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cours theoriques

Partie | : Notions de base de la biologie du développement.

Définitions , caractéristiqgues génerales du développement,
Les principales €tapes de I’embryogencse
Les facteurs moléculaires contrélant les processus de base :
difféerenciation et communication cellulaire ,morphogenese
—> Les techniques : la génétique du développement, I’embryologie expérimentale et
les techniques d’analyse de I’expression et de la fonction des génes.

Partie 2 : Le développement du xénope et du zebrafish:

Les facteurs régulateurs impliqués dans les premiers stades du développement
- Chez le Xénope (Xenopus laevis)
- Chez le zebrafish ou « poisson-zeébre » (Danio rerio)

Partie 3 : L’organogenese

.La formation du systeme nerveux a partir de I’ectoderme

.Le « remodelage » du mésoderme (somitogenese, formation des muscles
squelettiques, formation des membres, ...)

.Le « remodelage » de I’endoderme (formation du pancréas, foie et intestin, ...)
+ travail bibliographique en « binome »



Partie 1 : Notions de base de la biologie du développement.

- Définition de la Biologie du développement :

But de la Biologie du developpement est de comprendre comment se forme a partir d’une cellule
unique, au cours de I’embryogenése, un organisme multicellulaire.
+ phénomeéne de régénération des tissus.

—> controlé par des mécanismes moléculaires complexes



Science tres « large » : développement de tous les étres vivants !!!

Les organismes modeles les plus utilisés en biologie du développement :

C. Elegans drosophile Xenope poisson zebre poulet souris

Fig. 1.1. The development of animal model systems. Three
different stages of development of various animals used as develop-
mental model systems are depicted from top to bottom in each
panel. Sizes of scale bars are indicated in the legend. (A) Nematode
Caenorhabditis elegans. Two-cell embryo (10um); larva (10um);
various larval stages with the adult worm. (B) Fruit fly Drosophila
melanogaster. Blastoderm stage (0.1 mm); extended germ band
stage (0.1mm); adult fly. (C) Frog Xenopus /aevis. Blastula stage

(0.5mm); tail bud stage (1mm); tadpole. (D) Zebra
stage with embryo on top (0.5mm); 14 somite stage d
basic body plan with head to the left (0.5 mm); adult fis
Gastrulating embryo (1 mm); 2.5 days after laying (1
days after laying. (F) Mouse. Zygote before the fi
(10um); 8 days after fertilization (0.1 mm); 14 days a
tion. Images from Wolpert, L. (1998) Principles of d
Current Biology and Oxford University Press.
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Les mécanismes de développement seront d’autant plus similaires

que les especes sont proches du point de vue évolutif.
(comparaison du développement des especes . « Evo-Devo )
(comparaison des séquences génomiques)




Les geénes régulateurs se sont conserveés durant 1’évolution
chez les vertébrés (et souvent chez les invertebres)
- Genes orthologues : gene equivalent dans 2 especes différentes.
NB: genes paralogues,

Exemple : conservation d’expression et de fonction du gene Pax6

. '

Expression de Pax6b dans un embryon de zebrafish

Expression de Pax6
Dans un embryon de souris

Pax6 néecessaire pour le developpement du systeme nerveux, des yeux
et du pancréas chez tous les vertébreés.



Exemples de genes ayant conservé leur fonction chez tous les metazoaires:

Pax6 : gene controlant la formation des yeux, du pancréas, du cerveau
Nkx2.5 : géne contrdlant la formation du cceur

otx : gene controlant la partie antérieure du cerveau
cdx : gene déterminant les régions postérieures
Hox : génes déterminant la position dans 1’axe antéro-postérieur

Antérieur Postérieur
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- conservation des mécanismes moléculaires.
- utilisation de quelques organismes comme « modeles »



Historigue:

Début du XIX siecle
- Observation de la morphologie des embryons au court du temps (« anatomie »)

- Embryologie comparée : exemple : Ernst Von Baer (1820) et Haeckel (1900)

B ({«% e 2 ) N Comparative embryology. Composite from The evolu-
o ¥ e Ry ' e 2\ tion of man by Ernst Haeckel (4th edn,1903) showing the develop-
F’ 2 S& I/t ; o ment of (from left to right) a snake, a tortoise, a chicken, a dolphin,
3 and a monkey. In these drawings the author emphasized the simi-
larity of all embryos during the early stages of development, some-
- thing that had been documented by Karl von Baer at the beginning
of the century. However, whereas Haeckel mistakenly assumed that
more complex organisms recapitulate the development of the
ancestral ones, von Baer correctly interpreted the progressive simi-
larities as departures from shared stages.

