [105] was kindly provided by J. Epstein. Smad5 expression
vector (pGEX-Smad5) was kindly provided by P. Briata [158]. FlagSmadl (propriety vector)
was kindly provided by X-H. Feng (Baylor College of Medicine). HA-tagged Zic2 expression
vector (pcDNA3-HAZic2) was kindly provided by J. Aruga [159]. Myc-tagged Sox2
expression vector (pcDNA3.1-MycSox2) was a gift from M. Bani-Yaghoub [160]. The PCR
product corresponding to the mouse Cdx1 ORF was cloned into pCEP4 expression vector and
subsequently cloned into a HA-linker expression vector. HACdx1 and HAZic2 expression
vectors co-expressing GFP were generated by subcloning the cDNAs into pIRES2-EGFP
vector (Clontech). Wild type (wt), CdxBS and ZicBS mutant versions of a Pax3NCE2-
luciferase reporter constructs were as previously described [145, 148]. For generating Smad
binding site (BS) mutant versions, point mutations were introduced into the SmadBS of NCE2
by using the Quick ChangeMultisite-directed mutagenesis kit (Stratagene) in accordance with
the manufacturer's instructions. The sequences of the oligonucleotides used for site-directed
mutagenesis of the SmadBS are presented in Table I (SmadBS underlined and point mutations

indicated by lower case letters.)

2.3.3. Immunofluorescence analyses

FVB and C57BL/6J mouse embryos were obtained from timed pregnancies, noon of the day
on which a vaginal plug was detected being considered as embryonic day EO.5.
Immunofluorescence analyses on NT cryosections were performed according to the protocol
from the Ben Allen lab. Briefly, 12um frozen sections were prepared using a Leica CM1950
cryostat (Leica microsystems) and adjacent, or stage matched, sections were used to compare
the distribution of Pax3 and pSmadl/5 proteins. Sections were blocked with 3% heat-
inactivated normal goat serum, 0.1% TritonX-100 in PBS for 1 h and then incubated at 4 °C
overnight with primary antibodies diluted in the blocking solution. Nuclei were stained using
DAPI (Molecular Probes) and slides were then incubated for 1 h at room temperature with
secondary antibodies diluted in the blocking solution. Immunofluorescence analyses of

pSmad1/5 distribution on cells were performed as follows. P19, Neuro2a (N2a) and COS7 cell
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lines were propagated in 6-well plates and transfected as previously described using Genejuice
reagents (Novagen) in accordance with the manufacturer's protocol [145, 148]. A cover slip
was placed in the bottom of each well. P19, N2a and COS7 cells were cultured at their
appropriate densities [148]. Cells were either left untreated, transfected with 1pg of Smadl
expression vector using Genejuice transfection reagent (Novagen), in accordance with the
manufacturer’s protocol and/or treated the following day with 20ng/mL of recombinant mouse
BMP4 proteins (R&D systems) for 24h. Forty-eight hours after transfection, cells were fixed
in 4% PFA at 4°C for 7 minutes and washed 3 times in cold PBS. Immunofluorescences were
performed on the cell-coated cover slip mounted on slides. Cover slips were blocked with 10%
heat-inactivated fetal bovine serum, 0.1% TritonX-100 in PBS for 1 h. Slides were incubated
lh at RT in primary antibodies diluted in the blocking solution. Nuclei were stained using
DAPI (Molecular Probes) and slides were then incubated for 1 h at room temperature with
secondary antibodies diluted in the blocking solution. Antibodies and dilutions used were:
anti-pSmadl1/5 1:50 (Cell signaling), Alexa-647 donkey anti-mouse 1:500 (Jackson
Immunoresearch) and Alexa-647 mouse anti-rabbit 1:500 (Jackson Immunoresearch). Images

were taken with a Nikon A1 laser-scanning confocal microscope.

2.3.4. Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays

ChIP-ReChIP assays in Neuro2a (N2a) cells were adapted from a previously described
protocol [161] using Dynabeads Protein G (Invitrogen). For immunoprecipitation of chromatin
from HA-Cdx1- or Smad5-transfected N2a cells, rabbit anti-HA (Abcam, ab9110) and rabbit
anti-SMADS5 (Abcam, ab13724) antibodies were used. Anti-Brain lipid binding protein (anti-
BLBP; Millipore, ABN14) was used as a negative control of immunoprecipitation. Re-
immunoprecipiation (Re-ChIP) was performed using the same antibodies. PCR amplifications
were performed using the Taq DNA polymerase (Bio basic) and consisted of 36 cycles of 20s
at 95°C, 40s at 60° and 30s at 72°C. The Pax3NCE2 forward and reverse primers sequences

used for this study are presented in Table I. PCR products were resolved on a 2% agarose gel.
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2.3.5. Electrophoretic mobility shift assays (EMSA)

Two double-stranded end-labeled probes from Pax3NCE2 containing putative SmadBS were
tested for Smad1/5 binding by EMSA, adapted from previously described protocol [145, 148].
Briefly, five micrograms of nuclear extracts from mock-, Smadl or 5-, Smad4- or Smadlor5
and 4- transfected COS7 cells, treated with 20ng/mL of recombinant mouse BMP4 proteins
(R&D systems) for 24h, were used in each reaction as described previously [143]. Proper
protein expression was assessed by Western blot. Binding reactions were performed in
accordance with a previously described protocol [162] using 50 000 cpm of probe, Sug of
nuclear extracts, 1pg of poly(dI-dC), and 1ug of BSA 50X prepared in 5SmM Hepes pH 7.9,
10% glycerol, 25mM KCl, 0.05mM EDTA and 0.125mM PMSF. The two double-stranded
probe harboring the putative SmadBS used are presented in Table 1.