-Similarité des embryons de vertébrés
-Les différences morphologiques
apparaissent aux stades « tardifs ».
(critere de classification)



- début du XXieme siecle : embryologie expérimentale

Transplantation ou destruction de partie d’embryon (embryons de grenouille,
triton , d’oursin de mer...) (experience de Speemann en 1930)

-génetigue du developpement (drosophile, puis C. elegans)

- identification de mutants (« spontanés ») chez la drosophile (Morgan 1910)

-utilisation de mutagéne pour induire des mutations provoquant des défauts
dans le développement embryonnaire (1970—1990)
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- 1980 : essor du génie génetigue (clonage et sequencage des genes)

—> identification des genes régulateurs du developpement
technigques de transgenese et de mutagenese ciblée (souris)

- 2000 : sequencage des genomes entiers (elegans, homme, drosophile, souris,
zebrafish, ...)

—> similarité des genes entre les organismes !!!
But actuel : connaitre la fonction de tous les genes

(fonction dans I’embryon et chez 1’adulte) - mutation de tous les genes

Applications et impacts de la biologie du développement :

- principalement dans le domaine médical et vétérinaire
1) Regénération de tissus et de cellules (« naturelle » ou a partir de cellules souches)
2) Maladies et malformations génétiques (ex: piebaldisme)
3) ldentification de teratogenes parmi les molécules pharmacologiques.

(ex.: Thalidomide)



Developmental anomalies caused by genetic
mutation. (A) Piebaldism in a human in-
fant. This genetically produced condition re-
sults in sterility, anemia and underpigment-
ed regions of the skin and hair, along with
defective development of gut neurons and
the ear. Piebaldism is caused by a mutation
in the KIT gene. The Kit protein is essential
for the proliferation and migration of neural
crest cells, germ cell precursors, and blood
cell precursors. (B) A piebald mouse with a
mutation of the Kit gene. Mice provide im-
portant models for studying human devel-
opmental diseases. (Photographs courtesy of
R. A. Fleischman.)

Piébaldisme :
syndrome dd a la mutation du gene Kit

. . Fi 1.16
Eﬁet dU Thalldomlde sur Ia- ﬁ I)Ie:g\/:;()epmental anomalies caused b

- = s d by an environmental agent. (A)
forma‘“ on des membres 'blOC(;mhe 1@,_t e lack of proper limb d'evelopment., was the most vis-

1ble of the birth defects that occurred in many children whose
mothers tgok t_he drug thalidomide during pregnancy. (B)
Thalidomide disrupts different structures at different times of
human development. (Photograph © Deutsche Presse/Archive
Photos; B after Nowack 1965.)




Les principales phases du développement des métazoaires

-Fécondation

-> zZygote

-Clivage (mitoses)

—>Blastula

-Gastrulation

-3 feuillets

-Neurulation

—>tube neural

-Somitogenese &
Organogenese

—>organes
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Lignée germinale et somatique

Lignée germinale : cellules générant les gametes (haploide, n)

La meiose : 1 cellule germinale 2n - 4 cellules haploides (gametes)

La fecondation : fusion des gametes n - zygote 2n

Une mutation est transmise a la descendance si elle apparait dans la lignée germinale

First generation Second generation Third generation
Mutations i Mutation i
O suﬁl'naa{%ng;ﬂs do  @L| gaurr% It?e?ll Igﬁects " I
o | | not affect germ line / . | | germ line / -
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_es quatres processus de base
controlant ’embryogenése

1) Processus de différenciation cellulaire
Comment le zygote génere-t’il tous les types cellulaires ?