2.3.6. Cell culture, transfections and RT-PCR analyses

P19, Neuro2a (N2a) and Cos7 cell lines were propagated and transfected as previously
described [145, 148] using Genejuice reagents (Novagen) in accordance with the
manufacturer's protocol. Luciferase reporter assays were performed essentially as previously
described [145, 148]. For Smad-1 or -5 dose—response assays, N2a (8 x 10* cells/well) and
P19 (3 x 10* cells/well) were transfected with 100ng of Pax3NCE2-Luciferase reporter
construct alone or with increasing amounts of Smad-1 or -5 (10ng to 50ng) expression vector.
Analyses of the synergistic effect between any combination of Cdx1, Zic2 and Sox2 proteins
were performed essentially as previously described [145, 148]. For analysis of the synergistic
transactivation of Pax3NCE2 by Cdx1, Zic2, Sox2 and Smad-1, -4 or -5 co-expression, fixed
amounts of Cdx1 (10ng), HAZic2 (40ng), MycSox2 (50ng) and Smad-1, -4 or -5 (50ng) were
used and an empty expression vector was also included to ensure a total of 200 ng of DNA per
well. All transfections for luciferase assays were performed at least 6 times in triplicate. In all
experiments, specificity of NCE2 activation was assessed by using a previously described
luciferase reporter construct consisting of the Pax3 150bp minimal promoter alone [145] as a
negative control. Forty-eight hours after transfection, cells were disrupted in 100puL of lysis

buffer (0.1 M Tris [pH 8.0], 1% Igepal, 1 mM dithiothreitol) and assessed for luciferase
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activity with a Berthold LB9507 luminometer (Berthold Technologies). Expression of
exogenous Cdx1, HAZic2, MycSox2 and Smad-1, -4 or -5 in cell lysates was verified by
western blot. For dose—response assays of Wnt3a- and BPM4-induced expression of Pax3,
P19 cells were seeded in 12-well plates (8 x 10 cells/well) containing a Wnt3a- or a control-
conditioned medium [143]. Cells were treated the following day with varied doses (25-
200ng/mL) of recombinant mouse noggin proteins (R&D systems). Cells were harvested 24h
post-treatment, snap frozen, and stored at -80 °C prior to RT-PCR analysis. Total RNA was
isolated from frozen cell pellets by using the RNeasy kit (Qiagen), and cDNA was synthesized
using a poly(dT) oligonucleotide and Superscript II reverse transcriptase (Invitrogen) in
accordance with manufacturer’s protocols. All dose-response assays were performed at least 4
times. PCR amplifications were then performed with Taqg DNA polymerase (Bio basic) and
consisted of 25-35 cycles of 20s at 95°C, 40s at 60° and 30s at 72°C. Amplified bands were

size-fractioned on a 2% agarose gel. The primers used in this study are presented in Table I.

2.3.7. Statistical analyses

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism software version 6.0. Differences
between means were evaluated by one way ANOVA and classified as: ns (not significant) P [

0.05; or significant: * P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001; **** P < 0.0001. Error bars

indicate s.e.m.

2.4. Results

2.4.1. Pax3 and pSMADI/5 are co-expressed in the caudal neurectoderm

We have previously reported that the dorsal restriction of Pax3 to the lateral borders of
the PNP and more anteriorly, the dorsal NT, could be done by either one of two mechanisms
[148]. The first mechanism (mechanism 1) implied that Pax3 expression in the lateral PNP
and dorsal NT could be established by a collaboration between CDX and one or several
proteins who have a more-or-less restricted expression pattern. The second mechanism

(mechanism 2) implied that restriction of Pax3 might be achieved by a collaboration between
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CDX and a negative input from a repressor expressed in the medial PNP and ventral NT. The
restriction of Pax3 could also possibly be achieved by the concerted action of both
mechanisms. Our previous results demonstrated a putative role for ZIC2/5 as mediators of the
Shh-induced repressive input involved in the dorsal restriction of Pax3 expression [148], but
these results cannot account for the restricted expression domain of Pax3 to the lateral borders
of the PNP because Zic2 is broadly expressed in PNP and dorsal NT while the expression of
Pax3 is already restricted to the lateral borders of the PNP and more anteriorly, the dorsal NT.
Seeing as DV instructive cues from BMP and Shh signalling are involved in the dorsal
restriction of Pax3/7 [97, 130, 148], and that BMP ligands are restricted to the lateral borders
of the PNP [27, 128, 129], we hypothesized that pSMADI1/5 transcription factors might
contribute to mechanism 1. We carried out an analysis of the expression pattern of Pax3 and
pSMADI/5 in stage-matched, or sequential, dorsal NT and PNP 12um sections of €9.5 mouse
embryos using Pax3 and pSMAD1/5 antibodies (Fig 2.0). This analysis revealed a striking and
extensive overlap of the expression domain of both Pax3 and pSMAD1/5 along the AP axis.
Pax3 and pSMADI1/5 are found to be equally expressed in the lateral borders of the PNP, as
well as in the dorsal NT (Fig 2.0A-B). This data supports the candidacy of pSMADI1/5 in
regards to mechanism 1 and further suggest that pPSMAD1/5 might be involved in both the

induction and dorsal restriction of Pax3 expression in the caudal neurectoderm.

2.4.2. Robust activation of Pax3NCE?2 requires a positive input from SMAD1/5

We, and others, have previously shown that the Pax3NCE2 CRM is sufficient for
recapitulating the induction and dorsal restriction of Pax3 expression in the caudal
neuroectoderm [100, 133, 145, 148]. In accordance to the pSMADI/5 expression pattern
observed in Fig 2.0, the ~ 250 bp NCE2 CRM [133] was analysed in order to determine if any
potential BMP-SMAD binding site (BS) was present. Two SMAD-binding elements (SBE:
AGAC, GTCT) were found (Fig 2.1). Although SMAD3 (TGF- SMAD) and SMAD4 (co-
SMAD) are usually found to directly bind to these SBE, and BMP-SMADS usually bind to
GC-rich sequences of target gene [163], SMADI has been shown to bind to a similar SBE
than that of SMAD3/4 [78, 164]. In certain promoters, notably /d/ and Id2 promoters, the

BMP-responsive region has been shown to contain two critical motifs — the SBEs and GC-rich
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boxes [163, 165-167]. It has also been said that in certain BMP target genes, SMADS may
regulate transcription through indirectly binding to DNA with other transcriptional factors
[78]. As we hypothesised that BMP-SMADS are the missing CDX cofactor for the restriction
of the Pax3 expression domain, we reasoned that SMAD1/5 should be able to activate Pax3
expression via this short CRM. We tested this hypothesis via luciferase assays in N2a cells but
found that SMAD1/5 alone does not transactivate a Pax3NCE2 reporter in a dose-dependent
manner (data not shown). We then hypothesized that in order for phosphorylated BMP-SMAD
transcription factors to activate Pax3 expression, it should require the concerted action of
CDX and its co-factors (ZIC2, SOX2). We assessed this via luciferase essay in both N2a and
undifferentiated P19 cells, as well as in the fibroblast-derived COS7 cell line (Fig 2.2). In N2a
cells, any double combination of these four transcription factors resulted in an increased
activation of the Pax3NCE2-luciferase reporter, in comparison to each transcription factor
alone [148] (Fig 2.2A). A further increase was noted with all triple combinations The
combination of CDX1, ZIC2 and SOX2 resulted in a similar ratio as previously described (Fig
2.2A) while a very significant synergistic effect was observed (~150 fold) when the four
factors were co-expressed (Fig 2.2A). Similar results were obtained when SMAD4, the co-
SMAD, was used in these assays (Fig 2.2B). We sought to determine whether the co-
expression of these four transcription factors was sufficient to transactivate the Pax3NCE2-
luciferase reporter in undifferentiated P19 cells. Our previous results had demonstrated that no
synergy, and no significant fold activation, was observed when a combination of CDX1, ZIC2
and SOX2 were used to activate of the Pax3NCE2-luciferase reporter in undifferentiated P19
cells [148]. These results supported the idea that the capacity to transactivate this short CRM
relied on the presence of yet another neural factor. We co-transfected undifferentiated P19
cells with all four transcription factors (SMAD1/5, CDX1, ZIC2 and SOX2) and evaluated the
activation of the Pax3NCE2-luciferase reporter. The combination of all three previously
demonstrated transcription factors (CDX1, ZIC2 and SOX2), with the addition of SMAD1/5,
was shown to be able to significantly transactivate (~ 80 fold) the Pax3NCE2-luciferase
reporter in these cells (Fig 2.2C). These results indicate that the capacity to transactivate this
CRM relies on the additional presence of SMADI1/5. This experience was also conducted in
COS7 cells, a fibroblast-derived cell line that is not of neural or undifferentiated character.