2) Processus d’induction ou de communication intercellulaire
Comment les cellules communiquent entre elles ?
(certaines cellules peuvent changer le destin des cellules avoisinantes)

3) Processus de la morphogenese :

Comment les cellules s’agencent entre elles pour former la forme adéquate
de chaqgue tissus ou organe ?

4) Processus de la croissance (par les divisions cellulaires : mitoses)
Comment les divisions cellulaires sont controlées durant I’embryogenese ?
(exemple : la formation des membres)




1) Mécanisme de la différenciation cellulaire

FIGURE 1.1  Some representative differentiated cell
types of the vertebrate body. The progeny of the fertil-
ized egg must diversify into hundreds of cell types. The
cell types are organized according to the germ layers
from which they arise. The germ cells (precursors of the
. sperm and egg) are set aside early in development and
il Blastula Gastrula do not arise from the three germ layers.
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-Plus de 200 types ceIIuIalres différents présentant des fonctions différentes

—> due a I’expression différente des geénes
Parmi tous les genes ( 17.000 ? pour la drosophile et 60.000 ’? pour I’homme) :
1) genes exprimés dans toutes les cellules : expression uk_)lqwste |
« housekeeping genes » ou genes necessaires a la vie ceIIuIalre.
(exemple : enzymes du métabolisme de base, s_ynthés_e de _protémes, )
2) genes exprimés de facon restreinte dans certains tlssu§ (|.nsuI|ne, prplactme,
—> La régulation de I’expression des génes détermine la différenciation cellulaire

ocyte)



L_a differenciation cellulaire est
progressive

—> Implication des facteurs
transcriptionnels a chaque
« embranchement ».

—> notion de lignage cellulaire

(« cell lineage » ou « cell tracing »)
etudiée par le marquage des
cellules de I’embryon
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“Représentation schématique™ de la différenciation cellulaire

A

Development

Pluripotent reprogramming
(SCNT, iPS)

C

Lineage reprogramming
(trans-, de-differentiation)

Processus normal
(stable)

Processus ne se produisant pas
naturellement chez les vertébrés

Processus rare

-regénération

-pathologie (métaplasie)

V

—>Notion de plasticite cellulaire :

- faible in vivo (chez les vertébrés)
- observée in vitro pour plusieurs types cellulaires




La regenération des tissus chez les vertebreés:

-Par division cellulaires (mitoses) (sauf neurones, erythrocytes, ...)
-A partir de « cellules souches adultes multipotentes »
(systeme hématopoiétique, intestin, cerveau, peau, ...)
NB: il n’existerait pas de cellules souches pour tous les organes
—> concepts de « niches » des cellules souches.

NB: Il n’existe(rait) pas de cellules souches pluripotentes chez 1’adulte

- Par transdifférenciation (rare)
(NB: différences entre cellules totipotentes, multipotentes (ES), pluripotentes, unipotent

NB: La reprogrammation cellulaire

Possibilité de reprogrammer artificiellement des cellules différenciées en cellules souches

pluripotentes
- par transfert de noyaux (clonage animal)
- par expression de facteurs transcriptionnels : nanog, sox2, Oct4, c-Myc
(Takahashi, K., Tanabe, K., Ohnuki, M., Narita, M., Ichisaka, T., Tomoda, K.,and Yamanaka, S. (2007).
Cell 131, 861-872.)




UV radiation Metaphase Polar

. _eclonage animal
- (transfert de noyaux somatiques)
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Zona

Unfertilized egg

(pigmented strain) Blackil
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Injection of nucleus Manual
into enucleated egg enucleation

—>Les noyaux cellulaires
peuvent étre reprogrammes

- Preuve de I’équivalence
des génomes des cellules
différenciees

NB: pourcentage de reussite faible
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Les acteurs de la différenciation :les facteurs transcriptionnels.

[l existe une dizaine de « familles » de facteurs transcriptionels classées sur base de
leur domaine de liaison a I’ADN (séquence protéique conservee).

M€ Domaine de lisison a TADN | || Domaine efecteur "

Les plus courants sont :

-Homeodomaine : exemple Hox, Pax, cdx, nkx, En, Antp, Oct ...

-Domaine en « doigt de Zinc » (zinc finger) : GATA, GLI, RAR, ...

-Domaine « basic Helix-Loop-Helix » : neurogenin, Neuro D, MyoD, Twist ...
-Domaine « Fork head » (winged helix) : ex : HNF3beta, Foxal, ...

-Domaine « T » : ex brachyhury / notail , vegT, Tbx ...

-Domaine « HMG » : ex: SRY, Sox, ...

-Domaine « MADS » :ex : MEF, SRF..

-Domaine « Leucine zippers » :ex.: CREB, CEBP, ...

-Chacune de ces familles de proteines présente une structure 3D particuliere
(et présente des similarité de séquence primaire)

-Ils existent chez tous les vertébreés et invertébrés
(Exemple : le facteur Pax6 : homeéodomaine )



Exemple : Famille des facteurs a homéodomaine
Homeéodomaine : séquence protéique de 60 a.a.  (ex: Pax)

homeodomain
* * * * *k
{221y 221 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 331
HsPAX4(171) ———H------ RNRTIFSPSOAEALEKE FORGOYPD SVARGKL ATATS LPEDTYRVIF SNRRAKNRROEELENEMALPG--A5--—=——=—===—=- QGLTVPRVAPGIISAQ
MmF'F\X-fl{l?l) ————————— HRNRETIFSPGUAEALEKE FQRGQYPD SVARGKL ARATS LPEDTYRVIF SNRRAKNRRQEKLENEAQLPG---——-—= === —- A--SQDLTVPENSPGIISAQ
DrPax4{153) MNTNLRRTAHRSRTAFTADOSGRLEKE FTCGLYPDLL TREKL AEETN LS QD TIKVUF SNRRARMERERK FEHND CGIRA--R-—-————= == === - PGFLGNCRNALISLSS

HsPAXE(20Z) MRLQLKRKLQRNRTSFTQEQIEALEKE FERTHYPD VFARERL AAKID LPEARIQVIFSNRRAKIRREEK LRNQRROASHTP SHIPISSSFSTSVYQPIPQPTTPVS SFTSG
MmPAXE(202) MRLOLERKLORNRTSFTQEQIEALEKE FERTHYPD VFARERL AAKIDLPEARIQVIF SNRRARKURREEK LRNQRROASNTP SHIPISSSFSTSYYQPIPQPTTPVS SFTSG
DrPax53221) MRLOLKRELOQRNRTSFTQEQIEALEKE FERTHYPD VFARERL AAKID LPEARIQVIF SNRRAKWRREEK LRNQRROASNSS SHIPISSSFSTSYYQPIPQPTTPVS -FTSG
DrPax6b(221) MRLQLKREKLQRNRTS FTQEQIEALEKE FERTHYPDVFARERL AAKID LPEARIQVWF SNRRAKWRREEK LRUQRROASNSS SHIPI SSSFUTSVYQAIPQPTTPVS -FTIG

/ Hélicel Hélice2 Hélice3
Comparaison de protéines Pax

b

Structure 3-D de ’homéodomaine

\

\
Les hélices 1 et 2 se t&uvent au-dessus de I'ADN
\ &bras N-terminal est situé dans le petit sillonI

' Pax6 embryon de souris

(Il existe plus de 100 facteurs
b 3esmans,egrandsmf} homéodomaine chez les vertébrés)




conclusions sur la differenciation cellulaire

- phénomene progressif
- Controle initialement par des facteurs transcriptionnels
—> agissant ensuite sur la modification des histones
(acétylation et méthylation)
sur la méthylation de ’ADN
—> controle de la conformation de la chromatine
(hétérochromatine et euchromatine)

—> reprogrammation naturelle rare (NB: cellules germinales)
- reprogrammation artificielle possible.



2) Processus de communications intercellulaires

- les cellules communiquent entre elles afin de coordonner leur différenciation :
Exemple : Induction du cristallin par la vesicule optique

(Exemple d’approche
(1) Normal (3) Optic vesicle is d’embryologie
induction removed; no o
of lens by lens is induced EXPeEri mental e)
optic vesicle
Head <
(2) Optic vesicle (4) Tissue other than
cannot induce optic vesicle is
ectoderm that implanted; no
ps is not competent induction occurs
Trunk<

L PR A
£

—> communication intercellulaire :
via des molécules extracellulaires (souvent proteines)




Les signaux responsables des phénomenes d’induction peuvent
souvent passer a travers des filtres = facteurs solubles de signalisation

Lens ectoderm

Lens fibers

Mesenchyme

Neural retina

Les facteurs inducteurs provenant de la rétine passent a travers le filtre
—>facteurs extracellulaires (secrétés par les cellules de la rétine)



a formation des organes dépend de « cascades » d’induction.