Any combination of these four factors yielded non-significant activation of the Pax3NCE2-
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luciferase reporter and therefore no cooperative effect between any of the factors was observed
(Fig 2.2C). These findings are in accordance with results demonstrating that BMP signalling is
not constitutively active in COS7 cells (Fig 2.7).

Together, these results suggest that Pax3NCE2 is robustly transactivated by the
concerted actions of CDXI1, ZIC2, SOX2 and SMADI1/5 transcription factors in neural-
specific cells (N2a) and in cells that can be induced to differentiate into neural lineages (P19)

[131, 135].

2.4.3. Pax3 activity is enhanced by the BMP-canonical pathway in Wnt3a treated
undifferentiated P19 cells

Previous studies have reported that neural Pax3 expression is induced by canonical
Wnt signals [65, 70, 71] and we have previously shown that the NPB specifier Pax3 is an
indirect target of Wnt-f-catenin signalling and implicate CDX members as mediators of the
Wnt inductive signals. In accordance with studies that suggests BMP signalling in NC
development acts as a gradient, with intermediate levels of BMP molecules during induction
in the neural plate [91, 92, 128], we hypothesized that the combinatorial signalling from the
canonical Wnt and BMP pathways could further induce Pax3 expression. To evaluate the
potential contribution of the BMP canonical pathway in this process, we performed a series of
semi-quantitative RT-PCR analyses in P19 cells. P19 cells have been previously used to study
the regulation of Pax3 expression in the context of neural differentiation [131, 133, 135] and
activation of the Wnt-B-catenin pathway [168]. The N2a cell line could not be used for this
assay because the canonical Wnt pathway is constitutively activated in these cells due to
Wnt7a autocrine regulation [169, 170] and because pPSMAD1/5 activity is also constitutively
activated in these cells (Fig 2.5). The COS7 line could not be used because no known green
monkey Pax3 have been sequenced, although pSMADI1/5 activity is shown to be BMP4
dependant (Fig 2.7). Initially, we wanted to observe the effects of increasing levels of BMP
activity alone on Pax3 expression, but seeing as pPSMAD1/5 activity is constitutively activated
in P19 cells (Fig 2.6), regardless of treatment, this was impossible. To circumvent this
problem, we treated P19 cells with an increasing dose of Noggin (0-200 ng/mL) in order to

establish intermediate levels of BMP activity. As shown in Fig 2.3A, treatment of P19 cells
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with gradually higher doses of Noggin revealed that Pax3 expression, 24h post-treatment, is
increased in a dose-dependant manner. This resulted in a ~2-3 fold change in Pax3 mRNA
expression levels (Fig 2.3B control). We have previously demonstrated that Pax3 is induced
by Wnt3a after 18h [145] and we therefore wished to see whether the Wnt-B-catenin pathway
and the BMP pathway had concerted effects on Pax3 activation. We performed a series of
semi-quantitative RT-PCR analyses in P19 cells treated with increasing doses of Noggin (0-
200 ng/mL) in the presence of Wnt3a-conditioned medium, which is known for activating the
canonical pathway [143, 171]. In order to see the concerted effect, we allowed Pax3 Wnt-p3-
catenin-mediated induction to be achieved beforehand. When treated with Wnt3a-conditioned
medium as well as increasing doses of Noggin, it was revealed that by slightly decreasing
BMP activity, we could achieve a significant fold change in Pax3 mRNA expression (~4 at
50ng/mL of Noggin) (Fig 2.3B Wnt3a). The Wnt3a-conditioned medium did not significantly
affect Pax3 mRNA expression when cells were treated with high levels of Noggin
(200ng/mL). Taken together, these results indicate that expression of the neural plate border
specifier Pax3 under the control of Wnt-B-catenin signalling is further enhanced by the BMP
pathway.

2.4.4. SMADI/5-induced expression of Pax3 implicates CDX members as mediators

EMSAs were then used to determine whether SMADI1/5 can directly bind the to
Pax3NCE2. Seeing as the two SMAD-binding elements (SBE: AGAC, GTCT) found at
Pax3’s NCE2 genomic locus are the preferred targets for SMAD3 and SMADA4, we wanted to
see if SMADI1/5 directly binded to these SBE. As a positive control, we used a BMP-
responsive region from the /d/ and Id2 promoters that has been shown to contain two critical
motifs — SBEs and GC-rich boxes [163, 165-167] — bound by SMAD1/5 proteins. EMSAs
were performed on the two probes containing the SBE as well as on the control probe, as no
other GC-rich (GCCGnCGC, or of the sort [78]) were found in the Pax3NCE2. The results, as
shown in Fig 2.4A, reveal that although binding did occur on the control probes, binding of
SMADI1/5 was non-specific on the two NCE2 probes. It has been said that in certain BMP
target genes, SMADs may regulate transcription through indirectly binding to DNA with other
transcriptional factors [78]. We assessed this possibility by mutating the two putative SmadBS
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found in Pax3NCE2. Interestingly, mutation of these two putative BS had no effect on the
significant synergistic activation of the Pax3NCE2-luciferase reporter by the combination of
all four TF (as seen in Fig 2.4B).

We have previously demonstrated that mutation of the three functional CdxBSs alone,
or in combination with the mutation of the ZicBS, significantly abrogates the CDX1-ZIC2
cooperative effect [145]. Therefore, we wanted to know if the same was true when all four TF
were co-transfected, or if the presence of SMADI1/5 could circumvent this abrogation. As seen
in Fig 2.4D, and in accordance with previous results, the synergistic activation of the
Pax3NCE2-luciferase reporter was significantly abrogated when the three functional CdxBS
were mutated, even in the presence of SMAD proteins. This is consistent with the central role
of CDX proteins in activation of Pax3NCE2 [145] and suggests that binding of CDX1 to this
CRM is important for the role of SMAD on the activation of Pax3. Because mutation of the
two putative SmadBS had no effect on the synergistic activation of the Pax3NCE2-luciferase
reporter, and in order to validate our hypothesis that BMP-SMAD activity is mediated through
CDX1, we sought to determine whether SMADS, like CDX proteins, occupies the endogenous
Pax3NCE2 genomic locus using a ChIP-ReChIP-PCR assay. To this end, we used Anti-HA-,
anti-Smad5- and anti-BLBP (control)- immunoprecipitated chromatin extracts from
HACDX1- and SMADS- transfected N2a cells. Single chromatin immunoprecipitation were
purified and amplified by PCR using primers flanking the Pax3NCE2 region (lanes 4 and 7).
Purified anti-HA- and anti-BLBP- immunoprecipitated chromatin extracts from HACDX1-
and SMADS- transfected N2a cells were also re-ChIP’ed using anti-HA, anti-SmadS5 and anti-
BLBP antibodies, and again analysed by PCR using primers flanking the Pax3NCE2 region
(lanes 2, 3, 5 and 6). As shown in Fig 2.4D, Pax3NCE2 was specifically amplified in
sonicated chromatin samples immunoprecipitated with either anti-HA or anti-Smad antibodies,
while no amplification was obtained when a control antibody was used for ChIP. Furthermore,
when we re-ChlIP’ed the first HA-Cdx1-IP against a control or Smad5 antibody, it was
revealed that there was protein interaction between CDX1 and SMADS specifically on the
endogenous Pax3NCE2. Altogether, these results strongly support the idea that Smad5 is
present at the endogenous Pax3NCE2 and that its action is mediated by CDX members.
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2.5. Discussion

In this work, we provide an important role for BMP-SMADI1/5 in the regulation of
Pax3 expression in the caudal neurectoderm. Combined with the results from our previous
studies [145, 148], SMAD1/5 proteins, via BMP signalling, could be the missing co-factor in
the CDX-dependant expression of Pax3 and that together, via the NCE2 “superenhancer”, they
control the dorsal restriction of Pax3 expression in the mouse caudal neurectoderm. To
support this claim, we provide novel evidence that BMP-SMADI1/5 activity on Pax3
expression is mediated by CDX1.

2.5.1. SMADI/5 as the missing co-factor for restricted Pax3 expression

It has been demonstrated [142-144] that Cdx expression is regulated by posteriorizing
signals from the Wnt canonical pathway; these signals play critical and direct roles in the
regulation of Cdx expression in mice. Studies in xenopus and chick embryos have shown that
the expression of Pax3 is induced in the PNP in response to these posteriorizing signals [68,
70]. In accordance with these results, we have previously demonstrated that posteriorizing
Wnt signalling, mediated by CDX proteins, is necessary for Pax3 expression in the trunk
neurectoderm [145, 148]. This Wnt-Cdx regulatory axis also requires positive inputs from
Zic2 and Sox2. However, our previous studies have shown that a Shh-Nkx-dependent
mechanism (the aforementioned mechanism 2, involving ZIC2 proteins) is involved in the
maintenance, not the induction, of the dorsally restricted Pax3 expression domain in the NT.
Therefore, the spatiotemporal induction of Pax3 to the lateral borders of the PNP necessitates
an additional factor. Although much debate has been put forth in recent years regarding the
role of BMP signalling during the induction of the NC, mainly centering on whether or not
DV cues from BMP signalling are needed during the initial phase of NC induction, prevailing
studies [71, 91-94] have suggested that BMP signalling plays a role in NC induction, notably
on the induction of NPB specifiers. This idea was notably supported by the expression pattern
of BMP ligands around the NPB in developing mouse embryos [27, 129]. Accordingly, and
consistent with results observed in developing chick embryos [22], our results show that the

effectors of the BMP canonical pathway, pPSMAD1/5, are present in the dorsal NT and at the
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lateral borders of the PNP of E9,5 developing mouse embryos (Fig 2.0B). Not only are
pSMADI1/5 present, these results show that they co-localise at all aforementioned levels with
Pax3. The presence of pSMAD1/5 and its co-localisation with Pax3, in the dorsal NT and at
the lateral borders of the PNP are consistent with a role in NC induction. Conditionally
removing BMPRIa in future NC with the use of the Pax3-Cre reporter line, and therefore
abrogating BMP signalling, demonstrates that BMPR1a activity is necessary for NC
development before neurulation in the posterior region, as the loss of this receptor leads to a
lack of early NCC markers and differentiating NCC derivatives [99]. The spatial distribution
of SMADI1/5 demonstrated in Fig 2.0B therefore seems to argue in favour of SMADI/5
proteins as the missing co-factor needed to limit Pax3 expression to the lateral borders of the
PNP and suggests a role for BMP signalling in the induction phase of NC in the posterior
region of the developing embryo.

The present study further demonstrates that, although a CDX1-ZIC2-SOX2 complex
has the ability to induce a robust activation of the Pax3NCE2-luciferase reporter [145], the
addition of SMADI1/5 as a co-factor strongly accentuates this robust activation in neural cells
(Fig 2.2a). P19 cells have been previously used to study the regulation of Pax3 expression in
the context of neural differentiation [131, 133, 135] and activation of the Wnt-B-catenin
pathway [168]. Just like CDX proteins can activate Pax3 expression in non-neural P19 cells
[145], the addition of SMADI1/5 to this (CDX1-ZIC2-SOX2) complex can induce Pax3
expression in undifferentiated P19 cells (Fig 2.1¢). These results, coupled with the position of
pSMADI1/5 in the posterior embryo, suggest that Pax3 expression, and its restriction to the
lateral borders of the PNP, requires instructive cues from BMP-SMAD1/5 signalling.