(1) (2 et 3) (4)
(B) (C) (D) Lens (E)
(A) ; Early optic Inner layer Lens  vesicle | eiis apibeliim '
- (prospective Y Optic - iteote
vesicle retina) o stalk N
Goen DY Future
= optic
H!! I <L : Bt
Lens g Pigmented
' fibers layer of retina
%igesrpleazgze Intraretinal Neural layer
; f retina
d I:cigfiirm pigmented space of reti
g epithelium)

1: la vésicule optique induit le cristallin

2: le cristallin induit la rétine « neurale » (< -> rétine pigmentee)

3: la rétine stimule la difféerentiation du cristallin (induction réciproque)
4: le cristallin induit la cornée

Les évenements d’induction peuvent €tre 1dentifiés par des
Transplantations (embryologie expérimentale)



Classification des molécules de signalisation
suivant la distance de leur action :

A) Signaux agissant « a longues distances » :

facteurs endocrines
(ex: hormones peptidiques, lipophyles et petites molécules)

B) Signaux agissant « a petites distances » (2 a 30
cellules) : facteurs paracrines
(exemple : EGF, FGF, Wnt, Hedgehog, TGFf)

=FE

Cell signaling

O

C) Signaux agissant seulement sur les cellules
r adjacentes (signal bloque par un filtre):
facteurs juxtacrines
-> via des protéines membranaires
(exemple : Delta-Notch, Ephrines)

Role important dans le developpement

Diffusion
@ %5.
signal
O

second

messengers

Direct contact

signal
®

second

messengers




L_es voies de signalisation dans le developpement

1) familleTGFbeta (récepteurs a activité Sérine/thréonine kinase)
2) Famille Wnt (wingless)
3) Famille Hedgehog (Hh)
4) Famille FGF (récepteurs a activite Tyrosine kinase)
NB: effet morphogene de ces 4 familles de protéines extracellulaires

5) Famille Delta-Notch (signalisation juxtacrine)

6) Famille Eph-ephrine (signalisation juxtacrine)

X) ...

-Ces voies de signalisation controlent la formation de plusieurs tissus

et interviennent a plusieurs stades du développement

Ex.: Hh contré6le la formation du tube neural, des somites, des membres, du tube digestif,...

-Ces 5 voies de signalisation sont impliquées dans le developpement

de tous les organismes vertebres et invertébrés
(Chaqgue famille est constituee de plusieurs facteurs homologues, surtout chez les
vertebres).



_es morphogenes : TGFbeta, Wnt, HH, FGF, acide rétinoique, ...
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L_a famille des facteurs FGF

I1 existe 22 génes FGF chez ’homme
—> expression dans différents tissus, exemple FGF8 :

Effet de FGF8
sur le cristallin

_____
-------
-----

Contact
with
optical
vesicle

Contact
with
FGF8
bead

figure 6.11

. bourgeon des membres (a“eS et patteS) IGF8 function in the developing chick eye. (A) In situ hybridization

i i : Efgf8 in the optic vesicle. The fgf8 mRNA (purple) is localized to
SOmites (formatlon des cartl Iages et mUSCIeS) hefpresumptive neural retina of the optic cup and is in direct con-

arcs pharyngiens (formation de la machoire)  atwith the outer ectoderm cells that will become the lens. (B)
Ktopic expression of L-Maf in competent ectoderm can be induced

frlo_ntlere Cerveau posterieur -cerveau moyen yy the optic vesicle (above) and by an FGF8-containing bead
retine below). (Photographs courtesy of A. Vogel-Hopker.)



Les FGF se lient et activent les récepteurs membranaires possédant

des activité tyrosine kinase
o : facteur FGF

Ligand Receptor

Extracellular




L_a voie de signalisation Hedgehoqg

Il existe 3 genes Hedgehog chez les mammiferes (sonic, indian, desert)

Effet du teratogene «cyclopamine »
(phénotype similaire au mutant shh)

Expression de sonic Hedgehog (shh)

—> Role important de signalisation - de la notochorde (fleche rouge)
- dans la formation des membres (fleche noire) et du tube digestif (fleche bleue)
- dans la régionalisation du cerveau



Voie de signalisation Hedgehoq

Hedgeh‘og |
Patched
SmOOthened
Ci‘Lprotein |
“made activator
| Trﬁnscription

Le facteur de transcription Ci
(chez la drosophile)
Facteurs Gli
(chez les vertébres)

cyclopamine

Hedgehog

Patched
protein

Smoothened (B)
protein

Cytoplasm

Smoothened

Patched inhibits \ :Illlzlﬂ;lltiinil’)KA
smoothened

Microtubule

N

/' .

;

~ Repressor

e i .

@
No transcription of Transcription of
Hedgehog-responsive Hedgehog-response
genes genes

Figure 6.25

The Hedgehog signal transduction pathway. The Patched protein in the cell membrane is an in-
hibitor of the Smoothened protein. (A) In the absence of Hedgehog protein binding to Patched,
the Ci protein is tethered to the microtubules (by the Cos2 and Fused proteins). This binding
allows the PKA and Slimb proteins to cleave Ci into a transcriptional repressor that blocks the
transcription of particular genes. (B) When Hedgehog binds to Patched, its conformation
changes, releasing the inhibition of the Smoothened protein. Smoothened releases Ci from the
microtubules (probably by adding more phosphates to the Cos2 and Fused proteins) and inacti-
vates the cleavage proteins PKA and Slimb. The Ci protein enters the nucleus, binds a CBP pro-
tein and acts as a transcriptional activator of particular genes. (After Johnson and Scott 1998.)



La superfamille des facteurs TGFbeta

BMP FAMILY

[—,GDFm '
| BMP3/osteogenin
BMP9

Dorsalin 1 (chicken)
BMP10

Vgr2/GDF3

- GDF5 (brachypodism)
E-‘BMms/GDPe
- BMP12/GDF7

= BMP5 (short ear)

- BMP8a/OP2

| 60A (Drosophila)

Vgl (Xenopus)
Univin (sea urchin)
GDF1

Screw (Drosophila)
Nodal

- Activin BA BRMD.D
L Activin BB =L 0§ i

IGF AL
'TGF-B5

TGFf2
1Bl

TGF FAMILY

MIS

GDF9
Inhibin

GDNF



Role dans :

-formation des os (BMP)(Bone Morphogenetic Proteins)

- formation de 1’axe dorso-ventral

- induction de I’endoderme et mésoderme (facteur nodal)

- asymeétrie dans 1’axe gauche-droit

- formation de plusieurs organes (poumons, foie, rein, tube neural,

rétine ...ect....

Expression de BMP2b

trunk and tail
epidermis

otic vesicle

dorsal retina

N\

posterior
mesoderm

pharyngeal endoderm cardinal vein



|_a vole de transduction des TGFbeta

@)
(A) (B) Activin or BMP ligand
TGF-B-like TGF-B ligand /
ligands .\ / _

Extracellular

k Ser/thr Gyon
kinase

domain - Two dimers
Receptor ~ Receptor  hind Jigands
type II type [ ~ ,

Smad 2,3 Smad 1,5

Sniad

Activated Giis ‘
~ (phosphorylated)
Smad



|_es facteurs Wnt

Il existe environ 15 genes Wnt chez I’homme
-1 gene chez la drosophile : Wingless (Wg)
- le premier gene homologue identifié chez les vertébré : integrated (int)

. ; T AGTeN Al SIANas
Kidney rudiment d

Testis
rudiment

Expression de Wnt4 dans les reins Reins de souris mutées dans le gene Wnt4
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SRl A

111111 )Frizzied .
TT NB:

Récepteur :
LRP + Frizzled

-Vole canonique
-Frzb : frizzbee
antagonistes)




Facteurs Delta-Notch : un exemple de

signalisation juxtacrine

(A) (B)