2.5.2. CDX proteins as mediators of the BMP-SMAD instructive signal

Our data indicates that the SMADI1/5 effect on Pax3 expression is independent of
DNA binding, a notion somewhat different, albeit not impossible [78], from the traditional
BMP signalling modus operandi (Fig 2.4a,b). Rather, CDX proteins possibly mediate this
effect. We consistently saw that mutations of the CdxBS in the Pax3NCE2-luciferase reporter
abrogated the strong synergistic activation of Pax3NCE2 expression (Fig 2.3d, [145, 148]),
rendering these CdxBS indispensable for Pax3NCE2 activity. The indispensability of CDX
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proteins is strengthened by our ChIP-ReChIP experiments on the endogenous NCE2 in neural-
specific cells. Our results indicate that not only is SMADS5 present at the endogenous
Pax3NCE2, but that CDX1 and SMADS are present in a same protein-DNA complex (lane 5,
Fig 2.3c). This is a probable explanation mechanism as to why SMAD1/5 alone could not
transactivate a Pax3NCE2 reporter in a dose-dependent manner and further strengthens the
notion that CDX proteins have a pioneer-like activity required to attract and tether specific
transcriptional activators on this CRM [172].

Our data, which supports the hypothesis that CDX proteins act as mediators for the
integration of Wnt and BMP signals, are in agreement with a model of NC induction put forth
by studies made in chick embryos. These studies [53, 75, 76] show that the temporal control of
exposure to BMP, regulated by Wnt, would specify the lateral edges of the NP. The induction
of the cells to lateral edges of the NP would firstly requires Wnt signal, which induces the
caudal character to these cells, followed by BMP signalling that specifies the cells at the NPB.
It i1s well-known that the Wnt gradient along the AP axis plays a posteriorizing role during
embryonic development [7, 14, 53, 59, 60], permitting cells to acquire caudal character. In
addition, we have previously shown that caudal Pax3 is induced in response to these
posteriorizing signals [145]. A model in which subsequent BMP signalling, via SMAD1/5 and
mediated by CDX proteins would instruct these cells to acquire NPB fate (as monitored by
Pax3 expression) is consistent with our results. The restricted expression of pPSMAD1/5 to the
lateral borders of the PNP, the abrogated transactivation of Pax3NCE2 when CdxBS are
mutated and the CDx1-SMADS protein-DNA complex found at the endogenous Pax3NCE2
supports this model of NC induction. Moreover, this model does not exclude the possibility
that intermediate levels of BMP signalling are required for this induction, as suggested by
prior studies [71, 92-94]. Indeed, we have observed that once Wnt/CDX-mediated Pax3
expression is induced in undifferentiated P19 cells, modulation of BMP signalling activity, can
further enhance this effect (Fig 2.3B). As BMP signalling is constitutively active in P19 cells,
a point could be made that the endogenous BMP signalling could provide the minimum
signalling needed in order to induce the Wnt-mediated Pax3 expression previously shown

[145].
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Great debate concerning NC induction and the NC-GRN stems from the fact that there
is a greater temporal separation between mice and other species, such as xenopus, zebrafish,
and to a lesser extent, chick. Although mice are found to be better models for studying
neurocristopathies, data collected in mice sometimes differ from data obtained in other
species. It is not yet known whether these differences are fundamental differences between
mammalian and non-mammalian or not, although this seems unlikely due to conserved
mechanisms between other species [154]. Furthermore, the fact that distinct NC-GRN are
likely to exist at different AP axial levels further nourishes this debate. The results obtained in
this study helps to bridge the gap between mouse and chick NC induction [53, 75], in addition
to supporting a model found in xenopus, zebrafish and chick embryos [71, 92-94], in which
intermediate levels of BMP are necessary for this induction. Although the results from this
study stem from in vitro research, the data compiled here provide a steppingstone for further
guided in vivo research.

All in all, this work demonstrated an in vitro role for the integration of instructive DV
cues from the BMP pathway at the level of the Pax3NCE2. Coupled with the instructive Wnt-
Cdx AP cues previously demonstrated [145, 148], our data indicates that the Pax3NCE2
serves as a good model to further understand how AP and DV instructive cues can be

coordinately integrated on a single short CRM.
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2.8. Figures

Figure 2.0 Pax3 and pSMADI1/5 are co-expressed in the caudal neurectoderm during the
early steps of NT and NCC formation.

A and B, immunofluorescence analysis of Pax3 and pSMADI1/5 distribution in caudal sections of E9,5 mouse
embryo. The red lines in the left panel indicate the AP level at which the 12um cryosections (shown on the
right) were made (a, b, c, d); the section A in the right panel delimits the more anterior NT structure, while the
section D delimits the open PNP structure. Note that the Pax3 and the pSMAD1/5 domains are limited to the
lateral borders of the PNP (¢ and d) and to the dorsal part of the NT (a and b). AP: anterior-posterior, NT: neural
tube, PNP: posterior neural plate.
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Figure 2.1 Schematic representation of the Pax3 genomic locus showing the relative
position of Pax3 regulatory regions

The 5’ regulatory region is named NCE and is subdivided in two CRMs called NCE1 and NCE2 [133]. Black

boxes represent exons. The magnification view of Pax3NCE2 DNA sequences show the location of the ZicBS,

the three functional CdxBS and the putative Smad and Sox BS, according to MatInspector analyses.
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Figure 2.2 Robust activation of Pax3NCE2 requires a positive input from SMAD1/5.

A, B and C, Cells were transiently transfected with the Pax3NCE2-luciferase reporter alone or co-transfected
with FLAGCdx1, HAZic2, MycSox2 or Smad-1, -4 or -5 expression vectors, alone or in every combination. A
and B, Transactivation of Pax3NCE2-luciferase reporter in N2a cells. (A) Two combinations of three proteins
(SMADI1/5, SOX2 and CDXI1; SMAD-1, -4 or -5, SOX2 and ZIC2) resulted in a small synergistic
transactivation of Pax3NCE2 in N2a cells. The importance of BMP-SMADI1/5 on the transactivation of
Pax3NCE2- luciferase reporter was shown when all four transcription factors were co-transfected in N2a cells.
A very significant synergistic effect was observed (~150 fold). (B) When SMAD4 was used instead of SMAD-1
or -5, similar results as those observed in (A) were obtained. (C) Transactivation of Pax3NCE2- luciferase
reporter in P19 or COS7 cells. Any three-protein combination cannot activate Pax3NCE2- luciferase reporter in
undifferentiated P19 cells, while a very significant synergistic effect (~ 80 fold) is obtained when all four
transcription factors were co-expressed, demonstrating the importance of BMP-SMAD1/5 on the transactivation
of Pax3NCE2. Any combination of these four factor yielded non-significant activation of the Pax3NCE2-
luciferase reporter in COS7 cells. In A, B and C, results are expressed as fold activation compared to the
relevant reporter vector alone; n = 4-6 independent experiments performed in triplicate; one-way ANOVA: ns P
[J Q05; * P <£0.05; ** P <0.01; *** P <0.001; **** P <0.0001. Error bars indicate s.e.m; Pax3p (Pax3-
minimal reporter).