Signaling cell Signaling cell

T D
4 i

Protease Protease

Receiving cell Receiving cell

Repressor\

No transcription

Figure 6.29

Mechanism of Notch activity. (A) Prior to Notch signaling, a CSL transcription factor
(such as Suppressor of hairless or CBF1) is on the enhancer of Notch-regulated genes. Th
CSL binds repressors of transcription. (B) Model for the activation of Notch. A ligand
(Delta, Jagged, or Serrate protein) on one cell binds to the extracellular domain of the
Notch protein on an adjacent cell. This binding causes a shape change in the intracellular
domain of Notch, which activates a protease. The protease cleaves Notch and allows the
intracellular region of the Notch protein to enter the nucleus and bind the CSL transcrip-
tion factor. This intercellular region of Notch displaces the repressor proteins and binds
activators of transcription, including the histone acetyltransferase p300. The activated C§E
can then transcribe its tarcet genes (After Koziol-Dube, personal communication.)

Récepteur : Notch

Ligands : Delta
Jagged
Serrate

CSL = Suppressor of hairless
=RBPJ

Role dans la formation:
-des somites

-Des yeux

-Des neurones

-Des cellules endocrines
pancréatigues



Lignée transgénique rapportrice
Notch-Response-Element:VenusPEST
(permet d’1dentifier les cellules ayant
une activite Notch élevée dans
I’embryon)

Sites de liaisonCSL i



Principe des voies de signalisation

signal extracel. - récepteur membranaire - second messager —> facteur transcriptionnel

Diffusion

SA S,gna| Cellule recevant
le signal
Extracellulaire
seonnd
messengers

Induction de facteurs

Cellule emettant Direct contact Transcriptionnels
le signal
extracellulaire 1
signal cer, . L.
———>  Différenciation

O cellulaire

second

messengers

(NB: les facteurs de signalisation changent ’activité des facteurs transcriptionnels
.. et peuvent donc influencer la différenciation des cellules voisines)



3) La morphogenese

Comment les cellules s’agencent entre elles pour former la forme adéquate de chaque
tissus ou organe ? —> implication de :

- molécules d’adhésion cellulaire (cellule-cellule et cellule-matrice extracellulaire)
- molécules du cytosquelette

Il existe 2 grandes catégories de cellules : - cellules épithéliales (polarisées)
- cellules mesenchymateuses (non polarisées

Apical
specialization

Junctional
complexes

- Basement
membrane

Cell

Matrix

(b) Mesenchyme



Premiéeres expériences sur la morphogenese en 1955 par Townes et Holtfreter :

Les cellules épithéliales se réagregent spontanément.

i ibi Pres tive epidermal cells
Reaggregation of cells from amphibian neurulae. Presumptive ep SRR
from pigmented embryos and neural plate cells from unpigmented em rjn;ur-.. a
dissociated and mixed together. The cells reaggregate such that one type ( I'l_l;."ﬁft
the presumptive epidermis) covers the other. (Modified from Townes and Holt-

freter, 1955.)

Presumplive
n:p'tdr:rmﬂl colls

Sepregation

Spontanecous : s 2
PN veaggregation free y of coll types gt ria
e T, ’ 11
4 .-.‘t.':;:" 3
B

Section through ball
of segregated cells




Epidermis
+

Epidermis Mesoderm mesoderm
+ + +
mesoderm endoderm endoderm

—> Les cellules sont capables
de « se reconnaitre » et de se
réorganiser

Organisation « similaire »
a I’ embryon

Mesoderm Mesoderm



Explication par les forces d’adhésion entre les types
cellulaires :

1) Si les cellules A utilisent un « systeme »
d’adhérence différent de B

2) Si les cellules A et B utilisent le méme
« systeme » , et que les interactions entre A-A sont
plus grandes que B-B




Les bases moléculaires de 1’adhérence entre les cellules : les

protéines membranaires d’adhésion

1) Les cadhérines (dépendantes du Ca++)(type E, P, N, R, B...)