62



A Control Whnt3a

Noggin(pl/mL)| 0 H 25 H 50 H 100 | 200 ‘ | 0 | | 25 H 50 H 100 H 200 ]

PCRCycles 25 30. 35 25 30 35 25 30 36 25 30 35 Zh 30 35 25230 35 2Zh 3035 26 3035 25 30 3% 25 =0 35

GAPDH
(20¢ycles)

EcY
1

N
1

mRNA fold change

0-

Noggin (ug/ml) A ‘

Figure 2.3 Pax3 activity is enhanced by the BMP canonical pathway

Analyses of undifferentiated P19 cells cultured in Wnt3a-conditioned medium (Wnt3a) or control-conditioned
medium (Control), treated with increasing doses of Noggin (0-200 ng/mL). (A) Representative results. After
treatment, expression of Pax3 was assessed by RT-PCR. Gapdh was used as a loading control. (B)
Quantifications. Pax3 expression levels were normalised against Gapdh expression; semi-quantitative RT-PCRs
were performed approximately 24h post-transfection; results are expressed as fold change compared to the
relevant absence of noggin treatment; n = 5 independent experiments performed; one-way ANOVA: ns P []
0.05; * P <0.05; ** P <0.01; *** P <0.001; **** P <0.0001. Error bars indicate s.e.m; Pax3p (Pax3-minimal
reporter).
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Figure 2.4 Integration of pSMAD1/5 on the Pax3NCE2 is CDX-mediated

(A) Analysis of SMADI1/5 binding to putative SmadBS1 (SBS1) and SmadBS2 (SBS2) via electrophoretic
mobility shift assay (EMSA). All in vitro binding reactions were performed in parallel under identical
conditions. Two probes containing either the SBS1 or SBS2 were incubated (+), or not (-), with nuclear extracts
from Mock (cells transfected without DNA), SMAD1/5-transfected, SMAD4-transfected COS7 cells, or both. A
probe containing the two consensus SmadBS present in the mouse /d2 promoter [163] was used as a positive
control. COS7 cells were treated with BMP4 in order to properly phosphorylate SMAD1/5 proteins. Note that
binding of SMADI1/5 occurs on the control probes but not the two probes containing either the SBS1 or the
SBS2. (B) A mutant Pax3NCE2-luciferase reporter bearing mutations in the two SmadBS was evaluated in N2a
cells. Note that the co-transfection of all four proteins results in a robust transactivation of the mutPax3NCE2-
luc reporter; Pax3p (Pax3-minimal reporter). (C) ChIP-ReChIP assays demonstrating specific protein complex
containing both HA-CDX1 and SMADS5 on the endogenous Pax3NCE2. Anti-HA-, anti-Smad5- and anti-
BFABP (control)- immunoprecipitated chromatin extracts from HA-CDX1- and SMADS5- transfected N2a cells
were purified and analysed by PCR using primers flanking the Pax3NCE2 region. Note that Pax3NCE2 is
amplified from chromatin samples immunoprecipitated with anti-HA (Cdx1) and anti-Smad5, but not with the
non-specific IgG (anti-BLBP). Lane 5 reveals a protein interaction between CDX1-SMADS5 on the endogenous
Pax3NCE2. (D) Luciferase assays in N2a cells; CdxBS are essential for the functional interaction between
CDX, SMAD, ZIC and SOX. Note that the co-transfection of all four proteins results in a robust transactivation
of the wt Pax3NCE2-luc reporter, and that the mutation of the CdxBS, and to a lesser extent the mutation of the
ZicBS, abrogates this cooperative effect.
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Figure 2.5 pSMAD1/5 expression pattern in N2a cells

(A) Untreated (Mock) cells. (B) Cells treated with 20ng/mL of BMP4. (C) Cells transfected with SMADI1
protein. (D) Cells treated with 20ng/mL of BMP4 and transfected with SMADI1 protein. Note that independent
of treatment, pSMAD1/5 is mostly present in the nucleus of N2a, revealing the constitutively activated BMP
pathway in these cells. The nucleus was marked using a DAPI antibody and distribution pattern of pPSMAD1/5
was analysed using a a-pSmad1/5 antibody.
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Figure 2.6  pSMADI/5 expression pattern in P19a cells

(A) Untreated (Mock) cells. (B) Cells treated with 20ng/mL of BMP4. (C) Cells transfected with SMADI1
protein. (D) Cells treated with 20ng/mL of BMP4 and transfected with SMAD1 protein. Note that independent
of treatment, pSMAD1/5 is mostly present in the nucleus of P19, revealing the constitutively activated BMP
pathway in these cells. The nucleus was marked using a DAPI antibody and distribution pattern of pSMAD1/5
was analysed using a a-pSmad1/5 antibody.
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Figure 2.7 PSMAD1/5 expression pattern in COS7 cells

(A) Untreated (Mock) cells; note that no pPSMADI1/5 activity is detectable in untreated cells. (B) Cells treated
with 20ng/mL of BMP4; note a faint pPSMADI1/5 nuclear distribution pattern in these treated cells. (C) Cells
transfected with SMADI1 protein. Cells who have been transfected with SMADI1 demonstrate a strong
PSMADI1/5 activity. (D) Cells treated with 20ng/mL of BMP4 and transfected with SMADI1 protein. Note that
PSMADI/5 activity is gradually increased in cells when the treatment was a transfection, or a combination of
both treatments. The nucleus was marked using a DAPI antibody and distribution pattern of pSMAD1/5 was
analysed using a a-pSmad1/5 antibody.
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2.9. Table

Table L. Oligonucleotides used for PCR and EMSA
Sense (5" —3”) Antisense (5° — 3°)

SmadBS1  CCTTCTCTAAGGACAGACAGTCTTTACAACACTCCTGG CCAGGAGTGTTGTAAAGACTGTCTGTCCTTAGAGAAGG
SmadBS1  CCTTCTCTAAGGACAtCAGTCTTTACAACACTCCTGG ~ CCAGGAGTGTTGTAAAGACTGaaTGTCCTTAGAGAAGG
mutation
SmadBS2 CAGCTCCTAGCCAAGACGTTGCTTCTTTTATTTTTCCAG CTGGAAAAATAAAAGAAGCAACGTCTTGGCTAGGAGCTG
SmadBS2 CAGCTCCTAGCCAAUCGTTGCTTCTTTTATTTTTCCAG CTGGAAAAATAAAAGAAGCAACGaaTTGGCTAGGAGCTG
mutation
Pax3NCE2 GGCACAATGGTACCTTCTCTAAGG CCCTTCTGAGAAGCGGGGACTTTAAA
Pax3 CCTGCCAACATACCAGCTGTCG CTGAGGTGAAAGGCCATTGCCG
Gapdh TCCTGCACCACCAACTGCTTAGC AGGTCCACCACCCTGTTGCTGTA

* Binding sites are underlined; mutations are represented by lowercase letters
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3. DISCUSSION et CONCLUSION

Comme en témoigne notre travail, I’expression du géne Pax3 est régie par un ensemble
de ECRs présents dans le promoteur proximal de 1,6 Kb de Pax3 [145, 148]. Notre travail sur
le NCE2 indique qu'il peut servir comme un bon modéle pour mieux comprendre comment les
signaux instructifs AP et DV peuvent étre intégrés de maniere coordonnée sur un seul ECR.
En effet, en plus de récapituler I’induction de I'expression de Pax3 dans la PNP, I’expression
de Pax3 dirigée par le NCE2 est correctement restreinte [145]. Il est intéressant de noter que
nous, et d’autres [133, 135, 145], avons démontré que le NCE2 semble particuliérement
enrichi en sites de liaisons pour un large éventail de facteurs de transcription, y compris les
membres des familles CDX, Pou de classe III, SOXB, ZIC et TEAD. Dans le but de
rassembler toutes les informations provenant de ces études dans un réseau dynamique, nous
avions initialement proposé un modele dans lequel des signaux postériorisants de Wnt-CDX,
en coopération avec des apports positifs de ZIC et SOXB, sont d'abord nécessaires pour
induire l'expression de Pax3 dans la PNP (Fig 3.0). Plus tard, a savoir de maniere plus rostrale,
l'apport répressif de la voie Shh-NKX, via la répression de ZIC2/5, est trés probablement
impliqué dans le maintien de la restriction dorsale de 1I’expression de Pax3 [148]. Ce maintien,
au niveau plus rostral, de la restriction dorsale de Pax3, est également trés probablement
assuré par l'apport positif d'autres facteurs de transcription, tels que les membres des familles
Pou de classe III et TEAD [133, 135]. Bien que ce modele proposé permette clairement de
comprendre comment le NCE2 de Pax3 est régulé par des signaux instructifs AP (Wnt-CDX),
ceci était beaucoup moins clair en ce qui concerne l'intégration des signaux instructifs DV.
Nos études précédentes démontraient clairement qu’un facteur inconnu était nécessaire,
pendant la phase d'induction, afin de restreindre l'expression de Pax3 aux bords latéraux de la
PNP.

Plusieurs études génétiques démontrent que la voie de signalisation des BMP joue un
role majeur dans la formation de 1’axe DV lors du développement embryonnaire [5, 19-21].
L’axe DV serait spécifié par un gradient de signalisation de BMP [20, 22]. Ceci se
conjuguerait a un modéele neural « par défaut » dans lequel la LP sécréterait des antagonistes
de la voie BMP qui spécifieraient le tissu neural [24, 25]. Comme il a été mentionné dans

I’introduction, les études sont multiples pour démontrer la nécessité de la voie BMP dans la



formation du TN et donc dans la formation sur SNC. Puisque la NC se forme a I’interface
entre les tissus médiaux et latéraux au niveau de la plaque neurale, la voie BMP a été
fortement suggérée comme jouant un role dans 1’induction de la NC. La régionalisation DV du
tube neural est particulicrement importante pour la bonne spécification des neurones, des
ganglions et notamment les cellules de la créte neurale. La voie BMP joue donc un réle
important dans le développement embryonnaire et dans la formation du TN. Ainsi, ce travail a
permis d’en apprendre davantage sur 1’intégration des signaux instructifs DV au niveau du
court NCE2 de Pax3. Nous avons émis I’hypothése que les protéines SMAD1/5, régulées par
la signalisation par la voie BMP (BMP-SMADI1/5), joueraient un réle important dans la
régulation de I’expression de Pax3 dans le neurectoderme caudal. Nos résultats indiquent que
les protéines SMADI1/5 pourraient étre le cofacteur manquant dans le contréle CDX-
dépendant de I’expression de Pax3 via le court élément conservé NCE2, et que ces protéines
(SMAD1/5) pourraient conférer le patron d’expression restreint de Pax3 aux bordures latérales
du PNP. Pour étayer cette affirmation, nous fournissons de nouvelles preuves que 1’activité de
BMP-SMADI/5 sur I’expression de Pax3 est médiée par CDX1.

Ce travail a donc démontré, via une preuve in vitro, le role des signaux instructifs DV
de la voie BMP. Ainsi, le nouveau modele présenté a la Fig 3.0 inclut ces derniers résultats et
permet de mieux comprendre comment les signaux instructifs AP (Wnt-CDX) et les signaux
instructifs DV (BMP-SMAD1/5) régulent ce NCE2. Bien que les expériences in vitro soient
un passage obligé pour établir un modele putatif de régulation des genes, I’un des projets
futurs issus de ce travail serait de démontrer ces résultats dans un contexte in vivo. Ceci
pourrait se faire, notamment, en effectuant des immunoprécipitations sur la région caudale des
embryons de souris E9,5 afin de confirmer la présence du complexe CDX1/SMADS-
Pax3NCE2.
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Figure 3.0 Modéle pour le contrdle de ’expression de Pax3, dépendant de CDX, dans le
neurectoderme caudal via le CRM NCE2.

L’induction spécifique de l'expression de Pax3 dans PNP par des signaux postériorisant de Wnt-Cdx, en
coopération avec des apports positifs de ZIC2/5, SOX2 et SMADI1/5. Les apports positifs de SMAD1/5 sont
nécessaires pour restreindre le domaine d’expression de Pax3 aux bordures latérales de la PNP. Le maintien de
I’activité restreinte de Pax3 dans la partie dorsale du NT est trés probablement médiée par ZIC2/5 qui sont les
premiéres cibles immédiates de la voie répressive Shh-NKX6.1. Lorsque 1’élongation se produit et que les
apports positifs des CDX disparaissent, I’expression de Pax3 dans le NT est trés probablement maintenue par
les membres des familles Pou de classe III et TEAD.