2) Les protéines CAM (N, Ng, neurofascin,...)(structure // Ig)

NB : Interactions homophiliques (homodimere)

Cell—cell adhesion
Calcium-dependent Calcium-independent
adhesion adhesion
Cadherin Immunoglobulin superfamily

N\

actin bundles

Immunoglobulin superfamily
e.g. N-CAM

AV




Meural crest

Botoderm

[} M-Cadherin

()




Mouvement d’invagination

(exemple : internalisation du tube neural)




2) Molécules d’adhésion Cellules- matrice extracellulaire

r6le dans le maintien des epithélium ou la migration des cellules meésenchymateuses

Matrice extracellulaires : - fibronectine , laminine (voir cours M. Thiry)
- collagenes, elastine, ... (fibres)

- Glycosaminoglycans (héparan sulfate), ...

Apical s B g g R O N
' Eplthehum

specialization

Junctional
complexes

Basement
membrane

Epithelium

ON e
Matrix
Mesenchy,\
Matrice extracellulaire Matrice extracellulaire

« lache » « dense »

o




Molécules d’adhésion : Intégrines : « jonction » entre le cytosquelette et la matrice
extracellulaire

RGD
- ;
(B) Cell-binding domains &)
for avian neural Fex -
High-afﬁnity/ c7est cells \ HE SS
site RGD 1l
CSI SS C 1 s
Heparin-and  Collagen-  Cell-binding domains Heparin-  Fibrin- RGD_blndln 'ln e
ﬁbrm-bir:nding binding for fibroblasts binding  binding 5 g sites
domain domain site 11 site I1 site
Fibronectin . B subunit Of\ O subunit
integrin iy of
C ) :
Extracellular LRI

C . (; 1asm | |
op o-Actinin  Vinculin

Les intégrines reconnaissent
le motif RGD présent dans la
fibronectine et la laminine.

microfilament



Localisation de la fibronectine dans 1I’embryon de poulet

—> maintien de la structure des épitheélia et des cellules




Localisation de la fibronectine dans une gastrula de xénope
la matrice de fribronectine (vert) permet la migration des cellules du mésoderme a
I’intérieur de ’embryon (lame basale située sous 1’ectoderme)

blastocele

Injection

-d’ Anticorps fibronectine
-Tripeptide RGD

—> Blocage de la migration



3) Role de la forme cellulaire
dans la morphogenese

—> Importance du cytosquelette.

(exemple : mvt d’invagination)

e

apical face

localized @

contraction




Mouvement d’invagination

(exemple : internalisation du tube neural)




Meural crest

Botoderm

[} M-Cadherin

()




4) Le processus de croissance

1) Par divisions cellulaires (facteurs de croissance > mitoses)

. M phase
G2 cyclin/Cdk
@ Mitosis
G2 phase
Growth
DNA
S phase synthesis

G1 cyclin/Cdk

GO
Rbt
Rbt
Growth G1 phase
—_——

(h)

« growth factors »
(FGF, EGF, ...)
(fact. Paracrines)

Branching morphogenesis



Les différents types de mitose

@ — - w Sans croissance

(a) Cleavage division

@ o ° Asymétrique

(b) Asymmetrical division

O
@< % Exponentielle
©

(c) Exponential growth

&

(d) Stem cell

- & A partir de cellules souches



croissance

2) Par expansion de la matrice extracellulaires (cartilage et
0s) (+ tardif)

3) Augmentation de la taille cellulaire (voie IGF-AKT/PKB)

H.‘
METABOLISME SURVIE CELLULAIRE
-6LUCIDIQUE

-LIPIDIQUE
-PROTEIQUE



1)

2)

3)

4)

Conclusion et resumé des 4 processus de base

La différenciation cellulaire
-les acteurs : les facteurs transcriptionnels

[’induction ou communication cellulaire

-les acteurs : signaux extracellulaires et voies de transduction
signalisation paracrine et juxtacrine

(TGFbeta, Wnt, Hedgehog, FGF/EGF, Delta-Notch, ...)

La morphogenese
-les acteurs : - les molécules d’adhésion cellule-cellule
cellule-matrice (intégrines)
- le cytosquelette, ...

La croissance (division cellulaire = mitoses) .
—> facteurs de croissance (FGF, EGF, IGFE,...)
—> controble du cycle cellulaire (Rb, cylines, ...)