D’autres recherches ont démontré que I’expression de Pax3 pouvait étre régie par un
autre ensemble d’ECRs présents dans 1’intron 4 [130-133, 146]. Par contre, 1’é¢tude des ECRs
dans I’intron 4 n’a pas encore été approfondie par une technique de ciblage de genes et donc
I’exigence des ECRs présents dans cet intron n’est pas encore connue. Toutefois, la
suppression des ECRs a I’extrémité 5° dans la souris a démontré une redondance fonctionnelle
entre ces deux ensembles régulateurs [132]. Il est intéressant de noter que, bien qu’on
s’attende que chaque ensemble d’ECRs réponde aux mémes signaux AP et DV, différents
mécanismes semblent étre utilisés (par exemple Shh-Nkx6.1-Pax3 vs Shh-Nkx6.1-Zic2-Pax3).
Ainsi, un futur projet de recherche (potentiel) permettrait de savoir si les facteurs qui régulent
I’induction de Pax3 au niveau du NCE2 sont les mémes au niveau de I’intron 4. De plus, des
études mécanistiques effectuées dans ce laboratoire de recherche ont révélé que 1’expression
de MsxI et FoxD3 ¢était directement régulée par les CDX par un méme mode de
fonctionnement que pour Pax3, soit par la liaison directe des CDX a des ¢léments conservés

au sein de la région du promoteur proximal [173]. Il serait donc aussi intéressant d’étudier
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I’apport des signaux instructifs DV (BMP-SMAD) sur I’expression de ces autres
spécificateurs de la NC et de déterminer si la méme combinaison, ou une combinaison
similaire, de signaux instructifs AP et DV régulent leur expression. Ceci pourrait se faire,
notamment, en reprenant les expériences effectuées au cours de cette recherche. Ainsi, on
pourrait évaluer I’induction de I’expression endogéne de Msx/ et FoxD3 en traitement des
cellules P19 non différenciées en présence ou absence de Wnt3a et de Noggin. Comme les
promoteurs de Msx/ et FoxD3 contiennent déja des sites de liaison pour les CDX, des études
de ChIP et de re-ChIP pourraient étre utiles pour évaluer la présence du complexe
CDX1/SMADS a leurs promoteurs respectifs dans la région caudale. Des essais luciférases
pourraient aussi €tre utilisés afin d’évaluer si, comme pour Pax3, la présence de SMADI1/5
permettrait d’induire I’expression de ces genes dans des cellules P19 non différenciées. De
plus, comme il est connu que FoxD3 est régulé par des enhancers différents spécifiques a des
niveaux axiaux distincts dans les embryons de poulet, et que ces enhancers peuvent é&tre
activés par différents signaux [33, 47-52], il serait intéressant d’effectuer ces expériences en
paralléle sur ces différents enhancers afin de voir si cela est aussi vrai chez la souris.

Comme certaines recherches [53, 75] effectuées sur les embryons de poulet émettent
I’hypothése que la séquence temporelle de la signalisation est importante et que 1’induction de
la NC requiert en premier des signaux Wnt, suivi d’une signalisation par BMP, elle-méme
régulée par des signaux Want, il serait judicieux d’étudier si cette méme temporalité est
présente chez la souris. Le modele que nous proposons pour la régulation du NCE2 de Pax3
n’exclut pas la possibilité qu'une séquence temporelle régule 1’induction de ce gene et donc
des recherches additionnelles permettront potentiellement de vérifier si ce mécanisme
d’induction est conservé entre ces especes. Ceci pourrait se faire de maniere in vitro ou ex
vivo. Nos recherches précédentes ont démontré que 1’expression de Pax3 pouvait étre induite
dans les P19 non différenciées lorsque ces derniéres sont traitées pendant 18h avec Wnt3a
[145]. Une approche possible serait donc de cultiver les P19 dans le milieu conditionné Wnt3a
et d’ajouter du Noggin a des intervalles spécifiques afin de déterminer si une séquence
temporelle de signalisation est significative pour I’induction de ’expression de Pax3. De
manicre ex vivo, une ¢tude similaire a celle effectuée sur les embryons de poulet [75],
mentionnée ci-haut, pourrait étre faite. Ainsi, des explants d’embryons de souris a différents

stades de développement au niveau caudal (stade préliminaire et tardif de la gastrulation et
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pendant la neurulation), pourraient étre mis en culture et traités avec les ligands des voies Wnt
et BMP, ainsi qu’avec leurs antagonistes. A 1’aide de différents marqueurs cellulaires,
notamment Pax3, il serait possible de voir quelle combinaison spatio-temporelle de Wnt et
BMP induit des cellules a caractére créte neurale, ainsi que des cellules a caractére neural,
épidermal et placodal. De plus, des analyses ChIP sur des embryons de souris a différents
stades de développement au niveau caudal (stade préliminaire et tardif de la gastrulation et
pendant la neurulation) afin de confirmer la présence du complexe CDX1/SMADS5-Pax3NCE2

de maniere spatio-temporelle.

L’avancement des recherches faites sur la CN dans plusieurs systemes modeles,
incluant les embryons de grenouille, de poisson-zebre et de poulet, montrent parfois des
exigences comparables dans les geénes spécifiques nécessaires pour les premiéres étapes du
développement de la NC. Toutefois, les génes homologues chez la souris ne présentent parfois
pas des exigences comparables. Bien que les souris se révelent étre de meilleurs modeles pour
1'¢tude du développement humain et des neurocristopathies associées, on ne sait pas encore si
ces différences sont des différences fondamentales ou non entre les mammiferes et les non
mammiferes. Les résultats préliminaires présentés ici contribuent a combler le fossé entre la
souris et le poulet en ce qui a trait a I’induction de la NC [53, 75], en plus de soutenir un
modele retrouvé dans les embryons de grenouille, de poisson-zebre et de poulet [71, 92-94]
dans lequel des niveaux intermédiaires de BMP sont nécessaires pour cette induction.
Toutefois, I’étude de la CN en utilisant d’autres especes de mammiferes est nécessaire afin de
préciser le degré de conservation des résultats obtenus par notre recherche dans la lignée des
mammiféres. De plus, des expériences ont démontré la nécessité d’autres voies de
signalisation, notamment FGF, dans 1’induction de la CN. Ainsi, il a ét¢ démontré que la voie
FGF est nécessaire pendant la gastrulation dans les embryons de poisson-zebre pour induire
I’expression de Pax3 au niveau des NPB [71]. Ainsi, il serait judicieux d’étudier la régulation
de I’expression de Pax3 par les voies FGF-CDX, ainsi que par les voies AR-CDX, afin de voir

comment sont intégrées ces voies au niveau du NCE2 de Pax3.

Une meilleure connaissance des mécanismes moléculaires qui controlent le CN-GRN

est nécessaire afin d’obtenir une meilleure compréhension du controle des programmes de
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différenciations cellulaires, et surtout, afin de pouvoir éventuellement développer des outils
permettant d’améliorer le dépistage, le diagnostic ou le traitement précoce de maladies liées

aux défauts du développement précoce du systéme nerveux.
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